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RINGVERSUCHSAUSWERTUNG - Mai 2020

An die Teilnehmer
der INSTAND e.V. Ringversuche Bakterien und Pilzgenomnachweis PCR / NAT
(INSTAND-Ringversuchsnummes80 bis 5 sowie 560)

Dear Participant, dear Colleague,
Please find a cover letteand a brief discussion of the current resulis English on pages
25-36 of this document. As always, result tables are depicted in a bilingual style.

Sehr geehrte Kolleginnen und Kollegen,

Sie erhalten hiermit die Auswertung des aktuellen INSTARIDgversuchs 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
"Bakterien und PilgenomNachweis” und n&heren Informationen zur Konzeption der
Ringversuchsproben interessiert sein sollten, sei hier auf die regelmafigen Veroéffentlichungen der
Zeitschrift "Der Mikrobiologe" (Herausgeber: BAMI, Berufsverband der Arzte fir Mikrobiologie
und Infektiongpidemiologie e.V.) verwiesen.

Im Zusammenhang mit einer Erweiterung unseres Ringversuchsprogramms und der Gestaltung
zukunftiger erregerspezifischer Ringversuche sind wir fir alle kritischen Kommentare und
Anregungen Uberaus dankbar. Projekte wie diesehsen mit dem konstruktiveeedbackder
einzelnen Teilnemer.Im Voraus vielen Dank fur lhrelklommentar!

Mit freundlichen und kollegialen Gruf3en,

b

Prof. Dr. Udo Reischl

Ringversuchsleiter Bakteriengenomnachweis
Mitglied der Qualitatssicherungskommies der DGHM

PD Dr. Dr. M. Ehrenschwender, Dr. M. Baier, Prof. Dr. M. Maal3, Dr. R. Dumke, Dr. V. Fingerle,
Prof. Dr. A. Sing, Dr. U. Busch, PD Dr. D. Frangoulidis, Dr. H. von Buttlar, PD Dr. G. Grass,
PD. Dr. H. Scholz, Dr. |. ReitetOwona, Dr. A Anders

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 Probenmaterialien zur systematischen Abprifung von
NAT-gestutzten Testsystemen fur derzei® Lnterschiedliche bakterielle und fyede
Zielorganismen bzw. Pathogenitatsfaktoren gab es im Rahmen dieser Ringversuchsrunde auch
wi eder Idiegwnilsisgeh tAs fi

So wurde beispielsweise im aktuell®&Y 539 MRSA / cMRSA eine dervier Proben mit eine

MRSA Patientersolat versetzt das zwar PCHRletektionsrelevante Segmente d8CCmec
Genkassettenthielt aberanstatt des bei MRSA Stammen "Ublichene®@ Gens das ebenfalls
phanotypisch MethicillirresistenzvermittelndemecC Gen enthielt. Erfreulicherweise konnte
diesesmecC-positive MRSA Isolatn der aktuellen Ringversuatundevon nahezu 80 %aller
Teilnehmer mit ihren MRSApezifischen PCHestsystemererfasst und korrekt als MRSA
befundet werdenlm Ringversuch November 2015 wurde ein vergleichbares MRSA Isolat mit
medC-Gen lediglich von knapp einem Drittel der damaligen Teilnehmer als MRSA erkannt. Die
methodischen Limitationen aufgrund der Sequenzvielfalt bei resistenzvermittelnden Genen
bestétigtjedoch erneut dieSinnhaftigkeit und auch Notwendigkeitdes im Rahmen der
PCR/NAT-Ringversuchsdiskussionebereits mehrfach thematisierten begleitenden kulturellen
Nachweises von MRSA

Interessant war auch die ErgebniskonstellationEldEC/STEC Pands im aktuellen RV 534.

Neben zwei"normalen” O1571solaten wurde auch ein weiteres EHEC Isolat mit der etwas
seltenerenShigaToxin-Gernvariante stx2f ausgesandt und dabebgar eine sehrespektable
Richtigkeitsquote von ca. 6% erzielt. Aufgrund der deutlich von den anderen Shigin-

Genen abweichenden Gensequewon stx2f war bei den tblicherweiseum EHEC Nachweis
eingesetzten PCR/NATestsystemeja aucheinegewisse'diagnostische Licke" zu erwarten.

In jeweils einer der 4 Einzelproben dektuellen RingversuéhRV 530: CT/GO, RV 533:
Helicobacter pylori, oderRV 560: Pneumocystis jirovecibefanden siclidiesmalrelativ geringe
Mengender entsprechenden Zielorgamen Erfreulicherweise bereitete deuverlassige PCR
gestlitzte Nachweisdem Grof3teil unsereffeilnehmer (bzw. den von ihnen eingesetzten
Testsystenm®) keine nennenswerten Probleme

Mit der Auswahl einegstwasbreiteren Spektrums von relevanten Carbapenemase Genen bestétigte
sich im Rahmen des RingversudRY 544 Carbapenemase Generneutdie Vermutung dass

viele der derzeit verwendetekommerziellen sowie in-house Testsystemezur molekularen
Carbapenemse Detektion noch gewisse Lucken hinsichtlich der Abdeckung von
unterschiedlichen Carbapenemase Genen aufweisenaktuellen Ringversuch scheint dies
insbesondere fudie Carbapenamse IMI-2 zu gelten die zu den SeriCarbapenemasen gehort

und deren Nachweisrate in den letzten Jahren zugenommeddalsdsolat aus denEnterobacter
cloacaeKomplexmit IMI-2 Gen das wurdeaktuell lediglich von 14 @rinsgesam89 Teilnehmer
detektiertund als solches hendet Im Umfeld der molekularen Testung von Carbapenemase
Genenunterstitzt ung-rau Dr. Agnes Andersvom NRZ fir gramnegative Krankenhauserreger
weiterhinbei der Auswahl von relevanten "interessanten” klinischen Isolaten

Alle Teilnehmer sindhatirlich weiterhin dazu aufgerufen, attraktive Parameter fir eine zukinftige
Erweiterung des Spektrums an Zielorganismen vorzuschlagen und deren moégliche Umsetzung mit
dem Ringversuchsleiter zu diskutieren.

Fur die externe Qualitatssicherung zuktnfigmmerziell verfigbare (und damit wohl auch
vermehrt eingesetzterPCR/NAT Multiplex -Nachweisverfahren fir Urogenitatinfektionen
haben wir seit Mai 2018inenneuenRingversuchroutinemaligetabliert,der vom Konzept her
jeweils einige der nachfolgendearreger in unterschiedlichen Kombinationen und Mengen
innerhalb des-4r Panels endit:

RV 547 " Urogenital-Panel’ zum Nachweis von
Mycoplasma hominisMycoplasma genitaliumUreaplasma parvumUreaplasma urealyticum
Trichomonas vaginalisGardnerellavaginalisund ggf.Treponema pallidum
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Nach19 Teilnehmern beim Pilotringversuch Bddnd 68 Teilnehmern imNovember2019haben
sichdiesmalbereits88 Teilnehmenmegistriert Wir werden uns nach Kraften bemuhdardeutlich
steigenderNachfrage auchbei den zukinftigen Ringversuchsrundait ausreichenden Mengen
angeeignetenProbenmaterial nachkommen kdnnen.

u Aktueller Hinweis: Nach umfangreichenEDV-technischenVorarbeiten wurde in der
Ringversuchsrurel November 201@lie Ubermittlung deRingversuchsergebnissstmalsvon

den gewohnten Papierformularenif unsereneue mline Eingabeplattform umgestellt Auch
wenn wahrend deaktuellenBefundeingabephasenerhalb des Teilnehmerkreises offeniar
einigewenige(und danmzumeistauch schall I6sbare) Probleme aufgetreten sind, steht Ihnen das
INSTAND e.V. Team in Dusseldorf nattrlich auch weiterhernefir technische Ruckfragerur
Verfugung. Nicht zuletzt aufgrund des zunehmend heterogenen Spektrums von differenziert
erfassten oder audticht zu differenzierenden Spezies einiger Erregergruppen NBoplasma
spp. vsM. genitalium/ M. hominig bei vielen der aktuellen PCRestsysteme werden wir bei den
betreffenden Ringversuchsgrupppen die Moglichkeit einer differenzierten BefunduSgezies
oder eben nur auf Geriibene schaffen. Dait sollte sich die Mehrzahtler aktuellen Probleme
oder Rickfragebei der onlineBefundeingabe |6sdassen

Hier nochein paar Reflexionen des Ringversuchsleiterdie er sich nach der statistischen und
fachlichen Auswertung der aktuellen Ringversuchsruméeer malnicht verkneifen konnte: viele

der seriosen Diagnostikhersteller geben sich gré3te Mihe bei der Testentwicklung und klinischen
Evaluierung- und sind dnn (zurecht) stolz auf die Leistungsdaten ihrer modernen PCR/NAT
Assays. Aufféallig bei vielen der aktuellen aber auch bei einigen der friheren Ringversuche ist das
unterschiedlich gute Abschneiden von Teilnehmern mit ein und demselben kommerziellen,
vorkonfektionierten und teilweise auch automatisierten und/oder kartuschenartig geschlossenen
Testsystemen. Die meisten dieser Assays sind zudem auch noch IVD zertifimértallen
aufwandigen herstellerseitigen Vorkehrungen zur “"zuverlassigen” Durchfiihrund
standardisierten Ergebnisinterpretation. Die auffallige "Streuung der Performance" dagw.
Auftreten einzelnerAusreifl3er) unterstreicht aus Sicht des Ringversuchsleiters umso mehr die
Bedeutung der Qualitatsstandards, Wesspielsweisalas regelma@e Mitfliihren von geeigneten
Extraktions, Positiv und NegativKontrollen sowie Schulungamdkontrollierte MalRnahmen zur
Vermeidung von exogenerKontaminationsmaglichkeiten in PCR/NAArbeitsbereichendie u.a.

im Rahmen der aktuellen RiLiBAKder Akkredtierungundder praxisorientierverfassterMIQ-1
gefordert verden Deren Sinnhaftigkeit und Stringemaag aus Anwendersicht ja gelegentlich
bezweifeltwerden wird aber in diesen Ringversuchsrunden (sozusagen von neutraler Warte aus)
dennochimmer wiederaufs Neue bestétigt. Vielleicht lohnt es sigfiter diesen Gesichtspunkten
doch wieder makin Blick in die MIQ-1 oderdie RiLiIBAK um hier und dortnoch ungenutztes
Potential auszuschopfén Maximale diagnostische Sicherhespllte doch unser aller Pramisse

sein und das unndtige bzw. fahrlassige Generieren von falsghtiven oder falsepositiven
Befunden (und vor allem deren Folgen fur die betroffenen Patientenusssier Einschétzung
nachdurch keine methodischen odid@onomischen Ausfliichte zu entschuldigen!

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

Und eine kurze Anmerkung in eigener Sache: nelmm Giberaus motivierten und engagierten
Mitarbeitern der verschiedenen Solliveaboratorienunterstiitzeruns bei der Konzeption und
Auswertung der zahlreichen Ringversuche zum Baktengm Pilzgenomnachweis PCR/NAT
nochzahlreiche Kolleginnen und Kolleg@us unserem Hause

Allerherzlichsten Dank fir ihre spontane Bereitschaftisahr ehrenamtliches Engagement fir
unsere gemeinsamen Bemuhungen zur externen Qualitatssicherung molekularbiologischer
Nachweisverfahrem der infektiologischen Diagnostik.
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Entsprechend des Grundgedankens unserer Ringversuchsaktivitaiten wurde auch bei der
Konzeption des aktuellen Ringversuchs zum "Bakteriengenomnachweis mittels PCR oder anderer
Nukleinsdaureamplifikationstechniken (NATDEI einigen Zielorganismen der Versarah Proben

mit relativ niedrigen Erregerzahlen angestrebt. In den aktuellen Ringversuchssets befanden sich
daher erneut einige Proben mit relativ geringer Menge folgender Zielorganidteesseria
gonorrhoeagProben # 20153038 und # 201530¢ Helicobacterpylori (Probe #2015334, Borrelia
burgdorferi (Probe # 20153%2), Chlamydia pneumoniae(Probe # 2015403)Mycoplasma
pneumoniae(Probe # 2015414) sow@ostridium difficile (Probe #01545).

Im Rahmen der Testentwicklung bzw. Testoptimierung kondexse Probensatze, u. a. als
Qualitatskontrollen oder als standardisiertenshgvitatsmarker, flr die Austestung der unteren
Nachweisgrenze von eigenentwickelten Nukleins@astitzten Testsystemen dienén dieser

Stelle mdchten wir auch darauf hinwes dass zahlreiche RuckstBliobensatze der friheren
Ringversuche noch verfugbar sjndnd bei Bedarf Uber den Ringversuchsleiter formlos
nachbestellt werden kénnen.

Mit Ausnahme der zuvor erwahnten "grenzwertig positiven" Einzelproben wurden die Migrgen
entsprechenden Zielorganismen in den Probenséatzen der aktuellen Ringversuchsrunde wieder
relativ deutlich Uber der Nachweisgrenze von "durchschnittlich sensitiven PCR/NAT
Testkonzepten" eingestellt. Diese definieren wir wie folgt: als Richtwert &iBdiwertung von
Ringversuchsergebnissen gilt das bs 50fache der unteren Nachweisgrenze durchschnittlich
sensitiver PCRProtokolle unter StandardbedingungerB( 50 pl Block-Cycler Reaktionsansatze,

35 PCRZzyklen, ggf. entsprechendeal-time PCR Praokolle; gut evaluierte Primersequenzen).

Bei den meisten Probenmaterialien der aktuellen Ringversuchsrunde stellenné&gatke
Ergebnisse damit einen deutlichen Hinweis auf ernstzunehmende Maéngel innerhalb der
eingesetzten Verfahren zur Nukleinsa&pdraktion, Amplifikation und Detektion dar.

Falschpositive Ergebnisse sind dagegen in der Regel als HinweisiagfKreuzkontamination
wahrend der Probenextraktion bzwabarbeitungund/oder auf mangelnde Spezifitat der
eingesetzten Testsysteme zu aefiten.

In bewéhrter Form werden im Folgenden die Ergebnisse der jeweiligen erregerspezifischen
Ringversuche dargestellt. Tabelle 1 zeigt dabei die Probenzusammensetzung und das erwartete
Ergebnis (Sollwert) mit den entsprechenden Codenummern der Espében. Die von den
einzelnen Teilnehmern mitgeteilten Ergebnisse werden in Tabelle 2 nach der Haufigkeit der
Mitteilung von positiven oder negativen Ergebnisserd in Tabelle 3 nach der absoluten Anzahl

der richtig positiven und richtig negativen Ergeise sowie deren prozentualem Antell
(Befundhaufigkeit) je Amplifikationssystem bzw. Testkonzept aufgeschlisselt.

Fur die objektive Bewertung von kommerziellen Testsystemen sollten neben der rein statistischen
Betrachtung der mitgeteilten Ringversuchséngsse auch die Anzahl und vor allem die
methodische bzw. technische Qualifikation der individuellen Teilnehmer bertcksichtigt werden.
Da wir im Zuge unserer Ringversuche aber das gesamte Spektrum von spezialisierten
Expertenlabors bis hin zum "Gelegertkahwender" abdecken, missen die arithmetisch
ermittelten Richtigkeitsquoten bei der Bewertung einzelner Testsysteme immer mit einem
gewissen Toleranzbereich betrachtet werden.

Auch im Rahmen des hier diskutierten Ringversuchs waren wieder efufélligkeiten
hinsichtlich der Spezifitdt und Sensitivitat von bestimmten Testkonzeptmh der flr den
Nachweis verwendeten Zielsequenzambeobachten. Diese Aspekte sind bei der Auswertung des
jeweiligen Ringversuchs aufgeftihrt und dort auch kurgkutiert. Zusatzlich stehen fir die
friheren, fur diesen und fir alle folgenden Ringversuche eine Reihe zusatzlicher Informationen
(wie die graphisch dokumentierten Ergebnisse unserer quantitagagetime PCR Testsysteme

oder die Ergebnisse einiger korarmieller PCR Testsysteme) auch unter folgender
Internetadresse: www.udo-reischl.de’; Unterpunkt "Auswertung der Ringversuche" und
nattrlich auch Uber dielomepage von INSTAND e.Vwww.instand-ev.de als pdf-Files zum

freien Download bereit. An dieser éle mochte ich mich noch einmal ausdriicklich bei den
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geschatzten Kolleginnen und Kollegen fir ihre zahlreichen und Uberaus konstruktiven
Kommentare und Anregungen zu den Ausfuhrungen in dieser Ringversuchsdiskogsederen
tatkraftige Unterstitzunged der Konzeption und dem Aufbau neuer Ringversbatanken.

RV 530: Chlamydia trachomatis Neisseria gonorrhoeae

Die Ergebnislage des aktuellen Ringversuchs deckt sich weitgehend mit den Beobachtungen aus
vorangegangenen Riwgrsuchen zum kombinierten NAJestltzten C. trachomatis und
GonokokkenNachweis.Das aktuelleSet an Ringversuchsproben erithéweils drei Proban mit

C. trachomatisOrganismen: Prob# 2015304 mit ~5x1¢' IFU/mL, Probe # 2015303 mit1x1(
IFU/mL und Prie # 2015301 mit5x10 IFU/mL. Diesmal waren ebenfalls 3 der 4 Einzelproben
mit unterschiedlichen Mengen an Gonokokken vers@mibe # 201530mit ~5x1¢° CFU/mL,

Probe # 201530#it ~5x10° CFU/mL undProbe # 2015308t ~5x10° CFU/mL N. gonorrhoeae
Zielorganismen.

Der Ubersichtlichkeit halber stellen wir bei diesem kombinierten Ringversuch (CT / NG) die
Ergebniskonstellatiomn 5 getrennten Tabellendar. Damit wird die diagnostische Performance
der jeweiligen Testsysteme beim Nachweis von CT und #&Gsagekraftiger (Tabell@:
Ubersichtsdarstellung der Ergebnislage bei CT, Talellébersichtsdarstellung der Ergebnislage

bei NG; jeweils gefolgt von den Richtigkeitsquoten nach aufgefiihrten Testsystemen in den
Tabellen3 undb).

Auch wenn die etas schwécher positive Prob@@15301des aktuellen Ringversuchs nur mit ca.
5x10° IFU/mL an C. trachomatisZielorganismen versetzt worden war, fangich unter dewon
insgesamt269 Teilnehmern mitgeteilten NAErgebnissen fulC. trachomatisdiesmalnahezu
durchwegs richtigpositive Ergebnise Bei den beiden céb- und 10fach starker Cpositiven
Proben# 20153@ und # 201530 des aktuellen Probensets wurdgmenfallsvon nahezu allen
Teilnehmernrichtig-positive Ergebnisse beobachtet. Lediglmhe Teilnehmer berichtetebei

der Probe# 20153@ falschnegative Ergebnisse und ein Teilnehmer klassifizierte sein Ergebnis
fur die Probe #2015301als "fraglich". Fur dieC. trachomatisnegative Probé 20153@ wurden

aus dem gesamten Teilnehmerfeld ebenfalls2nfatschpositive Ergebnisse berichtd&a in der
aktuellen Ringversuchsrunde von einem Grof3teil der Anwender mit den unterschiedlichsten
Testsystemen durchweg korrekte Ergebnisse berichtet wurderelthemdich bei dezweifalsch
negativen und derewei falschpositiven Ergebnissen vermutlich um Ringversuchstypische
"sporadische Ausreil3er".

Im Rahmen des NAGestitzten GonokokkeNachweises wurden fur die drei positiven Prolien
2015301 #20153@ und# 20153@ (N. gonorrhoeaera. 10" ca. 5107 und @. 1x10° CFU/mL)
diesmal vorden insgesam®67 Teilnehmen 29falschnegative Ergebnisse fir Gonokokken DNA

bei den relativ schwachpositiven Probe # 20153@ und #20153@ sowie 5 falschnegative
Ergebnise fir Gonokokken DNA bei dedeutlich starkepositiven Probe #2015301mitgeteilt.

Bei der GOnegativen Probe 20153@ wurden jedoch vor6 der insgesamt & Teilnehmer
falschpositive Ergebnisse berichtet.

Dieser im Vergleich zu friheren Ringseichsrunden doch tberraschend hohe Anteil an falsch
positiven Ergebnissen deutet auf Kontaminationsereignisse oder wie auch immer geartete
TemplateNukleinsaure Verschleppungen bei der Probenaufbereitungalnaibeitung hin. Vor
allem weil im aktuellen 4r Set die G&nhegative Probe 20153@ bei squenzieller Abarbeitung
unmittelbar auf eineler GO-positiven Proben folgte. Den betroffenen Laboratorien sollten diese
Ergebnisse Anlass geben, ihren individuellen diagnostischen Workhowichtlich der
Kontaminationssicherheit wahrend der individuellen Probenaufarbeitung und PCRYNatik

zu Uberprifen und gegebenenfalls zu optimieren.

Angesichts der mit5x10? CFU/mL bzw. 1x10° CFU/mL doch relativ geringen Mengean
Zielorganismenwurden dienegativen PCRNAT-Ergebnisse bei den beiden Probe20153(3

und #20153@ bei der Erstellung der Zertifikate diesrmai ¢ ht  anh e g &tf iat & che we r t
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in der GOpositiven Probe # 20153Q sollten falschnegative Ergebnisse bei betroffenen
Ringversuch&ilnehmernedochAnlass zur Optimierung ihrer jeweiligen spezifisSCHDRNAT -
gestlitzten Testsysteme geben.

Da die beobachteten "Sensitivitatsprobleme" diegeddchnur relativ marginal ausfallen, sich
offensichtlich nicht auf bestimmte Testkonzeptegeamzen lassen und sporadisch durch das ganze
Portfolio der eingesetzten Testsysteme gehen, kann dem grof3en Rest des Teilnehmerfeldes erneu
eine erfreulich gute analytische Sensitivitdt und Spezifitat ihrer @8 GOspezifischen NAT
Testsysteme, sowieed angewandten Prozeduren zur Probenaufarbeitung-prodessierung
attestiert werden. Angesichts der streng normierten und standardisierten Abarbeitungsprotokolle
von kommerziellen Testsystemen scheint es fir den Ringversuchsleiter jedes Mal aufs Meue nic
verwunderlich, dass ein nennenswerter Anteil der teilnehmenden Laboratorien mit den betroffenen
Testsystemen erfolgreich die vorgegebenen Zielwerte erreicht. Ohne denjenigen Teilnehmern, die
mit bestimmten kommerziellen Testsystemen die Zielwerte raécigichen, zu nahe treten zu
wollen, deutet dieser Umstand in diesen Fallen dann wohl eher auf individuelle Abweichungen
vom Protokoll oder bestimmte Fehler bei der Probenabarbeitung, als auf intrinsische
Unzulanglichkeiten, der in der Regel gut evaluieifestsysteme hin.

Auch wenn mit cabx10° CFU/mL an Zielorganismen im Probenmatewdiar Probe# 20153@ die

untere Nachweisgrenze hochsensitiver und standardisierter PCRy&iltzter Testsysteme noch
nicht erreicht oder unterschritten sein sollte, stehen mit den Ruckstellproben des Ringversuchs RV
530 vom Mai 2020 den Teilnehmern mit hohem Anspruch an drgividuelle Testsensitivitat
wieder geeignete Sets zur Uberpriifung und Optimierung ihrer jeweiligen-geaiitzten
Testsysteme zur Verfigung.

Ich glaube, es ist auch fur den Leser dieser Ringversuchsdiskussion weitgehend nachvollziehbar,
dass wir als Organisatoren von Testkonzeptd Testplattforribergreifenden Ringversuchen bei

der Konfektionierung unserer Probenmaterialien leider nicht jeBesonderheit im
Abarbeitungsprotokoll von kommerziellen Testsystemen bericksichtigen oder unterschiedliche
Arten von Ringversuchsprobenmaterial flr bestimmte Testsysteme bereitstellen konnen.

Auf diesen Umstand wurde bereits bei friheren Ringversucherfankhiim Zusammenhang mit

den RNAZielsequenzen deologic APTIMA COMBO 2 Testkits hingewiesen. Werden von
Teilnehmern bestimmte NATestsysteme eingesetzt, digegerspezifische RNZielsequenzen
nachweisen oder auf einem RMasierten Amplifikationspess (TMA; TranscriptiotMediated
Amplification, 0. &.) beruhen, so kann mit dem hier versandten Probenmaterial offiziell keine
regelgerechte Abprifung der entsprechenden Sensitivitaten unter Routinebedingungen
gewahrleistet werden. Aber selbst wenn dasstélungsverfahren unserer Ringversuchsproben
primar nicht auf die Stabilisrung von RNAMolekilen hin optimiert und getestet wurde, so
konnten dennoch sowohl bei der aktuellen, wie auch bei den vorhergegangenen
Ringversuchsrunden, von vielen Teilnehmemit RNA-gestltzten Testsystemen hohe
Richtigkeitsquoten erzielt werden.

Aktuell wurden dieC. trachomatisZielorganismen von alle@ Teilnehmern mit RNAbasierten
Hologic Testsystemen in dedrei CT-positiven Proben erfolgreich nachgewiesen. Auclder

starker GQpositiven Probe #0153@ gelang nahezu alleifeilnehmern mit RNAbasierten
Hologic Testsystemen der erfolgreiche Nachweis Meisseria gonorrhoeagielorganismen. Nur

bei den beiden shr schwach G@ositiven Probe # 20153@ und #20153@ (in der zusatzlich

noch relativ hohe Mengen a@. trachomatisenthalten waren) versagte der Nachweis bei
Teilnehmen mit RNA-basierten Testsystemen. Da bei der Erteilung der Zertifikate ja
bekanntermal3en ein falsches Ergebnis innerhalb der bewerteten Esgeblegert wird, werden

auch diesmal allef Teilnehmern die entsprechenden Zertifikate erteilt.

Entsprechende Inhibitionskontrollen wurden voahezuallen der insgesam269 Teilnehmer
durchgefuhrt, und Inhibitionsereignisse wurden diesmal nicht mitgeteilt.

Bei den ermittelten Richtigkeitsquoten fur Teilnehmer mit den GenProbe CT/NG, Roche COBAS
Amplicor, COBAS TagMan, dem Becton Dickinson ProbeTec, Abbott RealTime CT/NGs Ar

CT, LightMix CT/NG oder anderen in den entsprechenden Tabellemd3 5 aufgeflhrten
Testsystemen wird erneut eindrucksvoll deutlich, dass mit dem Grof3teil dieser kombinierten
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Testsysteme insgesamt erfreulich hohe Richtigkeitsquoten sowohl fir diggroais auch fur die
negativen Ergebnisse beobachtet werden konnten.

Anmerkung: Bevor durch einen kurzen Blick auf die prozentualen Richtigkeitsquoten in diesen
Tabellen ein eventuell etwas zu voreiliger Ruckschluss auf die diagnostische "Performance”
bestimmter kommerzieller Testsysteme gezogen wird, sollten erst die effektiven Teilnehmerzahlen
berucksichtigt werden, die den dargestellten Richtigkeitsquoten atiseineugrunde liegen.

Im Kommentarfeld der Ergebnisformulare wurden unter Code [27] "Pendemmerzielle
Testsysteme” u.a. die Verwendung folgender Kits aufgefi®enProbe C/NG (3x), BD
ProbeTec (4x), Abbott Alinty m (1x), AB Analytica (1x), BIORON (2x), HOLOGIC Panther (2x),
Diagenode DiaCTNG / SDiaCT / SDiaGono (4x), Qiagen artus (3x GenlD STD (1x),
EUROIMMUN EUROArray STI 4x), aprimeo Vivalytic STI (1X)VERSANT kPCR CTGC (1x),

AID RDB 2111 (1x), AID Urethritis Panel (1x), Goffin Presto CT/NG Assay (1x), MIKGEN
ampliCube STD Panel 1 X5 Anatolia Gene works (1x), eazyplex STbmplete (1x), Sacace
Biotechnologies C. trachomatisN. gonorrhoeadReatTM (7x), Immundiagnostik MutaPLEX

(1x), AmpliSens C. trachomatis / N. gonorrhoeseeerFRT (2x), Fast Track DIAGNOSTICS

FTD Urethritis panel (1xyind Stratagene Mx3005p (1x).

Unabhangig von der Art des verwendeten Testsystems soll in diesem Zusammenhang auch noch
einmal darauf hingewiesen werden, dass in Gegenwart von relativ hohen Mengen an
Zielorganismen (bzw. deren Nukleinsaure) die interne Kontrollreaktion 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 auched
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. Bei bestimmten suboptimal alngestilPCR/NAT
Testsystemen konnte dikombinierte Zusammensetzung dguositiven Proben des aktuellen
Ringversuchs eine solche Problemkonstellation reprasentieren und in der Konsequenz die etwas
schlechteren Richtigkeitsquoten fir den GonokokR&A Nachweiserklaren.

RV 531: Chlamydia trachomatis

Das Probenset des aktuellen Ringversuchs enthielt diesmal eine ProbeSxiiotéEU/mL anC.
trachomatis(# 2015312), eine Probe mit c&10* IFU/mL an C. trachomatis(# 2015314), eine
Probe mit ca.5x10° IFU/mL an C. trachomatis (# 2015311), sowie eine Probe ohne
Zielorganismen (# 2015313), die ausschlief3lich nicht infizierte Zellen Eseherichia coli
enthielt.

Wie Tabelle 2 der statistischen Auswertung zu entnehmen ist, wurden von den insgg@samt
Teilnehmern bei zwei der drei positiven ProbeB0#5311und #2015312 diesmal durchwegs
korrekte Ergebnisse mitgeteilt. Bei der dritten positiven Prob@1%314 die im Vergleich zu den
anderen beiden positiven Probergleichbare Mengen &@. trachonatis enthielt, wurde jedoch

von zwei der insgesamt 59eilnehmer falscinegative Resultat beobachtet.Bei der C.
trachomatisnegativen Probe # 2015313 wurden diesmal von 3 der Teilnehmer-palsitive
Ergebnisse berichtet.

Die markante Ubereinstimmurdgr aktuellen Ergebniskonstellation mit den Beobachtungen und
hervorragenden Richtigkeitsquoten vorhergegangener Ringversuche mit ahnlicher Mebge an
trachomatisZielorganismen kann erneut als Beleg fir eine hohe Zuverlassigkeit und Konstanz der
einges&zten Testsysteme sowie der aktuellen Kits und automatisierten Testplattformen zur
Probenaufarbeitung und PCR/NArozessierung angesehen werden.

Auch wenn mit ca.5x10° IFU/mL an Zielorganismen im Probenmaterigie untere
Nachweisgrenze hochsensitivardustandardisierter PCR/NAJestutzter Testsysteme noch nicht
erreicht oder unterschritten sein solkellten bei Ringversuchsteilnehmern mit hohem Anspruch
an die individuelle Testsensitivitdt generell sowohl falselative, als auch falsgiositive
Ergebnisse Anlass zur Uberprifung und Optimierung ihres jeweiligen -g&5Tutzten
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Testsystems geben. Angesichts der nach wie vor anhaltenden Diskussion um das "Pooling" von
entsprechendem Untersuchungsmaterial bleibt der Aspekt der analytischen Serdetiyadteils
eingesetzten Testsysteme bedeutsam.

Inhibitionskontrollen wurden von57 der insgesamt59 Teilnehmer durchgefuhrt, und
Inhibitionsereignisse wurden diesmal nicht mitgeteilt. In diesem Zusammenhang sei kurz
angemerkt, dass wir auch im aktuell®ngversuch keine der Einzelproben absichtlich mit
inhibitorischen Substanzen versetzt haben. Erfreulicherweise waren im Rahmen dieses
Ringversuchs im Grol3en und Ganzen keine auffalligen Unterschiede hinsichtlich Sensitivitat und
Spezifitat zwischen denyeils eingesetzten kommerziellen und den selbstentwickigtbouse
Testsystemen zu beobachten. Trotz der relativ geringen Mengelarganismen bewegten sich

die Richtigkeitsquoten dabei durchweg auf erfreulich hohem Niveau.

Im Kommentarfeld des Ergalsformulars wurde hier unter Code [27] "Andere kommerzielle
Testsysteme" u.a. folgende Testsysteme aufgef®uthe COBAS CT (2x), Qiagen artus CT
(1x), Abbott RealTime CT (1x), Sacace Biotechnologies C. trachomatisTReflx), Seegene

Allplex STI Essential (1x), EUROIMMUN EUROArray STI (1x), DiagenodeDRCT (1x),
HOLOGIC Aptima Combo 2 assay CT (1x), GenID STD (1x), Sansure Biotech (1x), AmpliSens
C. trachomatis (1x), Meridian Bioscience (1x), Clonit C. trachomatis (1x) und Nuclsar La
Medicine C. trachomatis Real Time (1x).

RV 532: Bordetella pertussis

Das aktuelle Set an Ringversuchsproben enthielt zwei positive Proben emiselr hohen und
einer etwa 1dach geringeren Menge an Zielorganismen2@15323mit 10° CFU/mL und#
2015321mit 10° CFU/mL anB. pertussis sowie zwei Proben ohne Zielorganismer2(¥15322

und #2015324 die lediglichE. coliund eine Suspension aus humanen Zellen enthielten.

Die Verfugbarkeit von offensichtlich inzwischen sehr gut evaluierten {gédutzten
Analysesystemen fiir den Nachweis \Bordetella pertussi®NA fuhrte auch diesmal wieder zu
durchwegs hohen Richtigkeitsquoten sowohl bei den positiven als auch bei den negativen Proben.
Lediglich von 2 der insgesamt 83 Teilnehmer wurde ein falsghositives Ergebnis fur die
negative Probe 2015322und von4 Teilnehmern fur die negative Probe2615324mitgeteilt.
Hierbei handelt es sich offensichtlich um laborinterne Kontaminationsereignisse oder um
Kreuzkontaminationemdhrend der Probenextraktion urabarbeitungDa diese Probe lediglich

E. coli Zellen enthielt ist eine Kreuzreaktion aufgrund mangelnder Spezifitdt des eingesetzten
PCR/NAT-Testsystems bei dieser Konstellation sehr unwahrscheinlich.
Uberraschenderweiseurden diesmal auch zwei falsoegative PCR/NATErgebnisse fir die
dochrelativ stark positive Probe # 2015323 {TiFU/mL anB. pertussis mitgeteilt. Wie bereits

bei den vorhergegangenen Ringversuchsauswertungen bei solchen Konstellationen erwéhnt,
solten diese Ergebnisse den betroffenen Laboratorien Anlass geben, ihren individuellen
diagnostischen Workflowhinsichtlich der Kntaminationssicherheit wahrend der individuellen
Probenaufarbeitung und PCR/NAAnalytik zu Gberprifen und gegebenenfalls zuropren.
Inhibitionskontrollen wurden vonallen der insgesamt 383 Teilnehmer durchgefihrt und
Inhibitionsereignisse wurden dabei von keinem Teilnehmer beobalchthkésem Zusammenhang

sei kurz angemerkt, dass wir auch im aktuellen Ringversuch keineirderififoben absichtlich

mit inhibitorischen Substanzen versetzt haben.

Erfreulicherweise waren im Rahmen dieses Ringversuchs im Grof3en und Ganzen keine auffalligen
Unterschiede hinsichtlich Sensitivitat und Spezifitdt zwischen den jeweils eingesetzten
kommerziellen und den selbstentwickelterhouseTestsystemen zu beobaamtdrotz der relativ
geringen Menge ani&organismen bewegten sich die Richtigkeitsquoten dabei durchweg auf
erfreulich hohem Niveau.

Im Kommentarfeld des Ergebnisformulars wurde unter Code [27] "Andere kommerzielle
Testsysteme” u.a. die Verwendung faider Kits aufgefihrt: MIKROGEN ampliCube
Respiratory Bacterial Panel 2 (7x), Meridian Bioscience Alethia (4x), Hologic Panther Fusion
Bordetella Assay (3x), Bi&kvolution RT PCR kit B. pert./parapert2x), Altona diagnostics
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RealStar Anthrax (3x), Ampli®s B.pert./parapert./bronch (2x), QUIDEL Solana Bordetella
Complete Assay (2x), Ingenetix BactoReal B. pert./parapert. (2x), ARGENE Bordetstzer

(2x), Sacace Biotechnologies B.pert./parapert./bronch-Rdgllx), AID RDB 2200 B. pertussis

(1x), DiaSorin Liaison MDX (1x), BioFire FILMARRAY (1x), Luminex ARIES Bordetella
Assay (1x), AusDiagnostics Respiratory Pathogens B (1x), PathoFinder RespiFinder 2Smart (1x),
Attomol Bordetella Realtime LT (1x), FOCUS Simplexa Bordetella Direct (1x), BD MaXADN
MMK (1x), VIASURE Bordetella Real Time PCR Detection Kit (1x) und Bipeedy Realime

PCR Detection Kit (1x).

RV 533: Helicobacter pylori

Wie in Tabelle 1 dargestellt, enthielt das aktuelle Set an Ringversuchsproben diesmal drei positive
Proben in eiar Art Verdinnungsreihe. Eine Probe mit einer sehr hohen Mengkathromycin
resistenterH. pylori (# 2015332; ~5x10CFU/mL), eine mit ca. zehnfach geringerer Menge (#
2015331; ~5x1DCFU/mL), eine Probe mit ca. hundertfach geringerer Menge (# 2015384
CFU/mL), sowie eine Probe ohne Zielorganismen (# 2015333), die nur humanes Zellmaterial und
E. colienthielt

Erfreulicherweise wurdendie beiden H. pylori-positiven Probenmit hdherer Menge an
Zielorganismen# 2015331 und #201532) sowie die negative Probe 201533 von allen der
insgesamb1 Teilnehmerausnahmslokorrekt befundet

Lediglich bei derH. pylori-positiven Probe #2015334 mit deutlich geringerer Menge an
Zielorganismen zeigten sich 8 falsnhgative und ein als "fragh” klassifizierter BefundBei

einer Menge von % 10° CFU/mLanH. pylori-Zielorganismen (entspricht ca. L& CFU in dem

fur PCRUntersuchungen typischerweise prozessierten Probenvolumen von 108hglt man

sich offensichtlich der unteren Nachweisgze entsprechender Testsysteme an.

Aufgrund der relativ geringen Menge an Zielorganismen in Prab&5334 wurden die
mitgeteilten Ergebnisse diesmal nicht in die Bewertung fir die Zertifikate mit einbezogen. Dies ist
auch durch die drei grachraffierten Felder in Tabelle 2 gekennzeichnet.

Wie bereits in den letzten Ringversuchen zeigte sich erneut die Verflugbarkeit gut evaluierter
NAT-gestutzter Analysesysteme mit hoher analytischer Sensitivitat. Fir das aktuelle Probenset
wurden bei keinemder Teilnehmer abgesehen von den Sensitivitatsproblemen einiger der
verwendeten PCR/NAT Assays|schpositive PCR/NATErgebnisse durch Kreuzreaktionen o0.4a.
beobachtet. Inhibitionskontrollen wurden von al&inTeilnehmern durchgefihrt und von keinem
Teilnehmer wurden Inhibitionsereignisse bei den 4 Einzelproben beobachtet.

Sowohl die kommerziellen, als auch die eigenentwickelten Testsysteme schnitten im aktuellen
Ringversuch wieder einmal erfreulich gut ab. So erreichtemeheuseTestsysteme wie abalie
kommerziellen Assayisei den bewerteten drei Einzelprolene Richtigleitsqoute von 100%.

Im Kommentarfeld des Ergebnisformulars wurde unter Code [27] "Andere kommerzielle
Testsysteme" u.a. die Verwendung folgender Kits aufgef@eegene Allplexd.pylori & ClariR

Assay (3x), MOBIDIAG Amplidiag H. pylori + ClariR (2x), TIB Molbiol LightMix
Helicobacter 23S Kit (3x), Sacace Biotechnologies H. pylori R&&l(1x) und VIASURE
H.pylori + Clarithromycin Real TM PCR kit (1x).

Wie in der Testbeschreibgrdes RV 533 vermerkt, konnten die Teilnehmer auf freiwilliger Basis
auch die vermeintliche ClarithromyeResistenz der untersuchtéh pylori-Isolate mitteilen.

Diese Spezialuntersuchung zur molekularbiologischen Resistenztestung erfolgt in der Regel tbe
die Amplifikation und Sequenzierung von charakteristischen Bereichen, innerhath gglori

23S rDNA bzw. der Sequenzanalyse dieses Genomberemcitels Hybridisierungssonden.
Ergebnisse wurden hier vatb der insgeamt 51 Teilnehmer mitgeteilt, und mit Ausnahmen

zwei Teilnehmen waren die mitgeteilten Ergebnisse der molekularen Resistenztestung auch
durchweg korrekt.
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RV 534. EHEC / STEC

Wie auch bereits bei den vorhergegangenen Runden dieses Ringversuchs mehtaient,dis
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 differenzierten Analyse und der Typisierungraohiedlicher Shiga
Toxin-Genen und anderer putativer Pathogenitatsfaktwie das fur Intimin kodierengsmeGen

oder das fur Enterohamolysin kodierenugA-Gen). Das aktuelle Set an Ringversuchsproben
enthielt daher drei unterschiedliche EHEC pusitProben: mit calx1(® CFU/mL (# 2015341E.

coli, stx-, stx-, eae, hlyA- und O157positiv und # 2015344E. coli, sty -positiv) und mit ca.

5x10" CFU/mL (# 2015343 E. coli, stxs - und eaepositiv). Die Probe #2015342 enthielt diesmal

nur einen "normalenkE. coliK12Stamm ¢ae, hlyA-negativ).

Mit Ausnahme der Probe 2015348 (stx-positives EHEC Isolat) fuhrte die Verfugbarkeit von
mittlerweile sehr gut etablierten NAgestltzten Testsystemen und molekularbiologischen
Differenzierungsstrategien fur EHEC bei den restlichenei Proben durchweg zu hohen
Richtigkeitsquoten sowohl fur positive als auch fur negative Befunde. VoR8lder insgesamt

132 Teilnehmer wurden hier durchwegs korrekte Ergebnisse berichtet.

Angesichts der Probenkonstellation mit einer vorhergehenden stark positiven Probe kdnnte es sich
bei den 2 falscipositiven PCRResUtaten fur die negative Probe2®©15342 (mit eae und hlyA-
negativemE. coli K12Stamm) eventuelum laborinterne Kontaminationsereignisse oder um
Kreuzkontaminationen wéahrend der Probenextraktion-ahdrbeitungyehandelt haberber das

bleibt aus Sichtler retrospektiven Ringversuchsauswertung nattrlich spekulativ

Erfahrungsgemal sind bei den Ublicherweise eingesetzten PCRVBRA3ystemen auch gewisse
"diagnostische Liucken" aufgrund der mehr oder weniger stark ausgepréagten Sequenzheterogenitat
innerhdb der bisher bekannten Shigaxin-Genvarianten zu erwarten. Dies wurde im aktuellen
Ringversuch wieder einmal mit der ProbG45348 und dem darin enthalteneitx-2f -positiven

EHEC Isolat bestétigt. Hier wurde lediglich v@A derinsgesamt 32 Teilnelmer ein positives
Ergebnis fir die Anwesenheit von Shiflaxin-Genen berichtetBei genauerer Analyse der
mitgeteilten TesDaten war auffalligdassaus der Reihe von kommerziellen Testsystemen nicht
alle Testkitsdie stx2f positive Probe 2015348 problenlos nachweisen konnteAnwender des

TIB MolBiol Modular Kits und des-Biopharm RIDAGENE EHEC Kits berichteten dagegen
durchwegs richtig positive EHEC Ergebnisse fir diese Probe

Auch wenn die humanpathogene Relevanz sioog-positiven EHEGIsolaten in der Fachwelt
nach wie vor umstritten ist, soll hier an einem Beispiel aus der mikrobiologischen PCR
Routinediagnostik wieder einmal die Uberraschende Vielfalt an mdglichen Genkonstellationen im
Umfeld von EHEGCIsolaten aufgezetgverden. Der bisher einzige Nachweis eise=2f positiven

EHEGC Isolates in unserem Hause erfolgte aus einer Lebensmittelprobe, als im Zuge des EHEC
Ausbruchsgeschehens im Jahre 2011 umfangreiche Screeninguntersuchungen -alnghelt

und Lebensmidlproben durchgefihrt wurden. In diesem Fall pasststd@f Nachweis Ubrigens
"anamnestisch" hervorragend zu den bekannten Ubertragungsrouten (Blattsalat aus Gew&achshaus,
das aus 0Okologischen Grinden mit Regenwasser aus der Dachrinne bewéssert wibaehda
dieses Gewachshauses war ein beliebter Rastplatz fur die Bewohner von umliegenden
Taubenkobel né) . ZshxrposifivéneEmeoti Isddate” dsenat inzivischen auch
zahlreiche wissenschaftliche Arbeiten veroffentlicht worden. Exemplarisch iseiabf eine
PublikationdesRKI in Wernigerode aus dem Jahre 2009 verwiesen: Prager Eseherichia coli
encoding Shiga toxin 2f as an emerging human pathogef2009) Int. J. Med. Microbiol.
299:343-353. doi: 10.1016/j.ijmm.2008.10.008.

Anmerkung an @& Teilnehmer des aktuellen Ringversuchs: bitte keine Angst um die Zertifikate,
denn diese Probe wurdeatirlich als "edukative Probe" deklariert und die entsprechenden
Ergebnisse daher bei der offiziellen Bewertung zur Erteilung von Ringversuchszeniféen

vor gelassen.

Da in den meisten der teilnehmenden Laboratorien ein -jyéskutzter Nachweis von Shiga
Toxin-Genen im Umfeld der EHEDiagnostik primar als Kulturbestatigungstest eingesetzt wird,
werden bei zukinftigen Ringversuchen auch die meider positiven Proben wieder relativ hohe
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Mengen an Zielorganismen enthalten, und der Schwerpunkt bleibt auf der Abprifung der
analytischen Spezifitdt der eingesetzten Testsysteme, und weniger auf der dabei erzielten unteren
Nachweisgrenze.

Neben dererfreulicherweisestark ansteigendedahl ankommerziellen Testsystemeanit guter
"Performance” gab ein Drittel der Teilnehmer nach wie vor die Verwendung von
selbstentwickelten oder "anderen" kommerziellen Testsystemen mit Inhibitiomd/oder
Positivkontollen zum NATgestitzten Nachweis von EHEC an, und bei keiner der ausgesandten
Proben wurden signifikante Inhibitionsereignisse beobachtet.

Zudem wurden voril5 der insgesamt3R Teilnehmer die Ergebnisse der molekulargenetischen
ShigaToxin-Subtypisierung sowie des gezielten Nachweises von Intinfgag und/oder
Enterohamolysin {lyA)-Genen mitgeteilt. Wenn auch die Typisierung nicht immer vollstandig
durchgefuhrt wurde, so waren diese Angaben zur Typisierung, zumindest in dem mitgeteilten
Umfang, grof3teils korrekt.

Im Kommentarfeld des Ergebnisformulars wurde unter Code [27] '"ende@mmerzielle
Testsysteme" u.a. die Verwendung folgender Kits aufgefUhitiona diagnostic RealStar EHEC
PCR Kit (3x), Amplex eazyplex EHEC complete (2x), BioMerieux BioFire Gl Panel (3x),
Seegene Allplex GEB Screening (1x), Amplex eazyplex EHEC eclasgplus undeazyplex EHEC

basic (1x), MIKROGEN ampliCube Gastrointestinal Bacterial Panel 2 (1&mpliGnost
Verotoxin 1/2 (Differenzierung) PCR Kit (1x), Fast Track Diagnostics (1x), MasugMast
Isoplex VTECKIit (1x) undOptiGene Isothermal Master ki1x).

RV 535: Borrelia burgdorferi

Nachdem die Probenauswahl des letzten Ringversuchs mehr auf die analytische Spezifitat der
eingesetzten Testsysteme abzielte, wollten wir uns im aktuellen Ringversuch wieder einmal auf die
Prifung der analytischen Sagtivitat fokussierenDas aktuelle Set an Ringversuchsproben enthielt
somit eine Probe mit eineelativhohen Menge aBorrelia burgdorferisensu strict@# 2015351

~5x10° Organismen/m), eine Probe mit einer etwa zehnfach geringeren Menge (# 2015353,
~5x10* Organismen/m), eine Probe mit einer etwa hundertfach geniegdMenge (# 2015352,
~5x10° Organismen/m). an Borrelia burgdorferi sensu strictp sowie eine Probe ohne
Zielorganismen, di€.coliK12 Stammenthielt (#2015354.

Die Detektion vonBorrelia burgdorferi sensu strictan den beiden Proben mit relativ hoher
Erregerlast (2015351und #2015353 bereitete dem Grof3teil der Teilnehmer keinerlei Probleme,
sodass fur beide Probedurchwegsrichtig-positive Ergebnissébeobachtet wurdenWie zu
erwarten und auch im Rahmen der vorhergehenden Ringversuche stets zu beobachten war, werder
mit abnehmender Erregerlast deutlich mehr falsehative Ergebnisse beobacht®b konnten
diesmal 3 der insgesamt 114 Teilnehmiei der relativ schwach positivearobe# 2015352
(~5x10° Organismen/mlan Borrelia burgdorferisensu stricfpmit inren PCR/NAT Testsystemen

keine Borrelien DNA mehr nachweisen.

Hier nur kurz zum Vergleich: bei einer &hnlichen Probenkostellation wurden in der
Ringversuchsrunde NovembeP015 bei der Probe miteiner Erregerlast von ~5xi0
Organismen/mL noch von ca. 1% der Teilnehmer falscinegative PCR/NAT Ergebnisse
berichtet. Erfreulicherweise scheint sich die analytische Sensitivitdt der Borgtierfischen
PCR/NAT Testsysteme Ubdie Jahre also deutlich verbesserhaben!

Interne oder externe Inhibitionskontrollen wurden von alledt Tkilnehmern mitgefiuhrt,
signifikante Inhibitionsereignisse der PE&aktion wurden im Rahmen dieser Ringversuchsrunde
von keinem Teilnehmer beolbi@et.

Wie bei den vorhergehenden Ringversuchsrunden haben auch diesmal wieder ungefahr knapp die
Halfte der Teilnehmer selbstentwickelten-bous@ Testsysteme mit Inhibitioasund/oder
Positivkontrollen zum NATgestitzten Nachweis von Borrelld@NA verwerdet, kommerzielle
Testsysteme wurden voR @ler 14 Teilnehmer eingesetzt.

Nicht zuletzt aufgrund der hohen Richtigkeitsquateren im Rahmen dieses Ringversuchs auch
keine auffalligen Unterschiede hinsichtlich Sensitivitat zwischen den jeweils eingesetzt
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kommerziellen und der, zumindest aus methodischer Sicht, relativ heterogenen Gruppe von
selbstentwickeltenirf-housé Testsystemen Zibeobachten.

Dartber hinaus wurde inKommentarfeld des Ergebnisformulars unter Code [27] "Andere
kommerzielle Testsysteme" u.a. die Verwendung folgender Kits aufgefiigetnetix BactoReal

B. burgdorferi (3x), Gerbion Diarella Borrelia (1x), Elisabeth Pharmacon EliGene Borrelia RT
(1x) undDemeditec GenFlow Borrelia plus PCR (1x).

RV 536: Legionella pneumophila

Wie schon beim letzten Mal hier vorab nochmals der Hinweis: dieser Ringversuch ist
ausschlieBlich fur die Abprifung von NAJestltzten Methoden und Protokollen zum
Direktnachweis geénger Mengen anlLegionella pneumophilaaus geeignetem klinischem
Untersuchungsgut (wie beispielsweise respiratorischem Probenmaterial) konzipiert. Er ist daher
NICHT fur die Abprufung von immunologischen Direktnachweisverfahren lwipneumophila

SG1 UrinAntigen Testen o0.a. geeignet. Einzelne Proben innerhalb des ausgesandtSetd
kénnen daher typischerweise auch relativ geringe Mengen der entsprechenden Zielorganismen
enthalten. Aus diesem Grund ist eine Teilnahme an diesem Ringversuch nur fig solch
diagnostische Laboratorien erfolgversprechend und sinnvoll, die hochsensitivepezifische
PCRgestutzte Verfahren zum Direktnachweis vionpneumophileDNA etabliert haben oder
solche im Zuge einer externen Qualitatskontrolle evaluieren wollen.

Dasaktuelle Set an Ringversuchsproben enthielt diesmal eine sehr stark positive Probe # 2015361,
die mit einer Menge von ca. 1CGFU/mL anLegionella pneumophil&erogruppe 14 versetzt war,
sowie eine Probe mit etwa zehnfach geringerer Merfe2015363, ca. & CFU/mL) an
Legionella pneumophil&erogruppel. Die Probe #015364des aktuellen Sets enthielt &10*
CFUmML an Legionella bozemanii Die z we i 1t eeg aA i v e#fi2015362alés eaktuellen
Probensets enthielt neben humanem Zellmaterial lediglicbli.

Die relativ hoch positive Prob#& 201536@. des aktuellen Sets wurden erfreulicherweise von allen
120 Teilnehmen als positiv fur Legionella pneumophit®NA befundetund bei der etwa Xfach
schwacher positiven Probe 20153@ berichtete lediglich eifeilnehmer ein falscinegatives
Ergebnis Auch bei der negativen Probe&28153& wurden diesmal erfreulicherweise keine falsch
positiven Ergebnisse beobachtet.

Die mit Legionellabozemani(~5x10* CFU/mL) versetzte Probe wurde v&A9 Teilnehmern mit

L. pneumophilaspezifischen PCRRNAT-Testsystemen korrekterweise als negativ befuridledi
Teilnehmer berichtetehier ein falschpositives Ergebnisiir Legionella pneumophit®NA, was

auf eine Kreuzreaktion bzw. mangelnde Speziesspezifitdt der Zielsegugickzufiihren sein
durfte. Bei der Interpretation der Daten in Tabelle 2 ist zu bertcksichtigen, dass 8 der 11
Teilnehmer mit positivem Ergebnis bei Probe281536l die Verwendung des ampliCube
Respiratory Bacterial Panels der Fa. Mikrogen angegeben hatlieses Testsystem detektiert
jedoch unseres Wissenach lediglich Legionella spp

Vor allem in-housereakttime PCR Protokolle mit ribosomalen Zielsequenzen zeigten in der
Vergangenheit immer wieder Probleme bei der Speziesspezifitdt. Bei Verwendongested
Block-Cycler PCRProtokollen zur Amplifikation von spezifischen Bereichen der 16S rDNA und
anschlieBender DN/Sequenzierung sollte jedoch der Fehler eher auf Anwenderseite gesucht
werden (beispielsweise Kontaminationsereignisse bei der Probersitiihg und-abarbeitung),

da dieses Testkonzept in jedem Fall die Unterscheidung der Spezies erlaubeDaadliezlamit
erzieltenErgebnisse hinsichtlich der Anwesenheit Yagionellaspp.ja prinzipiell korrekt waren,
werden wir ein auf den "Nachwsi von Legionella spp. auf Genusebene" eingeschranktes
Zertifikat ewagen

Insgesamt sprechen die Ergebnisse fir die gute Sensitivitdt der verwendeten Testsysteme, die
allenfalls vereinzelt berichteten falsoegativen Ergebnisse beruhen vermutlich eher auf
anwendungstechnischen Problemen als auf unzureichender analytischer Sensitivitat.

Im Rahmen des aktuellen Ringversuchs kamen bei insg@daneilnehmern kommerzielle NAT
Testsysteme fir den Nachweis vonpneumophileDNA im Untersuchungsmaterial zumrisatz.
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Signifikante Unterschiede beziglich der analytischen Sensitivitdt zwischen kommerziellen und
selbstentwickelten Testsystemen (vo29 Teilnehmern verwendet) fanden sich nicht.
Inhibitionskontrollen wurden voallen der 120Teilnehmerdurchgefiihrt, wbei von keinem der
Teilnehmer ein signifikantes Inhibitionsereignis in den Einzelproben des aktuellen Probensatzes
beobachtet wurde.

Im Kommentarfeld des Ergebnisformulars wurde hier unter Code [27] "Andere kommerzielle
Testsysteme” u.a. die Verwendung folgender Kits aufgefUMtKROGEN ampliCube
Respiratory Bacterial Panel 1(7x), BioFire FILMARRAY Pneumonia Panel B3alzx Atypical
pneumonia (4x), Fast Track Diagnostics FTD Atypical CAP (Dkagenode Legionella real time
PCR Kit (1x), Gerbion diarellaLegionella real time PCR Kit TM (1x), Ingenetix Bacto Real L.
pneumophila (2x), Biolegio Atypical PneumosiiaAssay (2x), / ReadyMaB-CAP Assay (1x),
Luminex Respiratory Pathogen Panel Multiplex (2x), Seegene Allplex PneumoBacter Assay (1x),
ARGENE Legio pneumo/Ccgene (3x), BD Max (1x), AnDiatec Quidel L. pneumophila (1x),
ELITechGroup L. pneumophila-QCR Alert Amplimix (1x), Eurolone Duplica Real Time L.
pneumophila Detection Kit (1x) und Sacace Biotechnologies L. pneumophila Redlx).

RV 537: Salmonella enterica

Das aktuelle Set an Ringversuchsproben enthielt eine Probe mit relativ hoher Menge an
Salmonella entericaser. Typhimurium (# 2015371;~1x10° CFU/mL), eine Probemit dem
gleichen Isolat in einer etwa zehnfach geringeren Méh915372~1x10" CFU/mL), und zwei
Proben ohne Zielorganismen (# 2015373 und # 2015374), die ausschlie3lich humanes Zellmaterial
und eine nennenswerte Mengekarcoli enthielt.

Die Verfugbarkeit von spezifischen und mittlerweile gut evaluierten selbstentwickelten bzw.
kommerzielen NAT-gestutzten Analysesystemen flhrte diesmal bei allen 4 Proben des
Ringversuchssets zu sehr hohen Richtigkeitsquoten. Vergleichbdengiuten Ergebnislageei

manch frihene Salmonella entericaPCR/NAT-Ringversuchen war diesmal nwain falsch
negaives Ergebnisbei der etwas schwacher positiven Prol2®#5372 zu beobachten.

Das Fehlen von falsepositiven Ergebnissen deutet wieder einnalf eine verbesserte
Vorgehensweise hinsichtlich der Vermeidung vorontaminationsereignissen wahrend der
individuellen Probenaufarbeitung und PCR/NATalytik in den teilnehmenden diagnostischen
Laboratorien hin. Hoffentlich bestatigt sich diese erfreuliche Beobachtung auch in den zukinftigen
Ringversuchsrunden.

Im Kommentarfeld des Ergebnisformulars wurde hieteurCode [27] "Andere kommerzielle
Testsysteme" von einem Teilnehmer die Verwendung des folgenden Kits aufg&ébgene
Allplex Gl-Bacteria (I) Assay (3x), Seegene Allplex -BB Screening (2x), Fast Track
Diagnostics FTD Bacterial gastroenteritiglx), MIKROGEN ampliCube Gastrointestinal
Bacterial Panel 1 (1x), eazyplex TyphiTyper (1x) unéBiopharm SureFast Salmonella PLUS
(1x).

In enger Abstimmung mit unserem Sollweeboratorium Dr. U. Messelhaul3er, Bayerisches
Landesamt fur Gesundheit und Lebensstsicherheit, Oberschlei3heimyerden wir weiterhin
versuchen, ab und an ein etwas exotischeres SerovaBalomonella entericau versenden und
zumindest eine der 4 Proben mit einer relativ geringen Menge an Zielorganismen zu versetzen
auch wenn im BRhmen der gesetzlichen Vorschriften und/oder Richtlinien der einzelnen
Fachgesellschaften derzeit noch keine genauen unteren Nachweisgrenzen fir egesiiieien
SalmonelleANachweis festgelegt wurden.

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-gestutzte Nachweisverfahren zur Verfiugung stehen. Auch wenn diessesSpenit
Ausnahme vork. ivanovi) zumeist nicht von humanpathogener Relevanz sind, werden wir uns bei
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der Konzeption des Probenmaterials fir RV 538 vor allem zur Abprifung der Spezifitat
individueller Testsysteme nicht nur dufmonocytogendseschranke.

Daher werden, wie in dieser Ringversuchsrunde, auch andere Listerienspezies in der einen oder
anderen Probe zu finden seiso wie im Fall der Probe 2015384 die diesmata.1x10* CFU/mL

an Listeria ivanoviienthielt. Probe #2015381des aktuellen Sets enthielt eine relativ hohe Menge
an L. monocytogene&a. 1x10° CFU/mL), die erfreulicherweise vamahezuallen der insgesamt

42 Teilnehmer korrekt erfasst wurde.

Zur Abprifung von moglichen Kreuzreaktivitaten wurde in der aktuétieigversuchsrunde auch
eine der 4 Proben#(2015382)mit einer nennenswerten Menge Sireptococcus pneumoniae
versetzt.Hier zeigte sichlediglich bei einem der insgesamt Z2ilnehmerein falschpositives
Ergebnis, dasvermutlich eher durchKontaminatiosereignisseaus der Probe "1" als durch
analytische Kreuzreaktionen mit den eingesetztdnsteria spp. oder L. monocytogenes
spezifischen PCR/NAT Testsystem@rursachtvorden war.

Erfreulicherweise wurden auch die Prob2G15383 welche ausschliel3liclumanes Zellmaterial

und E. coli enthielt, von allen Laboratorien korrekterweise "asgativ befundet, was ernediir

eine sehr guteVorgehensweise hinsichtlich der Vermeidung vowmnkaminationsereignissen
wahrend der individuellen Probenaufarbeitung W@R/NAT-Analytik in den teilnehmenden
Laboratorien spricht.

Wie bereits in vorangegangenen Ringversuchsrunden wurden von den Teilnehmern ganz
UberwiegendListeria monocytogenespezifische Testsysteme eingesetzt (n = 38). Dies spiegelte
sich auchin der Ergebniskonstellation bdProbe# 2015384wider, die diesmaleine signifikante
Menge anL. ivanovii (1x10" CFU/mL) enthielt.Vier der insgesamt 42 Teilnehmer mit explizit
Listeria spp-spezifischen Testsystemen berichteten diese Probe korrekt als positiv. Im
Umkehrschluf3 spricht diese Datenlage jedoch fur eine erfreulich hohe Spezifitat der eingesetzten
L. monocytogenespezifischen TestsystenBei diesem Ringversuch besteht namlich explizit die
Option einer differenzierten Befundmitteilung: halt ein Teiimen lediglich ein L.
monocytogenespezifisches NATVerfahren vor, so kann er diesn onlineErgebnisformular
spezifizieren undur die Erstellung des individuellen Zertifikats seitens INSTAND e.V. werden
dann auch nur die. monocytogenespezifischerErgebnisse zur Bewertung herangezogen.

Von allen 42 Teilnehmern wurden Testsysteme mit Inhibitiomsd/oder Positivkontrollen
verwendet. Vermeintliche Inhibitionsereignisse bei der Aufarbeitung und Analyse der
Ringversuchsproben wurden nicht beobachtet.

Im Kommentarfeld des Ergebnisformulars wurde hier unter Code [27] "Andere kommerzielle
Testsysteme" u.a. die Verwendung folgender Kits aufgefuRrogenie RealCyclerL.
monocytogene$3x), Amplex eazyplex CSF direct (2x), Liferiver L. monocytogenes ReakeT
PCR Kit (1x), Sacace Biotechnologies L. monocytogenes Réal (2x), Seegene Allplex
MeningitisB Assay (1x), AmpliSens L. monocytogenes (1x), BioGx (1x) und QIAGEN mericon
Listeria spp Kit (1x).

RV 539: MRSA

Zuerst einmal, wie gehabt, eine wichtigamerkung vorab: dieser Ringversuch ist ausschlief3lich

fur den Direktnachweis von MRSADNA aus geeignetem klinischem Untersuchungsgut (wie
beispielsweise Naseroder Wundabstrichen) konzipiert. Die positiven Proben innerhalb des
ausgesandten-dr Sets enthalten daher typischerweise relativ geringe Mengen an entsprechenden
Zielorganismen. Fur teressierte 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 Mengen nicht immer zuverlassig
nachweisen lassen werden. Eine Teilnahme an diesem Ringversuch ist daher nur fir solche
diagnostischen Laboratorien erfolgversprechend und sinnvoll, die hochsensitive und spezifische
NAT/PCR-gestitzte Verfahren zum Direktnachweis von MRSA etabliert haben ibz Zuge

einer externen Qualitatskontrolle evaluieren wollen.
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Nach den zugegebenermalRen etwas umfangreichen und ausfihrlichen Diskussionen der
Ergebniskonstellationen vorhergegangener MRSA Ringversuche kann die Auswertung des
aktuellen Ringversuchs wiedeinmal erfreulich kurz gehalten werden. Da wir diesmal, abgesehen
von einem "interessantemiecC-positiven MRSA Isolat und einer Mischung aus einem MSSA
Isolat und einer Methicilliresistenten Koagulagseegativen Staphylokokkenspezies (eine
Konstellation die in der taglichen Praxis nicht gerade selten beobachtet wird), keine besonders
"schwierigen” oder komplexen Probenkonstellationen versandt haben, wurden von den insgesamt
281 Teilnehmern mit ihren unterschiedlichsten NA@&stltzten Testsystemen nahezuchweg
korrekte PCR Ergebnisse fir 3 der insgesamt 4 Proben des aktuellen Panels berichtet.

Wie in Tabelle 1 der statistischen Auswertung dargestellt, enthielt die Probe # 2015391 diesmal
ein Gemisch aus einerS. aureudsolat (MSSA, PVknegativ, ~18 CFUMmL) und einer
KoagulasenegativenStaphylokokkenspeziesS ( epidermidis med-positiv, ~16 CFU/mL), die

Probe # 2015393 eitypisches MRSAPatientenisola(MRSA; PVL-negativ,~5x10" CFU/mL)

und Probe # 2015392 eine relativ hohe Menge eme€C-positiven Methicillin -resistentenS.
aureusPatientenisolats(MRSA; PVL-negativ; spa: spa:t100095x1F CFU/mL). Die letzte der

4 Proben, # 2015394, enthielt neben humanem Zellmaterial lediglich eine nennenswerte Menge an
E. coli

Erfreulicherweise wurden im aktuellen Ringversuch bei der positiven MRSA Prét# %33

von nahezu allen dei82 Teilnehmer durchweg korrekt positive PCR/NATgebnisse mitgeteilt.

Der technische oder methodische Hintergrund3f&schnegativen und deeinenals “fraglich”
klassifizierten Ergebnissebei dieser Probe ist seitens des Ringversuchsleiters nicht naher zu
ergrinden. Madglicherweise wurden vodiesen Teilnehmen, die die Verwendung von
kommerziellen und zum Teil auch geschlossenen, sog. Kartu3estesm angaben, Fehler bei der
Probenvorbereitung odeabarbeitung gemachAngesichts der misx10* CFU/mL ehrlicherweise

nicht gerade als "auf3erst gering" zu bezeichnenden Menge an Zielorganismen sollten falsch
negative Ergebnisse bei Probe 2@1533 den béroffenen Ringversuchsteilnehmern durchaus
Anlass zur Uberprifung und Optimierung ihrer entsprechenden-daTutzten Testsysteme
geben.

Im Vergleich zu friheren Ringversuchen mit vergleichbarer Probenkonstellation wurde bei
Mischung aus einem MSSKolat und einer Methicillinresistenten Koagulagesgativen
Staphylokokkenspezies in Prob@1539 diesmal eine erfreulicherweise hohe Richtigkeitsquote
erzielt. Von 52 der insgesamt&l Teilnehmer wurde dieses Gemisch mit den jeweils eingesetzten
Testsysteme korrekt als "MRSAnegativ" befundet, weiter@ Teilnehmer haben ihr Ergebnis bei
dieser Probe als "fraglich" klassifiziert. Von 5 die8eFeilnehmer mit fraglichem Befund wurde
explizit die Verwendung eines PERestsystems angegeben, das auf einer rgaa Erfassung

von S. aureusspezifischen Markern und demme® Gen beruht. Da mit dieser Art von
Testsystemen zwar die Anwesenheit oesA Gens nachgewiesen werden kann, dessen Herkunft
aber nicht zweifelsfrei dem Genom der ebenfalls nachgewies8nexureus und/oder der
Koagulasenegativen Staphylokokkenspezies zugeordnet werden kann, ist in diesem Fall
"fraglich” auch das wissenschatftlich korrekte Untersuchungsergebnis.

Die restlichen Teilnehmer berichteten bei dieser Mischung aus einem N48BA urd einer
Methicillin-resistenten Koagulasegativen Staphylokokkenspezies falpdsitive Ergebnisse fur
MRSA. Diesen2l Teilnehmern mit falscipositivem Ergebnis flr Probe 201534 ist dringend
anzuraten, ihre Testsysteme zu Uberpriufen bzw. die methediBgnung ihres jeweiligen
Testkonzepts zu hinterfragen. In der mikrobiologischen Praxis wird relativ haufig die gleichzeitige
Anwesenheit einer Methicillinesistenten  (also med-positiven) Koagulaseegativen
Staphylokokkenspezies und eines Methiciéimpfindlichen (alsome®-negativen)S. aureus
Isolates in dem entsprechenden Abstrichmaterial beobachtet. In diesem Fall wirden die
Testsysteme der letztgenann&inTeilnehmer vermutlich falschlicherweise einen Hinweis auf das
Vorliegen einer MRSANnfektion bzw. -Besiedelung anzeigen (mit allen hinlanglich bekannten
Konsequenzen fur den betroffenen Patienteiyenn man sich die entsprechenden
Richtigkeitsquoten fiProbe #201534 in Tabelle 3 nach Testkonzepten differenziert betrachtet,
dannwird ersichlich, dasszumindestalle der derzeit etablierten S@€cbasierten Testsysteme
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bei diesem Gemisch korrekterweise MR8d&gative Befunde liefer(da dasS. aureusGenom der
MSSA-Komponente jade factokeine integrierte SCec Kassette aufweist)Die Grinde dr
einzelne "Ausreisser” sollten dabei eher auf Seiten der Testdurchfihrung in den betroffenen
Laboratorien gesucht werden und nicht auf Seiten des Testkonzepts oder der prakonfektionierten
PCRTestkits.

Die augenscheinlich "schlechte Datenlage" bei M&SA-positiven Probe #£01532 ist bei
naherer Betrachtung schnell erklart. Hier handelt es sich ui8.enreudatientenisolat, dessen
phanotypische OxacilliiResistenz nicht Gber die Anwesenheit des "Ubliclmee®\-Gens sondern
vielmehr Uber dasnedC-Gen kodiert bzw. vermittelt wirdln den letzen Jahren wurden solche
MRSA Stamme in der Patientenversorgumidtlerweile zwar mehrfach aber jedonhch wie vor

noch relativ sporadisch beobachteEs sind Oxacillin-resistenteS. aureuslsolate, die auf
Gesamtgenomebene alle tblicherweise verwendeteaureusSpeziesmarker aufweisen, sich in

der SCCmeorfX Region aber auf Sequenzebene von den "typischen” MRSA Isolaten deutlich
unterscheiden und zusétzlich noch anstatt des "populéweoit-Gens ein resistenzvermittelndes
mecC Gen mit stark abweichender Gensequenz tragen. Bei den mit diesemHuoeuAog
ausgestatteten Bakterienisolaten erfolgt die Integration des-@en€ innerhalb einer neuartigen
SCCmec Genkassette vom Typ Xl in dasaureusGenom (selbst auf Aminosaureebene weisen
das mecAund mecGGenprodukt eine Homologie von weniger als 63 % auf). Diese signifikanten
Sequenzunterschiede fuhraonch bei einigen kommerziellen odein houseSCCmec basierten
PCRTestsystemen, die nitlauf die speziellen Gensequenzen descC Gens hin optimiert
wurden, zwangslaufig zur "Nichterkennung" solcheC-positiven MRSA Isolate. Das MRSA
Isolat im Probe 201532 konnte daher (erwartungsgemalfd) nur von Teilnehmern mit speziell auf
dieses "neudeMethicillin-Resistenzgen abgestimmten Testsystemen detektiert werden. Auch wenn
solche mecépositiven MRSA Isolate derzeit zumindest in unseren Breiten noch sehr selten
nachgewiesen werden, so soll mit der MitfUhrung dieses Isolats bei den Teilnehndern un
innerhalb der Leserschaft dieser Ringversuchsdiskussion zumindest das Bewusstsein fur das
maogliche Vorkommen solcher megidsitiven MRSA Isolate geweckt werden. Derzeit beschrankt
sich der Nachweis von megibsitiven MRSA Isolaten (methodeoder pravalezbedingt ?) noch

auf einige wenige Einzelfalle. Inwieweit jedoch die Entwicklung und das zusétzliche Mitfihren
von mecGCspezifischen PCR / NATestsystemen erforderlich sein wird, kann sich erst im
Rahmen zukinftiger systematischer Pravalenzstudien zeigen

Bei der Probe ohne Zielorganismer2@253%), die ausschlie3lich humanes Zellmaterial und eine
nennenswerte Menge & coli enthielt, wurden im Rahmen des aktuellen Ringversuchs nur von
drei der Bl Teilnehmer ein falscipositives MRSA Ergebnis beobachtet. Dabei liegt das
Auftreten eines sporadischen laborinternen  Kontaminationsereignisses oder einer
Kreuzkontamination wéhrend der Probenextraktion tedzhrbeitung naheSolche "Ausreil3er”

sind bei tehnisch aufwandigen Ringversuchen mit nahezu 300 Teilnehmern nichts
Ungewdhnliches und bedirfen meines Erachtens keiner weiteren Diskussion.

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

bei der einen @sitiven Probe und die Uberwiegend richtiggativen Befunde bei den 2 MRSA
negativen Proben, erneut fur ein hervorragendes Funktionieren venbZestlaborspezifischen
Malinahmen zur Vermeidung von Kontaminatiamsd Verschleppungsereignissen spricht.
Abgesehen von der besagten Probe mit nheeC-positiven MRSA Isolat spricht die Ergebnislage
dieses Ringversuchs erneut fur eine hohe Zuverlassigkeit desgB#titzten Direktnachweises

von MRSA aus klinischem Untersuchungsmaterial. Fur Kollegen, die &n aussagekraftigen
Abprifung der Spezifitit und Sensitivitat von neader eigenentwickelten Testsystemen
interessiert sind, stehen mit den Proben dieses Ringversuchs wieder standardisierte
Ruckstellproben zur Verfigung, die Uber den Ringversuchsleiteigba werden kénnen.

Optional wird im Rahmen unserer Ringversuchsreihe auch der molekulargenetische Nachweis des
putativen PathogenitatsfaktoBVL (Panton-Valentine-Leukozidin) bzw. dessen kodierende
GenelukF/S-PV abgefragt. Entsprechende (RYiegative)Ergebnisse der molekularbiologischen
PVL-Testung wurden voB7 der insgesamt &l teilnehmenden Laboratorien mitgeteilt und mit
Ausnahme eines Teilnehmers waren diese diesmal durchweg korrekt. Nahere Informationen zu
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der, nach wie vor hochaktuellen, cMRS2w CA-MRSA Problematik finden sich beispielsweise
unter: Linde, H.J. und N. Lehn (2005) Dtsch. Med. Wochenschr. 13028%F, oder Witte, W. et

al. (2005) Eur. J. Clin. Microbiol. Infect. Dis. 2451 Ein gut evaluierteseal-time PCR Protokoll

fur den gzielten Nachweis von PVpositivenS. aureudsolaten findet sich beispielsweise in:
Eur. J. Clin. Microbiol. Inf. Dis. (200726:131-135. Mittlerweile sind auch schon einige
kommerzielle reatime PCR Testsysteme fur den zuverlassigen molekulargenetiddehweis
von PVL-Genen bei MRSAund MSSAIsolaten verflgbar.

Im Kommentarfeld des Ergebnisformulars wurde hier unter Code [27] "Andere kommerzielle
Testsysteme” u.a. die Verwendung folgender Kits aufgefiihrtiundiagnostik MutaPlex MRSA
(3x), Hologic Panther Fusion MRSA Assay (2x), BD Max StaphSR assay Kit (1x), BD Max
MRSA XT (1x), MIKROGEN alphaCube MRSA (1x), Gerbion (1x), GenID MRSA combi (1x),
GeneProof MRSA PCR Kit (1x), GenomEMRSA/SA Multi Swab (1x) und ELITechGroup
MRSA/SA Kit (1x).

RV 540: Chlamydia pneumoniae

Eine wichtige Anmerkung wie immer vorab: dieser RingversuchaigschlieZlich fir die
Abprifung von NATgestitzten Methoden und Protokolleum Direktnachweis geringer
Mengen an Chlamydia pneumoniaddNA aus geeignetem klinisem Untersuchungsgut (wie
beispielsweise respiratorischem Probenmaterial) konzipiert. Die positiven Proben innerhalb des
ausgesandten-dr Sets enthalten daher typischerweise relativ geringe Mengen der entsprechenden
Zielorganismen. Aus diesem Grund ist eeifieiinahme an diesem Ringversuch nur fur solche
diagnostische Laboratorien erfolgversprechend und sinnvoll, die hochsensitive und spezifische
NAT/PCR-gesttitzte Verfahren zum Direktnachweis v@rpneumonia®©NA etabliert haben oder
solche im Zuge einer &rnen Qualitatskontrolle evaluieren wollen.

Wie in Tabelle 1 dargestellt, enthielt das aktuelle Set an Ringversuchsproben diesmal eine Probe
mit relativ hoher Menge an entsprechenden Zielorganismen (# 201GhAG2nydia pneumoniae,
~5x10° IFU/mI) und eine Probe mit etwa hundertfach geringerer Menge (# 201%t0amydia
pneumoniae-1x10* IFU/mI), eine Probe mit ca-1x10° CFU/mL anHaemophilus influenzag#
2015404), sowie eine Probe ohne Zielorganismen (# 2015401), die ausschlie3lich humanes
Zellmatrial und eine nennenswerte Mengezarcoli enthielt.

Aus den in der Tabelle 2 aufgefuhrten Daten dsdichtlich dass im aktuellen Ringversuch
erfreulicherweisealle der insgesamt3B Teilnehmer dieC. pneumonia&ielorganismenin der

sehr stark positien Probe #201502 (ca.5x10° IFU/mL) und in der 5efach schwacher positiven
Probe # 201803 (ca. 1x10" IFU/mL) sicher und zuverlassig nachweisen konnten.

Fur diebeidenProben ohne&C. pneumonia&ielorganismen# 2015401 (E. coli) und # 2015404
(Haemophilusinfluenzag ist im Vergleich zu den vorhergegangenen Ringversuchen die Anzahl
falschpositiver Befundeerneut deutlichzuriickgegangenBei diesen beiderProben fand sich
lediglich ein Teilnehmer der dieHaemophilus influenzagositive Probefalschlicherweise als
positiv fir C. pneumoniadDNA bewertet hat. Hierbei dirfte es sielberam ehesten unein
laborinterne  Kontaminationsereignis bzw. eine Kreuzkontamination wahrend der
Probenextraktion und-abarbeitung gehandelt habenSystematischeKreuzreaktivitaten der
mitterweile gut etablierten und evaluiert€h pneumoniaspezifischen PCR/NATestsysteme

mit DNA von H. influenzaeerscheinemus methodischer Sichher als unwahrscheinlich.

Diesmal wiesen nahezu alle der von den Teilnehmern sstjen Testsysteme oder PCR/NAT
Protokolle die im Rahmen der regulatorischen Vorgaben geforderten Inhibitionskontrollen auf,
eine nennenswerte Inhibition wurde aktuell von keinem der Teilnehmer berichtet.
Selbstentwickelte wmnouse PCRNAT-Testsysteme zuDetektion von C. pneumoniaeDNA

wurden von 36 Laboratorien eingesetzt,von den restlichen 102 Teilnehmern wurde die
Verwendung vorkommerziell&e Assaysaufgefiihrt

Unter Code [27] "Andere kommerzielle Testsysteme" wurde im Kommentarfeld des
Ergebnisformulars u.a. die Verwendung folgender Testkits aufgefilnipliSens M.
pneumoniae/C. pneumoniae FRT PCR (4x), Seegene PneumoBacter assay (1x), Fast Track
Diagnostics FD Atypical CAP Kit (1x), BioGx atypical pneumonia (5x), MIKROGEN
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ampliCube Respiratory Bacterial Panel 1 (9x), Luminex NXTAG Respiratory Pathogen Panel (2x),
Biolegio ReadyMax BCAP Assay (2x), Sacace Biotechnologies M. pneumoniae/C. pneumoniae
RealTM (4x), Ingenetix Bacto Real C. pneumoniae (2x), ARGENE Chla/Myco pneugene

(4x), BioFire FILMARRAY respiratory Panel (3x), Eazyplex PneumoBug expert (1x),
RespiFinder (1x), Euroclone Duplica Real Time C. pneumoniae Kit (1x) und AusDiagnostics
Atypical Pneimonia MTPCR (2x).

RV 541: Mycoplasma pneumoniae

Aufgrund zahlreicher Ruckfragen von Teilnehmern des vergangenen Ringversuchs hier eine
wichtige Anmerkung vorab: der Ringversuch Bakteriengenomnachweis PCRKNA&®plasma
pneumoniaeast ausschlie3lichfur die Abprufung von NATgestiutzten Methoden und Protokollen
zum Direktnachweis geringer Mengen anMycoplasma pneumoniaddNA aus geeignetem
klinischem Untersuchungsgut, wie beispielsweise respiratorischem Probenmaterial, konzipiert.
Einige der positiven Pram innerhalb des ausgesandtear4Sets werden daher typischerweise
relativ geringe Mengen der entsprechenden Zielorganismen enthalten.

Wie in Tabelle 1 dargestellt, enthielt das aktuelle Set an Ringversuchsproben diesmal zwei
positive Proben: Probe # 204BL mit einer hohen Menge an Zielorganismikh pneumoniag
~5x10° Genomkopien/m).und Probe # 2015414 mit einetwa hundertfach geringeren Menge an
Zielorganismen NI. pneumoniag~5x10° Genomkopien/m). Um zur Abwechslung auch einmal
die analytischeSpezifitat derM. pneumoniaepezifischen PCR/NATTestsysteme abzuprifen
enthielt Probe # 2015413 diesmaihe nennenswerte Menge d&bhlamydia pneumoniaelm
Ringversuchsprobenset befand satith eine weiterBrobe ohne Zielorganismen (# 2015412), die
nur E. coliund eine Suspension aus humanen Zeafieter tiblichen Matrixenthielt.

Alle bis auf zweider insgesamt Teilnehmer konnten die DNA der M. pneumoniae
Zielorganismen in der relativ stark positiven Probe2@15411 problemlos und zuverlassig
nachweisen. Bei der etwa hundertfach schwacher positiven Probe # 2015414 (ca0°5x
Genomkopien/mLyelang diesmal nur noch 154 Teilnehmern der erfolgreiche Nachweislvon
pneumoniae DNA. Funf Teilnehmer berichteten hier ein negatives Ergebnis und einer
klassifizierte sein PCR/NAT Ergebnis als “fragliddieser Teilnehmer berichtete tbrigens bei bei
allen 4 Proben ein fragliches Ergebnis widkonnten ihm leider keiZertifikat erteiler).

Bei den betroffenen Laboratorien sollte dmsn Anlass genommewerden, die Sensitivitat des
verwendeten Testsystems sowgegebenenfallsdie Prozesse der Prolararbeitung zu
evaluieren.

Bei den beidenProben # 2015413 (mit nennenswerten Mengen &@mlamydia pneumonideind #
2015412 (die "nurE. coliund eine Sysension aus humanen Zellen enthielgrdenjeweils von

153 Teilnehmern korrekt negative Ergebnisse mit ihren jeweiligermpneumoniaepezifischen
Testsystemen beobachteBei den je 6 falschpositiven Ergebnisserfir letztere beide
Einzelprobenhandelt es sich entweder um laborinterne Kontaminationsereignissegingm
Kreuzkontamination wahrend der Probenextraktion atdrbeitung oder um Kreuzreaktivitaten,
die moglicherweisan der Verwendung von Testsystemen mit unzureichender Sgepezsfiat
begrindet sindDahersolltenvor allem diejenigeMeilnehmer mit falscipositiven Ergebnissen

bei der Probe miHaemophilus influenzaeersuchen, die analytische Spezifitat ihrer jeweiligen
NAT-Testsysteme ziuberprifen und gegeberfalls nachzubesser

Im Rahmen des aktuellen Ringversuchs wurde %48 Teilnehmern die Verwendung von
kommerziellen Testkits aufgefihund gravierende Unterschiede in den Richtigkeitsquoten von
kommer zi el l en Te-bbsyg e fienesns sowait dinwdarr entspreenden
Angaben ersichtlichicht adfallig.

Im Kommentarfeld des Ergebnisformulars wurde unter Code [27] "Andere kommerzielle
Testsysteme" zusatzlich die Verwendung folgender Kits aufgeflthKROGEN ampliCube
Respiratory Bacterial Panel 1 (9x), MeridiBioscience Alethia Mycoplasma direct (8x), Sacace
BiotechnologiesM. pneumoniae/C. pneumoniae R&all (4x), AmpliSens M. pneumaae/C.
pneumoniae FRT PCR (4xeegene PneumoBacter assay (1x), BioGx auf BD Max (3x), BioGx
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atypical pneumonia (2x), BioFirEILMARRAY respiratory Panel (3x), Biolegio ReadyMax B

CAP Assay (2x), Euroclone Duplica Real Time M. pneumoniae Kit (1x), Luminex NxTAG
Respiratory Pathogen Panel (3x), Luminex MagPix Respiratory Pathogen Panel Assay (1x),
Sartorius Microsart ATMP Mycoplasa (2x), Ingenetix Bacto Real M. pneumoniae (1x),
RespiFinder (1x), AusDiagnostics Respiratory panel C (1x), AusDiagnostics Atypical Pneumonia
MT-PCR (1x),Hibergene HG M. pneumoniae (1x) uktherva Venor GeM gEP (1x).

RV 542: Coxiella burnetii& B. anthracis

Auch  hier wieder eine Anmerkung vorweg: Der kombinierte Ringversuch
Bakteriengenomnachweis PCR/NAToxiella burnetii& Bacillus anthracigst ausschlief3lichfir

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 geringe Mengen der entsprachetatganismen.

Das aktuelle Set an Ringversuchsproben (Tabelle 1) enthielt zwei Proben mit verschiedenen
Mengen an C. burnetii (~1x10' Genomkopien/mL in Probe # 2015423 und xF
Genomkopien/mL in Probe # 2015421), eine Probe mit DNABdesthracis STI" Impfstammes
(~1x10° Genomkopien/mL in Probe # 2015424), eine Probe mit DNAB@edllus anthracisUR-1
Isolats(~1x10* Genomkopien/mL in Probe 2015421),sowie eine Probe ohne Zielorganismen (#
2015422), die nuE. coliund eine Suspension aus huma#ellen enthielt.

Der Ubersichtlichkeit halber haben wir uns bei diesem kombinierten Ringversuch entschlossen,
die Ergebnislage fur die beiden unterschiedlichen Erreger auch in zwei getrennten Tabellen
darzustellen: fliC. burnetiiin den Tabellen 2 und, 3ur B. anthracisin den Tabellen 4 und 5.
Unter Code [27] "Andere kommerzielle Testsysteme"” wurde im Kommentarfeld des
Ergebnisformulars u.a. die Verwendung folgender Testkits aufgeftotienie RealCycler Kits

(3x), aCube (1x), AmpliSens C. burnetiiB. anthracis (1x), Life Technologies LSI VetMAX
Absolute quant.C. burnetii (1x), Sacace Biotechnologies C. burnetii Réal (1x), Master
diagnostica Tickoorne bacterial flow chip (1x), BioGx (1x) und Adiagene ADIAVET C. burnetii
(1x),

Coxiella burnetit Wie bereits m vorausgegangenen Ringverssaindendieser Seriegestaltet
sichdie Ergebnislagauch in der aktuelleAussendung sehr erfreulicBie etwas starker positive
Probe# 2015421(mit ca. X10° GenomkopierC. burnetiimL) wurde von allen der sgesam#8
Teilnehmern mit ihren jeweiligenC. burnetitspezifischen PCHRestsystemen zuverlassig
detektiert. De zweite positive Prob# 2015423des Probesets (ca. 1X1Benomkopien/mlanC.
burnetii) wurde von 46 Labormtorien korrekt bdundet. Hier wurde allerdings von einem
Teilnehmer ein falscimegatives Ergebnis beobachtet und einer der Teilnehmer klassifizierte sein
Ergebnis als "fraglich".Die beiden Proben ohn€. burnetii Zielorganismen bzw. DNA (#
2015422und #2015424wurdenjeve i | s von all en bis auf einen
bewertet. Sowohl falsepositive als auch falsehegative Ergebnisssollten in den betroffenen
Labomatorien zum Anlass genommen werden, die Performance des verwendeten Testsystems
nochmalszu evaluieren und gegebenenfalls die spezifisch&mnozesse der Probenaufarbeitung
sowie den diagnostischen Ablaaif optimieren.

Die selbstentwickelten oder kommerziellen Testsysteme zum-@&STtitzten Nachweis vo@.

burnetii DNA der Teilnehmer enthielten dthwegs eine Inhibitiorsund/oder Positivkontrolle.

Bis auf zwei "isolierte” Inhibitionsergnisse bei Einzelproben wurden bei den jeweils eingesetzten
PCR/NAT Assays keine signifikantémhibitionsereignisse beobachtet.

Bacillus anthracis: Die Ergebnislage des RingversucBacillus anthracisDNA ist ebenfalls
relativ schnell dargestellt. Allbis auf einen der insgesarB? Teilnehmer konnten die beiden
Proben mit Zielorganismen# (2015421 und # 2015424 sowie die beiden Proberohne
Zielorgansmen ¢ 2015422und #2015423) richtig klassifizieren.
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Zur kurzen RekapitulatiorB. anthracisStamm STl ist positiv fur dieB. anthracisspezifischen
chromosomalen SequenzmarkerpoB oderdhp6lund dasVirulenzplasmid pXO1 (kodiert fur

Letat und OderrFektor, sowie Protektives Antigenpagd), jedoch negativ fir das
Virulenzplasmid pXO2. Wie immer stehen nach erfolgreichem Abschluss der aktuellen
Ringversuchsrunde den Kolleginnen und Kollegen, die an einer aussagekraftigen Abprifung der
Spezifitat und Sensitivitdt von neader eigenentwickelten TestsystemenGuiburnetiiDNA und

B. anthlracis DNA interessiert sind, mit den Proben dieses Ringversuchs auch gewissermalien
"standardisierte Ruckstellproben" zur Verfiigung, die Gber den Ringversuchsleiter bezogen werden
konnen.

RV 543: Francisella tularensis& Brucella spp.

Der Ringversuch "Bakriengenomnachweis PCR/NATrancisella tularensis & Brucellagpp.” ist
ausschlieBlich fur die Abprifung von NATgestitzten Methoden und Protokollezum
Direktnachweis geringer Mengen anF. tularensisDNA und Brucella spp. DNA aus
geeigneten klinischedntersuchungsmaterialien konzipiert. Einige der positiven Proben innerhalb
des ausgesandtered Sets haben daher typischerweise relativ geringe Mengen der entsprechenden
Zielorganismen enthalten.

Das aktuelle Set an Ringversuchsproben (Tabelle 1) entwalt Proben mit verschiedenen
Mengen arF. tularensissubsp tularensisDNA (~1x10° CFU/mL in Probe #£015433und ~x10*
CFU/mL in Probe #015434, zwed Proben mit verschiedenen Mengen Biucella melitensis
DNA (~1x10° CFU/mL in Probe #015432und ~X10" CFU/mL in Probe #015433, sowie

eine Probe ohne Zielorganismen4@1543), die nurE. coliund eine Suspension aus humanen
Zellen enthielt.

Unter Code [27] "Andere kommerzielle Testsysteme” wurde im Kommentarfeld des
Ergebnisformulars u.a. die Verwendung folgender Testkits aufgefS8hdace Biotechnologies
Brucella RealTM (1x), AmpliSens Brucella spglx) und Master diagnostica Titorne lacterial

flow chip (1x).

Francisella tularensis:

Im aktuellen Probenset befanden sich jeweils zwei positive Prob201843 und #201543!)
sowie zwei negative Probd# 201543 und #201542), die diesmal von allen der insgesamt 33
Teilnehmern durchwegs korrekt mit ihreR. tularensisspezifischenPCR/NAT Testsystemen
analysiert und befundet wurdebie selbstentwickelten oder kommerziellen Testsysteme zum
PCRNAT-gestutzten Nachweis voR. tularensis DNA enthielten entsprechendénhibitions-
und/oderExtraktionskontrollen und bei keiner der aktuellen Proben wurden Inhibitiogsesse
beobachtet.

Brucella spp

Die Ergebnislage fur diBrucella spp-spezifische Komponente des RV 543 deckt sich diesmal
komplett mit der zuvor diskutierten Konstellation fertularensis Auch hier wurden die beiden
Brucella spp-positiven Proben (#201542 und #201543}) und die beiden negativen Prob@n
201543 und # 201543) von allen der diesmal 30 Teilmaer durchwegs korrekt mit ihren
Brucellaspp-spezifischelPCR/NAT Testsystemeanalysiert und befundet.

Bei den slbstentwickelten oder kommerziellen Testsystenmaum PCRNAT-gestlitzten
Nachweis von Brucella spp. DNA wurden durchwegs geeignetinhibitions und/oder
Extraktionskontrollen mitgefuhrt und bei keiner der aktuellen Proben Inhibitiogeesse
mitgeteilt

RV 544: Carbapenemas&ene

Der seit 2015 in das reguldre Ringversuchsprogramm von INSTAND e.V. aufgenommene
Ringversuch "Bakteriengenomnachweis PCR/N@drbapenemas&ené ist ausschliel3lichflr

die Abprufung von NAlgestitzten Methoden und Protokollemur molekularen
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Resistenztestng bzw. dem Direktnachweis von charakteristischen Carbapenemas&enen

aus DNA-Praparationen von Reinkulturen an Enterobacterale«konzipiert.

Wie in Tabelle 1 der Auswertung dargestellt, enthielt das aktuelle Set drei Proben mit
CarbapenennesistentenEnterobacterales Probe # 2015441 enthieKlebsiella pneumoniae
Zielorganismen mit dem mit dem OX232 Gen (ca. 210" Genomkopien/mL), Probe # 2015442
Enterobacter cloaca&omplex Zielorganismen mit dem IM2 Gen (ca. £10° Genomkopien/mL)

und Probe # 2015444enthielt eine NDMI-positive Serratia marcescens(ca. 10
Genomkopien/mL). Die vierte Probe # 2015443 war als eine Art von Negativkontrolle ausgelegt
sie enthielt lediglicte. coliohne Carbapenema&ene.

87 der 89 Teilnehmer stellten erfreulicherseeein Carbapenema&en in der Probe # 2015441

fest. Fur die Probe mit NDM positiver Serratia marcesceng# 2015444) wurden sogar
ausnahmslos korrekte Ergebnisse berichtet. Hoch lag die Richtigkeitsquote auch fir die Probe #
2015443, hier berichteteng6e i | nehmer di e Pr enbeeg aali sv iA C arubdaepme
falsch positive und ein fragliches Ergebnis eingereicht. Schwachen zeigten sich allerdings bei der
Detektion des IMi2-positiven Enterobacter cloaca&omplexin Probe # 2015442. Nur 14
Teilnehmer reichten fur diese Probe ein korrektes, positives Ergebnis ein. D&s @Gdh ist

gerade in einigen MultiplePCR/NAT Testformaten nicht als Target enthalten.

Hier noch ein kurzeKommentar von Frau Dr. Agnes Anders vom NRZ fir gramnegative
Krankenhauserreger. Besonders auffallig ist bei dies€arbapenamse IMI-2, die zu den Serin
Carbapenemasen gehort und deren Nachweisrate in den letzten Jahren zugenommen hat, eine
haufige Colistin-Resistenz Diese liegt nach Daten des Nationalen Referarinzms bei etwa
50%.IMI -2 kommt am haufigsten iBnterobacteispp. vor.

Die selbstentwickelten oder kommerziellen Testsysteme zum-@&Tutzten Direktnachweis von
CarbapenemasBenen Teilnehmer enthielten mit einer Ausnahme eine Inhibitiand/oder
Pasitivkontrolle. Bei keiner der ausgesandten Proben wurden dabei signifikante
Inhibitionsereignisse beobachtet.

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

CPE oder MDR (2x), AID Carbapenemase (2x), GenlD Carbapenemase (2x), Seegene eazyplex
SuperBug expert (1x), AmpliGnost Carbapenemase PCR Kit (1x), BD Max CPO Kit (1x), Mast
Group Mast Isoplex CRART (1x), HAIN Lifescience CheckDirect CPE (1x) und hylabs Hy

CRE- (KPC/ OXA-48/ NDM-1) Detection Kit (1x).

RV 545: Clostridium difficile

Der Ringversuch "Bakteriengenomnachweis PCR/N&lostridium difficilé' ist ausschliel3lich

fur die Abprifung von NATgestitzten Methoden und Protokollmimm Direktnachweis geringer
Mengen an Clostridium difficile-DNA aus geeignetem Kklinischem Untersuchungsmaterialien
konzipiert. Einige der positiven Proben innerhalb des ausgesanetenSédts hben daher
typischerweise relativ geringe Mengen der entsprechenden Zielorganismen enthalten.

Wie in Tabelle 1 dargestellt, enthielt das aktuelle Set an Ringversuchsproben drei positive Proben:
Probe #2015452mit einen relativ hoher Menge &@lostridium dfficile (~5x10° CFU/mL), Probe

# 2015453mit ca. zehnfach geringerer Menge 46" CFU/mL), Probe # 2015451 mit ca.
hundertfach geringerer Menge ¢®° CFU/mL) sowie eine Probe ohne Zielorganismen (#
2015454, die ausschlieBlich humanes Zellmaterial wide nennenswerte Menge &n coli
enthielt.

Die beidenrelativ starkpositivenClostridium difficile Proben #2015452und #2015453wurden
erfreulicherweise vorl79 bzw 177der insgesamt 18%eilnehmenden Laboratorien korrekt als
Aposi ti v i Fatsthaegatiie Ergebnissersoliten hier zum Anlass genommen werden, das
verwendete Testsystenediglich deranalytischer Sensitivitat und Spezifitat zu evaluieren und
auch die laborinternen Prozesse der Probenaufbereitunigabadoeitung kritisch zu hietfragen.
Letzteres gilt insbesondere fden Teilnehmer mit falscipositivan Ergebnis flr die lediglicl.
coli-enthaltende Probe 2015454 Eine Kreuzreaktion der verwendeten TestsystemeEmdoli
erscheint unwahrscheinlich, am ehesten sind Kreuzkonédionen im Prozess der
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Probenbearbeitung ursachlich. Prob20#5451enthielt mit ~5x18 CFU/mL die geringste Menge

an Zielorganisnen und wurdeimmerhin von 174also nahezu von alle@eilnehmern korrekt als
positiv fur C. difficile befundet. Bei den Jeilnehmern mit falscimegativemErgebnissollte
gegebenenfallgddie analytische Sensitivitat desngesetzten PCR/NATestsystems hinterfragt
werden.Bis auf 2 Teilnehmer haben diesmal alle die vorschriftsmaRigen Extraktions und/oder
Inhibitionskontrollen mitgefiihrt und signifikante Inhibitionsereignisse wurden fur keine der
ausgesandtelaroben berichtet.

Wie in Tabelle 3 angegeben, verwendeten der Grof3teil der Teilnehmer kommerzielle Testsysteme,
wahrend selbstentwickelte Testkonzepte in 12 Laboratorien HEinsatz karmen In dieser
Ringversuchsrunde zeigten sich (vergleichbar mit der vorausgegangenen) zwischen den
kommerziellen Testsystemen und den Eigenentwicklungen keine signifikanten Unterschiede
bezuglich Sensitivitat und Spezifitat. Fur eine verlabslie Beurteilung sollten jedoch die
folgenden Ringversuchsrunden abgewartet werden.

Unter Code [27] "Andere kommerzielle Testsysteme" wurde im Kommentarfeld des
Ergebnisformulars u.a. die Verwendung folgender Testkits aufgef@isiDEL Solana C.
difficile Assay (5x), Amplex eazyplex C. difficile (4x);Biopharm RIDAGENE Hospital Stool

Panel (1x), Seegene Allplex &B Screening (2x), AmpliGnost C. difficile Toxin A und B (2x),
Seegene Allplex Gl Bacteria Assay (1x), TIB Molbiol LightMix Kits (2x), Abadiagnostica
GenomEra C. difficile (1x), Altona diagnostic RealStar C. difficile PCR Kit (1x), Fast Track
Diagnostics C. difficile (1x) und Aries Luminex C. difficile (1x).

RV 546: VRE

Der Ringversuch "Bakteriengenomnachweis PCR/NAT VancormgsistenteEnerokokken" ist
ausschlief3lich fur die Abprifung von NATgestitzten Methoden und Protokollezum
Direktnachweis geringer Mengen an DNA Vancomycifresistenter Enterokokken aus
geeignetem Kklinischem Untersuchungsmaterialien konzipiert. Einige der posifvenen
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 # 2015464tmelativ hoher Menge an Zielorganismeenferococcus faeciuwan

A resistent,~1x10" CFU/mL), Probe # 2015461 mit einer etwa zehnfach héheren Menge
(Enterococcus faeciuman B resistent~5x10* CFU/mL) und Probe # 2015463 mit ca.x&@’
CFU/mL anEnterococcus faecali$m Ringversuchsprobenset befand sich zudem eine Probe ohne
Zielorganismen (# 2015462), die nur humane ZellenEinzbli enthielt.

Erfreulicherweise wurden die beiden Apositi
Enterococcus faeem (# 2015461 und # 2015464) mit drei bzw. keiner Ausnahme von allen
Teil nehmerpnosaltsi VAWRH assi fiziert.

Das heil3t aber auch, immerhin 3 falsegative Ergebnisse wurden fir den vardgjenderk.
faeciumStamm (# 2015461) eingereicht. Im Falleez Infektion mit dem Erreger kommt dem
korrekten Nachweis einer VancomydResistenz naturlich eine hohe Bedeutung zu. Wie bereits
im vorangegangenen Ringversuch waren mit lediglich einer Ausnahme die eingereichten
vanA/vanB Differenzierungen korrekt. ialen VREnegativen Proben wurde # 2015462 von 67
der 68 Teilnehmern korrekt klassifiziert, fur die Probe # 2015463 waren drei-faisiive
Befunde zu verzeichnen.

Bei den eingesetzten Testsystemen zeigt sich in den letzten Jahren ein Trend hin ewzlaimm
erhaltlichen, vorkonfektionierten Systemen. Unterschiede in Sensitivitat und Spezifitat im
Vergleich zuin-houseAssays waren jedoch nicht zu erkennen.

Unter Code [27] "Andere kommerzielle Testsysteme" wurde im Kommentarfeld des
Ergebnisformulars .a. die Verwendung folgender Testkits aufgefuBi GeneOhmTM VanR

(1x), Amplex eazyplex VRE (1x), BioGx Vancomycin resistance (2x), GeneProof VRE PCR Kit
(1x), Roche LightCycler VRE Detection Kit (1x), TIB Molbiol (1x) und AmpliGnost Vancomycin
A/B Resigenz Differenzierung (1x).
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RV 547: Urogenital Panel

Nach intensiven Vorarbeiten zum ProHeesign zur praktischen Umsetzunmd der Aussendung

von zwei sogenannter "Pilett wird der komplexeRingversuch RV 547 "Urogenit&#anel”
zukUnftig im Rahmen des regularen Ringversuchsprogramms von INSTANDdar¢hgefuhrt

und die Ergebniskonstellation hier diskutiddas Uberaus heterogene Spektrum an eingesetzten
Testsystememrschwert nattrlich nach wie vor eisgukturierteund tUbersichtlichéuswertung

der auf den Repocftormularen mitgeteilten Ergebnisse. Daher habeniwiVergleich zu den
Ubrigen Ringversuclme der hier diskutierten Ringversuchthe "Bakterien und
Pilzgenomnachweis PCR/NATie urspringlichelabelle3 etwasdifferenzierterdargestellt (jetzt:
"erregerspezifische" Auswertung in den Tabelkehis 7) Dort ist der Ubersicht halber nun die
Anzahl an positiven und negativen Ergebnissen fir die in den jeweiligen Proben anwesenden
Pathogene aufgefuhrt. Mit dieser Losung sollte ntaniz der enormen und vermutlich zukinftig
auch noch zunehmenden Heterogenitat des Erreger Tesspektrumseinzelner MultiplexPCR
Testkonzepteeine einigermal3en informative Darstellung Uber das erfasste Erregerspektrum und
Uber die Leistungsdatenngielner Testsysteme erhalteinnen

Im Grof3en und Ganzen hab die 88 aktuell registrierten Teilnehmer die Erreger in den 4
Einzelproben entsprechend den methodischen Mdglichkeiten ihrer Testsysteme zufriedenstellend
nachweisen kdénnenVie aus den Tablkein 2 bis 7 zu enthehmemurden insgesamur sehr
wenige (sporadische) falsgiositive oder falscimegative Ergebnisse berichtet.

So wurden in der aktuellen Ringversuchsrunde vereinzelt falssiive sowie falscimegative
Ergebnisse furTrichomonasvaginalis oder Gardnerella vaginalisbeobachtet und/on einem
Teilnehmer wurde innerhalb des aktuellen Sets beMy@oplasma genitaliurpositivenProbe #
2015474ein positives Ergebnis fufreponema pallidunDNA und GardnerellaDNA berichtet.

Bei den faschpositiven Befundenkodnnte es sich eventuell um labooder tedhterne
Kontaminationsereignisse bzw. Kreuzkontaminagimrwéhrend der Probenextraktion und
abarbeitung gehandelt habemhibitionskontrollen wurden vonallen der 88 Teilnehmer
mitgefiihrtund vonkeineam Teilnehmer wurdeinhibitionsereignisse lmbachtet

Dies spricht zum einen fir die Praktikabilitit unseres innovativen Multiplex
Ringversuchskonzepts und zum anderen furelagiv zuverlassige Erfassung der Zielorganismen
innerhalb der jeweils testspezifisch abgedeckten Erregerspektren der eingesetzten kommerziellen
oder eigenentwickelten PCR/NAT Verfahren.

Wie bereits in der vorhergehenden Ringversuchsdiskussion erwahnt, haliéninviRahmen der
online-ErgebnistbermittiunglesRV 547 eire Option in der lhgabemaskentwicket, tber de

die einzelnen Teilnehmer daktuellerfasste Erregerspektrum ihrer individuellen Testsysteme und
Multiplex-Assayswéhrend der Ergebniseingalmitteilen. Fur die Erteilung von Zertifikaten
macht es nachvollziehbarerweise Simn,dassdiejenigen Parameter bewertend testierwerden

die von den individuellen Teilnehmern im Rahmen ihres diagnostischen Workflows prinzipiell
auch als positiv bzw.agativ erfasst werden kénnen.

Wie bereits eingangs kurz erwéhnt, werden wir uns aufgrund des zunehmend heterogenen
Spektrums von differenziert erfassten oder auch nicht zu differenzierenden Spezies einiger
Erregergruppen (z.BJreaplasmaspp. vs.U. parvun/ U. urealyticun) bei vielen der aktuellen
PCRTestsysteme zeitnah bemihen, bei den oitingabemasken die Moglichkeit einer
differenzierten Befundung auf Speziesler eben nur auf Genibene schaffen

Der Ringversuchsleiteist natirlich stets fur eitere konstruktive Kommentare und Vorschlage
aus dem Teilnehmerkreis dankbar. Trotz des relativ vielféaltigen Spektrums an unterschiedlichen
Testsystemen unekonzepten werden wir uns nach Kraften bemuhen, die Teilnehmer bei den
zukUnftigen Ringversuchsrden mit aussagekraftigen Zertifikaten versorgen zu kénnen.

Im Kommentarfeld des Ergebnisformulars u.a. die Verwendung folgender Testkits aufgefihrt:
Seegene Allplex Genital ulcer (7x), Mikrogen ampliCube STD PanelsAéx)lex eazyplex STD
complete (3x),AmpliGnost M. hominis (2x), Seegene Anyplex STIDetection (2x),AB
Analytica UU/UP (1x),AmpliSens W/UP/TV/IMG/MH/GV (1x), AID RDB 2110 STD (1x),
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aprimeo Vivalytic STI (1x), AusDiagnostics Urogenital (1BIORON diagnostics RealLine
U.urealyt./ U. parum (1x), BioGx T. vaginalis (1x)BD Max T. vaginalis (1x),Fasttrack
Diagnostics T. pallidum (1x)Fast Track Diagnostics FTD Urethritis basic (1QeneProof
Ureaplasma/TYTP Kits (1x), GeneProof CT/NG/MG/MH Multiplex PCR Kit (1x)Genedia M.
genitalium (1x), HAIN Lifescience FluoroType ST(1x), Progenie RealCycler TPHD Kit (1x),
Roche COBAS TV / MG (1x)Sacace BiotechnologiesUMP/TVITP/MG/MH/GV (1x), TIB
Molbiol LightMix modular T. pallidum (1xund VIASURE (1x).

RV 560: Pneumocystis jirovecii

Dieser Ringversuch RV 560 Pilzgenomnachweis PCR/NRMeumocystis jirovecii ist
ausschlief3lich fur die Abprifung von NATgestutzten Methoden und Protokollezum
Direktnachweis  von  Pneumocystis  jiroveciDNA in geeigneten klinischen
Untersuchungsmateriali&onzipiert. Einige der positiven Proben innerhalb des ausgesandten 4
Sets werden daher typischerweigelativ geringe Mengen der entsprechenden Zielorganismen
enthalten. Zum orientierenden Herantasten an die unteren Nachweisgrenzen der im Anwenderkreis
etablierten PCR/NATestlitzten Testsysteme enthielt das aktuelle Set zwei positive Proben (siehe
Tabelle 1): eine Probe mit relativ hoher Menge an Zielorganismen (# 201B&éumocystis
jirovecii, ca. X10° Organismen/m), eine Probe mit einer geringerdenge (# 2051604;
Pneumocystis jiroveciica. x10* Organismen/mL)sowie zwei Proben ohne Zielorganismen (#
2015602 und # 2015603) aber faitcoliund einer Suspension aus humanen Zellen.

Die beiden negativen Prober2815603und #2015602wurden erfrelicherweise mit einebzw.

zwei Ausnahme von allen Teilnehmern kaekt als negativ furPneumocystis jiroveciDNA
befundet Im Vergleich zu den vorausgegangenen Ringversuchsrunden hat sich die Rate an falsch
positiven Ergebnissetiamiterneut leichtreduziert.Einer der Teilnehmer hat seine Ergebnisse bei
allen 4 Proben des aktuellen Sets als "fraglich” klassifizs&itden positiven Proben wurde Probe

# 201560 mit ~1x10° Organismen/mLdiesmalvon nahezuallen der insgesanttl8 Teilnehmer
korrektals positiv befundet

Etwas schlechter war die Ergebnislage firade zehnfactschwaches positive Probe 2015601

(ca. 1x10" Organismen/mL). Immerhirl07 von insgesamt 11&ilnehmende Laboratorien
berichteterhier ein korrektes, positives ErgebnBei einer Menge voi x 10* OrganismefmL an

P. jirovecii (entspricht cal00 Zielorganismenn dem fur PCRUntersuchungen typischerweise
prozessierten Probenvolumen von 100 ndhertman sich offenbar der unteren Nachweisgrenze
aktueller, durchschnittlic sensitiver PCR/NAT Testsysteme und den entsprechenden
Arbeitsablaufen zur Probenaufarbeitung und Temgldé& Praparation an. Aufgrund der relativ
geringen Menge an Zielorganismen in Prab015604 wurden die mitgeteilten Ergebnisse
diesmal nicht in die Bewertung fidie Zertifikate mit einbezogen. Dies ist auch durch die
durchgehend grau schraffierten Felder in Tabelielk&nnzeichnet.

Inhibitionskontrollen wurden von allen 18 Teilnehmern mitgefthrt, signifikante
Inhibitionsereignisse wareauchdiesmal nicht zu beobachten.

Im Kommentarfeld des Ergebnisformulars wurde unter Code [26] "Andere kommerzielle
Testsysteme" zusatzlich die Verwendung folgender Kits aufgef@hrpliSens P. jiroveic FRT

(2x), PathoNostics PneumoGeniids), VIASURE P. jiroved Real Time PCR Detection (2x) und
Ademtec MYCOgenie (1x).
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May 2020

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 toh4nd 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 accuracy of your individual results is indicated on your personal certificate issued by
INSTAND e.V., Dusseldorf, Germanyt{ached to this letter).

This highly desired scheme fexternal quality assessment (EQA&s activated in 2002 by the
German Society of Hygiene and Microbiold@®GHM) and is now organized by INSTAND e.V.,
Dusseldorf, Germany. As you can learn fromwiv.instand-ev.dée', this segment of their huge
proficiency testing program is open for diagnostic laboratories worldwide.

We are aiming at two validation rounds per year (spring and autumn), a reasonaitp gnid a
permanently expanding coverage oflex@ant bacterial pathogens. Any general or specific
comments on sample composition or suggestions on additional bacterial, fungal, or parasitic
organisms which should be covered are highly appreciated.

Please do not feel irritated by some strpogitive smples among the present set. To make
participants and ourselves familiar with the concept and the 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 dujyto rise at least some of the hurdles with every round of external validation.

Further information as well as the documented and analysatisre$ the past rounds of our
quality control and proficiency test program "Bacterial Genome Detection (POR) dan be
downloaded in form of pdfiles at "www.udereischl.de", subsection "INSTAND Ringversuche
(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 auailistyle.

Due to the growing number of international participants, we will further include a brief discussion
of the results in English (see the following pages). Hopefully you found this kind of external
validation benefitting and you will continue 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 mmaily e
"udo.reischl@kr.de"

With best personal regards,

b

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)

PD Dr. Dr. M. EhrenschwenderDr. M. Baier, Prof. Dr. M. Maal3, Dr. R. DumkeDr. V. Fingerle,
Prof. Dr. A. Sing, Dr. U. Busch, PD Dr. D. Frangoulidis, Dr. H. von ButtlaP,D Dr. G. Grass,
PD. Dr. H. Scholz, Dr. I. ReitetOwona, Dr. A. Anders
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Brief discussion of the current results (English version) for
the growing number of international participants:

MAY 2020

RV 530: Neisseria gonorrhoea& Chlamydia trachomatigGO & CT)

Despite the relatively low amounts @f. trachomatisand N. gonorrhoeaearget organisms in
selected samples of the current set, the availability of-est#lblished commercial an-house
PCR/NAT-assays has led to a high portion of correct results.

The current set of QC samples contained three samjileslifferentamountsof C. trachomatis
(~5x10" IFU/mL in sample #2015304 ~1x10* IFU/mL in sample #015303 and ~80° IFU/mL

in sample # 201530Q1as well asthree samples with different amountsNf gonorrhoeadarget
organisms: 5x10* CFU/mL in sample #015301 ~5x10° CFU/mL in sample #015304and
~5x10° CFU/mL in sample £015303

Due to the relatively highmounts ofC. trachomatigarget organisms in thtareepositive sample

of the current distributigrall but2 of the 269 participants reported correct positive CT restdts
samples# 2015301 # 201533 and# 201530 For theCT-negtive sample# 20153@, only 2
falsepositive resuls were noted Among the N. gonorrhoeasespecific results, falsaegative
results were reported (9 of the 267 participants for sampée? 20153@ and ## 20153@1, which
contained a relatively low number Nf gonorrhoeadarget organismss10? CFU/mL and 1x10°
CFU/mL, respectively next to a high amount oE. trachomatis(5x10* lU/mL). Also 6 false
positive results for the G@egative samplet 20153@ were reported by the participants.
Assuming a sequential processing of the 4 individual samples of the current set, contamination
events of the Géegative sampleZ” by target organissior PCR products of the positive sample

"1" is by far not unlikely in the current sample constellatids.a consequence, observation of
false-positive results should encourage the affected participants to review and optimize their DNA
extraction procedure and their G§pecific NAT-based test system.

Since the amount of target organisms in the-gaGitive smple # 20153Q could not be
considered as "extremely low", false negative results should also encourage the corresponding
participants to carefully investigate and optimize their GO specific lHAjed assays (or at least

the GOspecific components if theare using multiplex assaypncepts).

Inhibition controls were included hbyearly dl of the participants and no inhibitoric 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 tt269 participants

RV 531: Chlamydia trachomatis

The current set of QC samplesntained three positive samplés2015312with ~5x10* IFU/mL

of C. trachomatigarget organisms# 2015314 with ~410* IFU/mL and # 2015311 with &0’
IFU/mL. Sample# 2015313contained no target organisms but only human cell€adli cells.

As depicted in table 2, the reported results were generally correct fowoh€.ttrachomatis
positivesamplest 2015311 and # 2015312wo falsenegative results were observed fangple #
201534 of the current sef-or theC. trachomatisnegative samplé 2015313 containing only
noninfectious human alls andE.coli, falsepositive resul were observedby threelaboratories
among theé9 participants.

Assuming a sequeialiprocessing of the 4 individual samples of the current set, a contamination
event of the "negative" sampl&" by target organisnor PCR product carrgver from the
positive samples 1" or "2" might have occurredwithin the sample prep and amplification
workflow of the affectedlaboratores. In general, the observation @dlsepositive and/or false
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negativeresults should encourage the affected participants to review and optimize their DNA
extraction procedure and their €3pecific NAT-based test systerhlowever, his striking match

of the current results with observations and accuracy dhtgag the past distributions of our
EQAS scheme&anagainbe considered as an evidence for high reliability and consistency of the
applied assays and overall samplegessing.

Run controls were performed Imgarlyall of the 59 participants and inhibition events were not
observed this timdn this context, it should be noted, that we have not added putative inhibitory
substances into the samples of the currdistribution. Overall, a very good diagnostic
performance and no noticeable issues regarding sensitivity and specificity were observe@ for the
trachomatisspecific NAT assays used by th@ participants.

RV 532: Bordetella pertussis

The current set of QC samples contained one sample with a very high amddotdetella
pertussig# 2015323; £10° CFU/mL), one sample with an approximately tenfold lower number of
Bordetella pertussig# 2015321; £10° CFU/mL), as well as two samplesntaining only non
infected human cells arielscherichia coli(# 2015322 and # 2015324).

The availability of wellestablished commercial or-lrouse NATassays has led to a high portion
of correct results. Onlg of the B3 participants reported falgeosiive results for thé. pertussis
negative sample 201532 and four falsepositives were observed witB. pertussisegative
sample #2015324 The falsepositivity issue is probably due to contamination events in the course
of sample preparation or PCR/NAamplification. A cross reaction due to a possible low
specificity of the used PCR/NAT test system is unlikely, because the negative samples contained
only E. coli cells in the sample matrix as a kind of bacterial background. For san20&£583,

two falsenegative results were observatlith an amount of J0CFU/mL of B. pertussigarget
organisms, thealsenegative results can not be blamed on kbwer limit of detection of
appropriate test systems.

For the detection oB. pertussis mog participants used selfieveloped (in house) test systems
with inhibition and/or positive controlg.ccording to our report file®8 participating laboratories
indicated the use of th&5481 insertion sequencé4 the pertussis toxin coding gene a8d
participants mentionedribosomal genesas the PCR/NAT target regiorRun controls were
performed byall of the 153 participants and no inhibition events were observed with the samples
of the current distribution.

RV 533: Helicobacter pylori

The current set of QC samples contained three samples with a Clarithrewsistant
Helicobacter pyloriisolated from a patient in the course of an antibiotic therapy failure study in a
kind of dilution series. Sample # 2015332 contained approximatdlg® ©FU/mL, sample #
2015331 approximatelyx&0* CFU/mL and sample # 2015334 approximatet§Qf CFU/mL of

the respective target organisms.

The availability of well evaluated NAbased assays and the relatively high amount of target
organisms intwo of the threeHelicobacter pyloripositive samples @1533 and #201532) as

well as the reportetesultsfor the negative sample201533 led to positive predictive values of
100 %.Only for the very wealdelicobacter pyloripositive samplet 201533} (~ 1x10° CFU/mL)

8 falsenegative results and one result classified as "questionable” were reported.

As noted in the description of RV 533, clarithromycin resistance testing in the exathipghbri
isolates could be performed by participants on a voluntarg.bBlsis molecular resistance testing

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 by2 of the 51 participants. Withtwo exceptiors, all of the reportedesults were
correct.
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RV 534: EHEC / STEC

As discussed before, the main challenge in NosEed detection of EHEC / STEC is not the
detection of small amounts of target organisms, but rather the sophisticated analysis and typing of
different Shiga toxin genes and other putative pathogenicity (asctheeae gene encoding
intimin or thehlyA gene encoding enterohemolysin).

The current set of EQA samples contained three samples positive for EHEC: # 20584, (
1x10° CFU/mL, clinical isolatestx-, ste-, eae, hlyA- and O15%positive), #2015343 E. coli,

5x10° CFU/mL, clinical isolate stx | positive andeaepositive), and # 2015344( coli, 1x10°
CFU/mL, clinical isolatestx-positive). The other EHE@Gegative sample containech eae and
hlyA-negativeE. coliK12 strain (# 2015342).

With the exception of sample 2015343(stx -positive EHEC isolate)the availability of well
established NATbased assays and strategies for molecular differentiation resulted in high
accuracy rates for the two remaining samples. Consistently cogsedtsrwere reported by of

132 participants One of the simpleeasos for falsenegative results for thetx -positive EHEC
isolate (# 2015348) is probably the missing coverage of "rare" Skigan subtypes by the
common spectrum of routinely appli PCR/NAT assays or commercial EHEC PCR test kits
among the participating laboratories. It is wallown that thestx-2f encoding gene shows little if

any homology to other shiga toxin gene sequences. This is impressively demonstrated by the
inclusion ofthe stx2f-positive sample 2015343where only79 of the 132 participants reported
positive results for the presence of genes coding for shiga toxins.

Even if the relevance or the pathogenic potentiaste®f positive EHEC isolates is still under
dispute, their inclusion in the current EQA distribution could be classified as educational but not
mandatory Consequentlyye have noscored those (false) negatikesults for thestx2f-positive
sample #2015348 in the course of issuing the corresponding EQAS certificaldss is
characterized by the three grslyaded boxes in Table 2

Except two falseoositive results with the "negative" sample@&15342(containing areae and
hly-negativeE.coli K12 strair), which are presumably due to caoyer from the strong positive
sample20153L, the majorityof the remaining results reported by tI82 participants were correct

As in most of the participating laboratories, a NBdsed detection of shiga toxin codiggnes is

used primarily as a culture confirmation test most future positive samples will contain relatively
high amounts of target organisms. The focus will remain more on the analytical specificity of the
used test systems and less on the lower detelitminobtained.Partial or complete shig@xin
subtyping, eae, and hlyA-detection techniques were performed hi5 Iof the participating
laboratoriesWithin the samples of the current distribution, all of teported results were correct.
None of theparticipants observed significant inhibition of the NAGaction.

RV 535: Borrelia burgdorferi

Due to numerous requests, here a short note for our participants outside Europe: as this proficiency
testing panel is designed for a specific and sensitive detectiBnlafrgdorferisensu lato DNA,

the positive sampleslo not necessarily contain suspensions of “"prototype"” isolates Bof
burgdorferi sensu stricto and in many of thedsinual rounds of our external quality assessment
scheme (EQAS) alsmther B. burgdorferi genotypes or genospecies will be preseiin
individual samples.

The current set of QC samplesntained three samples wiB burgdorferisensu stricto organisms

in our proprietary matrix: sample # 2015351 (5kb@ganisms /ml), sample # 2015353 (5%10
organisms /ml) and sample # 2015352 (5xafanisms /ml). Sample # 28354 contained no
target organisms but only human cells &atoli cells.

With the exception o8B falsenegative results for sample2061532 (containing a relatively low
amount of5x10° organisms/mLof Borrelia target organisms), all participants reported correct
results for the four sampled the current EQAS distributioriThe falsenegative results should
prompt reevaluation of the assay sensitivity.
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Still approximately half of the participating laboratories used-delfeloped (iFhouse) tests with
inhibition and/or positive controls. None of the participants noted significant inhibition of the
NAT-reaction. There were also no significant differences in festformance 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 tesNAJ dfased methods

and protocols for direct detection of low amountsLefionella pneumophilfrom appropriate
clinical specimen (such as respiratory specimens for example). Individual samples may contain
relatively small amounts of the corresponding target organism. For this reason, participation is
promising only for diagnostic laboratories, wibave established a highly sensitive and specific
PCR/NAT-based method for the detectionLofpneumophildDNA or who want to evaluate their
method with the help of an external quality control.

The current set of QC samples contained two positive samptasLegionella pneumophila
serogroup 14 and serogroup 1 respectivél2@15361~1x10° CFU/mL and# 2015363~1x10"
CFU/mL) next toone sample containingegionella bozemanif# 2015364;~5x10* CFU/mL).
Sample # 2015362 contained no target organismsriythuman cells anH. colicells.

The L. pneumophilgpositive 1x10° and ~k10* CFU/mL) samplest 20153@ and ## 2015363

were correctly tested positive lyL9 of the 120 participating labeatories, respectively. Samp#e
2015364 which contained 5x10" CFU/mL of Legionella bozemanii was classified as false
positive by11 of the participating laboratories. Observirgjsepositive L. pneumophilaPCR

results for norpneumophilaLegionellaspp. should encourage the correspoding participants to
review and optimize the analytical specificity of thelr. bneumophilespecific" assays and/or
PCRprotocols.It should be mentioned that 8 of the 11 affected laboratories mentioned the use of
the canmercial ampliCube Respiratory Bacterial panel (Mikrogen), which detect Legionella only
on genus levelSowe will consider torestrict the corresponding certificaten the detection of
Legionellaspp. only.

All of the 120participants indicated the uséinternal or external inhibition controls in their assay
concepts and none of the investigated samples showed inhibition.

RV 537: Salmonella enterica

The current set of QC samples contained two samples Samonella entericaserovar
Typhimurium(sample # 2015371 withx10° CFU/ml, and sample # 2015372 witk1D* CFU/m.

No target organisms but onli colicells were present in samples # 2015373 and # 2015374.

Only one falsenegative result was reported for the positive sam@é¥6372 which ontained a
significant number ofSalmonella entericaserovar Typhimurium target organisms. For the
remaining three samples, only correct negative or positive PCR/NAT results were reported among
all of the D participating laboratories.

This indicates aamarkably high analytical sensitivity of the curr@atimonella entericapecific

PCR assays and an improved procedure with regard to the prevention of contamination events
during the individual sample preparation and PCR/NAT analytics in the particighfiggostic
laboratories.

RV 538: Listeria spp.

The current set of QC samples contained one sample without the corresponding target organisms
(# 2015383 only E. colicells), one sample positive far monocytogene@ 2015381 with~1x10°

CFU/mL) and one sample withisteria ivanovii(# 2015384with ~1x10* CFU/mL)) as aListeria

species other thah. monocytogenesThe fourth sample (#2015382)contained this time a
Streptococcus pneumoniagtrain (~5x10° CFU/mL). The Listeria nonocytogenesontaining
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sample (2015381) was correctly reported positive by blit oneof the 42 participating diagnostic
laboratories. In addition, thénegativé E. coli containing sample #015383 was correctly
identified as negative by agflarticipants Thirty-sevenof the 42 participants indicated the use of
Listeria monocytogenespecific PCR/NAT assays, which is reflected by the high number of
fif adesgati veod r es @01EB4, cohtaiminglxld' EpU/nel oftListeria ivanovii
organisms. However, asoted in theprotocol booklet, participants using-. monocytogenes
specific PCR/NATassaysnay indicatethis fact in the electronic report forrtn this case(false)
negative results for nehisteria monocytogenespecies do not negatively affect issuing the
corresponding QC certificates. In sum, the current results indicate a remarkably high analytical
sensitivity of the currerit. monocytogenespecific PCR assays.

RV 539: MRSA

The concept of this proficiencedting series is designed to determine the analytical sensitivity and
specificity of NAT-based assays for the direct detection of MRSA DNA in typical clinical sample
material. With the development and composition of the corresponding sample materialatwe wa
to mimic the situation of processing clinical samples like wound or nasal swabs, so the lyophilized
samples usually contain low amounts of target organisms in a background of human cells and
other components. It is therefore important to note that Ngshys designed mainly for MRSA
culture confirmation purposes may fail due to the low number of MRSA organisms in individual
samples of the QC set. Despite of one sample containing an MSSA isolate together with a
methicillin resistant coagulase negatsphylococcuspecies and one sample containingecC
positive MRSA isol at e, no "difficult" or #Ain;
All 298 patrticipants consistently reported correct results for 3 of 4 samples this time.

Sample # 2015391 of the current set contained a mixtu® aureusMSSA, PVL-negative,

~1x1® CFU/mL) and a CoNS strainS( epidermidis mecApositive, ~1x1® CFU/mL). One

sample of the current set (# 2015394) contained no target organisms bkt avllycells. Sample

# 2015392 contained a relatively high number ahecC positive and methicillin resistant S.

aureus isolate (MRSA, PVL-negative, spa:t10009;5x10° CFU/mL) and sample #015393
contained a typical MRSA isolate (MRSA, P¥legative; 5x10° CFU/mL).

The MRSA negative sample2015394wascorrectly reported negativey 278 of 281 participants

with their MRSAspecific PCR/NAT-assays Only three participans observed a false positive

result, which may have probably been caused by contamination with MRSA DNA during the
sample preparation, amplification or detection. Fortunately, for the positive MRSA sample #
2015393 positive results were reported by neailyo the 21 participants. Tireefalse-negative

results were reported anghe participant classifiedt h e i r results as Aque
participants are encouraged to analyse and optimize R@ERNAT-based assays, because the
amount of MRSA targeorganisms%x10* CFU/mL) was not abnormally low.

For the sample 2015391 which contained a MSSA isolate together with a Methicillin resistant
coagulasenegative Staphylococcusspecies, 22 of all 281 participants reported their results
correct SAneagatiiMRar tainadi pants c¢lassified the r
these8 participants indicated the use of test systems, which are based on a separated detection of
the mecAgene ands.aureusspecific target genes. In this case, the origin ofntleeAtarget gene

cannot definitively be correlated with ti® aureusor the coagulaseegative Staphylococcus
speci es. Regarding this aspect, i q uhese assagsn a b |
The remaining 21participants reported falgmsitive results for MRSA for sample 201539,
containing a mixture of a MSSA isolate and a methiciléristant coagulase negative
Staphylococcuspecies. These patrticipants are encouraged tigsanthe suitability of their test
systems, as the described constellation is a relatively common scendhie foolecular detection

of MRSA in clinical swabs or other sample typds depicted in tale 3, most of theparticipants
indicating the use dBCCmechasedPCRNAT -assays for the detection of MRSA reported correct
(MRSA-negative) resultbor sample #£201539.
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The overall poor assay performance for MRSA positive sam@@1%392is quickly explained
after taking a closer look on tlgenetic constiation of this particular clinical isolatex S. aureus
patient isolate, where the phenotypic resistance for Oxacillin is not encoded by the Huscal”
gene, but the genetically distinetecCgene.These sporadically observed Oxacillin resistant
aureus strains harbor all commonly used genetic markers on the genome,léveluding the
SCCmearfX region But on nucleotidesequence level, these MRSA strains clearly differ from
isolates harboring the "popularhecA gene in their genome and are carryiagresistance
mediatingmecCgene instead with a strongly divergent gene sequenaedifierentnucleotide
sequence inevitably lead to falsegative results for MRSA in all commercial or-house
SCOmecbased PCR test systems, which weread#pted to the detection of theecCgene. As
expected, the MRSA isolate in sampl@@15392wasonly tested MRSA positivéy participants
using PCR/NAT assaysyet "udated" for the inclusion of theedC gene Even if suchmecC
positive MRSA isolates aneat frequently encountered in routine practittas EQAS distribution
should draw @iention to the possible occurrence of suacCpositive MRSA isolates.

Sincethe need to cover such MRSA isolatissstill under dispute, their inclusion in the current
panel is still classified as educational but not mandat@gnsequentlyywe have noscored those
(false) negativeMRSA resultsin sample #201532 in the course of issuing the corresponding
EQAS certificatesThis is characterized by the three gshaded boxes in Table 2

Overall, it should be noted thatgain,a pleasingly large proportion of participants reported a
correct result, predominantly correctly positive results for one positive sample and lgorrect
negative findings for the 2 MRSA negative samples. This indicates excellent sample workup
functioning of laboratorspecific prevention measures to avoid the risk of contamination and
carry-over events.

Also, an optional molecular detection of putatpathogenicity factoPVL (Panton-Valentine
Leukocidin) or its coding gendukF/S-PV was inquired. Corresponding results were reported by
87 of the total 28 participating laboratories and within the current distribution, the results for the
molecular PVL testing were correct in all but one casiditional information can be found at:
Linde, H.J. and N. Lehn (2005) Dtschled. Wochenschr. 130:232401; or Wite, 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 found at: Eur. J. Gliticrobiol. Inf. Dis. (2007) 26:1311.35.

In addition,even a number afommercial reatime PCR assays reliably targeting Pgenes in
MRSA and MSSA isolates are available in the meantime.

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. pneumoniaanigen detection in clinical specimens or other serological assays will
fail due b the low number of. pneumoniaefected cells in individual samples of the QC set.

The current set of QC samples contained two samples positiv€. fpneumoniaeSample#
2015402 was spiked with~5x10 IFU/ mL of C. pneumoniaewhereas sample # 201310
contained an approximately hundred fold lower amounCofpneumoniag~1x10* IFU/mL).
Sample# 2015404contained significant numbers blaemophilus influenzag-1x10° CFU/mL).

Only E. coliand human cells were present in samp®#401

As depicted in table 2, aif the 138 currentparticipants reported correpbsitive results for the

very strongpositive C. pneumoniasample# 2015402(5x10° IFU/mL) and also ér samplet#
20154@, which contained an approximatédifty -fold lower number of target organisnior both

of the C. pneumoniaeegative samples in the current distributi¢n20154@ and #201540

(where the latter sampl@itainedsignificantamountsof Haemophilus influenzag kind of assay
specificity challege), all but one laboratories reped correct negative results. Thangle
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sporadically observed falqmositive result could be due to simple (cFps®Ntaminatiorevents in
the course of sample processing and extrackoom the methodical point of view, a severess
reactivity of C. pneumoniaspecific NAT/PCRassays withH. influenzaeDNA seems to be
unlikely. This false-positive result however,may prompt investigations and improvement of the
preanalytical workupassay concepts and/or the 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 tloirect detection of

M. pneumoniaein typical sample material. With the development and composition of the
corresponding samplmaterials,we want to mimic the situation of processing typical clinical
samples like BAL or other respiratory materials. 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. As a consequence, diagnostic assays desighkd for
pneumoniaentigen detection in clinical specimens or other serological assays will fail due to the
low number ofM. pneumoniaénfected cells in individual samples of the RV15distributions.

The current set of QC samples contained Mvgneumoniag@ositive samples.

A relatively high amount ofl. pneumoniaé~5x10° genome copies/mL) was presensample #
2015411 and an approximately hundredfold lower amouri¥l.opneumoniag~5x10° genome
copies/mL) was present in sampgie2015414. Sample # 2015413 was designed to monitor assay
specificity: it contained a considerable amountGiflamydia pneumoniaerganisms(~5x10°
IFU/mL). The set was completed by sample # 2015412, which contained only human cells and a
considerable amount &. coliorganisms.

As observed during the past distributions of our EQAS schemé&iyooplasma pneumoniae
PCR/NAT detectionthe availability of weHestablished commercial or-housePCR/NAT-assays

has led to a high percentage of correct results. Amoniylthimeumoniaepecific results reported

by the B0 participants, albut 2 laboratories reported correct positive results for the relatively
high positive sample 2015411, and all but 6 participantgeported correct positiveCR/NAT

results for thepproximately hundretbld weakerM. pneumoniagoositive sample # 2@GU14.

Sample# 201543, which containedsx 10° IFU/mL of Chlamydia pneumoniaewas tested
correctly negative by33 of the 160 participants Six participants reported falggositive results for

the C. pneumoniasample,which could be due to shortcomings in analytispécificity or just
crosscontamination eventsn the course of sample preparation, amplification or amplicon
detection steps. The affected laboratories are encouraged to improve their diagnostic workflow or
to check the analytical specificity of their PCR/NAT assajgewise, this hint holds true fahe 6
participants who reported falgmsitive results for samplé 2015412 of the current sefno target
organisms but only nemfected human cells artel colicells).

With the exception of one participant, who indicated inhibition events with alihglea, @ other
noticeable problemsvere experiencedavith the current set of QC samples and a good overall
correlation with the expected resultasobserved.

RV 542: Coxiella burnetii & Bacillus anthracis

General note to our participants: the concept ofakiernal quality assessment scheme (EQAS)
designed to determine the analytical sensitivity and specificity of-N&Sed assaysr the direct
detection of C. burnetii DNA and/orBacillus anthracisDNA in typical sample material. With

the development and composition of the corresponding sample materials we aimed to mimic the
situation of processing typical clinical samples. So the lyophilized samples may contain low
amounts of target organisms in aurat background of human cells and other components
typically present in patient specimens.

The current set 0EQAS samples (table 1) contained two samples with different amour@s of
burnetii organisms (~#10 genome copies/mlin sample # 2015423 and xiI°’ genome

Seite 32 von 67



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

copies/mL in samplét 2015421), one sample with xd0* genome copies/miof B. anthracis

strain UR1 (sample # 2015421) and one sample witkl®1genome copies/mbf aB. anthracis

STI vaccine strain (sample # 2015424). Sample # 2015422 corthianly human cells and a
considerable amount &. coliorganisms.

For convenient data presentation and analysis, we decided to depict the PGRAWAS for each
target organisms within this combined EQAS scheme in two separate tables: please s@e tables
and 3 for theC. burnetitspecific results and tables 4 and 5 forBhenthracisspecific results.

Coxiella burnetii:

The relatively high amount1&10° genome copies/mL) o€. burnetii organisms insample #
201542 was correctly reported by aif the current participantd he terfold lower concentration
of target organismé sample #015423was correctl y i dedrofithted8ed as
participating laboratoriesT h e t wo i n e g a201i542¢contaged mp\E. edi, and #
201542 contained onlyB. anthraci3 were correctly reported as negative by hilt two
participants and two participants classified their results as "questionable". Laboratanes
reported falsgoositive results for théatter two samplesvhich couldbe due to shortcomings in
analytical specificity or just crossontamination eventén the course of sample preparation,
amplification or amplicon detection ste@seencouraged to improve their diagnostic workflow or
to check the analytical specificity their PCR/NAT assays.

Overall, there were no noticeable problems with the current s&QAS samples and a good
correlation with the expected results was observed.

Bacillus anthracis:

All participants correctly reported negative results for the sampl2815422and # 2015423
which did not contairB. anthracistarget organism The positive sample 201542 containing
~1x10° genome copies/mlof B. anthracisstrain Sti was correctly reported by alif the 27
participaing laboratoriesThis particular strain is positive for tH& anthracisspecific markers
rpoB (or dhp6) andpagAand al s o cootedive amigenl teidhafi and edenm
encoding plasmid pXO1, but not the virulence plasmid pXO2.

The secongbositive sample 2015421 (~1x10* genome copies/mL d&. anthracispatientstrain

UR-1) was correctly reportely all but one of the participantd/ith the completion ofhis round

of external quality assessmeldtandardized 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 t&@wS programcoordinator (U. Reischl).

RV 543: Francisella tularensis& Brucella spp.

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 F. tularensisDNA and Brucella spp. DNA in typical sample material With the development

and composition of the corresponding sample materials we aim to mimic the situation of
processing typical clinical samples. So the lyophilized samples may contain low amourgetof ta
organisms in a natural background of human cells and other components typically present in
patient specimens.

The current set oEQAS samples (table 1) contained two samples with different amourfs of
tularensissubsp tularensisDNA (~1x10° CFU/mL in sample #015433and~1x10* CFU/mL in

sample #2015434, two samples with different amounts Bf melitensisDNA (~1x10° CFU/mLin

sample #015432and ~k10* CFU/mL in sample #2015434. Sample #015431contained only
human cells and a considerable amourk.afoli organisms.

Francisella tularensis:
Similar tomany of thepast distributions, the positive samp#801543 (~1x10 CFU/mL of F.
tularensissubsp. tularensjsand #2015434(~1x10" CFU/mL of F. tularensissubsp. tularensjs
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were correctly tested positive lyl of the 33participating laboratoriegespectivelyAs a notable
improvement to some of our previous EQAiStributions,also theF. tularensisnegative samples
# 201543 and #201542 wereconsistentlyreported as negative by all of the current participants.
This indicates a remarkably high analytical sensitivity of the cuffemtilarensisspecific PCR
assays and ambviousimprovementwith regard to preventg carryover or othercontamination
events during the individual sample preparation and PCR/NAT sewmly the participating
diagnostic laboratoriesAll laboratoriesindicated the use o&ppropriateinternal or external
inhibition controls in their assay conceptalanone of the investigated samples showed inhibition.

Brucella spp.:

In accordance to the previously discussed result constellatiBntofarensisspecific NAT/PCR
assays the B. melitensispositive samplest 201542 and# 201543, as well as thehe B.
melitensisnegative samples# 201543 and # 201543, were correctly reported byhe 30
participating laboratoriesvithin the current distribution of RV 542None of the participants
observed an inhibition of the nucleic acid amplificati@dverall, there were no noticeable
problems with the current set BQAS samples and a good correlation with the expected results
was observed.

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 direct detection of carbapenemase genes from DNA preparati@menobacteralesulture
isolates.

As shown in table 1, the current set contained three samples with different carbapenem resistant
Enterobacteralessample # 2015441 containédebsiella pneumoniagvith an OXA232 gene
(~1x10" genome copies/mL), samp#e2015442 containeBnterobacter cloacaeomplex with an

IMI -2 gene £1x10” genome copies/mL), sample # 2015444 contained a NEpdsitive Serratia
marcescenssolate ¢1x10° genome copies/mL). The fourth sample # 2015443 was designed as
negative control and contained oy coliwithout carbapenemase genes.

All but two participating laboratories reported gden# 2015441 and sample #20454s
Acar bapenemasei rpdo sfi pa svietdi.v eToEeteraldgielr cloacdeor@p@x 5 4 4 2
with an IMI-2 gene) was correctly reported by only 14 of the 89 participants. Apparently, most of
the assays currently used for molecular detection of carbapenemase genes lack tBisTdis!|
limitation should be kept in mind when discrepancies between phenotypic and molecular testing of
carbapenem susceptibility ariddll -2 belongs to the group of serinearbapenemasesand is
predominantly found irEnterobacterspp. Its number has increasedep the past few years in
Germany and it is often associated with a colistin resistance.

For sample # 2015443, which contained carbapenemagativeE. coli K12, two falsepositive

and one questionable result were reported.

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 thedevelopment and composition of the
corresponding sample materials we want to mimic the situation of progetygical clinical
samples. e lyophilized samples may contain low amounts of target organisms in a natural
background of human cells and othempmnents typically present in patient specimens.

The current set of QC samples contained ti@mestridium difficile positive samples: sample #
2015452 with ~%10° CFU/mL, sample # 2015453 with x50 CFU/mL, andsample# 2015451

with ~B5x10° CFU/mL Sample#t 2015454 contained only human cells and a considerable amount
of E. coliorganismsThe samples 201542 and #20154% containing relatively high amounts of
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C. difficile (5x10° CFU/mL and~5x10* CFU/mL) were corretly reported agpositive' by 179and
177 of the 181 participating laboratories, respectively. Fam@gative results should prompt a
thorough evaluation of the test system and the workflow. The lattiefiisitely warranted for the
participantreportinga falsepositive resulfor sample #0154%}, containing onlyE. coli, but no
target organismAs aossreaction of the applied test system wih coli DNA is unlikely,
probablycrosscontamination during the process of sample preparation and analgsissegtive.
Sample #201548 with the lowest amount of target organism50° CFU/mL) was correctly
identified as positive byl77 participants. Again a falseegative result should prompt-re
assessment of the sensitivity of the used test sygi#iniout 2 participants include@ppropriate
cortrols to monitor DNA extraction and/or deteanhibition 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 huntaitls and other components typically present in
patient specimens.

Sample # 2015464 of the current set contamedlatively high amount dEnterococcus faecium

vanA (~1x18 CFU/mL) and sample # 2015461 containea approximately ten fold higher
amount of Enterococcus faeciunvanB (~5x10 CFU/mL). Sample # 2015463 contained
Enterococcus faecalis-1x10 CFU/mL) and sample # 201546®8ntained no target organisms but
only human cells and. colicells.

All of the 68 patrticipating laboratories correctly rejgal positive results for sample2915464.

The second 6épositived sample (# 2015461) was
reported dedicated vanA/vanB identifications for these two samples were with a single exception
correct. Comparedo previous EQAS distributions, the number of fghesitive results for the
O6negatived sampl es (# 2 0Al hudoBeparticipant ingludedcdnBols6 3 )
to detect inhibitions of the PCR reaction. Significant inhibitory events mearesported.

RV 547: Urogenital Panel

The concept of this novel EQASanel for the detection of the most prominent urogential
pathogens was recently established to meet the demands of current and future multiplex PCR/NAT
assay conceptsMaking some helpful experiences during thdot phase of two previous
distributions, we are starting with our first "regutbstributior' in the current round.

Regarding the statistical analysis, data presentation and results discussiane still inthe
learning phase to optimize the informative and intuitive depiction of the complex result
constellations as well as developing a rational scheme for issuing individual certificates for the
participants.

The results reported bthe 88 patticipants aredepicted in Table2 to 7 and a good overall
correlation between the expected results (Table 1) and the reported results was oBseflyed.

only sporadic falsemegative or fals@ositive results were observed. For examfaésepositive
Trichomonas vginalis DNA and Gardnerella vaginalisDNA resuls were reported by one
participantfor sample #20154740f the current 4ampleset, whichcould probably be due to
crosscontamination eventsn the course of sample ma&ration, amplification or amplicon
detection steps.

The online results input mastf RV 547 distributionsow contain extra field where participants
should specify the theoretical pathogen spectrum of their individual assay conceptexirhis
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informationwill help to consider andairly assesshe broad spectrum of different commercial and
in-housePCR/NAT assays regarding species coverage, differentiation and mutigplakilities

RV 560: Pneumocystis jirovecii

General note to our participants: the concepthi$ proficiency testing serieis designed to
determine the analytical sensitivity and specificity of NBdsed assayfer the direct detection

of P. jirovecii DNA in typical sample material. With the development and composition of the
corresponding samplmaterials 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 humaretls and other components typically present in patient specimens.

The latest set of QC samples contained two positive specimens (see Table 1). A relatively high
amount ofPneumocystis jirovec{1x10° organisms/mL) was present in sample # 2015601 and an
approximately tenfold lower amount d®neumocystis jiroveci{~1x10' organisms/mL) was
present in sample # 2051604. The set was complet®l Jioveciinegative samples # 2015602
and # 2015603, which contained only human cells and a considerable amBuobbbrganisms
next to the lyophilization matrixSample #2015®1 of the current distributigrwhich contained

the highest amount &. jirovecii target organis® (~x10° organisms/m). and samplét 2015604
with atenfold lower concentration dP. jirovecii, wereclassified aspositive" by117and107 of

the 118 participating laboratories, respectivelybserving falsanegative results, whicbould be

due to a loss of template DNA during faealytical sample preparation proceduredimited
analytical sensitivity of the entire PCR/NAT workfloghouldencouragehe affected laboratories

to check tleir individual procedures for overall diagnostic sensitivitwo laboratores reported a
falsepositive result for sample 20156@, and one laboratory for sample 20156@, both
containingno target organisms but onB. coli cells and our sample matribAll but one of the
participants includedappropriate DNA extraction and PCR inhibitiazontrols. Significant
inhibitory events were not reported.

Overall, there were no noticeable prebids with the current set of Q€amples and a good
correlation with the expected results was observed.

Seite 36 von 67



MOLEKULARE DIAGNOSTIK
Prof. Dr. Udo Reischl

Institut fur Medizinische Mikrobiologie und Hygiene
Universitatsklinikum Regensburg (UKR)

PCR-/NAT C. trachomatis & GO
(RV 530) Mai 2020

1S

=

=
=
2

=
Vs

@

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

Erwartet / expected | Probenzusammensetzung / Sample composition
Chlamydia trachomatis (~ 5x10° IFU/mL)
2015301 e Neisseria gonorrhoeae (~ 5x10* CFU/mL)
2015302 ATA Escherichia coli K12
Chlamydia trachomatis (~ 1x10% IFU/mL)
2015303 1/ (+) Neisseria gonorrhoeae (~ 5x10° CFU/mL)
Chlamydia trachomatis (~ 5x10% IFU/mL)
2015304 Tl Neisseria gonorrhoeae (~ 1x10° CFU/mL)

Tabelle 2: 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 =269 Probennummer (sample no.) Inhibition
S S 3 S S| S| 3| &
Setund 2 83| 8|3 2883
Result — — — — — i — —
o o o o o o o o
(qV} AN AN (qV} (V) (QV} (qV} AN
Positiv 268 2 267 269 n.d. 2 2 2 2
Negativ 0o | 267 | 2 | o | |Nein/|267 | 267|267 267
Fraglich jal
Questionable 1 0 0 0 yes 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 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.

NAT richtig positiv NAT richtig
True positive results negativ
NAT-Methode 2015301 2015302 2015303 2015304
[Code] (total number *)
Absolut % Absolut % Absolut % Absolut %
Absolute Absolute Absolute Absolute
Abbott RealTime CT (n = 28) 28 |100)| 28 |100| 28 |100 28 100
BD MAX CT (n = 18) 18 |100| 17 94 18 |100 18 100
Cepheid Xpert CT (n = 38) 38 |100f 38 |100| 38 |100 37 97
GeneProof C.trachomatis (n = 6) 6 100 6 100 6 100 6 100
HAIN FluoroType CT (n = 22) 22 |100| 22 |100| 22 |100 22 100
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Hologic Aptima Combo 2 assay (n = 9) 9 100 9 100 9 100 9 100
Roche COBAS CT (n = 61) 61 |100| 60 98 61 |100 60 98
Seegene Allplex STI Essential (n = 11) 11 100 11 100 11 100 11 100
Seegene Anyplex Il STI-7 Detect. (n =6) 100 100 100 100
LightMix CT (n = 6) 100 100 100 100
Other commercial tests (n = 51) 50 98 51 |100} 51 |100 51 100
In house PCR assay (n = 13) 13 100 13 |100| 13 |100 13 100

Tabelle 4: Haufigkeit der Mitteilung verschiedener Befunde. Anmerkung: in dieser
Tabelle sind nur die Ergebnisse fur Neisseria gonorrhoeae dargestellt.

Absolute numbers of reported individual results. Note: only the N. gonorrhoeae-specific

results are depicted in this table

n =267 Probennummer (sample no.) Inhibition
S S 3 S 5| 8| 38| 3
pefund 2 8| 8|8 218 8|8
Result — — — - — — — —
o o o o o o o o
(q\| [\ [\ (q\| (q\| (q\| (q\| N
Positiv 262 6 250 255 n.d. 2 2 2 2
Negativ 5 | 261 | 17 | 129 | €N/ | 265 | 265 | 265 | 265
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 fir 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.

NAT richtig positiv NAT richtig

True positive results negativ
NAT-Methode 2015301 2015303 2015304 2015302
[Code] (total number ) Absolut % Absolut % Absolut % Absolut %

Absolute Absolute Absolute Absolute

Abbott RealTime NG (n = 28) 28 |100| 28 |[100| 28 |100 26 93
BD MAX NG (n = 17) 17 |100| 16 94 17 |100 17 100
Cepheid Xpert NG (n = 34) 34 100 34 |100| 34 100 34 100
GeneProof N. gonorrhoeae (n = 6) 6 100 6 100 6 100 5 83
HAIN FluoroType NG (n = 22) 21 95 22 100} 22 |100 21 95
Hologic Aptima Combo 2 assay (n = 8) 8 100 1 13 1 13 8 100
Roche COBAS NG (n = 62) 61 96 61 98 62 |100 60 97
Seegene Allplex STI Essential (n = 11) 11 100 11 100 11 100 11 100
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Seegene Anyplex Il STI-7 Detect. (n =6) 100 100 100 6 100
LightMix NG (n = 6) 100 100 100 6 100
Other commercial tests (n = 55) 53 96 48 87 50 91 55 100
In house PCR assay (n =12) 11 92 11 92 12 100 12 100

Comments: Y As samples #2015303 and #2015304 contained a low number of Neisseria gonorrhoeae target

organi sms,

negati ve

PCR

resul ts

were not rated
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PCR-/NAT Chlamydia trachomatis
(RV 531) Mai 2020

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

Erwartet / expected | Probenzusammensetzung / Sample composition
2015311 + 61 |Chlamydiatrachomatis (~ 5x10° IFU/mL)
2015312 +++ 61 |Chlamydiatrachomatis (~ 5x10* IFU/mL)
2015313 1] 62 |Escherichiacoli K12
2015314 ++ 61 |Chlamydiatrachomatis (~ 1x10* IFU/mL)

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

n =59 Probennummer (Sample no.) Inhibition
o S a9 S 41313 3
Befund 208 | 8 | 8 2188 8
Result =) S S o S| S| 32| o
(qV} AN AN (qV} (V) (q\] (q\] (q\]
Positiv 59 59 3 57 n.d. 2 2 2 2
Negativ 0 0 56 | 2 neih | 57 | 57 | 57| 57
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
True positive results negativ
NAT-Methode 2015311 2015312 2015314 2015313
[Code] (total number *)
Absolut % Absolut % Absolut % Absolut %
Absolute Absolute Absolute Absolute
BD MAX CT (n = 4) 4 100 4 100 4 100 4 100
BD ProbeTec (n = 3) 3 100 3 100 3 100 3 100
Cepheid Xpert CT (n = 3) 3 100 3 100 3 100 3 100
GeneProof C.trachomatis (n = 7) 7 100 7 100 7 100 7 100
HAIN FluoroType CT (n = 12) 12 100 12 |100| 12 100 12 100
LightMix CT (n = 5) 5 100 5 100 5 100 5 100
Other commercial tests (n = 17) 17 100 17 |100( 15 88 14 82
In house PCR assay (n = 8) 8 100 8 100 8 100 8 100
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PCR-/NAT Bordetella pertussis
(RV 532) Mai 2020

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

Erwartet / expected | Probenzusammensetzung / Sample composition
2015321 +++ 61 |Bordetella pertussis (~ 1x10° CFU/mL)
2015322 %] 62 |Escherichiacoli K12
2015323 ++++ 61 |Bordetella pertussis (~ 1x10° CFU/mL)
2015324 %) 62 |Escherichiacoli K12

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

n =153 Probennummer (Sample no.) Inhibition
— AN ™ < — QY (42) <
Befund o o o o o o | o o
Result 9 9 9 9 31212 3
o o o o o o o o
(QV (qV (qV (QV (qV (Q\/ (Q\/ (qV
Positiv 153 2 151 4 n.d. 0 0 0 0
Negativ 0 | 151 | 2 | 149 | NS 1153|153 |153| 153
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
True positive results True negative results
MR UHmneeie 2015321 | 2015323 | 2015322 | 2015324
[Code] (total number *)
Absolut % Absolut % Absolut % Absolut %
Absolute Absolute Absolute Absolute
AID CAP Bacteria (n = 6) 6 100 6 100 6 100 6 100
AmpliGnost B.pert./ B.parapert. (n = 4) 4 100 4 100 4 100 4 100
BioGX Bord. Speciation plus toxin (n = 4) 4 100 4 100 3 75 4 100
Diagenode B.pert. / B.parapert. (n = 5) 5 100 5 100 5 100 5 100
GeneProof B.pert./B.parapert. (n =8) 8 100 8 100 8 100 8 100
HAIN FluoroType Bordetella (n = 9) 9 100 9 100 9 100 8 89
Seegene Allplex Resp. Panel 4 (n = 8) 8 100 8 100 8 100 8 100
LightMix B.pert. (n = 12) 12 100 12 100 12 100 12 100
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RIDAGENE Bordetella (n = 21) 21 |[100)| 21 100} 21 100 21 |100
Other commercial tests (n = 39) 39 100| 37 95 39 100| 38 97
In house PCR assay (n = 37) 37 |100| 37 |100| 36 97 35 95
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PCR-/NAT Helicobacter pylori e S N
(RV 533) Mai 2020 RS 4
Tabelle 1: Probenzusammensetzung und erwartetes Ergebnis.
Sample composition and expected results.
Erwartet / expected | Probenzusammensetzung / Sample composition
Helicobacter pylori (~ 5x10* CFU/mL)
2015331 ++ 61/71 | Clarithromycin resistant (GGA mut. in 23S rDNA)
Helicobacter pylori (~ 5x10°> CFU/mL)
2015332 o 617 Clarithromycin resistant (GGA mut. in 23S rDNA)
2015333 %] 62 |Escherichiacoli K12
Helicobacter pylori (~ 1x10° CFU/mL)
2015334 + 61/71 Clarithromycin resistant (GGA mut. in 23S rDNA)
Tabelle 2: Haufigkeit der Mitteilung verschiedener Befunde.
Absolute numbers of reported individual results.
n=51 Probennummer (Sample no.) Inhibition
- N ) < — N ) <t
Result - — — — — — — —
o o o o o o o o
N N N N N N N N
Positiv 51V | 51Y 0 |429?] |nd. 0|0 |0]| O
Negativ 0 0 51 | 8 | | | 51|51 |51 51
Fraglich 2) ja
Questionable 0 0 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 richtig positiv NAT richtig
True positive results negativ
AL eineee 2015331 | 2015332 | 2015334 | 2015333
[Code] (total number *)
Absolut % Absolut % Absolut % Absolut %
Absolute Absolute Absolute Absolute
HAIN GenoType HelicoDR (n = 20) 20 [100f 20 |100| 14 70 20 100
Ingenetix H.pylori ClariRes (n = 3) 3 100 3 100 3 100 3 100
RIDAGENE H.pylori (n = 4) 100 100 100 100
Other commercial tests (n = 11) 11 100 11 100 10 91 11 100
In house PCR assay (n = 13) 13 100 13 |100| 11 84 13 100

1 Forty-two of the 51 participants reported results for molecular Clarithromycin-susceptibility testing.
With the exception of 2 laboratories, all reported results were correct.
As sample # 2025334 contained a low number of Helicobacter pylory target organisms, negative
PCR results were notveratiead tifi &l. EQABegla stri buti on

Comments:
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PCR-/NAT EHEC/STEC . Sy
(RV 534) Mai 2020 RS .
= w
Tabelle 1: Probenzusammensetzung und erwartetes Ergebnis.
Sample composition and expected results.
Erwartet / expected |Probenzusammensetzung / Sample composition
EHEC (~1x10° CFU/mL)
2015341 +t 61 /71727778 (stx-1, stx-2, eae, hlyA and O157 positive)
2015342 %] 62 Escherichia coli K12 (negative for eae and hlyA)
- 4
2015343 | ++ 61/7677 |EHEC (-5x10° CFU/mML)
(stx-2f and eae positive)
— 5
2015344 | ++ 61/71 | EHEC (~1x10°CFU/mL)
(stx-1 positive)
Tabelle 2: Haufigkeit der Mitteilung verschiedener Befunde.
Absolute numbers of reported individual results.
n =132 Probennummer (Sample no.) Inhibition
— I ) < — N ) <t
<t <t < < <t <t < <
Befund ™ ™ ™ ™M ™ ™ ™ ™
Result 9 9 9 9 21313 2
o o o o o o o o
~ N N ~ ~ ~ ~ ~
Positiv 130V | 2 799 | 131Y | |n.d. O] 0| 0] O
Negativ 2 | 130 | 53 1 nein 1132|132 | 132 132
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 true positive and true negative results.
NAT richtig positiv NAT richtig
True positive results negativ
NATIEICEE 2015341 | 2015343 | 2015344 | 2015342
[Code] (total number *)
Absolut % Absolut % Absolut % Absolut %
Absolute ° | Absolute ° | Absolute ° Absolute °
BD MAX Enteric Bacterial Panel (n = 4) 4 100 0 0 4 100 4 100
HAIN GenoType EHEC (n = 21) 20 95 6 29 21 (100 20 95
Seegene Allplex Gast. Bacteria Il (n = 5) 100 0 0 100 100
LightMix Modular stx-1/stx-2/eae (n = 6) 83 6 100 100 83
RIDAGENE (n = 40) 40 |100f 40 |100} 40 |100 40 100
Other commercial tests (n = 16) 16 |100 6 38 16 |[100 16 100
In house PCR assay (n = 40) 40 100 21 53 39 98 40 100

Comments: Y Partial or complete shiga toxin subtyping, eae-, and hlyA-detection was performed by 115
laboratories. All reported results were correct.
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PCR-/NAT Borrelia burgdorferi =
(RV 535) Mai 2020 R =

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

Erwartet / expected | Probenzusammensetzung / Sample composition
2015351 +++ 61 |Borrelia burgdorferi (~ 5x10° organisms/mL)
2015352 + 61 |Borrelia burgdorferi (~ 5x10° organisms/mL)
2015353 ++ 61 |Borrelia burgdorferi (~ 5x10* organisms/mL)
2015354 %) 62 |Escherichiacoli K12

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

n=114 Probennummer (Sample no.) Inhibition
— A (90 < — 9V} ™ <
Befund 0 < < 0 Dl o | 3| o
Result it 9 9 it 9 =t =t 9
(@) o o o o o o o
(qV} AN AN (qV} AN (qV} (qV} AN
Positiv 114 111 114 0 n.d. 0 0 0 0
Negativ 0 3 0 | 124 | |03 | 114|114 |114| 114
Fraglich ja
Questionable 0 0 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
True positive results negativ
N EIEn@eE 2015351 | 2015352 | 2015353 | 2015354
[Code] (total number)
Absolut % Absolut % Absolut % Absolut %
Absolute Absolute Absolute Absolute
GeneProof B. burgdorferi (n = 25) 25 100 25 100 25 100 25 100
HAIN FluoroType Borrelia (n = 5) 5 100 5 100 5 100 5 100
Mikrogen alphaCube Borrelia (n = 5) 5 100 4 80 5 100 5 100
Qiagen artus Borrelia (n = 5) 5 100 5 100 5 100 5 100
LightMix Borrelia (n = 6) 3] 100 6 100 6 100 6 100
Other commercial tests (n = 23)* 23 100 22 96 23 100 23 100
In house PCR assay (n =45) 45 100 44 98 45 (100 45 100
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Tabelle 1: Probenzusammensetzung und erwartetes Ergebnis.

Sample composition and expected results.

MOLEKULARE DIAGNOSTIK
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=S

Erwartet / expected | Probenzusammensetzung / Sample composition
2015361 +++ 61 |Legionella pneumophila SG14 (~ 1x10° CFU/mL)
2015362 %) 62 |Escherichiacoli K12
2015363 ++ 61 |Legionella pneumophila SG1 (~ 1x10* CFU/mL)
2015364 7] 62 |Legionella bozemanii (~ 5x10* CFU/mL)

Tabelle 2: Haufigkeit der Mitteilung verschiedener Befunde.

Absolute numbers of reported individual results.

n =120 Probennummer (Sample no.) Inhibition
2 o o D © | & | 8| 3
Setund 28| 8| 8 2883
Result — I I — — o | o —
o o o o o o o o
(QV (qV (qV (qV (qV (Q\/ (Q\/ (qV
Positiv 120 0 119 11 n.d. 0 0 0 0
Negativ 0 | 120 | 1 109 | e 1120 | 120 | 120 | 120
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
True positive results

NAT richtig negativ
True negative results

NAT-Methode
[Code] (total number *)

2015361 2015363

2015362 2015364

sosoute| % | absoute| % |absoute| % |absoiute| %
AID CAP Bacteria (n = 4) 4 100 4 100 4 100 4 100
AmpliGnost L. pneumophila (n = 5) 5 100 5 100 5 100 5 100
GeneProof L. pneumophila (n =6) 6 100 6 100 6 100 5 83
Seegene Allplex Resp. Panel 4 (n = 12) 12 100 12 |100f 12 |[100| 12 |100
Tib Molbiol LightMix Legionella (n = 10) 10 100 9 90 10 100 10 100
r-Biopharm RIDAGENE Legionella (n = 10) 10 100 10 100 10 100 10 100
Other commercial tests (n = 44) 44 100 44 |100| 44 |100| 35 80
In house PCR assay (n = 29) 29 100 29 100 29 |100| 28 97
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PCR-/NAT Salmonella enterica
(RV 537) Mai 2020

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

Erwartet / expected | Probenzusammensetzung / Sample composition
2015371 +++ 61 |S. enterica ser. typhimurium (~ 1x10°CFU/mL)
2015372 ++ 61 |S. enterica ser. typhimurium (~ 1x10°CFU/mL)
2015373 %) 62 |Escherichiacoli K12
2015374 %) 62 |Escherichiacoli K12

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

n =29 Probennummer (Sample no.) Inhibition
— AN ™ < — AN (42) <
Befund & & & & | ®m |l m| o
Result it 9 9 it 9 =t =t 9
o o o o o o o o
(Q\ (qV (qV (QV (qV (Q\| (Q\| (qV
Positiv 29 28 0 0 n.d. 0 0 0 0
Negativ 0 1 29 | 29 NS 129 | 29 | 29 | 29
Fraglich ja
Questionable 0 0 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

NAT richtig positiv NAT richtig negativ
True positive results True negative results
NAT-Methode 2015371 2015372 2015373 2015374
[Code] (total number *)
Absolut % Absolut % Absolut % Absolut %
Absolute Absolute Absolute Absolute
BD MAX Enteric Bacterial Panel (n = 6) 6 100 6 100 6 100 6 100
LightMix Salmonella (n = 2) 2 100 2 100 2 100 2 100
RIDAGENE Bacterial Stool Panel (n = 5) 5 100 5 100 5 100 5 100
Other commercial tests (n = 9) 9 100 9 100 9 100 9 100
In house PCR assay (n =7) 7 100 6 86 7 100 7 100
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Tabelle 1: Probenzusammensetzung und erwartetes Ergebnis.
Sample composition and expected results.

MOLEKULARE DIAGNOSTIK
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Erwartet / expected | Probenzusammensetzung / Sample composition
2015381 +++ 61,71 |Listeria monocytogenes (~ 1x10° CFU/mL)
2015382 1) 62 |Streptococcus pneumoniae (~ 5x10* CFU/mL)
2015383 %] 62 |Escherichiacoli K12
2015384 ++ 61/72 |Listeria ivanovii (~ 1x10* CFU/mL)

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

n =42 Probennummer (Sample no.) Inhibition
o o @3 & | | 8| &
Befund 2 8|8 | 3 28|83
Result — — — — — — — —
o o o o o o o o
(qV} AN AN (qV} AN (QV} (qV} AN
Positiv 41 1 0 5 n.d. 0 0 0 0
Negativ 1 | 41 | 42 |37 | [P 142 | 42 | 42| 42
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

NAT richtig positiv NAT richtig negativ
True positive results True negative results
g’g‘;ﬁ“ﬁig?ﬁ:ﬂber 5 2015381 2015384 2015382 2015383
Absolue| % | Absoute| % | Absotue| % | Absouts| %
AmpliGnost L.monocytogenes (n = 2) 2 100 0 2 100 2 100
Ingenetix BactoReal L.monocyt.(n = 2) 2 100 0 2 100 2 100
LightMix L.monocytogenes (n = 6) 6 100 0 6 100 6 100
Other commercial tests (n = 12) 11 92 2 17 11 92 12 | 100
In house PCR assay (n = 20) 20 (100 3 15| 20 |[100f 20 |100

Comments: Y Due to the predominant use of L. monocytogenes-specific PCR assays, negative PCR results with

sample # 2015384wer e not rated

as

ifal se

negativeo.
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PCR-/NAT MRSA / cMRSA = Y
(RV 539) Mai 2020 R= s

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

Erwartet / expected | Probenzusammensetzung / Sample composition

MSSA + CoNS (S. aureus, S. epidermidis oxa", PVL-neg)

2015391 2 | 621727 | (1,10° CFUImL)

MRSA (S. aureus, oxa", mecC pos, PVL-neg, spa:t10009)

2015392 +++ 61/72 ~ 5x10° CFU/mL)

MRSA (S. aureus, oxa", PVL-neg, spa:t 014)
2015393 ++ 61 /72 (~ 5x10° CFU/mL)

2015394 (%) 62 Escherichia coli K12

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

n =281 Probennummer (Sample no.) Inhibition
> o 3 > > | o | Q| o
Befund ™ ™ ™ ™ ™ ™ ™ ™
Result 9 9 9 9 21313 3
o o o o o o o o
(qV} AN AN (qV} AN (qV} (qV} AN
Positiv 21 230 277 3 n.d. 1 1 1 1
Negativ 252 | 51 3 | 278 | |n™ | 280 | 280 | 280 280
Fraglich 1) ja
Questionable 8 0 1 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
True positive results True negative results
NAT-Methode 2015392 2015393 2015391 2015394
[Code] (total number *)
Absolut Absolut Absolut Absolut
Absolute e Absolute i Absolute i Absolute i)
Amplex eazyplex MRSA plus (n = 4) 4 100 4 100 0 0 4 100
BD MAX/ BD GeneOhm MRSA (n = 43) 37 86 42 98 42 98 41 95
Cepheid Xpert MRSA (n = 141) 106 | 75| 139 | 99| 141 |100| 141 |100
HAIN FluoroType/ GenoType (n = 27) 27 100 26 96 20 74 26 96
Roche COBAS MRSA (n = 3) 0 0 3 100 3 100 3 100
VELA Sentosa SA Direct MRSA (n = 4) 4 100 4 100 3 75 4 100
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r-Biopharm RIDAGENE MRSA (n = 28) 28 [100| 28 |100| 26 | 93 28 [100
Other commercial tests (n = 29) 29 (100 29 |100| 27 |93 | 29 |100
In house PCR assay (n = 17) 10 59 17 |100 9 53 17 (100

Comments:  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 certificate.
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Tabelle 1: Probenzusammensetzung und erwartetes Ergebnis.

Sample composition and expected results.

MOLEKULARE DIAGNOSTIK
Prof. Dr. Udo Reischl

Erwartet / expected | Probenzusammensetzung / Sample composition
2015401 1) 62 |Escherichiacoli K12
2015402 +++ 61 |Chlamydia pneumoniae (~ 5x10° IFU/mL)
2015403 + 61 |Chlamydia pneumoniae (~ 1x10* IFU/mL)
2015404 7] 62 |Haemophilus influenzae (~ 1x10°> CFU/mL)

Tabelle 2: Haufigkeit der Mitteilung verschiedener Befunde.

Absolute numbers of reported individual results.

n =138 Probennummer (Sample no.) Inhibition
— AN ™ < — AN (90) <
Befund = = = =, R/ 2 12| <
Result it 9 9 t =t = B A -t
o o o o o o o o
(QV (qV (qV (QV (qV (Q\/ (Q\/ (qV
Positiv 0 138 138 1 n.d. 1 1 1 1
Negativ 138 | © 0 | 137 | |nd™ | 137|137 |137| 137
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
True positive results True negative results
MR UHmneeie 2015402 | 2015403 | 2015401 | 2015404
[Code] (total number)
Absolut % Absolut % Absolut % Absolut %
Absolute Absolute Absolute Absolute
AID CAP bacteria (n = 7) 7 100 7 100 7 100 7 100
ARGENE C.pn/M.pn r-gene (n = 6) 6 100 6 100 6 100 6 100
AmpliGnost C.pneumoniae (n = 7) 7 100 7 100 7 100 7 100
GeneProof C.pneumoniae (n = 13) 13 |100| 13 (100 13 [100| 13 |100
Mikrogen Diagenode M.pn/ C.pn (n = 3) 3 100 3 100 3 100 3 100
Seegene Allplex Resp. Panel 4 (n = 10) 10 100 10 100 10 100 10 100
LightMix C.pneumoniae (n = 15) 15 100 15 100 15 100 15 100
Other commercial tests (n = 41) 41 100 41 100 41 100 41 100
In house PCR assay (n = 36) 36 (100 36 100 36 100 35 97
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PCR-/NAT Mycoplasma pneumoniae > N,
(RV 541) Mai 2020
w
Tabelle 1: Probenzusammensetzung und erwartetes Ergebnis.
Sample composition and expected results.
Erwartet / expected | Probenzusammensetzung / Sample composition
2015411 +++ 61 |Mycoplasma pneumoniae (~ 5x10° genome copies/mL)
2015412 %] 62 |Escherichiacoli K12
2015413 %] 62 |Chlamydia pneumoniae (~ 5x10° IFU/mL)
2015414 + 61 |Mycoplasma pneumoniae (~ 5x10° genome copies/mL)
Tabelle 2: Haufigkeit der Mitteilung verschiedener Befunde.
Absolute numbers of reported individual results.

n =160 Probennummer (Sample no.) Inhibition

o o 3 S a4 | S 13| 3
Befund < <t <t < <t < <t <t

Lo Lo Lo Lo Ty Lo Lo O
Result - — — — — — — —

o o o o o o o o

~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~
Positiv 158 6 6 154 n.d. 1 1 1 1
Negativ 1 | 153 | 153 | 5 nein | 158 | 158 | 158 | 158
Fraglich ja
Questionable 1 1 1 1 ves 1 1 1 1

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
True positive results True negative results
[lzljﬁ(:lre-]l\ggfg?ﬂriber) 2015411 2015414 2015412 2015413
Absolue| % | Absoute| % | Absotue| % | Absoute| *
AID CAP bacteria (n = 6) 6 100 6 100 6 100 6 100
ARGENE C.pn / M.pn r-gene (n = 6) 5 83 4 67 5 83 4 67
AmpliGnost M. pneumoniae (n = 6) 6 100 6 100 6 100 6 100
FTD Atypical CAP (n =2) 2 100 2 100 2 100 2 100
GeneProof M. pneumoniae (n = 10) 10 |100| 10 ([100f 10 |100f| 10 |100
Mikrogen Diagenode M.pn/ C.pn (n = 3) 3 100 3 100 3 100 3 100
Seegene Allplex Resp. Panel 4 (n = 11) 11 j100)f 11 100§ 11 100 11 (100
LightMix M.pneumoniae (n = 16) 16 |100| 15 94 16 |100| 16 |100
RIDAGENE M.pneumoniae (n = 7) 7 100 6 85 7 100 7 100
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Other commercial tests (n = 52) 51 98 50 96 47 90 49 94
In house PCR assay (n =41) 41 100 41 |100| 40 98 39 95
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PCR-/NAT C. burnetii & B. anthracis
(RV 542) Mai 2020

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

Erwartet / expected | Probenzusammensetzung / Sample composition
|
Coxiella burnetii (~ 1x10° genome copies/mL)
2015421 T 4 B. anthracis UR-1 Stamm (~ 1x10* genome copies/mL)
2015422 ATA Escherichia coli K12
2015423 ++ /A Coxiella burnetii (~ 1x10* genome copies/mL)
2015424 Al +++ B. anthracis Stamm Sti (~ 1x10°> genome copies/mL)

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 =48 Probennummer (Sample no.) Inhibition
N N Q N NN RS
Ut 5 5 5 5 D | » | > 5
Result — — — — — — — —
o o o o o o o o
(qV} AN AN (qV} (V) (QV} (QV} AN
Positiv 48 1 47 1 n.d. 0 0 0 0
Negativ 0 | 46 1 | 46 | |p" | 48 | 47 | 48 | 47
Fraglich ja
Questionable 0 1 0 1 ves 0 1 0 1

Tabelle 3: Haufigkeit richtig positiver und richtig negativer NAT-Befunde bei
Anwendern verschiedener Methoden. Anmerkung: in dieser Tabelle
sind nur die Ergebnisse fir 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
True positive results True negative results

NAT-Methode 2015421 2015423 2015422 2015424
[Code] (total number)

Absolut Absolut Absolut Absolut

Absolute % Absolute % Absolute % Absolute %
Progenie RealCycler C.burnetii (n = 1) 1 100 1 100 1 100 1 100
LightMix C.burnetii (n = 3) 3 100 3 100 3 100 3 100
Other commercial tests (n = 10) 10 100 10 100 8 80 8 80
In house PCR assay (n = 34) 34 100 33 97 34 |100| 34 (100
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