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Zusammenfassung

In den letzten zwei Jahrzehnten hat die Diagnostik viraler
Infektionen wesentlich an Bedeutung gewonnen. Neben
kostenglnstigen Untersuchungen ist es insbesondere fiir
den Arzt und die Patienten wichtig, schnelle und richtige
Untersuchungsergebnisse von den Laboratorien zu
erhalten. Die Richtigkeit der Untersuchungsergebnisse
héngt von verschiedenen Faktoren ab. Besonders wich-
tig ist die Eignung und Leistungsféahigkeit des benutzten
Tests bzw. Untersuchungsverfahrens.

GemaRB der DIN EN ISO 15189 ,Medizinische Labora-
torien — besondere Anforderungen an die Qualitat und
Kompetenz“ und der In-vitro-Diagnostika-Richtlinie dir-
fen nur Tests bzw. Untersuchungsverfahren eingesetzt
werden, deren Eignung und Leistungsféhigkeit ermittelt
und nachgewiesen wurde.

Die Darlegung der Eignung und Leistungsfahigkeit —
die so genannte Validierung — wird allerdings in beiden
Dokumenten nur in allgemeiner Form angesprochen. Fir
den Bereich der Virusdiagnostik wurde daher ein Leitfa-
den erstellt, in dem die Mindestanforderungen an die
Validierung konkretisiert werden. Dabei wird zwischen
kommerziellen CE-gekennzeichneten Tests und In-
house-Tests sowie zwischen den verschiedenen in der
Virusdiagnostik zur Anwendung kommenden Methoden
unterschieden.
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Abstract

During the last two decades the laboratory diagnostics
of virus infections has achieved essential importance. In
addition to low-cost examinations, it is important for the
doctor and patient to obtain fast and correct laboratory
results. The correctness of the results depends on dif-
ferent factors. The suitability and efficiency of the test
and/or examination procedure under consideration are of
particular importance.

According to the ISO 15189 “Medical laboratories —
special requirements for quality and competence” and
the guideline for in vitro diagnostic medical devices (IvD
Directive) only tests and/or examination procedures may
be used for which suitability and capability could be
demonstrated. Requirements for suitability and efficiency
or the so-called validation is only generally addressed in
both documents.

Therefore, a guideline for virus diagnostics has been
developed where the requirements for validation are
described in detail. The guideline distinguishes between
the validation of commercial tests, in-house tests, and
the different examination methods used in virus
diagnostics.

Keywords: diagnostics; EN ISO 15189; IvD-Directive.;
validation; verification; virology.

Grundlagen der Virusdiagnostik

Das Spektrum der Methodik, das in der Virusdiagnostik
zur Verfligung steht, ist in den letzten Jahren deutlich
gewachsen. Die Laboratoriumsdiagnostik viral bedingter
Erkrankungen folgt zwei wesentlichen Prinzipien:

» Beim indirekten Virusnachweis durch die Immunant-
wort des Wirts, werden virusspezifische Antik&rper
unterschiedlicher Immunglobulinklassen (IgG, IgM,
IgA) und -qualitaten (z.B. neutralisations-kompetente
Antikorper) nachgewiesen. Damit ist es auch moglich,
Aussagen Uber den Immunstatus und -schutz von
Patienten zu treffen. FlUr den indirekten Nachweis
steht eine Vielzahl unterschiedlicher Methoden inkl.
Immunfluoreszenztest, ELISA, CLIA, MEIA, Western
Blot und Neutralisationstest zur Verfligung.
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» Dem gegentiber steht der direkte Nachweis von Viren
oder viraler Komponenten. Diesen Verfahren ist vor
allem in der akuten Phase der Erkrankung der Vorzug
zu geben [1]. Der direkte Virusnachweis erfolgt z.B.
mittels Isolierung und Anziichtung von Viren auf Zell-
kulturen oder in Versuchstieren, mittels Antigennach-
weis bzw. Nachweis des viralen Genoms oder durch
Begutachtung der morphologischen Strukturen mit-
tels Transmissionselektronenmikroskopie.

In den letzten zehn Jahren hat die molekularbiologi-
sche Diagnostik am starksten expandiert und die Mdg-
lichkeiten der Virusdiagnostik deutlich erweitert [2]. So
kann in der Frihphase der Infektion, wenn teilweise nur
geringere Mengen viralen Antigens vorhanden sind und
noch keine Antikdrper gebildet wurden bzw. aufgrund
einer Immunsuppression gebildet werden konnten, virale
Nukleinsaure nachgewiesen werden. Weiterhin kon-
nen intrauterine und/oder (peri)natale Infektionen friihzei-
tig erfasst und durch die quantitative Nukleinsdu-
rediagnostik eine verbesserte Therapiekontrolle im Sinne
eines Therapiemonitorings ermdglicht werden. Das heute
am weitesten entwickelte Verfahren ist die Nuklein-
sdureamplifikation. Dabei sind zwei wesentliche Prinzi-
pien zu unterscheiden: Verfahren mit Signalamplifikation,
z.B. mittels branched DNA, ,hybrid capture und solche
mit Zielsequenz-Amplifikation, z.B. mittels Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) und Reverse-Transkriptions-PCR,
Ligase-Kettenreaktion, Nukleinsauresequenzbasierte
Amplifikation  (NASBA, TMA), selbstunterhaltende
Sequenzreplikation (3SR) und ,real time“-PCR-Metho-
den. Die Sensitivitat, der dynamische Messbereich und
auch die Geschwindigkeit dieser Verfahren wurden
zwischenzeitlich deutlich verbessert. Dennoch sind mole-
kularbiologisch-diagnostische Tests in der Routinean-
wendung weiterhin als relativ neue Verfahren zu
bezeichnen und der Prozess der Qualitdtssicherung und
Standardisierung birgt Verbesserungspotential. Bislang
ist nur eine begrenzte Anzahl internationaler Standards
und Referenzmaterialien zur Genomquantifizierung
verflgbar.

Eine hochwertige Diagnostik hangt von zahlreichen
Faktoren ab. Dazu gehdren die Wahl des geeigneten
Untersuchungsmaterials, der richtige Zeitpunkt der Pro-
benentnahme (Infektionszeitpunkt) sowie Schnelligkeit
und Umgebungsbedingungen des Transportes, aber
auch die Bewertung der Ergebnisse im Kontext mit der
klinischen Symptomatik und der eingesetzten Methode
und deren Zuverlassigkeit [3].

Validierung der Untersuchungsverfahren

Die grundsétzliche Eignung eines Verfahrens fur die
Durchfiihrung eines Tests, muss noch nicht bedeuten,
dass es auch in jedem Fall richtig durchgefiihrt wird und
valide Ergebnisse ergibt. Daher fordert die DIN EN ISO
15189 [4], dass jedes Untersuchungsverfahren validiert

sein und die richtige Anwendung dargelegt werden muss.
In welchem Umfang das zu erfolgen hat, hangt im
Wesentlichen davon ab, ob es sich um einen CE-gekenn-
zeichneten, an anderer Stelle entwickelten und kommer-
ziell erhéltlichen oder um einen selbst entwickelten oder
auf der Basis externer wissenschaftlicher Arbeiten eta-
blierten (In-house) Test handelt (Abbildung 1). Erst wenn
die Methode validiert und vom Labor freigegeben wurde,
durfen Patientenergebnisse damit ermittelt und weiter-
gegeben werden. Bei CE-gekennzeichneten Tests wurde
die Validierung der Methode vom Hersteller durchgefiihrt
und die wesentlichen Validierungsdaten der Methode lie-
gen vor. Der Anwender muss jedoch stets sicherstellen,
dass die Leistungskenndaten, z.B. Prazision und Richtig-
keit, im durchflhrenden Laboratorium nachweisbar
erreicht werden (,Verifizierung®). Demgegeniber ist bei
In-house-Tests das Labor fir den Nachweis der Eignung
der Methode in der entsprechenden Anwendung selbst
verantwortlich (,,Validierung®).

Zu Uberprifen sind in diesem Fall beispielsweise Pra-
zision, Richtigkeit und Linearitdt bei quantitativen Test-
systemen bzw. die Nachweisgrenze bei qualitativen
Testsystemen (Abbildungen 1 und 2). Die Prazision als
MaB fir den Grad der Ubereinstimmung zwischen den
einzelnen unabh&ngigen Messergebnissen umfasst vor
allem die Reproduzierbarkeit (Wiederholgenauigkeit eines
Labortests; Intraassay- und Interassay-Prazision). Die
Sensitivitat ist ein MaB fir die Anzahl richtig positiver
Ergebnisse verglichen mit der Gesamtzahl der positiven
Ergebnisse, wahrend die Spezifitat ein MaB fir die Anzahl
richtig negativer Ergebnisse ist, verglichen mit der
Gesamtzahl der negativen Ergebnisse. Eine hohe Spezi-
fitat sichert somit den Ausschluss falsch positiver Ergeb-
nisse. Wurde der zu untersuchende Parameter bisher
bereits mit einer anderen Methode bestimmt, ist ein Test-
vergleich durchzufiihren und die Ergebnisse auf Uberein-
stimmung zu prifen. Mit diesem Methodenvergleich
werden Messungen der Richtigkeit/Korrelation der quan-
titativen Einzelergebnisse aus zwei verschiedenen Tests
zum Nachweis identischer Analyte vorgenommen. Ein
klassisches Verfahren hierflir ist die Korrelationsanalyse
(Abbildung 2). Weiterhin miissen neue Ausflihrungen von
Untersuchungskits mit wesentlichen Verédnderungen auf
ihre Leistungsfahigkeit und Eignung erneut gepriift wer-
den. Bei der Validierung/Verifizierung sind auch Schnell-
tests zu berlicksichtigen. So missen beispielsweise
auch HIV- (Rapid Test Device/RTD) oder Influenza-Anti-
gen-Schnelltests (POCT, Point of Care Testing) verifiziert
werden.

Mit einer laborinternen Vorgabe zu Art und Umfang der
notwendigen Validierung/Verifizierung sollen standardi-
sierte Vorgehensweisen gesichert werden. Das kann in
Form einer Verfahrensanweisung erfolgen, deren Ziel es
sein sollte, MaBnahmen zur Methodenvalidierung in der
Virologie inkl. kommerziell hergestellter In-vitro-Diagno-
stika (IvD) und In-house-hergestellter IvD zu beschreiben.
Eine solche Verfahrensanweisung findet haufig ihre
Limitierungen, die u.a. die Herstellung der IvD, aber auch
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[ Testverfahren in der medizinischen Virologie ]
I ]
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- bei Methoden, die auf der Basis externer
wissenschaftlicher Arbeiten etabliert wurden,

. kann der Umfang der Validierung ggf. re-
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- Prézision (Intraassay und Interassay)

- Richtigkeit

- Linearitat (quantitative Testsysteme) bzw.
die Nachweisgrenze (qualitative Tests)
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Abbildung 1 Erfordernisse an die Validerung/Verifizierung von Untersuchungsverfahren in der virologischen Laboratoriumsdiagnostik
(modifizierter Auszug aus der Verfahrensanweisung ,Validierung von Methoden in der Virologie® des Institutes fur Medizinische Viro-

logie, Frankfurt/Main).

MaBnahmen zur Qualitatssicherung im Sinne einer Char- und 2, HTLV 1 und 2, Hepatitits B Virus, Hepatitis C Virus,
genkontrolle, Haltbarkeit, Lagerungsbedingungen betref- Hepatitis D Virus) ist besondere Aufmerksamkeit zu
fen. In-vitro-Diagnostika gemaB Anhang 2, Liste A der schenken. Fir solche Tests/Produkte existieren die so
Richtlinie 98/79/ (u. a. Humanes Immundefizienz Virus 1 genannten Gemeinsamen Technischen Spezifikationen
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Abbildung 2 Mindestanforderung bei der Verifizierung von CE-gekennzeichneten Tests ist die Uberpriifung von Prazision und Rich-
tigkeit sowie ein Methodenvergleich zur Korrelation der (quantitativen) Einzelergebnisse aus zwei verschiedenen Tests zum Nachweis

desselben Analyten.

Vereinfachte Darstellung der Zusammenhéange von Prézision und Richtigkeit. Modifiziert nach: http://www.med4you.at/laborbefunde/
allgemeines/Ibef_qualitaet.htm#Pr.



44 Rabenau et al.: Validierung von Untersuchungsverfahren im Bereich der Virusdiagnostik

[5-7], die Vorgaben zur Anzahl und Art der zu testenden
Proben definieren. Das Paul-Ehrlich-Institut stellt dazu
weitere Detailanforderungen zur Verfigung (http://
www.pei.de/).

In vielen Laboratorien zeigen sich zum Thema Validie-
rung/Verifizierung Probleme und Defizite, da keine klaren
Vorgaben zum Umfang der Testung flr Validierung/Veri-
fizierung bestehen und keine ausreichenden Validie-
rungsdaten und deren bewertende Interpretation
vorliegen. Haufig fehlen Daten zur Intra- und Interassay-
Prézision und die Reproduzierbarkeit kann nicht belegt
werden. Methodenvergleiche sind zu fordern sowie bei
In-house-PCR Angaben zum Ausschluss von Kreuzreak-
tivitdten mit verwandten Viren.

Um diesen Defiziten entgegen zu wirken, wurde ein
Leitfaden fir den Validierungs-/Verifizierungsumfang
erarbeitet und in den gemeinsamen Diagnostikausschuss
der Deutschen Vereinigung zur Bekd@mpfung der Virus-
krankheiten (DVV) und der Gesellschaft fir Virologie (GfV)
eingebracht. Der Leitfaden wurde vom Ausschuss ver-
abschiedet und als offizielles Dokument auf der Home-
page der Fachgesellschaften verdffentlicht. Wesentliche
Elemente daraus werden nachfolgend zusammenfassend
dargestellt. Differenziert wird dabei nach CE-gekenn-
zeichneten und In-house-Tests sowie nach den vers-
chiedenen Untersuchungsmethoden wie Infektions-
serologie, Virusisolierung auf Zellkulturen und molekular-
biologische Virusdiagnostik.

Verifizierung von CE-gekennzeichneten Tests in
der Infektionsserologie

Als Mindestanforderung an den Verifizierungsumfang CE-
gekennzeichneter, semiquantitativer und qualitativer
Methoden in der Infektionsserologie gilt, dass fir die
Uberpriifung der Intraassay-Prézision mindestens je eine
bekannt positive, eine bekannt negative und eine
schwach positive bzw. grenzwertige Probe am ersten Tag
in Dreifachbestimmung zu untersuchen sind. Die Matrix
dieser Kontrollen sollte dabei dem Patientenmaterial ent-
sprechen. Fur die Interassay-Préazision sind die gleichen
Proben an zwei weiteren Tagen in Einfachbestimmung zu
testen. Bei quantitativen, serologischen, CE-gekenn-
zeichneten Tests sind fir die Intraassay-Prazision min-
destens zehn verschiedene Proben aus Referenzmaterial,
Patientenproben oder Poolserum zu verwenden. Drei
negative, drei schwach, drei héher und eine stark positive
Probe(n) sind am ersten Tag in Dreifachbestimmung zu
untersuchen. Fir die Interassay-Prazision wird je eine der
am ersten Tag getesteten Proben aus den unterschied-
lichen Bereichen an zwei weiteren Tagen in Einfachbe-
stimmung analysiert (vgl. Tabelle 1).

Wurde der neue Testparameter bereits vorher mit ei-
nem anderen Test oder Verfahren bestimmt, wird zusatz-
lich ein Methodenvergleich durchgeflihrt. Hierzu werden
mindestens 20 Patientenproben parallel getestet. Bei der
Auswahl der Patientenproben ist darauf zu achten, dass

diese bei qualitativen Tests schwach positive, stark po-
sitive, negative und grenzwertige Erstresultate aufweisen
bzw. bei quantitativen Tests den Entscheidungsbereich,
aber auch den oberen und unteren Messbereich, abde-
cken. Die Ergebnisgegentberstellung kann bei semi-
quantitativen und qualitativen Tests als sog. Vier-
feldertafel oder bei quantitativen Tests mittels entspre-
chender statistischer Verfahren und Darstellung erfolgen
(vgl. Abbildung 2).

Validierung qualitativer In-house-Tests in der
Infektionsserologie

Zur Validierung qualitativer In-house-Tests in der Infek-
tionsserologie werden an den Umfang der Inter- und
Intraassay-Préazisionsbestimmung die gleichen Anforde-
rungen wie bei CE-gekennzeichneten Tests gestellt. Dazu
kommt die Prifung der Sensitivitdt, wozu mindestens
zehn bekannt positive und mindestens zehn bekannt
schwach positive bzw. grenzwertige Proben zu testen
sind. Zur Spezifitdtsprifung werden mindestens 20
bekannt negative Proben, sowie potentiell kreuzreaktive
Analyte (je Analyt mdglichst mindestens drei Proben)
untersucht. Als potentiell kreuzreaktiv sind Proben zu
werten, die Antikdrper gegen andere Viren derselben
Familie aufweisen, Rheumafaktor-positive Seren oder
Seren mit anderen Autoantikdrpern. Es ist darauf zu ach-
ten, dass bei der Priifung Proben eingesetzt werden, die
fir den potentiell kreuzreaktiven Parameter stark bzw.
hoch positiv sind.

Bei quantitativen In-house-Tests ist fiir die Uberprii-
fung der Intraassay-Préazision die Anzahl der Testproben
zu erhdhen. So sind mindestens zwdlf verschiedene Pro-
ben (Referenzmaterial, Patientenproben oder Poolserum),
d.h. drei negative, drei schwach positive, drei hdher und
drei stark positive Proben einzusetzen und am ersten Tag
in Dreifachbestimmung zu untersuchen. Die Interassay-
Préazision wird Uberprift, indem je eine der am ersten Tag
getesteten Proben aus den vier unterschiedlichen Mess-
bereichen an zwei weiteren Tagen in Einfachbestimmung
untersucht wird. Die Prifung von Sensitivitat und Spezi-
fitdt erfolgt in Analogie zum qualitativen In-house-Test.
Dazu kommt die Linearitdtsbestimmung, wozu minde-
stens zwei Proben (positives Kontrollmaterial) in einer
Zehn- bzw. Fiunffach-Verdiinnungsreihe mit mindestens
vier VerdUinnungsstufen im Doppelansatz getestet wer-
den (vgl. Tabelle 1).

Validierung/Verifizierung im Bereich der
Virusisolierung auf Zellkulturen

Die Validierung/Verifizierung im Bereich der Virusisolie-
rung auf Zellkulturen gestaltet sich hdufig besonders
schwierig, da es sich um nicht bzw. nur schwer zu stan-
dardisierende Verfahren handelt. Zu Uberprifen ist vor
allem die Eignung der Zellen fir den Nachweis bestimm-
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Tabelle 1 Zusammenfassung zum Umfang der Testungen im Rahmen der Validierung/Verifizierung infektionsserologischer Tests
sowie Assays zum Nachweis viraler Antigene. Angegeben ist die notwendige Mindestanzahl zu testender Proben sowie ggf. die
Mindestanzahl der Replikate.

Leistungs- Probenan- CE qualitativ CE quantitativ IHT qualitativ IHT quantitativ
kenndaten forderungen
Sensitivitat positiv nd nd 10 10
grenzwertig/ nd nd 10 10
schwach pos.
Spezifitat negativ nd nd 20 20
potentiell nd nd 3 je pot. kreuz-reakt. 3 je pot. kreuz-
kreuzreaktiv Parameter reakt. Parameter
Préazision positiv 1 (je 3X) 4 (je 3X) 1 (je 3X) 6* (je 3X)
(Intraassay) negativ 1 (je 3%) 3 (je 3X) 1 (je 3%) 3 (je 3X)
grenzwertig/ 1 (je 3%) 3 (e 3X) 1 (je 3X) 3 (e 3X)

Préazision
(Interassay)

Linearitat

Matrixeffekte

Methoden-
vergleich

Gesamtzahl
durchzuftihren-
der Analysen

schwach pos.

positiv
negativ
grenzwertig/

schwach pos.

positiv

positiv (n=23)
negativ (n=3)

grenzwertig/

schwach pos.

(n=3)

positiv (n=7)
negativ (n=7)
grenzwertig/

schwach pos
(n=6)

1 (1X an 2 d*¥)

1 (1X an 2 d*¥)
1 (1X an 2 d**)

nd

ggf.
durchzuflhren***

gof.
durchzuflhren***

ggf.
durchzuflhren***

agf.
durchzuflihren****

ggf.
durchzuflhren****

agf.
durchzuflhren****

n=>15

2% (1X an 2 d*¥)

1 (1X an 2 d*¥)
1 (1X an 2 d*¥)

nd

ggf.
durchzuflihren***

gof.
durchzuflihren***

gof.
durchzuflihren***

agf.
durchzuflihren****

agf.
durchzuflhren****

agf.
durchzuflhren****

n=>38

1 (1% an 2 d*¥)

1 (1X an 2 d*¥)
1 (1X an 2 d**)

nd

ggf.
durchzuflihren***

ggf.
durchzuflihren***

ggf.
durchzuflihren***

ggf.
durchzuflihren***

ggf.
durchzuflhren***

ggf.
durchzuflihren***

n=>55

2* (je 1X an 2 d*¥)

1 (1X an 2 d*¥)
1 (1X an 2 d*¥)

2 (jle 2X)

(1:10-er od. 1:5-er
Verdlnnungsreihe;
mind. 4 Verdlinnungs-
stufen)

ggf.
durchzuflihren***

ggf.
durchzuflihren***

ggf.
durchzuflihren***

agf.
durchzuflihren***

agf.
durchzuflhren***

agf.
durchzuflhren***

n=>100

CE, vorkonfektionierter Test mit CE-Kennzeichnung; IHT, In-house-Test, nd, nicht durchzufihren/nicht erforderlich, d, Tage; *aus zwei
verschiedenen Konzentrationsbereichen, **d.h. zusétzlich zur Intrassay-Testung ist dieselbe Probe an zwei weiteren Tagen zu testen,
***je nach Anforderungen und Testgegebenheiten (z.B. Testung in verschiedenen Untersuchungsmaterialien) sind hier zusatzliche
Tests durchzufiihren, deren Vorgaben werden durch den Laborleiter festgelegt, ****ggf. kann durch den Methodenvergleich die Tes-
tung der anderen Parameter entfallen bzw. eingeschrankt werden, die Entscheidung hierzu wird durch den Laborleiter getroffen und
ist schriftlich zu begriinden.

ter Viren. Bei Einfihrung neuer Zelllinien als Indikatorsys-
tem ist deshalb zur Bestétigung der Suszeptibilitat die zu

validierende Zelle mit dem jeweiligen Referenzvirus-
stamm und bei Verfligbarkeit zusatzlich mit zwei Patien-

tenisolaten zu infizieren. Dabei sollte nach Md&glichkeit
mit titriertem Virus und einer Multiplicity Of Infection

(MOI) von 0,01-0,1 gearbeitet und die Testung an drei

Tagen jeweils im Dreifachansatz erfolgen. Zuséatzlich ist
eine Paralleltestung der zu validierenden Zelllinien und
der bisherigen Indikatorzelle bei mindestens 20 verschie-

Validierung/Verifizierung von
molekularbiologischen Tests

denen Patientenproben vorzunehmen und u.a. die Zell-
viabilitat zu protokollieren.

Im Bereich der molekularbiologischen Virusdiagnostik
erfolgt ein ahnlicher Prifumfang zur Validierung/Verifizie-
rung wie in der Infektionsserologie. So sind CE-gekenn-
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zeichnete, qualitative Tests analog abzuarbeiten, wéh-
rend bei CE-gekennzeichneten, quantitativen Methoden
zur Bestimmung der Intraassay-Prézision mindestens
neun verschiedene Proben (Referenzmaterial, Patienten-
proben oder Poolserum), d.h. drei negative, drei schwach
und drei héher positive Proben am ersten Tag in Drei-
fachbestimmung zu untersuchen sind. Die Interassay-
Prézision wird geprift, indem je eine der am ersten Tag
getesteten Proben aus den unterschiedlichen Bereichen
an zwei weiteren Tagen in Einfachbestimmung untersucht

werden. Dazu kommt die Prifung der Linearitat, indem
ein positives Kontrollmaterial in einer Zehnfach-Verdin-
nungsreihe mit mindestens drei Verdinnungsstufen im
Doppelansatz getestet wird.

Zwingende Voraussetzung zur Durchflhrung moleku-
larbiologischer In-house-Tests ist, dass ein Abgleich der
verwendeten Primersequenzen mit einer Genomdaten-
bank sowie eine Verifizierung des Amplifikationsproduk-
tes (z.B. mittels Sequenzierung) und das Mitflihren einer
geeigneten Extraktions- und Amplifikations-Kontrolle

Tabelle 2 Zusammenfassung zum Umfang der Testungen im Rahmen der Validierung/Verifizierung molekularbiologisch-virologischer
Tests. Angegeben ist die notwendige Mindestanzahl zu testender Proben sowie ggf. die Mindestanzahl der Replikate.

Leistungs- Probenan- CE qualitativ CE quantitativ IHT qualitativ IHT quantitativ
kenndaten forderungen
Sensitivitat positiv nd nd 10 10
grenzwertig/ nd nd 10 10
schwach pos.
Spezifitat negativ nd nd 20 20
potentiell nd nd soweit moglich soweit méglich
kreuzreaktiv bzw. verfligbar, bzw. verflgbar,
1 je pot. 1 je pot.
kreuz-reakt. kreuz-reakt.
Parameter Parameter
Préazision positiv 1 (je 3%) 3 (je 3X) 1 (je 3%) 6* (je 3X)
(Intraassay) negativ 1 (je 3%) 3 (je 3X) 1 (je 3%) 3 (je 3X)
grenzwertig/ 1 (je 3%) 3 (je 3X) 1 (je 3%) 3 (e 3X)
schwach pos.
Prazision positiv 1 (1X an 2 d*¥) 1 (1X an 2 d**) 1 (1X an 2 d**) 2* (je 1X an 2 d**)
(Interassay) negativ 1 (1X an 2 d*¥) 1 (1X an 2 d**) 1 (1X an 2 d**) 1 (1X an 2 d**)
1 1

grenzwertig/
schwach pos.

1 (1X an 2 d*¥)

Linearitat positiv nd
Matrixeffekte positiv (n=23) gof.
durchzuflhren***
negativ (n=23) gof.
durchzuflhren***
grenzwertig/ gof.
schwach pos. durchzuflihren***
(n=3)
Methoden- positiv (n=7) ggof.
vergleich durchzuflihren****
negativ (n=7) ggof.
durchzuflihren****
grenzwertig/ ggof.
schwach pos. (n=6)  durchzuflihren****
Gesamtzahl n=x>15
durchzuflihrender
Analysen

(1x an 2 d**)

1 (2X) (1:10-er
Verdunnungsreihe
-mindest. 3 Stufen)

ggf.
durchzuflhren***

agf.
durchzuflhren***

agf.
durchzuflhren***

agf.
durchzuflihren****

agf.
durchzuflhren****

agf.
durchzuflhren****

n=>39

(1x an 2 d**)

2(je2x an2d)
(1:10-er Verdin-
nungsreihe -
mindest. 4 Stufen)

agf.
durchzuflhren***

agf.
durchzuflhren***

agf.
durchzuflhren***

ggf.
durchzuflihren***

agf.
durchzuflhren***

agf.
durchzuflihren***

n=>87

1 (1X an 2 d**)

2(e2x an2d)
(1:10-er Verdlin-
nungsreihe -
mindest. 4 Stufen)

agf.
durchzuflhren***

agf.
durchzuflhren***

agf.
durchzuflhren***

ggf.
durchzuflihren***

ggf.
durchzuflihren***

ggf.
durchzuflihren***

n=>116

CE, vorkonfektionierter Test mit CE-Kennzeichnung; IHT, In-house-Test, nd, nicht durchzufiihren/nicht erforderlich, d, Tage; *aus zwei
verschiedenen Konzentrationsbercichen, **d.h. zuséatzlich zur intrassay-Testung ist dieselbe Probe an zwei weiteren Tagen zu testen,
***je nach Anforderungen und Testgegebenheiten (z.B. Testung in verschiedenen Untersuchungsmaterialien) sind hier zusatzliche
Tests durchzufiihren, deren Vorgaben werden durch den Laborleiter festgelegt. ****ggf. kann durch den Methodenvergleich die Tes-
tung der anderen Parameter entfallen bzw. eingeschrénkt werden, die Entscheidung hierzu wird durch den Laborleiter getroffen und

ist schriftlich zu begriinden.
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nachgewiesen werden. Daneben sollte eine kontinuierli-
che Kontrolle der Robustheit des Verfahrens und der
Reproduzierbarkeit von Messergebnissen erfolgen. Das
erfolgt in der Regel durch das Mitflihren von quantitativ
definierten internen Run Controls. Soweit Kontrollpanel
verfliigbar sind, sollten diese zusatzlich getestet werden.

Bei qualitativen, molekularbiologischen In-house-Tests
erfolgt die Prifung der Inter- und Intraassay-Prazision
sowie der Sensitivitdt analog den qualitativen infektions-
serologischen In-house-Tests. Bei der Spezifitatskontrol-
le werden mindestens 20 bekannt negative Proben
eingesetzt sowie potentiell kreuzreaktive Analyte. Dabei
handelt es sich um Proben, die flr Viren derselben Fami-
lie positiv getestet oder mit potentiell kreuzreaktivem
Referenzmaterial aufgestockt wurden. Soweit verflgbar,
ist je potentiell kreuzreaktiven Analyten mindestens eine
Probe zu testen, die hoch positiv sein sollte, d.h. min-
destens 10° TCID,,/mL oder 10° Genomkopien/mL ent-
hélt. Die Linearitdt ist an mindestens zwei Proben
(positives oder positiv gespiktes Kontrollmaterial) in einer
Zehnfach-Verdlinnungsreihe mit mindestens vier Verdin-
nungsstufen zu prifen. Der Test ist an zwei verschie-
denen Tagen jeweils mindestens im Doppelansatz
durchzuflhren.

Bei quantitativen molekularbiologischen Methoden ist
die Intra- und Interassay-Prézision analog den Vorgaben
bei quantitativen, und die Uberpriifung der Sensitivitat
analog der qualitativen infektionsserologischen In-house-
Verfahren zu testen. Die Spezifitdt und Linearitat werden
analog dem qualitativen molekularbiologischen In-house-
Verfahren gepriift (vgl. Tabelle 2).

Zusammenfassend wird konstatiert, dass die Einflih-
rung neuer Untersuchungsverfahren bei Einhaltung eines
Qualitdtsmanagementsystems nach DIN EN ISO 15189
im Bereich der virologischen Laboratoriumsdiagnostik
mit einigem Aufwand verbunden ist. W&hrend alle CE-
gekennzeichneten Tests zu verifizieren sind, missen In-
house-Verfahren in umfangreicher Form validiert werden.

Durch klar definierte Vorgaben zum Umfang der Veri-
fizierung/Validierung sowie Art und Beschaffenheit der zu
testenden Proben kdnnen im Vorfeld bereits wesentliche
Erleichterungen geschaffen werden.
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