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An die Teilnehmer
der INSTAND e.V. Ringversuche Bakterien und Pilzgenomnachweis PCR / NAT
(INSTAND-Ringversuchsnummern 530 bisGbwie 560)

Dear Participant, dear Colleague,
Please find a cover lettemd a brief discussion of the current resuliis English on pages
24-34 of this document. As always, result tables are depicted in a bilingual style.

Sehr geehrte Kolleginnen und Kollegen,

Sie erhalten hiermit die Auswertudgs aktuellen INSTANERiIngversuchs zum Bakteriengenom
Nachweis mittels PCR oder anderer Nukleinsaureamplifikationstechniken.

Ihre individuellen Resultate und deren Bewertung kénnen Sie in gewohnter Weise der beigeflgten
Teilnahmebescheinigung entnehmen.

Falls Sie an einer etwas umfangreicheren Diskussion unserer Ringversuchsaktivitaten im Bereich
"BakteriengenorrNachweis" und naheren Informationen zur Konzeption der Ringversuchsproben
interessiert sein sollten, sei hier auf die regelmafigen Veroffembemuder Zeitschrift "Der
Mikrobiologe" (Herausgeber: BAMI, Berufsverband der Arzte fur Mikrobiologie und
Infektionsepidemiologie e.V.) verwiesen.

Im Zusammenhang mit einer Erweiterung unseres Ringversuchsprogramms und der Gestaltung
zukunftiger erregersgzifischer Ringversuche sind wir fur alle kritischen Kommentare und
Anregungen uberaus dankbar. Projekte wie diese wachsen mit dem konstrédeidbackder
einzelnen Teilnlemer. Im Voraus vielen Dank fur lhren Kommentar !

Mit freundlichen und kollegiale Gruf3en,

b

Prof. Dr. Udo Reischl

Ringversuchsleiter Bakteriengenomnachweis
Mitglied der Qualitatssicherungskommission der DGHM

Dr. M. Baier, Prof. Dr. M. Maal3, Prof. Dr. E. Jacobs, PD Dr. W. Schneider,
Dr. V. Fingerle,Dr. U. Busch,PD Dr. D. Frangoulidis, Dr.H. von Buttlar, PD Dr. G. Grass,
Dr. I. Reiter-Owong Dr. A. Anders Dr. M. Kaase

Adresse: Institut fur Medizinische Mikrobiologie und Hygiene, Franz-Josef-Strau3-Allee 11, D-93053 REGENSBURG
Telefon:  +49-(0)941-944-6450 Fax: +49-(0)941-944-6451 mail: udo.reischi@ukr.de Inet: www.udo-reischl.de
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Gesamtubersicht und Auswertung der Ringversuchsergebnisse aller Teilnehmer

Neben der Aussendung von lyophilisierten Probenmaterialiesystematischen Abprifung von
NAT-gestutzten Testsystemen fur derzeiB Lnterschiedliche bakterielle und fungale
Zielorganismen bzw. Pathogenitatsfaktoren gab es im Rahmen dieser Ringversuchsrunde auch
wi eder Idiegnhilsisgeh tAs i

So wurde beispielsweisen aktuellenRV 536 Legionella pneumophilaauch zvei Probe mit der
SpezieslLegionella longbeachaeversandt, die voreinigen unserer Ringversuchsteilnehmer
falschlicherweisals PCRpositiv getestet wurae

Als weiteres "Highlight" innerhalb der aktuellen Rhgversuchsrunde wurde in einer der 4
Einzelproben deRV 539 MRSA / cMRSA eine Mischung aus einem Methicilkempfindlichen

S. aureudsolat (MSSA) und einer Methicillmesistenten  Koagulasesgativen
Staphylokokkenspeziemusgesandt, danetlodenbedingt bei einem Teil der aktuell eingesetzten
PCR/NAT Testsysteme zu falsglositiven MRSA Ergebnissen fuhrte. In der mikrobiologischen
Praxis wird relativ haufig die gleichzeitige Anwesenheit einer Methiaiisistenten (alsmed -
positiven) Koaglasenegativen Staphylokokkenspezies und eines Methiglipfindlichen (also
med\ -negativen)S. aureudsolates in dem entsprechenden Abstrichmaterial beobachtet. Obwohl
bei dieser Probeim Vergleich zu friheren Ringversuchen raiinlicher Probenkonstellatign
diesmalerfreulicherweiseeine etwas hohemRichtigkeitsquote erzielt erden konntebestatigidie
Beobachtung von Uber 7 % falspbsitiven MRSA Ergebnissearneutdie Sinnhaftigkeit und
auch Notwendigkeit des im Rahmen der PCR/NRiMgversuchsdiskussiondsereits mehrfach
thematisierteregleitendenkulturellen Nachweises von MR&.

Die Aussendung deB. anthracisStamm Pasteur(positiv flr das Virulenzplasmid pXO2 und die

B. anthracisspezifischen chromosomalen SequenzmankeB und dhp61, jedochnegativ fur das
lethal und edemdactor, sowie protective antigdpagA-tragende Virulenzplasmid pXO1) in
einer der 4 Proben d&ingversuchdkVV 542:Coxiella burnetii& B. anthracisfuhrte diesmal

zu 3 falschnegativen Ergebnsgeninnerhalb der Teilnehmerschaft.

Mit der Auswahl einegstwasbreiteren Spektrums von relevantearbapenemase Genen bestatigte
sich im Rahmen deaseu eingefuhrteRingversuchfV 544 Carbapenemase Genaufs Neue i@
Vermutung dass viele der derzeit verwadgten Testsystemeur molekularen Carbapenese
Detektion noch gewisse Licken hinsichtlich der Abdeckung von unterschiedlichen
Carbapenemase Genen aufweisbn. Umfeld der molekularen Testung von Carbapenemase
Genen freuen wir uns auf die Zusammenanmgi Frau Dr. Agnes Anders, dials Stellvertreterin

von Herrn Professor Gatermannukinftig (in Nachfolge von Dr. Martin Kaasg¢ die
Ringversuchsaktivitaten atiNationalen Referenzzentrum figramnegative Krankenhauserreger

in Bochum koordiniert

Auch beiunseren ChlamydieRingversuchen haben sich personelle Anderungen ergeben: Herr
ProfessorEberhardStraube, einer der "Grindungsmitglieder" unserer Bakteriengenomnachweis
PCR/NAT-Ringversuchsinitiativehat nach seiner Emeritierung nun auch seine langjahrige
Tatigkeit als Leiter des Konsiliarlabors flr Chlamydien abgegelmh seinen langjahrigen
Mitarbeiter Herrn Dr. Michael Baiesls Nachfolger in der Funktion des stv. Ringversuchsleiters
bei den RV 58 und 531vorgeschlagenNach Ricksprache mit deDirektorin des Instituts fir
Mikrobiologie am Universitatsklinikum Jena, Frau Professor Dr. med. Bettina L0Ofihelr den
beteiligten Fachgeellschafterwird dieser Vorschlag seitens INSTAND e.V. gerneeamagmmen

Wir danken HerrrProfessor Straubiir die vielen tollenideen, u.a. das Beisteuern von besonders
herausfordernden Probenmaterialien (erinnert sei an die plasmiddefekte schwedische Variante von
C. trachomatis oder einige apathogenen Neisserienst@n sowie sein unermidliches
Engagement zur Verbesserung der Qualitatssicherung im Umfeld der Chlamydiendiagmodtik
freuenunsauf eine gute und erfolgreiche Zusammenarbeit mit Herrn Dr. Baier.

Hier nochein paar Reflexionen des Ringversuchsleiterdie er sich nach der statistischen und
fachlichen Auswertung der aktuellen Ringversuchsrunde nicht verkneifen konnte: viele der
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seriosen Diagnostikhersteller geben sich grof3te Miuhe bei der Testentwicklung und klinischen
Evaluierung- und sind dann (zurethstolz auf die Leistungsdaten ihrer modernen PCR/NAT
Assays. Auffallig bei vielen der aktuellen aber auch bei einigen der friheren Ringversuche ist das
unterschiedlich gute Abschneiden von Teilnehmern mit ein und demselben kommerziellen,
vorkonfektionieten und teilweise auch automatisierten und/oder kartuschenartig geschlossenen
Testsystemen. Die meisten dieser Assays sind zudem auch noch IVD zertifimértallen
aufwandigen herstellerseitigen Vorkehrungen zur “"zuverlassigen" Durchfuhrung und
standadisierten Ergebnisinterpretation.

Die auffallige "Streuung der Performance” (baas Auftreten einzelnekusreil3er) unterstreicht

aus Sicht des Ringversuchsleiters umso mehr die Bedeutung der Qualitatsstandards, wie
beispielsweisedas regelmallige Mitflen von geeigneten ExtraktichsPositiv und Negativ
Kontrollen sowie Schulungemind kontrollierte Mal3nahmen zur Vermeidg von exogenen
Kontaminationsmoglichkeiten in PCR/NAArbeitsbereichendie u.a. im Rahmen der aktuellen
RILIBAK , der Akkreditierungund der praxisorientierverfassterMIQ-1 gefordert verden Deren
Sinnhaftigkeit und Stringenmagaus Anwendersicht ja gelegentlich bezweitedirden wird aber

in diesen Ringversuchsrunden (sozusagen von neutraler Wartdesung)chimmer wieder aufs

Neue bestétigt. Vielleicht lohnt es sighter diesen Gesichtspunktdach wieder magin Blick in

die MIQ oder RILIBAK um hier und dorhoch ungenutztes Potential auszuschapfen

Maximale diagnostische Sicherhesbllte doch unser alldPramisse seimnd das unndétige bzw.
fahrlassige Generieren von falsebgativen oder falsepositiven Befunden (und vor allem deren
Folgen fur die betroffenen Patienten) sind durch keine methodischen oder 6konomischen
Ausflichte zu entschuldigen!

Also "nix fur ungut liebe Kolleginnen und Kollegenwie der Bayer so schén sagt ;

Und eine kurze Anmerkung in eigener Sache: neat@n stellvertreteden Ringversuchsleiter

Herrn PD Dr. Wulf Schneideunterstiitzenuns bei der Konzeption und Auswertung der
zahlreichen Ringversuche zum Bakterieind Pilzgenomnachweis PCR/NAYoch zwei weitere
Kollegen aus unserem HausHerr Dr. Dr. Martin Ehrenschwender und Herr Dr. Andreas
Hiergeist. Allerherzlichsten Dank fir ihre sptane Bereitschaft sowie ihr ehrenamtliches
Engagement fur unsere gemeinsamen Bemihungen zur externen Qualitatssicherung
molekularbiologischer Nachweisverfahr@nder infektiologischen Diagnostik.

Alle Teilnehmer sind natirlich weiterhin dazu aufgerufiraktive Parameter fir eine zukinftige
Erweiterung des Spektrums an Zielorganismen vorzuschlagen und deren mdgliche Umsetzung mit
dem Ringversuchsleiter zu diskutieren.

Mal 2016:

Entsprechend des Grundgedankens unserer Ringversuchsaktivitaten wurde auch bei der
Konzeption des aktuellen Ringversuchs zum "Bakteriengenomnachweis mittels PCR oder anderer
Nukleinsdureamplifikationstechniken (NAT)" bei einigen Zielorganismen der Versané&roben

mit relativ niedrigerErregerzalen angestrebt.

In den aktuellen Ringversuchssets befanden sich daher erneut einige Proben mit relativ geringer
Menge folgender ZielorganismerChlamydia trachomatis(Probe # 1615301 und Probe #
1615312),Neissela gonorrhoeae(Probe # 1615303)Helicobacter pylori(Probe # $15333),

Borrelia afzelii (Probe # 1615354 Salmonella enterica ser. enteritidi®robe # 1615372),
Mycoplasmapneumoniae (Probe # 1615413 Coxiella burnetii (Probe # 1615423)Bacillus
anthracis(Probe # $15422), sowiePneumocystis jirovec{Probe # $15604.

Im Rahmen der Testentwicklung bzw. Testoptimierung konnen diese Probensatze, u. a. als
Qualitatskontrollen oder als standardisierte Sensitivitatsmarker, fir die Ansfedén unteren
Nachweisgrenze von eigenentwickelten Nukleins@astitzten Testsystemen diene
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An dieser Stelle moéchten wir auch darauf hinweisen, dass zahlreiche Rtieksbelhsatze der
friheren Ringversuche noch verflugbar sindd bei Bedarf Gber deRingversuchsleiter formlos
nachbestellt werden kénnen.

Mit Ausnahme der zuvor erwahnten "grenzwertig positiven" Einzelproben wurden die Mengen der
entsprechenden Zielorganismen in den Probensatzen der aktuellen Ringversuchsrunde wieder
relativ deutlich Gber der Nachweisgrenze von "durchschnittlich sensitiven PCR/NAT
Testkonzepten" eingestellt. Diese definieren wir wie folgt: als Richtwert fir die Bewertung von
Ringversuchsergebnissen gilt das bs 50fache der unteren Nachweisgrenze durchschnittlich
sensitiver PCRProtokolle unter Standardbedingungen (50 pl BiQgkcler Reaktionsansatze, 35
PCRZyklen, ggf. entsprechendeal-time PCR Protokolle; gut evaluierte Primersequenzen).

Bei den meisten Probenmaterialien der aktuellen Ringversuchsrunde std#ehnegative
Ergebnisse damit einen deutlichen Hinweis auf ernstzunehmende Mangel innerhalb der
eingesetzten Verfahren zur Nukleinsa&pdraktion, Amplifikation und Detektion dar.

Falschpositive Ergebnisse sind dagegen in der Regel als HinweisiraufKeeuzkontamination
wéahrend der Probenextraktion undbarbeitung und/oder auf mangelnde Spezifitdt der
eingesetzten Testsysteme zu betrachten.

In bewahrter Form werden im Folgenden die Ergebnisse der jeweiligen erregerspezifischen
Ringversuche dargedit. Tabelle 1 zeigt dabei die Probenzusammensetzung und das erwartete
Ergebnis (Sollwert) mit den entsprechenden Codenummern der Ergebnisbdgen. Die von den
einzelnen Teilnehmern mitgeteilten Ergebnisse werden in Tabelle 2 nach der H&aufigkeit der
Mitteilung von positiven oder negativen Ergebnissen in Tabelle 3 nach der absoluten Anzahl

der richtig positiven und richtig negativen Ergebnissewie deren prozentualem Anteil
(Befundhaufigkeit) je Amplifikationssystem bzw. Testkonzept aufgeschlisselt.

Fur die objektive Bewertung von kommerziellen Testsystemen sollten neben der rein statistischen
Betrachtung der mitgeteilten Ringversuchsergebnisse auch die Anzahl und vor allem die
methodische bzw. technische Qualifikation der individuellen Teilnehmexcksadhtigt werden.

Da wir im Zuge unserer Ringversuche aber das gesamte Spektrum von spezialisierten
Expertenlabors bis hin zum "Gelegenheitsanwender" abdecken, mussen die arithmetisch
ermittelten Richtigkeitsquoten bei der Bewertung einzelner Testsystemmer mit einem
gewissen Toleranzbereich betrachtet werden.

Auch im Rahmen des hier diskutierten Ringversuchs waren wieder einige Aufféalligkeiten
hinsichtlich der Spezifitat und Sensitivitdt von bestimmten Testkonzeptah der fur den
Nachweis verwendeh Zielsequenzerzu beobachten. Diese Aspekte sind bei der Auswertung des
jeweiligen Ringversuchs aufgefuihrt und dort auch kurz diskutiert. Zusatzlich stehen fur die
frheren, fur diesen und fur alle folgenden Ringversuche eine Reihe zusatzlicher lioioemat

(wie die graphisch dokumentierten Ergebnisse unserer quantitagaetime PCR Testsysteme

oder die Ergebnisse einiger kommerzieller PCR Testsysteme) auch unter folgender
Internetadresse: www.udo-reischl.de’; Unterpunkt "Auswertung derRingversuche” und
natirlich auch tber diélomepage von INSTAND e.Vwww.instand-ev.dg als pdf-Files zum

freien Download bereit. An dieser Stelle mochte ich mich noch einmal ausdriicklich bei den
geschatzten Kolleginnen und Kollegen fir ihre zahlreicherd uiberaus konstruktiven
Kommentare und Anregungen zu den Ausfiihrungen in dieser Ringversuchsdiskogsederen
tatkraftige Unterstitzung bei der Konzeption und dem Aufbau neuer Ringvetsaotdmeken.

RV 530: Neisseria gonorrhoea& Chlamydia trachonatis

Die Ergebnislage des aktuellen Ringversuchs deckt sich weitgehend mit den Beobachtungen aus
vorangegangenen Ringversuchen zum kombinierten -Néskltzten C. trachomatis und
GonokokkerNachweis. Trotz der relativ geringen Erregermenge in den viersghiedlich
zusammengesetzten positiven Proben fuhrte auch diesmal die Verfugbarkeit gut evaluierter und
zum Teil autoratisierter NAFgestlitzter Analysesysteme f@hlamydia trachomatizu hohen
Richtigkeitsquoten sowohl fiir positive, als auch fur negative Befunde.
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Das aktuelle Set an Ringversuchsproben enthielt jeweils eine Probe rilixd&f IFU/mL anC.
trachomatis(# 1615301) zwei Proben mit einerca. 10-fach héheren Menge a@. trachomats (#
1615303 und 1615304-1x1C IFU/mL), eine Probe (#615303 mit ca. x10° CFU/mL an N.
gonorrhoeaesowie eine Probe mitiner ca.100-fach héhere Menge anN. gonorrhoeae
Zielorganismen (#@15301 ~5x10° CFU/mL).

Der Ubersichtlichkeit halber werden wir bei diesem kombinierten Ringversuch (CT / NG) die
Ergebniskonstellation zukunftign 7 getrennten Tabellen darstellen. Damit wird die
diagnostische Performance der jeweiligen Testsysteme beim Nachweis von CT und NG
aussagekraftiger (Tabelle 4: Ubersichtsdarstellung der Ergebnislage bei CT, Tabelle 6:
Ubersichtsdarstellung der Ergebnislage bei NG; jeweils gefolgt von den Richtigkeitsquoten nach
aufgefiihrten Testsystemen in den Tabellen 5 und 7).

Auch wenn dieetwasschwacherpositive Probe #615301des aktuellen Ringversuchs nur 1cét

10" IFU/mL an C. trachomatisZielorganismen versetzt worden war, fanden sich untervden
insgesamt 26 Teilnehmern mitgeteilten NAErgebnissen firC. trachomatis diesmal
erfreulicherweise keindalschnegative Ergebnisse. Beden beidenca. 10fach starker CT
positiven Probe # 1615303 und # 161530des aktuellenProbensetsvurden von den 6
Teilnehmern diesmal nur insgesaaih falschnegatives Ergebnis mitgetdt. Da hier von einem
Grol3teil der Anwender mit den unterschiedlichsten Testsystemen durchweg korrekte Ergebnisse
berichtet wurden, hatelt es sich bei de einzelnenfalschen Ergebnis vermutlich uminen
Ringversuchstypiscime"sporadische Ausrei3er".Der betreffende Teilnehmer fuhrte auf seinem
Ergebnisformular die Verwendung einesmmerziellen und IVBgelalelten Testsystems an, mit

dem aber viele andere Teilnehmer GietrachomatisZielorganismen in dieser Probe problemlos
nachweisen konntén

Fiar die C. trachomatisnegative Probe# 1615302wurde aus dem gesamten Teilnehmerfeld
ebenfalls nur ein einzelnéalschpositives Ergebnisberichtet

Im Rahmen des NAGestutzten GonokokkeNachweises wurden fidtie beiden positiven Proben

# 1615301und #1615303 (N. gonorrhoeae;ca. 5x10° bzw. x10° CFU/mL) diesmajedoch von
neunder nsgesam®16 Teilnehmerein falschnegative Ergebnisse fur Gonokokken DN#ei der
schwach positiven Probmitgeteilt. Erfreulicherweise wurde die relativ hoch positive Probe #
1615301 von alle Teilnehmern korrekt positiv befundet.

Bei den beiden G@egativen Proben wurden jedoch v@ibzw. 2 Teilnehmern falscipositive
Ergebnisse berichtet. Dieser im Vergleich zu friheren Ringversuchsrunden doch uberraschend
hohe Anteil an falchpositiven Ergebnissen deutet auf Kontaminationsereigmidse wie auch
immer geartete Templatdukleinsaure Verschleppungebei der Probenaufbereitung und
abarbeitung hinvor allem weil im aktuellen4r Set die G&nhegative Probé& 16153@ (mit den8
falschpositiven Ergebnissen) bei sequentieller Abarbeitung unmittelbar auf die stapk$tden

Probe # 161530fblgt. Den betroffenen Laboratorien sollten diese Ergebnisse Anlass geben, ihren
individuellen diagnostischen Workflowinsichtlich der Kntaminationssicherheit wahrend der
individuellen Probenaufarbeitung und PCR/NARalytik zu tberprifen und gegebenenfalls zu
optimieren.

Angesichts der mit 3L0° IFU/mL ehrlicherweise nicht als "auBerst gering" zu bezeichnenden
Menge an Zielorganismen ined CT-positiven Probe #1615303 sowie X10° CFU/mL an
Zielorganismen in deGO-positiven Probe# 1615303sollten falschnegative Ergebnisse bei
betroffenen Ringversuchsteilnehmern ebenfalls Anlass zur Optimierung ihrer jeweiligen
spezifischen NATgestitzta Testsysteme geben.

Da de beobachtete "Sensitivitatsproblem' diesmal nur &uf3erst marginal ausfallen, sich
offensichtlich nicht auf bestimmte Testkonzepte eingremaeenund sporadisch durch das ganze
Portfolio der eingesetzten Testsystegaten kam dem gro3en Rest des Teilnehmerfeldes erneut
eine erfreulich gute analytische Sensitivitdt und Spezifitat ihrer @8 GOspezifischen NAT
Testsystemesowie der angewandten Prozeduren zur Probenaufarbeitungpuozessierung
attestiert werden.

Angesichts der streng normierten und standardisierten Abarbeitungsprotokolle von kommerziellen
Testsystemen bleibt es flr den Ringversuchsleiter jedes Mal aufs Neue verwunderlich, dass ein
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nennenswerter Anteil der teilnehmenden Laboratorien mit den lestenff Testsystemen
erfolgreich die vorgegebenen Zielwerte erreicht. Ohne denjenigen Teilnehmern, die mit
bestimmten kommerziellen Testsystemen die Zielwerte nicht erreizhemahe treten zu wollen,
deutet dieser Umstand in diesen Fallen dann wohl eheindividuelle Abweichungen vom
Protokoll oder bestimmte Fehler bei der Probenabarbeituaty auf intrinsische
Unzulanglichkeitender in der Regel gut evaluierten Testsysteme hin.

Ich glaube es ist auch fur den Leser dieser Ringversuchsdiskussion waitdjetachvollziehbar

dass wir als Organisatoren von Testkonzeptd Testplattforribergreifenden Ringversuchen bei

der Konfektionierung unserer Probenmaterialien leider nicht jede Besonderheit im
Abarbeitungsprotokoll von kommerziellen Testsystemen bsicickigen oder unterschiedliche
Arten von Ringversuchsprobenmaterial fur bestimmte Testsysteme bereitstellen konnen.

Auf diesen Umstand wurde bereits bei friheren Ringversuchen mehrfach im Zusammenhang mit
den RNAZielsequenzen deAMPLIFIED CT Testkitsoder der APTIMA COMBO 2 Testkits
(Hersteller: GerProbe Inc.) hingewiesen. Werden von Teilnehmern bestimmte- Nestsysteme
eingesetzt, dierregerspezifische RNZielsequenzen nachweisen oder auf einem Ridsierten
Amplifikationsprozess (TMA; TranscripteMediated Amplification, 0&.) beruhen, so kann mit
dem hier versandten Probenmaterial offiziell keine regelgerechte Abprifung der entsprechenden
Sensitivitaten unter Routinebedingungen gewahrleistet werden. Aber selbst wenn das
Herstellungsverfahren ueser Ringversuchsproben primar nicht auf die Stabilisierung von-RNA
Molekulen hin optimiert und getestet wurde, so konnten aemrsowohl bei der aktuellen, wie
auch bei den vorhergegangenen Ringversuchsrunden, von vielen Teilnehmern nge&it&ten
Tedsystemen hohe Richtigkeitsquoten erzielt werden. Aktuell wurden Cdigtrachomatis
Zielorganismen von alletO Teilnehmen mit RNA-basierten GeiProbe Testsystemen beiden
positiven Probererfolgreich nachgewieserAuch in der relativ stark Gépositiven Probe #
1615303 gelang allemeilnehmern mit RNAbasierten GetProbe Testsystemen der erfolgreiche
Nachweis demeisseria gonorrhoea&ielorganismen. Nube der sehr schwach G{ositiven

Probe # 1615303 (in der zusatzlich noch relativ hohe Menged. anachomatisenthalten war)
versagte der Nachweis bei 9 der insgesamtT&iinehmer mit RNAbasierten GeiProbe
TestsystemenDa bei der Erteilung der Zertifikate ja bekanntermaf3en ein falsches Ergebnis
innerhalb der 4 bewerteten Ergebnisse tetemwird, werden auch diesmal allen 10 Teilnehmern
die entsprechendetertifikate erteilt.

Entsprechende Inhibitionskontrollen wurden \&#% der insgesan216 Teilnehmer durchgefuhrt,

und Inhibitionsereignisse wurden diesmal nicht mitgeteilt.

Bei den ermittelteRichtigkeitsquoten fur Teilnehmer mit dem Roche COBAS Amplicor, COBAS
TagMan, dem Becton Dickinson ProbeTec, Abbott RealTime CT/NG, Artus CT, LightMix CT/NG
oder anderen Testsystemen muss bericksichtigt werden, dass im Rahmen dieser
Ringversuchsauswertumg Tabelle 3 nicht zwischen dem spezifischen Nachweis von Chlamydien
und Gonokokken differenziert wurde. Mit dem Grol3teil dieser kombinierten Testsysteme wurden
insgesamt erfreulich hohe Richtigkeitsquoten sowohl fiir die positiven als auch fir die megative
Ergebnisse é&obachtet. Umdiesmal und auch zukinftigine detaillierteBewertung derC.
trachomatis und GQspezifischen NATKomponenten dieser kombinierten Testsysteme zu
ermdglichen haben wirzusatzlich die Tabellen 4 bis 7 angefertigt. In den Tabelleind 5 sind

dabei nur dieC. trachomatis(CT)-spezifischen Ergebnisse und in den Tabelle 6 und 7 nur die
Neisseria gonorrhoea@O)-spezifischen Ergebnisse dargestellt und statistisch ausgewertet.
Anmerkung: Bevor durch einen kurzen Blick auf die proagalen Richtigkeitsquoten in diesen
Tabellen eineventuell etwas zu voreiliger Rickschluss auf die diagnostische "Performance”
bestimmer kommerzieller Testsysteme gezogen wird, sollten erst die effektiven Teilnehmerzahlen
berticksichtigt werden, die deargestellten Richtigkeitsquoten arithtiseh zugrunde liegen.

Im handschriftichen Kommentarfeld der Ergebnisformulare wurden unter Code [27] "Andere
kommerzielle Testsysteme" u.a. die Verwendung folgender Kits aufgefuhrt: HAIN Lifescience
FluoroTypeCT (12x), HAIN LifescienceFluoroTypeNG (11x), HAIN LifescienceGenduickCT

(2x), BD Max CT/GC/TV assay ( Seegene A-iRgettiorx(x), GehePrBor. |
gonorrhoeaePCR Kit (5¢), GeneProofC. trachomatisPCR Kit (X), VERSANT CT/GC DNA
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Assay van Siemens (4x)Jrethritis basic von fagrack Diagnosticg3x), Mikrogen Diagenodé\.
gonorrhoeaeReal Time PCR kit (8, Mikrogen Diagenode€. trachomatisReal Time PCR kit

(2x), Amplex Hyplex STDChlamydiaund Neisseria(2x), Sacace Biotechnologi®& gonorrhoeae
RealTM (2x), Sacace Biotechnologi&s. trachomatisReatTM (2x), AmpliSensC. trachomatis

und N. gonorrhoeag?2x), Bioron RealLineC. trachomatis/ N. gonorrhoegéx), QIAGEN artus
CT/GC QSRGQ Kit (1x), Aptima Combo 2 assay CT/GC xj1 N. gororrhoeae Amplex
Multiplex PCRELISA (1x), Medac/Goffin CT/NG Assay (1x), Autoimmun Diagnostika Gen 1D
STD Kit (1x), operon CT Oligogen ), operon NG Oligogen ), Liferiver C. trachomatisReal

Time PCR Kit (1x) und LiferiveN. gonorrhoeadReal Time PCR Kit (1x).

Unabhangig von der Art des verwendeten Testsystems soll in diesem Zusamgianbh noch
einmal darauf hingewiesen werden, dass in Gegenwart von relativ hohen Mengen an
Zielorganismen (bzw. deren Nukleinsaure) die interne Kongakbion aufgrund der
"Konkurrenzsituation” mit der Amplifikation der eigentlichen Zielsequenz durchaus negativ
ausfallen kann, obwonhl keine Inhibition der P&Raktion im eigentlichen Sinne vorliegt.

Bei kombinierten Testsystemen (Stichwort: MultiplexPCR kann ja bekanntlich auch die
Gegenwart des einen Erregers oder Zielorganismus in hoher Menge die Nachweisempfindlichkeit
fur den gleichzeitigen Nachweis des/der anderen Erreger oder Zielorganismen im Multiplex
Reaktionsansatz negativ beeinflussen. Bestibenten suboptimal abgestimmten PCR/NAT
Testsystemen kdnnte die Zusammensetzung der Probe # 1615303 des aktuellen Ringversuchs eine
solcle Problemkonstellation reprasentieren und in der Konsequenz die etwas schlechteren
Richtigkeitsquoten fir den GonokadkDNA Nachweis erklaren.

RV 531: Chlamydia trachomatis

DasProbenset des aktuellen Ringversuehthielt diesmal eine Probe mit dx10* IFU/mL anC.
trachomatis(# 1615313, zwei Probex mit ca.1x10° IFU/mL anC. trachomatig# 1615311 und #
1615314, sowieeine Probeohne Zielorganismen (#615313, die ausschliel3lich nicht infizierte
Zellen undEscherichia colenthielt.

Wie Tabelle 2 der statistischen Ausitung zu entnehmen ist, wurden von den insge®smt
Teilnehmern beider negativen Probe #5P5313 sowie beizwei der drei positiven Prober# (
152531 und # 15253%) diesmal durchweg&orrekte Ergebnisse mitgeteilt. Bei rddritten
positiven Probeét 152532, die im Vergleich zu den anderen beiden positiven Proben ca. zehnmal
weniger C. trachomatis enthielt, wurde lediglich von einem der 95 Teilnehmer ein falsch
negatives Resultat beobach®ie markante Ubereinstimmung der aktuellen Ergebniskonstellation
mit den Beobachtungen urervorragendeirichtigkeitsquoten vorhergegangener Ringuehe

mit ahnlicher Menge arC. trachomatisZielorganismen kann erneut als Beleg fur eine hohe
Zuverlassigkeit und Konstanz der eingesetzten Testsystamge der aktuellen Kits und
automatisierten Testplattformen ZRrobemufarbeitung und PCR/NAIProzessierungangesehen
werden.

Auch wenn mit ca. M0' IFU/mL an Zielorganismen im Probenmaterigie untere
Nachweisgrenze hochsensitiver und standardisierter PCRA¢ATItzter Testsystermoch nicht
erreichtoder unterschritteseinsollte, sollten bei Rigversuchsteilnehmern mit hohem Anspruch

an die individuelle Testsensitivitdgenerell sowohl falschnegative, als auch falsgiositive
Ergebnisse Anlass zur Uberprifung und Optimierung ihres jeweiligen -dé&Tutzten
Testsystems geben. Angesichts der naahvor anhaltenden Diskussion um das "Pooling” von
entsprechendem Untersuchungsmaterial bleibt der Aspekt der analytischen Sensitivitat der jeweils
eingesetzten Testsysteme bedeutsam.

Inhibitionskontrollen wurden von94 der insgesamt 95Teilnehmer durchefiihrt, und
Inhibitionsereignisse wurden diesmal nicht mitgeteilt. In diesem Zusammenhang sei kurz
angemerkt, dass wir auch im aktuellen Ringversuch keine der Einzelproben absichtlich mit
inhibitorischen Substanzen versetzt haben. Erfreulicherweise warenRahmen dieses
Ringversuchs im Gro3en und Ganzen keine auffalligen Unterschiede hinsichtlich Sensitivitat und
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Spezifitat zwischen den jeweils eingesetzten kommerziellen und den selbstentwickbhese
Testsystemen zu beobachten. Trotz der relggiingen Menge ani@organismen bewegten sich

die Richtigkeitsquoten dabei durchweg atffeulichhohem Niveau.

Im Kommentarfeld des Ergebnisformulars wurde hier unter Code [27] "Andere kommerzielle
Testsysteme" u.a. folgende Testsysteme aufgefiihrtelenf C. trachomatisPCR Kit (5¢),

HAIN LifescienceGenoQuickCT (5x), BD Max CT/GC/TV assay (g, Sacace Biotechnologies

C. trachomatiRealTM (1x), Autoimmun Diagnostika Gen ID STD KitX), VERSANT CT/GC

DNA Assay von Siemens (1x), AmpliGno&€. tractomatis PCR Kit von Priv. Inst. fur
Immunologie und Molekulargenetik Karlsruhex{lund Genetrac D¥CHT C. trachomatisDNA
Detection Kit (1x).

RV 532: Bordetella pertussis

Das aktuelle Set an Ringversuchsproben enthielt dieamelidentischeProben miteinerrelativ

hohen Menge an Zielorganismen (# 1615321 und # 1615B2#ertussis>-1x10° CFU/ml), sowie

eine Probe mit einerklinischen Isolat vorBordetella holmesials verwandte Spezies (# 1615322
mit 1x10° CFU/mL). Die Probe # 1615323 enthielt diesmal keine Zielorganismen, sondern
lediglich E. coliund eine Suspension aus hunmargelimaterial

Die Verfugbarkeit von offensichtlich inzwischen sehr gut evaluierten {gédtitzten
Analysesystemen fiir den NachweionBordetella pertussi®NA fuhrte diesmal sowohl bei den
positiven als auch bei den negativen Proben zu relativ hohen Richtigkeitsquoten.

Wie schon im letzten Ringversuch bereitete der spezifische NachweiBordetella pertussis

DNA in den beiden positiven Proben1#15321und 161532} den insgesamt 152 Teilnehmern
keine allzu grof3en SchwierigkeiteW&hrend bei deProbe #1615321mit einer Erregermenge
von ~1x18 CFU/mL durchwegs richtigositive Ergebnisse berichteurden, bedinden sich unter

den PCR/NAT Ergebnissen fur die (eigentlich identische) Proié1%32 interessanterweise
jedoch zwei falscimegative ResultatéDhne derbeiden betroffenefeilnehmern, diemit ihren
kommerziellen PCR/NATTestsystemen diB. pertussigZielorganismen in der zweiten positiven
Probe offenbar nicht nachweisen konnten, nahe treten zu wollen, deutet dieser Umstand in
solchenFallen dann wohl eher auf individuelle Abweichungen vom Protokoll oder bestimmte
Fehler bei der Probenabarbeitunlg auf intrinsische Unzuléanglichkeiten der in der Regel gut
evaluierten Testsysteme hin.

Im RV 532 befand sich diesmal wieder ein483positives Bordetella holmesilsolat, das
(Methoden bzw. Zielsequentbedingt) mit einigen B. pertussisspezifischen PCRNAT-
Testsystemen kreuzreagierte. Die Aktualitdt dieser Problematik spiegelt sich beispielsweise in
einer Veroffentlichung franzésischer Kollegen wider: Njamkepo et al., Significant finding of
Bordetella holmesiiDNA in nasopharyngeal samples from Frencatignts with suspected
pertussisClin Microbiol., Dezember 2011, p. 4341348).

Insgesamt betrachtet scheint aber der Vorteil einer hochsensitiven DetektiBn pertussisind

B. holmesiitiber die Verwendung der repetitiverdB-Zielsequenz die Nachite einer (eher aus
akademischer Sicht wiinschenswerten) Differenzierungsmaoglichkeit zwischen den beiden Spezies
in der PCRRoutinediagnostik mehr als aufzuwiegen. Zudem scheint in unseren BReiten
holmesiieher selten aufzutretesi¢heAntila et al., 206, J. Med. Microbiol. 55:1043051) und
Infektionen mit beiden Spezies scheinen eine gleichermaf@ehandlungsbedurftige”
Symptomatik hervorzurufen. Eine Abgrenzung zu den UbrigeA8(F8egativen)Bordetella
Spezies mul3 jedoch aus diagnostischer Sichets s gewdahrleistet sein si€he
Ringversuchsdiskussion April 2011).

Angesichts der sehr hohen Richtigkeitsquodtié die beidenB. pertussigositiven Proben # #
1615321 und # 161532dnd der technisch bzw. methodisch bei der Verwendung d&14S
Zielsequer zu erwartenden Kreuzreaktion nBt holmesiiin Probe #161532 hat sich der
Ringversuchsleiter (in enger Abstimmung mit dem Sollwertlabor) dazu entschlossen, bei der
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Erteilung der Zertifikate die falsghositiven Ergebnisse bBi. holmesiinicht als falschhegativ zu
bewerten.

Der eineTeilnehmer mit falscipositivem Ergebnis bei det. colipositiven Probe# 161533
sollte jedoch intensiv daran arbeiten, die analytische Spezétéerjeweiligen Testsysteme zu
verbessern.

Inhibitionskontrollen wurden von 30 der insgesamt 82 Teilnehmer durchgefihrt und
Inhibitionsereignisse wurden bei dem aktuellen Probenset bei keinem der Teilnehmer innerhalb
der jeweils ausgesandten vier Einzelproben beobachtet.

Wie auch bei den vorhergegangenemdRersuchen verwendete ungeféhr die Halfte der
Teilnehmer (n83) selbstentwickelteit housg Testsystemeder auf dem Ergebnisformular nicht
naher spezifizierte kommerzielle Testkits $i=-mit Inhibitions und/oder Positivkontrollen zum
NAT-gestitzten Nachweis vdh pertussisin diesem Zusammenhang wurde v@il€ilnehmern
explizit die Verwendung der Insertionssequdf481, von6 Teilnehmern die Verwendung die
pertussis Toxin Gen und mo2 Teilnehmern die Verwendung eines ribosomalen Gen8.als
pertussisspezifischeZielsequenz angegeben.

Im Kommentarfeld des Ergebnisformulars wurde unter Code [27] "Andere kommerzielle
Testsysteme” u.a. die Verwendung folgender Kits aufgefihrt: GeofeHBo pertussis /
parapertussiPCR Kit (%), Autoimmun Diagnostika Gen ID CAB. pertussig7x), Autoimmun
Diagnostika Gen ID CAP Bacterial Kitlx), AmpliGnostB. pertussis/parapertussiCR Kit von
Priv. Inst. fir Immunologie und Molekulargenetik Kadée (), Bio-Evolution real time PCR kit

B. pertussis/parapertuss{2x), Attomol BordetellaRealtime LT (X), Seegene Anyplex Il RB5
Detection (2x), Seegene Seeplex PneumoBacter ACE Detection (1x), ARGENE Bordegfelia R
(1x), fasttrack DiagnosticsBordetella (¥), Meridian Bioscience illumigene Pertussisx)(1
AmpliSens Bordetella multi FRT PCR Kit (1x), Labsystems DiagnodBcspertussis + B.
parapertussisDuplex RealTime PCR (X), Ingenetix Bacto ReaB. pertussis/B. parapertussis
(2x), Altona dagnostic RealStaBordetellaPCR Kit (1x), DYNEX Real Time PCR PneumoPlex
(1x) und Qiagen RespiFinder RG Panet)(1

RV 533: Helicobacter pylori

Wie in Tabelle 1 dargestellt, enthielt Probe # 1615331 des aktuellen Ringversuchs eine relativ
hohe Menge aglarithromycinsensiblerH. pylori (~10° Organismen/mL). Die Probe # 1615333
enthielt das gleiche Isolat in einer etwa hundertfach geringeren Meh§&CFU/mL). Probe #
1615332 enthielt eine Kultursuspension dait dem Zielorganismus verwandte8pezies
Helicobacter felis(~ 1x10° CFU/mI) und Probe # 161533dnthielt ausschlieRlich humanes
Zellmaterial und eine nennenswerte Mengé&anol..

Erfredicherweise wurdeisowohl die etwas starker positite pylori-Probe# 1615331 und diéd.
pylori-negative Probe 161533/bn allen der insgesamt8 Teilnehmer ausnahmslos als richtig
positivbzw. -negativbewertetDie Probe #615334enthielt diesmal eine relativ geringe Menge an
Helicobacter pyloriZielorganismen und wurdmsgesamivon 2 Teilnehmern als falsategativ
befundet.

In der aktuellen Ringversuchsrunde wurde zudem die analytische Spezifitdt der verwendeten
Testsysteme dulhcdie Probe #1615332Uberprift, welche miHelicobacter felis eine "non

pylori" HelicobacterSpezies enthielt. Fir diese Probe wurden diesmal 5 falssitive
Ergebnisse sowie ein fragliches Ergebnis berichtet. FalgsitiveH. pylori Ergebnisse beiidser

Probe sollten jedoch zum Anlass genommen werden, die Speziesspezifitit des verwendeten
PCR/NAT-Testsystems zu uberprifen. Moéglicherweise lag hier bei dem einen oder anderen
Teilnehmer aber auch ein laborinternes Kontaminationsereignis mit Templafe dsr
Verschleppung von Probenmaterial aus der relativ dtarlpylori positiven Probe #615331
zugrunde, was ebenfalls eine Uberpriifung der Arbeitsablaufe und ggfs. auch des verwendeten
Testsystems nach sich ziehen sollte.
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Inhibitionskontrollen wurden aon allen der ingesamt 48 Teilnehmer durchgeflnhrt,
Inhibitionsereignisse wurden dabei von keinem Teilnehmer beobachtet.

Sowohl die kommerziellen, als auch die eigenentwickelten Testsysteme schnitten im aktuellen
Ringversuch wieder einmal erfreulich gut 8w erreichten di-houseTestsysteme wie auch die
kommerziell® Assays sehr hohe Richtigkeitsten was die richtigpositiven Ergebnisse betrifft.

Auch bei den richtignegativen Ergebnissen waren keine signifikanten Unterschiede in den
Richtigkeitsquoten vom-houseTestsystemen und kommerziellen Assays auszumachen.

Bis auf 10 Teilnehmer mit kommeellen Testsystemen (im Kommentarfeld des
Ergebnisformulars wurde unter Code [27] "Andere kommerzielle Testsysteme" 6 x RIDAGENE
Helicobacter pylorivon rBiopharm und 1 xH. pylori Real TM von Sacace Biotechnologies
angegeben) verwendeten ungefahr dieftelatler Teilnehmer selbstentwickelte, sag:house
Testsysteme zum NA@estitzten Nachweis vath. pylori.

Wie in der Testbeschreibung des RV 533 vermerkt, konnten die Teilnehmer auf freiwilliger Basis
auch die vermeintliche ClarithromyeResidenz d@r untersuchtenH. pylori-Isolate mitteilen.

Diese Spezialuntersuchung zur molekularbiologischen Resistenztestung erfolgt in der Regel tber
die Amplifikation urd Sequenzierung von charakteristischen Bereichen, innerhald.d®ylori

23S rDNA bzw. der Sequenzalyse dieses Genombereichs, mittels Hybridisierungssonden.
Ergebnisse wurden hier vet® der insgesamt 48 Teilnehmer mitgeteilt, und mit Ausnahome3
Ergebnissemwaren die mitgeteilten Ergebnisse der molekularen Resistenztestung auch durchweg
korrekt.

RV 534:. EHEC / STEC

Wie auch bereits bei den vorhergegangenen Rumlieses Ringversuchs mehrfach diskutiert,
besteht die eigentliche Herausforderung bei dem Nukleingfstéitzten Nachweis von
EHEC/STEC prinzipiell nicht so sehr in dem Nachweis sehr geringer Mengen an Zielorganismen,
sondern vielmehr in der differenzien Analyse und der Typisierung unterschiedlicher Shiga
Toxin-Genen und anderer putativer Pathogenitatsfaktoren (wie das fur Intimin kodieesr@en

oder das fur Enterohamolysin kodierefnigA-Gen).

Das aktuelle Set an Ringversuchsproben enthielt daler unterschiedliche, aber relativ stark
EHEC positive Proben: mit c&x10® CFU/mL (# 1615344: E. coli, ste«, eae, hlyA- und
026:H1%positiv) und mit ca5x10 CFU/mL (# 1615342: E. coli, stx-, Ste-, eae, hlyA- und
O157positiv) sowie eine Probe mibx10® CFU/mI eines IPEC Isolats (# 615341 eaepositiv)

und eineProbemit 5x10* CFU/ml eines EIEC Isolats (# 1615343).

I n diesem Ringversuch waokierGenekertretere sodassx edriindet h e
auf die Verfugbarkeit von mittlerweile bestens etablierten MN@&S$tutzten Testsystemen und
molekularbiologischen Differenzierungsstrategien fur EHEC, bei allebeRralurchwegs hohe
Richtigkeitsquoternr sowohl fir positive, als auch fiir negative Befurideerzeichnet werden
konnten.

Die beiden EHEGpositiven Proben # 1615342 bzw. # 1615344 wurden jeweils von 124 der
insgesamt 125 Teilnehmer als richpigsitiv berichtet. Eine naheliegende Erklarung fir die
einzelnen falscimegativen Ergebnisse bei d#x-, Stx-, hly- und eaepositiven Probe # 1615342

und der stke, hly- und eaepositiven Probe # 1615344 gibt es aus Sicht der
Ringversuchsauswertung nicht.

Sowohl das EPEC Isolat in Probe # 161531c0li, eaepositiv, hlyA-negatiy als auch dagIEC

Isolat in Probe # 1615348urde jeweils von 123 der insgesamt 125 Teilnehmer korrekterweise als
negativ befundet. Von zwei Teilnehmern wurde hier jedoch ein positivesE#P@nis fur EHEC
berichtet. Bei genauerer (visueller) Prifung der jeweiligen Ergebnisbdgen, der handdamiftlic
Kommentare sowie der angegebenen Gddexmern war aber in ersterem Fall rasch klar dass es
sich hier offenbar um einen positiven PGRchweis degaeGens (bei negativem PCRachweis

der stxGene) handelte. Daher haben wir diese auf dem Ergebnisforpréizise spezifizierten
Ergebnisse bei der Bewertung zur Erteilung der Zertifikate methodisch und fachlich korrekt als
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"EPEGpositiv" aber "EHEGnegativ" umklassifiziert. Die beiden falsgositiven EHEC
Ergebnisse bei der EIEfositiven Probe# 1615343konnten wir auch nach Durchsicht der
entsprechenden Ergebnisbbgens nicht genauer auflésen.

Wie bereits in dewvorhergegangeneRingversuchsrunden zu beobachten, fidnetVerfligbarkeit

von mittlerweile bestens etablierten NAjEstltzten Testsystemen undlekularbiologischen
Differenzierungsstrategien fur EHEC hier durchwegs zu hohen Richtigkeitsquetemohl fur
positive als auch fur negative Befunde. Zudesren in der aktuellen Runde des EHEC PCR

Ri ngversuchs auch ke iVarianerdder SHigaToxn-Ganie vertrdtenx ot i s c |
Die beiden EHEGpositiven Probert 1615342 bzw. # 1615344urden problemlos von nahezu
allen der insgesam®2b Teilnehmer auch als solche erkannt und im Ergebnisformular als fichtig
positiv berichtet. DievenigenTeilnenmer mit falscknegativem Ergebnis fir digositive EHEC
Probeverwenden vermutlich Testsysteme mit geringerer analytischer Sensitivitat oder verlieren
etwas Sensitivitat beim Aufschlul3 des Probenmatetiasgesamt gesehen sollte das aber nicht
weiter shlimm sein da in den meisten de&gilnehmenden Laboratorieain NAT-gestutzter
Nachweis von Shigdoxin-Genen im Umfeld der EHECGDiagnostik primar als
Kulturbestatigungstest eingesetzt wird. Bei zukinftigen Ringversuchen werden wir uns bemihen
dass die meten der positiven Proben wieder relativ hohe Mengen an Zielorganismen enthalten
und der Schwerpunkt somit auf einer Abprufung der analytischen Spezifitdt der eingesetzten
Testsysteme liegt und weniger auf der dabei erzielten unteren Nachweisgrenze.

Neben in-house Testsystemen werden zunehmend vorkonfektionierten&mnielle Assays
eingesetzt. In den Richtigkeitsquoten zeigte sich keine-Uizsv. Unterlegenheit eines Systems,
was fur die breite Etablierung PG@RAT-gestlutzter Testsysteme spticinhibitionskontrollen
wurden von 23 der 125 Teilnehmer durchgefiihrt, Inhibitionsereignisse wurden in keinem Fall
beobachtet.

Zudem wurden von 12 Teilnehmern die Ergebnisse der molekulargenetischen Sloigja-
Subtypisierung swie des gezielten Nachweise®n Intimin- (eag und/oder Enterohamolysin
(hlyA)-Genen mitgeteilt. Wenn auch die Typisiegunicht immer vollstandig durchgefuhrt wurde,

so waren diese Angaben zur Typisierung, zumindest in dem mitgeteilten Umfang, grof3teils
korrekt. Lediglichein Teilnehmer berichtete hi¢alscheErgebnisse.

Im Kommentarfeld des Ergebnisformulars wurde unter Code [27] "Andere kommerzielle
Testsysteme" u.a. die Verwendung folgender Kits aufgeféMiiona diagnostic RealStar EHEC
PCR Kit (X%), BD Max Enteric BacteriaPanel (3), TIB Molbiol LightMix modular stx1/stx

2/eae (), Sacace Biotechnologies EHEC R&M (1x), AmpliGnost Verotoxin 1/2
(Differenzierung) PCR Kit von Priv. Inst. fur Immunologie und Molekulargenetik Karlsrukje (1
fasttrack Diagnostic$1x) undSureFood pathogen STEC screening PLUS von Congén (1

RV 535: Borrelia burgdorferi

Nachdem die Probenauswahl des letzten Ringversuchs mehr auf die analytische Spezifitdt der
eingesetzten Testsysteme abzielte, wollten wir uns im aktuellen Ringversaddr winmal auf die
Prifung der analytischen Sensitivitat fokussieren.

Aus diesem Grund enthielt das aktuelle Set an Ringversuchsproben eine Probe mit einer hohen
Menge anBorrelia afzelii (# 1615353 ~1x10° Organismen/m), eine Probe mit einer etwa
zehnfach geringeren Menge (# 1615351x10" Organismen/m), eine Probe mit einer etwa
hundertfach geringen Menge (# 1615352x10° Organismen/m).an Borrelia afzeliisowie eine

Probe ohne Zielorganismen, die jedoch mit eimetativ hohen Mengdreponema phagedenis
enthielt (# 1615352;1x10° Organismen/m).

Eine kurze Rekapitulatiozu B. burgdorferisensu lato Mittlerweile sind mehr als20 dem B.
burgdorferi sensu latd&Komplex zugehérige, genetisch eindeutig unterschesdBaG e peaias
beschriebenDie zum Teil erhebliche Heterogenitat selbst innerhalb einer Sgezi&sB. garinii

T stellt hohe Anforderungeanden PCR/NAT -gestitzterB. burgdorferiNachweisDie in diesem
Ringversuch eingesetzte Spezigs afzelii findet sich haufig in Zecken und ist die haufigste
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Spezies die bei Hautmanifestationen nachgewiesen wird: etwa 80% der Nachweise bei
Acrodermatitis chronica atrophicans siBd afzelii Ebenfalls g@sichert humanpathogen und weit

in Europa verbreitet sinB. burgdorferisensu strictoB. garinii, B. bavariensisind B. spielmanii
letzterebislang nur selten bei Erkrankungen (insbesondere Haut) oder in Zecken nachgewiesen.
Als moglicherweise humanpathogen werdBn bissettiag B. lusitaniae und B. valaisiana
eingestuft, alle in Europa nachgewiesé&ine weitere humanpathogene Spezies, vorlaufig als
CandidatusB. mayoniibenannt, wurde in 2016 erstmals beschrieben: Vorkommen bislang nur in
den USA bekannt und als bisher einziBe burgdorérii s.I. Spezies zwerlassig im Blut
betroffener  Patienten nachweisbarNach dieser knappen Auffrischung zu den
Ringversuchsergebnissen:

Die Detektion vorBorrelia afzeliiDNA in den Proben mit der hoherErregerlast (#615353mit

ca. 1x10 Organismen/mlund# 1615351mit ca.1x10' Organismen/mL) bereitetediglich einem

der Teilnehmer Probleme, sodass hier erfreulicherweise eine Quote-pobtiiger Ergebnisse

von nahezul00% erreicht wurde.

Bei abnehmender Erregerlast wurde bei der Prob&1%354mit ca. 1x18 Organismen/mL von

drei der insgesamt 121 Teilnehmer ein falselgatives Ergebnis berichtet. Ein Teilnehmer
klassifizierte sein Ergebnis bei der schwach positiven Prdld #354als "fraglich".

Drei Teilnehmer beobachteten mit ihren Borrelggezifischa PCR/NAT Testsystemen ein
positives Ergebnis bei der negativen Prob&645352 Da diese Probéediglich relativ hohe
Mengen der verwandten Spirochdl@eponema phagedenienthielt, ist eine Kreuzreaktion
aufgrund mangelnder Spezifitat des entsprecheraestsystems bei dieser Konstellation sehr
wahrscheinlichLaborinterne Kontaminationsereignisse bzw. Kreuzkontaminationen wahrend der
Probenextraktion undabarbeitungsind natirlich ebenfalls méglich und sollten ggf. kontrolliert
und korrigiert werden Interne oder externe Inhibitionskontrollen wurden vorD der 12
Teilnehmer mitgefihrt, signifikante Inhibitionsereignisse der AR&Rktion wurden im Rahmen
dieser Ringversuchsrunde von keinem Teilnehmer beobachtet.

Wie bei den vorhergehenden Ringversuchdan haben auch diesmal wieder ungefahr knapp die
Halfte der Teilnehmer selbstentwickeltén-bousg Testsysteme mit Inhibitioasund/oder
Positivkontrollen zum NATgestitzten Nachweis von Borrel®@NA verwendet, kommerzielle
Testsysteme wurden von 71 d&1 Teilnehmer eingesetzt.

Im GroRBen und Ganzen waren im Rahmen dieses Ringversuchs auch keine auffalligen
Unterschiede hinsichtlich Sensitivitat zwischen den jeweils eingesetzten kommerziellen
(Sensitivitat mvischen 99 und 100%) und der, zumindest austhodischer Sicht, relativ
heterogenen Gruppe von selbstentwickeltem-hpusg@ Testsystemen (durchschnittliche
Sensitivitat ca. 97%) zu beobachten. Dennoch kann angemerkt werden, dass von den drei
Teilnehmern, die ein falsehegatives Ergebnis fir die Probel#15354mit relativ geringer
Erregerlast berichteten, zwei davon duntinouseTestsysteme generiert wurden. Gegebenenfalls
sollte also die Sensitivitat der hauseigenen Testsysteme uberpruft werden.

Dartber hinaus wurde inKommentarfeld des Ergebnisformulars unter Code [27] "Andere
kommerzielle Testsysteme" u.a. die Verwenduolgender Kits aufgefuhrt: GeneProBbrrelia
burgdorferi PCR Kit (1), HAIN Lifescience FluoroTypeBorrelia (3x), BIORON ReallLine
Borrelien Kit (%), EliGene Borrelia RT von Elisabeth Pharmacox),(3utoimmun Diagnostika
GenID Zecken Screening Kit X BactoRealB. burgdorferivon Ingenetix (2x),Attomol B.
burgdorferi Realtime LT (¥), AmpliGnostB. burgdorferivon Priv. Inst. fir Immunologie und
Molekulargenetik Karlsruhe €K und DYNEX Real Time PCB. burgdorferi(1x).

RV 536: Legionellapneumophila

Wie schon beim letzten Mal hier vorab nochmals der Hinweigsedi Ringversuch ist
ausschlieBlich fur die Abprifung von NAJestltzten Methoden und Protokollen zum
Direktnachweis geringer Mengen abegionella pneumophilaaus geeignetem kliniseim
Untersuchungsgut (wie beispielsweise respiratorischem Probenmaterial) konzipiert. Er ist daher
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NICHT fur die Abprifung von immunologischen Direktnachweisverfahren lwipneumophila

SG1 UrinAntigen Testen 0.4. geeignet. Einzelne Proben innerhalb dgesandten-ér Sets
kénnen dahetypischerweise auch relativ geringe Mengen der entsprechenden Zielorganismen
enthalten. Aus diesem Grund ist eine Teilnahme an diesem Ringversuch nur fir solche
diagnostische Laboratorien erfolgversprechend und sinnwvellhdchsensitive und spezifische
PCRgestutzte Verfahren zum Direktnachweis vionpneumophileDNA etabliert haben oder
solche im Zuge einer externen Qualitatskontrolle evaluieren wollen.

Das aktuelle Set an Ringversuchsproben enthielt diesmmaleine Legionella pneumophita
positive Probe # @15361, die mit einer Menge von ca. L@CFU/mL an L. E)neumophila
Serogruppel versetzt warDie Probe # 615364 des aktuellen Sets enthielt ca.’ ITFU/mL an
Legionellalongbeachaeaind Probe# 1615363 enthielteine ca.zehrfach geringerer Mengan L.
longbeachad10* CFU/mL) Die drittefiir den entsprechenden Zielorganismnedativé Probe#
1615362 des aktuellen Probensets enthielt neben humanem Zellmaterial le@gétoh

Die relativ stark positive Probé 1615361mit ca. 16 CFU/mL anLegionella pneumophil&G2

wurde dabei von allen 117 Teilnehmern korrekterweise als positiv befundet.

Auch die "richtig negative" Prob® 1615362 (nuE. coli) wurdenochvon 114 der insgesamt1l/
Teilnehmer als negativ filtegionella pneumophit®NA befundet.Drei Teilnehmer berichtete

bei dieser Probgedoch ein falschpositives Ergebnis furL. pneumophila Die betroffenen
Laboratorien sollten mégliche laborinterne Kontaminationsereignissekrawzkontaminationen
wahrend ihrer individuellen Probenextraktion uatlarbeitung ggf. kontrollieren und bestmdglich
korrigieren.

Die beiden mit relativ hohen Mengen kegionellalongbeachad~1x1¢ bzw. ~1x13 CFU/mL)
versetzten Proben wurden vd®9 der insgesamt 11Teilnehmer mit ihrenL. pneumophila
spezifischen PCRNAT-Testsystemen koekt als negativ befundetleweils 8 Teilnehmer
berichteterbei beidenProbenein falschpositives Ergebnis fit. pneumophildDNA, was auf eine
Kreuzreaktion bw. mangelnde Speziesspezifitdt der Zielsequenz zuriickzufuihren sein durfte. Vor
allem in-house reattime PCR Protokolle mit ribosomalen Zielsequenzen zeigten in der
Vergangenheit immer wieder Probleme bei der Speziesspezifitdt. Bei Verwendung von nested
Block-Cycler PCRProtokollen zur Amplifikation von spezifischen Bereichen der 16S rDNA und
optionalerDNA-Sequenzierung sollte jedoch der Fehler eher auf Anwenderseite gesucht werden
(beispielsweise Kontaminationsereignisse bei der Probenaufbereituiighamdeitung), da dieses
Testkonzept in jedem Fall die UnterscheidumwgschenLegionella bngbeachaaind Legionella
pneumophilaerlauben sollte.

Inhibitionskontrollen wurden von 115 der 117 Teilnehmer durchgefihrt, signifikante
Inhibitionsereignisse wurderffenbar nicht beobachtet.

Im Rahmen des aktuellen Ringversuchs kamen bei insg&&aneilnehmern kommerzielle NAT
Testsysteme fir den Nachweis vonpneumophileDNA im Untersuchungsmaterial zum Einsatz.
Signifikante Unterschiede beziglich der analytischen Sensitivitdt zwischen kommerziellen und
selbstentwickelten Testsystemen (v@hTeilnehmern verwendet) fanden sich nicht.

Im Rahmen des aktuellen Ringversukhsien bei insgesamt 43 Teilnehmern kommerzielle NAT
Testsysteme fir den Nachweis vionpneumophildDNA im Untersuchungsmaterial zum Einsatz.

Im Kommentarfeld des Ergebnisformulars wurde hier unter Code [27] "Andere kommerzielle
Testsysteme"” u.a. die Vemaung folgender Kits aufgefuhrt: Autoimmun Diagnostika Gen ID
CAP Bacterial Kit (1@), AmpliGnost L. pneumophilavon Priv. Inst. fir Immunologie und
Molekulargenetik Karlsruhe &, Mikrogen Diagenode Lp0A50 Kit (6), r-Biopharm
RIDAGENE Legionella(4x), r-Biopharm SureFadt.pneumophilaPLUS (X), Seegene Seeplex
PneumoBacter ACE detectionxj3 Biolegio ReadyMax BCAP Assay (8), ARGENE Legio
pneumo/Cc 4gene (2x), Euroclone Duplica Real Timie pneumophilaDetection Kit (),
Ingenetix Bacto Redl. pnaimophila(2x), fasttrack DiagnosticRkespiratory pathogens 33xj1
Seegene Anyplex Il RB5 Detection (1x) und DYNEX Real Time PCR PneumoRex (1
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RV 537: Salmonella enterica

Das aktuelle Set an Ringversuchsproben enthielt diesmal drei positive PEderProbe mit
relativ hoher Menge an Zielorganismen @13371; Salmonella entericaer. enteritidis, ~1x10°
CFU/mL), eine mit etwa zehnfach geringerer Menge (#19373; Salmonella entericaser.
tennesee ~1x10° CFU/mL) und Probe# 1615372 mitSalmonella entericaer.enteritidis ~5x10°
CFU/mL), sowie eine Probe ohne Zielorganism@h 1615374), die ausschlie3lich humanes
Zellmaterial und eine nennenswerte Mengd&anoli enthielt.

Die Verfugbarkeit von spezifischen und mittlerweile gut evaluierten selbstentwickelten bzw.
kommerziellen NATgestitzten Analysesystemen filhrte diesmal bei 3 der 4 Proben des
Ringversuchssets aehr hoherRichtigkeitsquotenBezuglich der analytischen Sgtivitat wurde

es erst bei Probel815372(~5x1¢ CF U/ mL) Ai nter ess aimdgesam2Nu r n
Teilnehmer Dberichteten hier ein positives Ergebfiis den erfolgreichen Nachweis von
Salmonella enteric®NA. Auch in vorausgegangenen Ringversuchen waren bei relativ niedrigen
Erregerlasten immer wieder falsolegative Ergebnisse berichtet worden, was im Einzelfall eine
etwas eingehenderedJberpriifung derindividuell etablierten PCR/NATTestsysteme nach sich
ziehen sollte.

Da in der aktuellen Ringveuchsrunde keine falsgiositiven Befunde fir "negative” Proben
mitgeteilt wurden, deutet diesniVergleich zu manchen der vorhergehenden Ringversuchsrunden,
auf eine verbesserte Vorgehensweise hinsichtlich der &dtmg von Kntaminationsereignissen
wahrend der individuellen Probenaufarbeitung und Anaintiden teilnehmenden diagnostischen
Laboratorien hin. Inhibitionskontrollen wurden von all&2b Teilnehmern durchgefihrt,
signifikante Inhibitionsereignisse wwed im aktuellen Probensatiiir keine der4 Einzelpoben
berichtet. Im Kommentarfeld des Ergebnisformulars wurde hier unter Code [27] "Andere
kommerzielle Testsysteme” von einem Teilnehmer die Verwendung des folgenden Kits
aufgefuhrt: fbiopharm RIDAGENE Beterial Stool Panel ¢§, Congen SureFood pathogen
Salmonella PLUS (3, BD Max Enteric Panel §, fasttrack Diagnosticg2x) und Mikrogen
Diagenode Gastroenteritis Bacteria Pang).(1

RV 538: Listeria spp.

Neben der wohl prominentesten Spediésteria monocytogenesind auch eine Reihe weiterer
Listerienspezies bekannt, fur die inzwischen auch einige selbstentwickelte und kommerzielle
NAT-gestltzte Nachweisverfahren zur Verfigung stehen. Auch wenn diese Spezies (mit
Ausnahme vork. ivanovi) zumeist nicht von humanpathogener Relevanz sind, werden wir uns bei
der Konzeption des Probenmaterials fir RV 538 vor allem zur Abprufung der Spezifitat
individueller Testsysteme nicht nur auf monocytogenebeschranken. Daher werden, wie in
dieser Ringvesuchsrunde, auch andere Listerienspezies in der einen oder anderen Probe zu finden
sein. So wie im Fall der Probe # 1615381, die diesmal relativ hohe Mengeimaoncuaenthielt.
Proben # 1615382 und # 1615384 enthielten eine relativ hohe Merigenaorocytogenegca.

1x1® CFU/mL), die von allen der insgesamt93Teilnehmer korrekt erfasst wunle
Erfreulicherweise wurde auch die Probe #1615383, welche ausschli&3liobli enthielt, von
allen Laboratori en &iene sehr gupargehensweide difisichlichedér , W ¢
Vermeidung von Kntaminationsereignissen wahrend der individuellen Probenaufarbeitung und
PCR/NAT-Analytik in den teilnehmenden Laboratorien spricht.

Da von allen Teilnehmern die ausschlief3liche VerwendunglLvamonocytogegsspezifischen
PCR/NAT-Testsystemen angegeben wurde, sind die durchwegs negativen Ergebnisse béi Probe
1615381 (L. innocua,ca. 10° CFU/mL) nicht verwunderlich oder als falsolegativ fiir den
eigentlichen Zielorganmus 'Listeria spp." dieses Ringversuchs zu beweriem.Umkehrschluf3
spricht diese Datenlage fur eine erfreulich hohe Spezifitdt der eingesktzteanocytogenes
spezifischen TestsystemBei diesem Ringversuch besteht nadmlich explizit die Option einer
differenzierten Befundmitteilung: halt ein Teilnehmer lediglich eih. monocytogenes
spezifisches NAFVerfahren vor, so kann er dies Uber d&usatzcode [71]im Ergebnisfeld
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angeben, und fur die Erstellung des individuellen Zertifikats seitens INSTAND e.V. werden dann
awch nur dieL. monocytogenespezifischen Ergebnisse zur Bewertung herangezogen.

Von allen ® Teilnehmern wurden Testsysteme mit Inhibittonshd/oder Positivkontrollen
verwendet. Vermeintliche Inhibitionsereignisse bei der Aufarbeitung und Analyse der
Ringversuchsproben wurden nicht beobachtet.

Im Kommentarfeld des Ergebnisformulars wurde hieteurCode [27] "Andere kommerzielle
Testsysteme” u.a. die Verwendung folgender Kits aufgefuihrt: Sacace Biotechnologies
monocytogeneRealTM (2x), DYNEX Real Time PCR MeningoPlex (1x}Biopharm SureFast
L.monocytogeneBLUS (X), Diarella Listeria reatime PCR KitTM von Gerbion (X), Liferiver

L. monocytogeneReal Time PCR Kit (1x) un8eegene Seeplex Meningitis ACE Detection (1x).

RV 539: MRSA

Zuerst einmal, wie gehabt, eine wichtige Anmerkung vorab: dieser Ringversuch ist ausschlief3lich
fur den Direktnachweis von MRSA-DNA aus geeignetem klinischem Untersuchungsgut (wie
beispielsweise Naseroder Wundabstrichen) konzipiert. Die positiven Proben innerhalb des
ausgesandten-dr Sets enthalten daher typischerweise relativ geringe Mengen an entsgeeche
Zielorganismen. Fur interessierte Teilnehmer soll an dieser Stelle noch einmal explizit darauf
hingewiesen werden, dass sich mit Testsystemen, die Ublicherweise fir die Kulturbestatigung von
S. aureusund/oder MRSA ausgelegt sind, diese geringen Mengeht immer zuverlassig
nachweisen lassen werden. Eine Teilnahme an diesem Ringversuch ist daher nur fur solche
diagnostischen Laboratorien erfolgversprechend und sinnvoll, die hochsensitive und spezifische
NAT/PCR-gestitzte Verfahren zum Direktnachweish MRSA etabliert haben bzw. im Zuge
einer externen Qualitatskontrolle evaluieren wollen.

Wie an dieser Stelle bereits mehrfach thematisiert basieren einige der derzeit etablierten
eigenentwckelten oder kommerziellen Testsysteme zum Direktnachweis von MRSA aus
klinischem Untersuchungsmaterial auf einer getrennten ErfassundSvaureusspezifischen
Markern, Staphylokokkenspezigpezifischen Markern und demed Gen in der entsprechenden
Nukleinsaurepraparation. Da sowohl be&. aureus als auch bei Koagulagegativen
Staphylokokken dasne®d-Gen fur die phanotypische Ausprégung einer Methielasistenz
verantwortlich ist, ist die Aussagekraft dieser P@titzten Testsysteme fir den Rirechweis

von MRSA aus nativem Patientenmaterial eingeschréankt, wenn beim Patienten eine gleichzeitige
Besiedelung mitS. aureusund Koagulas@egativen Staphylokokken (die als klinische Isolate
zumeistme® -positiv sind) vorliegt. Einen attraktiven Angptinkt zur Losung dieses Problems
bieten sog. SCQecbasierte PCR Testkonzepte, die auf dem Nachweis demB8C€Kassette
innerhalb eines flrS. aureuscharakteristischen Genbereiches beruhen und die relativ gut
konservierte Integrationsstelle der S@€r Kassette imS. aureusGenom als Zielsequenz
verwenden.Dass aber auch die SQ@ecbasierten Testkonzepte gewisse Limitationen haben,
konnte im Rahmen einiger friherer Ringversuche eindrucksvoll aufgezeigt werden: hier wurden
bereits einige MRSA Isolate mitlsen vorkommenden SCCmec Subtypen oder MSSA Isolate mit
einer an den jeweiligen Enden typischen $@CSequenz, aber mit einer nattrlichen Deletion des
ublicherweise innerhalb der S@@cKassette vorhandemse®d-Gens versandt.

Da wir diesmal, abgesehenrv@iner Mischung aus einem MSS8golat und einer Methicillin
resistenten Koagulaseegativen Staphylokokkenspezies (eine Konstellation die in der taglichen
Praxis nicht gerade selten beobachtet wird), keine "interessanten”, "schwierigen" oder komplexen
Prdbenkonstellationen versandt haben, wurden von den insg&sinIeilnehmern mit ihren
unterschiedlichsten NAGestiutzten Testsystemen nahezu durchweg korrekte PCR Ergebnisse fiur
3 der insgesamt 4 Proben des aktuellen Panels berichtet.

Wie in Tabelle 1 der statistischen Auswertung dargestellt, enthielt die Probe # 1615391 diesmal
ein Gemisch aus einerS. aureudsolat (MSSA, PVlnegativ, ~1x1® CFU/mL) und einer
KoagulasenegativenStaphylokokkenspezie$ ( epidermidisme@-positiv, ~5x.0°> CFU/mL), die

Probe # 1615392 eine relativ hohe Menge eines Methicdhistenters. aureudPatientenisolats
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(cMRSA; PVL-positiv; spa:t310,~1x10" CFU/mL), die Probe # 1615394 eine etwas héhere
Menge eines MethicilliresistentenS. aureusPatientenislats (C(MRSA PVL-positiv; spa:t008
~1x1¢ CFU/mL), und die Probe # 1615393 ein "ordinarestd-neagtivesStaphylococcus
epidermidisisolat ~1x10° CFU/m).

Erfreulicherweise wurden im aktuellen Ringversuch bei der relativ stark positiven cMRSA Probe #
1615394 von 309 der insgesamt 310 Teilnehmer durchweg korrekt positive PCHRENgADnisse
mitgeteilt. Auch wenn sich in der zweiten MR$sitiven Probe # 1615392 eine etwas geringere
Menge an entsprechenden Zielorganismen befand, so ist die diesmal betebRudhitigkeitsquote

von 99 % als durchaus respektabel zu bezeichnen. Fir diese Probe wurden von 307 Teilnehmern
korrekt positive Ergebnisse mitgeteilt. Der technische oder methodische Hintergrund der-2 falsch
negativen Ergebnisse bei dieser Probe isésgides Ringversuchsleiters nicht nédher zu ergriinden.
Moglicherweise wurden von diesen beiden Teilnehmern selbstentwickeH®oyge) PCR
Testsysteme mit unzureichender analytischer Sensitivitat eingesetzt oder es ging wahrend der
Probenaufarbeitung eigewisser Anteil der TemplaleNA bei der DNAlsolierung oder der
Komplettierung der PCRnsétze verloren. Angesichts der mixl@' CFU/mL ehrlicherweise

nicht gerade als "aul3erst gering" zu bezeichnenden Menge an Zielorganismen sollten falsch
negative Ergenisse bei Probe # 1615392 den betroffenen Ringversuchsteilnehmern durchaus
Anlass zur Uberpriifung und Optimierung ihrer entsprechenden-@&sTitzten Testsysteme
geben.

Im Vergleich zu friheren Ringversuchen mit vergleichbarer Probenkonstellation wurde bei
Mischung aus einem MSSKolat und einer Methicillifresistenten Koagulageegativen
Staphylokokkenspezies in Probe # 1615391 diesmal eine erfreulicherweise holgk&ishtiiote
erzielt. Von 286 der insgesamt 310 Teilnehmer wurde dieses Gemisch mit den jeweils eingesetzten
Testsystemen korrekt als "MRS#egativ" befundet, weitere 7 Teilnehmer haben ihr Ergebnis bei
dieser Probe als "fraglich" klassifiziert. Von 5 diegeTeilnehmer mit fraglichem Befund wurde
explizit die Verwendung eines PERestsystems angegeben, das auf einer getrennten Erfassung
von S. aureusspezifischen Markern und demme®d Gen beruht. Damit dieser Art von
Testsystemen zwar die Anwesenheit desA Gens nachgewiesen werden kann, dessen Herkunft
aber nicht zweifelsfrei dem Genom der ebenfalls nachgewies8neaureusund/oder der
Koagulasenegativen Staphylokokkenspezies zugeordnet werden kann, ist in diesem Fall
"fraglich" auch das wissenschaftli&orrekte Untersuchungsergebnis.

Anmerkung des Ringversuchsleitersbei der Mitteilung von fraglichen Ergebnissen werden die
entsprechenden Zertifikate der Regehur dann erteilt, wenn diese Teilnehmer bei den tbrigen 3
Proben des Ringversuchs koreeErgebnisse angegeben haben.

Die restlichen 17 Teilnehmer berichteten bei dieser Mischung aus einem-M8I3Aund einer
Methicillin-resistenten Koagulasegativen Staphylokokkenspezies falpasitive Ergebnisse fur
MRSA. Diesen 17 Teilnehmern mit $ghpositivem Ergebnis flr Probe # 1615391 ist dringend
anzuraten, ihre Testsysteme zu Uberpriufen bzw. die methodische Eignung ihres jeweiligen
Testkonzepts zu hinterfragen. In der mikrobiologischen Praxis wird relativ haufig die gleichzeitige
Anwesenheit einer Methicillinresistenten (also me@-positiven) Koagulaseegativen
Staphylokokkenspezies und eines Methiciéimpfindlichen (alsome®-negativen)S. aureus
Isolates in dem entsprechenden Abstrichmaterial beobachtet. In diesem Fall wirden die
Testsystme der letztgenannten 16 Teilnehmer vermutlich falschlicherweise einen Hinweis auf das
Vorliegen einer MRSAInfektion bzw.-Besiedelung anzeigen (mit allen hinlanglich bekannten
Konsequenzen fir den betroffenen Patienten!).

Wenn man sich die entsprechendRichtigkeitsquoten fuProbe #1615391in Tabelle 3 nach
Testkonzepten differenziert betrachtet, dawird schnell ersichtlich dass alle der derzeit
etablierten SC@ecbasierten Testsysteme bei diesem Gemisch korrekterweise MB&#five
Befunde liefern(da dasS. aureusGenom der MSSAomponente jade factokeine integrierte
SCOmecKassette aufweist).

Bei der Probe ohnBIRSA Zielorganismen (#615393, die ausschlief3lich humanes Zellmaterial

und eine nennenswerte Mengeeanem "ordinaren" mecAegative Staphylococcus epidermidis
Patientenisolatenthielt, wurde im Rahmen des aktuellen Ringversuchs nur valer 310
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Teilnehmer ein falscpositives MRSA Ergebnis beobachtet. Dabei liegt das Auftreten eines
sporadischen laborinternélontaminationsereignisses oder einer Kreuzkontamination wahrend
der Probenextraktion undbarbeitung nahe. Solche "Ausreil3er" sind bei technischaadigen
Ringversuchen mit Gber0O® Teilnehmern nichts Ungewo6hnliches und bedirfen meines Erachtens
keinerweiteren Diskussion.

Insgesamt bleibt festzuhalten, dass der erfreulich grof3e Anteil von +pditiven Ergebnissen,

bei der einen positiven Probe und die Uberwiegend rictggativen Befunde bei den 2 MRSA
negativen Proben, erneut fir ein hervorragsnFunktionieren von Tedbzw. laborspezifischen
Malinahmen zur Vermeidung von Kontaminatiamsd Verschleppungsereignissen spricht.
Abgesehen von der zuletzt diskutierten Probe spricht die Ergebnislage dieses Ringversuchs erneut
fur eine hohe Zuverlaggkeit des NATgestutzten Direktnachweises von MRSA aus klinischem
Untersuchungsmaterial. Flr Kollegen, die an einer aussagekraftigen Abprifung der Spezifitat und
Sensitivitat von neuoder eigenentwickelten Testsystemen interessiert sind, stehen mitotem Pr
dieses Ringversuchs wieder standardisierte Ruckstellproben zur Verfigung, die dber den
Ringversuchsleiter bezogen werden konnen.

Optional wird im Rahmen unserer Ringversuchsreihe auch der molekulargenetische Nachweis des
putativen PathogenitatsfaktoBVL (Panton-Valentine-Leukozidin) bzw. dessen kodierende
Gene lUkF/S-PV abgéragt. Entsprechende Ergebnisse wurden Vo4 der insgesamt310
teiinehmenden Laboratorien mitgeteilt und mit Ausnahme eines Teilnehmers waren diesmal
sowohl die negativen, als @u die positiven Ergebnisse fir die molekularbiologische PVL
Testung durchweg korrekNahere Informationen zu der, nach wie vor hochaktuellen, cMRSA
bzw. CAMRSA Problematik finden sich beispielsweisetarn Linde, H.J. und N. Lehn (2005)
Dtsch. Med. Wocanschr 130:23972401, oder Witte, W. et al. (2005) Eur. J. Clin. Microbiol.
Infect. Dis. 24:15. Ein gut evaluierteseal-time PCR Protokoll fir den gezielten Nachweis von
PVL-positivenS. aureudsolaten findet sich beispielsweise in: Eur. J. Clin. Mdod Inf. Dis.
(2007)26:131-135. Mittlerweile sind auch schon einige kommerzielle-teaé PCR Testsysteme

fur den zuverlassigen molekulargenetischen Nachweis von®a&fien bei MRSAund MSSA
Isolaten verfugbar (z.B. vorhiopharm oder von TIB Molbiol)

Im Kommentarfeld des Ergebnisformulars wurde hier unter Code [27] "Andere kommerzielle
Testsysteme" u.a. die Verwendung folgender Kits aufgefuhrt: HAIN Lifescience Genotype MRSA
(4x), HAIN Lifescience Genotyp8taphylococcu@x), HAIN Lifescience Genoquick MRSA X2,

Amplex easyplex MRSA (@, r-biopharm RIDAGENE PVL PCR1x), GeneProof MRSA PCR

Kit (1x), Autoimmun Diagnostika Gen ID MRSA combixjlund Congen SureFast MRSA 4Plex

(2x).

RV 540: Chlamydia pneumoniae

Eine wichtige Anmerkung wie immer vorab: dieser Ringversuch aigsschliel3lich fur die
Abprifung von NATFgestitzten Methoden und Protokolleaum Direktnachweis geringer
Mengen an Chlamydia pneumoniaddNA aus geeignetem klinischem Untersuchungsgut (wie
beispielsweise respiratorischem Probenmaterial) konzipiert. Die positiven Proben innerhalb des
ausgesandtendr Sets enthalten daher typischerweise relativ geringe Mengen der entsprechenden
Zielorganismen. As diesem Grund ist eine Teilnahme an diesem Ringversuch nur fir solche
diagnostische Laboratorien erfolgversprechend und sinnvoll, die hochsensitive und spezifische
NAT/PCR-gestltzte Verfahren zum Direktnachweis rpneumonia®NA etabliert haben oder
solche im Zuge einer externen Qualitatskontrolle evaluieren wollen.

Wie in Tabelle 1 dargestellt, enthielt das aktuelle Set an Ringversuchsproben diesmal eine Probe
mit relativ hoher Menge an entsprechenden Zielorganismen (# 161Gh4nydia pneumoniae,
~5x10° IFU/ml) und eine Probe mit etwa zehnfach geringerer Menge (# 16152btEmydia
pneumoniae~5x10* IFU/ml), eine Probe mit ca-1x10" IFU/ml an Chlamydia trachomatig#
1615403), sowie eine Probe ohne Zielorganismen (# 1615402), die ausschllai$heimes
Zellmaterial und eine nennenswerte Mengd&anoli enthielt.

Seite 17 von 56



Institut fur Medizinische Mikrobiologie und Hygiene MOLEKULARE DIAGNOSTIK
Universitatsklinikum Regensburg (UKR) Prof. Dr. Udo Reischl

Die beiden Proben ohne Zielorganismen # 1615402 und # 1615403 wurden mit einer bzw. zwei
Ausnahmen korrekt als Anegativid befundet. Hi e
Kontamination bzw. eine Kreuzkontamination wahrend der Probenextraktionrabadoeitung
handeln.Kreuzreaktivitatender C. pneumoniaspezifischen PCRestsystemenit DNA von E.

coli erscheinen eher als unwahrscheinlich. Erfreulich ist auch, dass die Probe # 1615404
Chlamydia pneumoniae5x10°1 FU/ ml ) von 129 der 131 Teilnehi
Leider wurden fur die zweit€hlamydia pneumoniakealtige Probe # 1615401 109eh-negative
Resultate berichtet. Gegeniuber vorausgehenden Ringversuchsrunden ist hier ein Anstieg nicht
korrekter Ergebnisse zu verzeichnBa ebenfalls in vorausgegangenen Ringversuchen auch noch
etwa zehnfach geringere Erregerlasten (c&.|IEQ/mL) detektiert werden konnten, sollte ein
falschnegatives Ergebnis d&. pneumniae-haltigen Proben sicherlich zum Anlass genommen
werden, die Performance des verwendeten Testsystems und ggfs. auch die Prozessablaufe bei de
Probenaufarbeitung zu hinterfragdnhibitionskontrollen wurden von 130 der 131 Teilnehmer
durchgefuhrt, signifikante Inhibitionsereignisse wurden nicht berichtet.

Im Rahmen des aktuellen Ringversuchs wurde von 13 Teilnehmern die Verwendung des TIB
Molbiol LightMix C. pneumoniadestsystss, von 11 Teilnehmern der Diagenode MP/CP Kit

und von 6 Teilnehmern der kommerzielle AmpliGnost CP PGiRaKgegebenUnter Code [27]

"Andere kommerzielle Testsysteme" wurde im Kommentarfeld des Ergebnisformulars u.a. die
Verwendung folgender Testkits gefftihrt: GeneProof. pneumonia®CR Kit (%), Autoimmun
Diagnostika Gen ID CAP Bac community acquired Pneumonia K){ @utoimmun Diagnostika

Gen ID CAP Bacterial Kit (), ARGENE Chla/Myco pneumo-gene (3), Seegene Seeplex
PneumoBacter ACE Detection (3:§eegene Anyplex RB5 detectiorx)1Biolegio ReadyMax B

CAP Assay (R), fasttrack DiagnosticsRespiratory pathogens 33xJ2 fasttrack Diagnostics
Respiratory pathogens 21xjlingenetix Bacto Redl. pneaimoniae(1x), Euroclone Duplica Real

Time C. pneumoniaeDetection Kit (X), AmpliSensM. pneumoniae/C. pneumonigé&x), r-
Biopharm RIDAGENE C. pneumoniag(1x), Labsystems DiagnosticE€. pneumoniae + M.
pneumoniaeDuplex RealTime PCR (X), Vircell Speeedoligo Chlamydophila pneumonia@x),
RespiFinder SMART () undDYNEX Real Time PCR PneumoPlex (1x).

RV 541: Mycoplasma pneumoniae

Aufgrund zahlreicher Rickfragen von Teilnehmern der vergangenen Ringversuche hier eine
wichtige Anmerkung vorab: der Ringversuch Bakteriengenomnachweis PCRKN&®plasma
pneumoniaest ausschlief3lichfur die Abprifung von NATgestitzten Methoden und Priadien

zum Direktnachweis geringer Mengen anMycoplasma pneumonia®NA aus geeignetem
klinischem Untersuchungsgut, wie beispielsweise respiratorischem Probenmaterial, konzipiert.
Einige der positiven Proben innerhalb des ausgesandgznSéts werden dahéypischerweise

relativ geringe Mengen der entsprechenden Zielorganismen enthalten. Dieses Mal waren jedoch
keine Proben mit geringen Mengen an Zielorganismen im ausgesandten Probenset vertreten.

Wie in Tabelle 1 dargestellt, enthielt das aktuelle SetiagyRrsuchsproben diesmal drei positive
Proben: Probe # 1615412 mit einer hohen Menge an Zielorganisvhepnéumoniae~1x1¢
Genomkopien/mL), Probe # 1615414 mit einer etwa zehnfach geringeren Menge an
Zielorganismen NI. pneumoniae~1x10 Genomkopien/m). und # 1615413 mit einer etwa
hundertfach geringeren Menge an Zielorganismn gneumoniae~1x10¢" Genomkopien/mL).

Probe # 1615411 enthielt ausschliel3lich humanes Zellmaterial und eine nennenswerte NEenge an
coli. Mit jeweils einer Ausnahme konnten die 143 Teilnehmer die DNAMopneumoniaé den

Proben # 1615412 und 1615414 zuverlassig nachweisen. Die Probe # 1615413 mit der geringsten
Menge an Zielorganismus wur de Vv onnelg3abt iLiaebio,r sn
coli (# 1615411) versetzte Probe wurden erfreulicherweise ausschliel3lich korrekte Ergebnisse
berichtet. Inhibitionskontrollen wurden von 142 der 143 Teilnehmer mitgefihrt, fur keine der
ausgesandten Proben wurden Inhibitionsereignisseichbelr. Zusammenfassend bleibt
anzumerken, dass wie bereits in vorausgegangenen Ringversuchsrunden -dARPGfestitzte
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Diagnostik vonMycoplasma pneumorgan vielen Labors robust und zuverlassig implementiert
ist. Dieses positive Zwischenfazit solltedpch nicht zum Anlass genommen werden, die
Anstrengungen zu reduzieren!

Im Rahmen des aktuellen Ringversuchs wurde von 32 Teilnehmern die Verwendung von
kommerziellen Testkits aufgefuhitightMix M. pneumoniadn=14], Minerva Venor Mp [n=1]
AmpliGnost MP PCR Kitvon Priv. Inst. fir Immunologie und Molekulargenetik Karlsrie7],
Diagenode MP/CIpn=10], sowie "andere kommerzielle Testsysteme" [n=66]. Teilnehmer mit den
ersten vier der aufgefiihrten Testkiksnnten damit durchwegs Richtigkeitsquoten @0 %,
sowohl fir die positiven als auch fiur die negativen Proben erzielen. Im Kommentarfeld des
Ergebnisformulars wurde unter Code [27] "Andere kommerzielle Testsysteme" zusatzlich die
Verwendung folgender Kits aufgefihrt: Autoimmun Diagnostika CAP Biattdfit (9x),
GeneProoM. pneumoniad’CR Detection Kit (9), fasttrack Diagnostics Kitg6x), Chla/Myco
pneumo fgene (3), r-Biopharm RIDAGENE M. pneumoniae(3x), Ingenetix Bacto Real
Mycoplasma pneumonia@x), Seegene PneumoBacter ACE detectiox), (3eegene Anyplex

RB5 detection (8, AmpliSensM. pneumoniae/C. pneumoni&&P PCR Kit (2x), Biolegio
ReadyMax BCAP Assay (R), Euroclone Duplica Real Timé. pneumonia®etection Kit (X),
Labsystems Diagnostic€. pneumoniae + M. pneumoniaBuplex RealTime PCR (X),
RespiFinder SMART (9), Vircell Speedoligo Mycoplasma pneumonigéx) und DYNEX Real

Time PCR PneumoPlex (1x).

RV 542: Coxiella burnetii& B. anthracis

Auch  hier wieder eine Anmerkung vorweg: Der kombinierte Ringversuch
Bakteriengenomnachweis PCR/NAToxiella burnetii& Bacillus anthracigst ausschlief3lichfur

die Abprifung von NATgestitzten Methoden und Protokolleam Direktnachweis geringer
Mengen an Coxiella burnetir und Bacillus anthracisDNA aus geeignetem klinischem
Untersuchungsmaterialien konzipiert. Einige der positiven Proben innerhalb des ausgesandten 4
Sets enthalten daher typischerweise relativ geridengen der entsprechenden Zielorganismen.
Das aktuelle Set an Ringversuchsproben enthielt zwei Proben mit verschiedenen Mengen an
Coxiella burnetii(~5x10° Genomkopien/mL in Probe # 1615423 und ~5X&8nomkopien/mL in
Probe # 1615421), eine Probe milNA des Bacillus anthracis Pasteur" Isolats(~1x1C"
Genomkopien/mL in Probe # 1615423), eine Probe mit DNAB&edlus anthracisUR-1 Isolats

DNA (~1x10° Genomkopien/mL in Probe # 1615428pwie eine Probe ohne Zielorganismen (#
1615424), die nuE. coliund eine Suspension aus humanen Zellen enthielt.

Der Ubersichtlichkeit halber haben wir uns beiséi® kombinierten Ringversuch entschlossen,
die Ergebnislage fur die beiden unterschiedlichen Erreger auch in zwei getrennten Tabellen
darzustellen: fuiCoxiella burnetiiin den Tabellen 2 und 3 sowie f@acillus anthracisin den
Tabellen 4 und 5.

Unter Code [27] "Andere kommerzielle Testsysteme"” wurde im Kommentarfeld des
Ergebnisformulars u.a. die Verwendung folgender Testkits aufgeflihrt: Sacace BibogoesC.
burnetii ReatTM (2x), Altona diagnostics RealStar Anthrax PCR Kit (2x), Liferi@rburnetii

real time PCR Kit (1x) und Life Technologies LSl VetMAX COX B ABSO QUANT (1x).

Coxiella burnetii: Wie bereits im vorausgegangenen Ringversuch gestaltet sich auch in der
aktuellenRunde die Ergebnislage erfreuliddie etwas starker positive ProBel615421(mit ca.

5x10* GenomkopienC. burnetiimL) wurde von allen der insgesamt 3eilnehmern mit ihren
jeweiligenC. burnetitspezifischen PCRestsystemen zuverlassig detektierie Rweite positive

Probet# 1615423es Probesets (ca. 5%1Benomkopien/mL vor€. burnetiizusammen mitx1¢*
Genomkopien/mLBacillus anthracisA St a mm Pveusdé m 32fiabors korrekt berichtet,

hier sind allerdings zweifalschnegative Befunde zu registrieren. Dies ist im Vergleich zur
vorausgegangenen Ringversuchsrunde geenggradige Verschlechterungnd sollte in den
betroffenen Labors zum Anlass genommen werden, die Performance des verwendeten Testsystem
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zu hinterfragen und die Prozesse der Probenaufarbeitung ggfs. zu optimieren. Gleiches gilt fir das
falschpositive und Afraglicheid Ergebnis def€. Prob
burnetii, sondern eine relevante Menge dgacillus anthrais UR-1 Isolats enthielt. Da eine
Kreuzreaktion der verwendeten Testsysteme eher unwahrscheinlich erscheint, sollten insbesondere
Kontaminationsereignisse im Rahmen der Probenaufarbeitung ins Auge gefasst und abgestellt
werden.Die selbstentwickelten odélommerziellen Testsysteme zum NAjEstitzten Nachweis

von C. burnetiiDNA der Teilnehmer enthielten mit einer Ausnahme eine Inhibitionsl/oder
Positivkontrolle. Bei keiner der ausgesandten Proben wurden dabei signifikante
Inhibitionsereignisse beobaetht

Bacillus anthracis: Die Ergebnislage des Ringversuct&atillus anthracisDNA" ist ebenfalls

relativ schnell dargestellt, allerdings muss im Vergleich zu vorausgehenden Ringsversuchsrunden
eine unerfreuliche Zunahme falsphbsitiver undi negativer Ergebnisse angemerkt werden. 19 der

20 Teilnehmer konnten mihien jeweils vor Ort etablierted. anthracisspezifischen PCR/NAT
gest¢tzten Testsystemen die Anegatived -Prob
positives Ergebnis konnte am ehesten auf Kontaminationsereignisse bei der Probenaufarbeitung
zuruclgefuhrt werden, was aufgrund der weitreichend®nsequenzen des Befundes dringend

zum Anlass einer detaillierten Nachschau genommen werden sadite1¥ der 20 Teilnehmer

wurde die Probe # 161542B.(anthracisStamm UR1, ~1x10° Genomkopien/mL)gleichesgilt

fir die zweiteposi t i vefd Pr obe ( #B. abtrdcis Staint )Pasteww(elxldth e d e
Genomkopien/m). zusammen mit ca5x10® Genomkopien/mL vorC. burnetii enthielt. Zur

kurzen RekapitulationB. anthracis Stamm Pasteurist zwar positiv fur das Virulenzplasmid

pXO2 und die B. anthracisspezifischen chromosomalen SequenzmarkepoB und dhp61],

jedoch (im Gegensatz zum StammdRnegat i v f ¢ +undedanafaciore solwia |
protective antigen(pagA-i t ragende Vi r ul Aufgram Ider siohi geringeX O 1
Mengen de Zielorganismus im Probenmaterial sollte ein falsebatives oder fragliches Ergebnis

bei den Apositivend Proben # 1615422 wund # 1
die Performance des verwendeten Testsystems egebgnenfallslie laborinternen Ablaufder
Probenaufarbeitung zu prufeWie immer stehen nach erfolgreichem Abschluss der aktuellen
Ringversuchsrunde den Kolleginnen und Kollegen, die an einer aussagekraftigen Abprifung der
Spezifitat und Sensitivitat von neader eigenentwickelten TestsystemiflrC. burnetiiDNA und

B. anthracisDNA interessiert sind, mit den Proben dieses Ringversuchs auch gewissermalien
"standardisierte Ruckstellproben" zur Verfigung, die Gber den Ringversuchsleiter bezogen werden
koénnen.

RV 543: Francisella tularensis

Der Ringversuch "Bakteriengenomnachweis PCR/N&ancisella tularensisist ausschliellich

fur die Abprifung von NATgestitzten Methoden und Protokollmimm Direktnachweis geringer
Mengen an Francisella tularensisDNA aus geeignetem klinischem Untersuchamgterialien
konzipiert. Einige der positiven Proben innerhalb des ausgesanetenSédts haben daher
typischerweise relativ geringe Mengen der entsprechenden Zielorganismen enthalten.

Wie in Tabelle 1 dargestellt, enthielt das aktuelle Set an Ringvemobtesn diesmal zwei
positive Proben: Probe # 1615431 mit relativ hoher Menge an Zielorganismeraensisspp.
tularensis, ~1x10° CFU/mL) und Probe # 1615433 mit ca. zehnfach geringerer MeRge (
tularensisspp.tularensis,~1x10* CFU/mL). Im Ringversuchsprobenset befanden sich zudem zwei
Proben ohne Zielorganismen #15432 und# 1615434, die nur humane Zellen und. coli
enthielten.

Ahnlich wie bei vorausgehenden Ringversuchen haben auch hier alle der 22 Teilnehmer die
positiven Proben # 1615431 und # 1615423 als positiv identifiziert. Di¢ularensisnegative
Probe# 1615434 wurdeson allen Teilnehmern erfreulicherweise als negativ befundet, fur die
zweite Anegativef Pr obpmositites Ergelinis £iBg2okitwDiergesamtee i n
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Ergebnislage deckt sich weitgehend mit den Beobachtungen aus vorherigen Ringversuchen und
spricht erneut fir ein gutes Funktionieren sowohl der bei den jeweiligen Teilnehmern etablierten
Testsysteme, als auch der implementierten laborfspe®n Malinahmen zur Vermeidung von
Kontaminationsereignissemie selbstentwickelten oder kommerziellen Testsysteme zum-NAT
gestltzten Nachweis vda tularensisDNA der Teilnehmer enthielten mit einer Ausnahme eine
Inhibitions: und/oder Positivkontrolle Bei keiner der ausgesandten Proben wurden dabei
signifikante Inhibitionsereignisse beobachtet.

RV 544: Carbapenemasé&ene

Der seit 2015 in das regulére Ringversuchsprogramm von INSTAND e.V. aufgenommene
Ringversuch "Bakteriengenomnachweis PCR/N@drbgpenemas&ené ist ausschliel3lichfir

die Abprufung von NATgestutzten Methoden und Protokolleur molekularen
Resistenztestung bzw. dem Direktnachweis von charakteristischen Carbapenemdsenen

aus DNA-Praparationen von Reinkulturen an Enterobacteriaceae konzipiert. Zum
orientierenden Herantasten an die technische Eignung und die "Praktikabilitat" der versandten
Probenmaterialien werden wir uns in den ersten Runden dieses methodisch anspruchsvollen
Ringversuchs zur molekularen Resistenztestung auf d@iUflng eines kleinen Spektrum der
derzeit haufigsten Carbapenemase Gendeh&grobacteriaceabeschranken: KPC, VIM, OXA

48 &hnliche Gene, GESarbapenemasen NDM, IMP und GIM. Im Gegensatz zur
vorausgegangenen Ringversuchsrunde beschrankten wir unsadiesma u f di e A mi
g2ngigenfi Carbapenemasen.

Wie in Tabelle 1 der Auswertung dargestellt, enthielt das aktuelle Set drei Proben mit
CarbapenennesistentenEnterobacteriaceaeProbe # 1615441 enthieKlebsiella pneumoniae
Zielorganismen mit dem KRB Gen (ca. 1x1®Genomkopien/mL), Probe # 1615442 enthielt
Serratia marcescengielorganismen mit dem NDM Gen (ca. 1x10Genomkopien/mL) und
Probe # 1615444 enthiglf. cloacaecomplexZielorganismen mit den Genen fur OX8 und

VIM-1 (ca. 1x16 Genomkopien/mL). Die vierte Probe # 1615443 war als eine Art von
Negativkontrolle ausgelegtsie enthielt lediglichE. coliohne Carbapenema&ene.

Alle Teilnehmer stellten erfreulicherweise ein CarbapenerGasein der Probe # 161544E.(
cloacaecompkx mit VIM-1 und OXA48 Gen) fest. Ahnlich erfreulich waren die eingesandten
Ergebnisse fir die Probe # 161544&eiratia marcescenmit NDM-1 Gen): alle 61 Labors
berichteten korrekt positive Ergebnisse. Fir die Probe # 1615441 berichteten 59 derédineziln

ein positives ErgebnisK{ebsiella pneumonia&ielorganismen mit den Genen fur KB} Ein
falschnegatives Ergebnis sollte Anlass gebeni ner sei t s di e ACoverag
Carbapenemase Assays zu evaluieren und sich anderdesendglichenLiicken bewusst zu sein.

Die selbstentwickelten oder kommerziellen Testsysteme zum-@esTutzten Direktnachweis von
Carlapenemas&enen aller Teilnehmer enthielten jeweils eine Inhibitionsnd/oder
Positivkontrolle. Bei keiner der ausgesandten Probenrdevu dabei signifikante
Inhibitionsereignisse beobachtet.

Unter Code [27] "Andere kommerzielle Testsysteme"” wurde im Kommentarfeld des
Ergebnisformulars u.a. die Verwendung folgender Testkits aufgefuhrt: Sacace Biotechnologies
MDR MBL RealTM (1x), SacaceBiotechnologiesMDR KPC/OXA RealTM (1x), AmpliGnost
Carbapenemase PCR Kit von Priv. Inst. fur Immunologie und Molekulargenetik Karlspghe (1
Amplex eazyplex SuperBug complete A x(1und Autoimmun Diagnostika Gen ID
Carbapenemasex)l

RV 545: Clostridium difficile

Der neu ins Ringversuchsprogramm aufgenommene Ringversuch "Bakteriengenomnachweis
PCR/NAT Clostridium difficilé¢' ist ausschlie3lich fur die Abprifung von NATgestiutzten
Methoden und Protokollezum Direktnachweis geringer Mengen arClostridium difficile-DNA
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aus geeignetem klinischem Untersuchungsmaterialien konzipiert. Einige der positiven Proben
innerhalb des ausgesandterer4Sets haben daher typischerweise relativ geringe Mengen der
entsprechenden Zielorganismen enthalten.

Wie in Tabelle 1 dargestellt, enthielt das aktuelle Set an Ringversuchsproben zwei positive Proben.
Probe # 1615451 mit einen relativ hoher Meng€hstridium difficile,(~5x10* CFU/mL), Probe

# 1615453 mit ca. zehnfach geringerer Mengex185 CFU/mL) sowie zweiProben ohne
Zielorganismen (# 1615452 und # 1615454), die ausschlie3lich humanes Zellmaterial und eine
nennenswerte Menge &n colienthielt.

Di e bei den Cldspidiusi difficile @moden # 1615451 und # 1615453 wurden
erfreulicherweise von 109 bzw 108 der 110 teil nehmenden Lab
klassifiziert. Falscinegative Ergebnisse sollten auch hier zum Anlass genommen werden, das
verwendete Testsystem bzgl. analytischer Sensitivitat und Spezifitdt zu evaluieren und auch die
laborinternen Prozesse der Probenaufbereitung uAdarbeitung kritisch zu hinterfragen.
Letzteres gilt insbesondere fiir Teilnehmer mit falpokitiven Ergebnissen fir die ledigli¢h
coli-enthaltende Proben # 1615452 und # 1615454. Eine Kreuzreaktion deendeten
Testsysteme miE. coli erscheint unwahrscheinlich, am ehesten sind Kreuzkontaminationen im
Prozess der Probenbearbeitung ursachlich. Inhibitionskontrollen wurden von allen Teilnehmern
mitgefiihrt, signifikante Ihibitionsereignisse wurden fur keinder Proben berichtet. Wie in
Tabelle 3 angegeben, verwendete der Groldteil der Teilnehmer kommerzielle Testsysteme. In
dieser Ringversuchsrunde zeigten sich (vergleichbar mit der vorausgegangenen) zwischen den
kommerziellen Testsystemen und den Eigenasivngen keine signifikanten Unterschiede
bezlglich Sensitivitat und Spezifitat.

Unter Code [27] "Andere kommerzielle Testsysteme" wurde im Kommentarfeld des
Ergebnisformulars u.a. die Verwendung folgender Testkits aufgefiBrapharm RIDAGENE

CD Toxin A/B (21x), r-Biopharm RIDAGENE Hospital Stool Panébx), Altona diagnostic
RealStarC. difficile PCR Kit (1), HAIN Lifescience GenoType CDiff (9, AmpliGnostC.

difficile Toxin A und B von Priv. Inst. fir Immunologie und Molekulargenetik Karlsruh@, (2
Meridian Bioscience illumigenéC. difficile (2x), fasttrack DiagnosticsC. difficile (2x) und
eazyplexC. difficile complete Assaylx).

RV 546: VRE

Der neu ins Ringversuchsprogramm aufgenommene Ringversuch "Bakteriengenomnachweis
PCR/NAT Vancomycirresistente Enerokokken" iausschlief3lichfir die Abprifung von NAT
gestutzten Methoden und Protokollerum Direktnachweis geringer Mengen an DNA
Vancomycin-resistenter Enterokokken aus geeignetem Kklinischem Untersuchungsmaterialien
konzipiert. Einige derpositiven Proben innerhalb des ausgesandtem &ets haben daher
typischerweise relativ geringe Mengen der entsprechenden Zielorganismen enthalten.

Wie in Tabelle 1 dargestellt, enthielt das aktuelle Set an Ringversuchsproben drei positive Proben:
Probe# 1615461 mit relativ hoher Menge an Zielorganisntentg¢rococcus faeciumit van B
Gen,~1x10° CFU/mL), Probe # 1615464 mit ca. gleiche Mengetérococcus faeciumit van A

Gen, ~IxX10° CFU/mL) und Probe # 1615462 mit calx10® CFU/mL an vanApositiven
Enterococcus faecium.Im Ringversuchsprobenset befand sich zudem eine Probe ohne
Zielorganismen (# 1615463), die nur humane Zellenkunmbli enthielt.

Erfreulicherweise wurde die positive Probe # 16154Bitdrococcus faeciummit van B Gen,

~1x10° CFUmL)von allen Teil nehmesnt ko fiAuthldie vaamh & e tAV
positive Probe mit ~8.0°> CFU/mL Enterococcus faeciumvurde von 40 der 41 teilnehmenden
Labors korrekt erkannt, w2hrend bei dax10* Apos
CFU/mL Enterococcus faeciumnmit vanA Gen) 5 falscimegative Ergebnisse zu verzeichnen
waren. Wie bereits im vorangegangenen Ringversuch waren alle eingereichten vanA/vanB
Differenzierungen korrekiim Vergleich zu vorausgegangenen Ringversuchsrunderdiwamal

eine Steigernuenggatd esre nAf eElrsgeelbni sse zu verzeict
werden sollte die Sensitivitat des verwendeten Testsystems sowie die Prozesse der
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Probenaufbereitung uridhnalysekritisch zu hinterfragen. Dies gilt selleststandlich auch fur die

2 Teilnehmer mit falscipositiven Ergebnissen fur Probe # 1615463, welche lediddiclaoli
enthielt. Bei den eingesetzten Testsystemen hielten sich kommerziell erhaltliche,
vorkonfektionierte Systeme und Eigenentwicklungen inaetiie Waage. Bezuglich analytischer
Sensitivitat und Spezifitat waren keinggmsifikanten Unterschiede zu verzeichnen, wenngleich
einschrankend angemerkt werden muss, dass fir eine verlasslichere Beurteilung weitere
Ringversuchsrunden abgewartet werdettesal

Unter Code [27] "Andere kommerzielle Testsysteme"” wurde im Kommentarfeld des
Ergebnisformulars u.a. die Verwendung folgender Testkits aufgefihrt: HAIN Lifescience
GenoType EnterococcusX3 Roche LightCycler VRE Kit (f), AmpliGnost Vancomycin A/B
Resistenz differenz. von Priv. Inst. fur Immunologie und Molekulargenetik Karlsrukie (1
GeneProof VRE PCR Kit § undQIAGEN artusVanR QSRGQ Kit (1x).

RV 560: Pneumocystis jirovecii

Dieser im Jahr 2013 neu in unser Ringversuchsprogramm aufgenonitimgversuch RV 560
"Pilzgenomnachweis PCR/NAPneumocystis jiroveciiist ausschlie3lichfur die Abprifung von
NAT-gestutzten Methoden und Protokolleam Direktnachweis von Pneumocystis jirovedii

DNA in geeigneten klinischen Untersuchungsmaterialien kagrzi Einige der positiven Proben
innerhalb des ausgesandtererdSets werden daher typischerweise relativ geringe Mengen der
entsprechenden Zielorganismen enthalten. Zum orientierenden Herantasten an die unteren
Nachweisgrenzen der im Anwenderkreis eaabdn PCR/NATgestitzten Testsysteme enthielt das
aktuelle Set drei positive Proben (siehe Tabelle 1): eine Probe mit relativ hoher Menge an
Zielorganismen (# 161560Bneumocystis jiroveciica. 1x16 Organismen/m), eine Probemit

ca. zehnfach geringardlenge (# 1615603;Pneumocystis jiroveciica. 1x18 Organismen/mL)

eine Probe mita. hundertfach geringerer Men@ 1615604;Pneumocystis jirovecica. 1x10
Organismen/mL)sowie eine Probe ohne Zielorganismen (# 1615602) abdt.neibli und einer
Suspension aus humanen Zellen.

Die Anegativefi Probe # 1615602 wurde von nah
Zielorganismus gewertet, lediglich 1 falspbsitives Ergebnis wurde berichtet. Der betroffene
Teilnehmer sollten ggfslie laborinterne Testdurchfiihrung und die Performance des verwendeten
Testsystems Uberprifen. Im Vergleich zur vorausgegangenen Ringversuchsrunde kann jedoch
insgesamt ein weiterer Ruckgang falgasitiver oder fraglicher Befunde festgestellt werden. Bei
den Apositivenfi Proben wu% @ganisen/onb eon 8 dar®d 56 0
Teilnehmer richtig klassifiziert. Die schwécher positive Probe # 1615603 1xa0
Organi smen/ mL) wurde ebenfalls von 89 Eeil ne
Probe mit dem geringsten Gehalt an Zielorganismus (# 1615804x18 Organismen/mL an
Pneumocystis jiroveciiperichteten 6 Labors falsetegative Ergebnisse. Wie bereits in der
vorausgegangenen Ringsechsrunde muss hier erneut angemerkt werdens dd
Organismen/mLnicht gerade als "auf3erst geringe" Menge gelten und durchaus mit adaquaten
Testsystemen und Arbeitsablaufen detektierbar sind. Leider ist auch in dieser Ringversuchsrunde
(im Vergleich zu den zwei vorherigen) erneut keine SteigerungPeeformance zu sehen.
Inhibitionskontrollen wurden von allen 90 Teilnehmern durchgefuhrt, Inhibitionsereignisse
wurden nicht berichtet.

Im Kommentarfeld des Ergebnisformulars wurde unter Code [26] "Andere kommerzielle
Testsysteme" zusatzlich die Verwendurolgender Kits aufgefuhrtfasttrack Diagnostics
Pneumocystis jirovecii(3x), fasttrack DiagnosticsRespiratory pathogen83 (2), Altona
diagnostics RealStd?. jirovecii PCR Kit (2x) undSureFastPneumocystis jiroveciPLUS (Ix).
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May 2016

To the participants of the

INSTAND external quality assessment scheme (EQAS)
for NAATSs in Diagnostic Bacteriology

Bacterial/ FungalGenome Detection (PCR / NAT)
(INSTAND Proficiency Test Numbers 530 to&g4nd 560)

Dear Participant, dear Colleague,

Please find enclosed a brief analysis report of the recent proficiency test panel "Bacterial Genome
Detection (PCR / NAT)". It summarizes some benchmarks and the overall assessment of results
reported by all of the participating laboratories.

The accurag of your individual results is indicated on your personal certificate issued by
INSTAND e.V., Dusseldorf, Germany (attached to this letter).

This highly desired scheme fexternal quality assessment (EQA&s activated in 2002 by the
German Society dflygiene and MicrobiologyDGHM) and is now organized by INSTAND e.V.,
Dusseldorf, Germany. As you can learn frommiwv.instand-ev.dé€’, this new segment of their
huge proficiency testing program is now open for diagnostic laboratories worldwide.

We are aimmg at two validation rounds per year (spring and autumn), a reasonable price of less
t h a n80 per séiof four samplesand a permanently expanding coverage of relevant bacterial
pathogens. Any general or specific comments on sample composition or Eugggestadditional
bacterial, fungal, or parasitic organisms which should be covered are highly appreciated.

Please do not feel irritated by some strpogitive samples among the present set. To make
participants and ourselves familiar with the concept #hre suitability of the proprietary sample
matrix, "passing"” should be easy in the initial rounds. But now as the program continues, it is our
challenge (and duty) to rise at least some of the hurdles with every round of external validation.

Further inbrmation as well as the documented and analysadtsesf the past rounds of our
quality control and proficiency test program "Bacterial Genome Detection (PCR / NAT) can be
downloaded in form of pdfiles at "www.udereischl.de", subsection "INSTAND Ringksuche
(PCR / NAT)". Although the preferred language of these documents is German, we are aiming to
provide at least some key documents and the tables in a bilingual style.

Due to the growing number of international participants, we will further incduoléef discussion

of the results in English (see the following pages). Hopefully you found this kind of external
validation benefitting and you will continue to join the future rounds of our EQAS scheme in
bacterial genome detection (NAT/ PCR).

If you should have any further questions, please do not hesitate to contact mendily e
"udo.reischl@kr.de"

With best personal regards,

bt

Prof. Dr. Udo Reischl

Organizer of the External Quality Assessment Scheme "Bacterial Genome Detection"
Member of the Quality Assurance Board (DGHM; German Society of Hygiene and Microbiology)

Dr. M. Baier, Prof. Dr. M. Maal3, Prof. Dr. E. Jacobs, PD Dr. W. Schneider,
Dr. V. Fingerle,Dr. U. Busch,PD Dr. D. Frangoulidis, Dr.H. von Buttlar, PD Dr. G. Grass,
Dr. I. Reiter-Owong Dr. A. Anders, Dr. M. Kaase
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Brief discussion of the current results (English version) for
the growing number of international participants:

MAY 2016

RV 530: Neisseria gonorrhoea& Chlamydia trachomatiGO & CT)

Despite the relatively low amounts @f. trachomatisand N. gonorrhoeaetarget organisms in
selected samples of theurrent set, the availability of wedistablished commercial an-house
PCRNAT-assays has led to a high portion of correct results.

The current set of QC samples contaitte@esampleswith different amount®f C. trachomatis
(~1x10° IFU/mL in sampls # 1615308 and # 161539 and ~X10* IFU/mL in sample # 615301)

and two samples withdifferent amounts ofN. gonorrhoeagargetorganisms (~10CFU/mL in
sample # 615301 and ~16 CFU/mL in sample # @15303).

Despite relatively low amounts df. trachomatistarget organismsin the positive samplée#
1615301 all of the 216 participants reported correct positive CT results. For the two samples with
a tenfold higher amount ofC. trachomatis(# 1615303 andt 1615304),only 1 falsenegative
result wasobservedn the current distributianAmong theN. gonorrhoeasspecific results, false
negative results were reported by oslyf the 216 participants for samplé¢ 1615303 which
containeda low number ofN. gonorrhoeaetarget organismg1x10° CFU/mL) next to a high
amount ofC. trachomatis(1x10° lU/mL). Also 10 falsepositive results for the two G@®egative
samples were reported by participamdssuming a sequential processing of the 4 individual
samples of the current set, contamination evehtthe 'GO-negative" sampke"2" and "4" by
target organisnor PCR products of the positive sangdlg" and/or "3"is by far not unlikely in the
current sample constellatiolso the observation ofalsepositive results should encourage the
affected participants to review and optimize their DNA extraction proeednd theirGO-
specific NAT-based test system.

Since the amount of target organismstive GOpositive sample# 1615303 could not be
considered as "extremely low", false negative results shalslolencourage theorresponding
participants to review andptimize their GO specific NATased assayfr at least the GO
specific components if they are using multiplex assay concepts).

Inhibition controls were included by ddut one of thearticipants and no inhibitory events were
reported. Overall, a very good diagnostic performance and no noticeable issues regarding
sensitivity and specificity were observed for t@e trachomatis and N. gonorrhoeasespecific
NAT assays used by thd@participants

Tables 4 to 7 were includehis time to eable a detailed evaluation of tke trachomatis and
GO-specific NAT components of combined GO/CT test systems. In tables 4 and 5 oy the
trachomatis(CT) specific results and in the tables 6 and 7 onlyNbisseria gonorrhoeag0O)
specific resultare presented and evaluated statistically.

RV 531: Chlamydia trachomatis

The current set of QC samples containeeedpositive samples: #615311 and # 1615314vith
~1x10° IFU/mL of C. trachomatigtarget organismsand sample #@15312 with ~1x10* IFU/mL

of C. trachomatistarget organismsSample# 1615313 of the current setontained no target
organisms but only human cells aadcolicells.

As depicted in table all of theresultsreported for the negative sample # 1615313 and two of the
postive samples # 1615311 and # 16153dete correct.
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For theC. trachomatigpositive sample #1615312 containinga slightly weaker amount of target
organismsone falsenegativeresultwasobserved among tHis participants.

This striking match of theurrent results with observations and accuracy rates in the last years can
be considered as an evidence for a high reliability and consistency of the applied assays and
overall sample processing.

Run controlswere implemented anperformed byall but one ® the paticipants and inhibition

events were not observed this tinhe.this context, it should be noted, that we have not added
putative inhibitory substances into the samples of the current distribution.

Overall, a very good diagnostic performance and no noticeable issues regarding sensitivity and
specificity were observed for tli& trachomatisspecific NAT assays used by tB& participants.

RV 532: Bordetella pertussis

The current set of QC samples contaib@d identical sample with a relatively high amount of
Bordetella pertussi§# 1615321 and # 16153241x10° CFU/mL), one negative sample containing
Bordetellaholmesii(# 1615322; 1x10° CFU/mL, 1S48%positive strain!), as well as one sample
containing onlynortinfectedhuman cells anescherichia col(# 1615323).

The availability of weHestablished commercial tests iarkhousePCR/NAT-assays has led to a
high portion of correct resultAlthough noneof the 152 participants reported falsegative
results for the samplié 1615321(B. pertussis1x10> CFU/mL), very surprisinglytwo participants
observed negative results for the almost identical sahd61532 of the current distribution.
Analytical sasitivity issues can be ruled out sinde tamount of T0CFU/mL of B. pertussis
target organisms is significantly above the previously observed lower limit of detection for the
corresponding PCR assays or test systems.

Only one falsepositive result wasbservedor the negative sample # 1615328.(col)) whereas

the B. holmesiisample was tested falpositive by101 of the B2 participants. Since it is well
known thatB. holmesiistrains my contain copies of the most poplaipertussigarget gene IS
481, the high rate of falggositives is not really surprising for the latter sample. Considering that
the detection rate of tHe. pertussisamples# 1615321and # 1615324vas very high (indicating a
good performance of th®. pertussisspecific PCR/NAT assays), and48Llis still one of the most
practical and sensitive target genes, we havesooted those (false) positivesults for theB.
holmesiisamples in the course of issuing the corresponding QC certifi€a#eagues who are
interested in the W81 topic may read the following articidNjamkepo et al., Significant finding of
Bordetella holmesiiDNA in nasopharyngeal samples from French patients with suspected
pertussisClin Microbiol.,, Dezember 2011, p. 434848.

However, fa participants who have observed fapgesitive B. pertussigesults with sample #
1615323 or falsmegatives with sample # 161532# is strongly recommended to initiate
appropriate measures to improve the analytical specifigitg/or sensitivityof their assay
concepts. All of the remaining results reported by th2 darticipants were correct. Run controls
were performed byS0 participants and inhibition events were not observed among the samples of
the current distributio.

RV 533: Helicobacterpylori

The current set of QC samples contained two samples with a clarithresugdaptible
Helicobacter pyloripatient strain. Sample # 1615331 contained approximax&ly’ CFU/mL and
sample # 1615333 approximatelyx10® CFU/mL of the respective targerganisms. Sample #
1615333 contained culture suspensions of the related spHeiksobacter felis(~ 1x10°
CFU/mL).

The availability of well evaluated NAbased assays and the relatively high amount of target
organisms in the twélelicobacter pylorpositive sample# 1615331 and # 161533&d tovery

high positive predictive values.
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Two falsenegativeresults vereobserved among the 48 participants for sar#pl®15333 which
contained only avery low amount ofH. pylori target organisms 10° CFU/mL) next to a
significant number ofE. coli cells within our proprietary sample matrix. Of noteseffalse
positive results and one resualiassified as "questionable" by the participamre reported for
sample 51532, containing ~¥10° CFU/mL Helicobader felis. This may be indicative of
"simple” DNA or sample contamination events originating from the strong positive s@mple
1615333 or amsufficiently low level of analyticspecificity of the applie®CR/NAT assays. Both
possible reason$isuld prompte-evaluationin the laboratories of the affected participants.

As noted in the description of RV 533, clarithromycin resistance testing in the exaripglbri
isolates could be performed by participants on a voluntary basis. This molecular resestnge

is usually based on amplification and sequencing of characteristic regions witkinghleri 23 S
rDNA or the use of hybridization probes based qPCR assays. Results for clarithromycin resistance
were reported by&of the 48 participants. Withne exception, the results were correct.

RV 534: EHEC / STEC

As discussed previously, the challenge in NBased detection of EHEC / STEC is not the
detection of small amounts of target organisms, but the sophisticated analysis and typing of
different Shiga toxin genes and other putative pathogenic factors (stich e gene encoding
intimin or thehlyA gene encoding enterohemolysin).

The current set of QC samples contained two samples positive for EHE&15342 (E. coli,
5x10° CFU/mL, clinical isolatestx-, st%-, eae, hlyA- and O157positive) and # 1534 (E.
coli, 5x10* CFU/mL, clinical isolate,sts- and eaepositive). The other two EHE@egative
samples contained anPEC strain (sample # 615341; 5x10° CFU/mL) and anEIEC strain
(sample # 161534%x10* CFU/mL).

All but 2 participants correctly reported negative results for sampl€16341,containingno
EHEC target organisms but oniglatively high numbers of asaepositive EPEC strain.The
other "EHEGnegative"sample (£#615343, containing a significant amount BIEC isolate was
also reported PClRegative by all butwo participans. For the EHEC/STEC positive samplés
1615342 andt 1615344 the availability of weHlestablished NATbased assays and strategies for
molecular differentiation resulted in consistently higccuracy rates. Sampie 1615342 was
correctly reported positive b§24 of the 25 participants andagain,all but one of thel25
participants detected the target orgarism the EHEC/STE€positive sample #1615344
correctly.

As in most of the participating laboratories, a NBdsed detection of shiga toxin coding genes is
used primarily as a culture confirmation test most future positive samples will contain relatively
high amounts of target organisms. The focus will remairenomthe analytical specificity of the
used test systems and less on the lower detection limit obt&taeithl or complete shigaxin
subtyping,eae, andhlyA-detection techniques were performed @2 bf the 5 participating
laboratories. With one exception, tmeported results were corredlone of the participants
observed significant inhibition of the NABaction.

RV 535: Borrelia burgdorferi

Due to numerous requests, here a short note for our partipatside Europe: as this proficiency
testing panel is designed for a specific and sensitive detectiBnkafrgdorferisensu lato DNA,
the positive sampleslo not necessarily contain suspensions of "prototype" isolates Bof
burgdorferi sensu stricto and in many of thedrnual rounds of our external quality assessment
scheme (EQAS) alsmther B. burgdorferi genotypes or genospecies will be presei
individual samples.

The current set of QC samples contained a kind of dilution sefiBs afzeliiorganisms in our
proprietary matrix: sample # 1615353 (1XH) afzeliiorganisms/ml, sample # 1615351 (1x10
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organisms/m). and sample # 1615354 (1X16rganisms/m). Sample # 1615352 contained no
Borrelia organisms but a strain Dfeponera phagedenis

With the exception of 3 falseegative results and one result classified as "questionable" for
sample # 1615354 (containing the lowest amount of target organisms), and orneedaisee
result for sample # 1615353 (containing the highesbuarh of target organisms) all oth&:
afzelircontaining samples were correctly identified by the 121 participating laboratories. The
falsenegative result for sample # 1615353 should prompteduation of the assay sensitivity.

The MfAnegat 1816352 veas clapsified falfositive by three laboratories. Potentially,
this is either due to croseactivity with this closely related spirochete or due to a contamination
during sample preparation or analysis. Therefore, the workflow should be @atitoizninimize
clinically misleading falsgoositive results.

Approximately half of the participating laboratories used-deifeloped (irhouse) tests with
inhibition and/or positive controls. None of the participants noted significant inhibition of the
NAT-reaction. There were also no significant differences it fesrformance between
commercially available kits and -lmuse assays for the diagnostic detection Bofrelia
burgdorferiby PCR/NAT techniques.

RV 536: Legionella pneumophila

Due to numerous requests: this test is designed exclusively for the testing dfddad methods
and protocols for direct detection of low amountsLefjionella pneumophildrom appropriate
clinical specimen (such as respiratory specimens for exampleyidual samples may contain
relatively small amounts of the corresponding target organism. For this reason, participation is
promising only for diagnost laboratories, which have established a highly sensitive and specific
PCR/NAT-based method for the tetion ofL. pneumophildDNA or who want to evaluate their
method with the help of an external quality control.

The current set of QC samples contained only one positive sampléegibnella pneumophila
serogroup 1(# 1615361; ~I1x10° CFU/mL) next to two samples containing.egionella
longbeachad# 1615364; ~1x10° CFU/mL and# 1615363; ~1x10* CFU/mL). Sample # 615362
contained no target organisms but only human cell€ardlicells.

TheL. pneumophilgpositive ¢1x10° CFU/mL) samplet 1615361wascorrectly tested positive by

all of the 117 participating laboratorieBoth of theL. longbeachagositive samples (#615363

and # 161536 were correctly tested negative B9 participants Sample #1615362 which
contained onlyE. coli, was tested falspositive by 3participans whereasthe remaining 14
participants reported correcegative PCR/NAT results fac. pneumophilaDNA. The overall
result constellation indicates that at least 3 participants may have contamination pi@lesns
positive results for sampke 161536) and some more participants may have specifictity problems
(false-positive results for samplés16153@ and# 16153@) with their PCR/NATassaysAll but

two participans have implementethhibition controls intheir test systemand no inhibition events
were observed among the samples of the current distribution

RV 537: Salmonella enterica

The current set of QC samples contained two samplesSaithonella entericaerovarenteritidis
(sample # 615371 with 1x10° CFU/mI, and sample #615372 with 5x10* CFU/mI). Sample #
1615373 containedSalmonella entericaerovartennesse (with 1x10° CFU/ml) and sample #
1615374 contained no target organisms but only human cellg acali cells.

All of the 25participants reported correSalmonella entericpositive PCR/NATresults for
sample #615371andcorrect results for the negative sampE615374 Sample £615373
containing ~5x10CFU/mL Salmonella entericaerovarttennesseavas correctly identifiecs
iposi t2dof hedd pganicipants. Reporting a falseegative result for this sample should
prompt a thorough revaluation of the performance of the test sysfEime. weakpositive sample
#1615372 containing only ~5x1DCFU/mL of Salmonella entéca serovarenteritidis, was
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correctly reported fipositiveo by 17 of the 2E¢
improve the analytical sensitivity of their PCR/NAT assay concepts.
Inhibitory events in the PGRNAT -reaction were not detectég any of the participants.

RV 538: Listeria spp.

The current set of QC samples contained a sample without the corresponding target organisms (#
1615383; only E. coli cells), two samples positive foL. monocytogeneg# 1615382 and#
1615384with ~1x10° CFU/mL and one sample withisteria innocua(# 1615381)as Listeria

species other thaln. monocytogened.he results discussion of the current distribution is easy: all

of the 39 participating laboratories detected ltisteria monocytogendsrget orgarsms in the

two (relatively strong) positive samplesl$15382 and # 1615384.n addi ti onE. t he
coli containing sample #£615383and the sample containing orilysteria innocua(# 1615381)
wereidentified as negative by all laboratoriédl of the participants usedsteria monocytogenes
specific assays, whi ch i s rneefglaetcitveedd brye stuH & st
1615381 However, as noted in the report form, participants usingnonocytogenespecific
PCR/NAT-assaysnayindicate the corresponding results by the accessory code number 71. In this
case, (false) negative results for nehisteria monocytogenespecies do not negatively affect
issuing the corresponding QC certificates. In sum, the current results indicate katdynhigh
analytical sensitivity of the curreat monocytogenespecific PCR assays.

RV 539: MRSA

The concept of this proficiency testing series is designed to determine the analytical sensitivity and
specificity of NAT-based assays for the direldtection of MRSA DNA in typical clinical sample
material. With the development and composition of the corresponding sample materials we want
to mimic the situation of processing clinical samples like wound or nasal swabs, so the lyophilized
samples usuall contain low amounts of target organisms in a background of human cells and
other components. It is therefore important to note that NAT assays designed mainly for MRSA
culture confirmation purposes may fail due to the low number of MRSA organisms widoel
samples of the QC sdExceptof one sample containing an MSSA isolate together aiithost

equal amounts ad methicillinresistante® -positivecoagulase negativ&taphylococcuspecies,

no "diffi cul SBtaphytococcél stmaitsereinelgded imogh@ current panel.

Sample # 1615391 of the current distribution contained a mixtu®. aureusMSSA, PVL-
negative, ~1x10CFU/mL) and a CoNS straiis( epidermidismecApositive, ~1x10 CFU/mL).

Sample # 1615394 contained a cMRSAGHA-MRSA isolate (MRSA, PVLipositive, spa:t 008;
~1x10 CFU/mL) which tested positive with the MRS#pecific assays in 313 participating
laboratories.

Sample # 1615392 contained a cMRSA isolate (MRSA, Pwsitive, spa:it 310; ~1x%0
CFU/mL) which tested mitive with the MRSAspecific assays in 313 participating laboratories.
One sample of the current set (# 1615393) contamedRSA target organisms but ondy
clinical isolate of a oxacillin-sensible CoNS strainS( epidermidis mecAnegative, ~1x19
CFU/mL).

The MRSA negative sample¢ 1615393was tested bya07 of 310 participants with their PCR
based MRSAspecific test systems as "negative", so othilgee participans observed a false
positive result for samplg 1615393 which may have probably been caused by contamination
with MRSA DNA during the sample preparation, amplification or detection. Fortunately, for the
relatively strongpositive cMRSA samplé 1615394 positive results were reported aimostall
participans. Even if sample# 1615392contained aslightly lower amount ofMRSA target
organismg1x10* CFU/mL), correct positive results were still reported by @rticipantsleading

to positive predictive values @bove99 %. The2 false negative resulsnd me result classified

as "questionable" by the participating laboratang probably due to an insufficient analytical
specificity of the useth-houseor commercial PCR/NATest systems.
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For the samplét 1615391 which contained a MSSA isolate together with a Methicillin resistant
coagulasenegative Staphylococcus speci286 of 310 participants reported their results correctly
as AMRSRati vpar aindi pants c¢cl assi fi erFeofthese7r es ul
participants indicated the use of test systems, which are based on a separate detectinac# the
gene ands.aureuspecific target genes. With this separate detection assays, the origimedaAe
target gene cannot definitively be correlated with e aureusor the coagulaseegative
Staphylococcus peci es. Regarding this aspect, Aquest
the case when using duplex PCR/NAT assays, which are cangetpiantitative resultand using

a kind of software algorithm for confirming or ruling out the presenacaes\-positiveS. aureus
organisms in the investigated samplée remaimg 17 participants reported falgeositive results

for MRSA for sample # 1615391 containing a mixture of a MSSA isolate and a methieillin
resistant coagulase negatiSephylococcuspecies. These participants are encouraged to analyse
the appropriatenesef PCR/NAT their test system®r assay concepts sintke simultaneous
presence of MSSA ondne@-positive CoNS organisms a relatively common scenario for
microbiological routine diagnossmf nasal swabsOn the other hand, all participants, who used
SCQmecbased test systems, reported correct MR®4ative results for sgrte # 1615391

Overall, it should be noted that a pleasingly large proportion of participants reported corrext result
for all 4 samples of the current EQAS distributiofhis indicates excellent sample workup
functioning of laboratonspecific prevention measures to avoid the risk of contamination and
carry-over events.

Also, an optional molecular detection of putative pathogenicity fadetdr (Panton-Valentine
Leukocidin) or its coding gendukF/S-PV was inquired. Corresponding results were reported by
63 of the total310 participating laboratories and within the current distribution the results for the
molecular PVL testing were correct in all but one ca@s#ditional information can be found at:
Linde, H.J. and N. Lehn (2005) Dtschled. Wochenschr. 130:2322401; or Witte, W. et al.
(2005) Eur. J. ClinMicrobiol. Infect. Dis. 24:15. A well evaluated protocol for the detection of
PVL-positive PVL isolate can be fourad: Eur. J. ClinMicrobiol. Inf. Dis. (2007) 26:1311.35.

In addition, commercial redgime PCR assays reliably targeting Pgéenes in MRSA and MSSA
isolates are availableom a number if diagnostic companiesthe meantimeg(.g., rbiopharmor

TIB Molbiol).

RV 540: Chlamydia pneumoniae

The concept of this proficiency testing series is designed to determine the analytical sensitivity and
specificity of NAT-based assays for the direct detectionCofpneumoniaen typical (clinical)

sample material. With the development and composition of the corresponding sample materials we
intended to mimic the situation of processing typical clinical samples like BAL or other respiratory
specimens. So the lyophilized samplesually contain low amounts of target organisms in a
natural background of human cells and other components. As a consequence, diagnostic assays
designed foC. pneumoniaantigen detection in clinical specimens or other serological assays will
fail due b the low number of. pneumoniaeanfected cells in individual samples of the QC set.

The current set of QC samples contained two samples positiv€. fpneumoniaeSample#
1615404was spiked with-5x1¢ IFU/ml of C. pneumoniaayhereas sample # 161546dntained

an approximately ten fold lower amount ®f pneumoniag¢~5x10* IFU/ml). Sample# 1615403
contained significant numbers 6f trachomatis(~1x10* IFU/ml). Only E. coli and human cells

were present in sample # 1615402.

As depicted in table 2, with two exceptions all participants reported correct results for the positive
sample # 11615404. However, for the second sample containing a tenfold lower am@unt of
pneumoniag# 1615401) 10 falsaegative results were reportee.o r the fAnegative
1615403 and # 1615402 (containi@plamydia trachomatisnd E. coli, respectively), 129 and

130 of 131 laboratories reports correct negative results.-palsve results are most probably

due to (crosgcontamination duringsample processing and extraction, as creastivity of
NAT/PCR-based assays specific fGhlamydia pneumonia&ith Escherichia colior Chlamydia
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trachomatis is unlikely. Certainly, a falspositive result should prompt investigations and
improvement othe diagnostic workflow.

RV 541: Mycoplasma pneumoniae

General note to our participants: the concept of this proficiency testing series is designed to
determine the analytical sensitivity and specificity of NBdsed assays for the direct detection of

M. pneumoniaein typical sample material. With the development and composition of the
corresponding sample materials we aim to mimic the situation of processing typical clinical
specimens like BAL or other respiratory materials. Therefore, the lyophilireples may contain

low amounts of target organisms in a natural background of human cells and other components
typically present in patient specimens. As a consequence, diagnostic assays desidvied for
pneumoniaeantigen detection in clinical specimensotiner serological assays will fail due to the

low number ofM. pneumoniaénfected cells in individual samples of the RV 541 distributions.

The current set of QC samples contained three positive samples. A relatively high amdunt of
pneumoniag~1x10° genome copies/mL) was presentsample # 1615412. An approximately
tenfold lower amount oM. pneumoniag~1x10° genome copies/mL) was present in sample
1615414 andample# 1615413 contained an approximately hundred fold lower amouht. of
pneumoniag~1x10* genome copies/mL)The set was completed by sample # 1615411, which
contained only human cells and a considerable amouig. @oli. With the exception of one
laboratory, all participants correctly reported samples # 1615412 and # 16154b$itase.
However, 7 laboratories reported falsegative results for sample # 1615413, containing the
lowest amount of target organisni~{x10" genome copies/mL)The E. coli (# 1525413)
containing sampl e was byadXBpmncipanty. r eported finec

RV 542: Coxiella burnetii & Bacillus anthracis

General note to our participants: the concept of this proficiency testing series is designed to
determine the analytical sensitivity and specificity of NBdsed assayfer the direct detection

of C. burnetii DNA and/or Bacillus anthracis DNA in typical sample material. With the
development and composition of the corresponding sample materiaisnveel to mimic the
situation of processing typical clinical samples. So lg@philized samples may contain low
amounts of target organisms in a natural background of human cells and other components
typically present in patient specimens.

The current set of QC samples contained two samples with different amo@ugiefla burretii
organisms (~6L0° genome copies/mlin sample # 1615423 and x3" genome copies/mL in
sample#t 1615421), one sample with xdD* genome copies/mbf Bacillus anthracis(sample #
1615422) and one sample withx¢0* genome copies/mbf aBacillus anthracisPasteur Strain

(sample # 1615423). Sample # 1615424 contained only human cells and a considerable amount of
E. coliorganisms.

For convenient data presentation and analysis, we decided to depict the PGRAMAT for each

target orgarsms within this combined EQAS scheme in two separate tables: please see tables 2
and 3 for theCoxiella burnetitspecific results and tables 4 and 5 for Becillus anthracis

specific results.

Coxiella burnetii:

The relatively high amount5x10* genome opies/mL) of C. burnetii organisms insample #
1615421 was correctly reported by all participants. The-fiedld lower concentration of the

pat hogen in sample #1615423 was correctly id
laboratories. Falseegative results should prompt a reassessment of tf@rpance of the test
system used and evaluation of processes regarding sample workup and analysis. The two
Afinegati veo sampl es E.#£diént 81615422 cordamédaorBnaatdracio n | y
were correctly reported negative by 34 and 32 paditi respectively. Overallhere were no
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noticeable problems with the current set of QC samples and a good correlation with the expected
results was observed.

Bacillus anthracis:

All participants correctly reported negative results for the sample # 1615424 which did not contain
the target organi sm. For the second HAposdivgat i Ve
result. The fApositi ve slxi®gengnie eopids/mB.GittsatiStainc o nt
AURO was <correctl y r eartipants. dAAddiboyallylwe recdived tohee 2
guestionable result and two falsegative results, which should definitely prompt investigations
regarding sample workup and fmmance of the test system, as the amount of the target organism

in the sample is still above the lower limit of detection.

With the exception of three participants, the secpositive sample # 1645423 1x10* genome
copies/mL ofB. anthracisst r ai n fiPasteur o) was correctly re
for the virulence plasmid pXO2 and tBe anthracisspecific markergpoB anddhp6l, but does

not harbor Al ethal and edema f act or divedontbeo di n ¢
commonly used pathogenicity marksgA (coding for the "Protective AntigenAfter this round

of external quality assessmef$tandardized samples" are again available for colleagues who are
interested in obtaininB. anthracisDNA positive material for assay validation purposes. Requests

for backup samples should be addressed to the EQAS coordinator (U. Reischl).

RV 543: Francisella tularensis

General note to our participants: the concept of this proficiency testing series is to determine the
analytical sensitivity and specificity of NAbased assay$or the direct detection of F.
tularensis DNA in typical sample material With the developmentna composition of the
corresponding sample materials we want to mimic the situation of processing typical clinical
samples. So the lyophilized samples may contain low amounts of target organisms in a natural
background of human cells and other componepisdlly present in patient specimens.

The current set of QC samples contained two positive samples: a high amdtnanacsella
tularensis spp tularensis (~1xX10° CFU/mL) was present insample # 1615431 and an
approximately terfold lower amoun{~1x10* CFU/mL) was present isample # 1615433.

Similar to QC samples from past distributions, the positive sawple615431 and # 1615433
were correctly tested positive by all of the
1615432 and # 161543Both containing onlE. coli, were correctly reported by 21 and 22 of the

22 participating laboratories. Overall, these results corroborate the lower limits of detection
observed in our previous EQAS distributions. Although the number of particigabiotatories is

still not very high, the results of the present distribution indicate that the lower limit of detection is
about or slightly below 0organisms/mL when using currently employed and well evaluated
PCR/NAT-based assay concepts for the deweacdf F. tularensisDNA.

RV 544: Carbapenemase genes

The concept of this novel EQASanel for the detection of carbapenemase genes is designed
exclusively for the testing of NAbased methods and protocols for molecular resistance testing or
the directdetection of carbapenemase genes from DNA preparatidastefobacteriaceaeulture
isolates. Because of the methodologically challenging design of EQAs for the molecular resistance
testing of the wide range of known carbapenemase coding genes in diffacésria, the panel is
narrowed down to a small selection of the currently most common carbapenemase genes in
EnterobacteriaceaeKPC, VIM, OXA-48 like genes, GES carbapenemases, NDM, IMP, and
GIM.

As shown in table 1, the current set contained threlkes with different carbapenerasistant
Enterobacteriaceaesample # 1615441 containddebsiella pneumoniaavith a KPG3 gene
(~1x1&P genome copies/mL), sample # 1615442 containeBearatia marcescenisolate with a
NDM-1 gene {1x10 genome copies/mL), and sample # 1615444 containeBnaerobacter
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cloacaeComplex with a VIM1 and OXA48 genes «1x10 genome copies/mL). The fourth
sample # 1615443 was designed as negative control and containedE.omgli without
carbapenemase genes.

All participants detected a carbapenemase gene in the-NpbkitiveS. marcescensample (#
1615422). Additionally, all participants classified the sample # 161F84dldacaecomplexwith

VIM -1 and OXA48 genes) correctly as positive for the preserfceadbapenemase genes. The
third fApositiveo s ankebsiellagneuinénbwith 4 KPGB geae) wasi ni n
correctly reported by 59 participants. A falsegative result for this sample should prompt
investigations regarding the coverage of epdmemase genes by the test system used.

RV 545: Clostridium difficile

General note to our participants: the concept of this proficiency testing series is designed to
determine the analytical sensitivity and specificity of NBdsed assayfer the direct detection

of C. difficile DNA in typical sample material. With the development and composition of the
corresponding sample materials we want to mimic the situation of processing typical clinical
samples. The lyophilized samples may contain low amountsrgét organisms in a natural
background of human cells and other components typically present in patient specimens.

The current set of QC samples contained ®Wostridium difficile positive samples: sample #
1615451 with ~§10* CFU/mL and sample # 161585with ~5<10° CFU/mL Samples # 1615452

and # 1615454 contained only human cells and a considerable amé&umbtforganisms.

The samples # 1615451 and # 11615453 containing relatively high amowtsitficile (1x10"
CFU/mLand ~%10° CFU/mL) werec or rect |y reported as Apositi
participating laboratories, respectively. Fatsgative results should prompt a thorough evaluation

of the test system and the workflow. The latter is definitely warranted for the participatsgep
falsepositive results for samples # 1615452 and # 1615454, containingeoobli, but no target
organism. As croseeaction of the applied test system wih coli DNA is unlikely, probably
crosscontamination during the process of sample prejperaand analysis is causative. All
participants included controls to detect inhibitions of the PCR reaction. Significant inhibitory
events were not reported.

RV 546: VRE

General note to our participants: the concept of this proficiency testing series is designed to
determine the analytical sensitivity and specificity of NBdsed assayfer the direct detection

of vancomycinresistant enterococci DNA in typical sample matgal. With the development

and composition of the corresponding sample materials we want to mimic the situation of
processing typical clinical samples. So the lyophilized samples may contain low amounts of target
organisms in a natural background of hunwatls and other components typically present in
patient specimens.

Sample # 1615461 of the current set contamedlatively high amount dEnterococcus faecium

vanB (~1x10 CFU/mL) and sample # 1615464 contairedsimilar amount ofEnterococcus
faecium vanA (~1x1G CFU/mL). Sample # 1615462 contained a tenfold lower amount of
Enterococcus faeciunvanA (~1x10" CFU/mL) and sample # 161546&ntained no target
organisms but only human cells aid coli. Of the 41 participating laboratories, 41 and 40
correcty reported positive results for the samples # 1615461 and 1615463, respectively. Of note,
the reported dedicated vanA/vanB identifications for these two samples were all correct. Sample #
1615462 contained the lowest amount of target organimefococcs faeciumvanA, ~1x1¢
CFU/ mL) and only 36 | aboratpoiséesi vdentiThied s
investigations regarding the sensitivity of the used test system as weléaalwation of sample
processing andanalysis. Importantly,his should also be considered by the two participants
reporting falsepositive results for sample # 1615468l participants included controls to detect
inhibitions of the PCR reaction. Significant inhibitory events were not reported.
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RV 560: Pneumocystis jirovecii

General note to our participants: the concept of this proficiency testing series, which was started in
2013, is designed to determine the analytical sensitivity and specificity ofdea&d assay®r

the direct detection ofP. jirovecii DNA in typical sample material. With the development and
composition of the corresponding sample materials we want to mimic the situation of processing
typical clinical samples. So the lyophilized samples may contain low amounts of target organisms
in a natural background of human cells and other components typically present in patient
specimens.

The latest set of QC samples contained three positive specimens (see Table 1). A relatively high
amount ofPneumocystis jiroveci~1x1& organisms/mL) was present in sample # 1615601, an
approximately tenfold lower amount d®neumocystis jiroveci{~1x1C¢ organisms/mL) was
present in sample # 1615603 and an approximately hundredfold lower amount *(~1x10
organisms/mL) was present in sampld615604. The set was completed by sample # 1615602
which contained only human cells and a considerable amointaoli organisms.

Sample # 1615601, which contained the highest amouRt jifovecii target organisms (-1.0°
organisms/m). and sample # 1615603 with a #ftd lower concentration oP. jirovecii, were

both reported "positive" by 88ut of the 90 participating laboratories. Although this could be due

to a loss of template DNA during pemalytical sample preparation proceshkior other reasons,
observation of fals@egative results should certainly trigger reassessment of the diagnostic
workflow, sensitivity and/or specificity of the individual assay concept. The sample containing the
lowest amount of the target organism @15604, ~1x1Horganisms/mL) was correctly identified

as positive by 84 participants, 6 falsee gat i ve results were record:
1615602, containing onlg. colwas correctly <classified Anegat
false-positive results, this should definitely prompt investigatimnsontrolall processes involved

in sample preparation and analysis in order to optimize the NAT assay used.
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PCR-/NAT C. trachomatis & GO = Sy
(RV 530) Mai 2016 R 4
Tabelle 1: Probenzusammensetzung und erwartetes Ergebnis.
Sample composition and expected results.
Erwartet / expected | Probenzusammensetzung / Sample composition
Chlamydia trachomatis (~ 1x10% IFU/mL)
1615301 At 62 Neisseria gonorrhoeae (~ 5x10° CFU/mL)
1615302 %] 64 |Escherichiacoli K12
Chlamydia trachomatis (~ 1x10° IFU/mL)
1615303 1/ (+) 62 Neisseria gonorrhoeae (~ 1x10° CFU/mL)
1615304 ++ /A 61 |Chlamydiatrachomatis (~ 1x10° IFU/mL)
Tabelle 2: Haufigkeit der Mitteilung verschiedener Befunde.
Absolute numbers of reported individual results.
n=216 Probennummer (sample no.) Inhibition
S | 8| 8| & S| 9|83
Befund ™ ™ ™ ™ ™ | ™| @ ™
Lo Lo Lo Lo LO o) Lo Lo
Result — — — — e T e
© © © © © © © ©
— — — — — — — —
Positiv CT 0 1 8 214 | |n.d. 1 1 1 1
Positiv CT & GO 216 0 207 2 nein/no | 215 | 215 | 215 | 215
Positiv GO 0 8 0 0 jalyes O] 0O
Negativ 0 207 1 0
Fraglich /questionable 0 0 0 0

Tabelle 3: Haufigkeit richtig positiver und richtig negativer NAT-Befunde bei
Anwendern verschiedener Methoden.
Abs. numbers and relative frequency of true positive and negative results among various NAT methods.

NAT richtig positiv NAT richtig negativ
NAT-Methode True positive results True negative results
[Code] (total number *) Absolut | Relativ % Absolut | Relativ %

Absolute | Relative Absolute Relative

GenProbe CT/NG [20] (n = 6) 13 13/18 72 6 6/6 100
LightMix CT/NG [21] (n=7) 20 20/21 95 7 717 100
Roche COBAS [22] (n =52) 155 |155/156 | 99 50 50/52 96
Cepheid Xpert CT/NG [23] (n = 20) 60 60/60 | 100 19 19/20 95
BD ProbeTec [24] (n = 10) 28 28/30 93 9 9/10 90
Abbott RealTime CT/NG [26] (n =32) 96 96/96 | 100 29 29 /32 91
Other commercial tests [27] (n=76) | 227 |227/228| 99 72 72176 95
In house PCR assay [28] (h =22) 66 66/66 | 100 22 22122 100
Andere / k.A. / other [29] (n = 3) 9 9/9 100 3 3/3 100

* Durch Mehrfachnennung oder fehlende Angabe kann die absolute Zahl der Ergebnisse (Tab. 2) von der Anzahl der Teilnehmer abweichen.
Due to reporting results of multiple assay systems or missing specifications, the effective numbers are not correlating with the number of participants
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Tabelle 4: Haufigkeit der Mitteilung verschiedener Befunde. Anmerkung: in dieser
Tabelle sind nur die Ergebnisse fur Chlamydia trachomatis dargestellt.
Absolute numbers of reported individual results. Note: only the C. trachomatis-specific
results are depicted in this table

n=216 Probennummer (Sample no.) Inhibition
= o 3 S S| o |8 &
pefund 208 8 |3 288 3
Result — — — — — — — —
© © © © © © © ©
— —i —i — i — — i
Positiv 216 1 215 215 n.d. 1 1 1 1
Negativ 0 | 215 | 1 | o | [N®N/ 215 215|215 215
Fraglich jal
Questionable 0 0 0 0 yes 0 0 0 0

Tabelle 5: Haufigkeit richtig positiver und richtig negativer NAT-Befunde bei
Anwendern verschiedener Methoden. Anmerkung: in dieser Tabelle
sind nur die Ergebnisse fur Chlamydia trachomatis dargestellt.

Absolute numbers and relative frequency of reported true positive and true negative results
among various NAT methods. Note: only the C. trachomatis-specific results are depicted in

this table.

NAT richtig positiv NAT richtig negativ
NAT-Methode (n ur CT) True positive results True negative results
[Code] (total number *) Absolut | Relativ % Absolut |  Relativ %

Absolute | Relative Absolute Relative

GenProbe CT/NG [20] (n = 6) 18 18/18 | 100 6 6/6 100
LightMix CT/NG [21] (n=7) 21 21/21 | 100 7 717 100
Roche COBAS [22] (n =52) 156 | 156/156 | 100 51 51/52 98
Cepheid Xpert CT/NG [23] (n = 20) 60 60/60 | 100 20 20/ 20 100
BD ProbeTec [24] (n = 10) 29 29/30 97 10 10/10 100
Abbott RealTime CT/NG [26] (n =32) 96 96/96 | 100 32 32/32 100
Other commercial tests [27] (n=76) | 228 |228/228 | 100 76 76 /76 100
In house PCR assay [28] (n =22) 66 66/66 | 100 22 22 /22 100
Andere / k.A. / other [29] (n =3) 9 9/9 100 3 3/3 100

* Durch Mehrfachnennung oder fehlende Angabe kann die absolute Zahl der Ergebnisse (Tab. 2) von der Anzahl der Teilnehmer abweichen.
Due to reporting results of multiple assay systems or missing specifications, the effective numbers are not correlating with the number of participants
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Tabelle 6: Haufigkeit der Mitteilung verschiedener Befunde. Anmerkung: in dieser
Tabelle sind nur die Ergebnisse fir Neisseria gonorrhoeae dargestellt.
Absolute numbers of reported individual results. Note: only the N. gonorrhoeae-specific
results are depicted in this table

n=216 Probennummer (Sample no.) Inhibition
= o 3 S S| o |8 &
pefund 208 8 |3 288 3
Result — — — — — — — —
© © © © © © © ©
— —i —i — i — — i
Positiv 216 8 207 2 n.d. 1 1 1 1
Negativ 0 | 208 | 9 | 214 | NN/ 215 215|215 215
Fraglich jal
Questionable 0 0 0 0 yes 0 0 0 0

Tabelle 7: Haufigkeit richtig positiver und richtig negativer NAT-Befunde bei
Anwendern verschiedener Methoden. Anmerkung: in dieser Tabelle
sind nur die Ergebnisse fiir Neisseria gonorrhoeae dargestellt.

Absolute numbers and relative frequency of reported true positive and true negative results
among various NAT methods. Note: only the N. gonorrhoeae-specific results are depicted

in this table.

NAT richtig positiv NAT richtig negativ
NAT-Methode (nur GO) True positive results True negative results
[Code] (total number *) Absolut Relaj[iv % Absolut Relaf[iv %

Absolute | Relative Absolute Relative

GenProbe CT/NG [20] (n =6) 7 7112 58 12 12/12 100
LightMix CT/NG [21] (n=7) 13 13/14 93 14 14/14 100
Roche COBAS [22] (n =52) 103 | 103/104| 99 103 103/104 | 99
Cepheid Xpert CT/NG [23] (n = 20) 40 40/40 | 100 39 39/40 98
BD ProbeTec [24] (n = 10) 19 19/ 20 95 19 19/ 20 95
Abbott RealTime CT/NG [26] (n =32) 64 64/64 | 100 61 61/ 64 95
Other commercial tests [27] (n=76)| 151 |151/152| 99 148 148 /152 | 97
In house PCR assay [28] (n =22) 44 44144 | 100 44 44 | 44 100
Andere / k.A. / other [29] (n =3) 6 6/6 100 6 6/6 100

* Durch Mehrfachnennung oder fehlende Angabe kann die absolute Zahl der Ergebnisse (Tab. 2) von der Anzahl der Teilnehmer abweichen.
Due to reporting results of multiple assay systems or missing specifications, the effective numbers are not correlating with the number of participants
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PCR-/NAT Chlamydia trachomatis =
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Tabelle 1: Probenzusammensetzung und erwartetes Ergebnis.
Sample composition and expected results.
Erwartet / expected | Probenzusammensetzung / Sample composition
1615311 ++ 61 |Chlamydiatrachomatis (~ 1x10° IFU/mL)
1615312 + 61 |Chlamydiatrachomatis (~ 1x10* IFU/mL)
1615313 %) 62 |Escherichiacoli K12
1615314 ++ 61 |Chlamydiatrachomatis (~ 1x10° IFU/mL)
Tabelle 2: Haufigkeit der Mitteilung verschiedener Befunde.
Absolute numbers of reported individual results.

n =95 Probennummer (Sample no.) Inhibition

o S 9 5 9 93 3
Befund ™ ™ ™ ™ ™ ™ ™ ™

Lo L0 L0 L0 L0 L0 L0 L0
Result © o o © © | © | | ®

— — — — — — — —
Positiv 95 94 0 95 n.d. 1 1 1 1
Negativ 0 1 | 95 | 0 | [pg" | 94 | 94 | 94| o4
Fraglich ja
Questionable 0 0 0 0 yes 0 0 0 0

Tabelle 3: Haufigkeit richtig positiver und richtig negativer NAT-Befunde bei
Anwendern verschiedener Methoden.

Absolute numbers and relative frequency of reported true positive and true negative results among various NAT methods.

NAT richtig positiv NAT richtig negativ
NAT-Methode True positive results True negative results
[Code] (total number *) Absolut | Relativ % Absolut | Relativ %

Absolute | Relative Absolute Relative

Hain FluoroType CT [20] (n =9) 27 27127 | 100 9 9/9 100
TIB Molbiol LightMix CT [21] (n =5) 15 15/15 | 100 5 5/5 100
Roche COBAS CT [22] (n =23) 69 69/69 | 100 23 23/23 100
Cepheid Xpert CT/NG [23] (n =5) 15 15/15 | 100 5 5/5 100
BD ProbeTec [24] (n =11) 32 32/33 97 11 11/11 100
Artus CT [25] (n =1) 3 3/3 100 1 1/1 100
Abbott CT/NG [26] (n = 3) 9 9/9 100 3 3/3 100
Other commercial tests [27] (n =24) 72 72172 | 100 24 24 [ 24 100
In house PCR assay [28] (n =12) 36 36/36 | 100 12 12/12 100
Andere / k.A. / other [29] (n =3) 9 9/9 100 3 3/3 100

* Durch Mehrfachnennung oder fehlende Angabe kann die absolute Zahl der Ergebnisse (Tab. 2) von der Anzahl der Teilnehmer abweichen.
Due to reporting results of multiple assay systems or missing specifications, the effective numbers are not correlating with the number of participants
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PCR-/NAT Bordetella pertussis =
(RV 532) Mai 2016 R

Tabelle 1: Probenzusammensetzung und erwartetes Ergebnis.
Sample composition and expected results.

Erwartet / expected | Probenzusammensetzung / Sample composition
1615321 ++ 61 |Bordetella pertussis (~ 1x10° CFU/mL)
1615322 %] 62 |Bordetella holmesii (1S481-pos.) (~ 1x10° CFU/mL)
1615323 7] 62 |Escherichiacoli K12
1615324 ++ 61 |Bordetella pertussis (~ 1x10° CFU/mL)

Tabelle 2: Haufigkeit der Mitteilung verschiedener Befunde.
Absolute numbers of reported individual results.

n =151 Probennummer (Sample no.) Inhibition
— AN ™ < — AN (42) <
Befund > & & o o o | o o
Result 9 9 9 9 21313 3
O (o] (o] O O O O O
— — — — — — — —
Positiv 151 100 1 149 n.d. 2 2 2 2
Negativ 0 50 | 150 | 2 nen 1150 | 150 | 150 | 150
Fraglich ja
Questionable 0 1) 0 0 ves 0 0 0 0

Tabelle 3: Haufigkeit richtig positiver und richtig negativer NAT-Befunde bei
Anwendern verschiedener Methoden.
Absolute numbers and relative frequency of reported true positive and true negative results
among various NAT methods.

NAT richtig positiv NAT richtig negativ
NAT-Methode True positive results True negative results
[Code] (total number *) Absolut | Relativ o Absolut | Relativ Y

Absolute | Relative 0 | Absolute Relative v

TIB Molbiol LightMix BP [20] (n =8) 16 16/16 | 100 8 8/16 50
Diagenode B.pertussis [21] (n =7) 14 14 /14 | 100 7 7114 50
GenoQuick Bordetella [22] (n = 8) 16 16/16 | 100 8 8/16 50
RIDAGENE Bordetella [23] (n = 20) 40 40/40 | 100 38 38/40 95
Other commercial tests [27] (n = 5) 99 99/100 | 99 68 68 /100 68
In house PCR assay [28] (n = 56) 111 |111/112| 99 67 67/111°% | 60
Andere / k.A. / other [29] (n =2) 4 4/4 100 4 4/4 100
§Due to reporting questionable results, the number of true results (denominat

* Durch Mehrfachnennung oder fehlende Angabe kann die absolute Zahl der Ergebnisse (Tab. 2) von der Anzahl der Teilnehmer abweichen.
Due to reporting results of multiple assay systems or missing specifications, the effective numbers are not correlating with the number of participants

Seite 39 von 56



Institut fur Medizinische Mikrobiologie und Hygiene MOLEKULARE DIAGNOSTIK
Universitatsklinikum Regensburg (UKR) Prof. Dr. Udo Reischl

PCR-/NAT Helicobacter pylori
(RV 533) Mai 2016

Tabelle 1: Probenzusammensetzung und erwartetes Ergebnis.
Sample composition and expected results.

Erwartet / expected | Probenzusammensetzung / Sample composition

Helicobacter pylori (~ 1x10° CFU/mL)
1615331 o 6172 Clarithromycin susceptible (wildtype 23S rDNA sequence)

1615332 %] 62 |Helicobacter felis (~ 1x10° CFU/mL)

Helicobacter pylori (~ 1x10° CFU/mL)
1615333 + 61172 Clarithromycin susceptible (wildtype 23S rDNA sequence)

1615334 (%] 62 |Escherichiacoli K12

Tabelle 2: Haufigkeit der Mitteilung verschiedener Befunde.
Absolute numbers of reported individual results.

n =48 Probennummer (Sample no.) Inhibition
— Al (a2 < — A (42) <
Befund o % % o 0 0 0 &
Result L L 9 t 9 9 9 9
O (o] (o] (<o)} (<o} (o) (o) (o]
— — — — — — — —
Positiv 48Y | 5 46"Y 0 n.d. o/ o0]|o0] O
Negativ 0 | 42 2 | 48 | [P | 48 | 48 | 48 | 48
Fraglich ja
Questionable 0 1 0 0 ves 0 0 0 0

Tabelle 3: Haufigkeit richtig positiver und richtig negativer NAT-Befunde bei
Anwendern verschiedener Methoden.
Absolute numbers and relative frequency of reported true positive and true negative results
among various NAT methods.

NAT richtig positiv NAT richtig negativ
NAT-Methode True positive results True negative results
[Code] (total number *) Absolut | Relativ % Absolut |  Relativ %

Absolute | Relative Absolute Relative

Hain GenoType Helico [20] (n = 18) 35 35/36 97 35 35/36 97
Ingenetix ClariRes [21] (n = 4) 8 8/8 100 8 8/8 100
Commercial assay [27] (n =9) 17 17 /18 94 17 17/17% | 100
In house PCR assay [28] (n=17) 34 34/34 | 100 30 30/34 88
Andere / k.A. / other [29] (n =1) 2 2/2 100 2 2/2 100
Sbue to reporting questionable results, the number of true results (denominat

* Durch Mehrfachnennung oder fehlende Angabe kann die absolute Zahl der Ergebnisse (Tab. 2) von der Anzahl der Teilnehmer abweichen.
Due to reporting results of multiple assay systems or missing specifications, the effective numbers are not correlating with the number of participants

Comments: 1 Forty of the 48 participants reported results for molecular Clarithromycin-susceptibility testing. With
the exception of 3 laboratories, all reported results were correct.

Seite 40 von 56



MOLEKULARE DIAGNOSTIK
Prof. Dr. Udo Reischl

Institut fur Medizinische Mikrobiologie und Hygiene
Universitatsklinikum Regensburg (UKR)

PCR-/NAT EHEC /STEC = S
(RV 534) Mai 2016 R .,
= (g
Tabelle 1: Probenzusammensetzung und erwartetes Ergebnis.
Sample composition and expected results.
Erwartet / expected |Probenzusammensetzung / Sample composition
1615341 %] 62 /77 EPEC (~5x10* CFU/mL)
EHEC (~5x10° CFU/mL)
1615342 t++ | 61771727778 (stx-1, stx-2, eae, hlyA and O157 positive)
1615343 7] 62 EIEC (~5x10* CFU/mL)
EHEC (~5x10* CFU/mL)
1615344 et 61 /72,7778 (stx-2c, eae, hlyA and 026:H11 positive)
Tabelle 2: Haufigkeit der Mitteilung verschiedener Befunde.
Absolute numbers of reported individual results.
n =125 Probennummer (Sample no.) Inhibition
- o ™ <t — o ™ <
<t < < < <t < < <
Befund ™ ™ ™ ™ ™ M | ™ ™
Result 9 9 9 9 91233
© © © © © © © ©
i — — i — i i —
Positiv 2 | 124V | 2 124" | |nd. 2 | 2| 2] 2
Negativ 123 | 1 123 1 nsn 1123|123 [123| 123
Fraglich ja
Questionable 0 0 0 0 yes 0 0 0 0

Tabelle 3: Haufigkeit richtig positiver und richtig negativer NAT-Befunde bei
Anwendern verschiedener Methoden.
Absolute numbers and relative frequency of reported true positive and true negative results
among various NAT methods.

NAT richtig positiv NAT richtig negativ
NAT-Methode True positive results True negative results
[Code] (total number *) Absolut |  Relativ % Absolut | Relativ %

Absolute Relative Absolute | Relative

Hain GenoType EHEC [20] (n = 28) 56 56 / 56 100 56 56/56 | 100
Hyplex EHEC [21] (n = 2) 4 4/4 100 4 414 100
r-Biopharm RIDAGENE [22] (n = 31) 60 60/ 62 97 61 61/62 98
Other commercial tests [27] (n = 21) 42 42 /42 100 40 40/ 42 95
In house PCR assay [28] (n = 45) 90 90/90 | 100 89 89/90 | 99
Andere/ k.A. / other [29] (n =3) 6 6/6 100 6 6/6 100

* Durch Mehrfachnennung oder fehlende Angabe kann die absolute Zahl der Ergebnisse (Tab. 2) von der Anzahl der Teilnehmer abweichen.
Due to reporting results of multiple assay systems or missing specifications, the effective numbers are not correlating with the number of participants

Comments: Y Partial or complete shiga toxin subtyping, eae-, and hlyA-detection was performed by 112
laboratories. With the exception of 1 laboratory, all reported results were correct.

Seite 41 von 56



Institut fur Medizinische Mikrobiologie und Hygiene

Universitatsklinikum Regensburg (UKR)

MOLEKULARE DIAGNOSTIK
Prof. Dr. Udo Reischl

PCR-/NAT Borrelia burgdorferi "N
(RV 535) Mai 2016 v
Tabelle 1: Probenzusammensetzung und erwartetes Ergebnis.
Sample composition and expected results.
Erwartet / expected | Probenzusammensetzung / Sample composition
1615351 ++ 61 |Borrelia afzelii (~ 1x10* organisms/mL)
1615352 %) 62 |Treponema phagedenis
1615353 +++ 61 |Borrelia afzelii (~ 1x10° organisms/mL)
1615354 + 61 |Borrelia afzelii (~ 1x10° organisms/mL)
Tabelle 2: Haufigkeit der Mitteilung verschiedener Befunde.
Absolute numbers of reported individual results.

n=121 Probennummer (Sample no.) Inhibition

- 3N ™ <t — N 92) <t
Befund o o o 0 3 3 | o™ 0
Result 9 9 9 9 9033 3

© © © © © © © ©

i i i i — i i —
Positiv 121 3 120 117 n.d. 1 1 1 1
Negativ 0 | 118 | 1 3 noim 1120 | 120 | 120 120
Fraglich ja
Questionable 0 0 0 1 yes 0 0 0 0

Tabelle 3: Haufigkeit richtig positiver und richtig negativer NAT-Befunde bei
Anwendern verschiedener Methoden.
Absolute numbers and relative frequency of reported true positive and true negative results
among various NAT methods.

NAT richtig positiv NAT richtig negativ
NAT-Methode True positive results True negative results
[Code] (total number *) Absolut Relaj[iv % Absolut Relafciv %

Absolute Relative Absolute | Relative

artus Borrelia LC Kit [20] (n = 23) 69 69 / 69 100 23 23/23 | 100
Demeditec GenFlow [21] (n = 4) 12 12/12 100 4 4/4 100
LightMix Borrelia[22] (n =7) 21 21/21 100 7 717 100
Other/commercial tests [27] (n=37)| 109 |109/110°%| 99 36 36 /37 97
In house PCR assay [28] (n = 55) 162 162 /165 | 98 53 53/55 96
§Duetoreportingquestionable results, the number of true results (denominator

* Durch Mehrfachnennung oder fehlende Angabe kann die absolute Zahl der Ergebnisse (Tab. 2) von der Anzahl der Teilnehmer abweichen.
Due to reporting results of multiple assay systems or missing specifications, the effective numbers are not correlating with the number of participants
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PCR-/NAT Legionella pneumophila
(RV 536) Mai 2016

Tabelle 1: Probenzusammensetzung und erwartetes Ergebnis.

Sample composition and expected results.

MOLEKULARE DIAGNOSTIK
Prof. Dr. Udo Reischl

&2

Erwartet / expected | Probenzusammensetzung / Sample composition
1615361 +++ 61 |Legionella pneumophila SG1 (~ 1x10° CFU/mL)
1615362 %] 62 |Escherichiacoli K12
1615363 0] 62 |Legionellalongbeachae (~ 1x10* CFU/mL)
1615364 7] 62 |Legionellalongbeachae (~ 1x10°> CFU/mL)

Tabelle 2: Haufigkeit der Mitteilung verschiedener Befunde.

Absolute numbers of reported individual results.

n=117 Probennummer (Sample no.) Inhibition
o o o & © | © | 8|
oetund 28 8 B 288 B
Result — — — — — — — —
O (o] (o] O O O O O
— — — — — — — —
Positiv 117 3 8 8 n.d. 2 2 2 2
Negativ 0 | 114 | 109 | 109 || | 115|115 |115| 115
Fraglich ja
Questionable 0 0 0 0 yes 0 0 0 0

Tabelle 3: Haufigkeit richtig positiver und richtig negativer NAT-Befunde bei

Anwendern verschiedener Methoden.

Absolute numbers and relative frequency of reported true positive and true negative results

among various NAT methods.

NAT richtig positiv NAT richtig negativ
NAT-Methode True positive results True negative results
[Code] (total number *) Absolut | Relativ o Absolut | Relativ Y
Absolute | Relative 0 | Absolute Relative v
LightMix Legionella [20] (n = 11) 11 11/11 | 100 33 33/33 100
GeneProof L.pneumophila[21] (n =6) 6 6/6 100 16 16/18 89
Other commercial tests [27] (n= 58) 58 58/58 | 100 168 168/174 97
In house PCR assay [28] (n=44) 44 44144 | 100 121 121/132 92

* Durch Mehrfachnennung oder fehlende Angabe kann die absolute Zahl der Ergebnisse (Tab. 2) von der Anzahl der Teilnehmer abweichen.
Due to reporting results of multiple assay systems or missing specifications, the effective numbers are not correlating with the number of participants
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PCR-/NAT Salmonella enterica
(RV 537) Mai 2016

Tabelle 1: Probenzusammensetzung und erwartetes Ergebnis.
Sample composition and expected results.

—
=
R =

MOLEKULARE DIAGNOSTIK
Prof. Dr. Udo Reischl

Erwartet / expected

Probenzusammensetzung / Sample composition

1615371 +++ 61 |S. enterica ser. enteritidis (~ 1x10° CFU/mL)
1615372 + 61 |S. enterica ser. enteritidis (~ 5x10* CFU/mL)
1615373 ++ 61 |S. enterica ser. tennessee (~ 1x10° CFU/mL)
1615374 1) 62 |Escherichiacoli K12

Tabelle 2: Haufigkeit der Mitteilung verschiedener Befunde.
Absolute numbers of reported individual results.

n=25 Probennummer (Sample no.) Inhibition
— AN ™ < — AN (42) <
Befund & o o & ® | ™| o | o
Result t 9 9 s 9 s s 9
© © © © © © © ©
— — — — — — — —
Positiv 25 17 24 0 n.d. 0 0 0 0
Negativ 0 gV 1 25 nsin 125 | 25 | 25 | 25
Fraglich ja
Questionable 0 0 0 0 yes 0 0 0 0

Tabelle 3: Haufigkeit richtig positiver und richtig negativer NAT-Befunde bei

Anwendern verschiedener Methoden.
Absolute numbers and relative frequency of reported true positive and true negative results
among various NAT methods.

NAT richtig positiv NAT richtig negativ
NAT-Methode True positive results True negative results
[Code] (total number *) Absolut | Relativ o Absolut | Relativ Y
Absolute | Relative 0 | Absolute Relative v
Other commercial tests [27] (n = 13) 37 37139 95 13 13/13 100
In house PCR assay [28] (n =12) 29 29/ 36 81 12 12/12 100
Andere/ k.A. / other [29] (n =1) 3 3/3 100 1 1/1 100

Comments:

Y As sample #1615372 contained a low number of Salmonella enterica target organisms, negative
PCR results weren o t

rated

nfal se

negativeo in

t his

EQAS di st
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PCR-/NAT Listeria spp. = )
(RV 538) Mai 2016 RS WS
Tabelle 1: Probenzusammensetzung und erwartetes Ergebnis.
Sample composition and expected results.
Erwartet / expected | Probenzusammensetzung / Sample composition
1615381 ++ 61/74 |Listeriainnocua (~ 1x10° CFU/mL)
1615382 ++ 61/71 |Listeria monocytogenes (~ 1x10° CFU/mL)
1615383 %) 62 |Escherichiacoli K12
1615384 ++ 61/71 |Listeria monocytogenes (~ 1x10° CFU/mL)
Tabelle 2: Haufigkeit der Mitteilung verschiedener Befunde.
Absolute numbers of reported individual results.
n =39 Probennummer (Sample no.) Inhibition
2 & & > | Q| B D
Befund ™ ™ ™ ™ ™ ™ ™ ™
Lo Lo Lo Lo L0 Lo Lo Lo
Result — — — — A — — —
© © © © © © © ©
— — — — — — — —
Positiv 0 39 0 39 n.d. 0 0 0 0
Negativ 39Y | 0 39 0 NS 139 | 39 | 39 | 39
Fraglich ja
Questionable 0 0 0 0 yes 0 0 0 0

Tabelle 3:

Haufigkeit richtig positiver und richtig negativer NAT-Befunde bei
Anwendern verschiedener Methoden.

Absolute numbers and relative frequency of reported true positive and true negative results
among various NAT methods.

NAT richtig positiv NAT richtig negativ
NAT-Methode True positive results True negative results
[Code] (total number *) Absolut | Relativ % Absolut | Relativ %

Absolute | Relative Absolute Relative

AmpliGnost LM [20] (n = 1) 2 2/3 67 1 1/1 100
TIB Molbiol LightMix LM [21] (n = 2) 4 4/6 67 2 212 100
Ingenetix BactoReal LM [22] (n = 3) 6 6/9 67 3 3/3 100
Other commercial tests [27] (n = 9) 18 18 /27 67 9 9/9 100
In house PCR assay [28] (n = 24) 48 48172 67 24 24| 24 100

Comments:

Y Due to the predominant use of L. monocytogenes-specific PCR assays, negative PCR results with
sample # 1615381lwer e not rated as #ffalse negativeo.
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PCR-/NAT MRSA / cMRSA =
(RV 539) Mai 2016 R=3

Tabelle 1: Probenzusammensetzung und erwartetes Ergebnis.
Sample composition and expected results.

Erwartet / expected | Probenzusammensetzung / Sample composition

1615391 %) 62 /72,73 l(\fIdSlSX,i\OJg (C::ES/Sm(LS) aureus, S. epidermidis oxa®, PVL-neg)
1615392 ++ 61/71,72 ?y§?é4(g.F%J/rri{§, oxa", PVL-pos, spa:t 310)
1615394 +++ | 61/7172 ?ﬂslsé (CS:FEL‘JJ/rrﬁLS oxa", PVL-pos, spa:t 008)

Tabelle 2: Haufigkeit der Mitteilung verschiedener Befunde.
Absolute numbers of reported individual results.

n =310 Probennummer (Sample no.) Inhibition
> o > > > | o | 3| o
Befund ™ ™ 132) ™ ™ ™ ™ ™
Result 9 9 9 9 = I = R (=
(<o} O O (<o)} (<o} (o) (o) (o]
— —i —i — — — — —i
Positiv 17 307 3 309 n.d. 2 2 2 2
Negativ 286Y | 2 307 0 n>n 1308 | 308 | 308 | 308
Fraglich 1) ja
Questionable / 1 0 1 yes 0 0 0 0

Tabelle 3: Haufigkeit richtig positiver und richtig negativer NAT-Befunde bei
Anwendern verschiedener Methoden.

Absolute numbers and relative frequency of reported true positive and true negative results among
various NAT methods.

NAT richtig positiv NAT richtig negativ
NAT-Methode True positive results True negative results
[Code] (total number *) Absolut | Relativ % Absolut | Relativ %

Absolute | Relative Absolute Relative

BD MAX/BD GeneOhm MRSA [20] (n=43) 86 86/86 | 100 86 86 /86 100
Hain FT MRSA [21] (n=29) 58 58/58 | 100 57 57 /58 98
Roche COBAS [22] (n=2) 4 414 100 3 3/4 75
RIDAGENE MRSA [23] (n=25) 49 49 /50 98 49 49 /50 98
Cepheid Xpert / GeneXpert [24] (n=135 270 270/ 270 | 100 265 265/268° | 99
LC MRSA Advanced (Roche) [25] (n=19) 37 37/37°% | 100 38 38 /38 | 100
TIB Molbiol LightMix MRSA [26] (n=2) 4 414 100 3 3/4 75
Commercial assay kit [27] (n=22) 44 44144 | 100 33 337418 80
In house PCR assay [28] (n=23) 45 45/ 46 98 42 42 /458 93
Andere / k.A. / other [29] (n=21) 41 41/41% | 100 39 39/41% | 95
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* Durch Mehrfachnennung oder fehlende Angabe kann die absolute Zahl der Ergebnisse (Tab. 2) von der Anzahl der Teilnehmer abweichen.
Due to reporting results of multiple assay systems or missing specifications, the effective numbers are not correlating with the number of participants.

Due to reporting questionable results, the ponmnjtasbeencetiucedr ue results (denominat

Comments: Y Bei Teilnehmern, die die Verwendung eines Testsystems aufgefuhrt haben, das auf einer getrennten
Erfassung von S. aureus-spezifischen Markern und dem mecA Gen beruht, wurden die als "fraglich"
klassifizierten Ergebnisse bei der Erteilung der Zertifikate als "richtig" bewertet.

For participants who indicated the use of assay concepts for the independent detection of the mecA
gene and a S. aureus species marker gene, "questionable” results were accepted in the course of
issuing the official QC certificates.
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(RV 540) Mai 2016

MOLEKULARE DIAGNOSTIK
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Tabelle 1: Probenzusammensetzung und erwartetes Ergebnis.

Sample composition and expected results.

Erwartet / expected

Probenzusammensetzung / Sample composition

1615401 + 61 |Chlamydia pneumoniae (~ 5x10* IFU/mL)
1615402 1) 62 |Escherichiacoli K12

1615403 1) 62 |Chlamydia trachomatis D (~ 1x10* IFU/mL)
1615404 +++ 61 |Chlamydia pneumoniae (~ 5x10° IFU/mL)

Tabelle 2: Haufigkeit der Mitteilung verschiedener Befunde.

Absolute numbers of reported individual results.

n =131 Probennummer (Sample no.) Inhibition
— AN (92) < i (Q\] ™ <
Befund Q <) = . 2219 <
Result L 9 9 9 = I = R (=
O © O O © © © ©
— —i —i — — — — —i
Positiv 121 1 2 129 n.d. 1 1 1 1
Negativ 10 | 130 | 129 | 2 nom 1130 | 130 | 130 130
Fraglich ja
Questionable 0 0 0 0 yes 0 0 0 0

Tabelle 3: Haufigkeit richtig positiver und richtig negativer NAT-Befunde bei
Anwendern verschiedener Methoden.
Absolute numbers and relative frequency of reported true positive and true negative results
among various NAT methods.

NAT-Methode

NAT richtig positiv
True positive results

NAT richtig negativ
True negative results

[Code] (total number *) Absolut | Relativ % Absolut | Relativ %
Absolute Relative Absolute | Relative
TIB Molbiol LightMix CP [21] (n = 13) 25 25/26 96 25 25/26 96
Diagenode MP/CP [22] (n = 11) 19 19/22 86 22 22 /22 | 100
AmpliGnost CP PCR Kit [23] (n = 6) 12 12/12 100 12 12/12 | 100
Other commercial tests [27] (n = 55) 107 107 /110 97 110 110/110| 100
In house PCR assay [28] (n = 46) 88 88 /92 96 91 91/92 99
Andere / k.A./ other [29] (n=1) 0 0/2 0 1 1/2 50

* Durch Mehrfachnennung oder fehlende Angabe kann die absolute Zahl der Ergebnisse (Tab. 2) von der Anzahl der Teilnehmer abweichen.
Due to reporting results of multiple assay systems or missing specifications, the effective numbers are not correlating with the number of participants.
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PCR-/NAT Mycoplasma pneumoniae

(RV 541) Mai 2016

=

Tabelle 1: Probenzusammensetzung und erwartetes Ergebnis.
Sample composition and expected results.

MOLEKULARE DIAGNOSTIK
Prof. Dr. Udo Reischl

Erwartet / expected | Probenzusammensetzung / Sample composition
1615411 %) 62 |Escherichiacoli K12
1615412 +++ 61 |Mycoplasma pneumoniae (~ 10° genome copies/mL)
1615413 + 61 |Mycoplasma pneumoniae (~ 10* genome copies/mL)
1615414 ++ 61 |Mycoplasma pneumoniae (~ 10°> genome copies/mL)

Tabelle 2: Haufigkeit der Mitteilung verschiedener Befunde.
Absolute numbers of reported individual results.

n =143 Probennummer (Sample no.) Inhibition
o o a9 S o | S 3] 3
Befund 8| % | E 3 %% %
Result — — — — — — — —
O (o] (o] O O O O O
— — — — — — — —
Positiv 0 141 136 141 n.d. 1 1 1 1
Negativ 143 | 1 7 1 NN 1142 | 142 | 142 142
Fraglich ja
Questionable 0 1 0 1 ves 0 0 0 0

Tabelle 3: Haufigkeit richtig positiver und richtig negativer NAT-Befunde bei

Anwendern verschiedener Methoden.

Absolute numbers and relative frequency of reported true positive and true negative results

among various NAT methods.

NAT-Methode

NAT richtig positiv
True positive results

NAT richtig negativ
True negative results

[Code] (total number *) Absolut | Relativ % Absolut | Relativ %
Absolute | Relative Absolute Relative

LightMix M.pneumoniae [20] (n =14) 41 41/ 42 98 14 14 /14 100
Minerva Venor Mp [22] (n =1) 3 3/3 100 1 1/1 100
AmpliGnost MP PCR Kit [23] (n =7) 21 21/21 | 100 7 717 100
Diagenode MP/CP [24] (n = 10) 30 30/30 | 100 10 10/10 100
Commercial assay / kit [27] (n = 66) 191 191/196 8| 97 66 66 / 66 100
In house PCR assay [28] (n = 47) 135 135/139 % | 97 47 47 [ 47 100

* Durch Mehrfachnennung oder fehlende Angabe kann die absolute Zahl der Ergebnisse (Tab. 2) von der Anzahl der Teilnehmer abweichen.
Due to reporting results of multiple assay systems or missing specifications, the effective numbers are not correlating with the number of participants.

Due to

reporting

questionabl e

resul ts,

the number of

true results

(denominat
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PCR-/NAT C. burnetii & B. anthracis =
(RV 542) Mai 2016 RS

Tabelle 1: Probenzusammensetzung und erwartetes Ergebnis.
Sample composition and expected results.

Erwartet / expected | Probenzusammensetzung / Sample composition
1615421 ++ /A 61 |Coxiella burnetii (~ 5x10* genome copies/mL)
Bacillus anthracis UR-1 Stamm (~ 1x10° genome
1615422 A+ 63 | Copies/mL)
Coxiella burnetii (~ 5x10° genome copies/mL)
1615423 +/++ 62 |Bacillus anthracis Pasteur Stamm* (~ 1x10* genome
copies/mL)
1615424 ATA 64 |Escherichia coli K12

* B. anthracis Pasteur Stamm: rpoB- und dhp61-positiv aber pagA negativ !

Tabelle 2: Haufigkeit der Mitteilung verschiedener Befunde. Anmerkung: in dieser
Tabelle sind nur die Ergebnisse fur Coxiella burnetii dargestellt.
Absolute numbers of reported individual results.
Note: only the C. burnetii-specific results are depicted in this table

n=234 Probennummer (Sample no.) Inhibition
N N Q N 8| & | & &
Befund 3| 2| 3| 3 T2 33
Result — — — — — — — —
O (o] (o] O O O O O
— — — — — — — —
Positiv 34 1 32 0 n.d. 1 1 1 1
Negativ 0 | 32 2 | 34 | [P | 33|33 |33 33
Fraglich ja
Questionable 0 1 0 0 ves 0 0 0 0

Tabelle 3: Haufigkeit richtig positiver und richtig negativer NAT-Befunde bei
Anwendern verschiedener Methoden. Anmerkung: in dieser Tabelle
sind nur die Ergebnisse fur Coxiella burnetii dargestellt.

Absolute numbers and relative frequency of reported true positive and true negative results
among various NAT methods.
Note: only the C. burnetii-specific results are depicted in this table.

NAT richtig positiv NAT richtig negativ
NAT-Methode True positive results True negative results
[Code] (total number *) Absolut | Relativ Y Absolut | Relativ Y
Absolute Relative 0 | Absolute | Relative v
LightMix C. burnetii [20] (n = 2) 4 414 100 4 414 100
Commercial assay / kit [27] (n = 8) 15 15/16 94 16 16/16 | 100
In house PCR assay [28] (n = 30) 59 59/60 98 58 58/59°% | 98

* Durch Mehrfachnennung oder fehlende Angabe kann die absolute Zahl der Ergebnisse (Tab. 2) von der Anzahl der Teilnehmer abweichen.
Due to reporting results of multiple assay systems or missing specifications, the effective numbers are not correlating with the number of participants.

Due to reporting questionable results, the number of true results (denominat
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Tabelle 4: Haufigkeit der Mitteilung verschiedener Befunde. Anmerkung: in dieser
Tabelle sind nur die Ergebnisse fur Bacillus anthracis dargestellt.
Absolute numbers of reported individual results.
Note: only the B. anthracis-specific results are depicted in this table

n =20 Probennummer (Sample no.) Inhibition
AN

S8/ 2|3k lel3lgls
Befund S B S B S SO " { N - - - SO
Result — — - kR & — - - -

O ({o] ({o] O O O O O (o)

— — — — — — — — —
Positiv 1 17 17 0 n.d. 1 1 1 1
Negativ 19 | 2 3 | 20 | [pd™ |19 | 19 | 19| 19
Fraglich ja
Questionable 0 1 0 0 yes 0 0 0 0

Tabelle 5: Haufigkeit richtig positiver und richtig negativer NAT-Befunde bei
Anwendern verschiedener Methoden. Anmerkung: in dieser Tabelle
sind nur die Ergebnisse fir Bacillus anthracis dargestellt.

Absolute numbers and relative frequency of reported true positive and true negative results
among various NAT methods.
Note: only the B. anthracis-specific results are depicted in this table.

NAT richtig positiv NAT richtig negativ

NAT-Methode True positive results True negative results
[Code] (total number *) Absolut | Relativ Y Absolut | Relativ Y

Absolute | Relative 0 | Absolute | Relative v
LightMix B. anthracis [21] (n = 3) 5 5/6 83 5 5/6 83
Commercial assay / kit [27] (n =5) 8 8/10 80 10 10/10 | 100
In house PCR assay [28] (n =18) 31 31/35% 89 36 36/36 | 100
§Due to reporting questionable results, the number of true results (denominat

* Durch Mehrfachnennung oder fehlende Angabe kann die absolute Zahl der Ergebnisse (Tab. 4) von der Anzahl der Teilnehmer abweichen.
Due to reporting results of multiple assay systems or missing specifications, the effective numbers are not correlating with the number of participants.

Comments: Y Eighteen of the 38 participants performed only Coxiella burnetii detection, 4 of the 38 participants
performed only Bacillus anthracis-specific assays, whereas the other 16 laboratories reported the use
of PCR/NAT assays to detected both species.
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Tabelle 1: Probenzusammensetzung und erwartetes Ergebnis.
Sample composition and expected results.

Erwartet / expected | Probenzusammensetzung / Sample composition
1615431 +++ 61 |Francisellatularensis tularensis (~ 1x10° CFU/mL)
1615432 %] 62 |Escherichiacoli K12
1615433 ++ 61 |Francisellatularensis tularensis (~ 1x10* CFU/mL)
1615434 %] 62 |Escherichiacoli K12

Tabelle 2: Haufigkeit der Mitteilung verschiedener Befunde.
Absolute numbers of reported individual results.

n=22 Probennummer (Sample no.) Inhibition
— Al (42) < i A ™ <
Befund Q 5] & 6 ©® Q| 9| @
Result L 9 9 9 = I R = (=
O © © (<o) (<o) © © ©
— —i —i — — — — —i
Positiv 22 1 22 0 n.d. 1 1 1 1
Negativ 0 | 21 0 | 22 | |p&" 21|21 |21 21
Fraglich ja
Questionable 0 0 0 0 yes 0 0 0 0

Tabelle 3: Haufigkeit richtig positiver und richtig negativer NAT-Befunde bei
Anwendern verschiedener Methoden.
Absolute numbers and relative frequency of reported true positive and true negative results
among various NAT methods.

NAT richtig positiv NAT richtig negativ
NAT-Methode True positive results True negative results
[Code] (total number *) Absolut | Relativ Y Absolut | Relativ Y
Absolute Relative 0 | Absolute | Relative v
LightMix F. tularensis [20] (n = 6) 12 12/12 100 12 12/12 | 100
Commercial assay / kit [27] (n = 1) 2 212 100 2 212 100
In house PCR assay [28] (n=17) 34 34 /34 100 33 33/34 97

* Durch Mehrfachnennung oder fehlende Angabe kann die absolute Zahl der Ergebnisse (Tab. 2) von der Anzahl der Teilnehmer abweichen.
Due to reporting results of multiple assay systems or missing specifications, the effective numbers are not correlating with the number of participants.
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