Referenzintervalle
und Laboranforderungen

Problemlosungen fiir die padiatrische Praxis

«Kinder sind keine kleinen Erwachsenen» - dieses in vielfaltiger Hinsicht strapazierte

und daher fast schon zum Gemeinplatz verkommene Zitat des Entwicklungspsycho-

logen Jean Piaget wird selbstverstandlich auch auf die Labormedizin angewendet. In

diesem Artikel werden spezifisch padiatrische Probleme der Labordiagnostik, wie feh-

lende Referenzintervalle und limitierte Probenvolumina, erlautert und Losungsansatze

skizziert.

Von Christoph Seger

elbst Anbieter von Labordienstleistungen
scheuen nicht davor zurlck, diese so wert-
volle Aussage als Slogan zu nutzen, wenn
es darum geht, eine Schwerpunktsetzung
auf padiatrische Labordiagnostik zu umwerben. In die-
sem Zusammenhang ist es durchaus legitim zu fragen:
Padiatrische Labordiagnostik — gibt es die denn Uber-
haupt jenseits der Speziallaboratorien der Kinderklini-
ken in zentralen Versorgungszentren? Oder ist es nicht
besser, einfach von der Berticksichtigung padiatrischer
Bedurfnisse in der Labormedizin zu sprechen?
Im Folgenden wird versucht, dieser Frage anhand von
zwei zentralen Aspekten der «padiatrischen Laborme-
dizin» auf den Grund zu gehen: einerseits dem Bezug
individueller Laborergebnisse auf die in einer Refe-
renzpopulation gefundenen Wertelagen — den soge-
nannten Referenzintervallen — und andererseits der
Frage, wie die Begleitung beim Ubergang von patien-
tennaher Analytik beim Primarkontakt/in der Grund-
versorgung in die Spezialanalytik zentraler Versor-
gungszentren optimal gestaltet werden kann.

Generelle Referenzintervalle

meist nicht moéglich

Es ist allen Beteiligten klar: Das junge, sich entwi-
ckelnde Leben hat einen dynamischen Stoffwechsel,
Reifungsprozesse begleiten den jungen Menschen in
seinen zwei ersten Lebensjahrzehnten. So alt dieses
qualitativ leicht fassbare biochemische Basiswissen
ist, so problematisch ist in der quantitativen Welt der
klinischen Chemie und Labormedizin offenbar seine
Ubersetzung in nach biologischer Reifung oder Le-
bensalter geschlechtsspezifisch stratifizierte Refe-
renzintervalle (= Referenzbereiche) (1). Generell steht
dem Anwender nur eine sehr limitierte Anzahl von
Moglichkeiten zur Verfugung, derartige Vergleichs-
werte zu erhalten.
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Im Regelfall, speziell im akkredierten Laborbereich, wel-
cher sehr gerne auf IVD-CE-zertifizierte Kit-Losungen
namhafter Partner aus der IVD-Industrie zurtckgreift,
Ubernimmt man derartige Intervalle aus den analy-
tischen Vorgabedokumenten des Herstellers. Dies ge-
winnt Uberall dort besondere Bedeutung, wo die Mess-
methode deutlichen Einfluss auf das quantitative
Messergebnis hat, so zum Beispiel in weiten Bereichen
der Endokrinologie (z.B. Steroide, Schilddrisenhor-
mone), aber auch in der auf immunologischen Mess-
methoden (Immunoassay) basierenden klinischen
Chemie (z.B. Wachstumshormone), der Gerinnungsdia-
gnostik und in manchen Bereichen der Medikamenten-
spiegelmessung (z.B. Immunsuppressiva).

Nur bei wenigen Ausnahmen — immer wenn die
Messgrosse unabhangig von der Messmethode ist
(z.B. bei Kennzahlen des weissen und roten Blutbil-
des) —ist es moglich, generalisierte Referenzintervalle
anzugeben. Diese finden ab und an sogar den Weg in
einschlagige Lehrbucher der Labormedizin oder der
Padiatrie. Bei diesen tabellarischen Aufbereitungen
der Sekundarliteratur muss penibel darauf geachtet
werden, welche Primarliteratur den oftmals elegant
aufbereiteten Daten zugrunde liegt. Besonders heikel
wird es, wenn Hersteller von |VD-CE-zertifizierten
Testsystemen auf derartige Standardwerke Bezug
nehmen und der Anwender sich in Sicherheit wiegt.
So durfte der Autor dieser Zeilen in jlingster Vergan-
genheit feststellen, dass man einen sich bei einem auf
Massenspektrometrie (LC-MS/MS) basierten kom-
merziellen Steroidassay auf ein ausserordentlich be-
kanntes und renommiertes Kompendium padiatri-
scher Referenzintervalle berufen hat — die Nachschau
in dieser Quelle hat jedoch ergeben, dass jeglicher
Eintrag auf immunologischen Messmethoden beruht
und daher fur die LC-MS/MS-Messung sicherlich nur
einen sehr groben Bezugsrahmen darstellen kann.

Referenzinter-
valle gelten
haufig nur far
eine bestimmte
Analysenplatt-
form.
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Immer ofter findet sich der Anbieter von Labordienst-
leistungen — sei es im oOffentlichen Dienst, sei es im
niedergelassenen Sektor — mit der Situation konfron-
tiert, dass ein IVD-Hersteller in seinen Produktunterla-
gen die von ihm (eigentlich verbindlich) vorgegebe-
nen Referenzintervalle mit der Randnotiz unterlauft,
dass der Nutzer angehalten ist, derartige Referenzin-
tervalle selbst zu erarbeiten. Die damit verbundenen
Probleme werden in den folgenden Absatzen abge-
handelt.

Referenzintervalle bestimmen

Nur bei wenigen Ausnahmen, diese finden sich in der
Regel im Bereich der Endokrinologie und bei neuen
Testentwicklungen, sorgt ein Hersteller auch fur die
Erarbeitung von ausreichend wissenschaftlich fun-
dierten Referenzintervallen. Als exemplarisch sei hier
die Etablierung eines neuen IGF-1-Assays genannt,
dessen veranderte (fortschrittliche) Testchemie eine
komplette Neubewertung der Referenzintervalle er-
fordert hat (2). Ein offener Umgang mit diesem
Thema, das heisst die aktive wissenschaftliche Publi-
kation derartiger Unternehmungen, kann als ein her-
vorragendes Marketingmittel angesehen werden — ist
doch kaum etwas Uberzeugender als der anerkannte
Fachkollege.

Referenzintervalle

Referenzintervalle bilden die zentralen 95-Prozent-Perzentile der Referenzpopulation
ab. Es besteht immer eine 5-prozentige Wahrscheinlichkeit, dass individuelle Werte
eines klinisch Gesunden ausserhalb des Referenzintervalls zu liegen kommen. Die
Auslenkung aus dem Referenzintervall kann nicht immer mit der Schwere einer Er-
krankung/Pathologie korreliert werden; sie haben daher orientierenden Charakter.

Nur wiederholtes Testen (die Wahrscheinlichkeit, dass die Bestatigungsmessung aus
einer unabhangigen Abnahme auch ausserhalb des Referenzintervalls liegt, ist kleiner
1/1000) oder die Zusammenschau mit pathophysiologisch korrelierten Messgrossen
erlaubt es bereits bei minimaler Auslenkung, aus dem Referenzintervall pathophysio-
logisches Geschehen zu diagnostizieren.

Liegen derartige Daten nicht vor und ist der Referenz-
intervallvorschlag des Herstellers insuffizient belegt
oder an einer offensichtlich ungeeigneten Referenz-
population erarbeitet, muss versucht werden, die be-
notigte Information anderweitig zu erarbeiten. Dies ist
bei gesunden Erwachsenen zwar ein gewisser Auf-
wand, aber in der Regel maoglich, zum Beispiel als Ne-
benprodukt von Populationsquerschnittsstudien. Bei
padiatrischen Populationen sieht sich der forschende
Diagnostiker hingegen mit deutlich hoheren Hirden
konfrontiert. Eine davon ist sicherlich die Frage, ob
eine Entnahme von zusatzlichem Blutvolumen bei
aparent gesunden Kindern einzig zur Erarbeitung von
(dann vielleicht nur lokal gultigen) Referenzintervallen
nicht ein grundsatzliches medizinethisches Veto im-
pliziert.

Vielleicht auch aus diesem Grund ist die Zahl interna-
tionaler Unternehmungen zur Etablierung von padia-
trischen Referenzintervallen, wenngleich hervorra-
gend organisiert und ergebnisorientiert durchgefuhrt,
durchaus uberschaubar. Die IFCC (International Fede-
ration of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine)
hat mit der Grindung der Task Force on Paediatric
Laboratory Medicine (TF-PLM) (www.ifcc.org/task-
force-paediatric-laboratory-medicine-web-pages/) vor
mehr als zehn Jahren eine Plattform geschaffen, wel-
che sich im Rahmen einer Initiative der Erarbeitung
padiatrischer Referenzintervalle widmet. Diese Initia-
tive bundelt und koordiniert nationale und regionale
Initiativen, um so wissenschaftlich sauber und nach-
vollziehbar zu verbesserten Referenzintervallen zu
kommen. Das bedeutet unter anderem die Ergebnis-
publikation unter Peer-Review-Bedingungen - ein
Aufwand, den die IVD-Industrie nur selten betreibt.

Das CALIPER-Projekt

Einer der bedeutendsten Vorstosse in dieser Richtung
gelang einem Konsortium kanadischer Forscher,
bekannt unter dem Akronym CALIPER (Canadian Labo-
ratory Initiative on Paediatric Reference Intervals) (3).
Die multizentrische CALIPER-Gruppe (www.sick-kids.ca/
caliperproject/) konnte nach einer mehrjahrigen Vor-
laufzeit im vergangenen Jahrzehnt auf der Basis von
rund 9000 Proben von gesunden Kindern fir an die
100 Parameter, in der Hauptsache aus den Bereichen
der klinischen Chemie, der Endokrinologie und der
Immunologie, alters- und geschlechtsspezifische
Referenzintervalle mittels der sogenannten direkten
Methode, das heisst durch Etablierung eines Refe-
renzkollektivs, erarbeiten. Die Bearbeitung der Roh-
werte und die Etablierung der Referenzintervalle
wurden in rund zwei Dutzend Publikationen der Fach-
offentlichkeit transparent und nachvollziehbar préasen-
tiert; alle erarbeiteten Referenzintervalle sind auf der
CALIPER-Homepage inklusive Grafiken (Abbildung 1
und 2) der Offentlichkeit zuganglich.

Eingeschrankt wird die Nutzbarkeit der Daten im Mo-
ment durch die Tatsache, dass die Intervalle streng
genommen nur fur die Analysenplattform/die Assay-
Chemie gelten, auf welcher sie erarbeitet worden sind

* Caliper: engl. Messschieber
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Abbildung 2: Rohdaten fiir die Etablierung padiatrischer Referenzintervalle fiir Kreatinin, Harnsaure, Transferrin und
Phosphat (n = 2188). Die unterschiedliche Abhangigkeit von Alter/Geschlecht ist kiar zu erkennen, entsprechend
kannen die Altersgrenzen der Referenzintervalle objektiv gesetzt werden, nach (3).

(in der Regel Abbott). Erst in jungster Vergangenheit
wurden diese Daten (teilweise) fur die Nutzung auf
Messplattformen anderer Hersteller wie Roche, Beck-
mann, Ortho und so weiter adaptiert. Im Zusammen-
hang des Transfers der Abbott-CALIPER-Daten auf
Methoden anderer Hersteller ist es von zentraler Be-
deutung, auf zwei wichtige Aspekte im Umgang mit
Referenzintervallen hinzuweisen:

1. Es liegt in der Verantwortung jedes Herstellers IVD-
CE-zertifizierter Diagnostika, Referenzintervalle zur
Verfligung zu stellen. Ubernimmt der Endnutzer diese
Werte nicht (z.B. weil das Kollektiv als insuffizient
erkannt wird oder alternative Quellen eine bessere
Altersstratifikation aufweisen), so ist dies, zumindest
in einem akkreditierten Laborumfeld, entsprechend
zu begrinden. Das bedeutet, dass die Angabe von
«alternativen», das heisst von den Herstellerangaben
abweichenden Referenzintervallen in der Regel nur
bei eklatant abweichenden Datenlagen zur Anwen-
dung kommt. Die Interpretation divergenter Referenz-
intervalle bleibt in der Regel dem Experten, sowohlim
Labor als auch in der Padiatrie, vorbehalten; der Kon-
text mit der Klinik ist immer herzustellen.

2. In erster Naherung, das haben die Methoden-
vergleiche der CALIPER-Initiative bereits eindrlcklich

Probenvolumen

Die Kommunikation zwischen Zuweiser und Labor muss zum Ziel haben, padiatrische
Proben aus der Masse der Routineproben hervorzuheben. Die Volumenmindestanfor-
derungen vieler Laboratorien orientieren sich an optimaler paralleler Abarbeitung von
Proben adulter Patienten. Durch sequenzielle Abarbeitung und durch Priorisierung
von Analysen (Triage-Verfahren) ist es mdglich, aus limitierten Probenmengen eine
maglichst optimale diagnostische Information zu gewinnen. Dieses Vorgehen erfordert
einen erhohten zeitlichen Aufwand; die Konsultation des Labors muss daher zeitge-

recht erfolgen.
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gezeigt, ist damit zu rechnen, dass die allermeisten
(enzymatischen) klinisch-chemischen Messmethoden
plattformunabhangig sehr ahnliche Ergebnisse liefern.
Das bedeutet, dass die Verteilungsmuster (aber nicht
notwendigerweise die absoluten Wertelagen) der
Rohdaten aus der CALIPER-Studie allgemein gultig
sind. Zum Beispiel wird die (klinisch sicherlich triviale)
Zunahme des Kreatinins mit dem Alter unabhangig
von der verflugbaren Messplattform zu finden sein.
Bei immunologischen Messmethoden, speziell wenn
sie gegen kleine Molektle gerichtet sind (Steroide,
Schilddrisenhormone ...), aber auch bei Peptidhor-
monen (Wachstumshormon, Parathormon ...) ist hin-
gegen, wie bereits weiter oben angedeutet, durchaus
Vorsicht angebracht. Referenzintervalle konnen hier
aufgrund der technischen Limitationen der «lImmuno-
assays» (z.B. Unterschiede in den erkannten Epitopen
der Analyten) in der Regel nicht von Plattform zu Platt-
form Ubertragen werden; derartige Assays sind nicht
kommutabel.

Referenzintervalle

sind meist methodenabhangig
Entsprechend sind Referenzintervallangaben in der
Ubersichtsliteratur, wie dem Referenzwerk «Pediatric
Reference Intervals» von Steven J. Soldin (4), immer
zwingend im Kontext der eingesetzten Methode zu in-
terpretieren. Fehlen diese Angaben, so ist entspre-
chend &dusserste Zurlckhaltung in der Interpretation
der Intervalle angezeigt. Dies gilt selbstverstandlich in
der gesamten Labormedizin und ist nicht auf deren
Anwendung in der Padiatrie beschrankt. Daher
werden in der Labormedizin seit Jahrzehnten interna-
tional koordiniert Anstrengungen unternommen, Ana-
lysemethoden durch Ruckfuhrung auf Referenzme-
thoden und  Referenzmaterialien  (traceability)
kommutabel zu gestalten. Wiederum ist die IFCC eine
treibende Kraft; gemeinsam mit dem BIPM wird seit
2002 das JCTLM (Joint Committee for Traceability in
Laboratory Medicine, www.jctim.org) betrieben. Auf-
gabe ist die globale Standardisierung von Testresulta-
ten zu Uberwachen und voranzutreiben. Im Kontext
der Ruckfuhrbarkeit kommt der LC-MS/MS eine spe-
zielle Bedeutung zu; nutzen doch die allermeisten Re-
ferenzmethoden diese Technologie (5). Es ist zu er-
warten, dass dies in nachster Zukunft dazu fihren
wird, dass speziell in der (padiatrischen) Endokrinolo-
gie die Massenspektrometrie den Immunoassay nicht
nur als Referenzmethode begleiten, sondern auch in
der Routineapplikation ablosen wird (6).

Referenzintervalle

retrospektiv ermitteln?

Ein alternativer Zugang zu Referenzintervallen, die
«indirekte Methoden, stellt die Arbeit mit bereits vor-
liegenden Daten dar, in der Regel Patientendaten aus
grossen Querschnittskollektiven. Dieser Zugang be-
ruht auf den vor mehr als 50 Jahren publizierten Uber-
legungen von R. G. Hoffmann (7) und wurde in den
vergangenen Jahrzehnten immer weiter verfeinert.
Erst unlangst konnte durch die Arbeit der AG Richt-
werte der Deutschen Gesellschaft fur Klinische
Chemie und Laboratoriumsmedizin (DGKL) auch flr
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padiatrische Kollektive eindricklich gezeigt werden,
dass aus durchaus Uberschaubar grossen retrospekti-
ven Datensammlungen (rund 50 000-200 000 Einzel-
messungen an einem tertiaren Versorgungszentrum,
Beobachtungszeitraum 5-10 Jahre) wertvolle konti-
nuierliche Referenzintervalldaten gewonnen werden
konnen (8), welche durch entsprechend sinnvolle
Interpretation natlrlich auch einer Alters- und Ge-
schlechtsstratifikation unterzogen werden konnen (9).
Beide Zugange, die «direkte» wie auch die «indirekte»
Methode haben ihre Vor- und Nachteile. Der interes-
sierte Leser sei an dieser Stelle auf eine aktuelle Dis-
kussion hingewiesen, welche durch Empfehlungen
der EFLM (10) zur Durchfihrung von «direkten Me-
thoden» hervorgerufen worden ist (11).

Wie viel Probenmaterial

muss es wirklich sein?

Wann immer einem Kleinkind oder gar einem Saug-
ling Blut fur die Erarbeitung von Laborresultaten ent-
nommen wird, sieht sich der Praktiker oft mit der un-
angenehmen Frage konfrontiert: «Reicht das Material
aus?»

Im Rahmen der Grundversorgung kann er dieses Pro-
blem im Griff behalten; seine hauseigenen POC-
(Point-of-Care-)Geratschaften sind ihm wohlbekannt
und darauf optimiert, aus einer moglichst kleinen Pro-
benmenge ein Maximum an Information zu erhalten,
allerdings beschrankt auf wenige Notfallparameter (in
der Regel Blutbild, CRP, Basisanalytik des Harns etc.).
Sollte es fur die weitere Abklarung einer Erkrankung
nicht notwendig sein, den kleinen Patienten in die Ob-
hut eines tertiaren Versorgungszentrums mit einem in
der Regel an die Bedurfnisse einer Padiatrie gewdhn-
ten Zentrallabor zu Uberstellen, sieht sich der Medizi-
ner fur gewohnlich mit niedergelassenen Laborato-
rien konfrontiert.

Da diese auf den raschen Durchsatz grosser Proben-
mengen optimiert sind, werden in der Regel Blut-
proben eines Auftrages parallel auf mehrere Analyse-
gerate verteilt. Die Verteilungsroutinen sind geregelt;
die Labor-EDV verwaltet diesen Vorgang. Da Gerat-
schaften Ublicherweise neben dem eigentlichen
Messaliquot ein vorgegebenes Totvolumen in der
Grossenordnung von mehreren Dutzend Mikroliter
Probenvolumen aufweisen, ist diese Strategie nicht
sehr materialsparend ausgelegt. Es stehen zwar in der
Regel eigene Sekundargefasse fur mengenlimitierte
Proben zur Verflgung, ein gewisses notwendiges Mi-
nimalvolumen kann aber nicht unterschritten werden.
Werden notwendige Probenvolumina an den Zuwei-
ser kommuniziert, enthalten diese oftmals einen
zusatzlichen Sicherheitsaufschlag, falls eine Wieder-
holungsmessung, eine Verdunnungsmessung oder
eine weiterfuhrende Analytik notwendig sein sollte.
All dies ist naturlich dem Anspruch entgegengerich-
tet, bei Kindern moglichst kleine Probenmengen ein-
zusetzen. Auch muss konstatiert werden, dass die
padiatrische Probe im Routinelabor eklatant in der
Minderzahl ist; die notwendige spezielle Behandlung
im Sinne optimaler Probennutzung wird daher leicht
Ubersehen.
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Blut sparen durch sequenzielle
Analysen

Aus dem soeben Gesagten sollte klar ersichtlich sein,
welche Massnahmen geeignet sind, wertvolle padiatri-
sche Proben optimal der Laboranalytik zuzufthren. Sei-
tens des Labors muss es die Moglichkeit geben, die
parallele Abarbeitung durch (mit langeren Analyse-
zeiten verbundenes) sequenzielles Abarbeiten zu
ersetzen. Die notwendige Minimalmenge fur die Mes-
sungen selbst muss berechnet werden konnen, ver-
bleibendes Material aus dem Totvolumen soll gegebe-
nenfalls Tests mit manuellen Abarbeitungsroutinen
(z.B. Vitaminanalytik) zugefuhrt werden. Nach Maoglich-
keit sollte die Zahl der aus Blut gewonnenen Proben auf
1 bis 2 reduziert werden; zum Beispiel kann aus einer
EDTA-Vollblutprobe, welche fur ein Blutbild bendtigt
wird, nach erfolgreicher Analyse ein EDTA-Plasma ge-
wonnen werden, aus welchem ein Gutteil der klinisch-
chemischen Analytik abgearbeitet werden kann.

Prioritaten setzen

Der Kommunikation zwischen Zuweiser und Labor
kommt daher bei der erfolgreichen Abarbeitung von
padiatrischem Probenmaterial eine zentrale Bedeu-
tung zu. Wenn immer maoglich, sollte der Zuweiser
vorab das Labor kontaktieren, wenn er der Meinung
ist, dass die verfugbare Probenmenge nicht mit der
vom Labor kommunizierten Probenmenge Uberein-
stimmt, das heisst ein Probenmangel sehr wahr-
scheinlich ist.

In derartigen Fallen ist moglichst a priori, das heisst
vor der Probengewinnung, im Rahmen einer zeitge-
rechten Konsultation ein Abarbeitungsplan zu erstel-
len; eine Prioritatenliste der Analysen sollte angelegt
werden. Der Zuweiser ist dabei darauf hinzuweisen,
dass es bei einer derartigen Vorgangsweise in der Re-
gel nicht moglich sein wird, weiterfihrende Analytik
oder Analysenachforderungen zu tatigen. Das Labor
soll durch den Zuweiser moglichst deutlich und
durchgangig auf derartige «Problemfalle» hingewie-
sen werden. Es ist durchaus angezeigt, padiatrische
Auftrage/Proben auffallig zu markieren und zusatzli-
che Hinweise auf die diagnostische Problemstellung
oder auf die Limitation der Probenmenge zu geben.
Klare Anweisungen, welche Analysen bei Proben-
mangel prioritar abzuarbeiten sind, werden es dem
Labor erlauben, auf die individuellen Bedurfnisse des
Zuweisers optimal einzugehen.

Zusammenfassung

e Die padiatrischen Aspekte der Labordiagnostik be-
treffen nicht nur das hoch spezialisierte Labor der
Kinderkliniken, sie sind im hektischen Treiben der
Routinelaboratorien genauso von Bedeutung. Es ist
sowohl seitens des Zuweisers als auch des Labors
notwendig, auf die speziellen Aspekte der Proben
von Kindern hinzuweisen.

e Durch Konsultationsgesprache zwischen Zuweiser
und Labor muss es ermoglicht werden, aus mini-
malem Probenvolumen das Maximum an klinisch
verwertbarer Information zu gewinnen.

e Eine zentrale Bedeutung kommt dem moglichst
nach Alter und Geschlecht stratifizierten Referenz-

Zuweiser und
Labor sollten
Prioritaten set-
zen und einen
Abarbeitungs-
plan erstellen.

n
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intervallen zu. Hier haben die letzten Jahre grosse
inhaltliche Fortschritte gebracht, in vielen Berei-
chen ist aber noch Arbeit zu leisten, speziell in der
Endokrinologie.

e Abschliessend wird festgestellt, dass es wohl von
Vorteil ist, die padiatrische Labormedizin jenseits
der hoch spezialisierten padiatrischen Laboratorien
der zentralen Versorgungseinheiten als einen inte-
grativen Teil der Labormedizin zu begreifen — Pro-
benmaterialien und Wertelagen, welche einer spe-
ziellen, gezielten Aufmerksamkeit des involvierten
Fachpersonals bedurfen.

Korrespondenzadresse:

PD Dr. rer. nat. Christoph Seger
labormedizinisches zentrum Dr Risch AG
Lagerstrasse 30

9470 Buchs

E-Mail: christoph.seger@risch.ch
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