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VORWORT

Der Methodenvalidierung im klinischen Labor begegnete ich bereits frith wiahrend meiner Weiterbildungs-
zeit in den spéten 90er Jahren. Zu dieser Zeit fanden in meiner Abteilung gerade Vorbereitungen im Rah-
men der damals angestrebten Akkreditierung statt und war zugleich entschieden worden, das manuelle RIA
Labor durch eine Automatisierungsstrategie abzuldsen. Die Aufgabe der hierfiir notwendigen Methodenva-
lidierungen, einschlieBlich der Dokumentation, Interpretation und Freigabeempfehlungen der diversen Me-
thoden fiir die Routineanalytik, wurde den Weiterbildungsassistenten auferlegt. Nachdem ich mich einge-
hend mit der Theorie zu dem Thema befasst hatte, wurde mir schnell klar, dass es bei der praktischen Um-
setzung offensichtliche Probleme und Hindernisse gab. Zwar war eine Vielfalt an Literatur zu dem Thema
vorhanden, dennoch erwiesen sich die Selektion eines passenden Modells, die statistische Auswertung des-
selben und die grafische Darstellung der Ergebnisse als unerwartet schwierig. Die manuelle Durchfiihrung
mit Excel war dullerst zeitintensiv, was bei einem ohnehin schon voll ausgelasteten Weiterbildungsassisten-
ten eine nicht unerhebliche zusitzliche Belastung darstellte. Hinzu kamen die Unsicherheit beziiglich der
Datenauswertung, die Entscheidung zur Freigabe der untersuchten Verfahren fiir die Routineanalytik und
die nicht einheitliche Vorgehensweise zwischen den mit diesen Aufgaben betrauten Kollegen und Kollegin-
nen. In der Hoffnung, diese Probleme elegant 16sen zu kdnnen, machte ich mich auf die Suche nach einer
passenden Softwarelosung — jedoch ohne Erfolg. Freilich stand eine Vielzahl kommerzieller Software Pake-
te zur Verfiigung. Keines eignete sich jedoch, auch angesichts meiner damals allenfalls rudimentiren
Kenntnisse im Bereich der medizinischen Statistik, fiir meine spezifische Problemstellung. Zwangslaufig
entschied ich mich demzufolge, Excel Vorlagen fiir verschiedene Validierungsprotokolle zu erstellen und
diese, zur schnelleren Abarbeitung, bedingt zu automatisieren. So war es einerseits moglich Validierungser-
gebnisse direkt in Berichtsform darzustellen und andererseits, anhand von Regelwerken, eine automatische
Ergebnisauswertung zuwege zu bringen. Dies sparte nicht nur viel Zeit, sondern brachte auch ein potentiel-
les Mal} an Standardisierung ein. Innerhalb eines Jahres entstand so der Vorgénger des in dieser Arbeit be-
schriebenen Programms. Die Software nannte sich ,,Donatello!* und stellte einen, im Vergleich zur aktuel-
len Software noch funktionell stark limitierten, Konzeptnachweis dar, der dennoch in 2001 als Postervortrag
auf der AACC/SSCC Tagung in Chicago akzeptiert wurde und dort auf eine unerwartet gute Resonanz
stief8. Kurz darauf folgte auch eine personliche Einladung durch den Vorsitzenden der jéhrlichen ,,European
Conference on Quality in the Spotlight in Medical Laboratories™ in Antwerpen (Belgien), Dr. Henk Gold-
schmidt, zur dortigen Vorstellung des Programms. Damit war fiir mich der gedankliche Grundstein fiir die
Weiterentwicklung der Software gelegt. In den darauffolgenden Jahren wurde aus dem Konzeptnachweis
ein vollstindiges Add-In fiir Excel, genannt ,,Abacus®, welches, bedingt durch sowohl personliche Erfah-
rung (auch im Bereich der klinischen Studien) als auch Riickmeldungen, Anfragen und Verbesserungsvor-
schldge durch Anwender, stindig verbessert und erweitert wurde. Nach mittlerweile fast 11 jahriger Arbeit
ist nun eine ausgereifte Anwendung entstanden und ist es mir eine besondere Freude diese in der vorliegen-

den Arbeit vorstellen zu diirfen.
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1. Einleitung

Das Ergebnis einer Laboruntersuchung dient in erster Linie als Grundlage fiir eine klinische Entscheidung
und muss daher dementsprechend zuverldssig sein. Es wird demzufolge vorausgesetzt, dass das klinisch-
analytische Labor die nétige Vorsorge trifft, um stets die Lieferung qualitativ hochwertiger Daten zu ge-

wihrleisten. Entsprechende qualitdtssichernde MaBnahmen schlieen u.a. ein [ITUPAC, 2002]:

Die Validierung aller verwendeten Methoden

Die Etablierung eines internen Qualititssicherungssystems

Die Teilnahme an Ringversuchen

Die Akkreditierung des Labors nach internationalen Normen (z.B. ISO 15189 oder ISO/IEC 17025)

Die Methodenvalidierung wird in der Regel nur zu Beginn des Verfahrenslebenszyklus durchgefiihrt und
ermdglicht Riickschliisse auf die zu erwartende Leistung und Messunsicherheit des Systems, wéhrend die
interne Qualitdtskontrolle regelmiBig durchgefiihrt wird und den zeitlichen Verlauf der Messunsicherheit
dokumentiert. Offiziell mit dem analytisch/klinischen Labor in Verbindung gebracht wird der Begriff ,,Va-
lidierung* erstmals Mitte der 70er Jahre: 1975 in Europa als Teil der Richtlinie des Rates 75/318 (EWGQ)
[Richtlinie 75/318/EWG des Rates vom 20. Mai 1975] und 1978 in den USA durch die FDA, in Zusam-
menhang mit der Produktion von Arzneimitteln [FDA, 1978]. Seit der Einfilhrung der Akkreditierung nach
EN 45001 [Gesellschaft Deutscher Chemiker, Arbeitskreis Eurachem/D, 1993] und die durch die amerika-
nischen Gesundheits- und Umweltbehdrden (FDA, EPA) gestellten Forderungen an das analytische Labor
hat sich die Validierung fest im Bereich der Laboratoriumsmedizin etabliert. Die Frage, ob validiert werden
soll, hat sich daher mittlerweile (und spétestens seit Inkrafttreten der aktuellen Fassung der Richtlinien der
Bundesarztekammer zur Qualitétssicherung laboratoriumsmedizinischer Untersuchungen am 1. April 2010)
eriibrigt, und stellt sich nun vorwiegend die Frage, wie validiert werden soll. Sucker beschrieb sieben Vali-
dierungsthesen fiir die Herstellpraxis [Sucker, 1987], die nach Kromidas fiir die Analytik iiberarbeitet und

wie folgt formuliert wurden [Kromidas, 1999]:

e Validierung ist ein Arbeitsinstrument zur Qualitétssicherung neben anderen wie SPC (,,Statistical pro-

cess control®).

e Validierung ist produkt- und zweckspezifisch auszufiihren. Die Verantwortung iiber Ausmal} und Art

liegt beim Analytiker.

e Validierung heif3t, das Notwendige tun, um eine Eskalation zu vermeiden. Alle kritischen Schritte miis-

sen validiert werden, aber nicht wahl- und kritiklos alles.
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e Methodenvalidierung beginnt am besten beim Endergebnis und geht im Analysenablauf bis zum ersten

Schritt zurtick.
e Validierung kann nicht durch Abhaken von Resultaten mittels Checkliste erfolgen.

e Nach Maoglichkeit sind die statistische Relevanz und damit die Messunsicherheit zu ermitteln. Eine feh-

lerhafte Analytik (,,wahrer* Wert) gibt es nicht.

e Fiir Ergebnisse aus validierten Methoden sind Art und Haufigkeit der notwendigen Kontrollen festzu-
legen mit dem Ziel, den Gesamtanalysenaufwand zu minimieren, aber dennoch die erforderliche

Ergebnissicherheit zu erzielen.*
Auch finden sich in der Literatur unterschiedlicher Definitionen zu diesem Thema:

e Unter Validierung versteht man die Gesamtheit aller sich iiber Planung, Ausfiihrung und Dokumenta-
tion erstreckenden Maflnahmen, die die Giiltigkeit einer analytischen Methode beweisen. Der Priifauf-
wand richtet sich nach der Methodik, der Apparatur und den Anforderungen an der Giite des Resultats.*

[Bosshardt et. al, 1983].

e Validierung ist der Nachweis und die Dokumentation der Zuverlassigkeit eine Methode. [Dertinger et.

al., 1984]

e Das Ziel bei der Validierung einer analytischen Methode ist zu zeigen, dass sie fiir den beabsichtigten

Zweck geeignet ist.” [ICH, 2005]

e Die internationale Norm, DIN EN ISO/IEC 17025:2005-08, gilt als wichtiger Bezugspunkt fiir Priif-

und Kalibrierlaboratorien und definiert Validierung wie folgt:

,»Die Validierung ist die Bestdtigung durch Untersuchung und Bereitstellung eines Nachweises, dass die
besonderen Anforderungen fiir einen speziellen beabsichtigten Gebrauch erfiillt werden. Das Laborato-
rium muss nicht genormte, selbst entwickelte Verfahren, genormte Verfahren, die auerhalb ihres vor-
gesehenen Anwendungsbereiches angewendet werden und Erweiterungen von genormten Verfahren va-
lidieren, um zu bestétigen, dass die Verfahren fiir den beabsichtigten Gebrauch geeignet sind. Die Vali-
dierung muss in dem Umfang durchgefiihrt werden, der zur Erfiillung der Erfordernisse der beabsichtig-
ten Anwendung oder des betreffenden Anwendungsgebiets ist. Das Laboratorium muss die erhaltenen
Ergebnisse und das fiir die Validierung verwendete Verfahren aufzeichnen und festlegen, ob das Ver-
fahren fiir den beabsichtigten Gebrauch geeignet ist. Der Bereich und die Genauigkeit der mit validier-
ten Verfahren erreichbaren Werte (z.B. Ergebnisunsicherheit, Nachweisgrenze, Selektivitdt des Verfah-
rens, Linearitdt, Wiederholgrenze, und/oder Vergleichsgrenze, Robustheit gegen &ullere Einfliisse

und/oder Querempfindlichkeit gegeniiber Beeinflussungen durch die von der Matrix der Probe/des
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Priifgegenstandes), wie sie fiir die beabsichtigte Anwendung beurteilt werden, miissen den Erfordernis-

sen des Kunden entsprechen.* [DIN EN ISO 17025:2005-08]

Die Validierung erstreckt sich demnach iiber die Untersuchung einer Messmethode hinaus und schlief3t die
die Bewertung und Dokumentierung der Leistungsmerkmale des gesamten Testsystems in Bezug auf
Analyten, Analyseverfahren, definierten Messbereich, definiertes Probenmaterial und Qualitdtsanforderun-
gen ein, mit der Zielsetzung, die Tauglichkeit des Messverfahrens fiir den vorgesehenen Einsatzbereich zu

beurteilen.

1.1 Elemente der Methodenvalidierung

Das gemeinsame Ziel aller Methodenvalidierungsexperimente besteht darin, den potentiellen Messfehler
eines Verfahrens zu eruieren und eine Aussage iliber die Wahrscheinlichkeit einer moglichen Fehlinterpreta-
tion zu treffen. Ist die Wahrscheinlichkeit sehr hoch, so gilt das Verfahren als nicht akzeptierbar. Kénnen
Fehlinterpretationen aber aufgrund der analytischen Leistung mit einer vorgegebenen Wahrscheinlichkeit
ausgeschlossen werden, so konnen mit dem Verfahren erzeugte Ergebnisse zuverldssig in den klinischen
Entscheidungsprozess einbezogen werden und ist die Methode in der Routine einsetzbar [Westgard, 2003].
Zur wissenschaftlich fundierten Beurteilung eines Messsystems gehort die Untersuchung und Dokumentati-

on folgender Leistungsmerkmale:

1.1.1 Richtigkeit
Die Richtigkeit ist ein MaB fiir die Abweichung des Messwertes vom richtigen Wert (manchmal als ,,wah-

rer” Wert bezeichnet) aufgrund eines systematischen Fehlers [DEV A0-2, 1997; Kromidas 1995; ISO 5725-
1, 1997; ISO/WD 13530, 2003; DIN 55350 1987]. Das Fehlen von systematischen Fehlern ist somit eine
Grundvoraussetzung fiir die Richtigkeit. Zur Uberpriifung der Richtigkeit dient meist der Vergleich mit
einem Referenz- oder Arbeitsstandard (Soll/Ist-Vergleich) [DIN EN ISO 17025,2005; ICH 2005], oder der
Vergleich mit einer unabhéngigen, moglichst validierten Methode [ITUPAC, 2002; Morkowski 1994; Bland
& Altman, 1983; Bland & Altman, 1986]. Dariiber hinaus kann die Richtigkeit auch mittels Teilnahme an
Ringversuchen [ICES CM 1997,1997] oder mit Hilfe der indirekten Regression [Doerffel, 1994] ermittelt

werden.

1.1.2  Spezifitit
Spezifitit ist die Féhigkeit einer Methode, die zu bestimmende Komponente ohne Storung durch andere in

der Probe vorhandene Komponenten zu erfassen [Kromidas, 1995]. Anders ausgedriickt, ist Spezifitit die
Féhigkeit eines Analysenverfahrens, nur den gesuchten Analyten zu erkennen, ohne Einfluss anderer anwe-
sender Bestandteile/Merkmale/Matrices in der Probe auf  das Analysenergebnis
[AOAC/FAO/IAEA/IUPAC, 1999; DACH, 1995]. Spezifitit kann durch die Uberpriifung der Richtigkeit

ermittelt werden, da diese als Voraussetzung fiir Richtigkeit gilt und eine richtige Methode demnach auch
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automatisch spezifisch ist. Alternativ kann Spezifitit auch durch den Vergleich mit einem Standard, der
zusitzlich zu der bestimmenden Komponente auch andere Komponenten, inkl. Matrix enthélt, bestimmt

werden.

1.1.3  Wiederfindungsrate
Die Wiederfindungsrate wird {iberwiegend in dem Bereich der Chromatographie eingesetzt und {liberpriift,

ob bei der Probenaufarbeitung (z.B. Extraktion, Derivatisierung, Injektion) moglicherweise ein Teil der
Substanz ,,verschwindet®. Zur Ermittlung der Wiederfindungsrate wird eine Probenserie mit unterschiedli-
chen Mengen der zu untersuchenden Komponente versetzt und anschliefend gemessen, wie viel der beige-
fligten Menge in dem Substanzgemisch ,,wiedergefunden* wird [Wegscheider, 1994; Kromidas, 1999,
IUPAC, 1999; IUPAC 2002].

1.1.4  Prdzision
Die Messprizision ist ein MaB fiir die Schwankungen der Analysenwerte aufgrund zufdlliger Fehler [ISO

5725-1, 1997] und wird durch die Standardabweichung und den Vertrauensbereich beschrieben [IUPAC,
2002]. Es wird unterschieden zwischen Wiederholprdzision und Laborprdzision (Laborinterne Vergleichs-
prdzision). Die Wiederholprdzision wird definiert als Prdzision unter Wiederholbedingungen und ist ein
Maf fiir die Wiederholbarkeit (d.h. dasselbe Verfahren am identischen Untersuchungsobjekt im selben La-
bor durch denselben Bearbeiter mit derselben Geréteausriistung in kurzen Zeitabstidnden). Die Laborpridzi-
sion ist ein MaB fiir die Vergleichbarkeit bzw. Ubertragbarkeit (d.h. dasselbe Verfahren am identischen
Untersuchungsobjekt in verschiedenen Laboratorien durch verschiedene Bearbeiter mit verschiedenen Geré-
teausriistungen oder an unterschiedlichen Zeitpunkten) [EURACHEM, 2005; Kromidas, 1995; ISO 5725-
1,1997; DIN 55350,1987; Laska, 2000].

1.1.5 Linearitdt

Linearitit beschreibt den Konzentrationsbereich, in welchem das Messsignal direkt proportional zur
Analytenkonzentration ist. Die Abhingigkeit zwischen Messsignal und Analytenkonzentration muss nicht
zwingend linear sein, sondern kann auch durch eine Kalibrierfunktion zweiten Grades definiert werden.
Ahnlich der Messprizision kann die Linearitit eines Gerites mit einer Standardldsung bestimmt werden

[EURACHEM, 1998; Kromidas, 1995].

1.1.6  Nachweisgrenze
Die Nachweisgrenze ist die kleinste, qualitativ erfassbare Konzentration eines Analyten in einer Probe

[Kromidas, 1995; AOAC/FAO/IAEA/IUPAC, 1999; DIN 32645, 1994] und gilt demnach als Entschei-
dungsgrenze fiir das Vorhandensein (Ja/Nein) eines Bestandteils. Zur Bestimmung wird eine Mehrfachana-
lyse eines Leerwertkalibrators durchgefiihrt und als Obergrenze fiir den Leerwert beispielsweise der Mess-
wert genommen, der nur von 5% aller Leerwerte {iberschritten wird (kritischer Wert). Ein Gehalt, dessen
wiederholte Messwerte zu je 50% diese Obergrenze iiber- bzw. unterschreiten, kennzeichnet die Nachweis-

grenze. Ab hier gilt eine Komponente als vorhanden aber nicht quantifizierbar [Neitzel, 2003].
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1.1.7  Erfassungsgrenze
Die Erfassungsgrenze ist die kleinste Konzentration eines Analyten in einer Probe, die quantitativ bestimmt

werden kann [DIN 32645, 1994]. Sie wird definiert als der Gehalt, dessen Messwerte zu 95% die Obergren-
ze eines Leerwertes (definiert als beispielweise der Messwert, der nur von 5% aller Leerwerte liberschritten
wird) tiberschreiten, und liegt demnach doppelt so hoch wie die Nachweisgrenze. Oberhalb der Erfassungs-

grenze gelten Komponenten als vorhanden und quantifizierbar [Neitzel, 2003].

1.1.8  Bestimmungsgrenze
Die Bestimmungsgrenze ist diejenige Konzentration, von der ab die Messung eine vorgegebene Anforde-

rung an die Prdzision erfiillt [DIN 32645, 1994], z.B. eine relative Standardabweichung von 33.3%
[ISO/WD 13530, 2003].

1.1.9  Arbeitsbereich
Der Arbeitsbereich (analytischer Messbereich) ist der durch die gewéhlten Randbedingungen festgelegte

und experimentell tiberpriifte Giiltigkeitsbereich einer Methode [Kromidas, 1995; [UPAC, 2002] und ent-
spricht dem durch eine Kalibrierung festgelegten Intervall zwischen niedrigster und hdochster

Analytenkonzentration [DIN 38402, 1986].

1.1.10 Messunsicherheit (Vertrauensintervall)
Das Vertrauensintervall gibt an, in welcher Grof3enordnung das Analysenresultat schwankt [DIN 55350 Teil

13, 1987; Laska, 2000] und wird definiert als der dem Messergebnis zugeordnete Parameter, der die Streu-
ung derjenigen Werte kennzeichnet, die verniinftigerweise der Messgréfle zugeordnet werden kénnen [ISO
(GUM), 1995]. Mit Hilfe des Vertrauensintervalls ist es mdglich, eine Aussage iiber die fiir die Gesamtpo-
pulation plausiblen Werte zu treffen und damit eine lediglich stichprobenbezogene Aussage zu ersetzen

[Gardner & Altman 1986].

1.2 Durchfiihrung

Die Methodenvalidierung ist eine erforderliche MaBinahme der Qualitdtssicherung. Der dafiir bendtigte zeit-
liche und finanzielle Aufwand muss aber in einem angemessenen Verhéltnis zu den Anforderungen stehen
und richtet sich daher in erster Linie nach den gesetzlichen Auflagen, den Kundenanforderungen und dem
zu untersuchenden Verfahren. Handelt es sich dabei um ein Untersuchungsverfahren, welches in anerkann-
ten Lehrwerken, von den Fachgesellschaften oder als internationale oder nationale Richtlinien verdffentlicht
wurde, so reicht es aus, die Prizision und Richtigkeit zu validieren und ggf. einen Methodenvergleich
durchzufiihren. Die Validierung ,.selbst entwickelter oder wesentlich modifizierter Untersuchungsverfah-
ren hingegen muss mindestens eine Uberpriifung der Prizision, Richtigkeit, Linearitit, Nachweisgrenze,

Bestimmungsgrenze und Spezifitat enthalten [DIN EN ISO 15189; DIN EN ISO/IEC 17025].
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Fir die Durchfiihrung einer Validierung miissen zumindest folgende Voraussetzungen erfiillt sein

[Kromidas, 1995; EURACHEM/CITAC, 2000]:
e Der Zweck muss deutlich definiert sein

e Es muss eine ausgereifte, bereits optimierte Methode schriftlich vorliegen. (Diese Forderung ist freilich

nicht realisierbar wenn eine Methode neu entwickelt wird [ICH, 2005]).
e Die Prézision des Gerits muss bekannt und akzeptabel sein.

e Das Personal muss mit der Methode vertraut sein. Zu diesem Zweck wird vor der Durchfithrung der

Validierung eine Einarbeitungszeit empfohlen.
e Die verwendeten Chemikalien miissen von guter (und bekannter) Qualitit sein

e Die Validierung muss repréasentativ sein, und es soll, so weit wie moglich, der gesamte analytische Be-

reich abgedeckt werden.
e Es sollen alle relevanten Probenmaterialien untersucht werden.

e Fiir die Ermittlung der Préizision ist es wichtig, die Analysen auch an unterschiedlichen Tagen durchzu-

fihren.

e Wenn Referenzmaterialien verwendet werden, muss darauf geachtet werden, dass das Probenmaterial

mit dem in der Routine verwendeten Probenmaterial tibereinstimmt.

e Fine willkiirliche Durchfithrung der Untersuchungen ist in der Regel einer systematischen Durchfiih-
rung vorzuziehen, da hierdurch fiir systematische Variabilitdten (z.B. variierende Raumtemperatur wéih-

rend des Arbeitstages) kompensiert wird.

1.3 Statistische Auswertung und Beurteilung

Das Ziel der Methodenvalidierung ist die Bestétigung, dass die an das analytische Verfahren gestellten An-
forderungen erfiillt werden und sich das Verfahren fiir den beabsichtigten Einsatz eignet. Ein wichtiger Be-
standteil der Validierung ist daher die statistische Auswertung der ermittelten Leistungsmerkmale, um mit
Hilfe dieser eine qualifizierte Aussage iiber die Akzeptanz des validierten Messverfahrens machen zu kon-
nen. Obwohl die endgiiltige Entscheidung tiber den Einsatz des Verfahrens im Labor neben der Fehlerbeur-
teilung auch praktische, technische und finanzielle Merkmale sowie die erwartete Leistungsféahigkeit des
Verfahrens in Bezug auf die klinischen Anforderungen mit einbeziehen muss, stellt die statistische Beurtei-
lung einen Eckpunkt in dieser Entscheidung dar. Wichtig in diesem Zusammenhang ist es jedoch, zu erken-

nen, dass ein statistischer Test nur das Ausmal} des Messfehlers schitzt, und daher nicht das primére Ent-
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scheidungskriterium fiir die Akzeptierbarkeit des Verfahrens darstellt. Ob ein Messverfahren eingesetzt
werden kann oder nicht wird vielmehr dadurch bestimmt, ob der Messfehler ohne Gefdahrdung der klini-
schen Interpretation toleriert werden kann [Westgard, 1998]. Die Gegeniiberstellung mit wissenschaftlich
fundierten Vorgaben fiir den maximal zuldssigen Messfehler gilt demzufolge als integraler Teil der Metho-

denvalidierung.

1.4 Aufgabenstellung

Die Aufgabe der in dieser Arbeit beschriebenen Software (,,Abacus®) war die Bereitstellung eines benutzer-
freundlichen Programms zur statistischen Auswertung eines moglichst breiten Spektrums an Methodenvali-
dierungsexperimenten im klinischen Labor. AuBlerdem sollte es moglich sein, grundsétzliche Berechnungen
zur Qualititskontrolle nach aktuellen RiliBAK Anforderungen und grundlegende laborrelevante statistische
Berechnungen durchzufiihren. Es sollte dabei eine Uberbriickung geschaffen werden, einerseits zwischen
komplexen kommerziellen Statistik Paketen, und andererseits dem weitverbreiteten MS Excel, dessen allei-
nige Anwendung im Rahmen der Methodenvalidierung im klinischen Labor teils umstdndlich und nur be-

dingt sinnvoll ist.

1.4.1  Situationsanalyse
In vielen Laboratorien bestehen eindeutige Defizite zum Thema Methodenvalidierung, die teilweise auf

mangelnde Vorgaben zum Umfang der Validierung, mangelnde Validierungsdaten und fehlende Bewertun-
gen der Validierungsergebnisse zuriickzufiihren sind [Rabenau et al., 2007]. Die statistische Auswertung
von Methodenvalidierungsergebnissen im klinisch-analytischen Labor wird hidufig mit MS Excel durchge-
fiihrt. Da dieses Programm jedoch weder labor-spezifische Protokolle, noch nichtparametrische statistische
Funktionen enthélt, hdngen Qualitit, Validitdt und Verwertbarkeit der so erzeugten Ergebnisse grofStenteils
von der Erfahrung des Analytikers ab. Auch die Auswertung der Ergebnisse und die Beurteilung des Ver-
fahrens im Rahmen vorgegebener oder selbst ermittelter Akzeptanzkriterien bediirfen einer kritischen Men-
ge an Erfahrung und statistischer Kenntnisse. Das Problem verschirft sich zusdtzlich, wenn anstelle von
Excel andere kommerzielle Statistik Pakete verwendet werden, da die hierfiir benotigten Kenntnisse erfah-
rungsgeméil noch umfangreicher und spezialisierter sind. Just aus diesem Grund werden Methodenvalidie-
rungen im klinischen Labor héufig nur von einer Einzelperson oder hochstens einer kleinen, selektierten

Mitarbeitergruppe durchgefiihrt.

Hinzu kommt, dass die Wahl des korrekten statistischen Modells und die Auswertung der damit ermittelten
Ergebnisse zum Teil nachweislich problembehaftet sind. Schon Bland und Altman wiesen wiederholt auf
die falsche Verwendung der linearen Regression bzw. des Korrelationskoeffizienten in Methodenverglei-

chen hin [Bland & Altman, 1986; Bland & Altman, 1995]. Auch 20 Jahre spiter bemerken sie, dass trotz
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des vermehrten Einsatzes des Bland Altman Plots, dieser immer noch groBtenteils inkorrekt verwendet und
interpretiert wird [Bland & Altman, 2003]. Mantha et al. und Dewitte et al. kamen zu dhnlichen Schliissen
in ihren systematischen Untersuchungen von Arbeiten in den Fachzeitschriften Anesthesia and Analgesia,
Clinical Chemistry, Clinical Chemistry and Laboratory Medicine und Annals of Clinical Biochemistry
[Mantha et al., 2000; Dewitte et al., 2002].

Aber auch die korrekte Durchfiihrung einer Methodenvalidierung und die korrekte Wahl und Anwendung
des eingesetzten statistischen Modells erfordern fiir die endgiiltige Freigabe des Verfahrens zur Ermittlung
und Weitergabe von Patientenergebnissen, eine bewertende Interpretation gegen vorgegebene Qualitétsan-
forderungen. Da die Definition individueller, Parameter-spezifischer Qualitdtsanforderungen ein sehr ar-
beitsaufwendiger Prozess ist, wird zum Zweck der Methodenvalidierung hiufig die Empfehlung der FDA
tibernommen und eine pauschale Akzeptanzgrenze von 15% fiir Unrichtigkeit und Unprézision iibernom-
men [FDA, 1978]. Dies fiihrt potentiell dazu, dass neu eingesetzte, validierte Verfahren nicht den Anforde-
rungen der internen Qualitétskontrolle bzw. den gesetzlich festgelegten Mindestanforderungen der RiliBAK
entsprechen. Aulerdem sind diese Grenzen, in Hinblick auf die technischen Fortschritte der letzten Jahre,

fiir die Mehrzahl der in der Routineanalytik eingesetzten Parameter nicht mehr zeitgemés.

Ein weiterer wichtiger Punkt ist die Sicherung standardisierter Vorgehensweisen innerhalb eines Labors
bzw. eines Laborverbunds. Zwar wird hier zum Teil mit diversen selbst erstellten Vorlagen Abhilfe geleis-
tet, dennoch sind diese meist auf einzelne Abteilungen oder Personen beschrankt und nur in den allersel-
tensten Fallen versionskontrolliert. Eine labor- oder gar verbundweite Standardisierung ist auf diese Weise,

wenn iiberhaupt, nur selten moglich.

Nicht zuletzt bleibt auch noch der zeitliche Aufwand zu berticksichtigen, der, je nach Erfahrung der verant-
wortlichen Person, stark variieren kann. Hinzu kommt auch noch die Uberfiihrung der Ergebnisse in ein
prasentierfahiges Format mit schriftlichen Bewertungen und ggf. Kommentaren, um die endgiiltige Freigabe
des Verfahrens fiir die Routineanalytik zu ermoglichen. Die manuelle Durchfithrung (selbst mit Vorlagen)
ist daher nahezu ausnahmslos erheblich zeitaufwindiger als die automatisierte Abwicklung mit einer Soft-
ware, die genau fir diesen Zweck entwickelt wurde, bereits alle relevanten Protokolle beinhaltet und die
Ergebnisse als formatierte Berichte préasentiert, die direkt ausgedruckt, unterschrieben und abgeheftet wer-

den konnen.

In Zeiten eines hohen Kostenbewusstseins, wo vor allem der Kostenfaktor ,,Personal* eine wesentliche Rol-
le spielt, birgt jede Form der Automatisierung das Potential einer Kosteneinsparung. Die Methodenvalidie-
rung ist ein essentieller, jedoch unter Umstidnden auch ein sehr zeitintensiver Teil eines jeden internen Qua-
litdtskontrollprogramms im klinisch-analytischen Labor, der durch die erforderten speziellen Kenntnisse
hdufig zur zeitlichen Bindung hochqualifizierten Personals fiihrt. Erst durch den Einsatz einer passenden
Software ist es moglich die Aufgabe der Datenerfassung und -auswertung an statistisch nicht geschultes

Personal zu delegieren, mit anschlieBender Uberpriifung und Freigabe der Ergebnisse durch die zustindige
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Person. Auf diese Weise kdnnen hochqualifiziertes Personal entlastet und Personalressourcen dementspre-
chend effektiver eingesetzt werden, was zusétzlich zur Kosteneindimmung im Laborverwaltungsbereich

fithrt.

Aktuell besteht, trotz des offensichtlich deutlich zunehmenden Stellenwertes der Methodenvalidierung im
klinischen Labor, nach wie vor ein Mangel an Softwarepaketen, die sich der hierfiir relevanten Fragestel-
lungen annehmen. Westgard bemerkte dies bereits in 1998 und forderte neben der Vermittlung besserer
statistischer Grundkenntnisse im Labor (vor allem in Bezug auf Methodenvalidierungsexperimente) auch
eine benutzerfreundliche, laborspezifische EDV Losung [Westgard, 1998]. Die Situation hat sich seither,
trotz der mafigeblichen Entwicklungen in diesem Bereich, nur wenig gedndert. MS Excel ist nach wie vor
als Tabellenkalkulationsprogramm zweifellos marktdominant, eignet sich aber, alleine schon wegen der
fehlenden nichtparametrischen Funktionen und Methodenvalidierungsprotokolle, nur beschrinkt fiir die
Verwendung im Labor. Kommerzielle statistische Softwarepakete hingegen tendieren einerseits zur unnoti-
gen Komplexitit, vor allem fiir den statistisch nicht geschulten Anwender, und schrianken andererseits, be-

dingt durch Eigenformate, den Datenaustausch ein.

1.4.2  Softwareanforderungen

Bei der Planung und grundsétzlichen funktionellen Gestaltung der Software wurde prinzipiell nach dem
»FURPS® Prinzip gearbeitet. FURPS ist ein weitverbreitetes Akronym aus dem Bereich der Softwarequali-
tit und stammt urspriinglich von Hewlett Packard, wo es von Grady und Caswell entwickelt und publiziert
wurde [Grady & Caswell, 1987; Grady, 1992]. Es steht fiir ,,Functionality” (Funktionalitét), ,,Usability*
(Benutzbarkeit), ,,Reliability (Zuverlissigkeit), ,,Performance* (Effizienz) und ,,Supportability* (Ubertrag-
barkeit / Anderbarkeit) und bildet die Eckpunkte einer benutzerfreundlichen Software. Diese Begriffe sind
auch in der ISO Norm 25000 zu finden [ISO/IEC 25000:2005(E), 2005], welche die Anforderungen an
Softwarequalitédt und deren Evaluierung beschreibt. ,,FURPS* bezieht sich jedoch nur auf die Produktquali-
tat und nicht auf die Prozessqualitdt. Letztere bildet sich an den vorhandenen statistischen Modulen und

deren zugrunde liegenden Algorithmen ab, welche unter dem Punkt 2.8 (Test Menii) niher erldutert werden.

1.4.2.1 Funktionalitit

Die Funktionalitdt sollte angemessen sein und ein moglichst breit gefichertes Spektrum an quantitativen,
semiquantitativen und qualitativen analytischen Verfahren abdecken. Der Werkzeugcharakter sollte im
Vordergrund stehen, damit Benutzer aktiv bestimmen kdnnen, welche Funktionen verwendet werden. Opti-
onen sollten klar definiert und deren Effekt deutlich nachvollziehbar sein. Berechnete Werte sollten nach-
weisbar korrekt sein. Eingesetzte Verfahren sollten sich auf aktuelle Empfehlungen nationaler und internati-

onaler Arbeits- und Expertengruppen sowie anerkannte Publikationen stiitzen. Ergebnisse von Methodenva-
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lidierungs- und Qualitdtskontrollverfahren sollten automatisch gegen vorgegebene Qualititsanforderungen
abgeglichen und dementsprechend interpretiert und kommentiert werden. Bei der Berichterstattung sollten
nationale und internationale Normen sowie gesetzliche und behordliche Anforderungen beriicksichtigt wer-
den. Auch sollten sowohl p-Werte, zur Abschitzung der statistischen Signifikanz als auch Konfidenzinter-
valle, zur besseren Einschitzung des AusmaBes einer Ubereinstimmung bzw. Nicht-Ubereinstimmung zwi-
schen unterschiedlichen Verfahren, eingesetzt werden. Ebenfalls sollte ein einheitliches Erscheinungsbild
(,,Jook and feel”) geschaffen und eine standardisierte Vorgehensweise und Ergebnisdarstellung ermoglicht

werden.
1.4.2.2 Benutzbarkeit

Der Einsatz der Software sollte mit einem mdglichst geringen Aufwand einhergehen und vor allem auch
Anwendern mit geringen oder keinen Statistik Kenntnissen zugéanglich sein. Aus diesem und weiteren, un-
ten dargelegten, Griinden sollte eine vollsténdige Einbindung in die MS Excel Umgebung stattfinden. Die
Bedienung sollte keine speziellen EDV-spezifischen Kenntnisse voraussetzen, schnell erlernbar sein und
mit einem leicht verstdndlichen Konzept aufwarten. Hilfefunktionen sollten iibersichtlich und situations-
und themenspezifisch sein. Ferner sollten diese durch ausgearbeitete, durch den Anwender verdnderbare
und aktualisierbare Beispiele veranschaulicht werden. Eingabeanforderungen sollten aktiv durch das System
unterstiitzt und erleichtert werden. Fiir Berichte sollte das WY SIWY G-Prinzip (,,What you see is what you

get™) gelten, d.h. die Bildschirmdarstellung sollte mit der Druckerausgabe identisch sein.
1.4.2.3 Zuverlassigkeit

Die Software sollte im Stande sein, ein erwartungsgemédfes Leistungsniveau aufrechtzuerhalten und dem-
entsprechend auch grole Datensétze zuverldssig und angemessen schnell zu prozessieren. Es sollte beson-
ders Wert auf die Fehlertoleranz gelegt werden und, sofern moglich, intelligente Fehlerdialoge eingebaut
werden, damit Hinweise auf Fehlerursachen und Korrekturmoglichkeiten an den Anwender libermittelt
werden konnen. Nicht-korrigierbare Fehler sollten anhand von eingebauten Fehlerroutinen abgefangen und

Systemabstiirze dadurch verhindert werden.
1.4.2.4 Effizienz

Um Kosten- und Zeitfaktor aktiv anzusprechen, sollte der Effizienz eine besondere Bedeutung zukommen.
Verarbeitungszeiten sollten daher niedrig gehalten und der Durchsatz bei der Funktionsausfiithrung optimiert
werden. Funktionstasten sollten intelligent mit programmspezifischen Funktionen belegt werden. Eintrdge
fiir Verfahrensspezifikationen sollten teilautomatisiert und nach einmaliger Eingabe fiir alle Module verfiig-
bar sein. Interne Geréte-, Verfahrens- und Materialdatenbanken sollten, wie auch Datenbanken fiir Quali-
tatsanforderungen, automatisch ergidnzt und aktualisiert werden. Eingabemasken sollten ein einheitliches
Design haben, durch Autovervollstindigungsfunktionen schnell durchzuarbeiten und auch ohne Maus

navigierbar sein. Berichte sollten nach Anderung der Quelldaten oder Spezifikationen per Knopfdruck ak-
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tualisierbar sein. Da statistische und mathematische Algorithmen sehr rechenintensiv sein konnen und daher
zu einer erheblichen Belastung der Hardware Ressourcen fithren konnen, sollte, unter Beriicksichtigung
bestehender Rechenkapazititen und Betriebsmittel, so Ressourcen schonend wie mdglich programmiert
werden. Auf diese Weise sollte sicher gestellt werden, dass die Verwendung des Programms nicht mit

merkbaren systematischen Leistungseinbuflen einhergeht.
1.4.2.5 Ubertragbarkeit / Anderbarkeit

Um dem breiten Spektrum gebrauchlicher PC-Konfigurationen Rechnung zu tragen, sollte die Kompatibili-
tdt mit sowohl &lteren als auch aktuellen Excel Versionen, ebenso wie mit unterschiedlichen Windows Ver-
sionen (einschlieflich 64-bit Versionen) gesichert sein. Mit dem Programm erstellte Ergebnisse und Grafi-
ken sollten ohne groflen Aufwand in andere Programme (vor allem Programme der MS Office Suite) {iber-
nommen werden konnen. Dariiber hinaus sollte der Datenaustausch auch mit Systemen ohne bestehende

Installation des Programms méglich sein.

Die Durchfiihrung vorgegebener Anderungen im Rahmen von Korrekturen, Verbesserungen, Erweiterungen
oder Anpassungen an Anforderungsénderungen sollten ohne groflen Aufwand durchgefiihrt werden konnen.
Bei Versionsidnderungen sollten Neuerungen klar dokumentiert und aus dem Programm heraus einsehbar

sein.

1.4.3  Selektion der statistischen Verfahren
Der Selektion der jeweiligen statistischen Verfahren lagen folgende Uberlegungen zu Grunde:

1.4.3.1 Methodenvalidierung
Die Protokolle fiir die Methodenvalidierung sind in zwei Gruppen unterteilt:

a.) Die CLSI EP-Protokolle (,, Evaluation Protocol*) gelten, vor allem in der In-vitro-Diagnostika- und

Pharma-Industrie, als Standard und wurden aus diesem Grund in das Programm eingeschlossen.

b.) Die Nicht-CLSI Protokolle beinhalten Routine-taugliche, von nationalen und internationalen Exper-
tengruppen publizierte und von Behorden vorgeschriebene Protokolle zur Validierung analytischer
Verfahren im klinischen Labor. In diesem Zusammenhang besonders beriicksichtigt wurden die An-
forderungen und Empfehlungen der ISO Normen (DIN EN ISO 15189 und DIN EN ISO/IEC 17025),
DACH (,,Deutsche Gesellschaft fiir Akkreditierung®), CAP (,,College of American Pathologists®),
FDA (,,Food and Drug Administration*), CLIA (,,Clinical Laboratory Improvement Act*), ICH (,,The
International Conference on Harmonisation of Technical Requirements for Registration of Pharma-

ceuticals for Human Use™), IFCC (,International Federation of Clinical Chemistry*) und
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EURACHEM. ,,Six Sigma“ als quantitatives Mal} in der Methodenvalidierung hat in den vergangenen
Jahren, vor allem in Amerika, zunehmend Aufmerksamkeit erhalten [Garber, 2004; Nevalainen et. al,
2000]. In Europa ist dieses Verfahren indessen noch vergleichsweise unbekannt, ermdglicht jedoch
einen schnellen Einblick in die qualitative Leistung eines Verfahrens und wurde vor allem aus diesem
Grund fiir das Programm selektiert. Die ROC Analyse wird im Labor vorwiegend dazu verwendet,
um fiir Verfahren, bei denen quantitative Werte in ein binédres Ergebnis iliberfiihrt werden (Posi-
tiv/Negativ Ergebnis), optimale ,,Cut-off"* Werte (Trennwerte) zu ermitteln und ist daher fiir die inter-

ne Qualititskontrolle unentbehrlich.

1.4.3.2 Qualititsmanagement

Zu dieser Gruppe gehoren drei Module:

a.)

b.)

Auswertung von Qualititskontrolldaten nach aktuellen Richtlinien der RiliBAK
Ermittlung laborinterner Fehlergrenzen nach aktuellen Richtlinien der RiliBAK

Die Qualititskontrolle nach RiliBAK ist gesetzlich verpflichtend, jedoch nicht allen Laboratorien (vor
allem kleineren Laboratorien, wo die Anschaffung eines umfassenden Laborinformationssystems mit
integriertem Qualitdtsmanagement nicht in Frage kommt) leicht zugénglich. Fiir solche Einrichtungen
sind die zwei oben genannten Module, im Rahmen einer Software zur internen Qualitdtskontrolle, da-

her eine sinnvolle Ergénzung.
Youden Diagramme

Gemél den ISO Normen wird gefordert, dass fiir Parameter, filir die keine Teilnahme an einem exter-
nen Ringversuch vorliegt, ein alternativer Qualitétsnachweis erbracht wird [DIN EN ISO 15189,
2003; DIN EN ISO/IEC 17025, 2005]. Fiir Verbundlaboratorien bietet sich hierfiir der analytische
Vergleich zwischen einzelnen Standorten an, und zur Auswertung solcher Daten wird das Youden Di-
agramm verwendet. Um die Verwendung unterschiedlicher Probentypen und Konzentrationsbereiche
zu ermdglichen, wird das vereinfachte Youden Diagramm eingesetzt [Sokolowski, 1981; Funk et al.,

2005].

1.4.3.3 Allgemeine Statistik

Zu dieser Gruppe gehorende statistische Verfahren wurden auf Grund ihrer erfahrungsgemal héufigen

Verwendung in der Routineanalytik und vor allem wegen ihres Fehlens in Excel (vor allem nicht-

parametrische Verfahren) ausgewéhlt. Einige parametrische Verfahren sind zwar auch als Excelfunktionen

verfiigbar (z.B. Student’s t-Test, Pearson Korrelation und Zweistichproben F-Test), wurden dennoch in das

Programm eingeschlossen, um einen einzelnen Zugriffspunkt und ein tlibergreifend einheitliches Format zu

gewihrleisten.
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1.4.4  Selektion von Excel als Plattform
Microsoft Excel (MS Excel) wurde aus folgenden Griinden als Plattform fiir das Programm ausgewahlt:

MS-Excel ist Teil der Microsoft-Office Software Suite und gilt seit Mitte der 90-er Jahre, als es Lotus 1-
2-3 als Industrie Standard fiir Tabellenkalkulationen fast vollig verdridngte [Wikipedia, the free
encyclopedia, 2011], mit 750 Millionen verkauften Lizenzen als meist genutztes Tabellenkalkulations-
programm der Welt [D’Technology Weblog, 2010]. Die Integration in die vertraute MS Excel Benut-
zeroberfliche ermoglicht daher die Erfassung und Bearbeitung der Daten in einer mit den ndtigen labor-
spezifischen Funktionen und Anwendungen erweiterten, jedoch den meisten Laborarbeitern bekannten

Arbeitsumgebung.

Messergebnisse konnen in unterschiedlichen Formaten in MS Excel importiert werden. Hierzu gehdrt
auch das ,,CSV* (,,Comma Separated Values*) Dateiformat, ein Textformat, welches zur Speicherung
einfach strukturierter Daten verwendet wird und von nahezu allen Laborinformationssystemen zur Spei-
cherung von Messwerten verwendet werden kann. Die manuelle Eingabe der Messergebnisse eriibrigt
sich auf diese Weise, was vor allem bei groen Datensdtzen (z.B. Referenzbereichermittlung) nicht nur

den zeitlichen Aufwand beschréinkt, sondern auch Eingabefehler vermeidet.

Mit Excel erstellte Diagramme sind eingebettete Grafiken, welche ohne groen Aufwand in andere An-
wendungen der Office Suite (z.B. Microsoft Powerpoint oder Microsoft Word) {ibertragen und dort wei-
terhin, z.B. zum Zweck einer Prisentation oder zum Erstellen eines schriftlichen Protokolls, verwendet

werden konnen.

Excel Dateien konnen leicht untereinander ausgetauscht und selbst auf Rechnern ohne Excel Installation

mit Hilfe des frei von Microsoft erhiltlichen ,,Excel Viewer* gedffnet, angezeigt und gedruckt werden.

Abléaufe konnen sowohl mit Hilfe der integrierten Skriptsprache ,,Visual Basic for Applications® als
auch einer Reihe anderer Programmiersprachen (z.B. ,,Visual Basic.NET*) gesteuert und automatisiert
werden. Mit Hilfe dieser Programmierschnittstelle lassen sich auch die in Excel integrierten statisti-

schen Funktionen ansprechen, was eine Neuprogrammierung dieser Routinen grofiteils eriibrigt.

In Excel eingebaute grundlegende statistische Funktionen sind in der Regel ausgereift und schnell. Die
programmatische Einbindung dieser bestehenden Routinen (anstelle einer Neuprogrammierung) in

komplexe Rechenalgorithmen fordert daher auch eine Ressourcen schonende Programmierung.

Jede Excel Arbeitsmappe kann bis zu 65.536 Tabellenblitter enthalten. Seit Excel 2007 besitzt ein Ta-
bellenblatt insgesamt 1.048.576 Zeilen und 16.384 Spalten. Fiir frithere Versionen war die Grofle auf
65.536 Zeilen und 256 Spalten begrenzt [Wikipedia, the free encyclopedia, 2011]. Es konnen dement-

sprechend auch grofle Datenmengen bearbeitet, gespeichert und weitergegeben werden.
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2. Methoden und Ergebnisse

Abacus ist mit allen MS Excel Versionen ab Excel 2000 kompatibel und lduft sowohl unter Windows XP,
Windows Vista als auch unter Windows 7 (einschlieBlich 64-bit Version). Als Entwicklungsumgebung
wurden Visual Basic for Applications (VBA) und Visual Basic.NET verwendet.

Mit der Installation von Abacus wird Excel durch sowohl eine integrierte Symbolleiste (ab Excel 2007
durch eine Gruppe in der Multifunktionsleiste) mit einer Reihe von Abacus-spezifischen Meniibefehlen als
auch einem Mentipunkt mit Statistik-, Qualitdtskontroll- und Methodenvalidierungsfunktionen ergénzt.
Ebenfalls enthélt das Programm durch den Anwender frei editierbare interne Datenbanken fiir Leistungs-
kenndaten wie z.B. Richtigkeit, Prézision und Gesamtfehler, die zur automatischen Auswertung der Berich-
te eingesetzt werden konnen. Das Add-In umfasst insgesamt 51 Module in drei Kategorien, die {iber den

Mentipunkt ,,Abacus‘ aufgerufen werden. Folgende Funktionsgruppen sind enthalten:
e Methodenvalidierung quantitativer, semiquantitativer und qualitativer Untersuchungsverfahren
e Qualitatskontrolle
e Statistische Funktionen (einschlieflich nichtparametrische Statistikfunktionen).

Obwohl die Funktionen der dritten Gruppe (,,Statistische Funktionen*) im Wesentlichen wegen ihrer Rele-
vanz im klinischen Labor hinzugefiigt wurden, handelt es sich dabei, im Gegensatz zu den ersten beiden
Gruppen, dennoch um einen Bereich, der auch auBerhalb des klinischen Labors Anwendung findet. Der
Fokus dieser Arbeit bezieht sich jedoch auf die Methodenvalidierung als Komponente der laborinternen
Qualitétssicherung und es wird daher nur auf die ersten zwei Abschnitte (Methodenvalidierung und Quali-

tatskontrolle) eingegangen.

Alle verfiigbaren Module werden in mitgelieferten, vollstindig ausgearbeiteten Beispielen veranschaulicht.
Diese werden direkt iiber das Menii gedffnet und sollen dem Anwender die korrekte Verwendung der unter-

schiedlichen Tests darlegen.

Um stets zu gewéhrleisten, dass die Daten in einem korrekten, von Abacus erkenn- und verwertbaren For-
mat eingegeben werden, kann im Zweifelsfall auch der Abacus Assistent (Abb. 2.1) aufgerufen werden.
Dieser unterstiitzt den Anwender nicht nur, anhand von allgemeinverstdndlichen Beispielen der korrekten
Test-spezifischen Formate, bei der Dateneingabe, sondern kann auch zur Erstellung von Vorlagen, entweder

im aktiven oder auch in einem neuen Tabellenblatt, verwendet werden.
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Abacus Assistent

Der Abacus Assistent unterstitzt Sie dabei Thre Daten im korrekken Format
einzugeben, Um gin neues Tabellenblatt mit karrekk Formatierter
Datenvorlage zu erstellen, wahlen Sie zuerst den Test und driicken
anschliefend auf die Schaltflache "Meues Blatt",

Prazision & Richtigkeit - Sx4 Modell

D E F G

Chol Tag 1 Chol Tag 2 Chol Tag 3 Chol Tag 4
2425 2440 2520 240.0
2430 2410 249.0 2410
2470 2450 242.0 2440
2490 2440 246.0 241.0
246.0 2440 247.0 2427

Test

Prézision & Richtigkeit - Sx4 Madell j

|w Letzten Test merken

Meues Blatk

Alkives Blatk

abbrechen

HilFe

Abb. 2.1: Abacus Assistent

Die integrierte Hilfedatei enthalt fiir
jeden Test eine kurze Zusammen-
fassung des mathematischen bzw.
statistischen Hintergrunds, Anlei-
tungen zur korrekten Datenerfas-
sung und -eingabe, eine Beschrei-
bung der jeweiligen Eingabemaske,
eine kurze Erlduterung der grafi-
schen bzw. tabellarischen Ergebnis-
se und errechneten Statistikkenn-
groflen (mit Anhaltspunkten zur
korrekten Auswertung), aktuelle
Literaturquellen sowie ein umfas-
sendes Glossar (Abb. 2.2, 2.3 und
2.4). AuBerdem wird ein komplettes

Kapitel der Durchfithrung (Proben-

material, Testselektion und Spezifikationen) unterschiedlicher Methodenvalidierungsexperimente gewid-

met. Als Vorlage fiir die Methodenvalidierungs- und Qualitétskontrollprotokolle galten aktuelle Empfeh-
lungen der relevanten Fachgesellschaften und Expertengruppen (z.B. CLSI, IFCC, CAP, CLIA '88, FDA,

ICH, EURACHEM, RiliBAK und DIN).
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Bland-Altmann Plot Previous Top Next

Hintergrund

Der Bland-Altman Plot ist ein grafisches Verfahren, welches verwendet wird um die Ubereinstimmung
zweier quantitativer Messverfahren darzustellen. Zu diesem Zweck werden die Differenzen der Messwerte
der beiden Methoden den Mittelwerten der Messwerte der beiden Methoden gegeniber gestellt. Handelt
es sich bei einer der beiden Methoden um eine Referenzmethode, so werden die Differenzen der
Messwerte der beiden Messmethoden den Messwerten der Referenzmethode gegeniber gestellt.

Im nachsten Schritt werden die mittlere Differenz und deren Standardabweichung als auch der
Unrichtigkeitshereich (engl. "Limits of Agreement”} errechnet. Bei einem Vertrauensintervall von 95%
entspricht der Unrichtigkeitsbereich der mittleren Differenz +/- 1,965 und reprasentiert den Bereich, in
dem 95% der Differenzen erwartet werden. Liegt der Unrichtigkeitsbereich innerhalb der vorgegebenen
Grenzen fir maximale Unrichtigkeit, so besteht kein signifikanter Unterschied zwischen den
Messmethoden und kénnen diese gegenseitig austauschbar angewendet werden.

Eine wichtige Voraussetzung fir die Giiltigkeit dieser Berechnungen ist eine homogene und (annahernd)
normale Verteilung der Differenzen. Der Bland-Altman Plot dient ausschliellich dazu, diese Annahmen
visuell zu Gberpriifen. Die endgiltige Beurteilung der Vergleichbarkeit, bzw. Austauschbarkeit der beiden
Methoden beruht auf dem berechneten Unrichtigkeitshereich.

Daten Eingabe
Daten werden als Einzelmessungen eingegeben.

A B
1 |Probe A Probe B
2 87 82
3 165 158
4 197 208
5 43 45
6 68 70
7 184 180
8 227 220
Dialog
Bland Altman
Yariablen
Referenzmethode ’T|
Analyse 1 -
| J Abbrechen
‘Wergleichsmethode
| Analyse 2 j Hilfe:
Darstellung
Grafische Darstellung: | Absoluk j
Grenzen: | Unrichtigkeitsbereich j
Abszisse: | Mittelwert (Methode A; Methode B)j

I Mormalisierte Differenzen

Spezifikationen

Parameter Einheiten

| Cholesterin j | mgydl j
Material Dezimalstellen

| Serum j | 1 j
Reagenzcharge Kontrallcharge

Komrmentar

R |

Max, Unrichtigkeit:

Abb. 2.2:  Abacus Hilfe. Alle verfligbaren Module werden als einzelne Kapitel mit einheitlicher Darstellungsform pra-
sentiert. Hierzu gehdrt neben einer kurzen Zusammenfassung des mathematisch-statistischen Hintergrunds,
Anleitungen zur korrekten Datenerfassung und eine Beschreibung der jeweiligen Eingabemaske, auch eine
kurze Erlauterung der grafischen bzw. tabellarischen Ergebnisse und errechneten Statistikkenngrof3en.
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Mittelwert (Methode A; Methode B)
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Die jeweiligen Haufigkeiten der Differenzen der Messwerte der beiden Methoden werden als
Haufigkeitshistogramm dargestellt.
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Differenz (Methode 2 - Methode 1)
Statistik
Die systematische Messabweichung zwischen den Geraten / Verfahren beschreibt die Gréfie um die
sich zwei mit den unterschiedlichen Methoden / Verfahren ermittelten Messwerte Uber den gesamten
Messbereich voneinander unterscheiden. Wird auch "konstanter Fehler” genannt.
Werte in Klammern sind das Vertrauensintervall der jeweiligen Ergebnisse.
Die untere Grenze des Bereichs in dem ein vorgegebener Anteil (z.B. 95%) der Differenzen zwischen den
Messwerten der beiden Methoden erwartet wird (mit 95% Vertrauensintervall).
Die obere Grenze des Bereichs in dem ein vorgegebener Anteil (z.B. 95%) der Differenzen zwischen den
Messwerten der beiden Methoden erwartet wird (mit 95% Vertrauensintervall).
Hinweis: Da die prozentuale Unrichtigkeit nach der Formel [Messwert(Vergleichsmethode) - Messwert
(Referenzmethode)] / Messwert(Referenzmethode) berechnet wird, kann diese nicht berechnet werden
wenn der Messwert fir die Referenzmethode 0 betragt. Das gilt auch fir die Berechnung normalisierter
Differenzen.
Literatur
1. Statistical Methods for Assessing Agreement Between Two Methods of Clinical Measurement J.IM.
Bland, D.G. Altman. The Lancet February 8 1986; 307-310
2. Measurement in Medicine: the Analysis of Method Comparison Studies D.G. Altman, J.M. Bland.
The Statistician 32 1987; 307-317
3. Comparing Methods of Measurement: Why plotting difference against standard method is misleading
J.M. Bland, D.G. Altman, The Lancet 1995; 346: 1085-87
4, Measurement Agreement in Method Comparison Studies J.M. Bland, D.G. Altman, Statistical
Methods in Medical Research 1998; 8: 135-160 ol
b

Abb. 2.3: Jedes Thema der Hilfe Datei enthélt einen Link zu dem Glossar und eine Liste aktueller Literaturquellen.
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Abb. 2.4: Das Glossar ist Teil der Hilfedatei.

Abszisse
Horizontale Achse im Kartesischen Koordinatensystem.

Akkreditierung
Die Bestatigung, dass eine Stelle kompetent ist ihre Aufgaben durchzufithren.

Alpha-Fehler
Diesen Fehler begeht man bei einem statistischen Test, wenn falschlicherweise die
Alternativhypothese angenommen wird, obwohl in Wirklichkeit die Nullhypothese richtig ist
(falsch positiv). Die genaue Irtumswahrscheinlichkeit ist durch den p-Wert quantifiziert. Die
maximal zulassige Irtumswahrscheinlichkeit wird vor der Testdurchfihrung festgelegt: in der
Regel alpha = 0,05.

A-priori Wahrscheinlichkeit
Siehe Pratestwahrscheinlichkeit

A-posteriori Wahrscheinlichkeit
Siehe Posttestwahrscheinlichkeit

Arbeitsbereich
Siehe Messhbereich

Ausreilier
Ein extrem grofer oder extrem kleiner Wert, der nicht zu der gleichen Grundgesamtheit gehért
wie die Ubrigen Elemente der untersuchten Stichprobe.

Bestimmtheitsmal?
Das Quadrat des Korrelationskoeffizienten r

Bestimmungsgrenze
Kleinste Konzentration eines Analyten, die mit vorgegebener Wahrscheinlichkeit quantitativ
erfasst werden kann und bei der eine vorgegebene Anforderung an die Prazision (typisch 20%)
erfillt werden kann.

Beta-Fehler
Ein beta-Fehler liegt wvor, wenn man die MNullhypothese akzeptiet, obwohl die
Alternativhypothese richtig ist (falsch negativ). Der beta-Fehler hangt eng mit dem alpha-Fehler
zusammen: Je kleiner alpha festgelegt wird, umso gréler wird beta und umgekehrt.

Systematischer, bzw. konstanter Fehler. In der Analytik durch Richtigkeit, bzw. Unrichtigkeit
ausgedrickt. Der systematische Fehler ist abzugrenzen von einem zufalligen Fehler (Prazision).

Bland Altman Plot
Grafisches Verfahren zur Darstellung der Ubereinstimmung zweier quantitativer Messverfahren.
Die Differenzen der Messwerte der beiden Methoden werden den Mittelwerten der Messwerte der
beiden Methoden gegeniber gestellt. Befinden sich die Differenzen innerhalb der vorgegebenen
Grenzen (z.B 95%, oder Gesamtfehlergrenzen), so besteht kein signifikanter Unterschied
zwischen den Messmethoden und kénnen diese gegenseitig austauschbar angewendet werden.

Box Plot
Grafische Darstellung zur Charakterisierung der Verteilung stetiger Merkmale beruhend auf den
empirischen Quartilen. Der Interquartilsabstand wird als Kasten (engl.: box) dargestellt, von
dem aus Linien bis zum Minimum bzw. Maximum gezogen werden. Im Kasten wird der Median
noch durch eine Linie gekennzeichnet.
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2.1 Symbolleiste

Ab Excel 2007 wurden die Symbolleiste und das klassische Menii durch die Multifunktionsleiste ersetzt.
Dementsprechend finden sich die Abacus-spezifischen Funktionen und das Abacus Menii in fritheren Excel
Versionen integriert in das Excel Menii und als zusétzliche Symbolleiste wieder (Abb. 2.5). Ab Excel 2007
sind diese Funktionen und das Abacus Menii in die Multifunktionsleiste integriert (Abb. 2.6).

‘ Microsoft Excel + Abacus 1.40.30 - Mappe2

Datei  Gearbeiren  Ansicht  Einfiigen Format  Extras  Daten Abacus  Fenster 7

Dy gAYV $BRA-C e = -2l & W4 00w - () el JERN

!", Daten ausschliefien (F3) : Test wiederholen (F4) 'g Akbualisieren (Fa) g Datensatz zeigen (FE) f Ausreifer (F7) 3€ Loschen (Fa) <5 Kammentar (F9) &%,
Ta2 - 3

A [ 8 | ¢ | o | E [ F [ 6 | H | v [ J |

| 1]
Abb. 2.5: Abacus Meni und Symbolleiste fiir Excel Versionen vor Excel 2007

CIC 3%
Start Einfdgen Seitenlayout Formeln Daten Uberprifen Ansicht Entwicklertools Add-Ins Abacus
" Daten ausschlieBen (F3] E Datensatz anzeigen (F&) (9 Kommentar einfugen [F9) b @ Hilfe a @
::‘ Test wiederholen (F4) f Ausreiber entfernen (F7) “.;.,. Spezifikationen bearbeiten (F11]) ]rjAbacus Beispiele
o Tests _ Assistent || Auf Update
4 Aktualisieren (F5) X Laoschen (F8) = ¥ Abacus Info F17 || aberprifen
Funktionen Menu Hilfe Update
W55 ~ k|
A | 8 [ ¢ | o | E [ F | 6 [ H | Loy

A
Abb. 2.6: Abacus Menii und Symbolleiste als Teil der Multifunktionsleiste ab Excel 2007

2.1.1 Funktionen der Symbolleiste
AuBer der ,,Update Funktion sind alle Funktionen der Symbolleiste auch {iber die Funktionstasten F3 — F9

und F11 abrufbar. Die Funktionstaste F10 ist dem Abacus Assistenten zugewiesen.
2.1.1.1 Daten ausschlieBen (F3)

Mit Hilfe dieser Funktion werden Daten selektiert, welche nicht in die Berechnungen mit einflieBen sollen.

Zur Abgrenzung von den restlichen Daten werden diese in eckige Klammern gesetzt.
2.1.1.2 Test wiederholen (F4)

Diese Funktion ermoglicht die Wiederholung desselben Tests mit anderen Quelldaten bzw. die Anwendung

derselben Spezifikationen (z.B. Testname, Einheiten, Probenmaterial usw.) auf einen anderen Test.
2.1.1.3 Aktualisieren (F5)

Obwohl Abacus-Berichte Excel Tabellenblétter sind, sind alle Ergebnisse, einschlieBlich der grafischen
Darstellungen, vollkommen von dem urspriinglichen Tabellenblatt entkoppelt. Anderungen in den Quellda-

ten fiihren daher nicht zur automatischen Aktualisierung des Berichtes — dies geschieht manuell mit Hilfe
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dieser Funktion. Der Vorteil dieses Ansatzes besteht darin, dass wihrend des Aktualisierungsvorganges die

Eingabemaske mit allen zu diesem Test vorgenommenen Einstellungen gedffnet wird und somit die Mog-

lichkeit besteht, diese zu dndern oder anzupassen.

2.1.1.4 Datensatz zeigen (F6)

Ist ein Bericht in einer Excel Tabelle gedftnet, so kann mit Hilfe dieser Funktion der dazugehorige Quellda-

tensatz angezeigt werden. Es wird jeweils die oberste linke Zelle des Datensatzes aktiviert.

2.1.1.5 Ausreifer (F7)

Diese Funktion dient der Identifizierung und (optional) der Entfernung von Ausreiflern in einem Datensatz.

Hierfiir kann eines der drei folgenden Modelle eingesetzt werden:

Grubbs-Test [Grubbs, 1950; Grubbs, 1969]

Der Ausrei3ertest nach Grubbs ist ein reiterativer statistischer Test, der dazu verwendet wird, Aus-
reifler in einem gegebenen Datensatz zu ermitteln. Grundvoraussetzung fiir die Anwendung des
Grubbs-Tests ist die Annahme einer anndhernd normalverteilten Stichprobe. Wird ein Wert ent-
deckt, der groBer als die berechnete Teststatistik (G) ist, wird dieser als Ausreiler identifiziert und
entfernt. Anschlieend wird ein neuer Grubbs-Test mit n-/ Daten mit den restlichen Werten durch-
gefiihrt. Dies geschieht so lange, bis keine Ausreiler mehr entdeckt werden. Die Teststatistik wird

wie folgt berechnet:

2
G = (n - 1) t(a/szz)
\/; n_2+t(2a/2,n72)

1,5 IQR-Regel [Tukey 1977]

Als Alternative zum Grubbs-Test bietet sich die Ermittlung von AusreiBlern auf Basis des Interquar-
tilsabstandes (IQR) an. Der IQR wird definiert als der Abstand zwischen dem ersten (25%) und drit-
ten (75%) Quartil. Zu diesem Zweck werden die Daten sortiert und danach der Punkt ermittelt, unter
dem 25% (1. Quartil) bzw. 75% (3. Quartil) der Werte liegen. Die Bestimmung von Grenzwerten
fiir AusreiBer erfolgt sodann tiber folgende Formel: x,5 — 1,5 x IQR < x; <x75 + 1,5 x IQR. Dabei
stellt x¢,s das erste und X 75 das dritte Quartil dar. Werte, die zwischen 1,5 IQR und 3,0 IQR liegen,

werden als ,,milde Ausreifler gekennzeichnet.
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e 3,0 IQR-Regel [Tukey 1977]

Werte, die auBerhalb der 3 IQR Grenzen liegen, werden als extreme Ausreiler gekennzeichnet. Die

Bestimmung von Grenzwerten fiir Ausreifler erfolgt in diesem Fall {iber folgende Formel: x(,5 — 3,0

x IQR < x; <x¢75 + 3,0 x IQR. Dabei stellt x(,5 das erste und X, 75 das dritte Quartil dar. Werte, die

auBlerhalb 3,0 IQR liegen, werden als ,,starke* Ausreifler gekennzeichnet.

2.1.1.6 Loschen (F8)

Mit dieser Funktion wird das aktuelle Tabellenblatt geldscht.

2.1.1.7 Kommentar (F9)

Alle mit Abacus erstellten Berichte sind schreib-geschiitzt und kénnen daher nicht direkt veréndert werden.

Es besteht jedoch die Moglichkeit, mit Hilfe dieser Funktion einen beliebig langen Kommentar an einer

offenen Stelle in den Bericht einzufiigen. Das Namenkiirzel der aktuell am Rechner angemeldeten Person

erscheint immer am Ende des Kommentars.
2.1.1.8 Spezifikationen bearbeiten (F11)

Diese Funktion dient der Bearbeitung der Pro-
gramm-internen Datenbanken. Editierbare Spe-
zifikationen sind: Test Name, maximale
Unprizision, maximale Unrichtigkeit, maxima-
ler Gesamtfehler, maximale relative quadrierte
mittlere Messabweichung, Einheiten, Probenma-
terial, Analytischer Messbereich, Klinische Ent-
scheidungsbereiche und Gerdtenamen. Daten-
banken konnen im- bzw. exportiert werden oder

in einem Excel Tabellenblatt aufgelistet werden.
2.1.1.9 Update

Diese Funktion dient der Suche von Programm-
aktualisierungen im Internet und kann automati-

siert oder manuell verwendet werden.

2.2 Eingabemasken

Alle Eingabemasken der Methodenvalidierungs-

und Qualitédtskontrollmodule sind &hnlich aufge-

Bland Altman
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I Mormalisierte Differenzen

Spezifikationen

Parameter

| IMittehwert (Methode a; Methaode B)j

Einheiten

| CEA j

Material

[l g

Dezimalstellen

| Serum j

Reagenzcharge

E [

Kantrollcharge

Komrmentar

Max, Unrichtigheit:

Wertrauensintervall:

Zeitraum

e
R

Zeitraurm:

Iv Rohdaten anzeigen

|3u.u4.2c|10 jbis |3n.n4.2moj

Abb. 2.7: Eingabemaske
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baut (Abb. 2.4) und enthalten die Uberschriften der einzelnen Datenspalten, aus denen die zu analysierenden
Datensitze gewéhlt werden, Test-spezifische Einstellungsmoglichkeiten und Eingabe- und Auswahlmog-
lichkeiten flir Spezifikationen. Angaben fiir Spezifikationen schlieBen Parameter, Einheiten, Material, De-
zimalstellen, Kontrollcharge, Reagenzcharge, Kommentar, Akzeptanzwerte, Konfidenzniveau und den Ana-
lysenzeitraum ein. Die internen Datenbanken des Programms enthalten bereits Akzeptanzwerte fiir alle
RiliBAK-pflichtigen Parameter, werden aber auch mit allen Anwendereingaben aktualisiert. Zur erleichter-
ten Eingabe enthalten die Felder fiir Parameter, Einheiten und Material eine Autovervollstindigungsfunkti-

on. Mit der ,,Hilfe* Schaltflache erhilt der Anwender themenspezifische Hilfe zu dem aktuellen Test.

2.3 Berichte

Abacus Berichte sind formatierte Arbeitsblitter, die in die aktive Excel Tabelle eingefiigt werden. Der Auf-
bau ist dhnlich fiir alle Berichte (Abb. 2.8, 2.9 und 2.10): Die erste Seite enthdlt eine grafische und/oder
tabellarische Zusammenfassung der Daten. Auf der nichsten Seite folgt eine Zusammenfassung der statisti-
schen Kenngrofien, eine Ubersicht der Testspezifikationen und drei Unterschriftfelder (,,Erstellt”, ,,Gepriift™
und ,,Freigegeben®). Auf der letzten Seite werden schlieBlich die Rohdaten aufgelistet. Kopf- und Fufizeilen
enthalten den Namen des Labors, wahlweise das Firmenlogo, das Datum, den Modulnamen, die Seitenzahl

und die Abacus-Version.

Berichte sind schreibgeschiitzt und Anderungen sind daher nur durch eine Aktualisierung (F5) méglich. Es
besteht jedoch die Moglichkeit, iiber die Funktion ,,Kommentar (F9)* einen Freitext Kommentar einzufii-
gen, welches, zum Zweck der Riickfiihrbarkeit, automatisch mit dem Namenkiirzel der am Rechner ange-

meldeten Person versehen wird.

24 Berechnung grundlegender statistischer Kenngrofien

Fiir beschreibende statistische Kennwerte werden in Abacus durchgehend folgende Formeln verwendet

[Rudolf & Kuhlisch, 2008]:

2.4.1 Mittelwert

1 n
)?z—le.
n o
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2.4.2  Konfidenzintervall des Mittelwertes
s

X [E—
(a/2,n—1)
Jn

I+

x=*t

2.4.3 Varianz
n
s° = Z (x, —X)°
i=1

2.4.4  Standardabweichung

s=s*

2.4.5 Standardfehler
A)
SE =—
Jn
2.4.6  Variationskoeffizient

VK (%) =~ x100%
X

2.5 Berechnung kritischer Werte fiir statistische Verteilungen

2.5.1 Normalverteilung
Kritische Werte werden mit der eingebauten Excel Funktion ,NORMINV* unter Angabe der zur Normal-

verteilung gehorenden Wahrscheinlichkeit (p), des Mittelwertes und der Standardabweichung berechnet.

2.5.2  Standardnormalverteilung
Kritische Werte werden mit der eingebauten Excel Funktion ,,STANDNORMINV* unter Angabe der zur

Standardnormalverteilung gehérenden Wahrscheinlichkeit (p) berechnet.

2.5.3  t-Verteilung
Kritische Werte werden mit der eingebauten Excel Funktion ,,TINV* unter Angabe der zur t-Verteilung

gehorenden zweiseitigen Wahrscheinlichkeit (p) und (n-1) Freiheitsgrade berechnet.
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Abb 2.8:
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Bland-Altman Plot Bericht — grafische Zusammenfassung der Daten in Form des Bland-Altman Plots und
des Differenzenhistogramms.
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Abb 2.9:

Bland-Altman Plot Bericht — Tabellarische Zusammenfassung der statistischen Kenngroflen, Verfahrens-

spezifikationen und Unterschriftsfelder.
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Abb 2.10: Bland-Altman Plot Bericht — Rohdaten. Differenzen, die die Anforderungen fiir die maximal zuldssige
Unrichtigkeit iiberschreiten, werden in rot dargestellt.
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2.5.4  Chi-Quadrat Verteilung
Kritische Werte werden mit der eingebauten Excel Funktion ,,CHIINV* unter Angabe der der zur Chi-

Quadrat-Verteilung gehdrenden Wahrscheinlichkeit (p) und (n-7) Freiheitsgraden berechnet.

2.5.5 F-Verteilung
Kritische Werte werden mit der Excel Funktion ,,FINV* unter Angabe der zur F-Verteilung gehorenden

Wabhrscheinlichkeit (p), der Anzahl der Freiheitsgrade im Zahler (n-/) und der Anzahl der Freiheitsgrade im

Nenner (n-1) berechnet.

2.6 Berechnung von p-Werten

2.6.1 Normalverteilung
Der p-Wert wird mit der Excel Funktion ,, NORMVERT* unter Angabe der z-Statistik, des Mittelwertes und

der Standardabweichung berechnet. Die verwendete Gleichung der Dichtefunktion f{z, u, o) lautet:

(o=
famo)= 21”0 e (5

2.6.2  Standardnormalverteilung
Der p-Wert wird mit der Excel Funktion ,,STANDNORMVERT* unter Angabe der z-Statistik berechnet.

Die verwendete Gleichung der Dichtefunktion f(z) lautet:

f(Z)_\/Ee

2.6.3 t-Verteilung
Der p-Wert wird mit der eingebauten Excel Funktion ,,TVERT* unter Angabe der t-Statistik, (n-/) Frei-

heitsgraden und der Anzahl der Seiten (1 oder 2) berechnet.

2.6.4 Chi-Quadrat Verteilung
Der p-Wert wird mit der eingebauten Excel Funktion ,,CHIVERT unter Angabe der Chi-Quadrat Statistik

und (n-1) Freiheitsgraden berechnet.

2.6.5 F-Verteilung
Der p-Wert wird mit der eingebauten Excel Funktion ,,FVERT* unter Angabe der F-Statistik und (n-7)

Freiheitsgraden fiir den Zéhler sowie (n-1) Freiheitsgraden fiir den Nenner berechnet.
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2.7 Berechnung von Korrelations- und Regressionsparametern

2.7.1  Pearson Produkt-Moment-Korrelationskoeffizient
Die Berechnung des Korrelationskoeffizienten erfolgt mit der eingebauten Excel Funktion ,,PEARSON*.

Fiir Doppelbestimmungen wird folgende Formel verwendet [NCLS EP9-A2, 2002]:

> (&, -0, - )

V=
JZ@,‘ -%)’ \/Z@j -y’
= 225
2n
= 22
2n

2.7.2  Lineare Regression
Die Steigung (b) wird mit Hilfe der eingebauten Excel Funktion ,,STEIGUNG", der Ordinatenabschnitt (a)

mit der Funktion ,,ACHSENABSCHNITT* ermittelt. Berechnungen erfolgen nach der Methode der kleins-

ten Quadrate.
Fiir Doppelbestimmungen werden die Regressionsparameter wie folgt geschétzt [NCCLS EP9-A2]:

e [ndividuelle Y-Werte gegen mittlere X-Werte:

> Yo, —y)z(i@- —x)j
> -0

b

a=y—bx

e Mittlere Y-Werte gegen mittlere X-Werte:

n

Y (E -X)(F, - )

> -

b=

40



2.7.3  Deming Regression

Berechnung der Regressionsparameter a,,,, ,und b erfolgt durch die Deming Methode, wodurch

Demin g
Fehler (Varianzen) in beiden Messmethoden berticksichtigt werden [Deming, 1943; Cornbleet & Gochman,
1979; Parvin, 1984]:

Die Steigung wird zuerst mit Hilfe der linearen Regression nach der Methode der kleinsten Quadrate ermit-
telt, und zwar einmal mit y als abhéngige und x als unabhéngige Variable (b,,) und einmal mit x als abhén-
gige und y als unabhingige Variable (b,,). Deming Steigung (bpeming) und Ordinatenabschnitt (@peming) Wer-

den danach folgendermallen ermittelt:

1A
S
xy BEs
S2
A==t
Sy

5 _(f+w/f2+4}t)

Deming — B

aDeming :.)_}_(bDeming Xi)

2.7.4  Passing & Bablok Regression
Das Regressionsmodell nach Passing und Bablok ist eine nichtparametrische Form der Regression, die spe-

ziell zur Quantifizierung der Ubereinstimmung zwischen zwei Messverfahren entwickelt wurde [Passing &
Bablok, 1983; Passing & Bablok 1984]. Das Verfahren trifft keine Annahmen iiber die Verteilung der
Messwerte und deren Fehler und ist, wie auch andere nichtparametrische statistische Verfahren, besonders
dann geeignet, wenn Ausreiller in den Messwerten auftreten. Einzig bei einem negativen Korrelationskoef-
fizienten kann die Passing & Bablok Steigung nicht ermittelt werden. In diesem Fall wird die Deming Re-

gression empfohlen. Die Parameter der Passing & Bablok Regression werden folgendermalien geschétzt:

Zuerst werden alle moglichen Steigungen (S;) fiir den Datensatz nach Theil [Theil, 1950] berechnet:

_ (yi _yj)
a ('xi _xj)
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Folgende Regeln werden hierbei beachtet:

Wenn (y, —yj):(),dann ist §; =0
Wenn (y, —y;) <0 und (x;, —x;) =0 danniist S, =—o0
Wenn (y, —y,) >0 und (x, —x,) =0 dann ist S, =+o0

Die Passing & Bablok Steigung (b) wird als korrigierter Median aller Steigungen geschitzt:

b=S§,. K)» mit Z= Index des Medianwertes der Steigungen (Sgj)) und K = Anzahl der Steigungen < -1

Der Achsenabschnitt (a) wird wie folgt berechnet:

a=med(a,;),mit a,= y, —bx,

2.7.5  Polynomiale Regression
Parameter der polynomialen Regression in der Form

y=a+bx+bx’+[.]+bx""

werden mit der eingebauten Excel Matrixfunktion “LINEST” geschétzt.

2.8 Test Menii

Der Meniipunkt Abacus enthélt sdmtliche statistischen Funktionen sowie Zugriff auf den Abacus Assisten-
ten, die detaillierten Abacus Beispiele und in Excel Versionen vor Excel 2007 auch Zugriff auf die Abacus
Hilfedatei. Im Folgenden werden die fiir die Methodenvalidierung und Qualitidtskontrolle im klinischen
Labor relevanten Funktionen niher besprochen. An dieser Stelle sei noch eine kurze Bemerkung zu den
CLSI (CLSI) Modulen gestattet: Diese Module orientieren sich nach den Richtlinien der CLSI EP (“Evalua-
tion Protocol*) Protokolle und sind in erster Linie fiir In-vitro-Diagnostika Hersteller gedacht, finden aber
auch im Routine klinischen Labor Anwendung. Trotz dieser Sonderstellung werden diese Module in der
vorliegenden Arbeit nicht getrennt, sondern zusammen mit den Modulen der jeweiligen Gruppe (z.B. ,,Pré-

zision®, ,,Methodenvergleich* oder ,,Linearitit*) bearbeitet.

2.8.1 Prizision und Richtigkeit
Untersuchungsverfahren, welche in anerkannten Lehrwerken, von den Fachgesellschaften oder als internati-

onale oder nationale Richtlinien verdffentlicht wurden, miissen lediglich auf Validitdt der Herstellerangaben
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fiir die Prézision und Richtigkeit untersucht werden [DIN EN ISO 15189, 2003; DIN EN ISO/IEC 17025,
2005]. Fiir die gleichzeitige Bestimmung dieser beiden Validierungsparameter werden Proben mit bekannter
Konzentration des zu untersuchenden Parameters (z.B. Kontrollproben) mehrfach {iber einen vorher defi-
nierten Zeitraum bestimmt. Nach Empfehlungen der FDA sollen fiir die Bestimmung von Intra- und Inter-
Assay Richtigkeit und Prézision von mindestens fiinf Proben pro Konzentrationsbereich untersucht werden
[FDA, 2001]. Hierfiir stehen in Abacus prinzipiell drei Modelle zur Verfiigung, die alle so aufgebaut sind,
dass bei einer Gesamtzahl von jeweils 20 Messwerten mindestens fiinf Messwerte pro Tag analysiert wer-

den.

2.8.1.1 Das 20x1 Modell

Fiir die Intra-Assay Berechnungen werden 20 Messergebnisse einer am selben Tag durchgefiihrten Analy-
senserie eingegeben. Fiir die Inter-Assay Analysen werden die an 20 aufeinanderfolgenden Tagen ermittel-
ten Messergebnisse (je ein Messergebnis pro Tag) eingegeben. Die grafische Darstellung der Ergebnisse
beinhaltet den zeitlichen Verlauf der Unrichtigkeit (%) der Intra- und Inter-Assay Ergebnisse (Abb. 2.11
und 2.12).

Statistik:

Mittelwert (Intra-Assay):
Der arithmetische Mittelwert der 20 Werte des ersten Tages.
e Mittelwert (Inter-Assay):
Der arithmetische Mittelwert der 20 Werte von Tag 1 bis Tag 20.
e Standardabweichung (Intra-Assay):

MaB fiir die Streuung der Daten innerhalb der Datenreihe. Die Intra-Assay Standardabweichung errech-

net sich aus den 20 Werten des ersten Tages.
e Standardabweichung (Inter-Assay):

MaB fiir die Streuung der Daten zwischen Serien. Die Inter-Assay Standardabweichung errechnet sich

aus den Werten der 20 aufeinanderfolgenden Tage.
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e Variationskoeffizient (Intra-Assay):

Relative Standardabweichung (Standardabweichung als Prozentsatz des Mittelwertes). Der Intra-Assay

VK (%) errechnet sich aus der Standardabweichung und dem Mittelwert der 20 Werte des ersten Tages.
e Variationskoeffizient (Inter-Assay):

Relative Standardabweichung (Standardabweichung als Prozentsatz des Mittelwertes) zwischen Serien.
Der Inter-Assay VK (%) errechnet sich aus der Standardabweichung und dem Mittelwert der 20 Werte
von Tag 1 bis 20.

e Unrichtigkeit (Intra-Assay):

MaB fiir die relative Abweichung der Werte vom richtigen Wert (Zielwert). Die Intra-Assay Unrichtig-

keit errechnet sich aus den 20 Werten des ersten Tages und dem eingegebenen Zielwert der Probe.
e Unrichtigkeit (Inter-Assay):

MaB fiir die Abweichung der Werte vom richtigen Wert (Zielwert). Die Inter-Assay Unrichtigkeit er-

rechnet sich aus den 20 Werten der Tage 1 bis 20 und dem eingegebenen Zielwert der Probe.
e Max. Unrichtigkeit / Max. VK (%):

Diese Werte konnen entweder vom Benutzer eingegeben, von der internen Datenbank iibernommen

oder automatisch durch das Programm berechnet werden.

e Berechnete Werte fiir max. Unrichtigkeit UR , und/oder max. Unprézision VK (%),,, werden in
eckige Klammern gesetzt und errechnen sich aus der Obergrenze OG und der Untergrenze UG des

Referenzbereichs nach folgenden Formeln [Greiling & Gressner, 1995]:

_ (0G-UG)x50
3x(0G+UG)

VK (70)

UR = 2% VK (%)
e Auswertung

Das Experiment gilt als bestanden, wenn die mittlere Intra- und Inter-Assay Unrichtigkeit und die mitt-

lere Intra- und Inter-Assay Unprézision innerhalb der vorgegebenen Fehlergrenzen liegen.
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Beispiel

Rohdaten

Cholesterin L2 (Intra-Assay) Cholesterin L2 (Inter-Assay)

242 246
243 242
247 239
249 241
246 242
244 245
241 246
245 245
244 239
244 246
252 251
249 248
242 240
246 249
247 248
240 238
241 244
244 244
241 239
242 241
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Intra-Assay Ergebnisse
------- Mittlere Unrichtigkeit (-0,2%)
Abb. 2.11:  Zeitlicher Verlauf der Unrichtigkeit (%) der Intra-Assay Ergebnisse mit Abbildung der mittleren

Intra-Assay Unrichtigkeit als rote gestrichelte Horizontale (20x1 Modell). Anhand des Diag-
ramms konnen sowohl die mittlere Intra-Assay Unrichtigkeit als auch die Unprézision (Streu-
ung) der Messwerte visuell beurteilt werden.
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Inter-Assay Ergebnisse
------- Mittlere Unrichtigkeit (-0,6%)

Abb. 2.12:  Zeitlicher Verlauf der Unrichtigkeit (%) der Inter-Assay Ergebnisse mit Abbildung der mittleren
Inter-Assay Unrichtigkeit als rote gestrichelte Horizontale (20x1 Modell). Anhand des Diag-
ramms konnen sowohl die mittlere Inter-Assay Unrichtigkeit als auch die Unprézision (Streuung)
der Messwerte visuell beurteilt werden.

Statistik
STATISTIK

Intra-Assay Inter-Assay
n: 20
Zielwert: 245 245
Mittelwert: 2445 243,7
Standard Abweichung: 3,2 3,8
Variationskoeffizient (VK%): 1,3% 1,5%
Max. VK(%): 10,0% 10,0%
Unrichtigkeit: -0,2% -0,6%
Max. Unrichtigkeit: +10,0% 1£10,0%
20x1 Test bestanden? Ja

KenngroBen fiir Intra- und Inter-Assay Ergebnisse sind iibersichtlich aufgegliedert und durch die Ge-
geniiberstellung in zwei Spalten einfach miteinander zu vergleichen. Durch die Angabe des Zielwertes,
des maximal zuldssigen Variationskoeffizienten und der maximal zuldssigen Unrichtigkeit kann die
Leistung des Verfahrens, auch im zeitlichen Verlauf, schnell beurteilt werden. Ferner wird durch die
Gegeniiberstellung der Intra- mit den Inter-Assay Ergebnissen bei nichtbestandenen Tests die Ursachen-

forschung erleichtert, da die Zeitabhéngigkeit einer schlechten analytischen Leistung hieraus ersichtlich

wird (Intra-, Inter-Assay oder beides).
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2.8.1.2 Das 5x4 Modell

Fiir das 5x4 Modell werden an vier aufeinanderfolgenden Tagen jeweils 5 Analysen derselben Kontrollpro-
be durchgefiihrt. Die Intra-Assay Berechnungen werden fiir jeden der vier Tage durchgefiihrt. Fiir die Inter-
Assay Berechnungen werden alle 20 Messwerte verwendet. Die grafische Darstellung der Ergebnisse bein-

haltet den zeitlichen Verlauf der Unrichtigkeit (%) der Inter-Assay Ergebnisse (Abb. 2.13).
Statistik:
e Mittelwert (Intra-Assay):
Der arithmetische Mittelwert der jeweiligen 5 Werte fiir jeden der 4 Tage.
e Mittelwert (Inter-Assay):
Der arithmetische Mittelwert der 20 Einzelmessungen der 4 Tage.
e Standardabweichung (Intra-Assay):

Die Intra-Assay Standardabweichung errechnet sich jeweils aus den 5 Werten der 4 aufeinanderfolgen-

den Tage.
e Standardabweichung (Inter-Assay):

Die Inter-Assay Standardabweichung errechnet sich aus allen 20 Werten der 4 aufeinanderfolgenden

Tage.
e Variationskoeffizient (Intra-Assay):

Der Intra-Assay VK (%) errechnet sich jeweils aus der Standardabweichung und dem Mittelwert der 5
Werte jeder der 4 aufeinanderfolgenden Tage.

e Variationskoeffizient (Inter-Assay):

Der Inter-Assay VK (%) errechnet sich aus der Standardabweichung und dem Mittelwert aller 20 Werte
der 4 Tage.

e Unrichtigkeit (Intra-Assay):

Die Intra-Assay Unrichtigkeit errechnet sich jeweils aus den 5 Werten jeder der 4 aufeinanderfolgenden

Tage und dem eingegebenen Zielwert der Probe.
e Unrichtigkeit (Inter-Assay):

Die Inter-Assay Unrichtigkeit errechnet sich aus allen 20 Werten der 4 aufeinanderfolgenden Tage und

dem eingegebenen Zielwert der Probe.
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e Mittlerer Variationskoeffizient (Intra-Assay):
Mittelwert der individuellen Variationskoeffizienten der 4 aufeinanderfolgenden Tage.
e Unrichtigkeitsbereich:

Der Bereich zwischen der kleinsten und der groBten berechneten Unrichtigkeit jeder der 4 aufeinander-

folgenden Tage.
e Intra-Assay bestanden?

Das Intra-Assay Experiment gilt als bestanden, wenn der Unrichtigkeitsbereich und die mittlere Intra-

Assay Unprézision innerhalb der vorgegebenen Fehlergrenzen liegen.
e Inter-Assay bestanden?

Das Inter-Assay Experiment gilt als bestanden, wenn die mittlere Inter-Assay Unrichtigkeit und die

mittlere Inter-Assay Unprézision innerhalb der vorgegebenen Fehlergrenzen liegen.
e Max. Unrichtigkeit / Max. VK (%):

Diese Werte konnen entweder vom Benutzer eingegeben, von der internen Datenbank iibernommen
oder automatisch durch das Programm berechnet werden. Berechnete Werte fiir max. Unrichtigkeit
und/oder max. VK (%) werden in eckige Klammern gesetzt. Die Berechnungen erfolgen wie bereits be-

schrieben (s. ,,Max. Unrichtigkeit / Max. VK(%)*, 20x1 Modell).

Beispiel
Rohdaten

Chol_L2 Tag 1 Chol_L2Tag2 Chol_L2Tag3 Chol_L2 Tag4

2420 2440 252,0 240,0
243,0 241,0 249,0 241,0
2470 245,0 242,0 2440
249,0 2440 246,0 241,0
246,0 2440 2470 240,0
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Analysen
------- Mittlere Inter-Assay Unrichtigkeit (-0,3%)

Abb. 2.13:  Zeitlicher Verlauf der Unrichtigkeit (%) der Inter-Assay Ergebnisse mit Abbildung der mittleren
Inter-Assay Unrichtigkeit als rot-gestrichelte Horizontale (5x4 Modell). Anhand des Diagramms
konnen sowohl die mittlere Inter-Assay Unrichtigkeit als auch die Unpréazision (Streuung) der
Messwerte visuell beurteilt werden.

Statistik
STATISTIK
Intra-Assay
Analysenserie: Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4
Zielwert: 245 245 245 245
Mittelwert: 2454 243,6 2472 241,2
Standard Abweichung: 2,9 1,5 3,7 1,6
Variationskoeffizient (VK%): 1,2% 0,6% 1,5% 0,7%
Unrichtigkeit: 0,2% -0,6% 0,9% -1,6%
Unrichtigkeitsbereich: -1,6% bis 0,9%
Max. Unrichtigkeit: 1£10,0%
Mittlerer VK(%): 1,0%
Max. VK(%): 10,0%
Intra-Assay bestanden? Ja
Inter-Assay
Zielwert: 245,0
Mittelwert: 244 .4
Standard Abweichung: 3,3
Unrichtigkeit: -0,3%
Max. Unrichtigkeit: £10,0%
Variationskoeffizient (VK%): 1,3%
Max. VK(%): 10,0%

Inter-Assay bestanden? Ja



KenngroBen fiir die jeweiligen Intra-Assay Ergebnisse der vier Tage werden in vier Spalten gegentiber-
gestellt, was einen einfachen Vergleich zwischen den einzelnen Tagen ermdglicht und potentielle tages-
abhéngige analytische Probleme bzw. Eingabefehler ersichtlich macht. Die Berechnung des Unrichtig-
keitsbereichs aus den Ergebnissen der vier Tage vermittelt einen guten Eindruck iiber die zeitlich be-
dingte Messwertstreuung. Die Angabe der Zielwerte und Akzeptanzgrenzen ermdglicht eine schnelle
Beurteilung der Verfahrensleistung. Da fiir die Berechnung der Inter-Assay Ergebnisse alle 20 Werte
der vier Tage verwendet werden, werden diese Ergebnisse in einer gesonderten Spalte, zusammen mit
der Akzeptanzgrenze, dargestellt. Insgesamt sind die Ergebnisse in Form von zwei getrennten Tabellen
zusammengefasst, um Intra- und Inter-Assay Ergebnisse deutlich voneinander zu trennen. Dies erleich-
tert bei nicht bestandenen Tests die Ursachenforschung anhand einer Zuordnung der Zeitabhingigkeit
des Messfehlers (d.h. analytische Probleme konnen in Intra-Assay, Inter-Assay oder Intra- und Inter-

Assay Probleme untergliedert werden).

2.8.1.3 Das 20x1 + 5x3 Modell

Fiir das 20x1 + 5x3 Modell werden am ersten Tag 20 und an den darauffolgenden drei Tagen jeweils fiinf
Analysen derselben Probe durchgefiihrt. Die Intra-Assay Berechnungen werden mit den 20 Werten des ers-
ten Tages durchgefiihrt. Fiir die Inter-Assay Berechnungen werden die ersten fiinf Messwerte des ersten
Tages und die jeweiligen fiinf Messwerte jeder der darauffolgenden drei Tage verwendet. Die grafische
Darstellung der Ergebnisse beinhaltet den zeitlichen Verlauf der Unrichtigkeit (%) der Intra- und Inter-
Assay Ergebnisse (Abb. 2.14 und 2.15).

Statistik:
e Mittelwert (Intra-Assay):

Der arithmetische Mittelwert der 20 Werte des ersten Tages.
e Mittelwert (Inter-Assay):

Der arithmetische Mittelwert der ersten 5 Werte des ersten Tages und der 15 Werte der darauffolgenden
3 Tage.

e Standardabweichung (Intra-Assay):
Die Intra-Assay Standardabweichung errechnet sich aus den 20 Werten des ersten Tages.
e Standardabweichung (Inter-Assay):

Die Inter-Assay Standardabweichung errechnet sich aus den ersten 5 Werten des ersten Tages und den
15 Werten der darauffolgenden 3 Tage.
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Variationskoeffizient (Intra-Assay):

Der Intra-Assay VK (%) errechnet sich aus der Standardabweichung und dem Mittelwert der 20 Werte

des ersten Tages.
Variationskoeffizient (Inter-Assay):

Der Inter-Assay VK (%) errechnet sich aus den ersten 5 Werten des ersten Tages und den 15 Werten der

darauffolgenden 3 Tage.
Unrichtigkeit (Intra-Assay):

Die Intra-Assay Unrichtigkeit berechnet sich aus den 20 Werten des ersten Tages und dem eingegebe-

nen Zielwert der Probe.
Unrichtigkeit (Inter-Assay):

Die Inter-Assay Unrichtigkeit berechnet sich aus den ersten 5 Werten des ersten Tages und den 15 Wer-

ten der folgenden 3 Tage und dem eingegebenen Zielwert der Probe.
20x1 plus 5x3 Test bestanden?

Das Experiment gilt als bestanden, wenn sowohl die mittlere Intra- und Inter-Assay Unrichtigkeit als

auch die mittlere Intra- und Inter-Assay Unprizision innerhalb der vorgegebenen Fehlergrenzen liegen.
Max. Unrichtigkeit / Max. VK (%):

Diese Werte konnen entweder vom Benutzer eingegeben, von der internen Datenbank {ibernommen
oder automatisch durch das Programm berechnet werden. Berechnete Werte fiir max. Unrichtigkeit
und/oder max. VK (%) werden in eckige Klammern gesetzt. Die Berechnungen erfolgen wie bereits be-

schrieben (s. ,,Max. Unrichtigkeit / Max. VK (%), 20x1 Modell).
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Beispiel

Rohdaten

Cholesterin L2 (Intra-Assay) Cholesterin L2 (Inter-Assay)

2420
243,0
247,0
249,0
246,0
2440
241,0
245,0
2440
2440
252,0
249,0
2420
246,0
2470
240,0
241,0
2440
241,0
2420

246,0
242,0
239,0
241,0
242,0
245,0
246,0
245,0
239,0
246,0
251,0
248,0
240,0
249,0
248,0
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Grafische Darstellung

e

3 4

Unrichtigkeit {%)

Intra-Assay Ergebnisse

------- Mittlere Unrichtigkeit -0,2%)

Abb. 2.14: Zeitlicher Verlauf der Unrichtigkeit (%) der Intra-Assay Ergebnisse mit Abbildung der mittleren
Intra-Assay Unrichtigkeit als rot-gestrichelte horizontale (20x1 +5x3 Modell). Anhand des Diag-

ramms konnen sowohl die mittlere Intra-Assay Unrichtigkeit als auch die Unprézision (Streuung)
der Messwerte visuell beurteilt werden.

3 -

Unrichtigkeit {%)
=

Inter-Assay Ergebnisse

------- Mittlere Unrichtigkeit -0,1%)

Abb. 2.12:  Zeitlicher Verlauf der Unrichtigkeit (%) der Inter-Assay Ergebnisse mit Abbildung der mittleren
Inter-Assay Unrichtigkeit als rot-gestrichelte horizontale (20x1 + 5x3 Modell). Anhand des Diag-

ramms konnen sowohl die mittlere Inter-Assay Unrichtigkeit als auch die Unprézision (Streuung)

der Messwerte

visuell beurteilt werden.
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Statistik

STATISTIK
Intra-Assay Inter-Assay

n: 20
Zielwert: 245,00 245,00
Mittelwert: 2445 2447
Standard Abweichung: 3,2 3,5
Variationskoeffizient (VK%): 1,3% 1,4%
Max. Variationskoeffizient: 10,0% 10,0%
Unrichtigkeit: -0,2% -0,1%
Max. Unrichtigkeit: +10,0% +10,0%
20x1 plus 5x3 Test bestanden? Ja

KenngroBen der Intra- und Inter-Assay Ergebnisse sind iibersichtlich aufgegliedert und durch die Ge-
geniiberstellung in zwei Spalten einfach miteinander zu vergleichen. Durch die Angabe des Zielwertes,
des maximal zuldssigen Variationskoeffizienten und der maximal zuldssigen Unrichtigkeit wird schnell
ein Eindruck tiber die Verfahrensleistung, auch im zeitlichen Verlauf, vermittelt. Die Gegeniiberstellung
der Intra- mit den Inter-Assay Ergebnissen erleichtert bei nichtbestandenen Tests die Ursachenfor-
schung, da die Zeitabhdngigkeit einer schlechten analytischen Leistung hieraus ersichtlich wird (Intra-

Inter-Assay oder beides).
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Statistik

Parameter
Leukozyten
Erythrozyten
Hb

Hk

MCV

MCH

MCHC
Thrombozyten
Basophile
Eosinophile
Neutrophile
Lymphozyten
Monozyten

Parameter
Leukozyten
Erythrozyten
Hb

Hk

MCV

MCH

MCHC
Thrombozyten
Basophile
Eosinophile
Neutrophile
Lymphozyten
Monozyten

n
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20

20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20

Mittelw. Std. Abw.

5,0
4,6
14,4
0,4
87,0
32,0
34,7
164,0
0,2
2,1
50,7
39,6
7,8

Mittelw. Std. Abw.

6,2
4,5
14,3
0,4
89,0
32,0
35,9
239,2
1,0
1,4
55,1
35,4
8,2

0,3
0,1
0,1
0,009
0
0
0,6
2,7
0,4
0,2
1,3
0,8
0,8

0,2
0
0,1
0,006
0
0
0,3
4,7
0
0,5
1,0
0,9
0,6

STATISTIK
Intra-Assay
VK%  VK%max

5,4% 10
2,6% 10
1,0% 10
2,3% 10
0% 10
0% 10
1,7% 10
1,7% 10
244,2% 15
10,9% 20
2,6% 10
1,9% 10
10,7% 10

Inter-Assay

VK%  VK%max

3,0% 10
0% 10
0,5% 10
1,4% 10
0% 10
0% 10
0,9% 10
2,0% 10
0% 15
35,9% 20
1,8% 10
2,7% 10
7,5% 10

Unrichtigkeit
-1,4%
0,5%
0,1%
-2,4%
-1,1%
3,2%
-1,0%
-0,6%

-85,0%
2,5%
-2,5%
4,1%
1,3%

Unrichtigkeit
1,6%
0,0%
-5,2%
-5,9%
0,0%
0,0%
5,6%
6,3%
0,0%
30,0%
0,2%
-1,7%
2,5%

Unr.max
+10%
+10%
+10%
+10%
+10%
+10%
+10%
+10%
+15%
+20%
+10%
+10%
+10%

Unr.max
+10%
+10%
+10%
+10%
+10%
+10%
+10%
+10%
+15%
+20%
+10%
+10%
+10%

Bestanden?
Ja
Ja
Ja
Ja
Ja
Ja
Ja
Ja

Nein
Ja
Ja
Ja

Nein

Bestanden?
Ja
Ja
Ja
Ja
Ja
Ja
Ja
Ja
Ja

Nein
Ja
Ja
Ja

Im Interesse der Ubersichtlichkeit werden alle Parameter zeilenweise und die dazugehorigen Kenngro-

Ben spaltenweise aufgelistet. Jede Zeile enthélt demnach fiir den jeweiligen Parameter die wichtigsten

Ergebnisse der Prizisions- und Richtigkeitsermittlung, die jeweiligen Akzeptanzgrenzen und die Aus-

wertung. Sollte ein Parameter nicht bestanden haben, so wird dies mit rot hinterlegt, um optisch auffal-

lig zu wirken. Diese Form der Zusammenfassung ermoglicht eine effiziente und zuverldssige Beurtei-

lung der analytischen Leistung aller Parameter eines groflen Blutbildes. Die Darstellung der Ergebnisse

in zwei getrennten Tabellen liefert wichtige Hinweise auf die zeitliche Abhéngigkeit der Messfehler und

spielt eine wichtige Rolle bei der Ursachenforschung.
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2.8.2  Prdzision

2.8.2.1 Einfach

Die Prizision gibt an, wie stark die Analysenwerte flir einen Analyten streuen und ldsst sich durch die wie-
derholte Analyse einer Probe bestimmen. Fiir die einfache Prézision wird die Probe innerhalb einer Mess-
reihe mehrfach analysiert. Die grafische Darstellung der Ergebnisse beinhaltet die Darstellung normalisier-

ter Werte (als Standardabweichung) gegen die Probennummer (Abb. 2.16).

Statistik:
e Ausreifler

Die Daten werden automatisch auf Ausreifler untersucht und diese werden, wenn vorhanden, rot darge-
stellt. Da solche Werte die Prézision erheblich beeinflussen konnen, wird empfohlen, diese vom Daten-
satz zu entfernen. Falls der Datensatz mehr als 5% Ausreier enthdlt und keine Ursache hierfiir festge-
stellt werden kann, sollte davon ausgegangen werden, dass das System nicht die fiir eine Prazisionsbe-
stimmung erforderliche Stabilitdt besitzt [NCCLS EP5-A2, 2004]. Folgende Vorgehensweise wird fiir

die Identifizierung von Ausreiflern verwendet:

Liegt ein Wert in der geordneten Datenreihe mehr als 3 Standardabweichungen (Signifikanzniveau von

p = 0,99) von dem néichst kleineren Wert entfernt, so wird dieser als Ausreiler gekennzeichnet.
e Trend Test nach Neumann

Werden im zeitlichen Verlauf einer Priifung konstant wachsende oder fallende Werte beobachtet, kann
ein Trend vorliegen. Mit diesem Test wird gepriift, ob benachbarte Werte dhnlicher sind als entferntere.

Zu diesem Zweck wird die Teststatistik () aus den ihrer chronologischen Reihenfolge nach geordneten

Messwerte x, errechnet und mit einem entsprechenden Tabellenwert (Neumann-Tabelle) bei einem

Signifikanzniveau p = 0,95 verglichen. Ist Q groBer als der Tabellenwert, so liegt mit einer Wahrschein-

lichkeit von 95% kein Trend vor [Kromidas, 1999]:

1 n—1 5
0= m;(% —X;)

e  Mittelwert mit 95% Konfidenzintervall
e Standardabweichung

e Varianz
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e Variationskoeffizient
e Auswertung

Das Experiment gilt als bestanden, wenn der errechnete VK (%) kleiner als der angegebene max. zulés-

sige VK (%) ist.

Beispiel
Rohdaten

Messergebnisse
242
243
247
249
246
244
241
245
244
244
252
249
242
246
247
240
241
244
241
240
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Grafische Darstellung
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Abb. 2.16:  Einfache Prézision (Normalisierte Werte gegen Probennummer. Ausreiler werden als rote
Datenpunkte dargestellt, um aufzufallen und sofort erkannt zu werden.). Die Darstellung
normalisierter Werte auf der Y-Achse verbessert die Ubersichtlichkeit wegen geringerer
Uberlagerung von Datenpunkten, vor allem bei sehr kleinen Datenreichweiten, und lisst eine
objektive Beurteilung der Messwertstreuung zu.

Statistik
STATISTIK

n: 20
Ausreifler: 0
Trend vorhanden (Test nach Neumann)? Ja
Mittelwert: 244 .4 (242,8 bis 245,9)
Standardabweichung: 3,30
Varianz: 10,87
Variationskoeffizient: 1,3%
Max. VK(%): 10,0%
Experiment bestanden? Ja

Der AusreiBBer-Test, wie er im CLSI Dokument EP5-A2 [NCCLS EP5-A2, 2004] beschrieben wird,
wird automatisch durchgefiihrt, was den Anwender auch dabei unterstiitzt, mogliche Eingabefehler zu
entdecken. Aus statistischer Perspektive zeigen die in diesen Beispieldaten enthaltenen Messwerte einen
zeitabhéngigen Trend (Trend Test nach Neumann), was, im Interesse einer besseren und schnelleren

Erkennung, in rot gekennzeichnet wird. Diese Information ist wichtig, da die Ursache dafiir sowohl im
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Testsystem als auch bei den Reagenzien liegen kann, aber auch nicht selten dem Personal zuzuordnen

ist und dementsprechend weiter abgeklart werden muss.

2.8.2.2 Prézision nach CLSI - Eine Analysenserie (CLSI EP5-A2)

Fiir die Ermittlung der Prézision mit einer Analysenserie wird eine Probe mit bekannter Konzentration des
Analyten tiglich als Doppelbestimmung iiber einen definierten Zeitraum (typisch 20 Tage) gemessen. Da an
jedem Tag nur eine Analysenserie durchgefiihrt wird, ist es nicht moglich, zwischen Intra-Assay Préizision
und Inter-Assay Prizision desselben Tages (Priazision zwischen Serien) zu unterscheiden. Die Laborprizisi-
on (laborinterne Vergleichsprizision) ergibt sich daher aus der Kombination von Intra-Assay Prézision und
Inter-Assay Prézision zwischen den Tagen. Alle Berechnungen werden nach den Empfehlungen des ,,Clini-
cal Laboratory Standards Institute (CLSI)* durchgefiihrt [NCCLS EP5-A2; 2004]. Die grafische Darstellung
der Ergebnisse beinhaltet die Abbildung normalisierter Werte (als Standardabweichung) gegen die Anzahl
der Tage, an dem die Analysen durchgefiihrt wurden (Abb. 2.17).

Statistik
e Standardabweichung — Laborprézision:

Die Standardabweichung der tdglichen Mittelwerte B geht aus den Mittelwerten der jeweiligen Doppel-

bestimmung X, den Mittelwerten aller Ermittlungsergebnisse X, und der Anzahl Taged (typisch 20)

hervor:

Die Laborprizision S, kann nun folgendermafen berechnet werden:

n__IS?

l

S, =.|B*+
n
e Varianz:

Die Varianz errechnet sich aus der quadrierten Standardabweichung.
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Variationskoeffizient (VK %)

Chi-Quadrat-Test

Mit Hilfe des Chi-Quadrat-Tests werden die ermittelten Ergebnisse mit den erwarteten Ergebnissen
(z.B. Herstellerangaben oder laborinterne Akzeptanzgrenzen) verglichen. Zu diesem Zweck werden fol-
gende KenngroBen ermittelt:

Intra-Assay Prézision

Freiheitsgrade
Da die Ermittlungsergebnisse nicht voneinander unabhéngig sind, wird die Anzahl der Freiheitsgrade

df nach Satterthwaite [1946] berechnet:

g =L =DS; v Bn]
(n=1)S7)" , (B’n)
d d—-1

Das Ergebnis wird auf die nichste ganze Zahl gerundet.

Chi-Quadrat Statistik

Der Chi-Quadrat Test dient dem Vergleich der ermittelten Laborprizision S, mit der Prézisionsanfor-
derung des Verfahrens S, und wird wie folgt durchgefiihrt:

2 Sszdf
Sh

p-Wert

Der p-Wert wird mit Hilfe der eingebauten Excel-Funktion ,,CHIVERT®, der Chi-Quadrat Statistik und

den Freiheitsgraden berechnet.
Auswertung

Das Experiment gilt als bestanden, wenn der p-Wert groBer als das angegebene Signifikanzniveau ist

(z.B. p > 0,05).
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Beispiel

Rohdaten
Messserie
1. Messung 2. Messung
242 246
243 242
247 239
249 241
246 242
244 245
241 246
245 245
244 239
244 246
252 251
249 248
242 240
246 249
247 248
240 238
241 244
244 244
241 239
240 240

Grafische Darstellung
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Abb. 2.17:  Prézision — 1 Analysenserie (Normalisierte Werte gegen Tage — Alle Ermittlungsergebnisse als

Doppelbestimmung). Auch hier gilt: Die Verwendung normalisierter Werte auf der Y-Achse
verbessert die Ubersichtlichkeit, vor allem bei sehr kleinen Datenreichweiten. Ausreiller wer-
den rot dargestellt.
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Statistik

STATISTIK

Laborprézision
n: 20
Konzentration: 245,0
Standardabweichung: 3,56
Varianz: 12,70
Variationskoeffizient: 1,5%
Max. Laborprazision (Std. Abw.): 4,80
Max. Varianz: 23,04
Teststatistik (Chi-Quadrat): 16,542
Freiheitsgrade: 30
p-Wert: 0,9777 (a = 0,05)
Experiment bestanden? Ja

Es werden alle relevanten, fiir dieses Protokoll von der CLSI geforderten, Kenngrof3en angezeigt: Abso-
lute und relative Unprézision, maximal zuldssige Unprézision, ein p-Wert zum Chi-Quadrat Test zwi-
schen zulédssiger und beobachteter Unprézision und die Beurteilung des Tests. Die Darstellung ist folg-
lich CLSI konform und die Laborprézision des Verfahrens kann schnell und zuverldssig abgeschétzt
werden. Da an jedem der Tage nur jeweils eine Serie analysiert wurde, kann die Inter-Serien Prazision
freilich nicht in die Berechnungen einflieBen. Die Darstellung der einzelnen Pridzisionskomponenten

und statistischen KenngréBen ermoglicht letztendlich auch das Nachvollziehen der Testauswertung.

2.8.2.3 Préazision nach CLSI - Zwei Analysenserien (CLSI EP5-A2)

Fiir die Ermittlung der Prézision mit zwei Analysenserien werden Proben in zwei Serien (z.B. Vormittag
und Nachmittag) an mindestens 20 aufeinanderfolgenden Tagen als Doppelbestimmungen gemessen. Die
Messung von jeweils zwei Serien pro Tag ermdglicht nun auch die Differenzierung zwischen Intra- und
Inter-Assay Prizision desselben Tages (Prizision zwischen Serien). Die Laborprizision (laborinterne Ver-
gleichsprézision) ergibt sich daher aus einer Kombination von Intra-Assay Prazision (Wiederholprizision),
Inter-Assay Prézision desselben Tages (Prézision zwischen Serien) und Inter-Assay Prézision zwischen den
Tagen. Alle Berechnungen werden nach den Empfehlungen des ,,Clinical Laboratory Standards Institute
(CLSI)* durchgefiihrt [NCCLS EP5-A2; 2004]. Die grafische Darstellung der Ergebnisse beinhaltet die
Abbildung normalisierter Werte (als Standardabweichung) gegen die Anzahl der Tage, an dem die Analysen
durchgefiihrt wurden (Abb. 2.18).
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Statistik:

Standardabweichung — Wiederholprazision (Intra-Assay Prézision):

Die Intra-Assay Prazision S, (Wiederholprazision) wird nach folgender Formel aus dem ersten und
zweiten Ermittlungsergebnis jeder Doppelbestimmung (x; und x, respektive) und der Anzahl Tage

d (typisch 20) berechnet:

d 2

Zz(xijl _xijz )2
g =
’ 4d

Standardabweichung — Laborprézision (Gesamtprazision):

Die Laborprizision wird aus der Standardabweichung zwischen Tagen S ,,, der Standardabweichung

zwischen Serien S, und der Intra-Assay Prizision S, berechnet:

S, =82 +S> +8?

Die Standardabweichung zwischen Tagen wird mit folgender Formel berechnet:

Fiir A werden die jeweiligen Mittelwerte der Duplikate der ersten und zweiten Serie an Tag i

(X, und X, ) benétigt. A ldsst sich dann wie folgt berechnen:

Fiir die Berechnung von B werden der Mittelwert aller Messergebnisse des jeweiligen Tages X, und der

Mittelwert aller Messergebnisse X benotigt. Folgende Formel wird verwendet, um B zu berechnen:
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Die Standardabweichung zwischen Serien §,, ldsst sich aus den bereits ermittelten Parametern berech-

nen:

S2 :A2 _S_12
r 2

Bei einem negativen Ergebnis fiir S fr (negative Varianz) wird der Wert per Konvention auf 0 gesetzt.

Varianz:

Die Varianz errechnet sich aus der quadrierten Standardabweichung.
Variationskoeftizient (VK%)

Chi-Quadrat-Test

Mit Hilfe des Chi-Quadrat-Tests wird die berechnete Laborprézision S, mit den Prazisionsanforderun-

gen des Verfahrens S, verglichen:

2 Sszdf
Sh

Fiir die Wiederholprdzision werden die Freiheitsgrade df als 2xd ermittelt. Da fiir die Berechnung

der Laborprdzision (Gesamtprizision) die Ermittlungsergebnisse nicht voneinander unabhéngig sind,

wird flir diesen Zweck die Anzahl der Freiheitsgrade nach Satterthwaite [1946] berechnet:

d(2S? +24% +4B%)’

df = ;
(25)> +(24°)° +ﬂ(432)2

Das Ergebnis wird auf die ndchste ganze Zahl gerundet.

p-Wert

Die p-Werte werden mit Hilfe der eingebauten Excel-Funktion ,,CHIVERT*, den Chi-Quadrat Priifgro-

Ben und den Freiheitsgraden fiir Wiederholprazision und Laborprézision berechnet.
Auswertung

Die ermittelten p-Werte fiir Wiederholprizision und Laborprézision werden jeweils mit dem angegebe-
nen Signifikanzniveau verglichen. Ein Experiment gilt als bestanden, wenn der p-Wert groBer als das

angegebene Signifikanzniveau ist (z.B. p > 0,05).
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Beispiel

Rohdaten
Serie 1 Serie 2
1. Messung 2. Messung 1. Messung 2. Messung
242 246 245 246
243 242 238 238
247 239 241 240
249 241 250 245
246 242 243 240
244 245 251 247
241 246 245 247
245 245 243 245
244 239 244 245
244 246 247 239
252 251 247 241
249 248 251 246
242 240 251 245
246 249 248 240
247 248 245 246
240 238 239 242
241 244 245 248
244 244 237 242
241 239 247 245
240 240 245 242

Grafische Darstellung
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Abb. 2.18: Prézision — 2 Analysenserien (Normalisierte Werte gegen Tage — Alle Ermittlungsergebnisse als
Doppelbestimmung mit zwei Serien pro Tag). Der Vorteil der Darstellung der Y-Werte in Form
von normalisierten Werten wird spétestens hier schnell ersichtlich. Trotz der vier Messergebnisse
pro Tag kommt es nur in ganz seltenen Fillen zu einer Uberlagerung von Datenpunkten und
bleibt die Darstellung iibersichtlich.



Statistik
STATISTIK

Wiederholprézision

Analysenserien:

Konzentration:

Standardabweichung:

Varianz:

Variationskoeffizient:

Max. Wiederholprazision (Std. Abw.):

Max. Varianz:

Teststatistik (Chi-Quadrat):

Freiheitsgrade:

p-Wert:

Experiment bestanden?
Laborprazision

n:

Konzentration:

Standardabweichung:

Varianz:

Variationskoeffizient:

Max. Laborprézision (Std. Abw.):

Max. Varianz:

Teststatistik (Chi-Quadrat):

Freiheitsgrade:

p-Wert:

Experiment bestanden?

2
245,0
2,72
7,40
1,1%
4,50
20,25
14,617
40
0,9999 (a = 0,05)
Ja

20
245,0
3,61
13,05
1,5%
6,00
36,00
22,829
63
1,0000 (a = 0,05)
Ja

Die iibersichtliche Zusammenfassung von Wiederhol- und Laborprézision enthélt alle relevanten (von

CLSI geforderten) KenngroBen zur sicheren Leistungseinschédtzung des untersuchten Verfahrens im

Rahmen der zeitlich abhidngigen Messwertstreuung. Obwohl die Ergebnisse automatisch ausgewertet

werden, ist es dennoch mdglich, diese anhand der aufgelisteten statistischen Kenngré3en nachzuvoll-

ziehen. Ferner ermoglicht die Gegeniiberstellung der beiden Priazisionskomponenten eine schnelle Feh-

lerzuordnung und beschleunigt die Ursachenanalyse bei nicht bestandenen Tests.

2.8.3  Methodenvergleiche

2.8.3.1 Gesamtfehler (CLSI EP21-A)

Der Gesamtfehler setzt sich aus allen Fehlerquellen eines Messverfahrens zusammen. Das Konzept ist zwar
schon einige Jahrzehnte bekannt [Westgard et. al., 1974], wird aber im Rahmen der Methodenvalidierung
erst seit Anfang der 90er Jahre eingesetzt [Krouwer, 1992]. Wie bereits von Westgard in 1974 bemerkt, hat
der eigentliche Verbraucher diagnostischer Testdaten, ndmlich der praktizierende Arzt, vorrangig ein Inte-
resse am analytischen Fehler, ungeachtet von den Komponenten (systematisch oder zufillig), aus denen sich
dieser Fehler zusammensetzt. Mit diesem Modul wird der Gesamtfehler eines analytischen Verfahrens nach

den Richtlinien der CLSI berechnet [NCCLS EP21-A, 2003]. Zur Ermittlung des Gesamtfehlers stehen eine
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parametrische und eine nichtparametrische Methode zur Verfligung. Falls es sich bei Methode A um eine
Referenzmethode handelt, miissen die mit diesem Verfahren ermittelten Messwerte als Doppelbestimmun-
gen vorliegen, um so die Prizision zu minimieren und diese als hinzukommenden Faktor fiir den ermittelten
Messfehler so weit wie mdglich zu eliminieren. Die Daten werden grafisch in Form eines Fehlerdiagramms
nach Bland und Altman [Bland & Altman, 1986] mit Abbildung der max. zuldssigen Gesamtfehlergrenzen
und eines ,,Mountain-Plots* (gefaltete empirische Kumulativverteilung) [Krouwer & Monti, 1995] zusam-

mengefasst (Abb. 2.19, 2.20).

Fiir die Auswertung der Ergebnisse wird vorausgesetzt, dass Leistungsanforderungen fiir Gesamtfehler be-
kannt sind. Diese konnen laborintern parameter-spezifisch ermittelt werden, wozu unterschiedliche Vorge-

hensweisen publiziert sind [Petersen et. al., 1999; ISO 15196, 2002] oder aus der Literatur iibernommen

werden. In Abacus wird der max. zuldssige Gesamtfehler nach der Formel 7E, = k x VK (%), +[Bias ]
berechnet (7E,: max. Gesamtfehler, k : Faktor — je nach gewiinschtem Vertrauensintervall zwischen 2 und

6,VK (%), : Max. zuldssige Unprézision, Bias , : Max. zuldssige Unrichtigkeit) [Westgard, 2003].

Statistik:
e Mittlerer Messfehler (mit Vertrauensintervall)

Der mittlere Messfehler wird zusammen mit dem Vertrauensintervall als mittlere prozentuale oder abso-

lute Differenz TE zwischen den beiden Messverfahren angegeben.

Fiir die Berechnung des Vertrauensintervalls der mittleren Messdifferenz und des 95% Messfehlerbe-

reichs stehen parametrische und nichtparametrische Verfahren zur Verfligung:

a.) Parametrisches verfahren:

TE =X it(a/z,n_l) XS

b.) Nichtparametrisches Verfahren:

Das Vertrauensintervall des mittleren Messfehlers entspricht dem Bereich

[x(l) > X () ]
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l: MPerzentil

ax100

u:100— [ jPerzentil

e 95% Messfehlerbereich
a.) Parametrisches Verfahren:

Der Einsatz des parametrischen Verfahrens setzt eine Normalverteilung der Daten voraus und wird

wie folgt berechnet:
X x(kxs)

k steht in dieser Formel fiir das 95% Toleranzintervall fiir eine Normalverteilung und errechnet sich

folgendermallen [Howe, 1969]:

1
(n— l)(l + —jz(zl_a)/z
n

k= 5
Z(;/,n—l)

Za-pya’ Kritischer Wert der Normalverteilung, welcher mit einer Wahrscheinlichkeit von
(1-a)/2 (=0,025) iiberschritten wird.
Xy Kiritischer Wert der Chi-Quadrat Verteilung mit (n-/) Freiheitsgraden, welcher mit einer

Wabhrscheinlichkeit von y (=0,95) tiberschritten wird.
b.) Nichtparametrisches Verfahren:

Das nichtparametrische Verfahren macht zwar keine Annahmen beziiglich der Datenverteilung, ist

aber mit einer niedrigeren Sensitivitit behaftet als das parametrische Verfahren.

Alle Messdifferenzen werden der GroBe nach geordnet und in Range umgewandelt. Perzentile wer-

den fiir jeden Rang als Perzentil = Rang x 100/(n+1) berechnet. Alle Perzentile > 50 werden in /00-

Perzentil transformiert. Der 95% Messfehlerbereich entspricht dem Bereich [x,,x,,, ] der geordne-

ten Datenreihe, wobei die Werte fiir / und u von n abhéngig sind und einem statistischen Tabellen-

werk [Hahn & Meeker, 1991] entnommen sind.
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e Auswertung

Das Experiment gilt als bestanden, wenn der Messfehlerbereich innerhalb des vorgegebenen max. Ge-

samtfehlerbereichs liegt.

Beispiel
Rohdaten

Verfahren 1 Verfahren 2

87 82
165 158
197 208
43 45
68 70
184 180
227 220
140 140
168 173
87 86
144 152
264 248
45 49
92 87
74 73
63 60
147 154
204 209
106 97
125 120
132 124
101 104
211 204
67 68
184 176
97 92
143 145
106 117
84 80
201 199
154 153
76 79
55 53
181 174
243 256
127 124
84 87
62 62
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Grafische Darstellung
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Abb. 2.19:  Fehlerdiagramm (Bland-Altman) mit Abbildung der mittleren Messabweichung als blaue und der

Gesamtfehler Akzeptanzgrenzen als rot-gestrichelte Horizontalen. Liegen mindestens 95% der
Datenpunkte innerhalb dieser Grenzen, so erfiillt der Gesamtfehler die vorgegebenen Qualitéts-
anforderungen und gilt das Experiment als bestanden. Anhand der blauen Horizontalen kénnen
das Ausmal und die Richtung des Gesamtfehlers leicht abgeschétzt und zugeordnet werden.
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Korr. Kumulative Wahrscheinlichkeit

e

------- Max zuldssige Fehlergrenzen ------- Unteres Gluantil {2,5%)

Abb. 2.20: Mountain Plot. Die korrigierte kumulative Wahrscheinlichkeit der zwei Methoden wird gegen die
Differenz zwischen den Methoden dargestellt. Hierfiir werden die Differenzen zwischen den Methoden ermit-
telt, der GroBe nach geordnet und in Perzentile umgewandelt. Die Umwandlung in Perzentile geschieht nach
der Formel Perzentil = Rang x 100 / (n+1). Um einen gefalteten Plot zu erhalten, werden alle Perzentile > 50
in 100 — Perzentil transformiert. Maximale Fehlergrenzen (vertikale Linien) sowie das 2,5% Quartil (horizon-
tale Linie) werden anhand von gestrichelten Linien dargestellt. Befindet sich der Plot innerhalb der vertikalen
und horizontalen Linien, so liegt der Gesamtfehler innerhalb der vorgegebenen Fehlergrenzen. Uberschreitet
der Plot an einer Stelle eine oder beide vertikalen Linien, so gibt der Schnittpunkt an der horizontalen Linie
das AusmaB des Messfehlers an.

Statistik

STATISTIK
n: 38
Methode: Parametrisch
Mittlerer Messfehler: -0,4% (-13,0% bis 12,2%)
Messfehlerbereich (95%): -11,7% bis 10,9%
Max. Gesamtfehler: +12%
Experiment bestanden? Ja

Die statistischen Angaben beschrianken sich auf das Notigste, ermoglichen jedoch eine schnelle Aus-
wertung des Experiments: Liegt der ermittelte 95% Messfehlerbereich innerhalb des maximal zuldssi-
gen Gesamtfehlerbereichs, so befindet sich die Messabweichung im Akzeptanzbereich. Das Konfiden-
zintervall des mittleren Messfehlers liefert wertvolle Hinweise dariiber, ob der Messfehler im Wesentli-
chen einen systematischen Fehler, einen zufélligen Fehler oder eine Kombination beider Fehlerkompo-

nenten darstellt.
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2.8.3.2 Gerite-/Methodenvergleich (CLSI EP09-A2)

Vergleichsuntersuchungen von analytischen Verfahren/Gerdten werden z.B. durchgefiihrt vor der Imple-
mentierung eines neuen Testverfahrens, wenn fiir einen Analyten eine Methode durch eine andere gleich-
wertige Methode ausgetauscht wird oder wenn im Labor fiir die Bestimmung des gleichen Analyten ver-
schiedene Instrumente zum Einsatz kommen. Der Gerdte/Methodenvergleich nach CLSI Empfehlungen
lauft grundsitzlich in fiinf Schritten ab: a.) Identifizierung von Ausreiflern, b.) Test der adéquaten Reichwei-
te (,,Adequate Range Test™) fiir die Wahl eines passenden Regressionsmodels, c.) Regressionsanalyse, d.)
Auswertung des Messfehlers beim klinischen Entscheidungswert und ggf. e.) Teilbereichsanalyse. Grafisch
werden die Ergebnisse mit vier Plots abgebildet: a.) Streudiagramm der Mittelwerte der Vergleichsmethode
gegen Mittelwerte der Referenzmethode (Abb. 2.21), b.) Streudiagramm der individuellen Werte der Ver-
gleichsmethode gegen die Mittelwerte der Referenzmethode (Abb. 2.22), c.) Fehlerdiagramm (Bland-
Altman) der mittleren Differenzen zwischen den beiden Methoden gegen Mittelwerte zwischen den beiden
Methoden (Abb. 2.23) und d.) Fehlerdiagramm (Bland-Altman) der individuellen Differenzen zwischen den
beiden Methoden gegen die Mittelwerte zwischen den beiden Methoden (Abb. 2.24). Alle Berechnungen
werden nach den Empfehlungen der CLSI durchgefiihrt [NCCLS EP9-A2, 2002].

Statistik:
e Ausreifler

Es wird zwischen zwei Arten von Ausreiflern unterschieden:

a.) Ausreifler zwischen Duplikaten der Referenzmethode und der Vergleichsmethode:

DX, = |xi1 - xi2|

Dy, :|y51 _yi2|

DX, und DY,: Absolute Differenzen zwischen den jeweiligen Duplikaten

B - > DX,
n

by - 2DY
n

DX und DY : Mittlere Differenzen zwischen den jeweiligen Duplikaten.
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Die Akzeptanzgrenze wird als viermal die mittleren absoluten Differenzen berechnet. Sollten eine
oder mehrere absolute Differenzen diesen Wert {iberschreiten, so werden die mittleren normalisier-

ten Differenzen ermittelt:

DX = |xil _xi2|
i xi
DY’ = |yi1 _yi2|
l i

DX!
DX' = :
n
N DY’
DY' = Z :
n

Die Akzeptanzgrenze fiir normalisierte Differenzen betrdgt viermal den Mittelwert der normalisier-

ten Differenzen.

Werte, die sowohl die Akzeptanzgrenze fiir Differenzen als auch die Akzeptanzgrenze fiir normali-

sierte Differenzen liberschreiten, werden als Ausreifler deklariert.

b.) Ausreiffer zwischen Verfahren

k= ‘y i xi‘
i: Probennummer

j: Duplikatnummer (1 oder 2)

_ 1 & 2
E _ZZ‘ ZEU.

J

Die absolute Akzeptanzgrenze wird als 4 x E berechnet.

Die relativen Differenzen zwischen den Verfahren werden wie folgt berechnet:

5 bl

y X.

1

_’_in 2 '
o _2nz,-: ZE”

J
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Die relative Akzeptanzgrenze wird als 4 x E' berechnet. Werte, die beide Akzeptanzgrenzen iiber-

schreiten, werden als Ausreifler deklariert.

Test fiir addquate Reichweite (Korrelationskoeffizient)

Wird eine lineare Regression durchgefiihrt, so legt dieser die Annahme zugrunde, dass die Werte der X-
Variablen keinen Fehler besitzen, was im klinischen Labor aber nie der Fall sein kann. Ist die Reichwei-
te der Daten jedoch grof3 genug, so ist der Effekt dieses Messfehlers auf die Regression vernachlissig-
bar klein und kann die lineare Regression trotzdem eingesetzt werden. Ist dies nicht der Fall, so wird au-
tomatisch ein alternatives, vorab wahlbares, Regressionsmodell verwendet (Passing Bablok Regression
oder Deming Regression). Als Kriterium fiir eine addquate Reichweite gilt ein Korrelationskoeffizient

nach Pearson > 0,975.

Regressionsanalyse
Liegt eine addquate Reichweite der X-Werte vor, so wird automatisch das lineare Regressionsverfahren
eingesetzt, ansonsten wird eines der beiden vorher gewdhlten Modelle (Passing Bablok oder Deming

Regression) verwendet.

Auswertung des Messfehlers beim klinischen Entscheidungswert

Malgeblich dafiir, ob das Experiment als bestanden gilt oder nicht, ist die Abweichung der beiden Me-
thoden beim klinischen Entscheidungspunkt (Unrichtigkeit). Dieser wird im Vorfeld festgelegt (Abacus
enthélt eine frei editierbare Datenbank mit publizierten klinischen Entscheidungswerten flir eine grof3e
Anzahl Parameter), um danach in die Berechnung einflieBen zu konnen. Befindet sich das Vertrauensin-
tervall der so errechneten Unrichtigkeit innerhalb des vorgegebenen zulédssigen Unrichtigkeitsbereichs,
so gilt das Experiment als bestanden (und die Verfahren als vergleichbar). Grundlage dieser Berechnung
ist eine addquate Reichweite der X-Werte. Ist diese Voraussetzung nicht gegeben, so wird eine Teilbe-

reichsanalyse durchgefiihrt (s. ndchsten Abschnitt).

Der Standardfehler der Regression wird wie folgt berechnet:

a.) Fiir individuelle Messwerte (y,;)

S :\/ZZ(yU _YAij)2

2n—2

~

Y=a+b)_cj
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b.) Fiir Mittelwerte (y ;)

AN
s = /Z(yj—Yg)
- n—2

A

Y:a+b)_cj

Als néchstes wird die Abweichung der beiden Methoden f?a beim klinischen Entscheidungspunkt X

berechnet:

~

B =a+(b-DX,

Der Vertrauensbereich errechnet sich dann wie folgt:

A 1 (X, -%)’
Bc * t(a/2,n—1)S \/

"o S, - )

Teilbereichsanalyse

Ist die Voraussetzung einer addquaten Reichweite nicht gegeben, so werden die Daten nach den X-
Werten der Grofle nach geordnet und danach in drei (moglichst) gleich grofle Teilbereiche eingeteilt.
Fiir jeden dieser drei Bereiche werden der Mittelwert und die Standardabweichung und anschlieBend die
Unrichtigkeit beim klinischen Entscheidungspunkt ermittelt. Die Auswertung der Ergebnisse erfolgt

nach den bereits oben beschriebenen Kriterien.
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Beispiel

Rohdaten
Verfahren 1
1. Messwert 2. Messwert
87 82
165 158
197 208
43 45
68 70
184 180
227 220
140 140
168 173
87 86
144 152
264 248
45 49
92 87
74 73
63 60
147 154
204 209
106 97
125 120
132 124
101 104
211 204
67 68
184 176
97 92
143 145
106 117
84 80
201 199
154 153
76 79
55 53
181 174
243 256
127 124
84 87
62 62

Verfahren 2
1. Messwert 2. Messwert
86 80
155 158
202 194
47 50
72 72
176 177
218 222
136 138
175 170
79 78
147 150
250 245
45 44
98 96
69 73
53 57
149 155
200 211
110 108
123 120
136 132
98 102
199 206
72 70
192 193
95 98
132 130
113 122
86 90
207 205
147 141
75 70
62 59
179 184
261 254
128 126
85 82
68 66
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Grafische Darstellung
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Abb. 2.21:  Methodenvergleich nach CLSI. Streudiagramm der Mittelwerte der beiden Methoden.
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Abb. 2.22:  Methodenvergleich nach CLSI. Streudiagramm der individuellen Werte der Vergleichs-
methode gegen die Mittelwerte der Referenzmethode.
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Methodenvergleich nach CLSI. Fehlerdiagramm (Bland-Altman) der mittleren Differenzen zwi-
schen den beiden Methoden gegen Mittelwerte der beiden Methoden.
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Abb. 2.24:  Methodenvergleich nach CLSI. Fehlerdiagramm (Bland-Altman) der individuellen Differenzen

zwischen den beiden Methoden gegen die Mittelwerte der beiden Methoden.
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Statistik

STATISTIK
n: 38
AusreiBer zwischen Doppelbestimmungen: 0
AusreiBer zwischen Verfahren: 0
r: 0,99
Lineare Regression zuldssig? Ja
Regressionsmodel: Linear Regression
Regressionsgleichung: y =0,98x + 2,20
Unrichtigkeit: 0,1 (-1,8 bis 2,0)
Klinischer Entscheidungswert: 200,0
Max. Unrichtigkeit: +10% (£13,0)
Unrichtigkeit bei kl. Entscheidungswert: -1,0 (-3,5 bis 1,5)
Experiment bestanden? Ja

Die in diesem Verfahren beschriebenen Berechnungen sind sehr komplex und werden hier auf CLSI
konforme Weise in Form aller entscheidungsrelevanten Kenngroflen zusammengefasst. Die getrennte
Ausreiflerermittlung zwischen Doppelbestimmungen und zwischen Verfahren ist fester Bestandteil die-
ses CLSI Protokolls und muss immer zusammen mit den Ergebnissen angefiihrt werden. Die Angabe
des Konfidenzintervalls der Unrichtigkeit vermittelt einen besseren Eindruck iiber die Streuung der
Messdifferenzen bzw. liber die Unsicherheit der berechneten Unrichtigkeit und liefert damit wichtige
Information iiber die Art des Messfehlers. Die endgiiltige Auswertung des Experiments beruht auf dem
Messfehler beim klinischen Entscheidungswert des Parameters. Liegt das Konfidenzintervall innerhalb
des Akzeptanzbereichs, so gelten die Verfahren als vergleichbar. Angaben fiir sowohl klinische Ent-
scheidungswerte als auch fiir maximal zuléssige Unrichtigkeit sind bereits in den internen, editierbaren
Datenbanken von Abacus enthalten und werden einfach per Mausklick in die Berechnungen {ibernom-
men. Die Auswertung wird zwar automatisch erstellt, kann aber trotzdem anhand der aufgelisteten Er-

gebnisse und KenngrofBen tiberpriift werden.

2.8.3.3 Gerite-/Methodenvergleich (Einzelmessungen)

Ziel dieses Moduls war es, eine praxistaugliche Vorgehensweise zum Vergleich zweier analytischer Verfah-

ren im klinischen Labor bereitzustellen, die dennoch den aktuellen Anforderungen der Akkreditierungsge-

sellschaften entsprechen. Messwerte werden als Einzelmessungen ermittelt und eingegeben. Zum Vergleich

der beiden Gerédte/Methoden wird eine Regressionsanalyse durchgefiihrt und ein Bland-Altman Plot erstellt.

Fiir die Regressionsanalyse werden die beiden Gerite/Methoden einander gegeniiber gestellt und eine Reg-

ressionsgerade berechnet, anhand welcher systematische (konstante) bzw. proportionale (konzentrationsab-

hiangige) Messfehler ersichtlich werden (Abb. 2.25). Das hierfiir angewendete Modell (Passing Bablok,

Deming oder Linear) wird im Vorfeld ausgewahlt.
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Beim Bland-Altman Plot werden die Differenzen der Messwerte der beiden Methoden den Mittelwerten der
Messwerte der beiden Methoden gegeniiber gestellt (Abb. 2.26). Als nichstes werden sowohl die mittlere
Differenz und deren Standardabweichung als auch der Unrichtigkeitsbereich (engl. "Limits of Agreement")
errechnet. Bei einem Vertrauensintervall von 95% entspricht der Unrichtigkeitsbereich der mittleren Diffe-
renz +/- 1,96s und reprisentiert den Bereich, in dem 95% der Differenzen erwartet werden [Bland & Alt-
man, 1986]. Liegt der Unrichtigkeitsbereich innerhalb der vorgegebenen Grenzen flir maximale Unrichtig-
keit, so besteht kein signifikanter Unterschied zwischen den Messmethoden und konnen diese gegenseitig
austauschbar angewendet werden. Eine wichtige Voraussetzung fiir die Giiltigkeit dieser Berechnungen ist
eine homogene und (annidhernd) normale Verteilung der Differenzen. Der Bland-Altman Plot dient aus-
schlieBlich dazu, diese Annahmen visuell zu tiberpriifen. Die endgiiltige Beurteilung der Vergleichbarkeit

bzw. Austauschbarkeit der beiden Methoden beruht auf dem berechneten Unrichtigkeitsbereich.

Statistik:

e Datenreichweite (Differenz zwischen dem gréften und kleinsten Messwert)
e Korrelationskoeffizient nach Pearson
e Regressionsgleichung

Das eingesetzte Regressionsmodell wird im Vorfeld festgelegt. Standardeinstellung ist das Passing und

Bablok Verfahren.
e Mittlere Unrichtigkeit mit Konfidenzintervall
e Unrichtigkeitsbereich (engl. ,,Limits of Agreement™)

Der Unrichtigkeitsbereich wird nach Bland und Altman [Bland & Altman, 1986] aus den mittleren Dif-
ferenzen X (%), dem Quantil der Standardnormalverteilungz (entsprechend dem gewéhlten

Konfidenzniveau) und dem Standardfehler SE berechnet:
d(%)+zxSE

Die mittleren Differenzen berechnen sich aus der Formel

Zn:((y—_x)xIOOj

X(%)=-—~=

n
e  Gepaarter t-Test (p-Wert)

Der gepaarte t-Test wird mit Hilfe der Excel Funktion ,,TTEST* durchgefiihrt und weist auf das Vor-

handensein eines signifikanten systematischen Messfehlers hin.
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e Auswertung

Das Experiment gilt als bestanden, wenn der Unrichtigkeitsbereich innerhalb der vorgegebenen maxi-

mal zuldssigen Unrichtigkeitsgrenzen liegt.

Beispiel
Rohdaten
Verfahren 1 Verfahren 2
87 82
165 158
197 208
43 45
68 70
184 180
227 220
140 140
168 173
87 86
144 152
264 248
45 49
92 87
74 73
63 60
147 154
204 209
106 97
125 120
132 124
101 104
211 204
67 68
184 176
97 92
143 145
106 117
84 80
201 199
154 153
76 79
55 53
181 174
243 256
127 124
84 87
62 62
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Grafische Darstellung
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Abb. 2.25:

Regression zwischen den Messergebnissen der beiden Methoden. Das hierzu verwendete Modell
kann im Vorfeld ausgewahlt werden; als Standard wird das Passing & Bablok Verfahren benutzt.
Die grau gestrichelte Diagonale dient der besseren Einordnung der Fehlerart, im Sinne eines pro-

portionalen bzw. systematischen Fehlers. Ausmall und Akzeptanz der Unrichtigkeit werden je-
doch mit Hilfe des Bland-Altman Plots (Abb. 2.26) beurteilt.
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Abb. 2.26: Bland-Altman Plot. Die prozentualen Differenzen der beiden Methoden werden den Mittelwerten
zwischen den beiden Methoden gegeniibergestellt. Die blaue Horizontale bildet die mittlere Un-
richtigkeit ab, deren Wert auch zusitzlich in der Legende angefiihrt wird. Die roten, gestrichelten
Linien stellen den Unrichtigkeitsbereich (engl. ,,.Limits of Agreement™) dar, d.h. der Bereich in
dem 95% der Messdifferenzen erwartet werden. Liegt dieser innerhalb des maximal zuldssigen
Unrichtigkeitsbereichs, so gelten die beiden Verfahren als austauschbar.

Statistik

STATISTIK
n: 38
Reichweite: 43 bis 264
r: 0,99
Regressionsmodel: Passing & Bablok
Regressionsgleichung: y =0,979x + 1,036
Mittlere Unrichtigkeit: -0,4% (-1,9% bis 1,1%)
Unrichtigkeitsbereich (95%): -9,4% bis 8,6%
t-Test (p): 0,4384 (a =0,05)
Max. Unrichtigkeit: +10%
Gerate/Methoden austauschbar? Ja

Die Tabelle fasst alle relevanten KenngroBen, die zur zuverldssigen Beurteilung des Gerite-
/Methodenvergleichs bendtigt werden, zusammen. Die Reichweite der Messwerte wird hier prinzipiell
aus zwei Griinden aufgefiihrt: 1.) Fiir den Geréte-/Methodenvergleich ist vor allem die Reichweite der
Messwertergebnisse maligeblich - die StichprobengrofBle spielt dabei eine untergeordnete Rolle
[NCCLS, 2002], 2.) Da es mit diesem Modul mdglich ist, die Datenreichweite zu selektieren und dem-
entsprechend Teilbereiche zu analysieren, ist es wichtig, diese zu dokumentieren. Anhand des Korrela-

tionskoeffizienten kann die Datenreichweite abgeschitzt und so, im Falle der linearen Regression, auf
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den sachgerechten Einsatz des verwendeten Regressionsmodells geschlossen werden. Die Angabe der
mittleren Unrichtigkeit, zusammen mit dem Konfidenzintervall, ermdglicht nicht nur die Abschitzung
der Messunsicherheit und Messwertstreuung, sondern auch die Erkennung eines systematischen Mess-
fehlers. SchlieBt die Reichweite des Konfidenzintervalls den Wert ,,0“ ein, so kann ein systematischer
Fehler mit 95%-iger Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden. Dies ldsst sich weiter anhand des p-
Werts des t-Tests bestdtigen: Befindet sich dieser oberhalb des Signifikanzniveaus, so liegt mit 95%-
iger Wahrscheinlichkeit kein systematischer Messfehler vor. Ein sehr weites Konfidenzintervall kann
auf mogliche Prizisionsprobleme des Verfahrens deuten und sollte kritisch betrachtet werden. Der Un-
richtigkeitsbereich wird als Kriterium zur Austauschbarkeit der Gerdte/Methoden herangezogen, indem
dieser mit der maximal zuldssigen Unrichtigkeit verglichen wird. Die Auswertung des Experiments lasst
sich daher leicht durch den Vergleich des Unrichtigkeitsbereichs mit der Unrichtigkeitsanforderung be-

stédtigen.

2.8.3.4 Gerite Parallelvergleich

Im Jahr 2009 veréffentlichte die Deutsche Akkreditierungsgesellschaft eine Liste mit Gremienbeschliissen
fiir den Bereich Medizinische Laboratoriumsdiagnostik [Deutsche Gesellschaft fiir Akkreditierung mbH,
2009], in dem vorgeschrieben wird, dass alle baugleichen Analysengerite/Analysensysteme in den Berei-
chen Klinische Chemie, Immunologie und Hamostaseologie in regelmiBigen Abstdnden einem Methoden-

vergleich unterzogen werden.

Fiir die Vorgehensweise beziiglich der automatisierten Geréte in der Hdmatologie wird auf den entspre-
chenden Sektorkomiteebeschluss von 04/2008 verwiesen, der in demselben Dokument zusammengefasst
wird: Beim gleichzeitigen Betrieb baugleicher Himatologicautomaten miissen ausgepriagt pathologische
Messwerte auf allen baugleichen Geréten kontrolliert, dokumentiert und in regelméBigen Abstédnden einem

Methodenvergleich unterzogen werden. Das Ergebnis dieses Vergleichs ist medizinisch zu bewerten.

Das Modul ,,Geréte Parallelvergleich erfiillt diese Anforderungen und ermoglicht den Vergleich mehrerer
Gerite flir die Bereiche Klinische Chemie, Immunologie, Hdmostaseologie und Hamatologie. Messergeb-
nisse werden sowohl in einem Streudiagramm, in dem die einzelnen Geréte einander gegeniibergestellt wer-
den (Abb. 2.27), als auch in einem Streudiagramm, in dem die Ergebnisse nach Konzentrationsbereichen

zusammengefasst sind, abgebildet (Abb. 2.28).
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Statistik:
e Reichweite der Sollwerte

Die Reichweite der Sollwerte entspricht dem groBten Probenmittelwert minus den kleinsten Probenmit-

telwert.
e Auswertung

Das Experiment gilt als bestanden, wenn alle Messergebnisse einen Fehlerindex haben, der kleiner ist
als 1 und demnach eine kleinere Unrichtigkeit als die angegebene maximal zuldssige Unrichtigkeit be-

sitzen.

Beispiel

Rohdaten

Gerat1 Gerat2 Gerdt3 Gerat4

150,2 154 156 160
82 80 84 83
188 195 191 193
50 52 55 51
104 115 120 113
125 132 128 127
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Grafische Darstellung
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Abb. 2.27: Gerite Parallelvergleich. Messergebnisse der individuellen Geréte werden gegeneinander dargestellt.
Die Unrichtigkeit wird als Abweichung jedes Messwertes von dem Mittelwert aller Messwerte der
jeweiligen Probe als Fehlerindex dargestellt. Die maximale Fehlergrenze hat einen Fehlerindex von
+1 (+100% des maximalen Fehlers). Gerédte, deren Messwerte innerhalb der Grenzen liegen, haben
das Experiment bestanden.
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Abb. 2.28:  Messergebnisse aller Gerdte werden gegen Konzentrationen grafisch dargestellt. Hieraus wird
ersichtlich, ob Messabweichungen konzentrationsabhingig sind.



Statistik

STATISTIK
Gerate (n): 4
Werte/Gerét: 6
Reichweite der Messergebnisse: 52,0 bis 191,8
Max. Unrichtigkeit: +11%
Gerate Parallelvergleich bestanden? Ja

Ergebnisse des Gerite Parallelvergleichs werden prinzipiell grafisch ausgewertet: Befindet sich keiner
der Messwerte auferhalb der rot gestrichelten Unrichtigkeitsgrenzen, so gilt das Experiment als bestan-
den. Die Statistik entspricht nur einer tabellarischen Zusammenfassung der grafischen Ergebnisse und
wurde daher im Interesse einer schnellen Auswertbarkeit schlicht gehalten. Die fiir die Beurteilung
wichtigsten Punkte sind die Anzahl der Werte pro Gerét (mind. 6-10 werden empfohlen), die Reichwei-
te der Messergebnisse, die Unrichtigkeitsanforderung und die Auswertung. Zur Ursachenanalyse eines
nicht bestandenen Tests wird auf die grafische Darstellung zuriickgegriffen, um zu eruieren, ob potenti-

elle Messfehler vereinzelt, gerdtespezifisch, systematisch oder konzentrationsabhéngig sind.

2.8.3.5 Bland-Altman Plot

Der Bland-Altman Plot wurde 1986 von den beiden medizinischen Statistikern Martin Bland und Douglas
Altman als Alternative zu dem bis dahin gebriduchlichen Korrelationskoeffizienten und der Regressionsana-
lyse bei Gerite-/Methodenvergleichen beschrieben [Bland & Altman, 1986]. Der Plot dient der visuellen
Uberpriifung der Daten, da die Giiltigkeit des von Bland und Altman beschriebenen Unrichtigkeitsbereichs
auf die Annahme einer homogenen und (zumindest annédhernd) normal verteilten Stichprobe beruht. Zu
diesem Zweck werden der Bland-Altman Plot (Abb. 2.29) und das Differenzenhistogramm (Abb. 2.30) er-
stellt. Anhand des Plots wird ersichtlich, ob die Messdifferenzen konzentrationsabhéngig sind und mit Hilfe
des Histogramms ist es mdglich, starke Abweichungen der Messdifferenzen von einer Normalverteilung zu

erkennen.

Ergebnisse konnen als absolute, prozentuale oder normalisierte Differenzen angegeben werden. Letztere
haben den Vorteil, dass die Daten eine grafisch gleichméBigere Auflésung besitzen und bei nicht-konstanter

Fehlervarianz ein besseres MaB fiir die Abweichung zwischen den Methoden darstellen [Haeckel, 1993].

Normalisierte Differenzen werden wie folgt berechnet:

Vi =X
(x; +,)/2
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Die normalisierten Fehlergrenzen (D) errechnen sich aus folgender Formel:

D— 2(d -1)
d+1
0
d= —UR(A))“‘X +1
100
Statistik

Mittlere Unrichtigkeit
Die mittlere Unrichtigkeit und das Konfidenzintervall werden berechnet.
Untere / Obere Unrichtigkeitsgrenze

Die Unrichtigkeitsgrenzen werden berechnet wie bereits beschrieben (s. ,,Gerdte-/Methodenvergleich

(Einzelmessungen)*).

95% Konfidenzintervalle der Unrichtigkeitsgrenzen d .,, werden wie folgt berechnet [Bland & Altman,

1986]:
= 3s°
d,, + L0.975n-1) X

n
Auswertung

Ein signifikanter systematische Messfehler ist vorhanden, wenn sowohl die Unter- als auch die Ober-
grenze des Konfidenzintervalls der mittleren Unrichtigkeit entweder groBer oder kleiner als null sind.
Die Methoden sind austauschbar (d.h. die Messabweichung zwischen den beiden Methoden liegt mit ei-
ner vorab definierten Wahrscheinlichkeit — z.B. 95% — innerhalb der Unrichtigkeitsanforderung des
Verfahrens), wenn der Unrichtigkeitsbereich innerhalb des Bereiches der maximal zuldssigen Unrich-

tigkeit liegt.
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Beispiel
Rohdaten

Verfahren 1
87
165
197
43
68
184
227
140
168
87
144
264
45
92
74
63
147
204
106
125
132
101
211
67
184
97
143
106
84
201
154
76
55
181
243
127
84
62

Verfahren 2
82
158
208
45
70
180
220
140
173
86
152
248
49
87
73
60
154
209
97
120
124
104
204
68
176
92
145
117
80
199
153
79
53
174
256
124
87
62
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Grafische Darstellung
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Abb. 2.29:  Bland-Altman Plot. Die Differenzen der Messergebnisse werden den Mittelwerten der Messer-
gebnisse gegeniibergestellt. Die mittlere Unrichtigkeit wird als blaue Linie, die Unrichtigkeits-
grenzen als rote gestrichelte Linien dargestellt. Liegen die Unrichtigkeitsgrenzen innerhalb der
vorgegebenen Unrichtigkeitsanforderung, so sind die beiden Verfahren austauschbar.

14 -
12 4

10

Haufigkeit

135 848 -39 oa Ea 106
Differenzen (Verfahren 2 - Verfahren 1)

Abb. 2.30: Differenzenhistogramm. Die Differenzen der Messergebnisse werden nach der Frequenz in den
einzelnen Klassen dargestellt. Die Anzahl der Klassen wird mit Hilfe der Faustregel von Sturges
berechnet: m =1+ 3,32 xlog(n) [Sturges, 1926]. Die Klassenbreite wird nach der Formel

(max—min)/m berechnet. Mit Hilfe des Histogramms kann die Verteilung der Messdifferenzen und
somit die Giiltigkeit des Bland-Altman Plots beurteilt werden.
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Statistik

STATISTIK
n: 38
Reichweite: 43 bis 264
Unrichtigkeit: -0,8 (-2,8 bis 1,3)
Untere Unrichtigkeitsgrenze (95%): -13,0 (-16,5 bis -9,4)
Obere Unrichtigkeitsgrenze (95%): 11,4 (7,9 bis 14,9)
Signifikanter syst. Messfehler? Nein
Max. Unrichtigkeit: 13
Gerate/Methoden austauschbar? Ja

Die tabellarische Zusammenfassung der Bland-Altman Analyse umfasst alle KenngréBen, die von Bland
und Altman zur Beurteilung der Vergleichbarkeit zweier Verfahren beschrieben und empfohlen wurden. Die
Konfidenzintervalle fiir Unrichtigkeit und der unteren und oberen Unrichtigkeitsgrenzen dienen einerseits
der besseren Abschitzung der Messunsicherheit und Streuung der Messwertdifferenzen und unterstiitzen
anderseits die Messfehlerzuordnung. Hinzu kommen die Beurteilung des systematischen Messfehlers, wel-
cher trotz austauschbarer Verfahren im signifikanten Bereich liegen kann, und die endgiiltige Beurteilung
der Vergleichbarkeit/Austauschbarkeit der beiden Verfahren. Liegt trotz analytisch vergleichbarer Verfah-
ren ein signifikanter systematischer Messfehler vor, so wird das Ergebnis rot markiert, und es obliegt dem
Anwender, die klinische Relevanz und mogliche andere Konsequenzen zu beurteilen. Um die endgiiltige
Auswertung nachvollziehen zu konnen, wird die Unrichtigkeitsanforderung angegeben mit der der ermittel-
te Unrichtigkeitsbereich verglichen wird. Liegt der Unrichtigkeitsbereich, d.h. der Bereich zwischen oberer
und unterer Unrichtigkeitsgrenze, innerhalb des maximal zuldssigen Unrichtigkeitsbereichs, so kdnnen die

beiden Verfahren ausgetauscht werden.

2.8.3.6 Semiquantitative Verfahren

Semiquantitative Verfahren sind Verfahren bei denen in Gruppen einteilbare Messwertbereiche ermittelt
werden. Die Ergebnisse solcher Verfahren lassen sich mit Hilfe eines Blasendiagramms (Abb. 2.31) den
Ergebnissen einer Referenzmethode gegeniiberstellen. Zweck dieses Moduls ist demnach die grafische als

auch statistische Auswertung von Messergebnissen semiquantitativer Verfahren.

Statistik:
e Ubereinstimmung

Die Ubereinstimmung zwischen den beiden Verfahren wird berechnet, indem die Anzahl der identi-

schen Ergebnisse durch die Stichprobengrdfie geteilt und mit 100 multipliziert wird.
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Bowker Test fiir interne Symmetrie

Der Bowker Test ist eine Erweiterung des McNemar Tests fiir k£ x &£ Kontingenztabellen mit k£ > 3. An-

hand dieses Tests wird tiber den Vergleich der Anzahl der Beobachtungen in Zeile i und Spalte j (7, )
mit der Anzahl der Beobachtungen in Zeile j und Spalte i (7,,) tberpriift, ob die Daten einer Kontin-

genztabelle symmetrisch um die Hauptdiagonale verteilt sind [Bowker, 1948]. Die Teststatistik )(2 er-

rechnet sich wie folgt:

i=l j>1 n,+n,;

e

Der p-Wert wird mit der Excel Funktion ,, CHIVERT* mit ;(2 und /k(k-1)]/2 Freiheitsgraden berechnet.

Cohen’s Kappa

Der Kappa-Koeffizient ist ein fiir Zufall korrigiertes MaB der Ubereinstimmung zwischen zwei Gruppen
von Beurteilungen in k& Kategorien [Cohen, 1960]. Fiir die Berechnung werden die beobachteten Ein-

schitzungen B, in der Zelle der Reihe 7 und der Spalte j mit den erwarteten Haufigkeiten der Einschit-
zungen E,; in der Zelle der Reihe 7 und der Spalte j verglichen. Es werden nur Zellen mit 7 = j verwen-

det, d.h. Zellen der Mitteldiagonalen der Kontingenztafel:

2B -2
n-— ZE

Die erwartete Haufigkeit der Einschitzungen in der Zelle der Reihe i und der Spalte j wird geschitzt,

indem die Produkte der Randsummen (Zeilensumme Z, x Spaltensumme Sp, ) jeder Kategorie k auf-

summiert und durch n geteilt werden:

-$(2)

i=l

Fiir das Konfidenzintervall firr x gilt:

Ktzxo,

94



\/ZBIJ(”_ZBU‘)
o =
’ n(n- E,)’

e Beurteilung

Die Beurteilung des Kappa-Koeffizienten richtet sich nach den urspriinglich von Cohen beschriebe-

nen Beurteilungsklassen [Cohen, 1960]:
o Keine Ubereinstimmung (x < 0)
o Schwache Ubereinstimmung ( x < 0,40)
o Gute Ubereinstimmung (x = 0,40 — 0,75)
o Sehr gute Ubereinstimmung ( x > 0,75)

e Auswertung

Der Bowker Test fiir interne Symmetrie gilt als bestanden, wenn der ermittelte p-Wert groBBer als

das festgelegte Signifikanzniveau ist (z.B. p > 0,05).

Das Experiment gilt als bestanden, wenn eine sehr gute Ubereinstimmung zwischen den Verfahren

besteht, d.h. wenn x > 0,75.

95



Beispiel
Rohdaten

Verfahren 1 Verfahren 2
0 0

WWWWWNDMNMNNNMNNMNN A A A 22 A A A A A 20 000000
WWWWWWWWNMNNN_AA A A A aAa aaa A aAaa 00000

Bemerkung: Da es sich hier um ein semiquantitatives Verfahren handelt, werden Ergebnisse als Kon-
zentrationsstufen angegeben. Diese konnen frei gewdhlt werden, miissen aber immer als Ziffern ange-
geben und konsequent eingesetzt werden. Im obigen Beispiel wiirde die ,,0 einem negativen Ergebnis,
die ,, 1" einem Ergebnis von ,,+*, die ,, 2" einem Ergebnis von ,,++ " und die ,,3" einem Ergebnis von

,, +++“ entsprechen.
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Grafische Darstellung

4 -

O
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Methode 2

Methode 1

Abb. 2.31 Blasendiagramm fiir semiquantitative Verfahren. Ergebnisse des bestehenden Verfahrens werden
auf die X-, Ergebnisse des zu testenden Verfahrens auf die Y-Achse aufgetragen. Die Grofle der
einzelnen Blasen steht im direkten Verhdltnis zur Anzahl der Beobachtungen in der jeweiligen
Gruppe. Blasen auf der Hauptdiagonale reprasentieren iibereinstimmende Ergebnisse zwischen den
beiden Verfahren, wihrend Blasen abseits der Hauptdiagonale nicht iibereinstimmende Ergebnisse

darstellen.

Statistik
STATISTIK

n: 30
Bewertungsstufen: 4
Ubereinstimmung: 86,67%
Bowker Test fiir interne Symmetrie: 4,00
p-Wert (Einseitig): 0,6767 (a = 0,05)
Symmetrie Test bestanden? Ja
Cohen's Kappa: 0,81 (0,78 bis 0,85)
Beurteilung: Sehr gute Ubereinstimmung
Experiment bestanden (k > 0.75)? Ja

Da es sich bei semiquantitativen Untersuchungen um Daten mit unterschiedlichen qualitativen Merk-
malsauspragungen handelt, besteht in erster Linie ein groBes Interesse an der Gesamtiibereinstimmung
der untersuchten Verfahren, die dann auch als Prozentualwert angegeben wird. Hierdurch wird ein
iibergreifender Eindruck iiber die Vergleichbarkeit der beiden Verfahren vermittelt. Der Bowker Test
fiir interne Symmetrie iiberpriift die Abweichung der Ergebnisse von der Hauptdiagonale und gibt daher
Auskunft dariiber, ob nicht iibereinstimmende Ergebnisse symmetrisch verteilt sind. Tatsachlich ist dies
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eine Erweiterung des McNemar Tests, der jedoch nur zwei Gruppen (Positiv/Negativ) unterstiitzt. Gilt
der Bowker Test als nicht bestanden, ist dies héufig ein Hinweis auf eine systematische Nicht-
Ubereinstimmung der beiden Verfahren, was nicht selten auf die Probenselektion zuriickzufiihren ist. Es
lohnt sich in diesen Fillen daher hiufig ein Blick auf die Rohdaten, um sicher zu stellen, dass fiir die
jeweiligen Konzentrationsbereiche eine dhnliche Anzahl an Proben gemessen wurde. Haufig deutet ein
nicht bestandener Symmetrietest aber auch auf systematische Differenzen der Trennwerte der jeweili-
gen Konzentrationsbereiche. Die endgiiltige Bewertung findet mit Hilfe von Cohen’s Kappa statt. Der
,.cut-off* von 0,75 als Kriterium eines bestandenen Tests riihrt daher, dass die Ubereinstimmung zwi-
schen semiquantitativen Methoden im klinischen Labor per Konsensmeinung ,,sehr gut* sein muss,
wenn zwei Verfahren ausgetauscht werden sollen und bei den urspriinglich, von Cohen beschriebenen

Beurteilungsklassen, Kappa-Koeffizienten ab 0,75 als solches bewertet werden.

2.8.3.7 Qualitative Verfahren (EP12-A)

Abacus enthélt drei Module zur Beurteilung und zum Vergleich qualitativer Messverfahren, welche alle auf

Empfehlungen der CLSI und der Gesellschaft fiir Virologie [Rabenau et al., 2007] beruhen. Alle Berech-
nungen werden nach CLSI [NCCLS, 2002] durchgefiihrt. Fiir die ersten beiden Module werden die Daten in

einer 2 x 2 Kontingenztabelle zusammengefasst, wihrend fiir das letzte Modul eine 4 x 2 Tabelle benutzt

wird.

Statistik:

2.8.3.7.1  Qualitativ mit bekannter Diagnose

Ergebnisse werden wie folgt in einer 2 X 2 Kontingenztabelle zusammengefasst:

Testmethode Diagnose

Positiv Negativ Gesamt
Positiv A B ATB
Negativ C D CiD
Gesamt A+C B+D N

o Sensitivitit = [4/(4+C)]x100%
e Spezifitit = [D/AB+ D)]x100%

e Privalenz= [(A + C)/N]X 100%
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Positiver Vorhersagewert = [A A+ B)] x100%
Negativer Vorhersagewert = [D/(C + D)]x100%

Effizienz = [(4+ D)/ N]x100%

Konfidenzintervall

(Q1 - Qz)

3

Fiir Sensitivitdt gilt:

0= 24+7°

Q,=2A+C+2z%)

Fiir Spezifitdt gilt:

0 = 2D+z*

Q,=2B+D+z%)

<1007 20
0

99



Beispiel

Rohdaten

Diagnose

Verfahren 1

[y I o W Wy o Y o Y Yo Y o Y Y I o Iy Y o T Y Y o I Y o Y o T WY Y & o~~~ A " i (4

[ o o W o Iy o Ty o Iy o o Oy Ny =~y Y Y Y I I o I o Y o Y o N o Ry o Y Oy 0 i A A A4
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Statistik

STATISTIK
Verfahren 1 (Test)
Positiv Negativ Gesamt
Diagnose (Diagnose) Positiv 22 1 23

Negativ 1 6 7

Gesamt 23 7 30
Sensitivitat: 95,7% (79,0% bis 99,2%)
Spezifitat: 85,7% (48,7% bis 97,4%)
Pravalenz: 76,7%
Positiver Vorhersagewert: 95,7%
Negativer Vorhersagewert: 85,7%
Effizienz: 93,3%
McNemar Statistik: 0,500
p-Wert (2-Seitig): 0,4795 (a = 0,05)
Symmetrie Test bestanden? Ja
Cohen's Kappa: 0,81 (0,75 bis 0,88)
Experiment bestanden (k > 0.75)? Ja

Qualitative Ergebnisse werden anhand einer Kontingenztabelle zusammengefasst, welche das gingige
Format fiir die Darstellung kategorischer Daten darstellt [Agresti, 2007]. Da es sich bei qualitativen Un-
tersuchungen um binomiale Daten, d.h. Daten mit einer von zwei Merkmalsauspragungen, handelt, wird
eine 2 x 2 Kontingenztafel verwendet. Aus dieser lédsst sich das Ausmal der nicht iibereinstimmenden
Ergebnisse sehr schnell ablesen. Da es sich bei diesem Test um einen Vergleich mit einer bekannten Di-
agnose handelt, ist es auch moglich, Aussagen iiber die diagnostische Sensitivitdt und Spezifitét zu tref-
fen, welche zur besseren Einschitzung der Messunsicherheit zusammen mit dem jeweiligen Konfiden-
zintervall angegeben werden. Die Privalenz bezieht sich in diesem Zusammenhang auf die Stichprobe
und nicht auf die Population. Die Effizienz ist ein wichtiges Merkmal der diagnostischen Validitit der
ermittelten Ergebnisse und liefert daher wertvolle Information zur diagnostischen Wertigkeit des Ver-
fahrens. Die McNemar Statistik {iberpriift die Abweichung der Ergebnisse von der Hauptdiagonale und
verleiht daher Auskunft dariiber, ob nicht iibereinstimmende Ergebnisse symmetrisch verteilt sind (d.h.
ob ebenso viele Negativ/Positiv wie Positiv/Negativ Wertepaare vorhanden sind). Im Falle einer nicht
symmetrischen Verteilung der Differenzen lohnt sich hiufig ein Blick auf die Rohdaten, um sicher zu
stellen, dass eine annéhernd gleiche Anzahl an positiven (schwach- und stark-positiv) und negativen
(einschlieBlich grenzwertigen) Proben untersucht wurde. Héufig ist es jedoch mdglich, aus einem nicht
bestandenen Symmetrie Test eindeutige Sensitivitéts- oder Spezifititsdifferenzen zwischen den Verfah-
ren abzuleiten. Die endgiiltige Bewertung beruht auf Cohen’s Kappa (ebenfalls mit Konfidenzintervall
angegeben), welches sich in diesem Fall, anders als bei semiquantitativen Methodenvergleichen, nur auf

zwei Merkmalsauspragungen bezieht.
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2.8.3.7.2

Ergebnisse werden wie folgt in einer 2 X 2 Kontingenztabelle zusammengefasst:

Qualitativ mit unbekannter Diagnose

Verfahren 2 Verfahren 1

Positiv Negativ Gesamt
Positiv A B ATB
Negativ C D CiD
Gesamt A+C B+D N

3

3

0, =2x(A+D)+z’

@, +0,)

X 100%}

N 4(A+ D)B+C)

Qz:zx\/z2 N

Q,=2(N+z%)

Ubereinstimmung zwischen den beiden Verfahren: [(A +D)/N ] x100%
Ubereinstimmung positiver Ergebnisse: [A (A+C )] x100%
Ubereinstimmung negativer Ergebnisse: [D B+ D)] x100%

Konfidenzintervall fiir die Ubereinstimmung zwischen den Verfahren

{M x100%,
@)
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Beispiel

Rohdaten

Verfahren 2

Verfahren 1

[T o Wy o Wy Iy o I Y o Iy Iy Iy N o Ny o Iy Iy Iy o Iy Y Y O o Iy o Y o Y Y o Y & R~ A~ "

[ o o W o Iy o Ty o Iy o o Oy Ny =~y Y Y Y I I o I o Y o Y o N o Ry o Y Oy 0 i A A A4

103



Statistik

STATISTIK
Verfahren 1 (Referenz)
Positiv Negativ Gesamt
Verfahren 2 (Test) Positiv 23 2 25
Negativ 0 5 5
Gesamt 23 7 30
Ubereinstimmung zw. Methoden: 93,3% (78,7% bis 98,2%)
Ubereinstimmung positiver Werte: 100,0%
Ubereinstimmung negativer Werte: 71,4%
McNemar Statistik: 0,500
p-Wert (2-Seitig): 0,4795 (a = 0,05)
Symmetrie Test bestanden? Ja
Cohen's Kappa: 0,79 (0,73 bis 0,86)
Experiment bestanden (k > 0.75)? Ja

Die Zusammenfassung und statistische Auswertung der Ergebnisse sind dhnlich wie bei dem vorherge-

henden Modul (Vergleich eines qualitativen Verfahrens mit einer Diagnose). Zur Zusammenfassung

wird wieder eine 2 x 2 Kontingenztafel verwendet, jedoch konnen angesichts der fehlenden Priavalenz

keine Werte fiir Sensitivitét, Spezifitdt und Effizienz berechnet werden. Stattdessen wird die prozentuale

Ubereinstimmung zwischen den Ergebnissen berechnet, um einen Eindruck iiber die Vergleichbarkeit

der beiden Verfahren zu vermitteln. Der McNemar Statistik und Cohen’s Kappa kommen dieselbe Be-

deutung zu wie in dem vorhergehenden Modul. Alle mit diesem Test ermittelten Kenngrofien verleihen

Auskunft dariiber, ob zwei qualitative Verfahren wahrscheinlich #hnliche Ergebnisse generieren. Uber

die diagnostische Korrektheit der Ergebnisse wird jedoch keine Aussage getroffen.
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2.8.3.7.2 Qualitative Verfahren miteinander vergleichen

Ergebnisse werden wie folgt in einer 4 x 2 Kontingenztabelle zusammengefasst:

Messergebnisse Gesamt Diagnose
Referenzmethode Testmethode Positiv Negativ
Positiv Positiv a=a,+a, a, a,
Negativ Positiv c=¢ +¢, ¢ (&)
Negativ Negativ d=d, +d, d, d,
Gesamt N n; n;

A=a,+b,
B=a, +b,
C=c +d,
D=c, +d,
N =n,+n,

Sensitivitdt der Testmethode:

(a, +b)

n,

Sens,,., = [ } x100%

Sensitivitdt der Referenzmethode:

Sensy,, = {M} x100%

n,

Differenz der Sensitivitdten:

Sens ;,,, — Sensy, ; = {M} x100%

n,
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Spezifitit der Testmethode:

(¢, +d,)

n,

Spez,., = { } x100%

Spezifitit der Referenzmethode:

(b2 + d2)

n,

Spezy., = [ } x100%

Differenz Spezifitdten:

Spez .., —Spezg,, = {w} x100%

n,

Nach Empfehlung von Altman et al. [Altman et al., 2000] und Newcombe [Newcombe, 1998] werden kei-
ne exakten Konfidenzintervalle berechnet [Clopper & Pearson, 1934], sondern das Agresti-Coull-Intervall

[Agresti & Coull, 1998].

Das Konfidenzintervall fiir die Differenz der Sensitivititen wird folgendermalien definiert:

(p-Jo,.p+J0,)

Konfidenzintervalle fur die Sensitivitit der Referenz- und Testmethoden werden berechnet wie bereits oben

beschrieben.

[, = Untergrenze des Konfidenzintervalls fiir die Sensitivitit der Testmethode

u, = Obergrenze des Konfidenzintervalls fiir die Sensitivitdt der Testmethode

[, = Untergrenze des Konfidenzintervalls fiir die Sensitivitdt der Referenzmethode

u, = Obergrenze des Konfidenzintervalls fiir die Sensitivitit der Referenzmethode

O, =(a, +b)(c, +d,)(a, +c,)b, +d,) [Wenn Q,=0, dann Q,=0. Weiter mit Q; ]

0, =ad, —bc,
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Q3=Q2—% wenn Q2>%

0, =0 wenn Q, =0

0,=0, wenn @, <0
0,

[0, =0 wemn O, =0]

O = (Sens,,, —1,)> —20,(Sens,,., — I, )(u, —Sensy, )+ (u, —SensRef)2
Q6 = (SenSRef _12)2 - 2Q4 (Sensref _12 )(ul _SenSTest) + (ul - SenSTest)2

Das Konfidenzintervall fiir die Differenz zwischen den Spezifitdten der Referenz- und Testmethode wird

wie folgt definiert:

(p-\J0,.D+./0,)

Um Qs und Q; zu ermitteln werden zuerst die Konfidenzintervalle fiir die Spezifititen der beiden Metho-

den ermittelt, wie bereits oben beschrieben.

[, = Untergrenze des Konfidenzintervalls fiir die Spezifitét der Testmethode
u, = Obergrenze des Konfidenzintervalls fiir die Spezifitit der Testmethode
[, = Untergrenze des Konfidenzintervalls fiir die Spezifitét der Referenzmethode

u, = Obergrenze des Konfidenzintervalls fiir die Spezifitit der Referenzmethode

Danach werden folgende Kenngréf3en ermittelt:

0O, =(a, +b,)c, +d,)a, +c,)(b, +d,) [Wenn Q,=0, dann Q,=0. Weiter mit Qs ]

0, =a,d, —b,c,

n n
Q3:Q2_?2 wenn Q2>?2
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0,=0 wenn Q, =0

0, =0, wenn O, <0

[0, =0 wenn O, =0]

0, =
Jo
Os = (Spezy,, _ll)z —20,(Spezy,, — 1, )u, _SpeZRef) +(u, _SpeZRef)z

O, = (Spezg. _lz)2 —20,(Spez,; —1,)u, —Spezy,, )+ (u, — SpeZTest)z

Beispiel
Rohdaten

Verfahren 1 Verfahren 2 Diagnose

Z2Z2Z2Z2Z22Z270VTUVTVTTUVTTUVTTUVTTUTUVTTUTUTUVTUTTUZTUTUTUTUTUTUTTUTTT
Z2Z2Z2Z22Z2T0TTUTUVTTUVUTUTUTUTUTUTUTUTUTUTUTUTUTUTUTUTUTUTTUTVTTT
Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z270VTVTTUVTTUVTTUVUTUTUTUTUTUTUTUTUTUTUTUTUTUTUTTUTUVTTT
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Statistik

STATISTIK
Referenzmethode Testmethode Diagnose
Gesamt Positiv Negativ
Positiv Positiv 23 22 1
Positiv Negativ 0 0 0
Negativ Positiv 2 1 1
Negativ Negativ 5 0 5
Gesamt 30 23 7
Sensitivitdt Referenzmethode: 95,7% (79,0% bis 99,2%)
Sensitivitit Testmethode: 100,0% (85,7% bis 100,0%)
Spezifitat Referenzmethode: 85,7% (48,7% bis 97,4%)
Spezifitdt Testmethode: 71,4% (35,9% bis 91,8%)
Differenz Sensitivitat: 4,3% (-12,3% bis 19,1%)
Differenz Spezifitat: -14,3% (-52,9% bis 20,9%)

Da in diesem Fall zwei Verfahren mit einer Diagnose verglichen werden, werden die Ergebnisse in ei-
ner 4 x 2 Tabelle zusammengefasst. Diese Form der Zusammenfassung dient der Ubersichtlichkeit und
gewihrt einen schnellen Einblick in sowohl die Vergleichbarkeit der beiden Verfahren als auch deren
jeweilige diagnostische Wertigkeiten. ,,Referenzmethode® bezieht sich hier auf das bereits bestehende,
eingesetzte Verfahren und nicht auf einen Gold-Standard. Wichtig fiir die endgiiltige Beurteilung sind
die Differenz der Sensitivitidt und Spezifitdt bzw. deren jeweilige Konfidenzintervalle. Enthélt ein Kon-
fidenzintervall den Wert ,,0“, so kann ein statistisch signifikanter Unterschied mit 95%-iger Wahr-
scheinlichkeit ausgeschlossen werden. Dies ermdglicht eine schnelle, zuverldssige Beurteilung der di-
agnostischen Wertigkeit des untersuchten Verfahrens. Angaben zu Sensitivitdten und Spezifititen der
beiden Methoden ermdglichen die Einschitzung der potentiellen klinischen Relevanz einer statistisch

signifikant unterschiedlichen Sensitivitdt und/oder Spezifitit.

2.8.4  Linearitdt

2.8.4.1 Polynom Methode (CLSI EP06-A)

Nach CLSI EP06-A ist ein Messverfahren linear, wenn die Daten besser durch ein lineares als durch ein

polynomiales Regressionsmodell beschrieben werden. Um dies zu untersuchen, werden drei Regressions-

modelle fiir die Daten erstellt (linear, polynomial zweiten und polynomial dritten Grades) und anschlielend

die nicht-linearen Koeffizienten mit Hilfe des t-Tests auf Signifikanz tiberpriift. Weisen diese keine Signifi-

kanz auf, so gilt das Messverfahren als linear. Ist umgekehrt einer der nichtlinearen Koeffizienten signifi-

kant, so wird davon ausgegangen, dass das Verfahren nicht linear ist und wird zusétzlich das Ausmal der

Nichtlinearitdt untersucht. Alle Berechnungen werden nach Empfehlungen des CLSI Protokolls CLSI EP06-
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A durchgefiihrt [NCCSL, 2003]. Die grafische Zusammenfassung der Daten erfolgt sowohl iiber ein Streu-

diagramm mit Messergebnissen gegen Konzentrationsbereichen und dem Polynom mit der besten Anpas-

sungsgiite (Abb. 2.32) als auch iiber ein Streudiagramm mit den Differenzen zwischen dem linearen und

nichtlinearen Modell gegen Konzentrationsbereiche (Abb. 2.33).

Statistik:

Lineare und polynomiale Regression (ersten und zweiten Grades) wird durchgefiihrt, um lineare und

nichtlineare Koeffizienten zu erhalten:

Grad Polynom Freiheitsgrade der Regression
Erste y=b,+bx 2
Zweite y=b, +bx+b,x’ 3
Dritte y=b, +bx+b,x* +bx’ 4

Der Standardfehler der nichtlinearen Steigungen wird mit Hilfe der Excel-Funktion ,,LINEST* ermittelt.

Die PriifgroBe des t-Tests wird mit Hilfe der nichtlinearen Regressionskoeffizienten (b, und b,) und

dem Standardfehler der nichtlinearen Steigungen SE, folgendermaflen berechnet:

Der p-Wert wird mit der Excel-Funktion ,,TVERT* unter Eingabe der Priifgrof3e, der Freiheitsgrade und
der Anzahl Seiten berechnet. Die Freiheitsgrade werden aus den Konzentrationsbereichen L, der An-

zahl Replikate pro Konzentrationsbereich R und der Freiheitsgrade der Regression Rdf nach folgen-

der Formel ermittelt:
df = LxR—Rdf
Ausmal der Nichtlinearitat

Das Ausmal der Nichtlinearitdit NL, wird nach Ermittlung des polynomialen Modells mit der besten

Anpassungsgiite folgendermalen berechnet:
NL, = p(x,)— (b, +b,x,)

p(x;): Wert des Polynoms mit der besten Anpassungsgiite bei Punkt Xx;
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(by+bx,):

Wert des linearen Modells bei Punkt x;

Befinden sich alle Werte innerhalb der Qualititsanforderung fiir Unrichtigkeit, so ist das Ausmall der

Nichtlinearitdt klinisch nicht-signifikant und erfiillt das Verfahren die Anforderungen fiir Linearitat.

Beispiel

Rohdaten

Konzentrationsbereiche Messergebnisse

1 4,7 4,6
2 7,8 7,6
3 10,4 10,2
4 13 13,1
5 15,5 15,3
6 16,3 16,1

Grafische Darstellung

18

16 1

14+

12 1

Wert
[= 5]

y=-0,0662¢ + 0 4764x° + 1.8212x + 2 4833

R*=10,9929

Abb. 2.32:

Konzentration

¢ Datenpunkte — Regressionsgerade

Streudiagramm der Messergebnisse gegen Konzentrationsbereiche. Das Polynom mit der besten
Anpassungsgiite und die dazugehorende Gleichung werden dargestellt. Handelt es sich dabei um
ein nichtlineares Polynom (wie oben dargestellt), so kann von einer Nichtlinearitit des Verfah-
rens in dem untersuchten Bereich ausgegangen werden.
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Differenz
[

Abb. 2.33:
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Konzentration

Streudiagramm der Differenzen zwischen dem linearen und nichtlinearen Modell. Die Grenzen

fiir maximal zuldssige Unrichtigkeit sind als rote gestrichelte Linien dargestellt. Punkte auf3er-
halb dieser Grenzen liegen im nicht-linearen Bereich. Auf diese Weise kann der lineare Bereich
auch visuell abgeschitzt werden.

Statistik
STATISTIK
Grad Koeffizient Wert Std. Abw. p-Wert Rest Std. Abw.

1 by 2,9 0,7 0,0020

1 b, 2,4 0,2 < 0,0001 0,7

2 by 0,8 0,6 0,2407

2 b, 3,9 0,4 < 0,0001

2 b, -0,2 0,1 0,0050 0,4

3 by 2,5 0,8 0,0190

3 b, 1,8 1,0 0,0961

3 b, 0,5 0,3 0,1618

3 bs -0,1 0,029 0,0532 0,2

Mittelwert y(Linear) y(Polynom) Differenz Differenz (%)

47 5,2 4,7 -0,5 -10,1%
7,7 7,6 7,5 -0,1 -1,7%
10,3 10,0 10,4 0,4 4,2%
13,1 12,4 13,2 0,7 6,0%
15,4 14,8 15,2 0,4 2,9%
16,2 17,2 16,3 -0,9 -5,4%

112



Die statistische Zusammenfassung der Ergebnisse zergliedert sich in zwei Abschnitte. Im ersten Teil werden
drei Regressionsmodelle (lineare Regression, polynomiale Regression ersten und polynomiale Regression
zweiten Grades) anhand ihrer jeweiligen Rest Standardabweichung auf die beste Anpassungsgiite unter-
sucht. Diese wird dem Modell mit der geringsten Rest Standardabweichung zugewiesen, welches demzufol-
ge auch als das Modell gilt, welches den Zusammenhang zwischen Konzentration und Messwerten am bes-
ten beschreibt. Handelt es sich hierbei um die lineare Regression, so gilt das Verfahren in dem untersuchten
Bereich als linear, andernfalls wird auf eine Nichtlinearitdt riickgeschlossen. Ergebnisse der jeweiligen Rest
Standardabweichungen sind in der letzten Spalte der Tabelle aufgefiihrt, so dass die Linearitdt des Verfah-
rens schnell anhand einer kurzen Uberpriifung dieser drei Werte beurteilt werden kann. Enthilt das Polynom
1. Grades (Lineare Regression) den niedrigsten Wert, so ist das Verfahren linear; befindet sich der niedrigs-

te Werte bei einem der beiden anderen Polynome, so liegt eine nichtlineare Abhéngigkeit vor.

Der zweite Teil kniipft direkt an den ersten Teil an, indem hier das AusmaB einer potentiellen Nichtlinearitét
mit der Mindestanforderung fiir die Richtigkeit des untersuchten Parameters verglichen wird. In vielen Fil-
len beginnt das Verfahren erst in den ganz niedrigen oder ganz hohen Bereichen einen nichtlinearen Verlauf
anzunehmen, wohingegen der iibrige Bereich akzeptabel linear bleibt. Durch die hier verwendete Darstel-
lung kann der lineare Bereich einfach identifiziert werden: Der Mittelwertbereich, in dem sich alle prozen-
tualen Differenzen zwischen linearen und nichtlinearen Polynomen innerhalb der Richtigkeitsanforderung
befinden, gilt als linear. Uberschreitet die Differenz jedoch die zulissige Unrichtigkeitsgrenze, so wird diese

in rot dargestellt und gilt das Verfahren ab dem dazugehdrigen Mittelwertbereich als nichtlinear.

2.8.4.2 Linearitat/Kalibrationsverifikation

Zur Bestitigung der Linearitit eines Messverfahrens mit diesem Modul wird jedem Messwert ein durch
lineare Regression berechneter Erwartungswert gegeniibergestellt und die Differenz zwischen diesen beiden
berechnet. Befinden sich alle Differenzen innerhalb der vorgegebenen Unrichtigkeitsgrenzen, so gilt die

Linearitit als bestatigt.

Zur Kalibrationsverifikation bzw. Bestitigung des analytischen Messbereichs werden die Differenzen zwi-
schen Soll- und Messwerten berechnet und gepriift, ob diese iiber den gesamten Messbereich innerhalb der
vorgegebenen Unrichtigkeitsgrenzen liegen. Trifft dies zu, so gilt die die Kalibration bzw. der analytische
Messbereich als bestétigt. Bestdtigung des analytischen Messbereichs und Kalibrationsverifikation werden
nach Empfehlungen der CLIA (Clinical Laboratory Improvement Act) [CLIA, 2003] und CAP (College of
American Pathologists) [Sarewitz, 2005; CAP, 2006] durchgefiihrt. Die grafische Zusammenfassung erfolgt
iiber ein Streudiagramm mit den Messwerten gegen Sollwerte mit Fehlerbalken (Abb. 2.34) und ein Streu-
diagramm mit Messergebnis-Sollwert Differenzen (bzw. Differenzen zwischen gemessenen und berechne-
ten Werten) gegen Sollwerte (Abb. 2.35). Die Breite der Fehlerbalken entspricht der maximal zulédssigen

Unrichtigkeit und dient der Visualisierung der konzentrationsspezifischen Messabweichungen.
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Statistik:

e Fiir die Bestitigung der Linearitdt wird fiir jeden Konzentrationsbereich die Differenz zwischen der
gemessenen und der berechneten Konzentration ermittelt. Die berechnete Konzentration wird mit Hilfe
einer linearen Regressionsgleichung bestimmt. Liegen alle Werte innerhalb der vorher definierten Gren-

zen fiir maximale Unrichtigkeit, so gilt das Verfahren als linear.

e Fiir die Kalibrationsverifikation (bzw. Verifikation des analytischen Messbereichs) wird fiir jeden Kon-
zentrationsbereich die Differenz zwischen dem gemessenen Wert und dem Sollwert berechnet. Befindet
sich diese fiir alle Werte innerhalb der vorher definierten Grenzen fiir maximale Unrichtigkeit und liegt
der Sollwertbereich innerhalb der vorher festgelegten Toleranzen des analytischen Messbereichs AMR ,

so gilt die Kalibration als verifiziert. Die Toleranzen fiir die Unter- und Obergrenze des Sollwertbe-

reichs (UG und OG) errechnen sich wie folgt aus den eingegebenen Niherungsgrenzen NG, und

NG, (typisch 50% und 10% fiir die Unter- und Obergrenzen respektive [Sarewitz, 2005 ]):

UG = AMR, +| 2R NG,
100

0G = AMR,, +| 2B X NG,
100

Ist der analytische Messbereich kleiner als der Sollwertbereich, so miissen die Messergebnisse der zwei
dem analytischen Messbereich angrenzenden Sollwerte den Richtigkeitsanforderungen entsprechen.
Hierbei handelt es sich um den jeweils kleinsten bzw. grofiten Sollwert, der sich noch auBlerhalb der

Ober- bzw. Untergrenze des analytischen Messbereichs befindet.

Beispiel
Rohdaten

Sollwert Messergebnisse

4,5 4,7
8,0 7,8
10,0 10,4
14,0 13,0
15,0 15,5
16,0 16,3
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Grafische Darstellung
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Abb. 2.34:  Streudiagramm der Messergebnisse gegen Sollwerte der jeweiligen Konzentrationsbereiche. Die
Fehlerbalken der jeweiligen Datenpunkte reprisentieren die Unrichtigkeitsgrenzen. Das Mess-
verfahren ist als linear zu bezeichnen, wenn die Regressionsgerade durch alle Fehlerbalken lauft
und demnach bei allen Konzentrationsbereichen der Unrichtigkeitsanforderung entspricht.
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Abb. 2.35:  Streudiagramm der Differenzen zwischen gemessenen und berechneten Konzentrationen mit den

zuldssigen Fehlergrenzen. Wird eine Kalibrationsverifikation bzw. eine Verifikation des analyti-
schen Messbereichs durchgefiihrt, so werden auf der Y-Achse die Messergebnis-Sollwert Diffe-
renzen aufgetragen. Werte, die aullerhalb der Grenzen liegen, befinden sich im nicht-linearen
Bereich bzw. au3erhalb des analytischen Messbereichs.
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Statistik

STATISTIK
Bestétigung Linearitét / Analytischer Messbereich
Konz. gemessen Konz. berechnet Differenz (%)

4,7 4,6 2,7%

7,8 8,1 -3,2%
10,4 10,0 3,6%

13 14,0 -7,2%
15,5 15,0 3,3%
16,3 16,0 1,9%
Methode linear im Bereich 4,5 bis 16 1U/I? Ja

Kalibrationsverifikation / Bestétigung Analytischer Messbereich

Sollwert Messergebnis Differenz (%)

4,5 4,7 4,4%

8 7,8 -2,5%

10 10,4 4,0%

14 13 -7,1%

15 15,5 3,3%

16 16,3 1,9%

Kalibrationsverifikation bestanden (4,7 bis 16 1U/1)? Ja

Fiir die Bestitigung der Linearitit bezieht sich die Auswertung auf den Sollwertbereich. Eine Methode
gilt als linear, wenn die Abweichungen zwischen gemessenen und mit linearer Regression errechneten
Werten innerhalb des untersuchten Bereichs eine innerhalb der Richtigkeitsanforderung liegende Diffe-
renz aufweisen. Trifft dies zu, so kann innerhalb des Sollwertbereichs von einem linearen Verlauf ausge-
gangen werden. Wird die maximale Unrichtigkeit jedoch bei einem der Werte {iberschritten, so wird die
Differenz rot markiert und visuell hervorgehoben. So wird die Ursache eines nicht bestandenen Lineari-
titstests schnell deutlich und konnen dementsprechende MaBinahmen getroffen werden, sei es z.B. der

Ausschluss eines Konzentrationsbereichs oder die Korrektur eines Eingabefehlers.

Fiir die Beurteilung der Kalibrationsverifikation wird der Bereich zwischen dem kleinsten und groften
Messergebnis zitiert, da nur innerhalb dieses Bereichs eine zuverldssige Aussage iiber die Richtigkeit der
Messwerte gemacht werden kann. Sollwert-Messwert Differenzen, die den Akzeptanzbereich iiberschrei-
ten, werden ebenfalls rot markiert, um die Aufmerksamkeit des Anwenders darauf zu richten und ggf.
einen Hinweis auf eine nicht bestandene Kalibrationsverifikation zu liefern. Anders als bei der Lineari-
tatsbestitigung flieBen bei der Kalibrationsverifikation auch die Ndherungsgrenzen in die Auswertung
ein. Grund dafiir ist die Anforderung, dass der gesamte analytische Messbereich innerhalb vorgegebener
Toleranzgrenzen (Naherungsgrenzen) untersucht wird. Ist dies nicht der Fall, so ist die Kalibrationsveri-
fikation, auch wenn die Differenzen innerhalb der Richtigkeitsanforderung liegen, nicht bestanden. Soll-
te der Sollwertbereich den eingegebenen analytischen Messbereich iiberschreiten, so muss im unteren

Bereich das Messergebnis des nichst kleineren Sollwertes die Richtigkeitsanforderungen erfiillen. Ana-
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log hierzu muss auch im oberen Bereich der Messwert des nichst hoheren Sollwertes die Richtigkeits-

vorgaben erfiillen.

Beispiel:

Der analytische Messbereich wird mit 100 - 500 angegeben:

Sollwerte Messergebnisse
700 720
420 424
250 252
120 125
50 52
10 11

Der angegebene analytische Messbereich (100 — 500) liegt innerhalb des Sollwertbereiches. Da der

Sollwertbereich (10 - 700) nicht genau dem analytischen Messbereich entspricht, miissen die Messer-

gebnisse der zwei dem analytischen Messbereich angrenzenden Sollwerte (in diesem Fall 50 und 700)

den Richtigkeitsanforderungen entsprechen. Das heiflt, im unteren Bereich muss das Messergebnis des

im Vergleich zur Untergrenze des analytischen Messbereichs néchst kleineren Sollwertes den Richtig-

keitsanforderungen entsprechen. Im oberen Bereich muss das Messergebnis des im Vergleich zur Ober-

grenze des analytischen Messbereichs nédchst hoheren Sollwertes den Richtigkeitsanforderungen entspre-

chen.

2.8.5 Referenzbereich (CLSI C28-A2)

Zur Ermittlung bzw. Bestitigung eines Referenzbereichs kann, wie von Solberg beschrieben, entweder ein

parametrisches oder ein nichtparametrisches Verfahren eingesetzt werden [Solberg, 1987]. Dieses Modul

ermoglicht die Verwendung beider Methoden, wobei nach aktuellen Empfehlungen [Henny, 2009] das

nichtparametrische Verfahren als Standard eingesetzt wird. Ergebnisse werden grafisch in Form eines His-

togramms (Abb. 2.36) und, zur zusitzlichen visuellen Beurteilung der Datenverteilung, eines Z-Score Plots

(Abb. 2.37) zusammengefasst. Alle Berechnungen werden nach Empfehlungen der CLSI [NCCLS C28-A2,

2000] durchgefiihrt.

Statistik:

e Mittelwert, Median, Standardabweichung

e Schiefe
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Die Schiefe zeigt an, wie stark die Verteilung nach links oder nach rechts geneigt ist und wird mit der

Excel-Funktion ,,SCHIEFE* berechnet.
Kurtose

Die Kurtose (Wolbung) ist ein MaB fiir die ,,Steilheit™ bzw. ,,Flachheit” der Datenverteilung und wird
mit der Excel-Funktion ,,KURT* berechnet.

Anderson-Darling A

Die korrigierte Anderson-Darling Statistik (AZ) wird wie folgt mit den der GroBe nach geordneten Wer-
ten berechnet [Stephens, 1974; D'Agostino & Stephens, 1986]:

A2:AD><(1+£—§J

2
n n

Die PriifgroBe AD wird mit Hilfe der kumulierten Normalverteilungsfunktion des i. Datenpunktes Z,

folgendermaf3en berechnet:

2Qi-Dx[n(Z)+n(1-Z,,,)]
n

AD =—-n

Anderson-Darling p-Wert

Fiir die Berechnung des p-Wertes wird zuerst die PriifgroBe AST ermittelt:

+
2
n n

AST = A” x (1 + 0.75 2’25j

Die zur Berechnung des p-Wertes verwendete Formel richtet sich nach dem Wert der Priifgrofe:
a.) 0,600 < AST <13:

_81,2937—5,709@42+0,0186<A2><A2

b.) 0,340 < AST <0,600:

_eO,9177—4,279><A2—1,38><A2><A2

p
c.) 0,200 < AST <0,340:

1— e—8,318+42,796><A2—59,938><A2><A2

p:
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d.) AST <0,200:

e_] 3,436+101,14x 4% —223,73x 4> x 4>

p=1-
d) AST >13

» < 0,0001

Ein signifikanter p- Wert deutet auf eine nicht-normale Verteilung der Daten.

e Referenzbereich
a.) Parametrisches Verfahren:

Mit dem parametrischen Verfahren wird der Referenzbereich als X +1,96s berechnet. Die 90%

Konfidenzintervalle der Ober- und Untergrenze des Referenzbereichs werden wie folgt berech-

net [Solberg & Grasbeck]:

s
Grenzwert+ 2,81 x —
n

b.) Nichtparametrisches Verfahren:

Nach dem nichtparametrischen Verfahren entspricht der Referenzbereich den Werten zwischen
dem 2,5. und 97,5. Perzentil der Stichprobe. Die 90% Konfidenzintervalle der beiden Perzentile
werden durch Ablesen der Werte der entsprechenden Rénge geschétzt. Die Rangnummern, wel-
che bei der entsprechenden Stichprobengrofe den 90% Konfidenzintervallen entsprechen, wer-

den einer Tabelle entnommen [Solberg, 1987].
e Bestitigung des Referenzintervalls

Ein Referenzintervall gilt als bestétigt, wenn weniger als 10% der Messwerte aullerhalb des Refe-

renzbereichs liegen.
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Beispiel

Rohdaten

SRR 2222222222233 30000n00mm~Nn 00D

12
12
12
12
12
12
12
12
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14

17
17
17
17
17
17
17
17
17
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
20

21
21
21
21
22
22
22
22
22
22
22
22
23
23
23
23
23
24
24
24
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
26
26

32
33
34
34
35
35
36
36
36
36
36
36
37
37
37
38
38
39
39
39
40
40
40
41
42
45
45
46
47
47
48
48
49

15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
17
20
21
21
21
21
21
21
21
21
20
20

20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
30
30
30
30
31
31
31
31
31
29
30
26
26
26
27
28
28
28
28
28
28
29

51
51
51
53
54
55
62
65
69

120



Grafische Darstellung
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Abb. 2.36:  Haufigkeitshistogramm der Daten. Die Anzahl der Klassen wird mit Hilfe der Faustregel von
Sturges berechnet: m=~1+3,32xlog(n) [Sturges, 1926]. Die Klassenbreite wird nach der For-

mel (max—min)/m berechnet. Wenn der Referenzbereich mittels der parametrischen Methode
ermittelt wird, wird zusétzlich eine Normalverteilungskurve iiberlagert.

7B

Summenhaufigkeit

4 -

Abb. 2.37:  Z-Score Plot zur visuellen Uberpriifung der Normalverteilung der Daten. Die Summenh&ufigkeit
(empirische Wahrscheinlichkeit) der Messwerte wird den Rangen der der Grof3e nach geordneten
Messwerte gegeniibergestellt. Weichen die Daten von der Diagonale ab, ist von einer nicht-

normalen Verteilung auszugehen. 121



Statistik

STATISTIK
n: 240
Mittelwert: 22,4
Median: 19,5
Standard Abweichung: 11,7
Schiefe: 1,36
Kurtose: 1,88
Anderson-Darling A% 8,276
Anderson-Darling p-Wert: < 0.0001
Methode: Nichtparametrisch
Untergrenze Referenzbereich: 8,0 (6,0 bis 9,0)
Obergrenze Referenzbereich: 51,1 (47,0 bis 55,0)

Die statistische Zusammenfassung enthédlt wesentliche beschreibende Kenngroflen und vermittelt durch die
Angabe von Mittelwert, Medianwert, Schiefe und Kurtose einen guten, die grafische Darstellung erginzen-
den, Eindruck {iber die Datenverteilung und -zusammenstellung. Wichtig fiir die konkrete Abschétzung der
Datenverteilung ist die Anderson-Darling Statistik und deren p-Wert. Dieser Test gilt zurzeit als einer der
sensitivsten Tests zur Normalitdtsermittlung und erteilt den Ausléduferwerten, im Gegensatz zu anderen
Normalitétstests (z.B. Kolmogorov-Smirnov, Cramer-von Mises, Kuiper oder Watson Test), eine besondere
Gewichtung [Stephens, 1974]. Die Darstellung der Unter- und Obergrenze des Referenzbereichs zusammen
mit den jeweiligen Konfidenzintervallen entspricht den aktuellen Empfehlungen der CLSI und IFCC [Hen-
ny, 2009].
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2.8.6  Analytische Sensitivitdt

0.3

B
2.8.6.1 Nachweisgrenze (CLSI EP17-A) Blank Sample

Die Bestimmung der Nachweisgrenze mit 0.4 . LoB LoD
diesem Modul erfolgt nach den Empfeh-
lungen der CLSI [NCCLS EP17-A, 2004],

0.3 4

Density

die sich an den klassischen Ansatz von 02

Currie [Currie, 1995] lehnen. Das nichtpa-
rametrische Verfahren zur Ermittlung des 0.1 4
005 4 005

Blindwertes wurde erstmals von Linnet
o] - ~BetaAlpha

und Kondratovich [Linnet & o H 4 8 s 10

Kondratovich, 2004] beschrieben und aerved concentralion

kann entweder manuell oder automatisch Abb. 2.38: Effekt der Position auf die Messwertverteilung.

LoB: ,,Limit of the Blank“ = Blindwert; LoD = “Limit of Detection” =
Nachweisgrenze. Die Nachweisgrenze (LoD) ist die Konzentration, bei
plementiert werden. Als Alternative steht der 95% der Messwerte den Blindwert (LoB) tiberschreiten.

(basierend auf die Datenverteilung) im-

das parametrische Verfahren zur Verfii-  [Von: Linnet K, Kondratovich M. Partly Nonparametric Approach for
Determining the Limit of Detection. Clin Chem 2004; 50(4):732-40]

gung [Davenport & Schlain, 2000].

Fiir die Berechnungen sind zwei Messreihen notwendig: Messergebnisse der wiederholten Analyse einer
Leerwertprobe und Messergebnisse der wiederholten Analyse einer oder mehrerer Positivkontrollen, deren
Konzentrationen dicht bei der Nachweisgrenze liegen. Nach Empfehlungen der ISO [ISO, 1997; ISO, 2000;
ISO 2001] wird die Nachweisgrenze in Bezug auf sowohl den Fehler 1. Art (o = falsch positive Ergebnisse)
als auch den Fehler 2. Art (f = falsch negative Ergebnisse) definiert. Als Standardwert fiir « und f werden
gemaf} diesen Empfehlungen 5% gewdhlt. Ein a-Wert von 5% entspricht in diesem Zusammenhang dem 95.
Perzentil der Verteilung der Messergebnisse der Leerwertprobe. Uberschreitet ein Messwert das 95. Perzen-
til dieser Messergebnisse, so wird dieser als positives Ergebnis und daher als Nachweis des zu untersuchen-
den Analyten bewertet. Um jedoch auch der Empfehlung eines f-Wertes von 5% Rechnung tragen zu kon-
nen, muss die Konzentration gefunden werden, deren wiederholte Analyse in 95% der Félle ein positives
Ergebnis liefert und daher eine falsch negative Rate von 5% hat (Abb. 2.38). Grafisch werden die relativen
Haufigkeiten der Leerwerte und die relativen Haufigkeiten der Ergebnisse der Positivkontrollen gegen die

Probenkonzentrationen dargestellt (Abb. 2.39).
Statistik:

e Mittelwert, Median und Standardabweichung werden fiir die Messergebnisse der beiden Proben (Leer-

wertprobe und Positivkontrolle) berechnet.

e Zur Uberpriifung der Datenverteilung wird der Anderson-Darling Test durchgefiihrt und die PriifgroBe

A’ und der p-Wert berechnet. Wenn die Option, das zur Ermittlung des Blindwertes zu verwendende

123



Verfahren automatisch auszuwéhlen, selektiert wird, wird bei einem p-Wert > 0,05 das parametrische,

andernfalls das nichtparametrische Verfahren eingesetzt.

Blindwert

Der Blindwert kann mit sowohl einem parametrischen als auch einem nichtparametrischen Verfahren

berechnet werden.

a.)

b.)

Parametrisches Verfahren

Mit dem parametrischen Verfahren wird der Blindwert folgendermaf3en aus dem Mittelwert £, und

der Standardabweichung o, der Leerprobenmessergebnisse berechnet:
LoB = u, +1,645x0,

Nichtparametrisches Verfahren

Fiir die nichtparametrische Ermittlung des Blindwertes wird nachstehendes Verfahren eingesetzt

[Linnet, 2000]:

Das 95. Perzentil der der Grofe nach geordneten Werte wird ermittelt, indem der Wert der Be-

obachtung an der wie folgt ermittelten Rangstelle abgelesen wird:

Rangstelle =0,975n+ 0,5

Handelt es sich hierbei nicht um eine Ganzzahl, so wird eine lineare Interpolation durchgefiihrt, wie

in folgendem Beispiel erldutert:

Beispiel: Es wird die Rangstelle 53,25 errechnet. Der Wert wiirde sich in diesem Fall aus der Kom-

bination der Werte an Rangstelle 53 und 54 ergeben, welcher als X, +0,25(X, — X;) errechnet

wird.

Bei einer Rangstelle von 53,50 wiirde sich der Wert aus X, +0,50 x (X, — X;) ergeben. X,

und X, sind die Werte an Rangstellen 53 und 54 der geordneten Datenreihe.

Nachweisgrenze

Die Nachweisgrenze LoD wird mit einem parametrischen Verfahren unter Verwendung eines korri-

gierten Quantils der Standardnormalverteilung ¢, ermittelt:

LoD = LoB+c,0,
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Fiir die Berechnung von ¢, wird unter Beriicksichtigung der Anzahl der verwendeten Positivkontrollen

k , (gemdl CLSI Empfehlungen sollten mehrere Positivkontrollen mit Analytenkonzentrationen zwi-

schen der Nachweisgrenze und ca. 4x der Nachweisgrenze mehrfach analysiert werden — es kann jedoch
auch nur eine Positivkontrolle mehrfach gemessen werden) und der Standardabweichung der Messer-

gebnisse der Positivkontrolle(n) folgende Formel verwendet:

- 1,645

Cy=
[1_ l ]
4x(n—k,)

e Bestitigung der Nachweisgrenze

Die Nachweisgrenze gilt als bestdtigt, wenn mindestens 85% der Messergebnisse der Positivkontrolle

grofer als der Blindwert sind.

Beispiel
Rohdaten

Leerprobe Messergebnisse

0 18,8

0 19,02
0 26,63
0 26,91
0 31,08
0 33,99
0 35,11

0 35,9
0 36,12
0 41,67
1,92 43,9
2,38 46,32
2,98 47,77
3,8 47,99
4,78 48,83
7,3 54,67
8,81 57,3
10,31 59,1
11,29 61,17
13,48 61,96
14,39 62,97
16,97 66,44
17,4 73,44
18,01 73,8
22,65 75,71
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Grafische Darstellung
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Abb. 2.39:  Grafische Abbildung der relativen Héufigkeiten der Messergebnisse der Leerprobe und der Posi-
tivkontrollen. Der Blindwert représentiert die Konzentration, bei der 5% der Ergebnisse falsch
positiv sind (a = 0,05). Die Nachweisgrenze stellt die Konzentration dar, bei der die Proportion
der falsch negativen Ergebnisse 5% (f = 0,05) betrdgt. Zur besseren Veranschaulichung sind
beide Grenzen eingezeichnet.

Statistik

n:
Mittelwert:

Median:
Standardabweichung:
Anderson Darling A%
AD p-Wert:

Methode:

Blindwert:
Nachweisgrenze:

Messwerte > LOB:
Zielwert:
Bestitigt?

STATISTIK
Leerprobe Positivkontrolle
25 25
6,26 47,46
2,98 47,77
7,24 16,9
1,957 0,282
< 0.0001 0,6368 (a = 0,05)
Nichtparametrisch Parametrisch
19,17
47,27

Nachweisgrenze - Bestatigung
92,0%
85,0%
Ja
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Statistische KenngroBen flir Leerprobe und Positivkontrolle sind iibersichtlich in zwei Spalten gegen-
iibergestellt, was einen schnellen Vergleich und eine gedankliche Plausibilititskontrolle zwischen den
beiden Datengruppen ermoglicht. Der Anderson-Darling p-Wert verleiht einen wertvollen Hinweis auf
die Datenverteilung und durch die Angabe der Methode zur Berechnung von Blindwert und Nachweis-
grenze kann die Auswahl des korrekten Verfahrens bestitigt werden. Fiir die Bestdtigung der Nach-
weisgrenze miissen mindesten 85% der Messwerte den ermittelten Blindwert (LOB) iiberschreiten. Da
sowohl die Anzahl der den LOB {iberschreitenden Messwerte als auch der Zielwert angegeben werden,

kann die automatische Auswertung leicht nachvollzogen werden.

2.8.6.2 Nachweisgrenze — Blindwertmethode (DIN 32645)

Gemal der Richtlinie DIN32645 wird zwischen Nachweis-, Erfassungs- und Bestimmungsgrenze unter-
schieden, welche iiber das Blindwertrauschen mit Hilfe der Blindwertmethode ermittelt werden koénnen
[DIN 32645, 1994]. Dieses Modul erfordert die Eingabe der Leerprobenmesswerte mit Ordinatenabschnitt
und Steigung der linearen Kalibrierfunktion und berechnet anhand dieser Werte die Nachweis-, Erfassungs-
und Bestimmungsgrenze. Fiir die grafische Zusammenfassung wird die Kalibriergerade zusammen mit dem
Prognoseintervall und diesen drei Grenzen dargestellt (Abb. 2.40). Grundlage fiir die grafische Darstellung
der Kalibriergeraden bilden sowohl die eingegebenen Werte fiir Steigung und Ordinatenabschnitt als auch

die berechneten Grenzwerte.
Statistik:
e Nachweisgrenze

Zur Ermittlung der Nachweisgrenze wird die Blindwertmethode nach DIN 32645 verwendet. Die
Nachweisgrenze errechnet sich aus der Standardabweichung der Leerprobenmessungen s, der Steigung

der Kalibrierfunktion 7 und der Anzahl der Leerwerten :

s 1
Xy = — X1y X ﬂ1+_
m n

e Erfassungsgrenze

Die Erfassungsgrenze errechnet sich als2x X, - :

K 1
Xp =2X =%t 0.0 XW/I"'_
m n
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e Bestimmungsgrenze

Fir die Berechnung der Bestimmungsgrenze ist die Eingabe der hierfiir geforderten Prizision

VK (%), notig. Die Bestimmungsgrenze wird anschlieend wie folgt berechnet:

100
XBG:WO)W(XXNG

e Vertrauensintervalle

Vertrauensintervalle flir die Grenzwerte werden berechnet, indem diese mit den der entsprechenden Ta-

belle entnommenen Faktoren (k, und k,) multipliziert werden [DIN 32645, 1994].

Beispiel
Rohdaten

Extinktionswerte
0,007
0,006
0,004
0,007
0,009
0,009
0,008
0,006
0,007
0,007

128



Grafische Darstellung
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Abb. 2.40:  Nachweisgrenze nach DIN 32645. Die Signalgrofe wird der Probenkonzentration gegeniiber
gestellt. Nachweis-, Erfassungs- und Bestimmungsgrenze werden farbig dargestellt und kdnnen
direkt auf der x-Achse abgelesen werden.

Statistik
STATISTIK
n: 10
Ordinatenabschnitt: 0,00745
Steigung: 0,00601
20%

Max. VK(%) fiir Bestimmungsgrenze:
Nachweisgrenze:

Erfassungsgrenze:
Bestimmungsgrenze:

0,48 (0,33 bis 0,87)
0,95 (0,66 bis 1,75)
2,38 (1,65 bis 4,36)

Ordinatenabschnitt und Steigung sind Anwendereingaben, die den Kalibrationsdaten des Geréteaus-
drucks entnommen wurden. Da die Prézisionsanforderung fiir die Ermittlung der Bestimmungsgrenze je
nach Anwendung und Quelle variieren kann [Neitzel, 2003; Stamey, 1996; Armbruster et al., 1994],
wird die fiir die Berechnung verwendete Angabe abgebildet. Die drei Detektionsgrenzen (Nachweis-
grenze, Erfassungsgrenze und Bestimmungsgrenze) werden jeweils mit dem Konfidenzintervall berich-

tet, um einen Eindruck tiber die Messunsicherheit zu vermitteln.
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2.8.6.3 Nachweisgrenze — 3s Methode

Zur Bestimmung der Nachweis-, Erfassungs- und Bestimmungsgrenze wird eine Anzahl unabhéingig herge-
stellter Blindproben (Leerproben) analysiert und die so erzeugten Messwerte fiir die Berechnung der Gren-

zen verwendet [Kromidas, 1999].

Statistik:
e Mittelwert und Standardabweichung der Messergebnisse der Leerprobe werden berechnet.

e Die Nachweisgrenze wird als Mittelwertwert der Leerprobenmessergebnisse plus 3 Standardabwei-

chungen der Leerprobenmessergebnisse berechnet:
Xy =X+3xs

e Fiir die Erfassungsgrenze werden 6 Standardabweichungen hinzugezéhlt:
Xy =Xx+6xs

e Fiir die Bestimmungsgrenze werden 10 Standardabweichungen hinzugezihlt:

Xpe =x+10xs

Beispiel
Rohdaten

Messergebnisse
1,9
2,4
3,0
3,8
4,8
2,5
2,1
1,7
3,5
3,2
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Statistik

STATISTIK
n: 10
Mittelwert: 29
Standardabweichung: 1,0
Nachweisgrenze: 5,8
Erfassungsgrenze: 8,7
Bestimmungsgrenze: 12,5

Die 3s Methode zur Bestimmung der Nachweisgrenze ist ausschlieBlich zum Zweck einer schnellen
Uberpriifung fiir den internen Gebrauch gedacht. Dementsprechend schlicht ist auch die statistische Zu-
sammenfassung gehalten: Es werden lediglich Mittelwert, Standardabweichung, Nachweis-, Erfas-
sungs- und Bestimmungsgrenze ohne Konfidenzintervalle berechnet. Zum Zweck einer formalen Vali-
dierung, die auch einer behordlichen Priifung standhalten soll, wird daher empfohlen, eines der anderen

Modelle zu verwenden.

2.8.6.4 Bestimmungsgrenze

Fiir die Ermittlung der Bestimmungsgrenze werden Proben verschiedener Konzentrationen nahe der Nach-
weisgrenze analysiert und die Prizision (VK%) fiir jeden Konzentrationsbereich errechnet. Die Bestim-
mungsgrenze ist die kleinste Konzentration, bei der die vorgegebenen Anforderungen an die relative Stan-

dardabweichung (VK %) erfiillt werden [DIN 32645, 1994].

Mit diesem Modul kénnen maximal 5 unterschiedliche Konzentrationsbereiche gleichzeitig untersucht wer-
den, es sind jedoch beliebig viele Wiederholmessungen fiir jeden der Bereiche zuldssig. Fiir die grafische
Zusammenfassung werden die Variationskoeffizienten der jeweiligen Konzentrationsbereiche den Mittel-

werten der jeweiligen Konzentrationsbereiche gegeniibergestellt (Abb. 2.41).

Statistik:

e Mittelwert und Variationskoeffizient werden fiir jeden Konzentrationsbereich berechnet.
e Bestimmungsgrenze

Fiir die Berechnung der Bestimmungsgrenze wird der erste Konzentrationsbereich ermittelt, dessen Mit-
telwert die Prézisionsanforderung erfillt (d.h. der erste Konzentrationsbereich mit einem VK (%) <
VK (%) ma). Dieser wird x, genannt. Der Mittelwert des ndchst hoheren Konzentrationsbereiches wird x;

genannt. Die entsprechenden Variationskoeffizienten werden als y; und y; respektive bezeichnet.
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Die Steigung (m) zwischen den beiden Mittelwerten wird geméaf

o Ay _ 7, —»)
Ax (xz _xl)
ermittelt.

Die Bestimmungsgrenze ergibt sich dann aus X,, dem Mittelwert des niedrigsten Konzentrationsberei-

ches, dessen VK (%) grofler als der maximal zuldssige VK (%) ist, und y,, dem Variationskoeffizienten

zu X;:
(¥2 =VK(%0) ay )
Xpe =X, :
m
Beispiel
Rohdaten

Probe1 Probe4 Probe3 Probe5 Probe2

80 101 122 26 50
85 102 123 33 52
86 103 122 34 56
87 102 123 33 55
85 104 123 36 51
84 102 125 33 56
83 102 124 32 54
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Grafische Darstellung
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Abb. 2.41: Bestimmungsgrenze. Die Variationskoeffizienten der jeweiligen Konzentrationsbereiche werden
den Mittelwerten der Konzentrationsbereiche gegeniibergestellt. Die maximal zulédssige
Unprézision wird als rote Horizontale dargestellt. Die Probenkonzentration am Schnittpunkt zwi-
schen der roten Horizontale und der Verbindungslinie zwischen den beiden darunter- und dartii-
berliegenden Punkten (in diesem Fall Probe 2 und 5) gilt als die Bestimmungsgrenze des Verfah-

rens.
Statistik
STATISTIK

Probe n Mittelwert VK(%) Zielwert Zielwert erreicht?
Probe3 7 123,1 0,9% 5,0% Ja
Probe4 7 102,3 0,9% 5,0% Ja

Probe 1 7 84,3 2,7% 5,0% Ja
Probe2 7 53,4 4,6% 5,0% Ja
Probe5 7 32,4 9,6% 5,0% Nein

Bestimmungsgrenze: 51,6 mg/dl

Anhand der Gegeniiberstellung der der Konzentration nach sortierten Messwerte, der jeweiligen relati-
ven Unprézision, der maximal zuldssigen Unprazision und der konzentrationsspezifischen Ergebnis-
auswertung, kann schnell festgestellt werden, ab welcher Konzentration die zuléssige Unpréizision iiber-
schritten wird. Die berechnete Bestimmungsgrenze ergibt sich aus linearer Interpolation zwischen dem
ersten, die Zielpréazision iiberschreitenden, und dem nédchst groBeren Mittelwert und wird separat als

endgiiltiges Ergebnis aufgefiihrt.
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2.8.6.5 PCR Verfahren

Link Funktionen (z.B. Probit/Log, Logit/Log, Log/Log oder Komplementir Log/Log) sind mathematische
Datentransformationsmodelle, welche z.B. verwendet werden, um binomiale Entscheidungsdaten zu analy-
sieren (Daten bei denen nur zwei Ergebnisse moglich sind: 0 oder 1) und wurden in der Form der Probit
Analyse zum ersten Mal 1934 von Chester Bliss beschrieben [Bliss, 1934]. Die Verwendung dieser Modelle
ermdglicht die Umwandlung nicht-linearer Daten in eine Gerade, welche anschlieBend mit linearer Regres-
sion analysiert werden kann. Typische Anwendungsbereiche der Probit-, Logit-, Log- oder Komplementé-
ren Log Regression finden sich z.B. in der PCR (Ermittlung der Nachweisgrenze als 95% Probit), da Ver-

diinnungsreihen hier in der Regel nicht linear sind.

Zur Bestimmung der Nachweisgrenze mit diesem Modul werden serielle Verdiinnungen der zu analysieren-
den Proben mit Mehrfachanalyse bestimmt und fiir jeden Konzentrationsbereich die Anzahl der positiven
Ergebnisse und die Anzahl der Replikate festgehalten. Fiir die Berechnungen stehen mehrere lineare Trans-
formationsmodelle zur Auswahl. Die Vorgehensweise zur Berechnung der Probits stiitzt sich iiberwiegend
auf die von Finney und Stevens beschriebenen Verfahren [Finney, 1971; Finney & Stevens, 1948]. Fiir die
restlichen Link Funktionen werden die von Nelder und Wedderburn [Nelder & Wedderburn, 1972; Fox,
1997] beschriebenen Methoden eingesetzt. Die grafische Abbildung der Ergebnisse erfolgt in Form eines
Streudiagramms, in dem die linear transformierten Detektionswahrscheinlichkeiten den Logarithmen der
Konzentrationen gegeniibergestellt werden. In einem zweiten Streudiagramm werden die Detektionswahr-

scheinlichkeiten den Konzentrationen gegeniibergestellt (Abb. 2.42, 2.43).
Statistik:

e Chi-Quadrat Anpassungstest (engl. ,,Goodness of fit test)

Der Chi-Quadrat Anpassungstest wird durchgefiihrt, um die Eignung des Transformationsmodells fiir

die vorliegenden Daten zu iiberpriifen und wird folgendermafien aus beobachteten Werten X, und er-

warteten Werten X, berechnet [Sheskin, 2007]:

2 (XB_XE)Z
X :ZX—

E

Die erwarteten Werte lassen sich aus den linear transformierten Detektionswahrscheinlichkeiten X

trans

(s. ndchsten Abschnitt) und den Koeffizienten der Regressionsgleichung wie folgt bestimmen:
X — IO(XMMS_b)/a
E
Der p-Wert wird mit der Excel Funktion ,,CHITEST* berechnet. Ein p-Wert > 0,05 gilt als Hinweis da-

fiir, dass das Modell geeignet ist.
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Nachweisgrenze

Fiir die Berechnung der Nachweisgrenze wird zuerst eine lineare Transformation der Daten mit Hilfe

des gewihlten Modells durchgefiihrt:
a.) Probit/Log [Fertala, 2003]

Detektionswahrscheinlichkeiten werden mit Hilfe der Umkehrfunktion der kumulierten Verteilungs-

funktion der standardisierten Normalverteilung in Probits umgewandelt:

F(a+ fx,) = I“ﬁ f(2)dz
f(2): Dichtefunktion von z

Fiir die Berechnung wird die Excel Funktion ,,STANDNORMINV* verwendet.

Konzentrationen werden logarithmisch transformiert.

b.) Logit/Log [Fertala, 2003]

Detektionswahrscheinlichkeiten 7z, werden folgendermaflen mit dem Naturallogarithmus trans-

formiert:

T
a+bx, =In——
_72’-1‘

Konzentrationen werden logarithmisch transformiert.

¢.) Log/Log [Fox, 1997]

Detektionswahrscheinlichkeiten 7, werden wie folgt logarithmisch transformiert:
a+bx, =log(r,)

Konzentrationen werden logarithmisch transformiert.
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d.) Komplementdr Log/Log [Fox, 1997]

Detektionswahrscheinlichkeiten 77; werden mit dem Naturallogarithmus transformiert:

a+bx, :ln;
-7,

7T . Detektionswahrscheinlichkeit

Konzentrationen werden logarithmisch transformiert.

Beispiel
Rohdaten

Kopien/PCR Positive Ergebnisse Replikate

0,02 1 100
0,05 5 100
0,08 10 100
0,12 15 100
0,16 20 100
0,27 30 100
0,41 40 100
0,61 50 100
0,92 60 100
1,41 70 100
2,34 80 100
4,69 90 100
8,34 95 100
24,5 99 100
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Grafische Darstellung
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Abb. 2.42:  Lineare Transformation nichtlinearer Daten — Probit Modell. Probits der Detektionswahrschein-
lichkeiten werden den Logarithmen der Konzentrationen gegeniibergestellt. Detektionswahr-
scheinlichkeiten werden fiir jeden Konzentrationsbereich als (Pos. Ergebnisse) / (Wiederholmes-
sungen) errechnet.
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Abb. 2.43: Nachweisgrenze fiir PCR Verfahren. Die Detektionswahrscheinlichkeiten werden den Konzent-
rationen gegeniibergestellt. Als Nachweisgrenze gilt die Konzentration, bei der eine Detektions-
wahrscheinlichkeit von 0,95 Probit vorhanden ist (rot gestrichelte Linie). 137



Statistik

STATISTIK
Konzentrationsbereiche: 14
Replikate: 1400
Datentransformation: Probit/Log
Chi-Quadrat Anpassungstest (p-Wert): 1,0000 (a = 0.05; df = 13)
Transformationsmodell geeignet? Ja
Detektionswahrsch. = 0 ersetzt durch: -
Detektionswahrsch. = 1 ersetzt durch: -
Nachweisgrenze (95% Probit) 8,10

Die Zuverléssigkeit des Ergebnisses hdngt prinzipiell von einer geeigneten Datentransformation ab, weswe-
gen der Chi-Quadrat Anpassungstest durchgefiihrt und ausgewertet wird. Sollte sich das eingesetzte Trans-
formationsmodell als ungeeignet erweisen, so ist das Ergebnis in seiner Giiltigkeit dementsprechend einge-
schrankt. Detektionswahrscheinlichkeiten von 0 und 1 ergeben Probits von respektive -co und +oo [Neu-
mann, 1968] und konnen daher nicht in die Berechnung einflieBen. Um diese Werte dennoch nicht verwer-

fen zu miissen, werden diese mit respektive 0,01 und 0,99 ersetzt.

2.8.7  Analytische Spezifitdt

Abacus enthidlt zwei Moglichkeiten, die Spezifitit eines Messverfahrens zu iiberpriifen. Es kann das Aus-
malf der Interferenz einer Storgrofe in einer Probe bestimmt werden. In diesem Fall wird iiberpriift, ob die
StorgroBle in der vorgegebenen Konzentration einen signifikanten Messfehler hervorruft. Es kann auch eine
konzentrationsabhéngige Interferenz ermittelt werden, bei der iiberpriift wird, ab welcher Konzentration der
Storkomponente die Schwelle eines klinisch signifikanten Messfehlers iiberschritten wird. Die Berechnun-

gen folgen den Empfehlungen der CLSI [NCCLS EP07-A, 2002].

2.8.7.1 Interferenz in einer Probe bestimmen (CLSI EP07-A)

Zur Bestimmung der analytischen Interferenz in einer Probe wird der zu untersuchenden Probe eine vorge-
gebene Konzentration der potentiellen Storsubstanz zugesetzt. Der Einfluss auf das Messergebnis wird
durch Mehrfachanalyse der beiden Proben untersucht. Die Zusammenfassung der Ergebnisse erfolgt tabella-

risch.

138



Statistik:
e Mindestprobenzahl

Die kleinste  bendtigte  Probenzahl n  unter  Zugrundelegen einer  vorgegebenen
Irrtumswahrscheinlichkeit hdangt davon ab, ob eine potentielle Interferenz nur in eine oder in beide

Richtungen stattfinden kann (ein- bzw. zweiseitige Fragestellung), wie grof3 die Standardabweichung s

des Verfahrens ist und wie hoch die Schwelle des klinisch signifikanten Fehlers d__  ist. Nach Eingabe

dieser Werte wird die Mindestprobenzahl nach folgender Formel berechnet [Desu & Raghavarao,

1990]:

a.) Einseitige Fragestellung

2
n—2x (Zgoay + Z0-p))S
d

max

Z(_g - Quantil der Standardnormalverteilung bei einer falsch-positiven Irrtumswahrscheinlichkeit

von (a)

Zq_p ¢ Quantil der Standardnormalverteilung bei einer falsch-negativen Irrtumswahrscheinlichkeit

von 0,05

b.) Zweiseitige Fragestellung

Fir die zweiseitige Fragestellung wird z, ,, mit z,, ,,, ersetzt:

(z,_ +2z, )8 ’
I’l=2>< (1-a/2) (1-5)
d

max

e Mittelwert, Standardabweichung und Variationskoeffizient der Ergebnisse der Mehrfachanalysen der

beiden Proben werden berechnet.

e Die Interferenz wird als Differenz der Mittelwerte der Test- und Kontrollprobe berechnet:
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di = xTest - xKontmlle

e Der Vertrauensbereich fiir die Interferenz d, wird folgendermaBen ermittelt:

2s?
d, Tlaionn X
n

o p-Wert

Um die beiden Mittewerte miteinander zu vergleichen, wird ein gepaarter t-Test durchgefiihrt. Der p-

Wert wird mit der Excel Funktion ,,TTEST* ermittelt.

Beispiel
Rohdaten

Kontrollprobe Testprobe

1,49 5,25

1,42 5,41

1,55 5,34

1,55 5,34

1,55 5,34
Statistik

STATISTIK
Kontrollprobe Testprobe

StorgroBe: Cephaloxin
Konzentration: 10 pg/l
Min. Probenanzahl: 6
n: 6
Mittelwert: 1,51 5,34
Standardabweichung: 0,06 0,06
Variationskoeffizient: 3,8% 1,1%
Interferenz: 3,82
Vertrauensintervalle: 3,68 bis 3,96
p-Wert: < 0,0001

Name und Konzentration der untersuchten Storgréfle werden zusammen mit der direkt in der Eingabe-
maske errechneten Mindestprobenzahl und der tatsdchlich untersuchten Probenzahl dargestellt. Somit
stehen die Grundgegebenheiten des Experiments fest. AnschlieBend werden die berechneten Kenngro-

Ben fiir die Kontrollprobe und die Testprobe im Direktvergleich in zwei Spalten gegeniibergestellt, wo-
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nach die Interferenz zusammen mit dem Konfidenzintervall und schlieBlich der p-Wert angegeben wer-

den.

2.8.7.2 Konzentrationsabhéngige Interferenz (CLSI EP07-A)

Zur Bestimmung der konzentrationsabhdngigen analytischen Interferenz werden den zu untersuchenden
Proben systematisch potentielle Storsubstanzen zugesetzt und dann die Abhéngigkeit der Resultate von den
Interferenten untersucht. Alle Proben werden in Mehrfachbestimmung analysiert. Anhand des passenden
Regressionsmodells wird die maximale Storgrof3enkonzentration ermittelt, bei der die vorgegebene Anfor-
derung an den maximal zuldssigen Messfehler eingehalten wird. Fiir die grafische Zusammenfassung der
Ergebnisse wird der konzentrationsabhingige Effekt der StorgroBe den untersuchten StérgrofSenkonzentrati-

onen gegeniibergestellt (Abb. 2.44 und 2.45).

Statistik:
e Maximale Storgroflenkonzentration

Die maximale StorgréBenkonzentration ist die Konzentration der Storgrofie, bei der das Messergebnis
einen klinisch noch nicht-signifikanten Fehler aufweist. Sie wird, je nachdem ob eine lineare oder nicht-

lineare Abhéngigkeit der Variablen vorliegt, unterschiedlich berechnet.
a.) Lineare Abhdngigkeit zwischen Storgrofienkonzentration und Effekt

Bei einer linearen Abhédngigkeit zwischen Storgroflenkonzentration und Effekt wird die Storgrofien-

konzentration d _, bei dem maximal zuldssigen Effekt AX anhand der linearen Regressionsglei-

chung y = a + bx ermittelt:

_(AX —a)

max b

b.) Nichtlineare Abhdngigkeit zwischen Storgrofienkonzentration und Effekt

Besteht eine nichtlineare Abhéngigkeit zwischen der Storgroenkonzentration und dem Effekt, so

wird die maximale StorgroBenkonzentration durch Losen der quadratischen Gleichung

ax® +bx +c =0 wie folgt berechnet:

J - (—b+\/b2 —4c><(a—AX))

max
2c
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Beispiel

Rohdaten

Lineare Abhdngigkeit (Abb. 2.44)

Kontrollprobe Probe 1

5,12
5,25
5,44
5,11
5,20

13,85
14,22
14,99
15,33
14,02

Grafische Darstellung

45 5

40

35 1

30 1

25 4

Effekt

20 A

15 1

Probe 2 Probe 3

26,85
28,05
27,92
26,88
28,10

40,25
41,41
42,70
42,08
43,55

Nichtlineare Abhdngigkeit (Abb. 2.45)

5,12
5,25
5,44
5,11
5,20

Kontrollprobe Probe 1
10,24
10,50
10,88
10,22
10,40

Probe 2 Probe 3

20,48
21,00
21,76
20,44
20,80

40,96
42,00
43,52
40,88
41,60

Abb. 2.44:

Storgrofbenkonzentration

8 10

12 14

Klinisch signifikanter Fehler

16

18

Analytische Spezifitit — Konzentrationsabhidngige Interferenz (lineare Abhéngigkeit). Der Ef-
fekt der unterschiedlichen Storgréfienkonzentrationen wird den einzelnen Storgroflenkonzentra-
tionen gegeniibergestellt. Die rot gestrichelte Linie identifiziert die Konzentration der Storgrofe,
ab der ein klinisch signifikanter Effekt erreicht wird.
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Effekt

1] T T T T — T T |
2 4 B a 10 12 14 1B 18

Stargrofenkonzentration
------- Klinisch signifikanter Fehler

Abb. 2.45:  Analytische Spezifitidt — Konzentrationsabhédngige Interferenz (nichtlineare Abhéngigkeit). Der
Effekt der unterschiedlichen Storgro3enkonzentrationen wird den einzelnen Storgrofenkonzent-
rationen gegeniibergestellt. Die rot gestrichelte Linie identifiziert die Konzentration der Storgro-
e, ab der ein klinisch signifikanter Effekt erreicht wird.

Statistik
Lineare Abhdngigkeit:
STATISTIK
Messverfahren: Immunologie
StorgroRe: Cephaloxin
Pools: 3
Wiederholungen: 5
Klinisch signifikanter Effekt: 25,00
Max. StorgroRenkonzentration: 10,80
Pool StorgroRenkonzentration Effekt
1 5,00 9,26
2 10,00 22,34
3 15,00 36,77
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Nichtlineare Abhdingigkeit:

STATISTIK
Messverfahren: Immunologie
StorgroRe: Cephaloxin
Pools: 3
Wiederholungen: 5
Klinisch signifikanter Effekt: 25,00
Max. StorgroBenkonzentration: 12,54
Pool StorgroRenkonzentration Effekt

1 5,00 5,22

2 10,00 15,67

3 15,00 36,57

StorgroBen, die ein nichtlineares Storverhalten aufweisen, unterscheiden sich beziiglich der Statistik
nicht von denen mit einem linearen Storverhalten. Lediglich die Berechnung der maximalen, noch keine
signifikante Stérung verursachenden StorgroBenkonzentration, wird unterschiedlich durchgefiihrt. Die
Grundgegebenheiten des Experiments werden in Form von Messverfahren, Name der untersuchten
Storgrofe, Anzahl der Probenpools und Anzahl der Wiederholmessungen pro Konzentrationsbereich
festgehalten. Der klinisch signifikante Effekt wird im Vorfeld definiert und in die Eingabemaske einge-
tragen. Die maximale Storgroenkonzentration wird als diejenige Konzentration definiert, bei welcher
noch kein klinisch signifikanter Effekt erwartet wird. Um einen besseren Eindruck iiber die konzentrati-
onsbedingte Storanfilligkeit des Verfahrens zu vermitteln, werden die unterschiedlichen StorgroBen-
konzentrationen den jeweiligen Storeffekten gegeniibergestellt. Werte, die den zuldssigen Effekt tiber-

schreiten, werden rot markiert.

2.8.8 Wiederfindungsrate
Dieses Modul ermittelt die mittlere Wiederfindungsrate anhand eines Zudosierungs- oder Aufstockungsex-

periments. Dazu werden einer Leerprobe (oder einer tiblichen Probe) unterschiedliche Mengen der zu unter-
suchenden Substanz zugesetzt. Anschliefend werden alle Proben mehrfach analysiert und die Differenz
zwischen den erwarteten und den wahrgenommenen Werten der Proben berechnet [Kromidas, 1999]. Die
grafische Abbildung der Ergebnisse erfolgt als Streudiagramm, in dem die Wiederfindungsrate (%) den
Konzentrationsbereichen der zugesetzten Substanz gegeniibergestellt wird. Die mittlere Wiederfindungsrate,
deren Vertrauensintervall und die Unrichtigkeitsanforderung werden ebenfalls in dem Diagramm abgebildet

(Abb. 2.46).
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Statistik:

e Die Wiederfindungsrate jeder Probe errechnet sich als das Verhéltnis der Differenz zwischen dem ge-

messenen Wert der aufgestockten Probe X ; und der Konzentration der Kontrollprobe X, zu der

Konzentration der zugesetzten Substanz X , :

= W =X) 10004

Z

e Das Vertrauensintervall der Wiederfindungsrate wird aus der mittleren Wiederfindungsrate W und der

Standardabweichung der Wiederfindungsraten s, berechnet:

W+t

Sy
(a/2,n-1) /\/_
n

Beispiel
Rohdaten

Kontrollprobe Probe1 Probe2 Probe3

5,02 15,22 26,85 40,05
5,25 15,45 25,22 41,15
5,44 15,35 24,56 39,99
5,11 15,77 25,11 40,11
4,98 15,15 24,98 41,55
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Grafische Darstellung
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Abb. 2.46:  Wiederfindungsrate. Individuelle und mittlere Wiederfindungsraten werden fiir jeden Konzentra-
tionsbereich der zugesetzten Substanz abgebildet. Das Vertrauensintervall der mittleren Wieder-
findungsrate aller Konzentrationsbereiche wird als blaue gestrichelte Horizontale, die maximal
zulédssige Unrichtigkeit als rot gestrichelte Horizontale dargestellt.

Statistik
STATISTIK
Konzentrationsbereiche: 4
Wiederholungen / Konzentrationsbereich: 5
Max. Unrichtigkeit: +10%
Mittlere Wiederfindungsrate: 101,5%
Vertrauensintervall: 99,6% bis 103,3%
Probe Konzentrationsbereich Mittlere Wiederfindungsrate

1 10 102,3%

2 20 100,9%

3 35 101,2%

Die Verfahrensunrichtigkeit ldsst sich als (Wiederfindungsrate-100) errechnen und kann auf diese Wei-
se ganz einfach mit der Unrichtigkeitsanforderung verglichen werden. Die Gegeniiberstellung der Kon-
zentrationsbereiche mit der jeweiligen mittleren Wiederfindungsrate ermdglicht die Identifizierung
moglicher problematischer Bereiche und iibermittelt einen schnellen Eindruck iiber die Verfahrensleis-

tung bei unterschiedlichen Analytenkonzentrationen.
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2.8.9 Verschleppung

Nach DIN 58936-2 wird Verschleppung definiert als "Ubertragung von Probenbestandteilen zwischen ver-

schiedenen Proben oder die unbeabsichtigte Ubertragung von Reagenzien auf die Proben" [DIN 58936-2,

2000]. Zur Berechnung der Verschleppung werden eine hohe und eine niedrige Probe bendtigt [ Ambruster

& Alexander, 2006]. Die Proben werden nach folgendem Schema analysiert, wobei "H" fiir die hohe und

"L" fiir die niedrige Probe steht:

HI1, H2, L1, L2, L3, H3, H4, L4, LS5, L6, H5, H6, L7, L8, L9, H7, HS, L10, L11, L12, H9, H10, L13, L14,

L15

Die Ergebnisse werden tabellarisch zusammengefasst. Die Berechnungen werden nach Empfehlungen von

Haeckel durchgefiihrt [Haeckel, 1988; Haeckel 1993].

Statistik:

Maximal zulédssige Verschleppung:

Die fiir das Verfahren maximal zuldssige Verschleppung ergibt sich aus der benutzerdefinierten Anzahl

der fiir das Verfahren maximal zuldssigen Standardabweichungen s, (Standardwert = 2) und der Stan-

dardabweichung der Proben L3, L6, L9, L12 und L15 (s, ):

Vmax = Sde_»f x SL

Berechnete Verschleppung:

Die berechnete Verschleppung errechnet sich aus der Differenz zwischen dem Mittelwert der Proben
(L1,L4,L7,L10,L13) ZA und dem Mittelwert der Proben (L3, L6, L9, L12, L15) ZB :

V=L,-L,

Auswertung

Das Experiment gilt als bestanden, wenn die berechnete Verschleppung kleiner als die zuldssige Ver-

schleppung ist.
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Beispiel
Rohdaten

Die Messwerte werden direkt in die Eingabemaske eingetragen:

Verschleppung m
— Werke
HL | 24 Hz | 29
L1 I 1,3 Lo I 1,2 L3 1,2 fbbrechen
H3 | &4 He | & HiFe
L4 | L3 s | L1 L& | 1,2
HS 2,5 He 24
7 | L2 Lz | 11 o | Lt
H7 I <6 Ha I 4%
Lo | L4 L1 | L2 Lz | 1.3
Ha | 28 Hio | 28
Lz | L3 Lig | L2 s | L2
H: Probe mit hoher Konzentration
L: Probe mit niedriger Konzentrakion
Statistik
H4 H; L L2 Ls
2,2 2,3 1,3 1,2 1,2
H3 H4 L4 L5 LG
2,4 2,3 1,3 1,1 1,2
H5 Hs L7 La L9
2,5 2,4 1,2 1,1 11
H7 Hs L1o L14 L1z
2,6 2,4 1,4 1,2 1,3
Hg H1o L13 I-14 I-15
2,6 2,6 1,3 1,2 1,2
Max. zuldssige Verschleppung: 0,14
Berechnete Verschleppung: 0,10
Experiment bestanden? Ja
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Fiir die statistische Zusammenfassung werden die einzelnen Messergebnisse in fiinf Reihen mit jeweils
zwei hohen (H;) und drei niedrigen Konzentrationen (L;) dargestellt. Bei ndherer Betrachtung der jewei-
ligen H/L; Schnittstellen wird der Effekt einer eventuellen Verschleppung sofort ersichtlich, da in sol-
chen Fillen die niedrige Konzentration unmittelbar nach einer hohen Konzentration erhéht ist und die
darauffolgenden zwei Werte fortwidhrend abfallen. Die Auswertung beruht auf dem Vergleich zwischen
der anhand von Benutzerangaben errechneten maximal zuldssigen Verschleppung mit der berechneten

Verschleppung.

2.8.10 Six Sigma
Das Sigma-Niveau ist eine universelle Messmethode, mit der u.a. festgestellt werden kann, wie gut ein be-

stimmtes Messverfahren funktioniert und somit den Erwartungen bzw. Qualititsvorgaben entspricht. Wer-
den die Qualititsvorgaben z.B. zu 31% verfehlt, spricht man von einem Sigma-Niveau von zwei. Werden
die Qualitdtsvorgaben jedoch zu 93,3% erfiillt, spricht man von drei Sigma [Gygi et al., 2005]. Im klini-
schen Labor sollten Methoden mit einem Sigma-Niveau von unter drei nicht in der Routine eingesetzt wer-

den [Westgard, 2006].

Die fiir die Berechnungen benétigten Daten werden direkt in die Eingabemaske eingegeben und schlieen
sowohl die Gesamtfehleranforderung als auch Variationskoeffizient und Unrichtigkeit des Verfahrens ein.
Wahlweise kann die Gesamtfehleranforderung durch Eingabe der maximal zuldssigen Unrichtigkeit und der
maximal zuldssigen Unprizision berechnet werden. Sind Ordinatenabschnitt und Steigung der mit einem
Methodenvergleich ermittelten Regressionsgleichung bekannt, so kann durch Eingabe dieser Parameter und
des klinischen Entscheidungswertes die Verfahrensunrichtigkeit berechnet werden. Alle Berechnungen
werden nach Vorgaben von Westgard durchgefiihrt [Westgard, 2006]. Die grafische Darstellung erfolgt in
Form eines MEDx (,,Method Decision Evaluation Chart) Plots [Westgard, 1995] (Abb. 2.47).

Statistik:
e Sigma Statistik

Die Sigma Statistik o wird aus der Verfahrensunrichtigkeit UR(%), der Unprézision VK (%) und der

Gesamtfehleranforderung TE berechnet:

. _TE,~UR%)
VK (%)
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Die Gesamtfehleranforderung 7E (%) kann direkt eingegeben oder berechnet werden. Die Berechnung
erfolgt nach der Formel TE, =2xVK (%), + UR(%), (TE,: max. Gesamtfehler, VK (%), : Max. zu-

lassige Unprazision, UR(%),, : Max. zuldssige Unrichtigkeit).

Sind Ordinatenabschnitt a und Steigung b der mit einem Methodenvergleich ermittelten Regressions-

gleichung bekannt, so kann die Verfahrensunrichtigkeit mit Hilfe des klinischen Entscheidungswertes

X ¢ berechnet werden:

(OxXyp)+a)— Xy,

UR(%) =
XKE

x100%

Sigma Grenzen

Fiir die Berechnung der einzelnen Sigma Grenzen o; wird die Unrichtigkeitsanforderung konstant ge-

halten. Die Grenzwerte ergeben sich demzufolge aus der Gesamtfehleranforderung 7E, und dem

Grenzindex i gemal der Formel:
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Beispiel
Rohdaten

Die Werte werden direkt in die Eingabemaske eingegeben:

Six Sigma 3

— Spezifikationen

Ik

er Ak
I Klinische Chemig| j

Abbrechen

Pararneker

| Hbalc j HilFe

Einheiten Material

I a, | | EDTA Elut -

Reagenzcharge Kontrollcharge

Kommentar

— Zielwertvorgaben

* Eingab Mai. zuldssiger I 1z
Ve Gesamtfehler%s):

Suchen, ., |

r BEr’E[hnung [Ma, zuléssige I
Unrichitigheit (%)

Max, zulassige I
Inpr&zision [

— Prazision
Yatiationskoeffizient (%] I 1,8
— Richtigkeit
" Eingabe Unrichtigheitizs): | 3,99
' Berechrung  Achsenabschnitt {a): I o111
Steigung (B I 0,973
klinischer Enkscheidungswert: I 7
Suchen. .. |
— Zeitraurm
Zeitraum: |24.1u.2mnj bis |24.1n.2n1uj
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Grafische Darstellung
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Abb. 2.47:  MEDx Plot. Unrichtigkeit und Unprizision des Verfahrens werden in einem Punkt (,,Ist-
Zustand®; engl. ,,Operating Point*) zusammengefasst und gemeinsam mit den Sigma Grenzen
aufgetragen. Liegt der Punkt mindestens innerhalb der 3-Sigma Grenze (der durch X-Achse, Y-
Achse und orange Geraden definierte Bereich), so wird von einer akzeptablen Messqualitdt aus-

gegangen.
Statistik
STATISTIK
Maximal zuldssiger Gesamtfehler: +12%
Unrichtigkeit: 1,1%
Prazision: 1,8%
Sigma Statistik: 6,0
Sigma Grenzen
6-Sigma: 2,0%
5-Sigma: 2,4%
4-Sigma: 3,0%
3-Sigma: 4,0%
2-Sigma: 6,0%

Die tabellarische Zusammenfassung beinhaltet neben der Qualitdtsanforderung fiir den Gesamtfehler
auch die Komponenten der Sigma Statistik, ndmlich Unrichtigkeit und Prézision des Verfahrens. Um
einen Eindruck iiber die bei konstanter Unrichtigkeit zuldssige Unprézision fiir Sigma Grenzen zwi-
schen 2 und 6 zu vermitteln, werden die einzelnen Sigma Grenzen den entsprechenden Prizisionsanfor-
derungen gegeniibergestellt. Im obigen Beispiel wire daher, bei einer Unrichtigkeit von 1,1% eine

Unprézision von hochstens 4,0% zuldssig, um die Mindestanforderung von 3-Sigma zu erfiillen. Dem-
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nach steigt, bei gleichbleibender Unrichtigkeit, der Sigma Wert im direkten Verhéltnis zu einer abneh-

menden Unprézision.

2.8.11 ROC Analyse
Die ROC Analyse beschreibt den Zusammenhang zwischen den richtig-positiven Ergebnissen unter

erkrankten Probanden und den falsch-positiven Ergebnissen unter gesunden Probanden. Erstellt wird die
ROC Kurve durch die grafische Darstellung mehrerer Datenpaare von Sensitivitdt und Spezifitit mit
variierenden Schwellenwerten (Abb. 2.48). Ein perfekt diskriminierender Test wiirde eine ROC Kurve
liefern, welche an der linken oberen Seite verlaufen wiirde. Ein vollig uninformativer Test wiirde eine

Kurve entlang der Diagonalen liefern [Metz, 1978; Zweig & Campbell, 1993].

Statistik:

Die diagnostische Wertigkeit eines Tests wird anhand einer Reihe von Bayesschen Kenngréflen beschrieben
[Tierny et al., 1997]. Ausgangspunkt hierfiir sind die Anzahl der richtig- und falsch-positiven (TP und FP
respektive) bzw. richtig- und falsch-negativen (TN und FN respektive) Ergebnisse. Um die unterschiedli-

chen Berechnungen besser darlegen zu konnen, wird an dieser Stelle eine 2 X 2 Kontingenztafel benutzt:

Testergebnisse Diagnose
Positiv Negativ Gesamt
Positiv A B AR
Negativ C D D
Gesamt A+C B+D N
e AUC:

"Area under the Curve" (AUC) beschreibt die Flache unter der Kurve. Dieser Wert kann maximal 1
sein, welches eine 100%-ige Diskrimination zwischen Kranken und Gesunden reflektieren wiirde.
Der kleinstmogliche Wert ist 0,5. In diesem Fall hat der Test eine 50%-ige Diskriminationsfahigkeit
zwischen Kranken und Gesunden, was einem gewohnlichen Raten entsprechen wiirde. Fiir die
Berechnung wird die Trapezregel nach Fawcett [2006] verwendet:

AUC =" (x; = x,) %y,

i=2
e Das Vertrauensintervall der AUC wird nach Hanley undMcNeil [1982] berechnet. Die Berechnung

basiert auf die nichtparametrische Wilcoxon Statistik und wird mit Hilfe der Flidche unter der Kurve

(AUC), der positiven (Pos) und der negativen (Neg) Ergebnisse folgendermalien durchgefiihrt:

153



AUC+ \/AUC(I — AUC) + (Pos —1)(Q, — AUC?) + (Neg —1)(Q, — AUC?)
Pos x Neg

Die Kenngrofen Q1 und Q2 werden geméf

AUC
0 ="
(2—-A4UC)
und
247
Q==
(1+AUC)
berechnet.

Die Berechnung der Prdvalenz (die Wahrscheinlichkeit einer Krankheit innerhalb der Population -
auch "Vortest-Wahrscheinlichkeit" genannt), der Sensitivitdt mit Vertrauensintervall (die
Wahrscheinlichkeit eines positiven Testergebnisses unter Kranken) und der Spezifitit mit
Vertrauensintervall (die Wahrscheinlichkeit eines negativen Testergebnisses unter Gesunden)
wurde bereits beschrieben. Dies gilt auch fiir die Berechungen des positiven Vorhersagewertes (die
Wabhrscheinlichkeit krank zu sein, falls ein positives Testergebnis vorliegt), des negativen
Vorhersagewertes (die Wahrscheinlichkeit gesund zu sein, falls ein negatives Testergebnis vorliegt)
und der Effizienz (der Anteil positiver Testergebnisse bei Kranken und negative Testergebnisse bei

Gesunden) (s. Abschnitt 2.8.3.7.1 — Qualitativ mit bekannter Diagnose).

Likelihood Ratio Neg. (LR"):

Der ,,Likelihood Ration Negative wird definiert als der Quotient (/-Sensitivitdt)/Spezifitdit. Er gibt
die Wahrscheinlichkeit an, ein negatives Testergebnis bei einer gesunden Person zu finden im
Verhiltnis zur Wahrscheinlichkeit, ein positives Testergebnis bei einer gesunden Person zu finden.

Berechnet wird dieser wie folgt:

-(5e)
IR - A+C

b
(B+ D)
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Likelihood Ratio Pos. (LR"):
Der ,,Likelihood Ratio Positive* wird definiert als der Quotient Sensitivitdt/(1-Spezifitdt). Er gibt die
Wabhrscheinlichkeit an, ein positives Testergebnis bei einer kranken Person zu finden im Verhéltnis

zur Wahrscheinlichkeit, ein negatives Testergebnis bei einer kranken Person zu finden und wird

gemil
A
IR AtC)
-2
(B+D)
berechnet.

Pritest-Odds (PTO):
Pritest-Odds ist gleich Pravalenz wie folgt umgerechnet in Odds:
Odds = Wahrscheinlichkeit / (1-Wahrscheinlichkeit) gemal der Formel

(A+C)

N
PTO=—""—
NNV EYe)

1
N

Pritest-Wahrscheinlichkeit (PTP)
Die Pritest-Wahrscheinlichkeit ist in diesem Zusammenhang gleichzusetzen mit der Privalenz und
berechnet sich wie folgt:

prp=479

Posttest-OddsPos (PostTO):

Die Wabhrscheinlichkeit einer Erkrankung bei einem positiven Testergebnis im Verhéltnis zur
Wabhrscheinlichkeit, dass die Erkrankung nicht vorhanden ist bei einem positiven Testergebnis, in
Odds ausgedriickt. Sie wird berechnet als:

PostTO = PTOx LR

Posttest-Wahrscheinlichkeit (PostTP):
Die Wabhrscheinlichkeit einer Erkrankung bei einem positiven Testergebnis im Verhéltnis zur
Wahrscheinlichkeit, dass die Erkrankung nicht vorhanden ist bei einem positiven Testergebnis.

Diese errechnet sich wie folgt:
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PostTO
(1+ PostTO)

PostTP =
e (dds Ratio (OR):

Der Odds ratio driickt das Verhéltnis zweier Odds aus. Da die Odds Ratio ein Verhéltnis beschreibt,

bedeutet ,,kein Unterschied eine Odds Ratio von 1. Ein Wert groler als 1 beschreibt ein Risiko fiir

ein Ereignis, ein Wert kleiner als 1 beschreibt einen ,,Schutz vor einem Ereignis. Die Berechnung

lautet:
R PTO
PostTO
Beispiel

Rohdaten

P 340,3 P 161 P 127 P 91 P 87 P 82
P 325 P 159 P 126 P 91 P 87 P 82
P 323 P 158 P 126 P 91 P 87 P 82
P 319 P 157 P 125 P 91 P 87 P 82
P 313 P 156 P 125 P 91 P 87 P 82
P 312 P 155 P 124 P 91 P 87 P 82
P 292 P 154 P 124 P 91 P 87 P 81
P 276 P 154 P 124 N 91 P 87 P 81
P 266 P 153 P 124 N 91 P 86 P 81
N 265 P 152 P 123 P 90 P 86 P 81
P 251 P 152 P 123 P 90 P 86 P 81
P 216 P 151 P 122 P 90 P 86 P 81
P 215 P 149 P 122 P 90 P 86 P 81
P 213 P 148 P 95 P 90 P 86 P 81
P 211 P 146 P 95 P 90 P 86 P 81
P 205 P 144 P 95 P 90 P 86 P 81
P 195 P 140 P 95 P 90 N 86 P 80
P 194 P 139 P 95 P 90 P 85 P 80
P 192 P 139 P 95 P 90 P 85 P 80
P 192 P 136 P 94 P 90 P 85 P 79
P 191 P 136 P 94 N 90 P 85 P 79
P 190 P 136 P 94 P 89 P 85 P 79
P 189 N 136 P 94 P 89 P 85 P 79
P 185 P 135 P 94 P 89 P 85 P 79
P 184 P 135 P 93 P 89 P 84 P 79
P 184 P 135 P 93 P 89 P 84 P 79
P 184 P 133 P 93 P 89 P 84 P 78
P 182 P 133 P 93 P 89 P 84 P 78
P 180 P 133 P 93 P 89 P 84 P 78
P 175 P 133 P 93 P 89 P 84 P 78
P 173 P 132 P 93 P 88 P 84 P 78
P 172 P 132 P 92 P 88 P 83 P 78
P 171 P 132 P 92 P 88 P 83 P 78
P 167 P 131 P 92 P 88 P 83 P 78
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Grafische Darstellung
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Abb. 2.48:

0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1
1-Spezifitat

ROC Kurve. Sensitivitdt wird bei unterschiedlichen Schwellenwerten gegen Spezifitit abgebil-
det. Die Trennschérfe eines Verfahrens geht aus dem Abstand der Kurve von der Diagonalen
hervor: Je groBer dieser Abstand ist und je ndher sich die Kurve am linken oberen Quadranten
befindet, desto besser ist die diagnostische Wertigkeit des Verfahrens. Liegt die Kurve auf der
Diagonale, so entspricht die Untersuchung einem blo3en Raten. Eine Kurve unterhalb der Dia-
gonale spricht fiir eine falsche Testauswertung.
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Statistik

STATISTIK

n: 914
AUC: 0,9 (0,8 bis 0,9)
Positiv: 812
Negativ: 102
Pravalenz: 88,8%

DIAGNOSTISCHE WERTIGKEIT
Cut-Off: 46
Sensitivitat: 82,4% (79,6% bis 84,9%)
Spezifitat: 82,4% (73,8% bis 88,5%)
Pos. Vorhersagewert: 97,4%
Neg. Vorhersagewert: 37,0%
Effizienz: 82,4%
Likelihood Ratio Pos. (LR+): 4,7
Likelihood Ratio Neg. (LR-): 0,2
Pratest-Wahrscheinlichkeit: 0,9
Posttest-Wahrscheinlichkeit (Pos): 0,9
Posttest-Wahrscheinlichkeit (Neg): 0,6
Pratest Odds: 8,0
Posttest Odds (Pos): 37,2
Posttest Odds (Neg): 1,7
Odds Ratio: 21,8

Im ersten Teil werden grundsétzliche statistische KenngroBen der ROC Analyse zusammengefasst: Die
Flache unter der Kurve (AUC = ,,Area under the curve®) ist ein Indikator der diskriminativen Fahigkeit
eines diagnostischen Tests und sollte so nahe wie mdglich an 1 sein. Je hoher dieser Wert ist, desto ho-
her sind die diagnostische Sensitivitit und Spezifitit. Die Anzahl der positiven und negativen Diagno-
sen liefern einen wertvollen Hinweis auf die Datenzusammenstellung. Die Pridvalenz bezieht sich auf
die Anzahl der positiven Diagnosen innerhalb des untersuchten Kollektivs und darf nicht mit der Popu-

lationsprévalenz verwechselt werden.

Im folgenden Teil wird die diagnostische Wertigkeit des Tests, bezogen auf das gewéhlte oder errechne-
te Cut-Off, zusammengefasst. Wenn die Option zur automatischen Berechnung des Cut-Offs gewéhlt
wurde, wird der Wert ermittelt, bei dem die Differenz zwischen Sensitivitdt und Spezifitit moglichst ge-
ring ist. Bei festgelegten Cut-Offs steigt die Sensitivitit immer auf Kosten der Spezifitit und umgekehrt.
Im letzten Teil wird eine Reihe der in der Evidenz basierten Medizin [Center for Evidence Based Medi-

cine, 2009] verbreiteter Kenngrofen aufgelistet.
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2.8.12  Qualitdtsmanagement

2.8.12.1 Auswertung von Qualititskontrolldaten (RiliBAK 2008)

Die aktuellen Richtlinien der Bundesédrztekammer zur Qualitétssicherung laboratoriumsmedizinscher
Untersuchungen sind nach einer Ubergangsfrist von zwei Jahren zum 1. April 2010 in Kraft getreten und
haben damit die bis dahin giiltigen Richtlinien von 2001 abgeldst. Eine maB3gebliche Verdnderung besteht
darin, dass die Berwertung eines Messverfahrens nicht mehr getrennt auf den systematischen und zufélligen
Fehler, sondern auf den Gesamtfehler bezogen wird. Geméf diesen Richtlinien muss nach Beendigung eines
Kontrollzyklus aus den Ergebnissen aller Kontrollprobeneinzelmessungen, die zur Freigabe des
Messverfahrens oder der Patientenergebnisse gefithrt haben, der relative quadratische Mittelwert der
Messabweichung (rOMA) errechnet und mit den Zielvorgaben der RiliBAK verglichen werden
[Bundesirztekammer, 2008]. Dieses Modul fiihrt die Berechung des #OMA auf RiliBAK-konforme Art und
Weise durch und bildet die Ergebnisse grafisch in Form einer Kontrollkarte ab (Abb. 2.49).

Statistik:

Fiir die Wahl eines Zielwertes bestehen drei Moglichkeiten:

a.) Fiir RiliBAK-pflichtige Parameter nach Tabelle B1 a bis ¢ (quantitative laboratoriumsmedizinische
Untersuchungen) sind bereits alle Werte fiir maximale »OMA eingepflegt. Diese werden dem ent-
sprechenden Parameter automatisch bei der Auswahl aus dem Menii in der Eingabemaske zugeord-

net.

b.) Laborinterne Fehlergrenzen: Fiir Messgroflen, die nicht in Tabelle B1 a bis ¢ aufgelistet sind, und
die voraussichtlich an mehr als 15 Tagen in drei Monaten bestimmt werden, miissen laborinterne
Fehlergrenzen ermittelt werden [Bundesirztekammer, 2008]. Parameter, flir die laborinterne Feh-
lergrenzen bestimmt wurden, werden automatisch abgespeichert und kénnen direkt aus dem ent-

sprechenden Menii in der Eingabemaske ausgewahlt werden.

c.) Herstellergrenzen: Es besteht auch die Moglichkeit, die Herstellergrenzen anzugeben und diese zur
Beurteilung heranzuziehen (z.B. wenn Analysen an weniger als 15 Tagen in drei Monaten durchge-

fiihrt werden oder fiir patientennahe Sofortdiagnostik mit Unit-use-Reagenzien).
e rOMA

Der rOMA ist ein MaB fiir die Streuung der Messwerte um den wahren Wert der Messgrofie und be-

rechnet sich aus dem Zielwert der Kontrollprobe x,und den Werten der Einzelmessungen x; gemal:

rOMA = A x100%
Xo
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n o (XI o

e (M4 Bereich

Der OMA Bereich wird in absoluten Werten ausgedriickt und beschreibt den Bereich, in dem Messwer-
te liegen diirfen, um die Anforderungen fiir den maximal zuldssigen rOMA zu erfiillen. Die Berechnung
dieses Bereiches erfordert zuerst die Umwandlung der rOMA Anforderung (rQMA,,.) in einen absolu-

ten Wert und danach das Hinzuzdhlen bzw. Abziehen vom Zielwert der Kontrollprobe (ZW):

N ZW xrQMA,_,
- 100

zw

e Beurteilung

Die RiliBAK Vorgaben gelten, je nach gewihltem Zielwert, als erfiillt, wenn der berechnete rQMA
kleiner als der maximal zuldssige rOMA ist, wenn der berechnete #QOMA innerhalb der laborinternen
Fehlergrenzen liegt oder wenn alle Kontrollprobenmesswerte innerhalb der angegebenen Hersteller-

grenzen liegen.

Beispiel
Rohdaten

Datum/Uhrzeit Cholesterin Kontrolle (H)

1.2.2011 09:54 246
2.2.2011 17:36 242
4.2.2011 01:18 239
5.2.2011 09:00 241
6.2.2011 16:42 242
8.2.2011 00:24 245
9.2.2011 08:06 246
10.2.2011 15:48 245
11.2.2011 23:30 239
13.2.2011 07:12 246
15.2.2011 22:36 248
17.2.2011 06:18 240
18.2.2011 14:00 249
19.2.2011 21:42 248
21.2.2011 05:24 238
22.2.2011 13:06 244
23.2.2011 20:48 244
25.2.2011 04:30 239
27.2.2011 19:54 246
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Grafische Darstellung
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Abb. 2.49:  Kontrollkarte nach RiliBAK 2008. Der zeitliche Verlauf der Messergebnisse wird in Form eines
Streudiagramms grafisch dargestellt. Der Zielwert der Kontrollprobe wird als durchgehende
blaue Linie dargestellt. Der maximal zulédssige relative quadratische Mittelwert der Messabwei-
chung (rQMA) und 2/3 des maximal zuldssigen rQMA werden als gestrichelte rote Linien darge-
stellt (falls die Herstellerangaben eingegeben wurden, werden diese stattdessen abgebildet).

Statistik

STATISTIK
n: 19
Messplatz: Klinische Chemie Gerat
Parameter: Cholesterin
Einheiten: mg/dl
Material: Serum
Auswertezeitraum: 01.02.2010 bis 27.02.2010 (27 Tage)
Kontrollprobe: K-123
Charge: 123-456
Messmethode: Photometrie
Zielwert: 245
Max. zuldssige rQMA: 7,00%
Max. zuldssiger QMA Bereich: 227,9 - 262,2
rQMA: 1,50%
RiliBAK Vorgaben erfiillt? Ja

Alle hier abgebildeten Angaben gehen aus den Anforderungen der RiliBAK 2008 zur Qualititssiche-

rung laboratoriumsmedizinischer Untersuchungen hervor.
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2.8.12.2 Berechnung laborinterner Fehlergrenzen (RiliBAK 2008)

Fiir MessgroBen, die nicht in Tabelle B 1 a bis ¢ der RiliBAK 2008 aufgefiihrt sind, aber voraussichtlich an
mehr als 15 Tagen in drei Monaten bestimmt werden, miissen laborinterne Fehlergrenzen ermittelt werden
[Bundesdrztekammer, 2008]. Hierzu wird fiir jede eingesetzte Kontrollprobe ein Kontrollprobenmesswert
pro Tag von mindestens 15 Tagen und langstens einem Kontrollzyklus ausgewéhlt, und anhand dieser Daten
die zuldssigen Fehlergrenzen berechnet. Ergebnisse der Wiederholmessungen werden als Streudiagramm

mit Messabweichungen gegen Tage dargestellt (Abb. 2.50).

Statistik:
e Laborinterne A

Dies ist die maximal zuldssige absolute Abweichung der Kontrollprobeneinzelmessung und berechnet
sich folgendermafen aus der empirischen Standardabweichung (s.,) und der systematischen Messab-

weichung der Kontrollprobenmessungen (J,):

_ 2 2 2
A =k x5, +0,,

k ist ein Erweiterungsfaktor fiir die Berechnung der laborinternen Fehlergrenze und wird per Konventi-

on auf 3 gesetzt.
e Max. rOMA

Um den maximal zuldssigen rOMA zu berechnen, wird A, als Prozentsatz des Kontrollprobenzielwer-

tes ausgedriickt:
OMA_, B x100%
r ==
T Zw ’

e Laborinterne Fehlergrenzen

Die laborinternen Fehlergrenzen werden durch Addition bzw. Subtraktion des A.x zu bzw. von dem

Kontrollprobenzielwert errechnet:

ZW A

max

e Beurteilung

Die Giiltigkeit der laborinternen Fehlergrenzen gilt als bestitigt, wenn diese innerhalb der angegebenen

Herstellergrenzen liegen.

164



Beispiel
Rohdaten

Cholesterin Kontrolle (H)
246
242
239
241
242
245
246
245
239
246
248
240
249
248
238
244
244
239
246

Grafische Darstellung

Messabweichung

'11 1 1 1 1 1 T 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

12 3 4 5 B 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 13 19
Tage

Mittlere Messabweichuny — — Fehlergrenzen
Abb. 2.50:  Ermittlung laborinterner Fehlergrenzen nach RiliBAK 2008. Die mittlere Messabweichung wird
als durchgehende blaue Linie, die laborinternen Fehlergrenzen werden als gestrichelte rote Li-

nien dargestellt.
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Statistik

STATISTIK
n: 19
Zielwert der Kontrollprobe: 244
Laborinterne Delta,,., / max. rQMA: 10,4 (4,3%)
Laborinterne Fehlergrenzen: 233,2 bis 253,9
Herstellergrenzen: 210 bis 260
Laborinterne Fehlergrenzen giiltig? Ja

Alle hier abgebildeten Angaben gehen aus den Anforderungen der RiliBAK 2008 zur Qualititssiche-

rung laboratoriumsmedizinischer Untersuchungen hervor.

2.8.12.3 Youden Diagramme

Das Youden Diagramm ist ein grafisches Verfahren zur Zusammenfassung von Ergebnissen von Ringver-
suchen. Messergebnisse der Probe A werden auf Abszisse, Messergebnisse der Probe B auf Ordinate abge-
tragen. Jedes Laboratorium liefert ein Wertepaar (Probe A, Probe B), welches einem Punkt im Youden Dia-
gramm entspricht. Der Youden Plot ermdglicht somit jedem teilnehmenden Labor einen Vergleich seiner
Messergebnisse mit denen der anderen teilnehmenden Laboratorien. Dartiber hinaus liefert das Youden
Diagramm wertvolle Hinweise auf systematische und zufillige Messfehler [Youden, 1959; Youden, 1979;
NIST, 2006]. Die grafische Darstellung der Ringversuchsergebnisse erfolgt in Form eines vereinfachten
Youden Diagramms [Sokolowski, 1981] (Abb. 2.51), welches gegeniiber dem normierten Youden Dia-
gramm den Vorteil hat, dass unterschiedliche Probentypen und Konzentrationsbereiche verwendet werden

diirfen [Funk et al., 2005].

Statistik:

e Min.
Der niedrigste Wert des Kollektivs. Dieser wird mit Hilfe der Excel Funktion ,,MIN“ ermittelt.

e 16. Perzentil:
Das 16. Perzentil begrenzt bei normalverteilten Daten den Bereich Mittelwert -1 Standardabweichung
und wird mit der Excel Funktion ,,PERZENTIL berechnet.

e 50. Perzentil:

Das 50. Perzentil entspricht dem Median (bei normalverteilten Daten dem Mittelwert) und wird mit der

Excel Funktion ,PERZENTIL® berechnet.
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84. Perzentil:

Das 84. Perzentil begrenzt bei normalverteilten Daten den Bereich Mittelwert +1 Standardabweichung
und wird mit der Excel Funktion ,,PERZENTIL® berechnet.

Max.:

Dies entspricht dem hochsten Wert des Kollektivs und wird mit der Excel Funktion ,,MAX* berechnet.

Untergrenze (UG):
Dies entspricht der unteren Bewertungsgrenze und wird folgendermallen aus dem Zielwert ZW und der
Unrichtigkeitsanforderung UR% errechnet:

ZW xUR%
100

uG=2w - (
Obergrenze (OG):

Die Obergrenze beschreibt die obere Bewertungsgrenze. Diese wird folgendermaflen aus dem Zielwert
ZW und der Unrichtigkeitsanforderung UR% errechnet:

ZW xUR%
100

oG =72ZW+ (
Abweichung vom Zielwert:

Die Abweichung der jeweiligen Ergebnisse vom Zielwert Ax% wird in Prozent ausgedriickt und lasst
sich aus dem ermittelten Messergebnis X und dem Zielwert ZW wie folgt berechnen:

A% =22 L 100%
zw

Beurteilung:
Der Ringversuch gilt fiir das teilnehmende Labor als bestanden, wenn die Unrichtigkeit beider Proben
kleiner als die maximal zuldssige Unrichtigkeit ist. Grafisch wird dies dadurch bestitigt, dass das ent-

sprechende Wertepaar innerhalb des rot eingegrenzten Bewertungsbereichs liegt.
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Beispiel
Rohdaten

Labor Probe1 Probe 2

Labor 1 84 148
Labor 2 85 152
Labor 3 80 150
Labor 4 89 149
Labor 5 88 155
Labor 6 74 102
Labor 7 89 142
Labor 8 78 135
Labor 9 75 111
Labor 10 79 133
Labor 11 81 125
Labor 12 85 135
Labor 13 86 133
Labor 14 77 132
Labor 15 79 107
Labor 16 79 138
Labor 17 85 170
Labor 18 76 122
Labor 19 78 125
Labor 20 82 130
Labor 21 95 180
Labor 22 99 191
Labor 23 90 164
Labor 24 92 189
Labor 25 91 134
Labor 26 82 129
Labor 27 86 121
Labor 28 84 125
Labor 29 85 129
Labor 30 82 126
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Grafische Darstellung
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Abb. 2.54: Messergebnisse der Probe 1 werden auf Abszisse, Messergebnisse der Probe 2 auf Ordinate
abgetragen. Jedes Laboratorium liefert ein Wertepaar (Probe 1, Probe 2). Die gestrichelten Li-
nien zeigen die Lage des Wertepaares des betroffenen Labors an. Das rote Quadrat kennzeichnet
die Lage des Bewertungsbereichs. Analysenergebnisse innerhalb des Bewertungsbereichs auf
oder in unmittelbarer Néhe der Diagonale haben eine hohe Prézision. Analysenergebnisse inner-
halb des Bewertungsbereichs, in grofler Entfernung von der Diagonale, haben eine niedrige Pré-
zision. Liegt das Wertepaar eines Labors auflerhalb des Bewertungsbereichs, so gilt der Ringver-

75

Probe 1

such fiir dieses Labor als nicht bestanden.

Statistik

Teilnehmer:

lhr Ergebnis:

Min:

16. Perzentil:

50. Perzentil:

84. Perzentil:

Max:

Zielwert:

Untergrenze:

Obergrenze:

Abweichung vom Zielwert:

Max. zuldssige Abweichung:

Ringversuch bestanden?

STATISTIK

Probe 1
84,0
74,0
78,0
84,0
89,4
99,0
85,0
76,5
93,5

-1,2%
+10%

95

30

Ja

Probe 2
148,0
102,0
123,9
133,5
158,2
191,0
148,0
111,0
185,0

0%
+25%
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Die statistische Zusammenfassung stellt eine Ubersicht der Ergebnisse beider Proben dar. Durch die Gegen-
iiberstellung der Werte ist es mdglich, potentielle Probleme einem Konzentrationsbereich zuzuordnen. Die
jeweiligen Probenergebnisse werden anhand einer Reihe von KenngréBen mit dem Gesamtkollektiv vergli-
chen, zu denen neben den Zielwerten auch die Medianwerte, die +1s Werte und die Grenzwerte gehdren. So
kann das AusmaB einer Abweichung vom Zielwert schnell eingeordnet werden. Grundsitzlich stellt der
Zielwert der jeweiligen Probe den durch ein Referenzverfahren (Goldstandard oder Konsensmeinung) zu-
gewiesenen Wert der Probe dar, kann aber wahlweise auch als Medianwert der jeweiligen Unterkollektive

berechnet werden.

Der Vorteil des vereinfachten Youden Diagramms nach Sokolowski [Sokolowski, 1981] liegt in der Mog-
lichkeit, unterschiedliche Probentypen und Probenkonzentrationen zu verwenden. Der Nachteil liegt darin,
dass eine weitergehende statistische Auswertung, z.B. die Schétzung der laborinternen Standardabwei-
chung, der Messgenauigkeit, der Standardabweichung zwischen Labors und der Gesamtstandardabweichung
damit nicht mdglich ist. Ringversuche, die mit diesem Modul ausgewertet werden, sollten daher empfeh-
lungsgemiB nur zur Laboriiberwachung, nicht aber zur Verfahrensstandardisierung verwendet werden
[Funk et al., 2005]. Wird eine Verfahrensstandardisierung angestrebt, empfiehlt sich die Durchfiithrung und
Auswertung von Ringversuchen nach DIN 38402 Teil 41 und 42 [DIN 38402 Teil 41, 1984; DIN 38402
Teil 42, 2005], die jedoch nicht Bestandteil dieses Programms sind.

2.9 Die Hilfedatei

Die Hilfedatei von Abacus ist eine ,,HTMLHelp* Datei, d.h. eine Zusammenstellung einzelner HTML Do-
kumente, welche als (*.chm) Datei komprimiert und anschlieend in das Programm eingebunden wurden.
HTMHelp ist das Standard Hilfesystem fiir die Windows Plattform seit 1997 und ist, trotz der Einfiihrung
eines neuen Hilfesystems seit Windows Vista (,,Assistance Platform Help* - kurz ,, AP Help), weiterhin
kompatibel mit Windows Vista und Windows 7 [Karp, 2002]. Fiir das Erstellen der HTML Seiten und der

anschliefenden Kompilierung wurde HelpMaker 7 (Vizacc Software) verwendet.
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3. Diskussion

3.1 Allgemein

Mark Twain sagte bereits: ”Es gibt drei Arten der Liige: Die gewohnliche Liige, die Notliige und die Statis-
tik.“ René Descartes bemerkte zu dem Thema: ”Alles, was lediglich wahrscheinlich ist, ist wahrscheinlich
falsch.“ Diese und unzdhlige andere dhnliche Bonmots sind ein deutlicher Hinweis dafiir, dass mit Statistik
eine Menge Unfug betrieben werden kann, wenn auch unbeabsichtigt. Spatestens seit Einfiihrung der Ak-
kreditierung nach DIN EN 45000 lésst sich der Einzug der Methodenvalidierung und der damit einherge-
hende verstérkte Einsatz der Statistik im klinischen Labor jedoch nicht mehr aufhalten. Auch fordern mitt-
lerweile nicht nur Zulassungsbehdrden wie z.B. der Amerikanische FDA (Food and Drug Administration)
und der Deutsche BfArM (Bundesinstitut fiir Arzneimittel und Medizinprodukte), sondern immer mehr
Auftraggeber, dass im klinischen Labor eingesetzte Methoden und Verfahren formell validiert sind. In der
aktuellen Fassung der ,,Richtlinie der Bundesarztekammer zZur Qualitétssicherung
laboratoriumsmedizinischer Untersuchungen® ist festgelegt, dass medizinische Laboratorien ausschlieBlich
validierte Untersuchungsverfahren einsetzen diirfen und die fiir die Validierung verwendeten Verfahren und
erhaltenen Ergebnisse dokumentiert werden miissen. Die Norm DIN EN ISO 15189 fordert die Uberpriifung
CE-zertifizierter Methoden mindestens auf Richtigkeit und Prizision. Die Validierung ,,selbst entwickelter
oder wesentlich modifizierter Untersuchungsverfahren* hingegen muss mindestens eine Uberpriifung der
Prézision, Richtigkeit, Linearitdt, Nachweisgrenze, Bestimmungsgrenze und Spezifitit enthalten. Auch nach
DIN EN ISO/IEC 17025 miissen selbst entwickelte oder iibernommene Priifverfahren nachweislich fiir die

vorgesehene Anwendung geeignet und validiert sein.

Da im klinischen Labor zum grofiten Teil zertifizierte Messverfahren zum Einsatz kommen beschrinkt sich
die geforderte Methodenvalidierung hier meistens auf das Grundsitzliche, ndmlich die Bestitigung der Qua-
litdtsanforderungen fiir Richtigkeit und Prazision und ggf. einen Methodenvergleich. Die Module zur Vali-
dierung der Richtigkeit und Prizision lehnen sich an die Vorgehensweise der FDA und sind spezifisch so
konzipiert, dass die Validierung in einem moglichst kurzen Zeitraum abgehandelt werden kann ohne jedoch
qualitative Abstriche hinnehmen zu miissen. Ungeachtet von dem eingesetzten Modell (20xI, 5x4 oder
20x1+ 5x3) werden die Berechnungen immer mit einer Gesamtstichprobengrofie von 20 durchgefiihrt — eine
GroBe, die sich fiir diesen Zweck in der Routine bewahrt hat. Fiir die Ermittlung der Prézision ohne Rich-
tigkeit sind drei Module verfiigbar — die einfache Prizision und zwei CLSI Module. Alle drei Module ak-
zeptieren beliebig grofle Stichproben, enthalten einen Ausreiflertest und fithren eine Beurteilung gegen die

vorgegebenen Akzeptanzgrenzen durch.

Das zweite, grundsétzlich fiir den Einsatz in der Routine gedachte Modul, ist das Modul zum Methodenver-
gleich: ,,Gerdte-/Methodenvergleich (Einzelmessungen)“. Um den Anforderungen der ISO Normen 15189
und 17025 nachzukommen, werden die Ergebnisse mit Hilfe eines Regressionsmodells und einem Bland-
Altman Plot présentiert. Das Passing & Bablok Regressionsmodell ist nichtparametrisch, trifft daher keine
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Annahmen iiber die Datenverteilung und gilt aktuell als Goldstandard in der Laboratoriumsmedizin, wes-
wegen es auch als Standard in diesem Modul eingesetzt wird. Allein bei einem negativen Korrelationskoef-
fizienten (welcher bei Methodenvergleichsexperimenten in der Regel nicht vorkommen diirfte) ist dieses
Modell nicht anwendbar und muss eine Alternative gewihlt werden. Hierflir stehen das Deming Modell
oder die Lineare Regression zur Verfligung, wobei in solchen Fillen grundsitzlich die Deming Regression

empfohlen wird.

Der Bland-Altman Plot wird automatisch mit prozentualen Differenzen abgebildet. Der Grund hierfiir ist
zweierlei: 1.) Bei konzentrationsabhiingigen Anderungen der Standardabweichung der Messdifferenzen
empfahlen Bland & Altman bereits 1986 die Messdifferenzen logarithmisch oder prozentual darzustellen
[Bland & Altman, 1986]. Pollock et al. empfehlen fiir den Bland-Altman Plot grundsitzlich prozentuale
Differenzen [Pollock et al., 1992]. Da die Variabilitdt eines Messverfahrens im klinischen Labor nicht selten
von der analysierten Konzentration abhéngt, ist der prozentuale hier generell dem absoluten Bland-Altman
Plot vorzuziehen. 2.) Das Hauptziel des Bland-Altman Ansatzes ist der Vergleich der ermittelten Messdiffe-
renzen mit vorgegebenen Akzeptanzgrenzen, was leider hiufig vernachlissigt wird [Dewitte et al., 2002].
Der Plot dient in diesem Zusammenhang ausschlieBlich der Uberpriifung der hierfiir getroffenen Annahmen,
ndmlich Konstanz des Mittelwertes und der Standardabweichung der Differenzen iiber den gemessenen
Bereich und eine (anndhernd) normale Verteilung der Messdifferenzen. Obwohl hierfiir zusitzlich ein His-
togramm der Messdifferenzen empfohlen wurde, reicht der Plot in der Regel aus [Bland & Altman, 2003].
Akzeptanzgrenzen flir Unrichtigkeit werden fast ausschlieBlich als Prozentwerte angegeben und ist es daher
zum Zweck einer Beurteilung sinnvoll, auch die Berechnungen in Prozente durchzufiihren. Dieses Modul

erfordert daher auch die Eingabe der prozentualen maximal zuldssigen Unrichtigkeit.

Um dennoch eine gewisse Flexibilitit zu gewihren, ist der Bland-Altman Plot auch als eigenstindiges Mo-
dul abrufbar. In diesem Fall wird neben dem Fehlerdiagramm auch ein Differenzenhistogramm erzeugt und
es konnen absolute, prozentuale oder normalisierte Differenzen untersucht werden. Ebenfalls in diesem
Modul verfiigbar ist die Moglichkeit, Methode A als Referenzmethode zu deklarieren, damit deren Mess-
wertergebnisse statt der Mittelwerte der beiden Methoden auf die X-Achse aufgetragen werden [Krouwer,
2008]. Auch die Passing & Bablok Regression ist als eigenstandiges Modul verfiigbar, welches ebenfalls die
Konfidenzintervalle der Steigung und des Ordinatenabschnittes berechnet, um auf eine mdgliche Signifi-
kanz dieser beiden Koeffizienten schlieBen zu kdnnen. Das separate Modul fiir die Deming Regression bie-

tet auch die Mdglichkeit mit Doppelbestimmungen zu arbeiten.

In vielen Abteilungen des klinischen Labors, die Infektionsserologie, die Urinanalyse und die Mikrobiologie
seien als kurze Beispiele erwéhnt, werden auler quantitativen Ergebnissen hdufig auch qualitative oder se-
miquantitative Ergebnisse generiert. In der quantitativen Analyse verwendete Modelle zur Methodenvalidie-
rung sind in diesen Féllen nicht anwendbar und kommen stattdessen Cohen’s Kappa und Bayessche Verfah-
ren zum Einsatz. Im Gegensatz zu quantitativen Verfahren, bei denen Eigenschaften wie Unrichtigkeit, ana-

lytische Sensitivitit und Spezifitdt im Vordergrund stehen, sind Ergebnisse qualitativer Verfahren binér und
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liegt das Augenmerk hier auf Merkmalen wie diagnostische Sensitivitit und Spezifitit sowie auf positive
und negative Vorhersagewerte [Trullols et al., 2004; Valcarcel & Cardenas, 2005]. Abacus verwendet drei
CLSI Modelle fiir qualitative Methodenvergleiche, welche bei unbekannter Diagnose, bei bekannter Diag-
nose oder zum Vergleich zweier Verfahren mit einer bekannten Diagnose eingesetzt werden konnen. Alle
drei Modelle erfordern lediglich Daten in der Form ,,P* oder ,,N* (,,Positiv*“ oder ,,Negativ*), sind daher
einfach zu verwenden und besonders Routine-tauglich. Durch die Umwandlung qualitativer Werte in quan-
titative statistische Kenngrof3en mit Konfidenzintervallen ist eine standardisierte, nachvollziehbare Auswer-
tung der Ergebnisse moglich, und aus diesem Grund haben sich diese drei Module schon wiederholt in der

Praxis bewiébhrt.

Ebenfalls hiaufig in der Routine verwendet wird das Modul zum Vergleich baugleicher Analysengerite
(,,Gerate-Parallelvergleich®), vor allem da dieser in den Bereichen der Klinischen Chemie, Immunologie
und Hamatologie von den ISO Normen 15189 und 17025 vorgeschrieben wird. Auch hier standen Benutzer-
freundlichkeit und vor allem die unkomplizierte Durchfiihrung im Labor im Vordergrund. Grundsétzlich
wird hier anhand von Kontroll- oder Patientenproben die Differenz zwischen den einzelnen Messverfahren
mit Hilfe des ,,Peergroup-Verfahrens* ermittelt [Westgard, 2010]. Mit diesem Verfahren wird jede Probe
auf allen Gerdten gemessen, der Mittelwert gebildet und der jeweiligen Probe als Zielwert zugewiesen. Alle
mit der Probe ermittelten Messergebnisse werden anschlieBend mit diesem Zielwert verglichen und die Ab-
weichung ermittelt. Der Vorgang wird fiir die restlichen Proben wiederholt und jeweils ein Vergleich zwi-
schen ermittelter und maximal zuldssiger Messabweichung durchgefiihrt. Dieses Verfahren dient daher
nicht der Uberpriifung der Richtigkeit, sondern lediglich der Vergleichbarkeit der Messverfahren. Der
Grundgedanke dieser Vorgehensweise besteht darin, dass die Richtigkeit der Gerite bereits durch tigliche
Kontrollprobenmessungen gesichert ist und daher eine akzeptable Vergleichbarkeit zwischen den Geréten
auch vergleichbar richtige Ergebnisse auf allen Gerdten gewéhrleistet. Der Vorteil liegt in der einfachen
Handhabung und vor allem der potenziell uneingeschrénkten Anzahl parallel zu vergleichender Geréte, was
bei einer Gegeniiberstellung mit Hilfe z.B. einer Regressionsanalyse nicht moglich wire. Auflerdem kdnnen
mit diesem Modul auch Tageswerte verschiedener Gerite zeitlich miteinander verglichen werden (z.B. tig-

liche Kalibrationskontrollen).

Fiir die Uberpriifung der Linearitit stehen zwei Module zur Verfiigung, von denen sich das Modul ,,Lineari-
tat/Kalibrationsverifikation* erfahrungsgemifl am erfolgreichsten in der Praxis etabliert hat. Grund hierfiir
ist vermutlich, dass es, wie schon der Name andeutet, sowohl die Uberpriifung der Linearitit als auch die
Verifikation der Kalibration erlaubt. Ferner sind die Ergebnisse des zweiten Moduls (Linearitit — CLSI EP-
6A) deutlich schwieriger auszuwerten. Wichtig in diesem Zusammenhang ist die Differenzierung zwischen
Kalibration und Linearitdt. Kalibration wird definiert als der Prozess, bei dem ein analytisches Messverfah-
ren getestet wird, um ein Verhéltnis zwischen bekannten Analytenkonzentrationen (Kalibratoren) und ge-
messenen Werten herzustellen. Die Kalibrationsverifikation stellt die Richtigkeit des Verfahrens sicher,

indem durch die Messung von Substanzen in Kalibratoren oder dhnlichen Referenzproben das Fortbestehen
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dieses Verhiltnisses bestitigt wird [CLIA, 1998]. Fiir Linearititsuntersuchungen kdnnen daher Verdiin-
nungsstufen eingesetzt werden, die Kalibrationsverifikation hingegen erfordert immer absolute Konzentrati-
onen. Die regelmiBige Untersuchung der Linearitdt bzw. der Kalibration wird zwar nicht von hiesigen Akk-
reditierungsbehdrden gefordert, ist aber fester Bestandteil der CAP Akkreditierung (,,College of American
Pathologists®) und gehdrt zur guten Laborpraxis [Kroll et al., 1999].

Die tibrigen Module haben zugegebenermalien ein voraussichtlich kleineres Anwenderkollektiv als die vor-
hergehenden, diirfen in einem Laborstatistik Programm jedoch nicht fehlen, da auch hierfiir spezifische
Indikationen existieren. Ebenso werden die CLSI (NCCLS) Module wegen ihrer teils umfangreichen Pro-
benanforderungen und komplexen Statistik im Routinelabor ein nur begrenztes Publikum fiir sich gewinnen

konnen, sind aber auf internationalem Niveau hoch angesehen und gelten fiir Hersteller als Standard.

Wie bereits zu Beginn dieser Arbeit erwédhnt, wurden aus besagtem Grund nur die Methodenvalidierungs-
und Qualitidtskontrollmodule besprochen. Die allgemein statistischen Module, deren Anwendungsbereich
sich auch tiber das klinische Labor hinaus erstreckt, wurden zwar nicht ndher erortert, sollten an dieser Stel-
le aber trotzdem kurz erwéhnt werden, da ihre Aufnahme in das Programm primér durch die Relevanz im
klinischen Labor bedingt war. Es handelt sich hierbei um den Box-Whisker-Plot und das Histogramm zur
Datenzusammenfassung, den t-Test in gepaarter und ungepaarter Form sowie die dazugehdrenden nichtpa-
rametrischen Pendants, den Wilcoxon Vorzeichen Rangtest und den Mann-Whitney Test. Hinzu kommen
die ein- und zweifaktorielle ANOVA (Variationsanalyse), als nichtparametrische Varianten der Kruskall-
Wallis- und der Friedman-Test, parametrische und nichtparametrische Formen der Korrelationsanalyse
(Pearson Korrelation und Spearman Rangkorrelation), der Zweistichproben F-Test und der Chi-Quadrat
Test. Vervollstandigt wird das Menii schlie8lich durch den ANCOVA Test (Kovarianzanalyse) zum Ver-
gleich mehrerer Regressionsmodelle, z.B. zur Gegeniiberstellung des Effekts zweier Medikamente bei

Wirksamkeitspriifungen.

3.2 FURPS Analyse

Nachdem die Prozessqualitiit der Software in dem vorhergehenden Abschnitt anhand einiger wichtiger Bei-
spiele néher beleuchtet wurde, erfolgt an dieser Stelle eine kurze Analyse der Produktqualitdt, die einen
integralen Teil der Aufgabenstellung bei der Entwicklung dieser Software ausmachte. Die Bewertung der
Tauglichkeit und die Beurteilung der Benutzerfreundlichkeit der Software wird unter den Aspekten von
»FURPS* (,,Functionality” (Funktionalitdt), ,,Usability (Benutzbarkeit), ,,Reliability (Zuverldssigkeit),
,Performance* (Effizienz) und ,,Supportability* (Ubertragbarkeit/Anderbarkeit)) besprochen, da sich dieses

Konzept nach wie vor in der Industrie bewéhrt hat und eine {ibersichtliche Beurteilungsweise darstellt.
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3.2.1 Funktionalitit
Das durch Abacus abgedeckte Spektrum an quantitativen, semiquantitativen und qualitativen Methodenva-

lidierungen erstreckt sich iiber weite Teile des analytischen Laboratoriums, einschlieBlich der Klinischen
Chemie, Hdmatologie, Urinanalyse, Immunologie, Serologie, Mikrobiologie, Molekularbiologie und Chro-
matographie. Dementsprechend stellt das Programm zum Zweck der Methodenvalidierung weitgehend eine
Losung aus einer Hand dar. Ferner wird das Anwendungsgebiet durch die Ergdnzung mit Qualitdtskont-
rollmodulen nach aktuellen RiliBAK Richtlinien und im analytischen Labor hiufig verwendeten Statistik
Funktionen auf sinnvolle Art und Weise erweitert. Alle eingesetzten Verfahren beruhen auf Empfehlungen
von Arbeits- und Expertengruppen sowie anerkannten Publikationen und wurden unabhéngig auf Richtig-
keit und Validitét tberpriift. Alle Methodenvalidierungs- und Qualititskontrollmodule erfordern die Einga-
be von protokollabhdngigen Akzeptanzgrenzen, wodurch eine Beurteilung und dementsprechende

Kommentierung der Ergebnisse mdglich ist.

Im klinischen Labor verwendete Kriterien der jeweiligen Leistungsanforderungen beziehen sich meistens
auf die biologische Streuung der Werte in einem gesunden Patientenkollektiv [Cotlove et al., 1970; Elvitch,
1976; Fraser et al., 1992; Fraser & Hyltoft Petersen, 1993; Stockl & Reinauer, 1993] oder auf Konsens Mei-
nungen zu klinischen Anforderungen [Stockl, 1995; CLIA "88, 1992; RiliBAK, 2001; RiliBAK, 2008]. Als
Alternative werden auch héufig die Herstellerangaben des Tests als minimale Qualititsanforderung verwen-
det. Fiir die endgiiltige statistische Auswertung durch das Programm wird der eingegebene Wert mit dem
ermittelten Wert verglichen, um eine dementsprechende Beurteilung machen und Riickschliisse auf den
Einsatz des Verfahrens im Labor treffen zu konnen. Um diese Vorgaben nicht fiir jeden Test erneut einge-
ben zu miissen, enthélt Abacus hierfiir interne, frei verdnderbare Datenbanken. Angaben zu Qualititsanfor-
derungen aller in Anlage 1 a bis d der RiliBAK 2001 und in Tabelle B 1 a bis ¢ der RiliBAK 2008 aufgelis-
teten MessgroBen sind bereits in das Programm eingepflegt und kdnnen daher sofort aufgerufen werden.
Ergebnisse fiir systematische bzw. zufillige Messfehler kénnen demnach direkt mit den in der RiliBAK
2001 aufgelisteten Angaben zur Mindestanforderung fiir Unrichtigkeit und Unpréizision verglichen werden.
Diese Vorgehensweise scheint plausibel, da somit auch eine Aussage iiber die Eignung der Methode im
Rahmen der internen Qualitdtskontrolle gemacht werden kann. Mit der aktuellen Fassung der RiliBAK
wurden Mindestanforderungen fiir Unrichtigkeit und Unpréizision jedoch abgeschafft und stattdessen mit
einem Gesamtfehler Kennwert, der relativen mittleren quadratischen Messabweichung (rOQMA), ersetzt.
Somit ist eine direkte Ubernahme der Werte fiir die Methodenvalidierung nicht mehr méglich. Da die relati-
ve quadratische mittlere Messabweichung aber beide Fehlerkomponenten, d.h. Unrichtigkeit und
Unprézision, enthilt, ist es moglich, diese zu separieren. Der mathematische Zusammenhang zwischen der
OMA, der systematischen Messabweichung (0 ) und der Standardabweichung (s ) kann wie folgt dargestellt

werden [Bundesirztekammer, 2008]:

n—1

OMA= s*+ 57

n
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Da Qualitdtsvorgaben in relativen Werten angegeben werden, werden OMA mit rOQMA (relative quadrierte
mittlere Messabweichung), Standardabweichung mit Variationskoeffizient (VK%) und systematische Mess-
abweichung mit Unrichtigkeit (UR%) ersetzt. Fiir n wird arbitrdr 20 eingesetzt (fiir zunehmende Werte von
n nahert sich der Ausdruck /(n-1)/n] an 1, was jedoch einen nur sehr geringfiigigen Einfluss auf das Ergeb-
nis hat, wie spater dargelegt). Die Formel fiir die relative quadrierte mittlere Messabweichung (*QMA) sieht

dann wie folgt aus:

rOMA= 0,95 % VK %> + UR%>

Die Unrichtigkeit kann nun wie folgt ausgedriickt werden:

UR%=rOMA* —0,95x VK %’

Analog dazu lasst sich die Unprézision wie folgt berechnen:

VK %= (rOMA® —UR%>)x 0,95

Um fiir aktuelle rOMA Anforderungen korrigierte Werte fiir Unrichtigkeit (UR%,,,.) und Unprézision (

VK,,,,) zu erhalten werden folgende Formeln eingesetzt:

2
UR%korr= rQA{A 2 x ?
(0,95x VK +6%?)

korr

2
= FQA/[ZA At VK %
(0.95x VK %> + UR%? )

Wie bereits erwéhnt, wurde die Zahl 20 arbitrér fiir n gewéhlt, da dies auch einer routineméBig verwendeten
Probenzahl bei der Methodenvalidierung entspricht. Wére stattdessen z.B. 100 fiir n verwendet worden,
wiirde sich der Ausdruck /(n-1)/n] von 0,95 auf 0,99 dndern. Bei einer rOMA von 10% und einer Unrichtig-
keit von 10% wiirde die korrigierte Unprézision 7,2% statt 7,1% betragen. Bei n = 1000 wire dieser Wert
unverindert. Dasselbe gilt auch fiir die korrigierte Unrichtigkeit.

Mit Hilfe der Formel fiir rOMA wurden fiir alle Parameter in Anlage 1 a bis d der RiliBAK 2001 die rQMA

Werte berechnet, nachdem Zielwerte fiir Unrichtigkeit und Unprézision vorher korrigiert worden waren.
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Von insgesamt 88 Vorgaben fiir Unpréizision und Unrichtigkeit mussten 24 korrigiert werden, um eine
rQMA nach aktuellen Richtlinien zu erhalten; diese sind in Tabelle 3.1 aufgefiihrt. Fiir 12 der 24 korrigier-
ten Zielwerte erfolgte eine Korrektur nach unten, wihrend fiir den Rest nun eine gro3ere Messunsicherheit
als bisher zugelassen wird. Troponin I und T wurden nicht eingeschlossen, da hierfiir international publi-
zierte Richtlinien fiir die analytischen Anforderungen vorliegen [Melanson et al., 2007]. Die restlichen
Zielwerte unterschieden sich, wenn iiberhaupt, vernachléssigbar gering von den urspriinglichen Zielwerten
(< 0,5%) und wurden daher nicht in Tabelle 3.1 aufgenommen. Mit Ausnahme der aufgelisteten Werte,
werden daher fiir alle in Anlage 1 a bis d der RiliBAK 2001 enthaltenen Parameter Qualititsvorgaben ge-
setzt, die dquivalent zu den aktuellen »OMA Anforderungen sind. Von den 24 Werten in Tabelle 3.1 ent-
sprechen 12 einer strengeren Qualititsvorgabe, wihrend fiir die iibrigen 12 der Unterschied geringfligig ist
und in der Praxis wahrscheinlich eine vernachlissigbare Bedeutung haben wird. Angaben der RiliBAK
2001 zur Mindestanforderung an Richtigkeit und Prizision scheinen somit auch mit den aktuellen Qualitéts-
anforderungen vereinbar zu sein und stellen nach wie vor einen praktikablen Ma@stab fiir die Methodenva-

lidierung dar.

Parameter rQMA (%) | VK (%) | UR(%) | VK (%)korr UR(%)korr
ALT (GPT) 12 6 11 6 10
AST (GOT) 12 6 11 6 10
Bilirubin (>2-30) 13 7 12 7 11
Bilirubin (>0,1-2) 22 7 12 11 19
Calcium (lonisiert 0,2 — 1) 15 5 5 10 10
Cortisol (>60 — 500) 16 11 14 10 13
Cortisol (>20 — 60) 19 11 14 12 15
Digoxin (>1-135) 14 9 12 8 11
Digoxin (0,5 — 1) 18 9 12 11 14
Ethanol 15 7 6 12 10
Glucose 11 5 6 7 9
Hdmatokrit 5 3 3 4 4
Hdmoglobin 4 2 2 3 3
SB-hCG (>100— 1500) 14 12 14 9 11
S-hCG (2—-100) 17 12 14 11 13
IgM 13 8 12 7 11
Lithium 6 4 6 3 5
Progesteron (> 5,0 — 35) 17 12 21 8 15
Progesteron (> 0,2 - 5,0) 22 12 21 11 19
73 (0,2-1,2) 15 10 11 11 12
Thrombozyten (> 150 — 300) 9 9 9 6 6
Thrombozyten (40 — 150) 14 9 9 10 10
Transferrin 10 10 10 7 7
U-Albumin 15 8 12 8 13

Tabelle 3.1: RiliBAK-pflichtige Parameter, bei denen eine Korrektur (nach oben oder nach unten) der Zielwerte fiir
Unprézision und/oder Unrichtigkeit ndtig ist, um den aktuellen Qualitdtsanforderungen in Form der
rQMA zu entsprechen.
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Abacus Berichte sind Excel Tabellenblitter mit nach den jeweiligen Tests benannten Registerreitern. Dank
der automatischen Formatierung kdnnen diese direkt ausgedruckt und abgeheftet werden. Das Layout der
Berichte ist fiir alle Tests gleich, so dass simtliche relevanten Angaben zu dem durchgefiihrten Test, inklu-
sive Rohdaten, dargestellt werden. Fiir die Methodenvalidierungs- und Qualitédtskontrollmodule werden
aulerdem die Verfahrensspezifikationen und eine Auswertung der Ergebnisse in Form von ,,Experiment
bestanden? Ja/Nein* angezeigt. Durch diese automatische Berichtsauswertung ist es auch fiir den nicht sta-
tistisch geschulten Anwender moglich, eine eindeutige, nachvollziehbare Aussage {iber den Test zu treffen
und damit einer wichtigen Akkreditierungsanforderung, namlich die Auswertung der Validierungsergebnis-
se, nachzukommen [DIN EN ISO 15189; DIN EN ISO/IEC 17025]. Dariiber hinaus tragt das standardisierte
Format der Berichte zur Vereinheitlichung der Methodenvalidierung, Datenanalyse und Ergebnisprésentie-
rung innerhalb des Labors/Laborverbunds bei. Unter der Mallgabe, dass die ersten sieben Schriftzeichen
unverdndert bleiben, konnen die Namen der Tabellenblitter beliebig verdndert werden, wodurch auch bei
umfassenden Arbeitsmappen die notwendige Ubersichtlichkeit gewihrt wird. Angaben, die alle Berichte
gemeinsam haben, schliefen den Labornamen, das Datum und die Uhrzeit, wann der Bericht erstellt wurde,
den Modulnamen, die verwendete Abacus Version, die Seitenzahl und (optional) das Firmenlogo ein. Hier-
durch wird einerseits die eindeutige Zuordnung einzelner gedruckter Seiten zu einem Bericht sichergestellt,
anderseits werden damit auch gesetzlichen und behordlichen Anforderungen zur Berichterstattung Rech-

nung getragen.

Bei der statistischen Datenauswertung werden durchgehend Konfidenzintervalle angegeben. Obwohl fast
alle Ergebnisse auch zusétzlich als p-Wert ausgedriickt werden, beruht die Beurteilung vieler Methodenva-
lidierungsprotokolle auf dem Konfidenzintervall. Tests, bei denen zur Entscheidungsfindung der p-Wert
herangezogen wird, vergleichen diesen mit dem gewéhlten Signifikanzniveau. Liegt der p-Wert unterhalb
dieses Signifikanzniveaus, so kann mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von a (immer zusammen mit dem p-
Wert angegeben) davon ausgegangen werden, dass die Nullhypothese (z.B. kein Unterscheid zwischen Ver-
fahren) verworfen werden kann und die Alternativhypothese (z.B. messbarer Unterschied zwischen Verfah-
ren) gilt [Victor et al., 2010]. Bei der Bewertung eines p-Wertes und der damit einhergehenden Schlussfol-
gerung ist aber auch Vorsicht geboten, da statistische Signifikanz nicht immer mit medizinischer Relevanz
gleichgestellt werden kann. Ferner wird selbst mit exakten p-Werten keine Information beziiglich der Grof3e
der Differenzen zwischen den Gruppen vermittelt und wird daher von vielen Autoren empfohlen, diese mit
Konfidenzintervallen zu ersetzen [Rothman 1978; Poole et al., 1984; Gardner & Altman, 1986]. Die Ver-
wendung von Konfidenzintervallen ist bei Methodenvergleichen und -validierungen besonders sinnvoll, da
auf diese Weise ein Ergebnisbereich geschétzt wird, der fiir die gesamte Population als plausibel erachtet
wird und Auskunft {iber das AusmaB der Ubereinstimmung bzw. Nicht-Ubereinstimmung liefert. Auf diese

Weise kann héufig eine Relativierung der ermittelten Ergebnisse erzielt werden.
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3.2.2  Benutzbarkeit
Das Arbeiten mit Abacus gestaltet sich sehr einfach, da das Add-In mit Hilfe einer ,,Setup* Datei installiert

wird und sich anschlieBend nahtlos in die bestehende Excel Arbeitsumgebung integriert. Die Bearbeitung
der Daten findet daher in einer den meisten Anwendern vertrauten Umgebung statt, was eine Einarbeitung
in die neue Software weitgehend eriibrigt und lange Lernphasen vermeidet. Die Auswahl der zu analysie-
renden Messwerte geschieht auf Basis der aktivierten Zelle. Enthilt diese keinen Inhalt, so erscheint eine
Fehlermeldung; andernfalls sucht das Programm innerhalb der Daten nach Uberschriften, anhand welcher
die unterschiedlichen Datensitze in der Eingabemaske ausgewdhlt werden kénnen. Obwohl zahlreiche Ex-
cel Add-Ins eine kontriare Funktionsweise haben, bei der die Daten direkt durch den Anwender selektiert
werden miissen, bietet dieser Ansatz den klaren Vorteil, dass die Maus bei groBen Datensétzen nicht iiber
weite Arbeitsbereiche gezogen werden muss und dass die Auswahl anderer Datensitze durch einfaches An-
klicken der Uberschrift im Menii der Eingabemaske mdglich ist. Dies wirkt sich nicht nur in einem deutlich
hoéheren Bedienungskomfort aus, sondern erzielt auch, selbst bei kleinen Datensitzen, eine deutliche Pro-

duktivitatssteigerung.

Alle Berichte sind korrekt formatiert und folgen dem WYSIWYG Prinzip, d.h. die Druckerausgabe ist iden-
tisch mit der Bildschirmdarstellung. Das Drucken ist daher unproblematisch und bedarf keiner vorherigen
Anpassung. Eine Vorschau des erstellten Berichts kann mit Hilfe der Excel Funktion zur Seitenansicht be-

trachtet werden.

Besonders Wert wurde auf die Zuginglichkeit der Software fiir in der Statistik ungeschultes Personal gelegt.
Es war daher noétig, die teils komplexen Algorithmen mit einer transparenten und, vor allem intuitiven
Schnittstelle zu versehen, um Sorge dafiir zu tragen, dass Anwender nur mit entscheidungsrelevanten In-
formationen konfrontiert werden, wihrend situationsbedingte Entscheidungsabldufe im Hintergrund statt-
finden. Hinzu kommt die Integration einer ausfiihrlich dokumentierten, themenspezifisch direkt aus den
jeweiligen Eingabemasken aufrufbaren Hilfedatei in die Software. Alle Themen werden als eigensténdige
Kapitel behandelt, mit testspezifisch relevanter Hintergrundinformation, Hinweise zur korrekten Datenein-
gabe, detaillierter Darlegung der Eingabemaske, Erklidrung der grafischen und tabellarischen Darstellung
und aktuelle Literaturquellen. Ein umfangreiches Glossar rundet die Dokumentation ab. Zur praxisnahen
Veranschaulichung bestehen fiir alle Module bereits ausgearbeitete Beispieldateien, inklusive Rohdaten,
anhand welcher sich Anwender beziiglich der jeweilig erforderlichen Datenstruktur, sowie dem Effekt ein-
zelner Einstellungen und Optionen, kundig machen konnen. Zur Unterstiitzung der korrekten Dateneingabe
steht ein Dateneingabeassistent zur Verfiigung, mit dem auch Vorlagen zu den gewéhlten Verfahren erstellt
werden konnen. Erfahrungsgemal reichte bislang eine einmalige Schulung von drei Stunden, um auch sta-
tistisch vollig unversiertem Personal die selbstdndige Durchfiihrung von in der Routine iiblichen Methoden-
validierungsverfahren fiir quantitative, semiquantitative und qualitative Analysen mit Abacus zu {ibermit-
teln. Ohne diese Software wire ein solch geringer Schulungsbedarf fiir die Validierung analytischer Verfah-

ren vollig undenkbar.
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3.2.3  Zuverlissigkeit
Die Software ist robust und angemessen leistungsfahig. Die Grofe der Datensdtze wird nur durch Excel und

die Rechenleistung des betroffenen Rechners beschrinkt. Alle Vorgénge sind durch interne Fehlerroutinen
abgesichert, was bedeutet, das entweder ein Hinweis auf die mogliche Fehlerursache und Fehlerbehebung
angezeigt wird, oder, im Fall eines unerwarteten Fehlers, die betroffene Routine mit Anzeige einer Fehler-
meldung beendet und ein Systemabsturz verhindert wird. Alle Daten werden vor Durchlauf der Rechenrou-
tinen auf die Eignung fiir den jeweilig gewihlten Test untersucht, um den Anwender ggf. auf Probleme
hinzuweisen und, wo erforderlich, die Berechnung abzubrechen. Auf diese Weise wird sichergestellt, dass,

vor allem bei Protokollen mit festen Richtlinien, die jeweiligen Anforderungen eingehalten werden.

3.2.4  Effizienz
Alle bei der Durchfithrung eines Tests eingegebenen Qualitdtsvorgaben werden automatisch abgespeichert,

konnen jedoch auch spiter veridndert bzw. ergénzt werden. Ebenso besteht die Moglichkeit, neue Parameter
einmal anzulegen, um diese spéter beliebig oft zu verwenden. Eingabemasken sind durchgehend aufge-
rdaumt, Optionen auf das Sinnvolle beschriankt und Eingaben von Verfahrensspezifikationen (Gerdtename,
Verfahren, Material und Einheiten) und deren Ubernahme in die internen Datenbinke automatisiert. Alle
Eingabefelder besitzen eine Autovervollstindigungsfunktion und es werden bereits wihrend der Eingabe,
anhand von bestehenden Daten, passende Vorschlige gemacht. Betétigen der ,,TAB® Taste {ibernimmt den
Vorschlag und bewegt den Cursor zum néchsten Eingabefeld. Als Alternative konnen Eintrdge aber auch
aus bestehenden Listen ausgesucht werden. Im Interesse einer zeitsparenden Arbeitsweise kdnnen zuvor
eingegebene Verfahrensspezifikationen per Knopfdruck komplett fiir andere Verfahren iibernommen wer-
den und miissen daher nicht erneut eingegeben werden. Im Zusammenspiel mit den spezifisch belegten
Funktionstasten zur Aktualisierung eines Berichts oder zur Wiederholung eines Tests trigt dies zu einer
wesentlichen Produktivitdtssteigerung und Zeiteinsparung bei. Die Auswertung multipler Datensétze, wie es
z.B. beim regelmifBig durchzufiihrenden Vergleich baugleicher Analysensysteme der Fall ist, kann dadurch

mit wenigen Tastendriicken und mit nur geringem Zeitaufwand erledigt werden.

Es wurde durchgehend viel Wert auf die interne Programmarchitektur gelegt, um so ressourcenschonend
wie moglich zu arbeiten. Die Berechnung von Referenzintervallen aus einer Stichprobe mit 30.000 Daten-
punkten bendtigte mit der rechenaufwendigen nichtparametrischen Methode auf einem modernen Rechner
nur wenige Sekunden. Hieraus geht hervor, dass die Bearbeitung selbst groBer Datensdtze mit einer zu-

mutbar geringen Systembelastung einhergeht.

3.2.5 Ubertragbarkeit/Anderbarkeit
Abacus ist kompatibel mit allen Excel Versionen von Excel XP bis Excel 2010, kann unter allen Windows

Versionen ab Windows XP (einschlieBlich 64-bit Versionen) eingesetzt werden und unterstiitzt somit ein
weites Spektrum von aktuellen PC- und Softwarekonfigurationen. Alle tabellarischen und grafischen Er-
gebnisse der Berichte sind von den urspriinglichen Quelldaten abgekoppelt. Diese kdnnen daher in andere
Office Anwendungen iibertragen und Berichte an andere Anwender (selbst ohne installierter Abacus- oder
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Office-Software) weitergegeben werden. Der Datenaustausch ist somit unkompliziert und weitgehend ge-
wihrt. Die Programmstruktur wird durch einen modularen Aufbau charakterisiert, was bedeutet, dass jedes
statistische Modul einem vollig unabhéngigen Programmmodul entspricht. Diese Module kdnnen ausge-
tauscht, entfernt oder voriibergehend deaktiviert werden, ohne Einfluss auf die Gesamtfunktionalitit des
Programms. Anderungen im Rahmen von Korrekturen, Erweiterungen oder Anpassungen an Anforderungs-
dnderungen konnen daher ohne grofen Aufwand durchgefiihrt werden. AuBerdem werden alle Anderungen

bei Freigabe einer neuen Version in der Hilfedatei dokumentiert und sind somit riickverfolgbar.
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4. Zusammenfassung

Der Stellenwert der Methodenvalidierung hat seit Einfithrung der Akkreditierung nach DIN EN 45000 stéin-
dig zugenommen und ist mittlerweile als Nachweis dafiir, dass eine Methode fiir [hren Einsatzzweck geeig-
net ist und die an sie gestellten Forderungen erfiillt, in allen akkreditierten Laboratorien unabdingbar. Der
Bedarf an einer benutzerfreundlichen, eigens fiir das klinisch-analytische Labor entwickelten EDV Losung
fiir diesen Zweck, gilt als Anregung fiir die Entwicklung eines Add-Ins (Abacus) fiir MS Excel, welches
sich besonders dieser Fragestellung annimmt. Abacus erweitert die Funktionen des Tabellenkalkulations-
programms MS Excel, mit insgesamt 51 Modulen in drei Kategorien: Methodenvalidierung quantitativer,
semiquantitativer und qualitativer Untersuchungsverfahren, Qualititskontrolle (einschlieBlich RiliBAK
2008) und laborrelevante parametrische und nichtparametrische statistische Funktionen. Als Vorlage fiir die
Methodenvalidierungs- und Qualitdtskontrollprotokolle galten aktuelle Empfehlungen der relevanten Fach-
gesellschaften und Expertengruppen (z.B. CLSI, IFCC, CAP, CLIA '88, FDA, ICH, EURACHEM,
RiliBAK und DIN) sowie anerkannte Publikationen. Die Software deckt weite Bereiche des klinischen La-
bors ab, einschlieBlich der Klinischen Chemie, Hdmatologie, Urinanalyse, Immunologie, Serologie, Mikro-
biologie, Molekularbiologie und Chromatographie. Die nahtlose Integration in die Excel Umgebung ermog-
licht die Bearbeitung der Daten in einem weitgehend bekannten Umfeld und vermeidet daher lange Lern-
phasen. Berichte sind einheitlich, enthalten alle gesetzlich und behérdlich geforderten Angaben, werden mit
Hilfe der, in den frei editierbaren internen Datenbanken enthaltenen, Leistungskenndaten fiir Richtigkeit,
Prézision und Gesamtfehler automatisch ausgewertet und folgen dem ,,WYSIWYG* Prinzip. Um auch sta-
tistisch ungeschultem Personal die Verwendung zu erleichtern, besteht ein hoher Grad an Automatisierung,
vor allem fiir situationsbedingte Entscheidungsabldufe. Ferner ermdglichen die ausfiihrliche Dokumentation
(einschlieBlich einem umfassenden Glossar), die ausgearbeiteten Beispieldateien und ein Dateneingabeas-
sistent den schnellen Einstieg in die Software. Bedingt durch interne Fehlerroutinen ist das Programm sehr
robust mit einer geringen Fehlertrichtigkeit und einem hohen Grad an Zuverléssigkeit. Hinzu kommt, dass
die statistischen und mathematischen Algorithmen unabhéngig getestet und deren Richtigkeit bestdtigt wur-
den. Die ressourcensparende Programmarchitektur sorgt zudem fiir eine hohe Leistung bei minimaler Sys-
tembelastung. Die Bedienung ist, aufgrund der weitldufigen Automatisierung, der einheitlich strukturierten
Eingabemasken und der programmspezifischen Funktionstastenbelegung, durch ein hohes Maf} an Effizienz
gekennzeichnet. Der modulare Aufbau des Codes bewirkt, dass Module, ohne Einfluss auf die Funktionali-
tit des Programms, problemlos ersetzt, entfernt oder ausgetauscht werden konnen. Anderungen im Rahmen
von Korrekturen oder Verbesserungen sind dadurch weitgehend ohne grolen Aufwand durchfiihrbar. Der

Datenaustausch gestaltet sich durch die Quelldatenentkoppelung der Berichte als problemlos.

Zusammenfassend kann daher gesagt werden, dass sich Abacus durch ein hohes Maf} an Kompatibilitit,
Benutzerfreundlichkeit und Zuverléssigkeit auszeichnet und somit ein sinnvolles Software Werkzeug fiir
klinisch-analytische Laboratorien darstellt. Vermutlich liegt darin auch der Grund fiir den erfolgreichen

Einsatz der Software, sowohl in akademischen als auch in niedergelassenen medizinischen Laboratorien.
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