des Reagenzienherstellers verwendet werden. Im folgen-
den wird die Anwendung dieses Verfahrens beschrieben
und seine Leistungsfahigkeit anhand der Resultate eines
Ringversuches dargestelit.

Material und Methodik
1. Kalibrierverfahren

Der Zweck ist die Erstellung von allgemein einsetzbaren
Wertetabellen zur Auswertung der Thromboplastinzeit fiir
die Reagenzien Ca-Thromboplastin und Thromboplastin
a (Boehringer Mannheim). Derartige Wertetabellen wer-
den schon seit langerem flir spezielle Thromboplastinzeit-
Reagenzien, denen als Fibrinogenquelle adsorbiertes
Plasma zugesetzt ist wie z. B. Hepato Quick (3), vom
Hersteller zur Verfiigung gestellt und routinemaBig einge-
setzt. Fur normale Quick-Reagenzien ist ein solches Vor-
gehen bisher jedoch nicht méglich gewesen, da diese
Reagenzien wesentlich kiirzere Gerinnungszeiten erge-
ben und damit eine hohere Sensitivitat gegeniiber char-
gen- und laborbedingten Schwankungen aufweisen.

Es wurde deshalb ein neues Verfahren zur Erstellung all-
gemein einsetzbarer chargen- und gerétespezifischer
Wertetabellen entwickelt. Hierzu war es notwendig, zu-
néchst eine standardisierte Herstellvorschrift fiir den er-
forderlichen Normalplasmapool auszuarbeiten und den
hohen Anforderungen entsprechende Qualitatskriterien
festzulegen. Auf der Basis dieses Normalplasmapools
werden fiir jede Reagenziencharge und jeden Geratetyp
unabhéngige Kalibrierdatensatze erstellt, fur die be-
stimmte Richtigkeitskriterien erflllt sein mussen. Die
Auswertung erfolgt liber ein spezielles EDV-Programm
durch Berechnung einer mittleren Bezugskurve und Ab-
leitung einer Wertetabelle.

1.1 Herstellung des Normalplasmapools

Es werden 13 ausgewahite Spender (ménnl., 30—40 J.,
Nichtraucher) herangezogen, deren SGOT-, SGPT- und
v-GT-Werte im Normalbereich liegen.

Von jedem Citratplasma der einzelnen Spender werden
mit entsprechenden Masterlot-Reagenzien (Ca-Throm-
boplastin und PTT-Reagenz Boehringer Mannheim) die
Thromboplastinzeiten und die partiellen Thromboplastin-
zeiten bestimmt. Dazu werden die 13 Plasmen jeweils als
Einzelbestimmungen in einer Serie gemessen. Zusétzlich
werden zwecks Uberpriifung der Reproduzierbarkeit drei
Kontrollplasmen mit Sollwerten in verschiedenen MeR-
bereichen mitgefiihrt. AnschlieRend wird eine zweite Se-
rie gemessen, so daR von jedem Einzelplasma je zwei
Werte fiir die Thromboplastinzeit und die partielle Throm-
boplastinzeit vorliegen.

Kriterien:

Ein Einzelplasma wird zur Herstellung des Pools verwen-
det, wenn

a) beide Thromboplastinzeit-Werte zwischen 11,0 und
12,5 sec liegen und die Differenz zwischen ihnen héch-
stens 0,9 sec betragt; ’

b) beide Werte fir die partielle Thromboplastinzeit zwi-
schen 30 und 40 sec liegen. Die Differenz zwischen bei-
den Werten darf héchstens 6 sec betragen;

c) der Mittelwert aller Einzelmessungen der in den Pool
aufgenommenen Einzelplasmen fiir die Thromboplastin-
zeit zwischen 11,4 und 12,1 sec, fiir die partielle Throm-
boplastinzeit zwischen 32 und 37 sec liegt.
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Der Plasmapool muB sich aus mindestens 10 Einzelplas-
men mit den unter a und b genannten Kriterien zusam-
mensetzen. Die TPZ des Pools muB {iber 11 sec liegen
und darf hochstens um 0,5 sec vom Mittelwert der Einzel-
messungen der in den Pool aufgenommenen Einzelplas-
men abweichen.

1.2 Aufbewahrung des Normalplasmapools

Es werden je 1 ml Plasmapool in tieftemperaturbestin-
dige, verschlieBbare Kunststoffbehalter abgefiillt, bei
—70°C schockgefroren und aufbewahrt. Der Plasmapool
kann mindestens drei Monate verwendet werden.

Die nach dieser Vorschrift hergestellten Normalplasma-
pools wiesen eine gleichbleibende Qualitat auf. lhre TPZ-
und PTZ-Werte liegen innerhalb enger Schwankungs-
breiten (Tab. 1). Auf dieser Basis ist eine sichere chargen-
und geratespezifische Kalibrierung der Thromboplastin-
zeit-Bestimmung maglich.

1.3 Durchfiihruny der gerédte- und chargenspezifischen
Kalibrierung

1.3.1 Messungen, Erstellung der Datensétze

Der bei —70°C tiefgefrorene Normalplasmapool wird
aufgetaut und in fllissigem Zustand durchmischt. Damit
die kritische Zone der Kalteaktivierung méglichst schnell
durchlaufen wird, erfolgt der Auftauvorgang im Wasser-
bad bei 37°C. Dies nimmt etwa 5 Minuten in Anspruch.
AnschlieBend wird der Plasmapool bei Raumtemperatur
gehalten.

Mit 0,9%iger Natriumchlorid-Lésung werden folgende
Normalplasmapool-Verdiinnungen angesetzt:

100% (unverd. Pool), 50%, 33%, 25% und 12,5%.

Von jeder Verdiinnung wird die Thromboplastinzeit in
Vierfachmessung bestimmt. Zur Uberpriifung der MeR-
qualitat werden von drei Kontrollplasmen mit Sollwerten
im normalen, subnormalen und abnormalen Bereich die
Thromboplastinzeiten in Vierfachmessung ermittelt. Die
Datensatze werden mit Hilfe eines speziellen EDV-Pro-
gramms ausgewertet, das die Berechnung der Bezugs-
kurve fir jeden einzelnen Datensatz erlaubt, ihre richtige
Lage Uberprift und aus einer gemittelten Kalibrations-
kurve eine Wertetabelle erstelit. Die zur Richtigkeitskon-
trolle eingesetzten Sollwerte sind im Rechner verschlis-
selt gespeichert und dem Operateur nicht bekannt.

Tab. 1: TPZ- und PTZ-Werte der im Zeitraum 1982/83 hergestell-
ten Normalplasmapools

Plasmapool TPZ (%) PTZ (%)
Nr.

Mittelwert Pool Mittelwert Pool

der Einzel- der Einzel-

messungen messungen
8306/2109 11,9 11.4 35,6 34,8
8305/3108 11,5 111 338 339
8304/1207 11,9 11.6 32,7 31,4
8303/0305 12,0 11,8 33,6 33.8
8302/1503 114 11,8 34,0 34,0
8301/1201 11,6 11,6 36,4 35,8
8205/0611 11,8 11,6 34,2 341
8204/2709 11,4 11 348 336
8203/0607 11,8 11,4 332 33,6
8202/0505 12,0 11,6 32,3 32,6
Mittelwert 11,7 11,5 341 338
s 0,24 0,25 1.3 1.2
VK (%) 2,0 2,2 3.7 35




v
{
¥
v
1
§
!
!
!

Fur die zu kalibrierende Reagenziencharge werden diese
Messungen an verschiedenen Tagen von verschiedenen
Operateuren an verschiedenen Geraten des gleichen Typs
wiederholt, so daB am Ende mindestens sechs unabhén-
gige Datensitze (Abb. 1) vorliegen. '

1.3.2 Kurvenanpassung

Zur Beschreibung des funktionellen Zusammenhangs
zwischen der Verdiinnungsreihe des Normalplasmapools
(100%, 50%, 33%, 25% und 12,5%) und den gemessenen
Thromboplastinzeiten (4) wurde eine Reihe von Funktio-
nen Uberpriift, von denen die folgenden in die engere
Wahl kamen.

e-Funktion mit drei gerite- und chargenabhingigen Pa-
rametern: :

- Ps

T 1—e (Px+P)’ '

Hyperbel mit zwei gerate- und chargenabhingigen Para-

metern:

Y= ! +P. ‘ ]
PX 2

Hyperbel mit drei gerate- und chargenabhangigen Para-

metern:

1
Y= ———+P;, ]
PX+P, ° :
X = Quick %
Y = Zeit (sec).

Die Funktion Il ergibt bei reziproker Auftragung eine Ge-
rade und wird bei der manuellen Auswertung der Throm-

»
GERINNUNG3=DIAGNOSTICA BOEHRINGER MANNHEIM 29. 8.1983
SACHBEARBEITER: DRESSEL

TEST: CA=-THROMBOPLASTIN

FOLGENDER DATENSATZ AURDE NEUAUFGENOMMEN :

CHARGENNUMMER o $ 683738 / 10041
GERAETENUMMER s 01
T NEUER DATENSATZ 3
LAUFENDE NUMKER : o1
DATUM DER MESSUNG : 10.08.83

PLASMAPOOLKENN=NR, 8304

MESSWERTE DES REAGENZ (SEX,). 2

100.0 12,1 12,1 12.1 12.0
$0.0 16.1 16,1 16,6 16.6
33.0 21,3 21.1 21.3 21.6
25.0 26.1 26,1 26,0 25.9
12.5 46,0 44,1 4aa,.1 4S,.1

CHARGENNUMMER UND MESSWERTE DER CONTROLS 3

1.CONTROL 2 678934
13.1 13,1 13,1 12.6

2,CONTROL ¢ 678934¢
28.6 24,5 28.1 24.7

3.CONIROL 3 678933
34.6 34.5 3S.6 35.5

Abb. 1: Beispiel eines Datensatzes zur Kalibrierung einer Ca-
Thromboplastin-Charge

boplastinzeit in der Regel verwendet. Die Hyperbel des
Typs Il verfiigt (iber einen zuséitzlichen Parameter und
damit Gber mehr Flexibilitdt bei der Anpassung. Da mit
ihr auch die beste Kurvenanpassung (d. h. die Summe der
Abstandsquadrate zwischen den gemessenen und be-
rechneten Werten ist am geringsten) erhalten wird, erfolgt
die Berechnung der Wertetabelle Gber diese Funktion
(Abb. 2). Die e-Funktion | erwies sich zwar fiir das
Reagenz Ca-Thromboplastin ebenfalls als geeignet, wird
aber aus Griinden der Einheitlichkeit nicht standardméaRig
eingesetzt.

1.3.3 Berechnung der Wertetabelle

Die Berechnung der Wertetabelle aus den gemessenen
Datensatzen mit Hilfe der hyperbolischen Funktion Il
wird in folgenden Schritten vollzogen:

a) Fur jeden einzelnen Datensatz werden die Parameter
P,. P, und P3 der Funktion ermittelt und aus den gemesse-
nen Thromboplastinzeiten der mitgefiihrten Kontrollplas-
men die Quick-Werte in % der Norm berechnet.

b) Die so erhaltenen Quick-Werte der Kontrollplasmen
werden mit den gespeicherten Sollwerten verglichen.
Liegen die Kontrollwerte innerhalb der entsprechenden
Sollbereiche, so wird der Datensatz als zuldssig angese-
hen.

c) Die aus den zuldssigen Datensdtzen berechneten
Funktionen werden gemittelt. Aufgrund dieser mittleren
Ausgleichs-Funktion wird die endgiiltige chargen- und
geritespezifische Wertetabelle berechnet und ausge-
druckt (Abb. 3).

Nach diesem Verfahren ist es moglich, eine fir jede pro-
duzierte Reagenziencharge und fir jeden Gerétetyp spe-
zifische Wertetabelle zu berechnen bzw. die Kalibrie-
rungs-Parameter P,, P, und P3 zu ermitteln und dem Ge-
rinnungslabor zur Verfligung zu stellen. Dies erfolgt fir
alle Chargen der Boehringer Mannheim-Reagenzien Ca-
Thromboplastin und Thromboplastin a routineméaRig.

Y =10/(P1-X+P2)+P3

Quick %
@
-]
1

o T™rr+r o rrororrr T
] 10 20 30 40 60 L 70 L 0 100
Swhunden

Abb. 2: Graphische Darstellung des funktionellen Zusammen-
hangs zwischen Thromboplastinzeit (sec) und Quick- %
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(VK). Ausfiihrliche Informationen liber die Angabe der
Prazision finden sich bei H. G. Eisenwiener (6).

Fir jedes teilnehmende Labor wurden Lage und Streu-
maRe der MeRwerte sowie die Abweichung vom Sollwert
tabellarisch zusammengestellt (Tab. 3a und 3b). AuRer-
dem wurden die Lage und die StreumaRe der gepoolten
Daten berechnet sowie mittlere Lage und Prézision der
Einzellabors.

Fir drei willkirlich gewahlite Tage (01, 05 und 10) des
Versuchszeitraumes wurden die MeRdaten zwecks Beur-
teilung der Vergleichbarkeit mit anderen Ringversuchen
herangezogen und in Form von Youden-Plots dargestellt
(Abb. 4).

Tab. 3a: Daten zur Beurteilung der Richtigkeit und Prazision der Ergebnisse des Ringversuchs (iber den Monat August 1983 [ Bedeutung

der statistischen Gro8en — siehe (6)]

Diskussion

Wegen schlechter Ubereinstimmung der in verschiedenen
Labors gemessenen Thromboplastinzeiten ist bisher eine
externe Qualitatskontrolie nach den Richtlinien der Bun-
desadrztekammer (7) im Gerinnungslabor nur schwer
durchfiihrbar. Als Ursachen werden neben der Verschie-
denheit der apparativen Einrichtungen und der Reagen-
zien die Variationen bei den in den verschiedenen Labors
angewendeten Kalibrierverfahren genannt (7, 8). Hinzu
kommen Unzuldnglichkeiten von Qualitétskontrollplas-
men (9).

Die Ergebnisse des vorliegenden Ringversuches zeigen,
daB durch die Anwendung des beschriebenen Kalibrier-

Zeitraum August 83 Probe A

Labor N Mittelwert VK Median maes % Abweichung mag% Abweichung von Nor-
TPZ (%) (%) TPZ (%) vom TPZ (%) malverteilung
Sollwert
MED-SW Schiefe Excess
TPZ (%)
1 7 74,6 8,3 74,0 81 -3.0 8,5 nein nein
2 16 741 101 74,0 6.8 -3,0 9,5 ja ja
3 . 1 773 7.0 78,0 71 1,0 8,0 nein " nein
4 24 - 745 3,2 75.0 2,7 -2,0 33 nein ja
5 23 771 42 77.0 5,2 0,0 45 nein nein
6 22 76,8 4,7 78,0 4,5 1.0 7.0 ja ja
7 16 78,9 45 77,0 45 0,0 5,5 ja nein
8 19 79,0 5.3 79,0 5,1 2,0 7.0 _ nein nein
9 20 80,4 3,2 80,0 3.8 3,0 4,0 nein nein
10 .22 83.1 7.9 83,0 9,0 6,0 9,5 nein nein
11 23 715 4,0 71.8 3.9 -5,2 4,0 nein nein
12 -10 79.9 5,6 79,0 5,7 2,0 75 nein ja
13 23 72,7 7.2 70,0 71 -7.0 8,0 nein ja
Insgesamt 236 76,9 7.2 77.0 6,5 0,0 9,0 ja ja
Medianwerte . 771 5,3 5,2 0,0 7.0

77.0

Tab. 3b: Daten zur Beurteilung der Richtigkeit und Prézision
[Bedeutung der statistischen GréBen — siehe (6)]

der Ergebnisse des Ringversuchs lber den Monat August 1983

Zeitraum August 83 “Probe B

Labor N Mittelwert VK Median maes % Abweichung mago% Abweichyng von Nor-
TPZ (%) (%) TPZ (%) vom TPZ (%) malverteilung
Sollwert
MED-SW Schiefe Excess
TPZ (%)
1 - e - ~ - iy " —. =
2 16 30,5 7,0 30,5 4,9 -0,5 4,0 nein ja
3 14 32,4 6,0 32,0 5,3 1,0 3,0 nein nein
4 24 29,3 3.1 29,4 3.7 -1,6 1.4 nein nein
5 23 30,9 4,4 31,0 4,8 0,0 2,0 nein nein
6 22 30,7 7.8 31,0 9,7 0,0 4,0 nein nein
7 15 35,6 3,0 36.0 2,8 5,0 2,0 nein nein
8 19 321 5,0 32,0 4,7 1.0 3.0 nein nein
9 - - .. - N . - - -
10 21 32,9 12,3 32,0 141 1.0 6,0 nein ja
n . - = ~ .. ~ " ~ -
12 10 331 9,8 34,0 132 3.0 5,0 nein ja
13 23 29,2 5,6 28,6 4,7 -24 2,4 ja nein
Insgesamt 187 31.4 89 31.0 9,4 0,0 5.0 ja nein
Medianwerte 315 5,8 31,5 4,9 0,5 3.0
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Abb. 4: Ringversuchsergebnisse am 1., 5. und 10. Veréuchstag, Darstellung als Youden-Plot

verfahrens (chargen- und geratespezifische Werteta-
belle) eine deutliche Verbesserung der interlaboratoriellen
Vergleichbarkeit der Thromboplastinzeit im Vergleich zu
friiheren Ringversuchsergebnissen erhalten wird (8). In
dem fir die diagnostische Aussage relevanten subnorma-
len Bereich wurden Variationskoeffizienten von Labor zu
Labor zwischen 5,3% und 6,5%, im therapeutischen Be-
reich zwischen 7,5% und 11,4% erzielt (vgl. Tab. 4).

Ahnliche Beobachtungen wurden bereits von Sommer
und Hohenwallner gemacht (8). Durch Verwendung des
gleichen Thromboplastins zusammen mit einer Eichkurve,
die mit gleichen Reagenzien erstellt wurde, ergab sich im
100%-Bereich eine Verbessung des VK von 15,8% auf
8.5% und im therapeutischen Bereich von 27,7% auf
19,1%.

Die nun vorliegenden noch besseren Resultate sind sicher
nicht allein auf die chargen- und geratespezifischen Wer-
tetabellen zuriickzufiihren. Es ist anzumerken, daR dieses
Kalibrierverfahren erst durch die in den letzten Jahren
erzielten Fortschritte bei der Herstellung qualitativ hoch-
wertiger Reagenzien mit guter Chargenreproduzierbarkeit
und der Apparatetechnik anwendbar geworden ist.

Bei der Anwendung der Thromboplastinzeit-Bestim-
mung zur Kontrolle der oralen Antikoagulantientherapie
stellt die Definition des-,, therapeutischen Bereiches” (10,
11) und die Vergleichbarkeit der mit verschiedenen Rea-
genzien gemessenen Werte ein besonderes Problem dar.
Intensive Bemiihungen zur Standardisierung der Throm-
boplastinzeit (12) haben inzwischen zu konkreten Resul-
taten hinsichtlich des Einsatzes von international akzep-
tierten Referenz-Thromboplastinen gefiihrt.

Dadurch soll es moglich werden, fiir jede im Handel be-
findliche Reagenzcharge Quotienten anzugeben, die eine
Umrechnung auf reagenzienunabhangige, vergleichbare
Endresultate gestatten. Die Realisierung dieses Verfah-

Tab. 4: Variationskoeffizienten von Labor zu Labor an drei Ring-
versuchstagen (Probe A: 13 Teilnehmer, Probe B: 10 Teilnehmer)

Versuch Variationskoeffizient
von Labor zu Labor
a Probe A Probe .B
01 : 53% 7.5%
05 6.5% 8,7%
10 6,0% 11.4%
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rens stoBt indessen aus Praktikabilitdtsgrinden auf
Schwierigkeiten. Marti und Beck (13) schlagen daher
z. B. die Verwendung eines geeigneten Kontrollplasmas
mit einem , Zielwert” fir die orale Antikoagulation vor,
der fiir jede Thromboplastin-Charge in Sekunden vorzu-
geben wire. Andererseits darf nicht (bersehen werden,
daB eine Resultatangabe in % der Norm eine anschauliche
Zahlengr6Re darstellt und dariber hinaus die zugrunde
gelegte Kalibrierung (iber Normalplasmapool-Verdiin-
nungen den gesamten MeBbereich umfat. Ein einfaches
und in jedem Routinelabor problemlos einsetzbares Kali-
brierverfahren stellt daher die Voraussetzung fir eine end-
gliltige Standardisierung der Thromboplastinzeit-Be-
stimmung dar.
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(z.B. TSH 3x1Std.) Enzymun-Test® T4

einfache Handhabung Bestell-Nr. 204510

lange Haltbarkeit der Reagenzien neu

keine Radioaktivitat - Enzymun-Test® TSH

automatische Auswertung mit: Bestell-Nr. 736 082

Enzymun-Test®System ES 11

! ’ rmww———— B

Boehringer Mannheim bietet zur Schild- | Preemeinace Seniasrisanaiagnosii

drisendiagnostik erfahrene Fachberater, |mm !
umfassende Informationsbroschiiren und
ein vielseitiges Fortbildungsprogramm.
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Sie kénnen sich K .
Ihre Laborarbeit Enzymun Test

ganz schon erleichtern... System ES 11

@ Photometer
und Rechner

speichert und da-
mit permanent

passen sich verfugbar
threr individuel- © Bis 15 verschie-
len Arbeitsge- dene Methoden
schwindigkeit mr—rem————je I Ty konnen gespel-
an © Standard- ’ ’ e chert werden
kurven werden R © MelRprotokulle
mittels einer komplexen mathematischen Funk- werden vollstdndig ausgedruckt © Ein Dialog

tion (.Splinefunktion”) optimal berechnetund als des Benutzers mit dem Rechner 1st uber den ein-
Kurve dargestellt © Mittelwerte von Einzelextink- gebauten Bildschirm moglich @ Das ES 111st zu-
tionen werden berechnet © AusreiRer werden kunftssicher daesauch firneue Methoden ohne

angezeigt @ Daten sind auf Kassetten abge-  Modifikation ausgelegt ist.
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Auswertung der
Enzymun-Test®Diagnostica Boehringer Mannheim GmbH
von Boehringer Mannheim 6800 Mannheim 31



