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1. Einleitung

1.1. Qualitatssicherung laboratoriumsmedizinischer U ntersuchungen

Die regelmaRige Durchfihrung von Qualitatskontrollen stellt ein zentrales Element
der Qualitatssicherung fur laboratoriumsmedizinische Untersuchungen dar (1).
Etablierte Vorgaben zu Frequenz, Durchfihrung und Bewertung von internen
Qualitatskontrollen finden sich z.B. bei Westgard (2). In Deutschland gilt fur alle
laboratoriumsmedizinischen Untersuchungen in der Heilkunde rechtlich verbindlich
die Richtlinie der Bundeséarztekammer zur Qualitatssicherung
laboratoriumsmedizinischer Untersuchungen (Rili-BAK) (3). Neben der generellen
Verpflichtung der Leistungserbringer der Krankenkassen zur Qualitatssicherung im
§ 135a des Sozialgesetzbuches (Funftes Buch) ist die regelmaRige
Qualitatssicherung in der Laboratoriumsmedizin im 8 9 der Medizinprodukte-
Betreiberverordnung (MPBetreibV) festgeschrieben. Dort wird auf die RIili-BAK
verwiesen, die durch die Bundesarztekammer vorgegeben wird. Die erste Fassung
der RIili-BAK wurde 1971 veroffentlicht. Weitere Uberarbeitete Versionen folgten, die
zunehmend auf mehr Anwendungsgebiete ausgeweitet wurden. Inzwischen umfasst
die Rili-BAK neben dem allgemeinen Teil A fiinf spezielle Teile B1 bis B5 (3). Im
Rahmen dieser Arbeit werden ausschliel3lich Analyte betrachtet, die in den Teil B1

~2Quantitative Untersuchungen” fallen.

Wahrend bei der externen Qualitatssicherung in der Regel vier Mal jahrlich pro Analyt
Ringversuche durchgefiihrt werden, werden im Rahmen der internen
Qualitatssicherung mindestens zwei Mal taglich pro Gerat und Analyt Kontrollproben-
einzelmessungen mit Qualitatskontrollmaterialien durchgefuhrt. Die
Bewertungskriterien der internen Qualitatssicherung umfassen unter anderem die
zulassige relative Abweichung des Einzelwertes beziehungsweise ruckblickend auf
einen Kontrollzyklus den relativen quadratischen Mittelwert. Beide Angaben sind in
der sogenannten ,Spalte 3" der Tabelle B1 festgelegt. Fir quantitative Analyte, die
nicht in dieser Tabelle aufgefihrt sind, gelten fir die Bewertung der
Qualitatskontrollen zunachst die Herstellerangaben bis eine ausreichende Anzahl an

Messwerten fur die Ermittlung von laboratoriumsinternen Grenzen zur Verfigung
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stehen. Es werden fir jeden Assay taglich mindestens zwei Kontrollproben
mitgefiihrt. Uberschreitet ein Kontrollprobeneinzelwert die festgelegte Fehlergrenze,
so ist das Messverfahren fur Untersuchungen von Patientenproben gesperrt und die
Ursache der Uberschreitung muss eruiert und beseitigt werden, bevor das

Messverfahren wieder freigegeben wird.
1.2. Imprazision und Unrichtigkeit

Messfehler kdnnen mit Hilfe der Imprazision und Unrichtigkeit beschrieben werden
(4). Dabei beschreibt die Imprézision die Streuung der Messwerte in einem Verfahren
und wird mit der Standardabweichung (SD) bzw. dem Variationskoeffizienten (VK)
erfasst. Fur den Einsender kann die Imprazision verstandlicher als Minimal
Difference (MD) ausgedruckt werden. Die MD beschreibt auf Grundlage der
Standardabweichung bei einem gegebenen Konfidenzintervall die geringste Differenz
zwischen zwei Messungen, um diese als voneinander verschieden zu identifizieren

(5). Die Imprazision kann mit Hilfe der internen Qualitatskontrollen erfasst werden.

Die Unrichtigkeit beschreibt eine systematische Messabweichung (6). In
Laboratorien, die gemaR Rili-BAK arbeiten, kann diese ebenfalls, zumindest bedingt,
mit  Hilfe der internen Qualitatskontrolle erfasst werden, da die
Qualitatskontrollzielwerte einheitlich pro Messsystem fir ganz Deutschland gelten.
Fur Laboratorien, die zum Beispiel gemal3 der Westgard-Regeln arbeiten, kdnnen fur
die Erfassung der Unrichtigkeit nur die externen Qualitatskontrollen herangezogen
werden, da hier jedes Laboratorium eigene Zielwerte fir die internen
Qualitatskontrollen ermittelt. Unabhangig davon ist auch in der Rili-BAK fir viele
Analyte eine Pflicht zur Durchfiihrung externer Qualitdtskontrollen (Ringversuche)

vorgeschrieben.

1.3. Doppelmessungen als innovatives Element zur Bes chreibung
analytischer Qualitat

Wahrend friher Doppelmessungen ein weit verbreitetes Instrument waren um die
Imprézision eines Messergebnisses zu reduzieren, werden in der modernen,
hochautomatisierten Laboratoriumsmedizin fast ausschlieRlich Einfachmessungen
durchgefiihrt. Grinde sind zum einen die zusatzlichen Kosten, aber auch die

dadurch entstehende Zeitverzégerung bis zur Ergebnismitteilung bei einer nur
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geringen Anzahl von Messabweichungen, die hierdurch aufgedeckt werden wirden
(7,8). Auch wenn interne Qualitdtskontrollen ein weithin akzeptiertes Konzept zur
Qualitatssicherung laboratoriumsmedizinischer Untersuchungen darstellen, so bleibt
bezuglich der analytischen Qualitét einer einzelnen Patientenprobenmessung eine
Restunsicherheit (9 13), die auch abhangt von der Anzahl der internen
Qualitatskontrollen im Verhaltnis zur Anzahl der Patientenprobenmessungen. Die
zwischen den Kontrollproben liegenden Messungen von Patientenproben kénnen je
nach Auslastung des Laboratoriums bis zu vielen tausend betragen. Mit einer
geringen Frequenz auftretende Messabweichungen bei Patientenproben kdnnen
somit weder in ihrer Anzahl noch hinsichtlich ihres Ausmales erfasst werden (14). In
der Literatur sind bereits Falle beschrieben, in denen durch falsche Laborergebnisse
falsche Diagnosen gestellt und dadurch unndétige und fur den Patienten belastende
Therapien eingeleitet wurden (15 24). Regelhaft durchgefiihrte Doppelmessungen
hingegen konnen zuféllige, das heil3t nicht systematisch auftretende Messfehler

aufdecken bevor das Ergebnis an den behandelnden Arzt berichtet wird.

Die Definition, welcher Unterschied zwischen zwei Doppelmessungen als Fehler
beziehungsweise Messabweichung gewertet wird, ist Gegenstand intensiver
Diskussionen (1, 2, 4, 6 12, 14, 25 28). Haufig wird hier ein Vielfaches der
Standardabweichung zur Definition herangezogen (9 12 , 29). Des Weiteren kdnnen

statt einer festen Definition einer Messabweichung individuelle Definitionen
spezifisch fur einen Analyten angewendet werden, um die klinischen Anforderungen
und das technisch Realisierbare eines jeweiligen Assays zu bericksichtigen. Die
uneinheitliche Auffassung was als Messfehler zu werten ist, fuhrt zu sehr
heterogenen Berichten von Fehlerhaufigkeiten in der Literatur. Hierdurch wird eine
Vergleichbarkeit der Fehlerhaufigkeiten verschiedener Systeme erschwert.
Petersmann et al. untersuchten die Fehlerhaufigkeit bei einem Glucose-Assay unter
Anwendung flieRender, durch den Anwender festlegbare Grenzen mit Hilfe von
Doppelmessungen.

In der vorliegenden Studie wird das von Petersmann et al. beschriebene A-Zonen-
Modell (zone of acceptance) angewendet, das ahnlich den Error-Grid-Analysen
Werte als fehlerhaft oder nicht fehlerhaft klassifiziert (30 33). Durch die Variation der
A-Zonen-Weite ermdglicht dieses Modell eine graphische Darstellung der

Fehlerhaufigkeiten in Abhéngigkeit von der Fehlerdefinition.
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Bei der A-Zone werden Wertabweichungen der Doppelmessungen flr jeden Assay
mittels Regressions- und Korrelationsanalyse in einem Streudiagramm dargestellt,
bei dem die X-Achse den zuerst gemessenen Wert und die Y-Achse den als zweites
gemessenen Wert angibt. Ubereinstimmungen der Doppelmessungen liegen auf der
Aquivalenzlinie (durchgezogene Linie, Abb. 1). Messabweichungen zeigen sich
auRerhalb der Aquivalenzlinie. Eine symmetrische Zone (gestrichelte Linie, Abb. 1)
um die Aquivalenzlinie bildet die A-Zone. Eine A-Zonen-Weite von 5 % bedeutet
beispielsweise, dass Werte, die sich weniger als 5 % vom ersten Messwert
unterscheiden, innerhalb dieser Zone liegen (grine Dreiecke, Abb. 1), wahrend
Abweichungen > 5 % aulRerhalb der A-Zone liegen und in diesem Falle als
Messabweichung gewertet werden (rotes Viereck, Abb. 1).

Aquivalenzlinie

......... A-Zonen-Begrenzung

Zweite Messung
1
B

Erste Messung

Abbildung 1: A-Zonen-Modell.

Messergebnisse einer Doppelmessung werden in dem Streudiagramm abgebildet. Die A-
Zone bildet eine symmetrische Zone um die Aquivalenzlinie, dessen Weite variiert werden
kann (schwarzen Pfeile). Ubereinstimmende Doppelmessungen zeigen sich auf der
Aquivalenzlinie. Messabweichungen, die die durch die A-Zonen-Weite definierte Differenz
nicht Uberschreiten, liegen innerhalb der A-Zonen-Begrenzungslinien (griine Dreiecke),
wahrend groliere Messabweichungen aulRerhalb der A-Zone liegen (rotes Vierecke).

Durch Variation der symmetrischen A-Zonen-Weite um die Aquivalenzlinie kann die
erlaubte Fehlergrenze angepasst werden (Pfeile, Abb. 1). Eine geringe A-Zonen-
Weite bedeutet eine prozentual kleine zulassige Messabweichung. Dadurch gelten

bereits geringfligig unterschiedliche Messergebnisse als Messabweichungen.
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Dagegen bedeutet eine groRe A-Zonen-Weite, dass erst prozentual grol3e
Messergebnisunterschiede als Messabweichungen angesehen werden. Petersmann
et al. ermittelte mittels A-Zonen-Modell fir Glucose eine Frequenz von
Messabweichungen von 0,3-25 pro 1000 Messungen bei Weiten der A-zone
zwischen 2 und 11 % (14).

Dieses Wissen uber die Haufigkeit und das Ausmal} von Messabweichungen kann
bei der Bewertung des Messverfahrens fur das Labor hilfreich sein, ob es fir den

angestrebten klinischen Zweck eine angemessene Qualitat liefert.
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1.4. Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Promotionsarbeit ist es, anhand einer groRen Anzahl von
kontinuierlich durchgefiihrten Doppelmessungen bei neun haufig genutzten Assays
die Haufigkeit und das Ausmald von Messabweichungen unter Routinebedingungen
zu ermitteln. Dabei soll das von Petersmann et al. verwendete Konzept fur die
Verwendung in medizinischen Laboratorien weiterentwickelt werden. Innovative

Qualitatsmarker sollen abgeleitet und mit einer guten Datenbasis unterlegt werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Proben

Von Dezember 2011 bis Dezember 2012 wurden im Institut fur Klinische Chemie und
Laboratoriumsmedizin der Universitatsmedizin Greifswald alle eingehenden
Patientenproben, fur die eine oder mehrere Anforderungen der neun untersuchten
Analyten vorlagen, doppelt gemessen. Erfasst wurden die katalytische
Aktivitdtskonzentration von Alanin-Aminotransferase (ALAT) und Aspartat-
Aminotransferase (ASAT) sowie die Konzentration von Calcium, Cholesterol, C-
reaktivem Protein (CRP), Kreatinin, Laktat, Triglyceriden und Thyreoidea-
stimulierendem Hormon (TSH). Die Proben stammten von einer unselektierten
Population von ambulanten und stationaren Patienten. Ein positives Votum der
Ethikkommission der Arztekammer Mecklenburg-Vorpommern bei der Ernst—Moritz—
Arndt-Universitat Greifswald zur Verwendung von Restmaterialien

(Registrierungsnummer 111 UV 39/03) besteht.
2.2. Probenfluss und Laboranalysen

Alle eingehenden Proben wurden mit dem Laborautomationssystem StreamLAB ©
(Siemens Healthcare Diagnostics, Eschborn, Deutschland) zufallig einem von drei
Dimension Vista® 1500 Analysesystemen (Siemens Healthcare Diagnostics,
Eschborn, Deutschland) zugefuhrt. Hier erfolgte dann automatisch die Durchfihrung
der Doppelmessung. Messprozedur und die hierfir verwendeten Reagenzien
richteten sich nach den Herstellervorgaben (Siemens Healthcare Diagnostics,
Eschborn, Deutschland). Nur das Ergebnis der ersten Messung wurde fur die
Patientenversorgung verwendet und an das Laborinformationssystem gesendet. Fur
das Laborpersonal waren die Ergebnisse der zweiten Messung nicht sichtbar und
wurden demzufolge auch nicht fur die Beurteilung der Patientenergebnisse
berlcksichtigt. Die Studiendaten wurden separat anhand der Auftragsnummer ohne
weitere Patienten-identifizierenden Daten in regelmé&Rigen Abstanden direkt von den

Geraten gewonnen und waren somit zu jedem Zeitpunkt anonymisiert.

Einschlusskriterien der Messergebnisse waren:
- gultige Qualitatskontrolle gemaR Rili-BAK
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- Konzentration im Gliltigkeitsbereich der Rili-BAK (Tabelle B1, Spalte 4) oder
der Herstellerangaben, wenn dieser Bereich enger war
- ausreichend Restmaterial fir die Doppelmessung.

2.3. Qualitatskontrollen

Die interne Qualitatssicherung erfolgte nach den Vorgaben der Rili-BAK anhand von
mindestens zwei Qualitatskontrollprobeneinzelmessungen mit Kontrollmaterial an
jedem Messtag sowie nach jedem Eingriff ins Labormesssystem, wie z.B. Reparatur
oder Kalibration. Die far die Kontrollmessungen verwendeten
Qualitatskontrollmaterialien waren fur ALAT, ASAT, Calcium, Cholesterol, Kreatinin,
Laktat und Triglyceride TRU-Liquid Monitrol (Charge 1AQ104) und fir TSH
Liguimmune (Charge 9LQ105, beides von Thermo Fisher Scientific, Schwerte,
Deutschland), sowie fir CRP Protein2 (Charge 1LQHO1, von Siemens Healthcare
Diagnostics, Eschborn, Deutschland).

2.4. Statistik

Die Datenanalyse erfolgte mit Microsoft Excel® (2010). Analog zu dem von
Petersmann et al. angewendeten Modell werden die Ergebnisse der
Doppelmessungen in einem Streudiagramm mit Regressions- und Korrelations-
Analyse dargestellt. Messergebnisse aul3erhalb der A-Zone wurden als
Messabweichung angesehen. Durch Variierung der A-Zonen-Weite konnte die

Anzahl der Messabweichungen bei verschiedenen Fehlergrenzen erfasst werden.

In dieser Studie wurde bei allen Analyten die A-Zonen-Weite schrittweise in 1 %-
Stufen von 1 % bis auf 14 % erhdht und die Anzahl der Messabweichungen bei den
verschiedenen A-Zonen-Weiten erfasst und grafisch dargestellt (Abb. 2). Alle
Analyten hatten ab einer A-Zonen-Weite von 12 % weniger als 50 von 1000
Messungen auf3erhalb der A-Zone. Da die Kurven im weiteren Verlauf einen
asymptotisch abfallenden Verlauf zur X-Achse zeigten, wurden die Kurven
exemplarisch bis zu einer A-Zonen-Weite von 14 % aufgezeigt, danach allerdings auf
eine weitere Darstellung verzichtet. Zum Vergleich der analytischen
Leistungsfahigkeit verschiedener Assays wurden zwei neue Qualitatsmarker mit Hilfe
den Studiendaten etabliert:
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1. AZ95 (A-Zone 95 %): Dieser Wert beschreibt die A-Zonen-Weite eines

Analyten, bei dem 95 % der Doppelmessungen innerhalb der A-Zone
liegen und somit bei dieser A-Zonen-Weite 5 % Messabweichungen
bestehen. Hat ein Analyt beispielsweise einen AZ95 von 3 %, bedeutet
dies, dass 95 % aller Messungen eine maximale Messabweichung von
3 % zu erwarten ist und 5 % aller Messungen eine grolere
Messabweichung als 3 % besitzen.
Der AZ95 des jeweiligen Analyten kann in Abb. 2 an den Werten auf
der X-Achse an dem Punkt abgelesen werden, wo die rote horizontale
Linie die Analytenkurve kreuzt. Diese rote horizontale Linie
kennzeichnet die Stelle, an der 50 Messausreil3er bei 1000 Messungen
(d.h. 5 % Messabweichungen) auftreten.

Diese Werte jedes Analyten wurden durch Least-Squares-Fitting nach

einem Polynom 5. Ordnung der Form y = ’ a, " approximiert

n=0
2. OPM (outlier per mille): Die Anzahl von Messabweichungen bei 1000
Messungen bei einer festgelegten A-Zonen-Weite von 5 %. Diese
Anzahl kann in Abb. 2 an der Y-Achse an der Kreuzung der

Analytenkurve mit der vertikalen roten Linie abgelesen werden.

Analyten, bei denen 95 % der Messungen nicht mehr als 5 % abweichen, verlaufen
durch den linken unteren Quadranten der Abbildung (Abb. 2, grau unterlegter
Quadrant). Diese Grenzen sind unter Berlcksichtigung des CLSI gewéhlt, das fur die
meisten Messverfahren erfordert, dass 95 % der Messungen innerhalb der A-Zone

liegen sollten (30).
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3. Ergebnisse

Insgesamt wurden 237.261 Doppelmessungen bei 9 verschiedenen Analyten
untersucht. Pro Analyt wurden zwischen 1.596 (Laktat) und 73.242 (Kreatinin)
Doppelmessungen durchgefiihrt. Bei 2 Analyten (Calcium, Kreatinin) wurden jeweils
Uber 65.000 Doppelmessungen eingeschlossen. Bei 5 Analyten (ASAT, Cholesterol,
CRP, Laktat, Triglyceriden, TSH) bewegte sich die untersuchte Anzahl zwischen
11.000 — 27.800. Nur 2 der Analyte hatten mit 5.620 Proben fir ALAT und 1.596

Proben

fur Laktat weniger

6.000 Doppelmessungen (Tabelle 3).

Tabelle 1: Erhebungszeitraum. Tabelle 2: Regressio  nsanalyse.

Analyt Messzeitraum Analyt Lineare Regression

ALAT 01.02.2012 09.4.2012 ALAT Y=0,999 X+ 0,0 pkatal/L
ASAT 01.01.2012 09.04.2012 ASAT Y=0,999 X+ 0,0 pkatal/L
Calcium 19.04.2012 11.12.2012 Calcium Y=0,972 X+ 0,062 mmol/L
Cholesterol | 19.04.2012 11.12.2012 Cholesterol | Y=0,990 X+ 0,015 mmol/L
CRP 18.04.2012 19.12.2012 CRP Y=0,997 X+ 0,053 mg/L
Kreatinin 18.04.2012 19.11.2012 Kreatinin Y=0,998 X+ 0,114 pmol/L
L aktat 19.04.2012 29.11.2012 L aktat Y=0,995 X -0.002 mmol/L
Triglyceride | 18.04.201211.12.2012 Triglyceride | Y= 0,984 X+ 0,024 mmol/L
TSH 19.04.2012 29.11.2012 TSH Y=1,000 X -0,001 mu/L




Tabelle 3: Ubersicht der untersuchten Analyten.
Fir jeden Analyten ist der Messbereich gemal3 Herstellerangaben, der Giiltigkeitsbereich der
Rili-BAK (Tabelle B1, Spalte 4), die Anzahl der durchgefiihrten Doppelmessungen sowie die
Imprézision, ermittelt anhand der Qualitatskontrollen (QK) in einer niedrigen und einer hohen
Konzentration, aufgefihrt.
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Abbildung 2: Anzahl der Messabweichungen (bei 1000 D  oppelmessungen) in Relation
zur A-Zonen-Weite.

An den Schnittpunkten der horizontalen Kennlinie mit den Analytenkurven sind die AZ95-
Werte auf der X-Achse ablesbar. Der OPM ergibt sich auf der Y-Achse aus den
Schnittpunkten der vertikalen Kennlinie mit den Analytenkurven. Der grau hinterlegte Bereich
im linken unteren Quadranten stellt den Bereich dar, in dem Analyten sowohl einen AZ95
von maximal 5 % bei gleichzeitig einem OPM von maximal 50 besitzen. Alanin-
Aminotransferase (ALAT), Aspartat-Aminotransferase (ASAT), Calcium (Ca), Cholesterol
(Chol), C-reaktives Protein (CRP), Kreatinin (Krea), Laktat (Lak), Triglyceride (Trig),
Thyreoidea-stimulierendes Hormon (TSH).

Die Werte des AZ95 bewegten sich zwischen 3,2 % (Calcium) und 11,3 % (CRP).
Hier zeigte der Calcium-Assay die beste analytische Leistungsfahigkeit mit einem
AZ95 von 3,2 %. Insgesamt hatten 5 der 9 Analyte einen AZ95 unter 6 % (Calcium,
TSH, Cholesterol, ALAT und Triglyceride). Die ubrigen Assays wiesen einen AZ95
zwischen 8,7 % (ALAT) und 11,3 % (CRP) auf (siehe Abb.2 und 3).
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Abbildung 3: Der AZ95 in aufsteigender Reihenfolge.
Die A-Zonen-Weite, bei der 95 % der Doppelmessungen innerhalb der A-Zone lagen fur
Calcium (Ca), Thyreoidea-stimulierendem Hormon (TSH), Cholesterol (Chol), Alanin-

Aminotransferase (ALAT), Triglyceride (Trig), Aspartat-Aminotransferase (ASAT), Laktat
(Lak), Kreatinin (Krea), C-reaktivem Protein (CRP).

Wird der OPM als Parameter fir die analytische Leistungsfahigkeit angewendet,
zeigt erneut Calcium die besten Werte mit einem OPM von 5 (Abb. 4). Calcium, TSH,
Cholesterol, Triglyceride und ALAT zeigten mit unter 100 deutlich weniger
Messabweichungen pro 1000 Messungen bei einer A-Zonen-Weite von 5 % als
ASAT, Laktat, Kreatinin und CRP. Die grof3te Anzahl von Messausreif3ern bei einer
A-Zonen-Weite von 5 % wird von CRP und Kreatinin erreicht mit einem OPM bis zu
250, d.h. bis zu 250 Messausreil3er (siehe Abb. 2 und 4).
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Abbildung 4: Der OPM in aufsteigender Reihenfolge.
Die Anzahl der Messausreil3er pro 1000 Messungen bei einer A-Zonen-Weite von 5 % fir
Calcium (Ca), Thyreoidea-stimulierendem Hormon (TSH), Cholesterol (Chol), Triglyceride

(Trig), Alanin-Aminotransferase (ALAT), Laktat (Lak), Aspartat-Aminotransferase (ASAT),
Kreatinin (Krea), C-reaktivem Protein (CRP).



Ergebnisse

Nur 3 der untersuchten Analyten erreichten gleichzeitig einen AZ95 < 5 % sowie
einen OPM < 50: Calcium, TSH und Cholesterol. Die Kurven dieser Assays
durchlaufen in der Abb. 2 den linken unteren Quadranten (Abb. 2, grau unterlegter
Quadrant).
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4. Diskussion

In der vorliegenden Studie wurden mit Hilfe einer groen Anzahl von
Doppelmessungen unter Routinebedingungen auftretende Messabweichungen bei
neun haufig gemessenen Analyten ermittelt und beschrieben. Die so ausgewerteten
Messabweichungen geben Informationen tber die Leistungsfahigkeit und analytische
Robustheit von Messverfahren.

Auf dieser Basis wurden zwei neue Qualitatsmarker fir die analytische
Leistungsfahigkeit entwickelt (AZ95 und OPM):

Der AZ95 beschreibt die Weite der A-Zone, bei der 95 % der Messergebnisse
innerhalb der A-Zone liegen (Schnittpunkt der Analytenkurve mit horizontaler Linie,
abgelesen auf der Y-Achse, Abb.2). Dieser Marker wurde in Anlehnung an das 95 %-
Konfidenzintervall gewahlt. Die Werte des AZ95 lagen bei den untersuchten Analyten
zwischen 3,2 % (Calcium) und 11,3 % (CRP). Je kleiner der AZ95 eines
Messverfahrens ist, desto geringere Messabweichungen sind bei den Messungen zu
erwarten. Die Bedeutung des AZ95 wird anhand unserer Ergebnisse fur Calcium und
Kreatinin durch Ubersetzung der relativen in absolute Zahlen veranschaulicht: Der
AZ95 von 3,2 % fur Calcium bedeutet, dass bei einer Calcium-Konzentration von 2
mmol/l Wertabweichungen von maximal + 3,2 % bei 95 % aller Messungen erwartet
werden konnen. Das bedeutet bei einer Doppelmessung, dass bei einer
Konzentration von 2 mmol/l der 2. Messwert in 95 % der Messungen zwischen 1,94
und 2,06 mmol/l liegt. Eine hiermit vergleichbare analytische Leistungsfahigkeit
wurde bei Glucosemessungen in einer vorherigen Studie mit derselben
Verfahrensweise ermittelt, die eine A-Zonen-Weite von 4 % ermittelte, um 95 % der
Messungen in die A-Zone einzuschlieRen (14). Fir Kreatinin wurde in der
vorliegenden Studie ein AZ95 von 10 % ermittelt. Bei einer Kreatinin-Konzentration
von 100 pmol/l liegen bei einer Wiederholungsmessung 95 % der Werte zwischen 90
und 110 pmol/l. Bei den Ubrigen 5 % der Messungen muss mit noch gréf3eren
Messabweichungen gerechnet werden.

Der OPM gibt die Anzahl von Messausreif3ern bei 1000 Doppelmessungen bei einer
fixen A-Zonen-Weite von 5 % an (Schnittpunkt der Analytenkurve mit vertikaler Linie,
Abb. 2). Bei einem OPM von 250, wie dies fur CRP ermittelt wurde, bedeutet dies bei

einer Zielkonzentration von 5 mg/l folglich 250 Messabweichungen von mehr als *
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0,25 mg/l bei 1000 Messungen. Fir Kreatinin, dessen OPM bei 243 gefunden wurde,
entspricht dies 243 Messabweichungen, die bei einer Konzentration von 100 pmol/I
mehr als £ 5,0 umol/l betragen. Calcium wies von allen untersuchten Analyten den
geringsten OPM und damit die beste Leistungsfahigkeit in Bezug auf die Haufigkeit
von Messabweichungen auf. Mit einem OPM von 5 treten hier bei 5 von 1000
Messungen bei einer Konzentration von 2 mmol/l Messabweichungen von mehr als +
0,1 mmol/l auf. Vergleicht man die Ergebnisse mit den Resultaten der Glucosestudie,
ist Glucose mit einer Haufigkeit von weniger als 10 Abweichungen bei 1000
Messungen bei einer A-Zonen-Weite von 5 % mit den Ergebnissen von Calcium

vergleichbar.

Zusammengefasst zeigten Calcium, TSH und Cholesterol die niedrigsten AZ95- und
OPM-Werte und damit die beste analytische Leistungsfahigkeit. Alle 3 Analyte haben
einen maximalen OPM von 50 und gleichzeitig einen maximalen AZ95 von 5 %. Dies

wurde auch von Glucose in der vorangegangenen Studie erreicht (14).

Vergleichbare geringe Fehlerhaufigkeiten eines Calciumassays wurden in einer
Studie von Deetz et al. veroffentlicht, bei der eine Fehlerhaufigkeit von 0,2 % mit Hilfe
der Fehlerdefinition des College of American Pathologists/Clinical Laboratory
Improvement Amendments (CAP/CLIA) bei 3000 Doppelmessungen eruiert wurde
(8). Bei anderen in dieser Studie untersuchten Analyten war die Anzahl der
Doppelmessungen teilweise sehr gering, wodurch die Aussagekraft fur selten
auftretende Messabweichungen eingeschrankt ist. Demgegenuber deckt Onyenekwu
et al. in einer Studie mit Doppelmessungen fir Calcium eine deutlich hohere
Messausreil3erquote von 4,9 % — ebenfalls mit der Fehlerdefinition von CAP/CLIA —
auf (7). Allerdings wurde auch hier nur eine geringe Anzahl von Doppelmessungen
durchgefuhrt. Witte et al. nimmt fur die Definition einer Messabweichung ein
Vielfaches der Standardabweichung und beschreibt in diesem Zusammenhang fir
mehrere Analyten insgesamt 447 Messabweichungen bei 100.000 Messungen bzw.
41 von 1.000.000 Messabweichungen, die potentiell den Patienten gefahrden
konnten (29).

Diese Beispiele verdeutlichen, wie durch Anwendung unterschiedlicher
Fehlerdefinitionen die Vergleichbarkeit von Studienergebnissen erschwert wird. Das
in dieser Studie angewendete Modell der A-Zone bietet daher die Mdglichkeit, zum

einen durch die fixen Parameter AZ95 und OPM Ergebnisse zwischen Laboratorien
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und zwischen verschiedenen Analyten oder verschiedenen Assays eines Analyten zu
vergleichen, gewahrleistet aber gleichzeitig mittels Variierung der A-Zonen-Weite die
individuelle Beurteilung eines Analyten, um hierdurch die klinischen Anforderungen
und das technisch Realisierbare zu berlcksichtigen. Die gewdahlte grafische
Darstellung kumuliert alle A-Zonen-Variationen in eine Analyt-spezifische Kurve und

erlaubt den Vergleich mit anderen Assays.

Zukunftige Studien sind hier erforderlich, um Daten fir weitere Analyte
beziehungsweise Gerate zu ermitteln. In der vorliegenden Studie wurden aufgrund
der durch Doppelmessungen entstehenden Kosten und der in diesem
Zusammenhang begrenzten Mittel die Untersuchungen auf neun Analyte limitiert. Fur
zwei Analyte wurden jeweils weniger als 10 000 Doppelmessungen durchgefuhrt. Die
Mdglichkeit seltene Messfehler aufzudecken sinkt mit abnehmender Anzahl. Durch
die bei diesen Analyten ermittelte Anzahl von Messabweichungen mit einem OPM
von unter 150 fur ALAT und Laktat, ist die in dieser Studie durchgefihrte Anzahl von
Doppelmessungen (5620 bzw. 1596) allerdings ausreichend, um valide Aussagen

treffen zu kénnen.

Die hier vorgenommene Auswertung und Darstellung von Messabweichungen mit
Hilfe der variierten A-Zone und den daraus abgeleiteten Kurven sowie der AZ95 und
der OPM stellen eine sinnvolle Erganzung zu Prazision und Richtigkeit bei der
Bewertung der analytischen Qualitat eines Assays dar (34) und vervollstandigt die
Aussage Uber dessen Leistungsfahigkeit. Insbesondere bei der Auswahl eines
Messverfahrens unter Bericksichtigung der klinischen Anforderungen kénnen die
hier dargestellten Informationen Uber die analytische Leistungsfahigkeit eines

Messverfahrens hilfreich sein.
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden mittels Doppelmessungen Messabweichungen
beschrieben, die trotz gultiger Qualitatskontrollen auftreten und deren Haufigkeit
bisher nicht transparent darstellbar war. Des Weiteren wurden neue Qualitatsmarker
auf der Basis von Doppelmessungen etabliert, die in Ergdnzung zur
Qualitatssicherung zusatzliche Informationen Uber die analytische Leistungsfahigkeit

von Messverfahren liefern.

Die hier vorgestellten Qualitatsmarker AZ95, d.h. die Weite der A-Zone, bei der 95 %
aller Doppelmessungen innerhalb der A-Zone liegen und der OPM, d.h. die Anzahl
von Messfehlern pro 1000 Doppelmessungen bei einer festgelegten A-Zonen-Weite
von 5 %, dienen dem besseren Vergleich der analytischen Leistungsfahigkeit von

Messverfahren.

Die Kombination der Qualitatsmarker einer AZ95 von maximal 5 % und einem OPM
von maximal 50 wurde in der vorliegenden Studie fur drei der neun untersuchten

Analyte, namentlich Calcium, TSH und Cholesterol erfullt.

Daruber hinaus bietet das Modell der A-Zonen durch die variable Anpassung der A-
Zonen-Weite die Mdglichkeit, individuelle Gutekriterien fir einzelne Analyten

festzulegen.

Die hier neu eingefihrten Qualitditsmarker stellen eine sinnvolle Ergadnzung zur
Bewertung der analytischen Leistungsfahigkeit von Messverfahren dar und
ermdglichen die Berucksichtigung Klinischer Anforderungen an ein Messverfahren
und bieten somit auch eine Entscheidungshilfe bei der Auswahl eines neuen
Messverfahrens.
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Abstract

Introduction: Duplicate measurements can be used to describe the performance and analytical robustness of assays and to identify outliers. We
performed about 235,000 duplicate measurements of nine routinely measured quantities and evaluated the observed differences between the re-
plicates to develop new markers for analytical performance and robustness.

Materials and methods: Catalytic activity concentrations of aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), and concentra-
tions of calcum, cholesterol, creatinine, C-reactive protein (CRP), lactate, triglycerides and thyroid-stimulating hormone (TSH) in 237,261 patient
plasma samples were measured in replicates using routine methods. The performance of duplicate measurements was evaluated in scatterplots
with a variable and symmedtrical zone of acceptance (A-zone) around the equal line. Two quality markers were established: 1) AZ95: the width of an
A-zone at which 95 % of all duplicate measurements were within this zone; and 2) OPM (outliers per mille): the relative number of outliers if an A-
zone width of 5 % was applied.

Results: The AZ95 ranges from 3.2% for calcium to 11.5% for CRP and the OPM from 5 (calcium) to 250 (creatinine). Calcium, TSH and cholesterol
have an AZ95 of less than 5% and an OPM of less than 50.

Conclusions: Duplicate measurements of a large number of patient samples identify even low frequencies of extreme differences and thereof de-
fined outliers. We suggest two additional quality markers, AZ95 and OPM, to complement description of assay performance and robustness. This

approach can aid the selection process of measurement procedures in view of clinical needs.
Key words: clinical chemistry tests; humans; reproducibility of results; analytical quality; quality control
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Introduction

Internal quality control schemes (IQC), e.g. West-
gard or the Guidelines for Quality Assurance of
Medical Laboratory Examinations of the German
Medical Association (RiliBAK), have a long tradition
in clinical chemistry to monitor the reliability of
measurements and have proved to provide a rea-
sonable quality control (1-3). The Clinical & Labora-
tory Standards Institute (CLSI) has advised proce-
dures to verify the trueness and precision of rou-
tine methods (4). The schemes rule that IQC sam-
ples are measured at certain intervals, defined ei-
ther by time or by number of measured patient
samples. Therefore, IQC may fail to detect occa-

Biochemia Medica 2017:27(1):192-8

sional dropouts, i.e. outliers among routine sam-
ples, which may cause erroneous clinical decisions
in patient care (4-15). To identify outliers, duplicate
measurements may be used (16-20), but are often
refrained from, due to economic pressure (21,22).

Outliers are differently defined in the literature
and their frequencies are reported by various ap-
proaches (1,2,4,5,16-19,23-26). Additionally, what is
perceived as an outlier may vary depending on
the analyte or diagnosis (2,4,16-19,24,27). By de-
scribing magnitude and number of differences be-
tween duplicate measurements, laboratories and
clinicians can define the difference they consider

http://doi.org/10.11613/BM.2017.021
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an outlier and consequently estimate the frequen-
cy they will experience (27). If based on a sufficient
number, duplicate measurements have the poten-
tial to reveal even low frequencies of outliers (4,20).

In the present study, we report a large number of
duplicate measurements in patient plasma sam-
ples under routine conditions in nine commonly
used assays. It is an extension of a study published
in 2013, where these investigations were per-
formed with one glucose assay (27). To broaden
the findings from the glucose study, further fre-
quently used assays were investigated and com-
pared. Since only measurements with valid 1QC
shall be included, the performance observed in
the study reflects the currently accepted frequen-
cy and magnitude of extreme differences. Our aim
was to detect even low frequencies of outliers and
their magnitude in routine assays and to derive
new quality markers for assay performance that
give more detailed information than the regular
IQC. Our approach aims at complementing de-
scription of performance and analytical robust-
ness of assays.

Materials and methods

The plasma samples were from an unselected
population of hospitalized patients and outpa-
tients at the University Medicine of Greifswald
(Germany). During twelve consecutive months,
starting in December 2011 the catalytic activity
concentrations and concentrations of aspartate
aminotransferase (AST), alanine aminotransferase
(ALT), and concentrations of calcium, cholesterol,
creatinine, C-reactive protein (CRP), lactate, triglyc-
erides and thyroid-stimulating hormone (TSH)
were routinely measured in duplicates on a 24/7
basis. Assays were run on three Dimension Vista
1500 instruments using procedures and reagents
according to the manufacturer’s instruction (Sie-
mens Healthcare Diagnostics, Eschborn, Germa-
ny). The instruments were connected to Stream-
LAB (Siemens Healthcare Diagnostics, Eschborn,
Germany) which allocated the samples to one of
the three instruments. Once allocated to a specific
instrument, the duplicate measurements were au-
tomatically ordered and performed on this same

http://doi.org/10.11613/BM.2017.021

instrument by two sample aspirations but only the
first obtained result was released for patient care.

Only measurements within concentration intervals
according to RiliBAK (published in RiliBAK ‘s Table
B1, column 4: “RiliBAK applicable concentration in-
tervals of columns 3 and 5"), specific for each ana-
lyte, and only measurements with valid 1QC ac-
cording to the RiliBAK were included in the study
(3). TRU-Liquid Monitrol (lot 1AQ104) was used as
IQC material for ALT, AST, calcium, cholesterol, cre-
atinine, lactate, Triglycerides; Liquimmune (lot
9LQ105, both Thermo Fisher Scientific, Schwerte,
Germany) for TSH and Protein2 (lot 1LQHO1, Sie-
mens Healthcare Diagnostics, Eschborn Germany)
for CRP. Imprecision was calculated from IQC for
each analyte, 1QC level (high and low) and RiliBAK
monthly control cycle. Samples were anonymized
prior to data collection.

Data analysis was performed using Microsoft Ex-
cel’ (2010). Ethical approval of the local ethics com-
mittee was obtained.

For each assay, differences or agreements of dupli-
cate measurements were summarized in scatter
plots including regression and correlation analy-
ses. To categorize the observed differences be-
tween the duplicates with respect to their magni-
tude, a zone surrounding the equal line of the
scatter plots was used (Figure 1). This area is often
referred to as the A-zone (28). The A-zone (dotted
lines Figure 1) is located around the equal line
(hatched line Figure 1) of duplicate measurements,
with the first measurement on the X-axis and the
second measurement on the Y-axis. The A-zone
width can be modified symmetrically around the
equal line as indicated by the arrows. The triangles
represent a duplicate measurement within the
chosen A-zone whereas the square represents a
duplicate measurement outside the A-zone.

In this study its width was systematically modified
and increased to the width of 14% (Figure 2). Dif-
ferences outside the chosen A-zone were regard-
ed as outliers. Thus, the definition of an outlier de-
pends on the width of the A-zone. A narrow A-
zone consequently corresponds to strict limits and
would cause small differences to be regarded as
outliers whereas a wide A-zone allows large differ-
ences.

Biochemia Medica 2017:27(1):192-8
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— Equal line
----- A-zone limit

Second measurement

First measurement

FiGURE 1. The A-zone.

The dotted lines around the equal line (hatched line) of dupli-
cate measurements represent the A-zone, the first measure-
ment on the X-axis and the second measurement on the Y-axis.
The A-zone width can be modified symmetrically around the
equal line as indicated by the arrows. The triangles represent
a duplicate measurement within the chosen A-zone whereas
the square represents a duplicate measurement outside the A-
zone.

At each A-zone width, differences that fell outside
this area were counted. The relative numbers of
observations outside the various A-zones were
plotted against the width of the A-zone (Figure 2).

Two quality markers can be derived from this ap-
proach and used to describe performance and an-
alytical robustness of assays:

1. AZ95 (A-zone 95%): The width of the A-zone at
which 95% of all duplicate measurements are
within this zone (Figure 2, the A-zone width can
be read from the x-axis where the respective
analyte curve crosses the red horizontal line.
This horizontal line crosses the y-axis at 50 OPM
since this represents 50 out of 1000 i.e. 95%),

2. OPM (outlier per mille): The relative number of
outliers in per mille if an A-zone width of 5% is
used to identify outliers (Figure 2, the relative
number of outliers can be read from the y-axis
where the respective curve crosses the red ver-
tical line).

Biochemia Medica 2017;27(1):192-8

The common target is 95% of the observations
within an A-zone of 5%, which is already described
in the CLSI EP 27 guidelines (28) and means in our
study a maximum AZ95 of 5% and at the same
time a maximum OPM of 50. For the comparison
between different analytes it is important to con-
sider, that individual clinical requirements induce
different requirements for the AZ95 and the OPM
of each analyte.

Results

The number of plasma samples run in duplicates
ranged from 1596 for lactate to 73,242 for creati-
nine (Table 1); in total, 237,261 duplicates were
measured. The imprecision calculated from the
IQC from low and high levels of the 1QC for each
analyte is given in Table 1. At an A-zone width of
12% all assays had less than 50 measurements per
mille outside the A-zone and showed then an as-
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FiGuREe 2. Analytical performance of nine assays. The frequency
(per mille) of observed differences in duplicate measurements,
which were outside a given width of the zone of acceptance
(A-zone). AZ95, (the width of the A-zone comprising 95% of the
observations) for each assay is given on the X-axis where the
horizontal red line crosses the curves of the assays. The OPM
(the relative number of observations in 1000 observations out-
side the A-zone) at an A-zone width of 5% can be read from the
red vertical line. Horizontal lines crossing assay lines are in the
following order: calcium, TSH, cholesterol, ALT, triglycerides,
AST, lactate, creatinine and CRP. Assays that cross the shaded
area in the left-hand corner comprise 95% of the observations
with an A-zone width lower than 5% and have fewer than 50 per
mille outliers at an A-zone of 5%.
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TasLE 1. Basic data on studied assays and imprecision calculated from 1QC.

Measurand RiliBAK Number of CV (%), CV (%),
(Measuring infe_r\ral accc_:rding to the (column 4) app_licable duplicates (target value 1QC {targ_et value 1QC
manufacturer’s instructions) concentration P low level) high level)
ALT" (6 - 1002 U/L) 30-300 3620 (i; IJsff) (12635_3}?)
AST" (3-1002 U/L) 19.8-400.2 11,797 ég_{i‘z} (?éi_l}i}
Calcium" (1.25 - 3.75 mmol/L) 1.00-6.00 65,077 (2.4: .]rr:i:;I/L) (2.8]5.?1:$f)|/L)
Cholesterol” (1.29 - 15.54 mmol/L) 1.3-9.1 12,092 (5_11 :"ri; n (2'71'31-;:, )
Creatinine” (9 - 1768 pmol/L) 44-884 73,242 (11§ﬁ;j/u (62(;?1:1-:;3/ L)
CRP (3.1 - 190 mg/L) 1-120 27,836 (52;,;.311 a 22,'13;175';?4,1
Lactate’ (0.1 - 15 mmol/L) 1-10 159 (2.412b3n_$:lfl) (5.71{:.!;3;3@
Triglycerides® (0.02 - 11.3 mmol/L) 0.68-4.6 17,094 (2_3;'?;;?6?)' ) . 315'6,.;:"'; /L)
TSH# (0.005 - 100 mU/L) 0.1-40 23321 (0,22';) ;:L::L) (u;f ;nBLifL)

‘1QC were performed using 1AQ104 TRU-Liquid Monitrol (Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Germany).

*IQC Was performed using 9LQ105 Liquimmune (Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Germany).

t1QC Was performed using 1LQHO1 Protein2 (Siemens Healthcare Diagnostics, Eschborn Germany).

CV - coefficient of variation. Conversion factor from 51 Unit to Conventional Unit for enzymes is 60. AST - aspartate
aminotransferase; ALT - alanine aminotransferase; CRP - C - reactive protein; TSH - thyroid-stimulating hormone.

ymptotical decrease. In consideration of the as-
ymptotical curve at widen A-zone width we limit-
ed the width of the A-zone to 14%.

The number of outliers relative to the A-zone
width is shown in Figure 2:

1. AZ95 is read on the X-axis in figure 2 where the
horizontal red line crosses the curves of the as-
says. The AZ95 ranges from 3.2% for calcium
to 11.3% for CRP. Triglycerides and ALT have an
AZ95 of 5.5%, which is below the values found
for lactate, AST, creatinine and CRP, but above
those found for calcium, TSH and cholesterol.

2. OPM can be read from the vertical red line in
Figure 2. An OPM of 5 per mille can be found for
calcium and up to 250 per mille for CRP and cre-
atinine. Values found for AST, lactate, creatinine
and CRP indicate a poorer performance, i.e. a
higher relative number of outliers than triglyc-
erides, ALT, cholesterol, TSH and calcium.

http://doi.org/10.11613/BM.2017.021

Only three out of the investigated nine assays (cal-
cium, TSH, and cholesterol) have

+ an A-zone width equal to or lower than 5% and
including 95% of the observations and

+ equal to or fewer than 50 per mille outliers at an
A-zone of 5%.

The curves of these assays cross the shaded area in

the lower left corner in Figure 2.

Discussion

We used a large number of duplicate measure-
ments to describe the performance and analytical
robustness of assays.

We introduce two new quality markers for describ-
ing analytical quality (AZ95 and OPM): The AZ95
(width of the A-zone covering 95% of the observa-
tions for an assay) was chosen in analogy to the
95% confidence interval and represents the first of

Biochemia Medica 2017:27(1):192-8
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the two suggested quality markers (horizontal red
line, Figure 2). It ranges from about 3.2% for calci-
um to 11.3% for CRP.

In a clinical setting, relative terms may be difficult
to handle. Therefore, we translate our findings into
absolute terms. When assuming that the first
measured value represents a measurement on the
equal line, the AZ95 for calcium was found to be
3.2%. Therefore, at a calcium concentration of 2.0
mmol/L, 95% of all duplicate measurements could
be expected between 194 and 2.06 mmol/L,
whereas for a creatinine concentration of 100
pmol/L it would be between 90 and 110 pmol/L
since its AZ95 was determined at 10.3%. Still, 5% of
all measurements will deviate more. For glucose
the A-zone width which comprises 95% of all ob-
servations was reported in the previous study,
which used the same instrument, to be approxi-
mately 4% (27). This previously reported perfor-
mance for glucose is comparable to our findings
for calcium.

The second suggested quality marker OPM is the
relative number of observations outside the A-
zone in per mille at an A-zone width of 5% (vertical
line, Figure 2). Calcium shows the best perfor-
mance with an OPM of 5 in 1000 measurements.
Translated into clinical terms: at calcium concen-
tration of 2.0 mmol/L = 0.1 mmol/L the clinician
would have to accept an outlier frequency of 5 per
mille, i.e. in only 5 cases out of 1000 measure-
ments. For CRP (e.g. at 5.0 mg/L = 0.25 mg/L) and
creatinine (e.g. at 100 pmol/L £ 5.0 pmol/L) the
OPM is 210 and 250 in 1000 measurements, re-
spectively (extrapolated from Figure 2). The initial
study reported less than 10 per mille outside an A-
zone width of 5% for glucose based on 21,000 du-
plicate measurements and therefore its perfor-
mance is comparable to calcium in this study (27).

According to the quality markers, AZ95 and OPM
used in the present study three assays (calcium,
TSH and cholesterol) show the best analytical ro-
bustness and performance of all investigated as-
says with an A-zone width that comprises 95% of
the observations that is lower than 5% and fewer
than 50 per mille outliers at an A-zone of 5%. Both
criteria have been reported to be fulfilled also for
glucose (27). Deetz et al. investigated duplicate

Biochemia Medica 2017;27(1):192-8

measurements applying College of American Pa-
thologists (CAP)/Clinical Laboratory Improvement
Amendments (CLIA) error limits to identify outliers
and report 0.2% outliers out of 3000 observations
for calcium which corresponds to an AZ95 of
about 2.5% (22). This study is in line with our find-
ings for calcium, which showed a very low fre-
quency of extreme differences compared to other
assays. Whereas Deetz et al. investigated about
3000 observations for calcium, other assays had
100 observations or less (22,29). Onyenekwu et al.
found 4.9% outliers out of 91 repeats for calcium
at critical concentrations also using CAP/CLIA er-
rors limits (21). Witte et al. aimed to identify outli-
ers in the sense of “errors” defined by a multiple
SD e.g. 6 or 7 SD and therefore report a compara-
tively low frequency of 41 in one million results
(0.041 per mille) (29).

Due to the heterogeneous approaches, results of
different studies cannot be easily compared. In
contrast to previous studies, our model represents
a flexible approach to search for differences or
outliers of various definitions by widening or re-
ducing the A-zone accordingly. Rather than a fixed
or statistically based definition of outliers, we eval-
uated the frequency of extreme differences of di-
verse magnitudes in relation to a distribution of
observed duplicates around an equal line assum-
ing identity of duplicates. In addition to precision
and trueness, the frequency of outliers should be
considered to describe the analytical quality of an
assay (30).

Our findings describe what is presently accepted
in clinical practice, i.e. the “state of the art”. To fa-
cilitate comparability between laboratories and
assays we suggest the fixed quality markers AZ95
and OPM in analogy to the 95% confidence inter-
val, but our model also allows for individual ad-
justments. The results of our study complement
performance criteria of assays and may be used for
discussing potentials and limitation of assays be-
tween clinicians and laboratorians. Furthermore,
this approach can aid the selection process of
measurement procedures in view of clinical needs.

Due to limited resources, we focused on nine com-
monly used assays. The number of duplicates was
below 10,000 for three assays, which limits the de-
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addiional quality markers to describe perror-
mance and robustness of assays and report what
is currently accepted in clinical practice: 1. AZ95:
width of an A-zone containing 95% of all duplicate
measurements, and 2. OPM: the relative number
(in per mille) of outliers if an A-zone width of 5% is
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