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Report

Bakterien- und Pilzgenom-Nachweis PCR/NAT: Auswertung
des Ringversuchs November 2019 von INSTAND e.V. zur
externen Qualitatskontrolle molekularbiologischer
Nachweisverfahren in der bakteriologischen Diagnostik

Zusammenfassung

Der vorliegende Beitrag liefert einen Auswertungsbericht der jingsten
Ringversuchsserie , Bakterien- und Pilzgenom-Nachweis PCR/NAT*“. Er
fasst die Zielwerte, einige BezugsgrofRen und die Gesamtbewertung der
Ergebnisse aller teiinehmenden Laboratorien zusammen.

Diese hochwillkommene Versuchsreihe zur externen Qualitatskontrolle
(EQAS; external quality assessment scheme) von Methoden der mole-
kularen Diagnostik auf dem Gebiet der medizinischen Mikrobiologie
wurde 2002 von der Deutschen Gesellschaft flir Hygiene und Mikrobio-
logie (DGHM) angestoflen und wird seither von Instand e.V., Diisseldorf,
organisiert. Dieses Segment der INSTAND e.V.-Ringversuchsserie wird
flr diagnostische Laboratorien weltweit angeboten. Unser Ringversuchs-
konzept entspricht der aktuellen Richtlinie der Bundesarztekammer
zur Qualitatssicherung laboratoriumsmedizinischer Untersuchungen
(RILIBAK), Teil B3, und basiert auf zwei Validierungsrunden pro Jahr (im
Frihjahr und Herbst) unter einer permanent wachsenden Abdeckung
der relevanten bakteriellen und fungalen humanpathogenen Erreger.
Die entsprechenden Sets von Quality Control (QC)-Proben kénnen dabei
neben negativen Proben auch einige stark-positive Proben, Proben mit
klinischen Varianten oder eng mit den Zielorganismen verwandte Spe-
zies oder klinische Isolate enthalten. Weitergehende Informationen
sowie die statistisch aufgearbeiteten und dokumentierten Ergebnisse
der vergangenen Runden dieser Ringversuchsserie ,Bakterien-
und Pilzgenom-Nachweis (PCR/NAT)“ kbénnen auf der Webseite
von Instand e.V. (https://www.instand-ev.de) eingesehen werden. Ob-
wohl die bevorzugte Sprache dieser Dokumente Deutsch ist, streben
wir an, zumindest eine kurze Diskussion der Ergebnisse sowie die
wichtigsten wissenschaftlichen Aspekte in Englisch bereitzustellen und
die Tabellen zweisprachig zu gestalten.
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Gesamtubersicht und Auswertung
der Ringversuchsergebnisse aller
Teilnehmer

Nach erfolgreicher Etablierung dieser neuen Ringver-
suchs-Serie wollen wir hier auch fir Kolleginnen und
Kollegen, die bisher noch nicht an diesen Ringversuchen
teilgenommen haben, die Ergebnisse der aktuellen
Ringversuche fir den PCR/NAT-gestutzten Nachweis von
Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis, Borde-
tella pertussis, Helicobacter pylori, EHEC/STEC, Borrelia
burgdorferi sensu lato, Legionella pneumophila, Salmo-
nella enterica und Listeria spp., MRSA bzw. cMRSA,
Chlamydia pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae,
Coxiella burnetti, Bacillus anthracis, Francisella tularen-
sis, Brucella spp., Pneumocystis jirovecii (vormals P. ca-
rinii), Clostridium difficile (Toxingene), VRE (Vancomycin-
resistente Enterokokken) und der molekularen Resistenz-
testung fiir Carbapenemase-Gene bei Enterobacteriaceae
sowie dem vor Kurzem neu ins Programm aufgenomme-
nen Multiplex-Panel fir Erreger von Urogenitalinfektionen
darstellen und kurz diskutieren.

FUr ndhere Informationen Uber die Zusammensetzung
der Ringversuchsproben, den Sinn und Zweck dieser
neuen Moglichkeit zur externen Qualitdtskontrolle im
Umfeld der Nukleinsdurediagnostik sowie zu den Eckda-
ten unseres flexiblen Ringversuchskonzepts sei hier auf
unsere initiale Veroffentlichung in der Zeitschrift ,Der
Mikrobiologe“ verwiesen [1]. Gerne werden wir hier auch
weiterhin in regelmagigen Abstanden und in dhnlicher
Form Uber die Ergebnislage, Auswertung und Analyse
unserer zuklnftigen Ringversuche berichten.

Wie bei allen anderen Ringversuchen erfolgt die An-
meldung zu ausgewahlten Teilen der Reihe ,Bakterien-
und Pilzgenom-Nachweis (PCR/NAT)“ Uber die Gesell-
schaft zur Férderung der Qualitatssicherung in Medizini-
schen Laboratorien (INSTAND e.V.), Dusseldorf (https://
www.instand-ev.de). Nach Abschluss des jeweiligen
Ringversuchs werden die Ergebnisse der einzelnen Teil-
nehmer dort zentral erfasst, und anhand von individuellen
Bewertungskriterien werden die schriftlichen Zertifikate
erstellt. Zusatzlich stehen fur diesen und fir alle folgen-
den Ringversuche eine Reihe weiterer Informationen auch
im Internet unter http://www.udo-reischl.de, Unterpunkt
+INSTAND-Ringversuche (PCR/NAT)“, sowie auf der

Universitatsklinikum Bonn,
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8 Nationales Referenzzentrum
far gramnegative
Krankenhauserreger,
Abteilung fur Medizinische
Mikrobiologie, Ruhr-
Universitat Bochum,
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Webseite von INSTAND e.V. als pdf-Files zum freien
Download bereit.

Neben der Aussendung von lyophilisierten Probenmate-
rialien zur systematischen Abprifung von NAT-gestltzten
Testsystemen fur derzeit 19 unterschiedliche bakterielle
und fungale Zielorganismen bzw. Pathogenitatsfaktoren
gab es im Rahmen dieser Ringversuchsrunde auch wieder
gewisse , Highlights“.

So wurde beispielsweise im aktuellen RV 539
MRSA/cMRSA eine der vier Proben mit einem MSSA-Pa-
tientenisolat versetzt, das zwar PCR-detektionsrelevante
Segmente der SCCmec-Genkassette enthielt, dem aber
das Methicillin-resistenzvermittelnde mecA-Gen fehlte
(eine sog. mecA-dropout-Variante). Selbst bei dieser
methodisch etwas anspruchsvolleren Konstellation wur-
den relativ wenig falsch-positive bzw. falsch-negative Er-
gebnisse aus dem Teilnehmerkreis berichtet, und die
DNA der beiden MRSA/cMRSA-positiven Proben konnte
mit den meisten der kommerziellen und Inhouse-PCR-
Testsysteme zuverlassig nachgewiesen werden.

In jeweils einer der 4 Einzelproben der aktuellen Ringver-
suche RV 532: Bordetella pertussis, RV 536: Legionella
pneumophila und RV 560: Pneumocystis jirovecii befan-
den sich diesmal relativ geringe Mengen der entsprechen-
den Zielorganimsen. Erfreulicherweise bereitete der zu-
verlassige PCR-gestltzte Nachweis nur einem geringen
Teil der Teilnehmer (bzw. den von ihnen eingesetzten
Testsystemen) gewisse Probleme.

Mit der Auswahl eines etwas breiteren Spektrums von
relevanten Carbapenemase-Genen bestatigte sich im
Rahmen des Ringversuchs RV 544 Carbapenemase-Gene
erneut die Vermutung, dass viele der derzeit verwendeten
kommerziellen sowie Inhouse-Testsysteme zur molekula-
ren Carbapenemase-Detektion noch gewisse Lucken
hinsichtlich der Abdeckung von unterschiedlichen Carba-
penemase-Genen aufweisen. Im aktuellen Ringversuch
scheint dies insbesondere fur OXA-245 zu gelten. Das
Klebsiella pneumoniae-lsolat mit OXA-245 wurde aber
immerhin noch von 78 der insgesamt 86 Teilnehmer
detektiert.

Im Umfeld der molekularen Testung von Carbapenemase-
Genen unterstitzt uns Frau Dr. Agnes Anders vom
NRZ fur gramnegative Krankenhauserreger weiterhin bei
der Auswahl von relevanten ,interessanten“ klinischen
Isolaten.
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Alle Teilnehmer sind naturlich weiterhin dazu aufgerufen,
attraktive Parameter fiir eine zukUnftige Erweiterung des
Spektrums an Zielorganismen vorzuschlagen und deren
mogliche Umsetzung mit dem Ringversuchsleiter zu dis-
kutieren.

Aktueller Hinweis auf neue Ringversuche: Aufgrund eini-
ger Anfragen aus dem Teilnehmer- und Kollegenkreis
haben wir zwei zusatzliche Ringversuche etabliert, die
nach erfolgreichen Probe-Ringversuchsrunden nun in das
regulare Portfolio ,Bakterien- und Pilzgenomnachweis
PCR/NAT“ von INSTAND e.V. (bernommen werden
konnten:

¢ Der Ringversuch RV 543: Francisella tularensis wurde
bereits in der vorherigen Ringversuchsrunde Mai 2019
um den Zielorganismus Brucella spp. erweitert und
wird zukdiinftig routinemagig als kombinierter Ringver-
such RV 543 F. tularensis & Brucella spp. angeboten.

¢ Fur die externe Qualitatssicherung zuklnftig kommer-
ziell verfigbarer (und damit wohl auch vermehrt einge-
setzter) PCR/NAT-gestiitzter Nachweisverfahren fur
Urogenital-Infektionen haben wir seit Mai 2019 einen
neuen Ringversuch routinemagig etabliert, der vom
Konzept her jeweils einige der nachfolgenden Erreger
in unterschiedlichen Kombinationen und Mengen in-
nerhalb des 4er-Panels enthalt: RV 547 ,Urogenital-
Panel”“ zum Nachweis von Mycoplasma hominis, My-
coplasma genitalium, Ureaplasma parvum, Ureaplas-
ma urealyticum, Trichomonas vaginalis, Gardnerella
vaginalis und ggf. Treponema pallidum.

Nach 19 Teilnehmern beim Pilotringversuch im November
2018 und 57 Teilnehmern im Mai 2019 haben sich
diesmal bereits 68 Teilnehmer registriert. Wir werden uns
nach Kraften bemuahen, der hohen Nachfrage auch mit
ausreichenden Mengen an Probenmaterial nachzukom-
men, und sind sehr neugierig, wie sich die Auswertung
der berichteten Ergebnisse zukunftig gestalten wird.
Vorab auch noch eine Anmerkung zu den statistisch er-
mittelten und in den jeweiligen Tabellen 3 aufgeflhrten
Leistungsdaten von kommerziellen PCR/NAT-Testsyste-
men. Auffallig bei vielen der aktuellen aber auch bei eini-
gen der friheren Ringversuche ist das unterschiedlich
gute Abschneiden von Teilnehmern mit ein und demsel-
ben kommerziellen, vorkonfektionierten und teilweise
auch automatisierten und/oder kartuschenartig geschlos-
senen Testsystemen.

Die meisten dieser Assays sind zudem auch noch IVD-
zertifiziert - mit allen aufwandigen herstellerseitigen
Vorkehrungen zur méglichst zuverlassigen Durchfihrung
und standardisierten Ergebnisinterpretation. Die auffallige
L~Streuung der Performance® (bzw. das Auftreten einzelner
Ausreifder) unterstreicht umso mehr die Bedeutung der
aktuell vorgegebenen Qualitatsstandards, wie beispiels-
weise das regelmafiige Mitflihren von geeigneten Extrak-
tions-, Positiv- und Negativ-Kontrollen sowie Schulungen
und kontrollierte MafSnahmen zur Vermeidung von exoge-
nen Kontaminationsmoglichkeiten in PCR/NAT-Arbeitsbe-
reichen, die u.a. im Rahmen der aktuellen RILiBAK, der
Akkreditierung und der praxisorientiert verfassten MIQ-1

gefordert werden. Deren Sinnhaftigkeit und Stringenz
mag aus Anwendersicht ja gelegentlich bezweifelt werden,
wird aber in diesen Ringversuchsrunden (sozusagen von
neutraler Warte aus) dennoch immer wieder aufs Neue
bestatigt.

Neben den Uberaus motivierten und engagierten Mitar-
beitern der verschiedenen Sollwert-Laboratorien unter-
stitzen uns bei der Konzeption und Auswertung der
zahlreichen Ringversuche zum Bakterien- und Pilzgenom-
nachweis PCR/NAT noch zahlreiche Kolleginnen und
Kollegen aus unserem Hause. Allerherzlichsten Dank fur
ihre spontane Bereitschaft sowie ihr enrenamtliches En-
gagement fur unsere gemeinsamen Bemuhungen zur
externen Qualitatssicherung molekularbiologischer Nach-
weisverfahren in der infektiologischen Diagnostik.

Untersuchungsergebnisse
November 2019

Entsprechend des Grundgedankens unserer Ringversuchs-
aktivitaten wurde auch bei der Konzeption des aktuellen
Ringversuchs zum ,Bakteriengenomnachweis mittels
PCR oder anderer Nukleinsaureamplifikationstechniken
(NAT)“ bei einigen Zielorganismen der Versand von Proben
mit relativ niedrigen Erregerzahlen angestrebt.

In den aktuellen Ringversuchssets befanden sich daher
erneut einige Proben mit einer relativ geringen Menge
der folgenden Zielorganismen: Neisseria gonorrhoeae
(Probe # 1925302), Bordetella pertussis (Probe
# 1925323), Borrelia burgdorferi (Probe # 1925353),
Legionella pneumophila (Probe # 1925362), Listeria
monocytogenes (Probe # 1925383), Mycoplasma pneu-
moniae (Probe # 1925414), Bacillus anthracis (Probe
# 1925421), Brucella melitensis (Probe # 1925432)
sowie Pneumocystis jirovecii (Probe # 1925601).

Im Rahmen der Testentwicklung bzw. Testoptimierung
kénnen diese Probensatze, u.a. als Qualitatskontrollen
oder als standardisierte Sensitivitdtsmarker, fur die Aus-
testung der unteren Nachweisgrenze von eigenentwickel-
ten Nukleinsaure-gestitzten Testsystemen dienen. An
dieser Stelle mochten wir auch darauf hinweisen, dass
zahlreiche Ruckstell-Probensatze der friheren Ringversu-
che noch verfugbar sind, und bei Bedarf Uber den Ring-
versuchsleiter formlos nachbestellt werden kénnen.

Mit Ausnahme der zuvor erwahnten ,grenzwertig po-
sitiven® Einzelproben wurden die Mengen der entspre-
chenden Zielorganismen in den Probensatzen der aktuel-
len Ringversuchsrunde wieder relativ deutlich Gber der
Nachweisgrenze von ,durchschnittlich sensitiven PCR/NAT-
Testkonzepten® eingestellt. Diese definieren wir wie folgt:
als Richtwert fur die Bewertung von Ringversuchsergeb-
nissen gilt das 10- bis 50-fache der unteren Nachweis-
grenze durchschnittlich sensitiver PCR-Protokolle unter
Standardbedingungen (z.B. 50 ul Block-Cycler Reaktions-
ansatze, 35 PCR-Zyklen, ggf. entsprechende Realtime-
PCR-Protokolle; gut evaluierte Primersequenzen).

Bei den meisten Probenmaterialien der aktuellen Ring-
versuchsrunde stellen falsch-negative Ergebnisse damit
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einen deutlichen Hinweis auf ernstzunehmende Mangel
innerhalb der eingesetzten Verfahren zur Nukleinsaure-
Extraktion, Amplifikation und Detektion dar.
Falsch-positive Ergebnisse sind dagegen in der Regel als
Hinweis auf eine Kreuzkontamination wahrend der Pro-
benextraktion und -abarbeitung und/oder auf mangelnde
Spezifitat der eingesetzten Testsysteme zu betrachten.
In bewahrter Form werden im Folgenden die Ergebnisse
der jeweiligen erregerspezifischen Ringversuche darge-
stellt. Tabelle 1 (Anhang 1) zeigt dabei die Probenzusam-
mensetzung und das erwartete Ergebnis (Sollwert) mit
den entsprechenden Codenummern der Ergebnisbdgen.
Die von den einzelnen Teilnehmern mitgeteilten Ergebnis-
se werden in Tabelle 2 (Anhang 1) nach der Haufigkeit
der Mitteilung von positiven oder negativen Ergebnissen,
und in Tabelle 3 (Anhang 1) nach der absoluten Anzahl
der richtig-positiven und richtig-negativen Ergebnisse
sowie deren prozentualem Anteil (Befundhaufigkeit) je
Amplifikationssystem bzw. Testkonzept aufgeschlusselt.
Fur die objektive Bewertung von kommerziellen Testsys-
temen sollten neben der rein statistischen Betrachtung
der mitgeteilten Ringversuchsergebnisse auch die Anzahl
und vor allem die methodische bzw. technische Qualifika-
tion der individuellen Teilnehmer berucksichtigt werden.
Da wir im Zuge unserer Ringversuche aber das gesamte
Spektrum von spezialisierten Expertenlabors bis hin zum
~Gelegenheitsanwender” abdecken, mussen die arithme-
tisch ermittelten Richtigkeitsquoten bei der Bewertung
einzelner Testsysteme immer mit einem gewissen Tole-
ranzbereich betrachtet werden.

Auch im Rahmen des hier diskutierten Ringversuchs wa-
ren wieder einige Auffalligkeiten hinsichtlich der Spezifitat
und Sensitivitat von bestimmten Testkonzepten und der
fir den Nachweis verwendeten Zielsequenzen zu beo-
bachten. Diese Aspekte sind bei der Auswertung des je-
weiligen Ringversuchs aufgefihrt und dort auch kurz
diskutiert. Zusatzlich stehen fur die friheren, fur diesen
und flr alle folgenden Ringversuche eine Reihe zusatzli-
cher Informationen (wie die graphisch dokumentierten
Ergebnisse unserer quantitativen Realtime-PCR-Testsys-
teme oder die Ergebnisse einiger kommerzieller PCR-
Testsysteme) auch unter der Internetadresse http://
www.udo-reischl.de; Unterpunkt ,,Auswertung der Ringver-
suche” und naturlich auch Uber die Webseite von
INSTAND e.V. (https://www.instand-ev.de) als pdf-Files
zum freien Download bereit. An dieser Stelle méchte ich
mich noch einmal ausdrucklich bei den geschatzten
Kolleginnen und Kollegen fur ihre zahlreichen und Uber-
aus konstruktiven Kommentare und Anregungen zu den
Ausfuhrungen in dieser Ringversuchsdiskussion sowie
deren tatkraftige Unterstitzung bei der Konzeption und
dem Aufbau neuer Ringversuche bedanken.

RV 530: Neisseria gonorrhoeae &
Chlamydia trachomatis
Die Ergebnislage des aktuellen Ringversuchs deckt sich

weitgehend mit den Beobachtungen aus vorangegange-
nen Ringversuchen zum kombinierten NAT-gestltzten

C. trachomatis- und Gonokokken-Nachweis. Das aktuelle
Set an Ringversuchsproben enthielt jeweils eine Probe
mit ca. ~1x10° IFU/mL an C. trachomatis (# 1925301),
zwei Proben mit einer ca. 5-fach héheren Menge an
C. trachomatis (# 1925302 und # 1925303 mit
~5x10° IFU/mL), eine Probe (# 1925302) mit ca.
1x10° CFU/mL an N. gonorrhoeae, eine Probe mit einer
ca. 50-fach héheren Menge an N. gonorrhoeae-Zielorga-
nismen (# 1925301; ~5x10* CFU/mL) sowie eine Probe
mit einer sehr hohen Menge von ca. ~5x10° CFU/mL an
N. gonorrhoeae-Zielorganismen (# 1925304).

Der Ubersichtlichkeit halber stellen wir bei diesem kom-
binierten Ringversuch (CT/NG) die Ergebniskonstellation
in 5 getrennten Tabellen (Anhang 1, S. 1-3) dar. Damit
wird die diagnostische Performance der jeweiligen Test-
systeme beim Nachweis von CT und NG aussagekraftiger
dargestellt (Tabelle 2: Ubersichtsdarstellung der Ergeb-
nislage bei CT, Tabelle 4: Ubersichtsdarstellung der Er-
gebnislage bei NG; jeweils gefolgt von den Richtigkeits-
quoten nach aufgefuhrten Testsystemen in den Tabellen 3
und 5).

Auch wenn die etwas schwacher positive Probe
# 1925301 des aktuellen Ringversuchs nur mit ca.
1x10° IFU/mL an C. trachomatis-Zielorganismen versetzt
worden war, fanden sich unter den von insgesamt
256 Teilnehmern mitgeteilten NAT-Ergebnissen flr
C. trachomatis diesmal nahezu durchwegs richtig-positive
Ergebnisse. Bei den beiden ca. 5-fach starker CT-positiven
Proben # 1925303 und # 1925302 des aktuellen Pro-
bensets wurden ebenfalls von nahezu allen Teilnehmern
richtig-positive Ergebnisse beobachtet. Lediglich jeweils
ein Teilnehmer berichtete bei der Probe # 1925301, bei
der Probe # 1925302 sowie zwei Teilnehmer bei der
Probe # 1925303 falsch-negative Ergebnisse. Die betref-
fenden Teilnehmer fuhrten auf ihren Ergebnisformularen
die Verwendung von kommerziellen und IVD-gelabelten
Testsystemen an, mit denen aber viele andere Teilnehmer
die C. trachomatis-Zielorganismen in den entsprechenden
Proben problemlos nachweisen konnten. Fur die C. tra-
chomatis-negative Probe # 1925304 wurden aus dem
gesamten Teilnehmerfeld ebenfalls nur 5 falsch-positive
Ergebnisse berichtet. Da in der aktuellen Ringversuchs-
runde von einem Grof3teil der Anwender mit den unter-
schiedlichsten Testsystemen durchweg korrekte Ergeb-
nisse berichtet wurden, handelt es sich bei dem einzelnen
falsch-negativen Ergebnis und den 5 falsch-positiven Er-
gebnissen vermutlich um ringversuchstypische , sporadi-
sche Ausreifder”.

Im Rahmen des NAT-gestltzten Gonokokken-Nachweises
wurden fur die drei positiven Proben # 1925302,
# 1925301 und # 1925304 (N. gonorrhoeae; ca. 1x10°,
ca. 5x10° bzw. 5x10° CFU/mL) diesmal von 15 der insge-
samt 256 Teilnehmer falsch-negative Ergebnisse flr
Gonokokken-DNA bei der schwach positiven Probe
# 1925302 sowie 1 falsch-negatives Ergebnis fir Go-
nokokken-DNA bei der relativ stark positiven Probe
# 1925304 mitgeteilt. Einer der Teilnehmer klassifizierte
sein Ergebnis bei der positiven Probe # 1925301 als
fraglich. Bei der GO-negativen Probe # 1925303 wurden
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jedoch von 4 der insgesamt 256 Teilnehmer falsch-posi-
tive Ergebnisse berichtet.

Dieser im Vergleich zu friheren Ringversuchsrunden doch
Uberraschend hohe Anteil an falsch-positiven Ergebnissen
deutet auf Kontaminationsereignisse oder wie auch im-
mer geartete Template-Nukleinsaure-Verschleppungen
bei der Probenaufbereitung und -abarbeitung hin; vor al-
lem, weil im aktuellen 4er-Set die GO-negative Probe
# 1925303 bei sequenzieller Abarbeitung unmittelbar
auf eine der GO-positiven Proben folgte. Den betroffenen
Laboratorien sollten diese Ergebnisse Anlass geben, ihren
individuellen diagnostischen Workflow hinsichtlich der
Kontaminationssicherheit wahrend der individuellen
Probenaufarbeitung und PCR/NAT-Analytik zu Gberprufen
und gegebenenfalls zu optimieren.

Angesichts der mit 1x10° CFU/mL an Zielorganismen in
der GO-positiven Probe # 1925302 sollten falsch-negative
Ergebnisse bei betroffenen Ringversuchsteilnehmern hier
ebenfalls Anlass zur Optimierung ihrer jeweiligen spezifi-
schen PCR/NAT-gestutzten Testsysteme geben.

Da die beobachteten ,Sensitivitatsprobleme” diesmal
jedoch nur relativ marginal ausfallen, sich offensichtlich
nicht auf bestimmte Testkonzepte eingrenzen lassen und
sporadisch durch das ganze Portfolio der eingesetzten
Testsysteme gehen, kann dem grofRen Rest des Teilneh-
merfeldes erneut eine erfreulich gute analytische Sensi-
tivitdt und Spezifitat ihrer CT- und GO-spezifischen NAT-
Testsysteme sowie der angewandten Prozeduren zur
Probenaufarbeitung und -prozessierung attestiert werden.
Angesichts der streng normierten und standardisierten
Abarbeitungsprotokolle von kommerziellen Testsystemen
scheint es fur den Ringversuchsleiter jedes Mal aufs Neue
nicht verwunderlich, dass ein nennenswerter Anteil der
teilnehmenden Laboratorien mit den betroffenen Testsys-
temen erfolgreich die vorgegebenen Zielwerte erreicht.
Ohne denjenigen Teilnehmern, die mit bestimmten kom-
merziellen Testsystemen die Zielwerte nicht erreichen,
zu nahe treten zu wollen, deutet dieser Umstand in diesen
Fallen dann wohl eher auf individuelle Abweichungen
vom Protokoll oder bestimmte Fehler bei der Probenab-
arbeitung als auf intrinsische Unzulanglichkeiten der in
der Regel gut evaluierten Testsysteme hin.

Auch wenn mit ca. 1x10® IFU/mL an Zielorganismen im
Probenmaterial der Probe # 1925302 die untere Nach-
weisgrenze hochsensitiver und standardisierter PCR/NAT-
gestutzter Testsysteme noch nicht erreicht oder unter-
schritten sein sollte, stehen mit den Riickstellproben des
Ringversuchs RV 530 vom November 2019 den Teilneh-
mern mit hohem Anspruch an die individuelle Testsensi-
tivitdt wieder geeignete Sets zur Uberpriifung und Opti-
mierung ihrer jeweiligen NAT-gestltzten Testsysteme zur
Verfigung.

Wir glauben, es ist auch fir den Leser dieser Ringver-
suchsdiskussion weitgehend nachvollziehbar, dass wir
als Organisatoren von Testkonzept- und Testplattform-
Ubergreifenden Ringversuchen bei der Konfektionierung
unserer Probenmaterialien leider nicht jede Besonderheit
im Abarbeitungsprotokoll von kommerziellen Testsyste-
men berucksichtigen oder unterschiedliche Arten von

Ringversuchsprobenmaterial fir bestimmte Testsysteme
bereitstellen kdnnen.

Auf diesen Umstand wurde bereits bei friiheren Ringver-
suchen mehrfach im Zusammenhang mit den RNA-Ziel-
sequenzen der AMPLIFIED CT Testkits oder der APTIMA
COMBO 2 Testkits (Hersteller: Gen-Probe Inc.) hingewie-
sen. Werden von Teilnehmern bestimmte NAT-Testsyste-
me eingesetzt, die erregerspezifische RNA-Zielsequenzen
nachweisen oder auf einem RNA-basierten Amplifikations-
prozess (TMA; Transcription-Mediated Amplification, 0.a.)
beruhen, so kann mit dem hier versandten Probenmate-
rial offiziell keine regelgerechte Abprifung der entspre-
chenden Sensitivitdten unter Routinebedingungen gewahr-
leistet werden. Aber selbst wenn das Herstellungsverfah-
ren unserer Ringversuchsproben primar nicht auf die
Stabilisierung von RNA-Molekulen hin optimiert und ge-
testet wurde, so konnten dennoch sowohl bei der aktuel-
len wie auch bei den vorhergegangenen Ringversuchsrun-
den von vielen Teilnehmern mit RNA-gestutzten Testsys-
temen hohe Richtigkeitsquoten erzielt werden. Aktuell
wurden die C. trachomatis-Zielorganismen von allen
7 Teilnehmern mit RNA-basierten Gen-Probe-Testsyste-
men in den drei CT-positiven Proben erfolgreich nachge-
wiesen. Auch in den beiden starker GO-positiven Proben
# 1925301 und # 1925304 gelang nahezu allen Teilneh-
mern mit RNA-basierten Gen-Probe-Testsystemen der
erfolgreiche Nachweis der Neisseria gonorrhoeae-Zielor-
ganismen. Nur bei der sehr schwach GO-positiven Probe
# 1925302 (in der zusatzlich noch relativ hohe Mengen
an C. trachomatis enthalten waren) versagte der Nach-
weis bei Teilnehmern mit RNA-basierten Gen-Probe-
Testsystemen. Da bei der Erteilung der Zertifikate ja
bekanntermafien ein falsches Ergebnis innerhalb der
4 bewerteten Ergebnisse toleriert wird, werden auch
diesmal allen 7 Teilnehmern die entsprechenden Zertifi-
kate erteilt.

Entsprechende Inhibitionskontrollen wurden von nahezu
allen der insgesamt 255 Teilnehmer durchgefihrt, 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 Real-
Time CT/NG, Artus CT, LightMix CT/NG oder anderen in
den entsprechenden Tabellen 3 und 5 (Anhang 1, S. 2-3)
aufgeflihrten Testsystemen wird erneut eindrucksvoll
deutlich, dass mit dem Grofdteil dieser kombinierten
Testsysteme insgesamt erfreulich hohe Richtigkeitsquoten
sowohl fUr die positiven als auch flr die negativen Ergeb-
nisse beobachtet werden konnten.

Anmerkung: Bevor durch einen kurzen Blick auf die pro-
zentualen Richtigkeitsquoten in diesen Tabellen ein
eventuell etwas zu voreiliger Ruckschluss auf die diagnos-
tische ,Performance” bestimmter kommerzieller Testsys-
teme gezogen wird, sollten erst die effektiven Teilnehmer-
zahlen berucksichtigt werden, die den dargestellten
Richtigkeitsquoten arithmetisch zugrunde liegen.

Im Kommentarfeld der Ergebnisformulare wurden unter
Code [27] ,Andere kommerzielle Testsysteme* u.a. die
Verwendung folgender Kits aufgefiihrt: BD Max (20x),

GMS

GMS Zeitschrift zur Férderung der Qualitatssicherung in medizinischen
Laboratorien 2020, Vol. 11, ISSN 1869-4241

5/27



Reischl et al.: Bakterien- und Pilzgenom-Nachweis PCR/NAT: Auswertung ...

artus CT/NG QS-RGQ Kit (3x), Urethritis Kits von fast-track
Diagnostics (6x), Seegene Allplex STI Essential Assay (9x),
Seegene CT (3x), GeneProof CT/NG PCR Kits (3x), BIORON
CT/NG (2x), Cobas 6800 CT/NG (6x), Cobas 4800 CT/NG
(2x), Sacace Biotechnologies Kits (6x), VERSANT kPCR
CTGC (1x), EUROIMMUN EUROArray STI (3x), AmpliSens
C. trachomatis (1x), AmpliSens N. gonorrhoeae-screen-
FRT (1x), diagenode S-DiaCT (2x), diagenode S-DiaGono
(3x), Mikrogen ampliCube STD Panel 1 (3x), Hologic Apti-
ma Combo 2 CT/NG (6x), DTLite Real Time-PCR Chlamydia
trachomatis test DNA Technology (1x), AB Analytica (1x),
Abbott Alinty m (1x), eazyplex STD complete (1x), Strata-
gene Mx3005p (1x), Goffin Presto CT/NG Assay (1x), AID
STD-Komplett 2111X (2x) und GenID STD (1x).
Unabhéngig 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 ,Konkurrenz-
situation® mit der Amplifikation der eigentlichen Ziel-
sequenz durchaus negativ ausfallen kann, obwohl keine
Inhibition der PCR-Reaktion im eigentlichen Sinne vorliegt.
Bei kombinierten Testsystemen (Stichwort: Multiplex-
PCR) kann ja bekanntlich auch die Gegenwart des einen
Erregers oder Zielorganismus in hoher Menge die Nach-
weisempfindlichkeit fur den gleichzeitigen Nachweis
des/der anderen Erreger oder Zielorganismen im Multi-
plex-Reaktionsansatz negativ beeinflussen. Bei bestimm-
ten suboptimal abgestimmten PCR/NAT-Testsystemen
konnte die kombinierte Zusammensetzung der Probe
# 1925302 des aktuellen Ringversuchs eine solche
Problemkonstellation reprasentieren und in der Konse-
quenz die etwas schlechteren Richtigkeitsquoten fiir den
Gonokokken-DNA-Nachweis erklaren.

RV 531: Chlamydia trachomatis

Das Probenset des aktuellen Ringversuchs enthielt
diesmal zwei relativ stark positive Proben mit ca.
5x10° IFU/mL an C. trachomatis (# 1925311 und
# 1925313), sowie zwei Proben ohne Zielorganismen
(# 1925312 und # 1925314), die ausschlieBlich nicht
infizierte Zellen und Escherichia coli enthielten.

Wie Tabelle 2 (Anhang 1, S. 4) der statistischen Aus-
wertung zu entnehmen ist, wurden von den 65 Teilneh-
mern bei den beiden C. trachomatis-positiven Proben
# 1925311 und # 1925313 durchwegs richtig-positive
und bei den beiden C. trachomatis-negativen Proben
(# 1925312 und # 1925314) von nahezu allen Teilneh-
mern korrekt-negative Ergebnisse fur C. trachomatis-DNA
mitgeteilt. Lediglich zwei unserer Teilnehmer berichteten
fur letztere beide Proben jeweils ein falsch-positives Er-
gebnis.

Die markante Ubereinstimmung der aktuellen Ergebnis-
konstellation mit den Beobachtungen und hervorragenden
Richtigkeitsquoten vorhergegangener Ringversuche mit
ahnlicher Menge an C. trachomatis-Zielorganismen kann
erneut als Beleg fir eine hohe Zuverlassigkeit und Kon-
stanz der eingesetzten Testsysteme sowie der aktuellen

Kits und automatisierten Testplattformen zur Probenauf-
arbeitung und PCR/NAT-Prozessierung angesehen werden.
Bei den zwei falsch-positiven CT-Ergebnissen fir die
Proben # 1925312 und # 1925314 handelt es sich ver-
mutlich um Kontaminationsereignisse wahrend der Pro-
benaufbereitung und -abarbeitung der gleichzeitig prozes-
sierten CT-positiven Proben. Wie bereits bei den vorher-
gegangenen Ringversuchsauswertungen bei solchen
Konstellationen erwahnt, sollten diese Ergebnisse den
betroffenen Laboratorien Anlass geben, ihren individuel-
len diagnostischen Workflow hinsichtlich der Kontamina-
tionssicherheit wahrend der individuellen Probenaufar-
beitung und PCR/NAT-Analytik zu Uberprifen und gege-
benenfalls zu optimieren.

Inhibitionskontrollen wurden von nahezu allen der insge-
samt 64 Teilnehmer durchgefuhrt, und Inhibitionsereig-
nisse wurden dabei von keinem der Teilnehmer beobach-
tet. In diesem Zusammenhang sei kurz angemerkt, dass
wir auch im aktuellen Ringversuch keine der Einzelproben
absichtlich mit inhibitorischen Substanzen versetzt haben.
Erfreulicherweise waren im Rahmen dieses Ringversuchs
im Groflen und Ganzen keine auffalligen Unterschiede
hinsichtlich Sensitivitat und Spezifitat zwischen den je-
weils eingesetzten kommerziellen und den selbstentwi-
ckelten Inhouse-Testsystemen zu beobachten. Trotz der
relativ geringen Menge an Zielorganismen bewegten sich
die Richtigkeitsquoten dabei durchweg auf erfreulich
hohem Niveau.

Im Kommentarfeld des Ergebnisformulars wurden hier
unter Code [27] ,Andere kommerzielle Testsysteme* u.a.
folgende Testsysteme aufgefuhrt: GeneProof C. tracho-
matis PCR Kit (3x), BD Max CT (3x), Seegene Allplex
CT/NG/MG/TV Assay (1x), Sansure Biotech Kit (1x), EU-
ROIMMUN STI (1x), diagenode S-DiaCT (1x), GenlD STD
(1x) und Nuclear Laser Medicine CT 16S Real Time (1x).

RV 532: Bordetella pertussis

Das aktuelle Set an Ringversuchsproben enthielt diesmal
eine Probe mit ca. 5x10° CFU/mL an B. pertussis
(# 1925321), eine Probe mit ca. 5x10° CFU/mL an
B. pertussis (# 1925324), sowie eine Probe mit ca.
5x10° CFU/mL an B. pertussis (# 1925323). Die Probe
# 1925322 enthielt keine Zielorganismen, sondern ledig-
lich E. coli und eine Suspension aus humanen Zellen.
Wie schon im letzten Ringversuch bereitete der Nachweis
von Bordetella pertussis-DNA in den Proben # 1925321
und # 1925324 den Teilnehmern keine allzu grofRen
Schwierigkeiten. In der Probe # 1925321 mit einer Erre-
germenge von ~5x10° CFU/mL wurden keine falsch-
negativen Ergebnisse berichtet. Allerdings wurden bei
der Probe # 1925324 (Erregermenge ~5x10* CFU/mL)
bereits zwei falsch-negative Ergebnisse fur Bordetella
pertussis-DNA beobachtet.

In der mikrobiologischen Praxis sind vor allem bei Rachen-
abstrichen gelegentlich auch geringe Erregermengen zu
erwarten - daher sollten falsch-negative Ergebnisse bei
dem betroffenen Teilnehmer durchaus Anlass zur Uber-
prufung und Optimierung seines jeweiligen NAT-gestutzten
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Testsystems geben. Erfreulicherweise wurden diesmal
von allen der insgesamt 155 Teilnehmer fur die nur mit
Escherichia coli versetzte Probe # 1925322 durchwegs
richtig-negative Ergebnisse mitgeteilt.

Unter den mitgeteilten NAT-Ergebnissen befanden sich
zudem 22 falsch-negative oder als ,fraglich“ klassifizierte
Ergebnisse flr die schwach positive Probe # 1925323.
Bei einer Menge von 5x10° CFU/mL an B. pertussis-Ziel-
organismen (entspricht ca. 5x10° CFU in dem fiir PCR-
Untersuchungen typischerweise prozessierten Probenvo-
lumen von 100 ul) ndhert man sich offensichtlich der
unteren Nachweisgrenze entsprechender Testsysteme
an. Aufgrund der relativ geringen Menge an Zielorganis-
men in Probe # 1925323 wurden die mitgeteilten Ergeb-
nisse diesmal nicht in die Bewertung fur die Zertifikate
mit einbezogen. Dies ist auch durch die drei grau
schraffierten Felder in Tabelle 2 (Anhang 1, S. 5) gekenn-
zeichnet.

Inhibitionskontrollen wurden von 154 der insgesamt
155 Teilnehmer durchgefuhrt, und Inhibitionsereignisse
wurden dabei von keinem Teilnehmer beobachtet.

Wie auch bei den vorhergegangenen Ringversuchen ver-
wendete die Uberwiegende Anzahl der Teilnehmer
selbstentwickelte (Inhouse-)Testsysteme (38 Teilnehmer)
oder auf dem Ergebnisformular nicht naher spezifizierte
kommerzielle Testkits mit Inhibitions- und/oder Positiv-
kontrollen (63 Teilnehmer) zum NAT-gestutzten Nachweis
von B. pertussis.

Im Kommentarfeld des Ergebnisformulars wurde unter
Code [27] ,Andere kommerzielle Testsysteme* u.a. die
Verwendung folgender Kits aufgefihrt: HAIN Lifescience
Kits (10x), Mikrogen ampliCube Respiratory Bacterial
Panel 2 (5x), AmpliGnost B. pertussis/parapertussis PCR
Kit (PIIM, Karlsruhe) (4x), Hologic Panther Fusion Borde-
tella Assay (3x), QUIDEL Solana Bordetella Complete
Assay (3x), QUIDEL AmpliVue Bordetella Assay (1x), See-
gene Respiratory Kits (4x), Altona diagnostic RealStar
Bordetella PCR Kit (3x), fast-track Diagnostics Bordetella
(2x), Roche Kits (3x), DiaSorin Liaison MDX (2x), BD MAX
DNA MMK (1x), BD MAX BioGX Bordetella PCR Kits (5x),
Sacace Biotechnologies B.pert./parapert./bronch. Real-
TM (1x), BioMerieux Kit (1x), Aries Luminex (1x), ARGENE
(1x), FOCUS Simplexa Bordetella Direct (1x), Meridian
Bioscience Alethia (1x), lllumigene (1x), BioFire FILM-
ARRAY (1x) und RespiFinder 2Smart (1x).

RV 533: Helicobacter pylori

Wie in Tabelle 1 (Anhang 1, S. 6) dargestellt, enthielt das
aktuelle Set an Ringversuchsproben diesmal drei positive
Proben in einer Art Verdinnungsreihe. Eine Probe mit
einer sehr hohen Menge an Clarithromycin-sensiblen
Helicobacter pylori (# 1925333; ~5x10° CFU/mL), eine
mit ca. zehnfach geringerer Menge (# 1925331;
~5x10" CFU/mL), eine Probe mit ca. hundertfach geringe-
rer Menge (# 1925332, ~5x10° CFU/mL), sowie eine
Probe ohne Zielorganismen (# 1925334), die nur huma-
nes Zellmaterial und E. coli enthielt.

Erfreulicherweise wurden alle drei H. pylori-haltigen Pro-
ben (#1925331, # 1925332 und # 1925333) von nahe-
zu allen Teilnehmern als richtig-positiv bewertet. Lediglich
zwei der insgesamt 47 Teilnehmer beobachteten ein
falsch-negatives PCR/NAT-Ergebnis flr H. pylori-DNA in
der schwach positiven Probe # 1925332. Wie bereits in
den letzten Ringversuchen zeigte sich erneut die Verfug-
barkeit gut evaluierter NAT-gestltzter Analysesysteme
mit hoher analytischer Sensitivitat. Auch bei Probe
# 1925334, die keine H. pylori-DNA enthielt, sondern
lediglich mit humanem Zellmaterial und Escherichia coli
K12 versetzt war, wurden keine falsch-positiven Ergebnis-
se beobachtet. Inhibitionskontrollen wurden offenbar von
allen der insgesamt 47 Teilnehmer durchgefthrt und
dabei keinerlei Inhibitionsereignisse beobachtet.

Bis auf die Teilnehmer mit kommerziellen Testsyste-
men (im Kommentarfeld des Ergebnisformulars wurde
unter Code [27] ,Andere kommerzielle Testsysteme*
2x H. pylori von Sacace Biotechnologies, 2x LightMix He-
licobacter 23S Kit von TIB Molbiol, 1x LightMix Modular
H. pylori von TIB Molbiol, 2x Allplex H. pylori & ClariR Assay
von Seegene, 2x Amplidiag H. pylori + ClariR von MOBI-
DIAG und 1x H. pylori + Clarithromycin Real TM PCR kit
von VIASURE angegeben) verwendeten die Teilnehmer
zum NAT-gestutzten Nachweis von H. pylori selbstentwi-
ckelte, sog. Inhouse-Testsysteme.

Wie in der Testbeschreibung des RV 533 vermerkt,
konnten die Teilnehmer auf freiwilliger Basis auch die
vermeintliche Clarithromycin-Resistenz der untersuchten
H. pylori-lsolate mitteilen. Diese Spezialuntersuchung zur
molekularbiologischen Resistenztestung erfolgt in der
Regel Uber die Amplifikation und Sequenzierung von
charakteristischen Bereichen, innerhalb der H. pylori
23S rDNA bzw. der Sequenzanalyse dieses Genom-
bereichs, mittels Hybridisierungssonden. Ergebnisse
wurden hier von 41 der insgesamt 47 Teilnehmer mitge-
teilt, und mit Ausnahme eines einzigen Teilnehmers waren
die Ergebnisse der molekularen Resistenztestung auch
durchweg korrekt.

RV 534: EHEC/STEC

Wie auch bereits bei den vorhergegangenen Runden
dieses Ringversuchs mehrfach diskutiert, besteht die ei-
gentliche Herausforderung bei dem Nukleinsaure-gestiitz-
ten Nachweis von EHEC/STEC prinzipiell nicht so sehr in
dem Nachweis sehr geringer Mengen an Zielorganismen,
sondern vielmehr in der differenzierten Analyse und der
Typisierung unterschiedlicher Shiga-Toxin-Genen und
anderer putativer Pathogenitatsfaktoren (wie das fur Inti-
min kodierende eae-Gen oder das fir Enterohamolysin
kodierende hlyA-Gen).

Das aktuelle Set an Ringversuchsproben enthielt daher
zwei unterschiedliche, aber relativ stark EHEC-positive
Proben mit ca. 1x10° CFU/mL (# 1925342: E. coli, stx -,
stx,-, eae-, hlyA- und 0157-positiv) und mit ca.
1x10* CFU/mL (# 1925343: E. coli, stx,.-, eae-, hlyA- und
0103-positiv) und eine Probe mit 5x10* CFU/mL an Sal-
monella enterica ser. Enteritidis (# 1925341). Die Probe
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# 1925344 enthielt lediglich einen E. coli K12-Stamm
(eae-, hlyA-negativ).

Im Rahmen des aktuellen Ringversuchs waren keine
Lexotischen” Shiga-Toxin-Gene vertreten, sodass, begrin-
det auf die Verflgbarkeit von mittlerweile bestens eta-
blierten PCR/NAT-gestltzten Testsystemen und moleku-
larbiologischen Differenzierungsstrategien fur EHEC, bei
allen Proben durchwegs hohe Richtigkeitsquoten - sowohl
flr positive, als auch fur negative Befunde - beobachtet
werden konnten. Bei den beiden EHEC-positiven Proben
# 1925342 und # 1925343 wurden von 133 bzw. 132
der insgesamt 133 Teilnehmer richtig-positive EHEC-Be-
funde berichtet. Lediglich von einem Teilnehmer wurde
bei der positiven Probe # 1925343 ein falsch-negatives
PCR-Ergebnis fiir EHEC/STEC beobachtet. Auch die Probe
#1925344 (E. coli K12-Stamm, eae-, hlyA-negativ) wurde
von allen Teilnehmern korrekterweise als negativ befun-
det - sie fuhrte diesmal bei keinem der insgesamt
133 Teilnehmer zu einem falsch-positiven Ergebnis.
Eine der vier Proben (# 1925341) war diesmal mit Sal-
monelle enterica ser. Enteritidis (~1x10* CFU/mL) ver-
setzt. Diese wurde erfreulicherweise von fast allen Teil-
nehmern (bis auf einen) korrekt als negativ flr
EHEC/STEC befundet. Bei der anzunehmenden sequen-
ziellen Abarbeitung der 4 Einzelproben sollte die Ergeb-
niskonstellation bei dem Teilnehmer mit dem falsch-posi-
tiven Ergebnis fur Probe ,1“ erscheinen. Kontamina-
tionsereignisse bei der Probenaufbereitung durch Ver-
schleppung von positivem Probenmaterial oder Nuklein-
saure aus den beiden EHEC-positiven Proben ,2“ und ,3“
sind eher unwahrscheinlich.

Da in den meisten der teilnehmenden Laboratorien ein
NAT-gestutzter Nachweis von Shiga-Toxin-Genen im Um-
feld der EHEC-Diagnostik primar als Kulturbestatigungs-
test eingesetzt wird, werden bei zuklnftigen Ringversu-
chen auch die meisten der positiven Proben wieder relativ
hohe Mengen an Zielorganismen enthalten, und der
Schwerpunkt bleibt auf der Abprifung der analytischen
Spezifitat der eingesetzten Testsysteme, und weniger auf
der dabei erzielten unteren Nachweisgrenze.

Neben den traditionellen Inhouse-Testsystemen werden
zunehmend vorkonfektionierte kommerzielle PCR/NAT-
Assays eingesetzt. In Anbetracht der insgesamt relativ
hohen Richtigkeitsquoten kénnen aktuell keine grofien
Unterschiede innerhalb dieser Testkonzepte ausgemacht
werden. Inhibitionskontrollen wurden von 132 der insge-
samt 133 Teilnehmer durchgefuhrt, Inhibitionsereignisse
wurden in keinem Fall beobachtet.

Zudem wurden von 113 Teilnehmern die Ergebnisse der
molekulargenetischen Shiga-Toxin-Subtypisierung sowie
des gezielten Nachweises von Intimin (eae)- und/oder
Enterohamolysin (hlyA)-Genen mitgeteilt. Wenn auch die
Typisierung nicht immer vollstandig durchgefihrt wurde,
so waren diese Angaben zur Typisierung, zumindest in
dem mitgeteilten Umfang, grofiteils korrekt. Lediglich von
zwei Teilnehmern wurden in der aktuellen Ringversuchs-
runde falsche Ergebnisse fir die Feintypisierung berichtet.
Im Kommentarfeld des Ergebnisformulars wurde unter
Code [27] ,Andere kommerzielle Testsysteme” u.a. die

Verwendung folgender Kits aufgefihrt: TIB Molbiol Light-
Mix modular stx-1/stx-2/eae (6x), BD Max Enteric Bacte-
rial Panel (6x), Seegene Allplex Gastrointestinal Panel
Bacteria Il Assay (5x), Amplex eazyplex EHEC complete
(3x), eazyplex EHEC classic plus (1x), Altona diagnostic
RealStar EHEC PCR Kit (2x), BioMerieux BioFire Gl Panel
(2x), AmpliGnost Verotoxin 1/2 (Differenzierung) PCR Kit
(PIIM) Karlsruhe (1x), ampliCube Gastrointestinal Bacte-
rial Panel 2 (1x), AmpliSens Escherichioses FRT (1x), fast-
track Diagnostics (1x), iQ-Check STEC VirX Kit (1x), Opti-
Gene Isothermal Master Mix (1x) und SSI Diagnostica-
DEC PCR Kit (1x)

RV 535: Borrelia burgdorferi

Nachdem die Probenauswahl des letzten Ringversuchs
mehr auf die analytische Spezifitat der eingesetzten
Testsysteme abzielte, wollten wir uns im aktuellen Ring-
versuch wieder einmal auf die Prifung der analytischen
Sensitivitat fokussieren.

Aus diesem Grund enthielt das aktuelle Set an Ringver-
suchsproben eine Probe mit einer hohen Menge an Bor-
relia afzelii (# 1925352, ~5x10° Organismen/mL), eine
Probe mit einer etwa zehnfach geringeren Menge
(# 1925351, ~5x10* Organismen/mL), eine Probe mit
einer etwa hundertfach geringeren Menge (# 1925353,
~5x10° Organismen/mL) an Borrelia afzelii sowie eine
Probe ohne Zielorganismen, die jedoch lediglich signifi-
kante Mengen eines E. coli K12-Stammes enthielt
(# 1925354).

An dieser Stelle nochmals eine kurze Rekapitulation zu
B. burgdorferi sensu lato: Mittlerweile sind mehr als 20
dem B. burgdorferi sensu lato-Komplex zugehorige, gene-
tisch eindeutig unterscheidbare ,Genospezies” beschrie-
ben. Die zum Teil erhebliche Heterogenitat selbst inner-
halb einer Spezies - z.B. B. garinii - stellt hohe Anforde-
rungen an den PCR/NAT-gestitzten Nachweis von
B. burgdorferi-DNA. Die in diesem Ringversuch eingesetz-
te Spezies B. afzelii findet sich haufig in Zecken und ist
die haufigste Spezies, die bei Hautmanifestationen
nachgewiesen wird: etwa 80% der Nachweise bei Acro-
dermatitis chronica atrophicans sind B. afzelii. Ebenfalls
gesichert humanpathogen und weit in Europa verbreitet
sind B. burgdorferi sensu stricto, B. garinii, B. bavariensis
und B. spielmanii, letztere bislang nur selten bei Erkran-
kungen (insbesondere Haut) oder in Zecken nachgewie-
sen. Als moéglicherweise humanpathogen werden B. bis-
settiae, B. lusitaniae und B. valaisiana eingestuft, alle in
Europa nachgewiesen. Eine weitere humanpathogene
Spezies, vorlaufig als Candidatus B. mayonii benannt,
wurde in 2016 erstmals beschrieben: Vorkommen bislang
nur in den USA bekannt und als bisher einzige B. burg-
dorferii s.l.-Spezies zuverlassig im Blut betroffener Pati-
enten nachweisbar. Nach dieser knappen Auffrischung
zu den Ringversuchsergebnissen:

Die Detektion von Borrelia afzelii-DNA in den Proben mit
der hohen Erregerlast (#1925352 mit ca. 5x10° Organis-
men/mL und # 1925351 mit ca. 5x10° Organismen,/mL)
bereitete lediglich jeweils einem der Teilnehmer Proble-
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me, sodass hier erfreulicherweise eine Quote richtig-po-
sitiver Ergebnisse von ,nahezu“ 100% erreicht wurde.
Bei abnehmender Erregerlast wurde bei der Probe
# 1925353 mit ca. 5x10° Organismen/mL von einem der
insgesamt 100 Teilnehmer ein falsch-negatives Ergebnis
berichtet und zwei Teilnehmer klassifizierten ihr Ergebnis
hier als ,fraglich®.

Einer der Teilnehmer beobachtete mit seinem Borrelien-
spezifischen PCR/NAT-Testsystem ein positives Ergebnis
bei der negativen Probe # 1925354. Da diese Probe le-
diglich signifikante Mengen eines E. coli K12-Stammes
enthielt, ist eine Kreuzreaktion aufgrund mangelnder
Spezifitat des entsprechenden Testsystems bei dieser
Konstellation sehr unwahrscheinlich. Laborinterne Kon-
taminationsereignisse bzw. Kreuzkontaminationen wah-
rend der Probenextraktion und -abarbeitung sind natlrlich
ebenfalls méglich und sollten ggf. kontrolliert und korri-
giert werden. Interne oder externe Inhibitionskontrollen
wurden von allen 100 Teilnehmern mitgefuhrt, signifikan-
te Inhibitionsereignisse der PCR-Reaktion wurden im
Rahmen dieser Ringversuchsrunde von keinem Teilneh-
mer beobachtet.

Wie bei den vorhergehenden Ringversuchsrunden haben
auch diesmal wieder ungefahr knapp die Halfte der Teil-
nehmer selbstentwickelte (Inhouse-)Testsysteme mit In-
hibitions- und/oder Positivkontrollen zum NAT-gestutzten
Nachweis von Borrelien-DNA verwendet, kommerzielle
Testsysteme wurden von 51 der 100 Teilnehmer einge-
setzt.

Im GrofRen und Ganzen waren im Rahmen dieses Ringver-
suchs auch keine auffalligen Unterschiede hinsichtlich
Sensitivitat zwischen den jeweils eingesetzten kommerzi-
ellen (Sensitivitat zwischen 99 und 100%) und der, zumin-
dest aus methodischer Sicht, relativ heterogenen Gruppe
von selbstentwickelten (Inhouse-)Testsystemen (durch-
schnittliche Sensitivitat ca. 98%) zu beobachten. Dennoch
kann angemerkt werden, dass von den drei Teilnehmern,
die ein falsch-negatives Ergebnis fur je eine der positiven
Proben berichteten, alle durch Inhouse-Testsysteme ge-
neriert wurden. Gegebenenfalls sollte also die Sensitivitat
der hauseigenen Testsysteme Uberprift werden.
Daruber hinaus wurde im Kommentarfeld des Ergebnis-
formulars unter Code [27] ,Andere kommerzielle Testsys-
teme* u.a. die Verwendung folgender Kits aufgefihrt:
HAIN Lifescience FluoroType Borrelia (6x), Mikrogen al-
phaCube Borrelia (6x), BIORON ReallLine Borrelien Kit
(3x), Gerbion Diarella Borrelia (2x), Ingenetix BactoReal
(2x), AID GenID Zecken Screening Kit (1x), Sacace Bio-
technologies B. burgdorferi (1x), Sacace Biotechnologies
TBEV, B. burgdorferi, A. phagocytophilum, E. chaffeen-
sis/E. muris Real Time (1x), Altona diagnostics Kit (1x),
Elisabeth Pharmacon EliGene Borrelia LC (1x) und Master
diagnostica TBB (1x).

RV 536: Legionella pneumophila
Aus aktuellem Anlass hier erneut vorab ein kurzer Hin-

weis: Dieser Ringversuch ist ausschlieflich fir die Abpri-
fung von PCR/NAT-gestutzten Methoden und Protokollen

zum Direktnachweis geringer Mengen an Legionella
pneumophila aus geeignetem klinischem Untersuchungs-
gut (wie beispielsweise respiratorischem Probenmaterial)
konzipiert. Er ist daher NICHT fur die Abprifung von im-
munologischen Direktnachweisverfahren wie L. pneumo-
phila SG1 Urin-Antigen Testen o.a. geeignet. Einzelne
Proben innerhalb des ausgesandten 4er-Sets kénnen
daher typischerweise auch relativ geringe Mengen der
entsprechenden Zielorganismen enthalten. Aus diesem
Grund ist eine Teilnahme an diesem Ringversuch nur fur
solche diagnostische Laboratorien erfolgversprechend
und sinnvoll, die hochsensitive und spezifische PCR-
gestutzte Verfahren zum Direktnachweis von L. pneumo-
phila-DNA etabliert haben oder solche im Zuge einer ex-
ternen Qualitatskontrolle evaluieren wollen.

Wie in Tabelle 1 (Anhang 1, S. 9) dargestellt, enthielt das
aktuelle Set an Ringversuchsproben diesmal drei positive
Proben: Probe # 1925364 mit einer hohen Menge an
Zielorganismen (L. pneumophila SG1, ~5x10° CFU/mL),
Probe # 1925361 mit einer etwa zehnfach geringeren
Menge an Zielorganismen (L. pneumophila SG1,
~5x10* CFU/mL) und Probe # 1925362 mit einer etwa
hundertfach geringeren Menge an Zielorganismen
(L. pneumophila SG1, ~5x10° CFU/mL). Probe # 1925363
enthielt ausschliefllich humanes Zellmaterial und eine
nennenswerte Menge an E. coli.

Letztere Einzelprobe wurde erfreulicherweise von 112
der insgesamt 114 Teilnehmer als negativ fir Legionella
pneumophila-DNA befundet. Nur zwei Teilnehmer berich-
teten hier ein falsch-positives Ergebnis. Da diese Probe
lediglich E. coli-Zellen enthielt, ist eine Kreuzreaktion
aufgrund mangelnder Spezifitat des entsprechenden
Testsystems bei dieser Konstellation sehr unwahrschein-
lich. Vermutlich sind die falsch-positiven Ergebnisse hier
durch laborinterne Kontaminationsereignisse bzw.
Kreuzkontaminationen wahrend der Probenextraktion
und -abarbeitung bedingt.

Die relativ stark positive Probe # 1925364 mit ca.
5x10° CFU/mL an Legionella pneumophila SG1 wurde
von 112 Teilnehmern korrekterweise als positiv interpre-
tiert. Die zwei falsch-negativen Ergebnisse beruhen ver-
mutlich eher auf anwendungstechnischen Problemen als
auf unzureichender analytischer Sensitivitat. Die etwa
10-fach geringere Menge an Legionella pneumophila-Ziel-
organismen in Probe # 1925361 (ca. 5x10* CFU/mL)
konnte noch von 111 Teilnehmern korrekt als positiv
identifiziert werden, allerdings wurden hier bereits
3 falsch-negative Ergebnisse berichtet. Um die Grenzen
der analytischen Sensitivitat auszuloten, enthielt die
Probe # 1925362 diesmal eine sehr geringe Menge an
Zielorganismen (ca. 5x10° CFU/mL). Firr diese Probe
wurden nur 92 richtig-positive Ergebnisse von den insge-
samt 114 Teilnehmern berichtet. Neben 20 falsch-nega-
tiven Ergebnissen wurden auch zwei Befunde als ,frag-
lich” klassifiziert.

Aufgrund der geringen Erregeranzahl in Probe # 1925362
wird diese Probe im Rahmen der Ringversuchsauswertung
als ,,edukativ“ betrachtet und die Ergebnisse bei der Er-
teilung der Zertifikate hier nicht als ,falsch-negativ“ ge-
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wertet. Allerdings sollte der aktuelle Ringversuch und
insbesondere ein falsch-negatives Ergebnis bei der Probe
# 1925362 bei Teilnehmern mit hohem Anspruch an die
Empfindlichkeit ihrer PCR/NAT-Testsysteme zum Anlass
genommen werden, die analytische Sensitivitat des ver-
wendeten Testsystems kritisch zu hinterfragen und gege-
benenfalls zu optimieren.

Im Rahmen des aktuellen Ringversuchs kamen bei insge-
samt 80 Teilnehmern kommerzielle NAT-Testsysteme flir
den Nachweis von L. pneumophila-DNA im Untersuchungs-
material zum Einsatz. Im Kommentarfeld des Ergebnis-
formulars wurde hier unter Code [27] ,Andere kommerzi-
elle Testsysteme® u.a. die Verwendung folgender Kits
aufgefiihrt: Seegene Allplex Respiratory Panel 4 (8x),
Seegene Respiratory Bacteria (3x), Seegene PneumoBac-
ter assay (1x), AmpliGnost L. pneumophila von PIIM
Karlsruhe (6x), Mikrogen ampliCube Respiratory Panel 1
(6x), Diagenode Legionella real time PCR Kit (1x), Gene-
Proof L. pneumophila PCR Kit (5x), fast-track Diagnostics
Atypical CAP (3x), fast-track Diagnostics Bacterial pneu-
monia CAP (3x), BioMerieux ARGENE (3x), BioGX Atypical
pneumonia (1x), BioGX auf BD Max (2x), BD Max (2x), BD
Max c-CAP Assay (2x), Gerbion diarella Legionella (1x),
Biolegio Atypical Pneumonia-1 Assay (1x), Luminex NxTAG
Respiratory Pathogen Panel (1x), Luminex RPP Multiplex
(1x), RespiFinder (1x), Roche TNAI (1x), Roche LightMix
Modular L.spp/pn. (1x), Ingenetix Bacto Real L. pneumo-
phila (2x), BioFire FILMARRAY (1x), AnDiatec Quidel
L. pneumophila (1x), AmpliSens Legionella FRT (1x) und
Eazyplex PneumoBug expert (1x).

RV 537: Salmonella enterica

Das aktuelle Set an Ringversuchsproben enthielt diesmal
drei positive Proben. Eine Probe mit relativ hoher Menge
an Zielorganismen (# 192537 3; Salmonella enterica ser.
Tennesee, ~5x10° CFU/mL), eine mit etwa fiinffach gerin-
gerer Menge (# 1925374; Salmonella enterica ser. Ente-
ritidis ~1x10° CFU/mL) und Probe # 1925372 mit Salmo-
nella enterica ser. Paratyphi; ~5x10* CFU/mL), sowie eine
Probe ohne Zielorganismen (# 1925371), die ausschlie3-
lich humanes Zellmaterial und eine nennenswerte Menge
an E. coli enthielt.

Die Verflgbarkeit von spezifischen und mittlerweile gut
evaluierten selbstentwickelten bzw. kommerziellen NAT-
gestutzten Analysesystemen fuhrte erfreulicherweise bei
allen 4 Proben des Ringversuchssets zu sehr hohen
Richtigkeitsquoten. Insgesamt war lediglich ein falsch-
negatives Ergebnis bei der positiven Probe # 1925372
sowie ein falsch-negatives Ergebnis bei der positiven
Probe # 1925374 zu beobachten. Bei den Ubrigen zwei
Proben innerhalb des aktuellen Sets, # 1925371 und
# 1925373, wurden im Rahmen dieses Ringversuchs
zum NAT-gestutzten Nachweis von Salmonellen von den
insgesamt 24 Teilnehmern durchwegs korrekt-negative
bzw. -positive Ergebnisse berichtet. Im direkten Vergleich
zu manchen der vorhergehenden Ringversuchsrunden
deutet dies auf eine verbesserte Vorgehensweise hinsicht-
lich der Vermeidung von Kontaminationsereignissen

wahrend der individuellen Probenaufarbeitung und
PCR/NAT-Analytik in den teilnehmenden diagnostischen
Laboratorien hin. Inhibitionskontrollen wurden von allen
24 Teilnehmern durchgefihrt, signifikante Inhibitionser-
eignisse wurden im aktuellen Probensatz fir keine der
4 Einzelproben berichtet.

Im Kommentarfeld des Ergebnisformulars wurde hier
unter Code [27] ,Andere kommerzielle Testsysteme* von
den Teilnehmern u.a. die Verwendung der folgenden Kits
aufgefiihrt: BD Max Enteric Bacterial Panel (4x), TIB
Molbiol LightMix Salmonella (3x), fast-track Diagnostics
(1x), ampliCube Gastroenteritis Bacteria Panel 1 (1x),
Seegene Allplex Gastrointestinal Panel Bacteria 2 Assay
(1x), eazyplex TyphiTyper (1x) und mericon Salmonella
spp Kit (1x).

RV 538: Listeria spp.

Neben der wohl prominentesten Spezies Listeria mono-
cytogenes sind auch eine Reihe weiterer Listerienspezies
bekannt, fir die inzwischen auch einige selbstentwickelte
und kommerzielle NAT-gestltzte Nachweisverfahren zur
Verfugung stehen. Auch wenn diese Spezies (mit Ausnah-
me von L. ivanovii) zumeist nicht von humanpathogener
Relevanz sind, werden wir uns bei der Konzeption des
Probenmaterials fur RV 538 vor allem zur Abprufung der
Spezifitat individueller Testsysteme nicht nur auf L. mo-
nocytogenes beschranken. Daher werden gelegentlich
auch andere Listerienspezies in der einen oder anderen
Probe dieses Ringversuchs zu finden sein. Im aktuellen
Ringversuch wurde jedoch eine Art Verdinnungsreihe
von Listeria monocytogenes angefertigt, um primar die
untere Nachweisgrenze der derzeit eingesetzten Testsys-
teme abzuprifen. Probe # 1925381 enthielt eine relativ
hohe Menge an L. monocytogenes (ca. 5x10° CFU/mL),
die auch von allen der insgesamt 38 Teilnehmer korrekt
erfasst wurde. Probe # 1925382 enthielt mit ca.
5x10* CFU/mL eine etwa zehnfach geringere Menge an
Zielorganismen, die ebenfalls von allen Teilnehmern mit
ihren jeweiligen spezifischen PCR-Testsystemen zuverlas-
sig detektiert werden konnte. Mit ca. 1x10° CFU/mL
L. monocytogenes/mL Probenmaterial enthielt die Probe
# 1925383 diesmal eine relativ geringe Menge der ent-
sprechenden Zielorganismen. Erfreulicherweise konnte
selbst diese schwach positive Probe noch von 35 der
insgesamt 43 Teilnehmer als , positiv* klassifiziert werden.
Lediglich 8 Teilnehmer berichteten hier ein negatives Er-
gebnis, was sich auch mit den Beobachtungen aus vor-
hergegangenen Ringversuchen mit sehr schwach positi-
ven Einzelproben deckt.

Um mogliche Kontaminationsereignisse wahrend der
Prozessierung und DNA-Praparation bei den L. monocyto-
genes-positiven Proben aufzudecken, haben wir die ne-
gative Probe # 1925384 diesmal bewusst am Ende des
4er-Sets positioniert. Umso erfreulicher gestaltet sich die
aktuelle Ergebniskonstellation: keiner der 43 Teilnehmer
hat bei dieser Probe ohne Zielorganismen, die ausschlief3-
lich humanes Zellmaterial und eine nennenswerte Menge
an E. coli enthielt, ein falsch-positives Ergebnis berichtet.
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Im Vergleich zu den vorhergegangenen Ringversuchen
deutet dies auf eine kontinuierlich verbesserte Vorgehens-
weise hinsichtlich der Vermeidung von Kontaminationser-
eignissen wahrend der individuellen Probenaufarbeitung
und PCR/NAT-Analytik in den teilnehmenden diagnosti-
schen Laboratorien hin.

Da wir uns innerhalb dieses Ringversuchsprogramms
gelegentlich auch mit einzelnen Proben an die derzeit
technisch machbare untere Nachweisgrenze annahern
wollen (Anmerkung: wir sind uns dabei sehr wohl bewusst,
dass bei vielen Fragestellungen das ,technisch Machba-
re“ nicht unmittelbar gleichbedeutend mit dem ,diagnos-
tisch Sinnvollen” ist), bestand beim aktuellen Listerien-
Ringversuch die diagnostische Herausforderung in der
Abprifung der analytischen Sensitivitat individueller
Testkonzepte. Der moglichst selektiven Detektion bzw.
differenzierten Erfassung von non-monocytogenes Liste-
rienspezies werden wir uns wieder in einigen der zukinf-
tigen Ringversuchsrunden widmen.

Fir Kolleginnen und Kollegen, die an einer aussagekraf-
tigen Abprifung der Sensitivitat von neu- oder eigenent-
wickelten Testsystemen interessiert sind, stehen mit dem
aktuellen Ringversuch auch wieder standardisierte
Ruckstellproben mit geringerer Menge an Zielorganismen
zur Verfugung, die als untere Messlatte bezlglich der
analytischen Sensitivitat dienen kénnen und direkt Gber
den Ringversuchsleiter zu beziehen sind. Von allen
43 Teilnehmern wurden Testsysteme mit Inhibitions-
und/oder Positivkontrollen verwendet. Vermeintliche In-
hibitionsereignisse 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 aufgefuhrt: Allplex Menin-
gitis assay (2x), Progenie RealCycler Listeria spp. (2x),
TIB Molbiol LightMix modular (1x), Sacace Biotechnologies
L. monocytogenes Real-TM (1x), DYNEX Real Time PCR
MeningoPlex (1x), Liferiver L. monocytogenes Real Time
PCR Kit (1x), FILMARRAY/Encephalitis Panel (1x), Ampli-
Sens L. monocytogenes PCR Kit (1x), eazyplex CSF direct
(1x), BioGX (1x), BIRD L. monocytogenes (1x) und QIAGEN
mericon Listeria spp Kit (1x).

RV 539: MRSA

Zuerst einmal, wie gehabt, eine wichtige Anmerkung
vorab: dieser Ringversuch ist ausschlieBlich fir den Di-
rektnachweis von MRSA-DNA aus geeignetem klinischem
Untersuchungsgut (wie beispielsweise Nasen- oder
Wundabstrichen) konzipiert. Die positiven Proben inner-
halb des ausgesandten 4er-Sets enthalten daher typi-
scherweise relativ geringe Mengen an entsprechenden
Zielorganismen. Fur interessierte Teilnehmer soll an die-
ser Stelle noch einmal explizit darauf hingewiesen wer-
den, dass sich mit Testsystemen, die Ublicherweise fur
die Kulturbestatigung von S. aureus und/oder MRSA
ausgelegt sind, diese geringen Mengen nicht immer zu-
verlassig nachweisen lassen werden. Eine Teilnahme an
diesem Ringversuch ist daher nur fur solche diagnosti-

schen Laboratorien erfolgversprechend und sinnvoll, die
hochsensitive und spezifische NAT/PCR-gestltzte Verfah-
ren zum Direktnachweis von MRSA etabliert haben bzw.
im Zuge einer externen Qualitatskontrolle evaluieren
wollen.

Wie an dieser Stelle bereits mehrfach thematisiert, basie-
ren einige der derzeit etablierten eigenentwickelten oder
kommerziellen Testsysteme zum Direktnachweis von
MRSA aus klinischem Untersuchungsmaterial auf einer
getrennten Erfassung von S. aureus-spezifischen Mar-
kern, Staphylokokkenspezies-spezifischen Markern und
dem mecA-Gen in der entsprechenden Nukleinsaurepra-
paration. Da sowohl bei S. aureus als auch bei Koagulase-
negativen Staphylokokken das mecA-Gen fur die phano-
typische Auspragung einer Methicillin-Resistenz verant-
wortlich ist, ist die Aussagekraft dieser PCR-gestltzten
Testsysteme fuir den Direktnachweis von MRSA aus nati-
vem Patientenmaterial eingeschrankt, wenn beim Patien-
ten eine gleichzeitige Besiedelung mit S. aureus und Ko-
agulase-negativen Staphylokokken (die als klinische Iso-
late zumeist mecA-positiv sind) vorliegt. Einen attraktiven
Ansatzpunkt zur Losung dieses Problems bieten sog.
SCCmec-basierte PCR-Testkonzepte, die auf dem Nach-
weis der SCCmec-Kassette innerhalb eines fur S. aureus
charakteristischen Genbereiches beruhen und die relativ
gut konservierte Integrationsstelle der SCCmec-Kassette
im S. aureus-Genom als Zielsequenz verwenden.

Dass aber auch die SCCmec-basierten Testkonzepte ge-
wisse Limitationen haben, konnte im Rahmen einiger
friherer Ringversuche eindrucksvoll aufgezeigt werden:
hier wurden bereits einige MRSA-Isolate mit selten vor-
kommenden SCCmec-Subtypen oder MSSA-Isolate mit
einer an den jeweiligen Enden typischen SCCmec-Se-
quenz, aber mit einer natlrlichen Deletion des ublicher-
weise innerhalb der SCCmec-Kassette vorhandenen
mecA-Gens versandt. Auch wenn wir uns im Rahmen
dieser Ringversuchsserie zum Ziel gesetzt haben, primar
die analytische Sensitivitat und Spezifitat (und somit die
Routinetauglichkeit) der jeweils eingesetzten Testsysteme
abzuprifen, befand sich im aktuellen Ringversuch neben
einem klassischen und unkomplizierten MRSA-Isolat auch
ein derzeit noch eher selten anzutreffendes MSSA-Isolat
mit mecA-Deletion innerhalb der SCCmec-Kassette.

Wie in Tabelle 1 (Anhang 1, S. 12) der statistischen Aus-
wertung dargestellt, enthielt die Probe # 1925391 ein
typisches MRSA-Patientenisolat (MRSA; PVL-negativ,
~5x10° CFU/mL), Probe # 1925393 eine ca. flinffach
geringere Menge des gleichen Isolats (MRSA; PVL-negativ,
~5x10° CFU/mL), und die Probe # 1925394 eine relativ
hohe Menge eines Methicillin-sensiblen S. aureus-Pati-
entenisolats mit mecA-Deletion innerhalb der integrierten
SCCmec-Kassette (sog. mecA dropout Mutante) (MSSA;
PVL-negativ; ~B5x10° CFU/mL). Die letzte der 4 Proben,
# 1925392, enthielt neben humanem Zellmaterial ledig-
lich eine nennenswerte Menge an E. coli.
Erfreulicherweise wurden im aktuellen Ringversuch bei
der positiven MRSA-Probe # 1925391 von nahezu allen
der 288 Teilnehmer korrekt-positive PCR/NAT-Ergebnisse
mitgeteilt. Unter den ebenfalls nahezu korrekten Ergeb-
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nissen flr die zweite MRSA-positive Probe (# 1925393)
fanden sich aber auch 3 falsch-negative und 3 als ,frag-
lich“ klassifizierte Befunde. Der technische oder metho-
dische Hintergrund der 3 als ,fraglich“ bewerteten und
der 3 falsch-negativen Ergebnisse bei dieser Probe ist
seitens des Ringversuchsleiters nicht naher zu ergriinden.
Moglicherweise wurden PCR-Testsysteme mit unzureichen-
der analytischer Sensitivitat eingesetzt oder es ging
wahrend der Probenaufarbeitung ein gewisser Anteil der
Template-DNA bei der DNA-Isolierung oder der Komplet-
tierung der PCR-Ansétze verloren. Angesichts der mit
5x10° bzw. 1x10° CFU/mL ehrlicherweise nicht gerade
als ,auferst gering“ zu bezeichnenden Menge an Zielor-
ganismen sollten falsch-negative Ergebnisse bei den
Proben # 1925391 und # 1925393 den betroffenen
Ringversuchsteilnehmern durchaus begriindeten Anlass
zur Uberpriifung und Optimierung ihrer entsprechenden
NAT-gestltzten Testsysteme geben.

Bei der Probe # 1925392, die ausschliefllich humanes
Zellmaterial und eine nennenswerte Menge an E. coli
enthielt, wurden im Rahmen des aktuellen Ringversuchs
von 2 der 288 Teilnehmer ein als ,fraglich” klassifiziertes
und von 3 Teilnehmern ein falsch-positives MRSA-Ergeb-
nis beobachtet. Hier liegt (auch angesichts der sequenzi-
ellen Folge direkt nach der MRSA-positiven Probe
#1925391) das Auftreten eines sporadischen laborinter-
nen Kontaminationsereignisses oder einer Kreuzkonta-
mination wahrend der Probenextraktion und -abarbeitung
nahe. Wie bereits mehrfach im Rahmen dieser ausfihrli-
chen Ringversuchsdiskussionen erwahnt, sind solche
»Ausreifler” bei technisch aufwandigen Ringversuchen
mit nahezu 300 Teilnehmern nichts Ungewohnliches und
bedurfen unseres Erachtens keiner weiteren Diskussion.
Die augenscheinlich ,schlechte Datenlage* bei der MSSA-
positiven Probe # 1925394 (S. aureus-Patientenisolat)
ist bei naherer Betrachtung schnell erklart: hierbei handelt
es sich um eine sog. mecA dropout-Mutante. Bei solchen
speziellen MSSA-Isolaten liegt die SCCmec-Kassette zwar
im S. aureus-Genom integriert vor (d.h. die SCCmec-orfX-
Ubergangsregion, die bei den meisten der derzeit kom-
merziell erhaltlichen MRSA-spezifischen PCR-Testsysteme
als molekularer Surrogatmarker fur die Anwesenheit eines
mecA-Gens verwendet wird, ist in diesem Isolat vorhan-
den), aber innerhalb dieser SCCmec-Kassette ist das
Methicillin-Resistenz vermittelnde mecA-Gen grofdteils
deletiert und daher phanotypisch nicht mehr funktionell
ausgepragt. Auch wenn solche mecA-Deletionsmutanten
derzeit weiterhin eher selten beobachtet werden, so soll
mit der Mitfihrung dieses Isolats bei den Teilnehmern
und innerhalb der Leserschaft dieser Ringversuchsdiskus-
sion zumindest das Bewusstsein flur das mogliche Vor-
kommen solcher MSSA-Isolate geweckt werden, die
Jleere“ SCCmec-Kassetten tragen.

Auch hier ist wieder der direkte Vergleich zu zwei unserer
friheren MRSA-Ringversuche interessant. Im November
2012 wurde namlich das gleiche mecA dropout MRSA-
Isolat ausgesandt, und von insgesamt 210 Teilnehmern
konnten damals lediglich 63 Teilnehmer (30%) einen
korrekt-negativen PCR/NAT-MRSA-Nachweis fuhren. Der

MRSA-Ringversuch vom November 2015 enthielt ein
ahnliches mecA dropout MRSA-Patientenisolat und hier
wurde bereits von 53% aller Teilnehmer ein korrekt-nega-
tiver PCR/NAT-MRSA-Befund beobachtet. Und innerhalb
der aktuellen Ringversuchsrunde werden bei solchen
MSSA-Isolaten nun immerhin schon von 261 der insge-
samt 288 Teilnehmer (ca. 90%) korrekt-negative
PCR/NAT-Ergebnisse fiir MRSA berichtet.
Zugegebenermafien sind mecA dropout-Mutanten unter
den MSSA-Patientenisolaten noch relativ selten und die
Ergebniskonstellation dieses Ringversuchs sollte den
diagnostischen Wert von SCCmec-basierten PCR-Testkon-
zepten in der mikrobiologischen Praxis nicht schmalern.
Nicht zuletzt an den steigenden Prozentzahlen bzw.
Richtigkeitsquoten der MSSA-Ergebnisse kann man aber
unschwer die BemUhungen der Testentwickler und die
damit verbundenen stetigen Verbesserungen an den
PCR/NAT-Testkonzepten erkennen. Ungeachtet des ver-
wendeten Testsystems wurde aber bei der Erstellung der
Zertifikate ein positives Ergebnis fur die Probe # 1925394
nicht als ,falsch” bewertet.

Fur Kolleginnen und Kollegen, die an einer aussagekraf-
tigen Abprifung der Spezifitdt und Sensitivitat von neu-
oder eigenentwickelten Testsystemen interessiert sind
und/oder tberprifen wollen, ob ihr spezifisches Testsys-
tem mecA-Deletionsmutanten differenziert erfassen kann,
stehen mit den Proben dieses Ringversuchs wieder
standardisierte Ruckstellproben zur Verfligung, die tber
den Ringversuchsleiter bezogen werden kdnnen.
Daruber hinaus bestatigt das ,besondere“ MSSA-Isolat
der aktuellen Ringversuchsrunde erneut die Sinnhaftigkeit
und auch die nach wie vor bestehende Notwendigkeit
des im Rahmen der PCR/NAT-Ringversuchsdiskussionen
bereits mehrfach thematisierten begleitenden kulturellen
Nachweises von MRSA.

Optional wird im Rahmen unserer Ringversuchsreihe auch
der molekulargenetische Nachweis des putativen Patho-
genitatsfaktors PVL (Panton-Valentine-Leukozidin) bzw.
dessen kodierende Gene lukF/S-PV abgefragt. Entspre-
chende (PVL-negative) Ergebnisse der molekularbiologi-
schen PVL-Testung wurden von 103 der insgesamt
288 teilnehmenden Laboratorien mitgeteilt, und mit
Ausnahme von drei falsch-positiven PVL-Ergebnisse waren
diese diesmal durchweg korrekt. Nahere Informationen
zu der nach wie vor hochaktuellen cMRSA- bzw. CA-MRSA-
Problematik finden sich beispielsweise in Linde et al. [2]
und Witte et al. [3]. Ein gut evaluiertes Realtime-PCR-
Protokoll fur den gezielten Nachweis von PVL-positiven
S. aureus-Isolaten findet sich beispielsweise in Reischl
et al. [4].

Im Kommentarfeld des Ergebnisformulars wurde hier
unter Code [27] ,Andere kommerzielle Testsysteme* u.a.
die Verwendung folgender Kits aufgefuhrt: Amplex eazy-
plex MRSA plus (4x), VELA diagnostics Sentosa SA Direct
MRSA Test (4x), alphaCube MRSA (1x), BD Max MRSA XT
(1x), Mikrogen (1x), GenID MRSA combi (1x), Abacus
Diagnostica GenomEra MRSA/SA (1x) und Gerbion (1x).
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RV 540: Chlamydia pneumoniae

Eine wichtige Anmerkung vorab: dieser Ringversuch ist
ausschliellich fur die Abprufung von NAT-gestitzten
Methoden und Protokollen zum Direktnachweis geringer
Mengen an Chlamydia pneumoniae-DNA aus geeignetem
klinischem Untersuchungsgut (wie beispielsweise respi-
ratorischem Probenmaterial) konzipiert. Die positiven
Proben innerhalb des ausgesandten 4er-Sets enthalten
daher typischerweise relativ geringe Mengen der entspre-
chenden Zielorganismen. Aus diesem Grund ist eine
Teilnahme an diesem Ringversuch nur fur solche diagnos-
tische Laboratorien erfolgversprechend und sinnvoll, die
hochsensitive und spezifische NAT/PCR-gestutzte Verfah-
ren zum Direktnachweis von C. pneumoniae-DNA etabliert
haben oder solche im Zuge einer externen Qualitatskon-
trolle evaluieren wollen.

Wie in Tabelle 1 (Anhang 1, S. 13) dargestellt, enthielt
das aktuelle Set an Ringversuchsproben diesmal eine
Probe mit einer relativ hohen Menge an entsprechenden
Zielorganismen (# 1925402; Chlamydia pneumoniae,
~5x10° IFU/mL) und eine Probe mit etwa hunderfach
geringerer Menge (# 1925401; Chlamydia pneumoniae,
~1x10* IFU/mL), eine Probe mit ca. ~1x10° Genomkopi-
en/mLan Mycoplasma pneumoniae (# 1925403), sowie
eine Probe ohne Zielorganismen (# 1925404), die aus-
schlieBlich humanes Zellmaterial und eine nennenswerte
Menge an E. coli enthielt.

Wie bereits in den vorhergegangenen Ringversuchen zu
beobachten war, so wird bei der Auswertung der Ergeb-
nisse auch diesmal die hervorragende analytische Sensi-
tivitdt und Spezifitat der gegenwartig eingesetzten und
z.T. auch bereits sehr gut evaluierten NAT-gestltzten
Analysesysteme fur den Nachweis von C. pneumo-
niae-DNA eindrucksvoll aufgezeigt. Aus den in der
Tabelle 2 (Anhang 1, S. 13) aufgefuhrten Daten ist zu
entnehmen, dass im aktuellen Ringversuch alle der ins-
gesamt 120 Teilnehmer die Zielorganismen selbst in der
etwas schwacher positiven Probe # 1925401 (ca.
1x10* IFU/mL) noch sicher und zuverldssig nachweisen
konnten. Mit ca. 5x10° IFU/mL Probenmaterial enthielt
die Probe # 1925402 diesmal eine relativ hohe Menge
an C. pneumoniae-Zielorganismen. Erfreulicherweise
wurde letztere Probe ebenfalls von allen der insgesamt
120 Teilnehmer als (richtig-)positiv befundet.

Fur die beiden Proben ohne Zielorganismen # 1925403
(Mycoplasma pneumoniae) und # 1925404 (humanes
Zellmaterial und nennenswerte Menge an E. coli) wurden
ebenfalls von 118 bzw. 119 der insgesamt 120 Teilneh-
mer richtig-negative Ergebnisse berichtet. Dies unter-
streicht wieder einmal aufs Neue die hohe analytische
Spezifitat der eingesetzten PCR/NAT-Testsysteme zum
Nachweis von C. pneumoniae-DNA. Bei dem einen isoliert
falsch-positiven Ergebnis kénnte es sich eventuell um
sporadische laborinterne Kontaminationsereignisse bzw.
eine Kreuzkontamination wahrend der Probenextraktion
und -abarbeitung gehandelt haben. Kreuzreaktivitaten
der C. pneumoniae-spezifischen PCR-Testsysteme mit

DNA von Mykoplasmen oder E. coli erscheinen eher als
unwahrscheinlich.

Die Teilnehmer haben entweder kommerzielle oder
selbstentwickelte (Inhouse-)Testsysteme mit Inhibitions-
und/oder Positivkontrollen zum NAT-gestltzten Nachweis
von C. pneumoniae-DNA verwendet; eine signifikante In-
hibition der PCR-Reaktion bei den vier versandten Proben
innerhalb des aktuellen Ringversuchs wurde dabei von
keinem der Teilnehmer beobachtet. Aufgrund des leider
noch relativ geringen Anteils und der nicht durchgehenden
Spezifizierung von kommerziellen Testsystemen innerhalb
des Teilnehmerfeldes lassen sich derzeit keine seridésen
Vergleiche zwischen bestimmten kommerziellen Kits und
der, zumindest aus methodischer Sicht, relativ heteroge-
nen Gruppe von selbstentwickelten (Inhouse-)Testsyste-
men hinsichtlich Sensitivitat, Spezifitat oder Kontamina-
tionsanfalligkeit fihren.

Im Rahmen des aktuellen Ringversuchs wurde von
12 Teilnehmern die Verwendung des TIB Molbiol LightMix
C. pneumoniae Testsystems, von 3 Teilnehmern der
Diagenode MP/CP Kit, von 7 Teilnehmern der kommerzi-
elle AmpliGnost CP PCR Kit und von 6 Teilnehmern der
AID CAP Bacteria Kit angegeben.

Unter Code [27] ,Andere kommerzielle Testsysteme*
wurde im Kommentarfeld des Ergebnisformulars u.a. die
Verwendung folgender Testkits aufgefiihrt: Seegene Kits
(10x), GeneProof C. pneumoniae PCR Kit (8x), Mikrogen
ampliCube Respiratory Bacterial Panel 1 (8x), fast-track
Diagnostics Kits (6x), ARGENE Chla/Myco pneumo r-gene
(5x), BD Max (4x), AmpliSens M. pneumoniae/C. pneumo-
niae (3x), Sacace Biotechnologies (3x), BioGx atypical
pneumonia (2x), TIB Molbiol LightMix modular C. pneumo-
niae (1x), Luminex Respiratory Pathogen Panel Multiplex
(1x), RespiFinder SMART (1x) und BioFire FILMARRAY (1x).

RV 541: Mycoplasma pneumoniae

Aufgrund zahlreicher Rickfragen von Teilnehmern der
vergangenen Ringversuche hier eine wichtige Anmerkung
vorab: der Ringversuch Bakteriengenomnachweis
PCR/NAT Mycoplasma pneumoniae ist ausschlieflich fiir
die Abprifung von NAT-gestltzten Methoden und Proto-
kollen zum Direktnachweis geringer Mengen an Myco-
plasma pneumoniae-DNA aus geeignetem klinischem
Untersuchungsgut, wie beispielsweise respiratorischem
Probenmaterial, konzipiert. Einige der positiven Proben
innerhalb des ausgesandten 4er-Sets werden daher typi-
scherweise relativ geringe Mengen der entsprechenden
Zielorganismen enthalten. Dieses Mal waren jedoch keine
Proben mit geringen Mengen an Zielorganismen im aus-
gesandten Probenset vertreten.

Wie in Tabelle 1 (Anhang 1, S. 14) dargestellt, enthielt
das aktuelle Set an Ringversuchsproben diesmal drei
positive Proben: Probe # 1925413 mit einer hohen
Menge an Zielorganismen (M. pneumoniae, ~5x10° Ge-
nomkopien/mL), Probe # 1925411 mit einer etwa zehn-
fach geringeren Menge an Zielorganismen (M. pneumo-
niae, ~5x10* Genomkopien/mL) und # 1925414 mit ei-
ner etwa hundertfach geringeren Menge an Zielorganis-
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men (M. pneumoniae, ~5x10° Genomkopien/mL). Probe
# 1925412 enthielt ausschliefilich humanes Zellmaterial
und eine nennenswerte Menge an E. coli. Mit jeweils einer
Ausnahme konnten die 139 Teilnehmer die DNA
von M. pneumoniae in den Proben # 1925411 und
# 1925413 zuverlassig nachweisen. Die Probe
# 1925414 mit der geringsten Menge an Zielorganismus
wurde immerhin von 133 Laboratorien als positiv fir
M. pneumoniae-DNA erkannt. FUr die negative, mit E. coli
versetzte Probe # 1925412 wurden lediglich von zwei
der insgesamt 139 Teilnehmer des aktuellen Ringver-
suchs falsch-positive Ergebnisse berichtet. Hierbei
konnte es sich eventuell um sporadische laborinterne
Kontaminationsereignisse bzw. eine Kreuzkontamination
wahrend der Probenextraktion und -abarbeitung gehan-
delt haben. Inhibitionskontrollen wurden von allen
139 Teilnehmern mitgefiihrt und bei keiner der ausge-
sandten Proben wurden Inhibitionsereignisse beobachtet.
Zusammenfassend bleibt anzumerken, dass wie bereits
in vorausgegangenen Ringversuchsrunden die PCR/NAT-
gestutzte Diagnostik von Mycoplasma pneumoniae in
vielen Labors robust und zuverlassig implementiert ist.
Im Rahmen des aktuellen Ringversuchs wurde von
101 Teilnehmern die Verwendung von kommerziellen
Testkits aufgefuhrt.

Im Kommentarfeld des Ergebnisformulars wurde
unter Code [27] ,Andere kommerzielle Testsysteme* zu-
satzlich die Verwendung folgender Kits aufgeflihrt:
fast-track Diagnostics Kits (11x), Seegene Kits (10x), Mi-
krogen ampliCube Respiratory Panel 1 (7x), ARGENE
Ch/Myc. pneumoniae r-gene Kit (6x), AmpliSens
M. pneumoniae/C. pneumoniae-FRP PCR Kit (3x), BioGx
atypical pneumonia (3x), Sartorius Microsart ATMP Myco-
plasma (2x), Eazyplex PneumoBug expert (2x), BD Max
(2x), Biolegio ReadyMax B-CAP Assay (1x), Luminex NxTAG
Respiratory Pathogen Panel (1x), TIB Molbiol LightMix
modular (1x), BioFire FILMARRAY (1x), RespiFinder (1x),
Sacace Biotechnologies (1x), Ingenetix (1x), Meridian
Bioscience Alethia lllumipro 10 (1x) und Minerva Venor
GeM qEP (1x).

RV 542: Coxiella burnetii & Bacillus
anthracis

Auch hier wieder eine Anmerkung vorweg: Der kombinier-
te Ringversuch Bakteriengenomnachweis PCR/NAT Coxi-
ella burnetii & Bacillus anthracis ist ausschlieflich fur
die Abprifung von NAT-gestlitzten Methoden und Proto-
kollen zum Direktnachweis geringer Mengen an C. bur-
netii- und B. anthracis-DNA aus geeignhetem klinischem
Untersuchungsmaterialien konzipiert. Einige der positiven
Proben innerhalb des ausgesandten 4er-Sets enthalten
daher typischerweise relativ geringe Mengen der entspre-
chenden Zielorganismen.

Das aktuelle Set an Ringversuchsproben enthielt zwei
Proben mit verschiedenen Mengen an C. burnetii
(~5x10* Genomkopien/mL in Probe # 1925424 und
~1x10* Genomkopien/mL in Probe # 1925421), zwei
Proben mit DNA des B. anthracis-,Pasteur“Isolats

(~1x10° Genomkopien/mL in Probe # 1925422 und
~5x10°> Genomkopien/mL in Probe # 1925421), eine
Probe mit DNA des B. anthracis-UR-1-Isolats
(~5x10" Genomkopien/mL in Probe # 1925424), sowie
eine Probe ohne Zielorganismen (# 1925423), die nur
E. coli und eine Suspension aus humanen Zellen enthielt.
Der Ubersichtlichkeit halber haben wir uns bei diesem
kombinierten Ringversuch entschlossen, die Ergebnislage
flr die beiden unterschiedlichen Erreger auch in zwei
getrennten Tabellen darzustellen: fur Coxiella burnetii in
den Tabellen 2 und 3 (Anhang 1, S. 15) sowie fur Bacillus
anthracis in den Tabellen 4 und 5 (Anhang 1, S. 16).
Unter Code [27] ,Andere kommerzielle Testsysteme*
wurde im Kommentarfeld des Ergebnisformulars u.a. die
Verwendung folgender Testkits aufgefuhrt: Altona diag-
nostics RealStar Anthrax PCR Kit (3x), Progenie RealCycler
Coxiella burnetii (3x), Sacace Biotechnologies C. burnetii
Real-TM (1x), a-Cube (1x), Life Technologies LS| VetMAX
Absolute quant. C. burnetii (1x) und Master diagnostica
Tick-borne bacterial flow chip (1x).

Coxiella burnetii: Wie bereits im vorausgegangenen
Ringversuch gestaltet sich auch in der aktuellen Runde
die Ergebnislage erfreulich einfach. Sowohl die etwas
starker positive Probe # 1925424 mit ca. 5x10* Genom-
kopien C. burnetii/mL als auch die zweite positive Probe
# 1925421 des Probesets (ca. 1x10* Genomkopien/mL)
wurden von allen der insgesamt 41 Teilnehmer mit ihren
jeweiligen C. burnetii-spezifischen PCR-Testsystemen
zuverlassig detektiert. Diese Ergebnislage deckt sich
weitgehend mit den Beobachtungen aus den vorherigen
Ringversuchen. Bei der Probe ohne Zielorganismus
# 1925423 (nur E. coli und eine Suspension aus huma-
nen Zellen) sowie der zweiten ,negativen“ Probe
# 1925422, welche ca. 1x10° Genomkopien/mL Bacillus
anthracis-DNA enthielt, wurden insgesamt 2 falsch-posi-
tive sowie ein fragliches Ergebnis berichtet. Mit 33 dia-
gnostischen Labors, welche Inhouse-Testsysteme zum
spezifischen Nachweis von C. burnetii verwenden, waren
die selbstentwickelten Assays den vorkonfektionierten
kommerziellen Testkits zahlenmaRig Uberlegen. Aus-
nahmslos enthielten die selbstentwickelten oder kommer-
ziellen Testsysteme zum NAT-gestUtzten Nachweis von
C. burnetii-DNA aller Teilnehmer eine Inhibitions-
und/oder Positivkontrolle. Bei keiner der ausgesandten
Proben wurden dabei signifikante Inhibitionsereignisse
beobachtet.

Bacillus anthracis: Die Ergebnislage des Ringversuchs
,Bacillus anthracis-DNA“ ist ebenfalls relativ schnell
dargestellt. Alle 22 Teilnehmer konnten mit ihren jeweils
vor Ort etablierten B. anthracis-spezifischen PCR/NAT-
gestutzten Testsystemen die negative Probe ohne ent-
sprechende Zielorganismen # 1925423 korrekt als nega-
tiv befunden. Von 21 der 22 Teilnehmer wurden korrekt-
positive Ergebnisse flur die Proben # 1925422 und
# 1925424 berichtet. Die Probe # 1925422 enthielt
B. anthracis-Stamm Pasteur: dieser ist zwar positiv fiir
das Virulenzplasmid pX02 und die B. anthracis-spezifi-
schen chromosomalen Sequenzmarker rpoB und dhp61,
jedoch (im Gegensatz zum Stamm UR-1) negativ fiir das
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letal- und Odem-Factor, sowie Protektives Antigen (,ko-
dierende”) Virulenzplasmid pXO1. Die Probe # 1925424
enthielt B. anthracis-Stamm UR-1, ~5x10* Genomkopi-
en/mL und C. burnetii ~5x10* Genomkopien/mL). Mehr
Probleme bereitete die dritte positive Probe # 1925421
(B. anthracis-Stamm Pasteur, ~5x10° Genomkopien/mL).
Hier erfolgte nur von 15 Teilnehmern eine Kkorrekte
Klassifizierung der Probe; berichtet wurden zudem 5 ne-
gative und 2 fragliche Ergebnisse. Diese positive Probe
enthielt zugegebenermafien eine recht niedrige Menge
des Zielorganismus, weshalb wir bei den negativen Ergeb-
nissen ein Auge zudriicken. Dennoch sollte die Probe
zum Anlass genommen werden, sich die Sensitivitat des
eigenen Testsystems vor Augen zu flhren. Wie immer
stehen nach erfolgreichem Abschluss der aktuellen
Ringversuchsrunde den Kolleginnen und Kollegen, die
an einer aussagekraftigen Abprifung der Spezifitat und
Sensitivitdt von neu- oder eigenentwickelten Testsyste-
men flr C. burnetii-DNA und B. anthracis-DNA interessiert
sind, mit den Proben dieses Ringversuchs auch gewisser-
mafden ,standardisierte Riickstellproben® zur Verflgung,
die Uber den Ringversuchsleiter bezogen werden kdnnen.

RV 543: Francisella tularensis & Brucella
spp.

Der Ringversuch ,Bakteriengenomnachweis PCR/NAT
Francisella tularensis & Brucella spp.“ ist ausschliefilich
fur die Abprifung von NAT-gestltzten Methoden und
Protokollen zum Direktnachweis geringer Mengen an
F. tularensis-DNA und Brucella spp.-DNA aus geeigneten
klinischen Untersuchungsmaterialien konzipiert. Einige
der positiven Proben innerhalb des ausgesandten 4er-
Sets haben daher typischerweise relativ geringe Mengen
der entsprechenden Zielorganismen enthalten.

Das aktuelle Set an Ringversuchsproben (Tabelle 1,
Anhang 1, S. 17) enthielt zwei Proben mit verschiede-
nen Mengen an F. tularensis subsp. holarctica-DNA
(~1x10° CFU/mL in Probe # 1925432 und ~1x10* CFU/mL
in Probe # 1925433), drei Proben mit verschiedenen
Mengen an Brucella melitensis-DNA (~1x10° CFU/mL
in Probe # 1925431 und ~1x10> CFU/mL in Probe
# 1925432 und ~1x10* CFU/mL in Probe # 1925433),
sowie eine Probe ohne Zielorganismen (# 1925434), die
nur E. coli und eine Suspension aus humanen Zellen
enthielt.

Unter Code [27] ,Andere kommerzielle Testsysteme*
wurde im Kommentarfeld des Ergebnisformulars u.a. die
Verwendung folgender Testkits aufgefuhrt: Master diag-
nostica Tick-borne bacterial flow chip (1x), Applied Biosys-
tems Brucella (1x) und Sacace Biotechnologies Brucella
Real-TM (1x).

Francisella tularensis: Kurz und knapp: 24 bzw. 22 der
insgesamt 25 Teilnehmer haben die beiden positiven
Proben (# 1925432 und # 1925433) korrekt klassifiziert.
Fir die beiden negativen Proben (# 1925431 und
# 1925434) wurden mit Ausnahme jeweils eines fragli-
chen Ergebnisses korrekt-negative Resultate Gbermittelt.

Brucella spp: Hier galt es diesmal, 3 positive Proben zu
detektieren: # 1925431 (~1x10° CFU/mL), # 1925433
(~1x10* CFU/mL) und # 1925432 (1x10° CFU/mL). Mit
absteigender Menge des Zielorganismus bereitete diese
~erdinnungsreihe” den Teilnehmern Probleme. Wahrend
die am starksten positive Probe # 1925431 von allen
23 Teilnehmern korrekt als positiv berichtet wurde, fan-
den sich bei der Probe mit zehnfach geringerer Erreger-
menge (# 1925433) bereits 2 falsch-negative und ein
fragliches Ergebnis. Die am schwachsten positive Probe
(# 1925432) wurde nur noch von 8 (!) Teilnehmern als
positiv bewertet. Die Menge des Zielorganismus in dieser
Probe war zugegebenermafen sehr gering, die Probe
wurde daher als ,edukativ® klassifiziert und aus der
Wertung genommen. Aber es schadet sicherlich nicht,
sich der Sensitivitat seines Testsystems bewusst zu sein.
Ausnahmslos wurden Inhibitionskontrollen mitgefiihrt,
Inhibitionsereignisse wurden jedoch nicht beobachtet.

RV 544: Carbapenemase-Gene

Der seit 2015 in das regulare Ringversuchsprogramm
von INSTAND e.V. aufgenommene Ringversuch ,Bakteri-
engenomnachweis PCR/NAT Carbapenemase-Gene* ist
ausschliefilich fir die Abprifung von NAT-gestlitzten
Methoden und Protokollen zur molekularen Resistenztes-
tung bzw. dem Direktnachweis von charakteristischen
Carbapenemase-Genen aus DNA-Praparationen von
Reinkulturen an Enterobacteriaceae konzipiert. Zum
orientierenden Herantasten an die technische Eignung
und die , Praktikabilitat der versandten Probenmateriali-
en werden wir uns in den ersten Runden dieses metho-
disch anspruchsvollen Ringversuchs zur molekularen
Resistenztestung auf die Abprifung eines kleinen
Spektrums der derzeit haufigsten Carbapenemase-
Gene bei Enterobacteriaceae beschranken: KPC, VIM,
OXA-48-ahnliche Gene, GES-Carbapenemasen, NDM, IMP
und GIM.

Wie in Tabelle 1 (Anhang 1, S. 19) der Auswertung darge-
stellt, enthielt das aktuelle Set drei Proben mit Carbape-
nem-resistenten Enterobacteriaceae: Probe # 1925441
enthielt Klebsiella oxytoca-Zielorganismen mit den Genen
fiir KPC-3 und VIM-1 (ca. 1x10° Genomkopien/mL), Probe
# 1925443 enthielt Klebsiella pneumoniae-Zielorganis-
men mit dem OXA-245-Gen (ca. 1x10° Genomkopien/mL)
und Probe # 1925444 enthielt Klebsiella pneumo-
niae-Zielorganismen mit dem NDM-9-Gen (ca. 1x10° Ge-
nomkopien/mL). Die vierte Probe # 1925442 war als eine
Art von Negativkontrolle ausgelegt - sie enthielt lediglich
E. coli ohne Carbapenemase-Gene.

Alle 86 Teilnehmer stellten erfreulicherweise ein Car-
bapenemase-Gen in der Probe # 1925441 fest. Fur die Pro-
be mit NDM-9-positiver K. pneumoniae (# 1925444) wur-
den mit einer Ausnahme korrekte Ergebnisse berichtet.
Hoch lag die Richtigkeitsquote auch fir die Probe
# 1925442, hier berichteten alle Teilnehmer die Probe
als ,Carbapenemase-negativ‘. Kleinere Schwachen
zeigten sich bei der Detektion der OXA-245-positiven
K. pneumoniae in Probe # 1925443, die 8 Teilnehmern
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offenbar ,durchrutschte”. Grund hierfiir ist méglicherwei-
se, dass das OXA-245-Gen gerade in einigen Multiplex-
PCR/NAT-Testformaten nicht als Target enthalten ist.
Hier noch ein kurzer aktueller Kommentar von Frau
Dr. Agnes Anders vom NRZ fiir gramnegative Kranken-
hauserreger: Interessanterweise haben wir bei der Aus-
wahl der letztjdhrigen Stamme offenbar hellseherische
Fahigkeiten bewiesen. Der Ringversuch November 2018
enthielt namlich zwei Stamme, deren Carbapenemasen
denen diesjahriger Ausbruchsstamme entsprachen (siehe
auch [5], [6]). Das Robert Koch-Institut und das Nationale
Referenzzentrum fur gramnegative Krankenhauserreger
bitten um Mithilfe bei der Aufklarung der bundesweiten
Haufung von E. coli mit einer Carbapenemase vom Typ
OXA-244. Hierfur mussen Carbapenemasen vom Typ OXA-
48-like weitergehend differenziert und an die Gesund-
heitsamter entsprechend Ubermittelt werden. Die alleinige
Angabe von ,0XA-48-like-Carbapenemase” kann zum
Ubersehen dieses Ausbruchsstamms fiihren. Deshalb
bietet das NRZ fur gramnegative Krankenhauserreger
kostenfrei eine genauere Differenzierung an, wenn La-
boratorien nicht uber die technischen Moéglichkeiten
verfiigen, 0XA-48-like-Carbapenemasen weiter zu diffe-
renzieren und somit 0XA-244 zu diagnostizieren. Gute
Voraussetzung zur Erkennung des zweiten Ausbruchs-
stamms erflllten Sie, wenn Sie in der Lage waren, die
beiden Carbapenemasen aus dem Ringversuch November
2018 (NDM-1 und OXA-48) simultan zu detektieren.

Die selbstentwickelten oder kommerziellen Testsysteme
zum NAT-gestltzten Direktnachweis von Carbapenemase-
Genen aller Teilnehmer enthielten mit einer Ausnahme
eine Inhibitions- und/oder Positivkontrolle. Bei keiner der
ausgesandten Proben wurden dabei signifikante Inhibiti-
onsereignisse beobachtet. Unter Code [27] ,Andere
kommerzielle Testsysteme“ wurde im Kommentarfeld
des Ergebnisformulars u.a. die Verwendung folgender
Testkits aufgefuhrt: Seegene Kits (5x), AID Carbapenema-
se (2x), Sacace Biotechnologies MDR MBL Real-TM (1x),
Sacace Biotechnologies MDR KPC/OXA Real-TM (1x),
AmpliGnost Carbapenemase PCR Kit von PIIM Karlsruhe
(1x), Amplex eazyplex SuperBug complete A (1x), GenlD
Carbapenemase (1x) und BD Max CPO Kit (1x).

RV 545: Clostridium difficile

Der Ringversuch ,Bakteriengenomnachweis PCR/NAT
Clostridium difficile“ ist ausschlieflich fir die Abprifung
von NAT-gestutzten Methoden und Protokollen zum Di-
rektnachweis geringer Mengen an Clostridium difficile-
DNA aus geeigneten klinischen Untersuchungsmaterialien
konzipiert. Einige der positiven Proben innerhalb des
ausgesandten 4er-Sets haben daher typischerweise rela-
tiv geringe Mengen der entsprechenden Zielorganismen
enthalten.

Wie in Tabelle 1 (Anhang 1, S. 21) dargestellt, enthielt
das aktuelle Set an Ringversuchsproben zwei positive
Proben: Probe # 1925451 mit einer hohen Menge an
Clostridium difficile, (~1x10° CFU/mL), Probe # 1925454
mit ca. zehnfach geringerer Menge (~1x10° CFU/mL)

sowie zwei Proben ohne Zielorganismen (# 1925452 und
# 1925453), die ausschliefllich humanes Zellmaterial
und eine nennenswerte Menge an E. coli enthielt.

Die beiden Clostridium difficile-positiven Proben # 1925451
und # 1925454 wurden erfreulicherweise von 148 bzw.
146 der 149 teilnehmenden Laboratorien korrekt als
Lpositiv“ klassifiziert. Falsch-negative Ergebnisse sollten
auch hier zum Anlass genommen werden, das verwendete
Testsystem bzgl. analytischer Sensitivitat und Spezifitat
zu evaluieren und auch die laborinternen Prozesse der
Probenaufbereitung und -abarbeitung kritisch zu hinter-
fragen. Letzteres gilt insbesondere fiir die Teilnehmer mit
falsch-positiven Ergebnissen fur die lediglich E. coli-ent-
haltenden Proben # 1925452 und # 1925453. Eine Kreuz-
reaktion der verwendeten Testsysteme mit E. coli er-
scheint unwahrscheinlich, am ehesten sind Kreuzkonta-
minationen im Prozess der Probenbearbeitung ursachlich.
Inhibitionskontrollen wurden durchwegs mitgefihrt, signi-
fikante Inhibitionsereignisse wurden fur keine der Proben
berichtet. Wie in Tabelle 3 (Anhang 1, S. 21) angegeben,
verwendete der Grofdteil der Teilnehmer kommerzielle
Testsysteme, wahrend selbstentwickelte Testkonzepte
in 11 Laboratorien zum Einsatz kamen. In dieser Ringver-
suchsrunde zeigten sich (vergleichbar mit der vorausge-
gangenen) zwischen den kommerziellen Testsystemen
und den Eigenentwicklungen keine signifikanten Unter-
schiede bezliglich Sensitivitat und Spezifitat.

Unter Code [27] ,Andere kommerzielle Testsysteme*
wurde im Kommentarfeld des Ergebnisformulars u.a. die
Verwendung folgender Testkits aufgefuhrt: Alethia illumi-
gene (8x), Altona diagnostic RealStar C. difficile PCR Kit
(7x), HAIN Lifescience Kits (7x), Seegene Allplex Gl Bacte-
ria Assay (5x), Amplex eazyplex C. difficile complete Assay
(3x), BD Max C. difficile assay (2x), r-Biopharm RIDAGENE
Hospital Stool Panel (2x), AmpliGnost C. difficile Toxin A
und B von PIIM Karlsruhe (2x), TIB Molbiol Modular Dx
Kit (2x), TIB Molbiol LightMix (1x), fast-track Diagnostics
C. difficile (1x), Abacus Diagnostica GenomEra C. difficile
(1x) und Solana (1x).

RV 546: VRE

Der neu ins Ringversuchsprogramm aufgenommene
Ringversuch ,Bakteriengenomnachweis PCR/NAT Vanco-
mycin-resistente Enerokokken* ist ausschlieflich flr die
Abprufung von NAT-gestutzten Methoden und Protokollen
zum Direktnachweis geringer Mengen an DNA Vancomy-
cin-resistenter Enterokokken aus geeigneten klinischen
Untersuchungsmaterialien konzipiert. Einige der positiven
Proben innerhalb des ausgesandten 4er-Sets haben da-
her typischerweise relativ geringe Mengen der entspre-
chenden Zielorganismen enthalten.

Wie in Tabelle 1 (Anhang 1, S. 22) dargestellt, enthielt
das aktuelle Set an Ringversuchsproben zwei positive
Proben: Probe # 1925461 mit einer relativ hohen Menge
an Zielorganismen (Enterococcus faecalis vanA-resistent,
~1x10" CFU/mL), Probe # 1925464 mit ca. der glei-
chen Menge (Enterococcus faecium vanA-resistent,
~1x10* CFU/mL) und Probe # 1925463 mit ca.
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~1x10° CFU/mL an Enterococcus faecalis. Im Ringver-
suchsprobenset befand sich zudem eine Probe ohne
Zielorganismen (# 1925462), die nur humane Zellen und
E. coli enthielt.

Erfreulicherweise wurden die beiden VRE-positiven Proben
# 1925461 und # 1925464 (je ca. ~1x10" CFU/mL) mit
vanA- bzw. vanA- und vanB-tragenden Enterokokken mit
insgesamt nur zwei Ausnahmen von den Teilnehmern
korrekterweise als ,VRE-positiv* klassifiziert.

Von den eingereichten 53 vanA/vanB-Differenzierungen
waren 48 korrekt. Auch die beiden ,negativen” Proben
# 1925462 und # 1925463 mit E. coli bzw. E. faecalis
wurden diesmal ausnahmeslos als ,VRE-negativ“ befundet.
Gerade der Nachweis von VRE verkompliziert das Manage-
ment und ggfs. eine erforderliche antibiotische Therapie
erheblich, sodass ,Laborenten” unbedingt vermieden
werden mussen. Bei den eingesetzten Testsystemen
Uberwogen kommerziell erhéltliche, vorkonfektionierte
Systeme gegenliber den Eigenentwicklungen.

Unter Code [27] ,Andere kommerzielle Testsysteme*
wurde im Kommentarfeld des Ergebnisformulars u.a. die
Verwendung folgender Testkits aufgeflUhrt: Seegene
eazyplex VRE Allplex Entero DR Assay (6x). BioGx Vanco-
mycin resistance (2x), Roche LightCycler VRE Detection
Kit (1x), TIB Molbiol (1x), Amplex eazyplex VRE (1x) und
AmpliGnost Vancomycin A/B Resistenz differenz. von
PIMM Karlsruhe (1x).

RV 547: Urogenital panel

Nach intensiven Vorarbeiten zum Proben-Design, zur
praktischen Umsetzung und der Aussendung von zwei
sogenannten ,Piloten“ wird der komplexe Ringversuch
RV 547 ,Urogenital-Panel” zuklnftig im Rahmen des re-
gularen Ringversuchsprogramms von INSTAND e.V.
durchgefliihrt und die Ergebniskonstellation hier diskutiert.
Das Uberaus heterogene Spektrum an eingesetzten
Testsystemen erschwert natlrlich nach wie vor eine
strukturierte und Ubersichtliche Auswertung der auf den
Report-Formularen mitgeteilten Ergebnisse. Daher haben
wir im Vergleich zu den Ubrigen Ringversuchen der hier
diskutierten Ringversuchsreihe ,Bakterien- und Pilzge-
nomnachweis PCR/NAT* die ursprungliche Tabelle 3 et-
was differenzierter dargestellt (jetzt: ,erregerspezifische”
Auswertung in den Tabellen 2 bis 7, Anhang 1, S. 23-25).
Dort ist der Ubersicht halber nun die Anzahl an positiven
und negativen Ergebnissen fur die in den jeweiligen Pro-
ben anwesenden Pathogene aufgefuhrt. Mit dieser L6-
sung sollte man eine einigermafen informative Darstel-
lung Uber das erfasste Erregerspektrum und uber die
Leistungsdaten einzelner Testsysteme erhalten kénnen.
Im GrofRen und Ganzen haben die 68 aktuell registrierten
Teilnehmer die Erreger in den 4 Einzelproben entspre-
chend den methodischen Méglichkeiten ihrer Testsysteme
zufriedenstellend nachweisen kénnen. Wie aus den Ta-
bellen 2 bis 7 (Anhang 1, S. 23-25) zu entnehmen, wur-
den insgesamt nur sehr wenige (sporadische) falsch-po-
sitive oder falsch-negative Ergebnisse berichtet.

So wurden in der aktuellen Ringversuchsrunde vereinzelt
falsch-positive sowie falsch-negative Ergebnisse flr Tri-
chomonas vaginalis oder Gardnerella vaginalis beobach-
tet, und von einem Teilnehmer wurde innerhalb des aktu-
ellen Sets bei der Mycoplasma genitalium-positiven Probe
# 1925474 ein positives Ergebnis fur Treponema palli-
dum-DNA berichtet. Bei den falsch-positiven Befunden
kdnnte es sich eventuell um labor- oder testinterne Kon-
taminationsereignisse bzw. Kreuzkontaminationen wah-
rend der Probenextraktion und -abarbeitung gehandelt
haben. Inhibitionskontrollen wurden von 22 Teilnehmern
mitgefuhrt und nur von einem Teilnehmer wurden bei
2 Einzelproben des ausgesandten 4er-Sets Inhibitionser-
eignisse beobachtet.

Dies spricht zum einen flr die Praktikabilitat unseres in-
novativen Multiplex-Ringversuchskonzepts und zum an-
deren fur die zuverlassige Erfassung der Zielorganismen
innerhalb der jeweils testspezifisch abgedeckten Erreger-
spektren der eingesetzten kommerziellen oder eigenent-
wickelten PCR/NAT-Verfahren.

Wie bereits in der vorhergehenden Ringversuchsdiskus-
sion erwahnt, haben wir fiirim Rahmen der Online-Ergeb-
nistbermittlung des RV 547 eine Option in der Eingabe-
maske entwickelt, Gber die die einzelnen Teilnehmer das
aktuell erfasste Erregerspektrum ihrer individuellen
Testsysteme und Multiplex-Assays wahrend der Ergebnis-
eingabe mitteilen. Fur die Erteilung von Zertifikaten macht
es nachvollziehbarerweise nur Sinn, dass diejenigen Pa-
rameter bewertet und testiert werden, die von den indivi-
duellen Teilnehmern im Rahmen ihres diagnostischen
Workflows prinzipiell auch als positiv bzw. negativ erfasst
werden koénnen.

Der Ringversuchsleiter ist naturlich stets fur weitere
konstruktive Kommentare und Vorschlage aus dem Teil-
nehmerkreis dankbar. Trotz des relativ vielfaltigen Spek-
trums an unterschiedlichen Testsystemen und -konzepten
werden wir uns nach Kraften bemuihen, die Teilnehmer
bei den zukunftigen Ringversuchsrunden mit aussagekraf-
tigen Zertifikaten versorgen zu kdnnen.

Im Kommentarfeld des Ergebnisformulars wurde u.a. die
Verwendung folgender Testkits aufgefuhrt: Seegene All-
plex STI Essential Assay, Seegene Allplex Genital ulcer
Assay, Seegene Allplex Bacterial Vaginosis plus Assay,
Seegene STARMag96, Seegene eazyplex STD complete,
Seegene Anyplex STI-5 Detection, fast-track Diagnostics
Kits, TIB Molbiol LightMix modular, AmpliGnost von PIMM
Karlsruhe, bioGx Mycoplasma-Ureaplasma, Bioron Urea-
plasma, Trichomonas, M.hominis/genitalium, Gardnerel-
la, EUROIMMUN EUROarray STI-11, Hain Lifescience
FluoroType STI, GenlD STI Kit, Mikrogen ampliCube STD
Panel 2, Mikrogen STD Panel, r-Biopharm RIDAGENE Kits
und Roche Cobas TV/MG (1x).

RV 560: Pneumocystis jirovecii

Der Ringversuch ,Pilzgenomnachweis PCR/NAT Pneumo-
cystis jirovecii“ ist ausschliefRlich fiir die Abpriifung von
NAT-gestutzten Methoden und Protokollen zum Direkt-
nachweis von Pneumocystis jirovecii-DNA in geeigneten
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klinischen Untersuchungsmaterialien konzipiert. Einige
der positiven Proben innerhalb des ausgesandten 4er-
Sets werden daher typischerweise relativ geringe Mengen
der entsprechenden Zielorganismen enthalten. Zum ori-
entierenden Herantasten an die unteren Nachweisgren-
zen der im Anwenderkreis etablierten PCR/NAT-gestutzten
Testsysteme enthielt das aktuelle Set wieder drei positive
Proben (siehe Tabelle 1, Anhang 1, S. 26): eine Probe
mit einer relativ hohen Menge an Zielorganismen
(# 1925602; Pneumocystis jirovecii, ca. 1x10° Organis-
men/mL), eine Probe mit ca. zehnfach geringerer Menge
(# 1925603; Pneumocystis jirovecii, ca. 1x10* Organis-
men/mL), eine Probe mit ca. zwanzigfach geringerer
Menge (# 1925601; Pneumocystis jirovecii, ca.
5x10° Organismen/mL), sowie eine Probe ohne Zielorga-
nismen (# 1925604) aber mit E. coli und einer Suspensi-
on aus humanem Zellmaterial.

Die ,negative” Probe # 1925604 wurde diesmal von allen
derinsgesamt 120 Teilnehmer korrekterweise als negativ
flr den Zielorganismus Pneumocystis jirovecii befundet.
Bei den ,positiven” Proben wurde Probe # 1925602 mit
~1x10° Organismen/mL von allen Teilnehmern richtig
klassifiziert. Die schwacher positive Probe # 1925603
(ca. 1x10* Organismen/mL) wurde von allen bis auf einen
der 120 Teilnehmer korrekt als ,positiv* gewertet. Flr
die Probe mit dem geringsten Gehalt an Zielorganismen
(#1925601, ca. 5x10° Pneumocystis jirovecii Organis-
men/mL) berichteten bereits 14 Laboratorien falsch-ne-
gative Ergebnisse und ein Teilnehmer klassifizierte hier
seinen Befund als ,fraglich“.

Zugegebenermafien ist in letzterer Probe die vorhandene
Menge an Zielorganismus relativ gering, sodass die mit-
geteilten ,negativen’ Ergebnisse dieser Probe im Zuge
der Zertifikatserstellung nicht als falsch gewertet werden.
Inhibitionskontrollen wurden von nahezu allen Teilneh-
mern durchgefuhrt und dabei wurden keine signifikanten
Inhibitionsereignisse beobachtet.

Im Kommentarfeld des Ergebnisformulars wurde unter
Code [27] ,,Andere kommerzielle Testsysteme“ zusatzlich
die Verwendung folgender Kits aufgefuhrt: fast-track
Diagnostics P. jirovecii PCR Kit (9x), Altona diagnostics
RealStar P. jirovecii PCR Kit (8x), BioGx P. jirovecii (4x),
eazyplex P. jirovecii (3x), Biolegio Atypical Pneumonia-1
Assay (3x), Amplex eazyplex P. jirovecii (1x), AmpliSens
P. jirovecii FRT (1x), Ademtec MYCOgenie (1x) und patho-
Nostic PneumoGenius (1x).

Anhange

Verflgbar unter
https;//www.egms.de/de/joumals/lab/2020-11/1ab000037.shtml
1. Anhangl_labO00037.pdf (388 KB)
Ergebnisse der Ringversuchsserie ,Bakterien- und
Pilzgenom-Nachweis (PCR/NAT)“ November 2019
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This is the English version.
The German version starts at p. 1.

Report

Bacterial and fungal genome detection PCR/NAT:
comprehensive discussion of the November 2019
distribution for external quality assessment of nucleic
acid-based protocols in diagnhostic medical microbiology

by INSTAND e.V.

Abstract

This contribution provides an analysis report of the recent proficiency
testing scheme “Bacterial and Fungal Genome Detection (PCR/NAT)”.
It summarizes some benchmarks and the overall assessment of results
reported by all of the participating laboratories.

A highly desired scheme for external quality assessment schemes (EQAS)
of molecular diagnostic methods in the field of medical microbiology
was activated in 2002 by the German Society of Hygiene and Microbi-
ology (DGHM) and is now organized by INSTAND e.V., Dusseldorf, Ger-
many. This segment of the INSTAND e.V. proficiency testing program is
open for diagnostic laboratories worldwide. The concept of this EQAS
scheme, which is in accordance to the German RIiLiBAK, part B3, is
based on two validation rounds per year (spring and autumn) and a
permanently expanding coverage of relevant bacterial or fungal patho-
gens.

Briefly, next to “simply negative” samples, the corresponding sets of
QC specimens may contain some strong-positive samples, samples
spiked with clinical variants or species closely related to the target or-
ganisms. Further information as well as the statistically documented
and discussed results of the past rounds of this proficiency testing
scheme “Bacterial and Fungal Genome Detection (PCR/NAT)” can be
found at the INSTAND e.V. website (https://www.instand-ev.de). Although
the preferred language of these documents is German, we aim to provide
at least a brief discussion of the results and some key issues in English
and keep the tables in a bilingual style.
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Brief discussion of the current
results

For the growing number of international participants, we
provide a brief discussion of the current results in an
English version.

Examination results November
2019

RV 530: Neisseria gonorrhoeae &
Chlamydia trachomatis (GO & CT)

Despite the relatively low amounts of C. trachomatis and
N. gonorrhoeae target organisms in selected samples of
the current set, the availability of well-established com-
mercial or in-house PCR/NAT assays has led to a high
portion of correct results.

The current set of QC samples contained three samples
with similar amounts of C. trachomatis (~5x10° IFU/mL
in samples # 1925302 and # 1925303, ~1x10° IFU/mL
in sample # 1925301) and three samples with differ-
ent amounts of N. gonorrhoeae target organisms:
~5x10° CFU/mL in sample # 1925304, ~5x10* CFU/mL
in sample # 1925301, and ~1x10° CFU/mL in sample
# 1925302.

Due to the relatively high amounts of C. trachomatis target
organisms in the three positive samples of the current
distribution, all but four of the 256 participants reported
correct-positive CT results for samples # 1925301,
# 1925302 and # 1925303. For the CT-negative sample
# 1925304, only 5 false-positive results were noted.
Among the N. gonorrhoeae-specific results, false-negative
results were reported by 15 of the 256 participants
for sample # 1925302, which contained a relatively
low number of N. gonorrhoeae target organisms
(1x10° CFU/mL) next to a high amount of C. trachomatis
(5x10° 1U/mL). Also 4 false-positive results for the GO-
negative sample # 1925303 were reported by the parti-
cipants. Assuming a sequential processing of the 4 indi-
vidual samples of the current set, contamination events
of the GO-negative sample “3” by target organisms or
PCR products of the positive samples “1” or “2” are by
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far not unlikely in the current sample constellation. As a
consequence, observation of false-positive results should
encourage the affected participants to review and opti-
mize their DNA extraction procedure and their GO-specific
NAT-based test system.

Since the amount of target organisms in the GO-positive
sample # 1925302 could not be considered as “ex-
tremely low”, false-negative results should also encourage
the corresponding participants to carefully investigate
and optimize their GO-specific NAT-based assays (or at
least the GO-specific components if they are using multi-
plex assay concepts).

Inhibition controls were included by nearly all of the par-
ticipants and no inhibitoric events were reported. Overall,
a very good diagnostic performance and no noticeable
issues regarding sensitivity and specificity were observed
for the C. trachomatis- and N. gonorrhoeae-specific NAT
assays used by the 256 participants.

RV 531: Chlamydia trachomatis

The current set of QC samples contained three positive
samples: # 1925311 and # 1925313 with ~5x10° IFU/mL
of C. trachomatis target organisms. Samples # 1925312
and # 1925314 contained no target organisms but only
human cells and E. coli cells.

As depicted in Table 2 (Attachment 1, p. 4), the reported
results were generally correct for the two C. tracho-
matis-positive samples. For the two C. trachomatis-neg-
ative samples # 1925312 and # 1925314, containing
only non-infectious human cells and E. coli, only two false-
positive results were observed by two laboratories among
the 65 participants.

Assuming a sequential processing of the 4 individual
samples of the current set, a contamination event of the
“negative” sample “2” or “4” by target organism or PCR
product carry-over from the positive samples “1” and “3”
might have occurred within the sample prep and amplifi-
cation workflow of the affected laboratory. In general, the
observation of false-positive and/or false-negative results
should encourage the affected participants to review and
optimize their DNA extraction procedure and their CT-
specific NAT-based test system. However, this striking
match of the current results with observations and accu-
racy rates during the past distributions of our EQAS
scheme can again be considered as evidence for the high
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reliability and consistency of the applied assays and
overall sample processing.

Run controls were performed by nearly all of the 65 par-
ticipants, and inhibition events were not observed this
time. In this context, it should be noted that we have not
added putative inhibitory substances into the samples
of the current distribution. Overall, a very good diagnostic
performance and no noticeable issues regarding sensitiv-
ity and specificity were observed for the C. tracho-
matis-specific NAT assays used by the 65 participants.

RV 532: Bordetella pertussis

The current set of QC samples contained one sample
with a relatively high amount of Bordetella pertussis
(# 1925321; 5x10° CFU/mL), one sample with an approx-
imately ten-fold lower number of Bordetella pertussis
(# 1925324; 5x10° CFU/mL), one sample with an approx-
imately hundred-fold lower number of Bordetella pertussis
(# 1925323 with ~5x10° CFU/mL), as well as one sample
containing only non-infected human cells and Escherichia
coli (# 1925322).

The availability of well-established commercial or in-house
NAT assays has led to a high portion of correct results.
All of the 155 participants reported correct-positive results
for the relatively strong positive sample # 1925321
(B. pertussis, 5x10° CFU/mL). Sample # 1925324, which
contained ~5x10* CFU/mL of Bordetella pertussis, was
correctly tested by 153 of the 155 participants, whereas
only 133 of the participating laboratories observed posi-
tive PCR/NAT results for B. pertussis DNA with the weak
positive sample # 1925323. It should be noted that the
amount of 5x10° CFU/mL of B. pertussis target organisms
is significantly above the previously observed lower limit
of detection for the corresponding PCR assays or test
systems. However, given the relatively small amount of
target organisms in the sample # 1925323, reported
results were not included in the assessment for the EQAS
certificates. This fact is characterized by the three gray
shaded boxes in Table 2 (Attachment 1, p. 5).

Sample # 1925322 of the current distribution contained
only E. coli. All participants correctly reported this sample
as negative for Bordetella pertussis DNA.

For the detection of B. pertussis, most participants used
self-developed (in-house) test systems with inhibition
and/or positive controls. According to our report files,
54 participating laboratories indicated the use of the
IS481 insertion sequence, 12 the pertussis toxin coding
gene, and 5 participants mentioned ribosomal genes as
the PCR/NAT target region. Run controls were performed
by 154 of 155 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 Clarithromycin-susceptible Helicobacter pylori pa-
tient strain in a kind of dilution series. Sample # 1925333
contained approximately 5x10° CFU/mL, sample # 1925331

approximately 5x10* CFU/mL, and sample # 1925332
approximately 5x10° CFU/mL of the respective target or-
ganisms.

The availability of well-evaluated NAT-based assays and
the relatively high amount of target organisms in the
two Helicobacter pylori-positive samples (# 1925333:
~5x10° CFU/mL and # 1925331: ~5x10* CFU/mL) led
to correctness values of 100% for the positive as well as
for the negative result (sample # 1925334) reported by
the 47 participants. For the weaker positive sample
# 1925332, all but 2 of the participating laboratories
observed correct-positive PCR/NAT results for Helicobac-
ter pylori DNA.

As noted in the description of RV 533, clarithromycin
resistance testing in the examined H. pylori isolates could
be performed by participants on a voluntary basis. This
molecular resistance testing is usually based on amplifi-
cation and sequencing of characteristic regions within
the H. pylori 23 S rDNA or the use of hybridization probe-
based gPCR assays. Results for clarithromycin resistance
were reported by 41 of the 47 participants for the three
H. pylori-positive samples of the current distribution. With
the exception of one result, all of the reported molecular
clarithromycin resistance testing results were correct.

RV 534: EHEC/STEC

As discussed previously, the challenge in NAT-based de-
tection of EHEC/STEC is not the detection of small
amounts of target organisms, but the sophisticated ana-
lysis and typing of different Shiga toxin genes and other
putative pathogenic factors (such as the eae gene encod-
ing intimin or the hlyA gene encoding enterohemolysin).
The current set of QC samples contained two samples
positive for EHEC: # 1925342 (E. coli, 1x10° CFU/mL,
clinical isolate, stx,-positive, stx,-positive, eae-positive
and hlyA-positive) and # 1925343 (E. coli, 1x10* CFU/mL,
clinical isolate, stx, -positive, stx,-negative, eae-positive
and hlyA-positive). The other two EHEC-negative samples
contained a Salmonella enterica ser. Enteritidis strain
(sample # 1925341; 5x10* CFU/mL) and an eae- and
hlyA-negative E. coli K12 strain (# 1925344).

Almost all of the 133 participants reported correct
EHEC/STEC-negative results for sample # 1925341,
containing only Salmonella enterica ser. Enteritidis. The
second “negative” sample (# 1925344), containing only
E. coli K12 was with one exception also correctly reported
as EHEC/STEC-negative by all of our participants. For
the EHEC/STEC-positive samples # 1925342 and
# 1925343, the availability of well-established NAT-based
assays and strategies for molecular differentiation (and
relatively high numbers of target organisms present in
the respective samples) resulted in consistently high ac-
curacy rates. Sample # 1925343 was correctly reported
EHEC/STEC-positive by 132 of the 133 participants, while
all of the 133 participants observed correct-positive
PCR/NAT results for sample # 1925342.

As in most of the participating laboratories, a NAT-based
detection of shiga toxin coding genes is used primarily
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as a culture confirmation test; most future positive
samples will contain relatively high amounts of target or-
ganisms. The focus will remain more on the analytical
specificity of the used test systems and less on the ana-
lytical sensitivity or lower limit of detection. Partial or
complete shiga-toxin subtyping, eae-, and hlyA-detection
techniques were performed by 113 of the 133 participat-
ing laboratories. Except of two molecular typing results,
all of the reported results were correct. None of the parti-
cipants observed significant inhibition of the PCR/NAT
reaction with the samples of the current distribution.

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 detection
of B. burgdorferi sensu lato DNA, the positive samples
do not necessarily contain suspensions of “prototype”
isolates of B. burgdorferi sensu stricto, and in many of
the bi-annual rounds of our external quality assessment
scheme (EQAS) also other B. burgdorferi genotypes or
genospecies will be present in individual samples.

The current set of QC samples contained a kind of dilution
series of B. afzelii organisms in our proprietary matrix:
sample # 1925352 (5x10° B. afzelii organisms/mL),
sample # 1925351 (5x10* organisms/mL) and sample
# 1925353 (5x10° organisms/mL). Sample # 1925354
contained no target organisms but only human cells and
E. coli cells.

With the exception of one false-negative result and
two results classified as “questionable” for sample
# 1925353 (containing the lowest amount of target
organisms), one false-negative result for samples
# 1925351 and # 1925352 (containing the highest
amount of target organisms), the three B. afzelii-contain-
ing samples were correctly identified by the 100 partici-
pating laboratories. At least the three false-negative re-
sults for the positive samples should prompt re-evaluation
of the assay’s sensitivity. The “negative” sample # 1925354
was classified false-positive by one laboratory and one
participant reported a “questionable” PCR/NAT result for
B. burgdorferi DNA. Potentially, the false-positive results
are probably due to contamination events during sample
preparation or analysis. Therefore, the workflow should
be optimized to minimize clinically misleading false-
positive results for the detection of B. burgdorferi.
Approximately half of the participating laboratories used
self-developed (in-house) tests with inhibition and/or
positive controls. None of the participants noted signifi-
cant inhibition of the NAT reaction. There were also no
significant differences in test performance between
commercially available kits and in-house assays for the
diagnostic detection of Borrelia burgdorferi by PCR/NAT
techniques.

RV 536: Legionella pneumophila

Referring to some recent requests of candidate parti-
cipants: this EQAS panel is designed exclusively for as-
sessment of PCR/NAT-based methods and protocols for
direct detection of low amounts of Legionella pneumo-
phila from appropriate clinical specimen (such as respi-
ratory 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 which have established
a highly sensitive and specific PCR/NAT-based method
for the detection of L. pneumophila DNA, or who want to
evaluate their newly established methods or protocols
with the help of an external quality control.

In order to assess the analytical sensitivity of certain Le-
gionella pneumophila-specific PCR assays, the current
set of QC samples contained a kind of dilution series of
Legionella pneumophila serogroup 1: sample # 1925364
(5x10° CFU/mL), sample # 1925361 (5x10* CFU/mL),
and sample # 1925362 (5x10° CFU/mL). Sample
# 1925363 contained no target organisms but only hu-
man cells and E. coli cells.

The L. pneumophila-positive samples # 1925361
(~5x10* CFU/mL) and # 1925364 (~5x10° CFU/mL) were
correctly tested positive by 112 and 111 of the 114 par-
ticipating laboratories, respectively. For the third positive
sample within the current distribution, # 1925362, which
contained a significantly lower amount of L. pneumophila
target organisms (~5x10° CFU/mL), only 92 of the
114 participants reported a correctly positive result. With
an amount of 5x10° CFU/mL of L. pneumophila, the lower
limit of detection of several PCR/NAT test systems and
analytical workflows is obviously reached, and the results
for the latter sample were not considered in the course
of issuing the certificates. Since the amount of target or-
ganisms in L. pneumophila-positive samples # 1925361
and # 1925364 could not be considered as “extremely
low”, false-negative results should encourage the parti-
cipants to review and optimize the workflow and concept
of their individual L. pneumophila-specific PCR/NAT as-
says.

Sample # 1925363, which contained only E. coli, was
classified as false-positive by two laboratories. This is
probably due to contamination events in the course of
sample preparation or PCR/NAT amplification. All parti-
cipants have included inhibition controls in their test
systems and no significant inhibitions of the PCR/NAT
reactions were observed or reported.

RV 537: Salmonella enterica

The current set of QC samples contained one sample
with Salmonella enterica serovar enteritidis (sample
# 1925374 with 1x10° CFU/mL. Sample # 1925372
contained Salmonella enterica serovar paratyphi (with
5x10* CFU/mL), sample # 1925373 contained Salmonella
enterica serovar tennesee (with 5x10° CFU/mL) and

GMS

GMS Zeitschrift zur Férderung der Qualitatssicherung in medizinischen
Laboratorien 2020, Vol. 11, ISSN 1869-4241

22/27



Reischl et al.: Bacterial and fungal genome detection PCR/NAT: comprehensive ...

sample # 1925371 contained no target organisms but
only human cells and E. coli cells.

All of the 24 participants reported correct Salmonella
enterica-positive PCR/NAT results for sample # 1925373
and correct results for the negative sample # 1925371.
Sample # 1925372, containing ~5x10" CFU/mL Sal-
monella enterica serovar paratyphi, and # 1925374,
containing ~1x10° CFU/mL Salmonella enterica serovar
enteritidis, were correctly identified as “positive” by 23 of
the 24 participants. Reporting a false-negative result for
these samples should prompt a thorough re-evaluation
of the performance of the test system.

Inhibitory events in the PCR/NAT reaction were not detec-
ted by any of the 24 participants.

RV 538: Listeria spp.

The current set of QC samples contained a sample without
the corresponding target organisms (# 1925384; only
E. coli cells), and three samples positive for L. monocyto-
genes (# 1925381, # 1925382 and # 1925383). The
Listeria monocytogenes-containing samples # 1925381
(with 5x10° CFU/mL of L. monocytogenes) and # 1925382
(with 5x10* CFU/mL of L. monocytogenes) were correctly
reported positive by all of the 43 participants. In addition,
the “negative” E. coli containing sample # 1925384 was
also correctly identified as negative by all laboratories.
Most of the participants used very sensitive Listeria
monocytogenes-specific assays, which is reflected by the
high number of correctly positive results for sample
# 1925383, containing only 1x10° CFU/mL of L. mono-
cytogenes. Only 8 of the 43 participants observed a false-
negative PCR/NAT result for this very weak positive
sample. Due to the relatively small amount of target or-
ganisms in sample # 1925383, the respective results
were not included in the assessment for the EQAS certi-
ficates.

It should be noted that participants using L. monocyto-
genes-specific PCR/NAT assays may indicate the corres-
ponding results by the accessory code number 71. In this
case, (false-)negative results for non-Listeria monocyto-
genes species do not negatively affect issuing the corres-
ponding QC certificates. In sum, the current results indi-
cate a remarkably high analytical sensitivity of the current
L. monocytogenes-specific PCR assays.

RV 539: MRSA

The concept of this proficiency testing series is designed
to determine the analytical sensitivity and specificity of
NAT-based assays for the direct detection of MRSA DNA
in typical clinical sample material. With the development
and composition of the corresponding sample materials,
we aim to mimic the situation of processing clinical
samples like wound or nasal swabs. Consequently, 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 NAT
assays designed mainly for MRSA culture confirmation

purposes may fail due to the low number of MRSA organ-
isms in individual samples of the QC set.

Samples # 1925391 and # 1925393 of the current set
contained a relatively high number of methicillin-resistant
S. aureus isolate (MRSA, PVL-negative; ~5x10° CFU/mL
and ~1x10° CFU/mL respectively), sample # 1925394
of the current set contained relatively high amounts of a
mecA dropout MSSA isolate, and only E. coli and human
cells were present in sample # 1925392 of the current
distribution.

The MRSA-negative sample # 1925392 was correctly
reported negative by 283 of the 288 participants. Only
two participants classified their results as “questionable”
and three participants reported false-positive results,
presumably due to intra-laboratory contamination events
from the highly positive sample # 1925391 during the
sample preparation, amplification or detection. The MRSA-
positive samples # 1925391 and # 1925393 were cor-
rectly reported positive by 286 and 282 of the 288 parti-
cipants, respectively. Participants with false-negative
results are encouraged to analyse and optimize their
PCR/NAT-based assays, because the amount of MRSA
target organisms in samples # 1925391 and # 1925393
(1x10° and 5x10° CFU/mL) were not abnormally low.
Twenty-three false-positive MRSA results were reported
for MSSA sample # 1925394 and four participants clas-
sified their results as “questionable” for MRSA. The ap-
parently “bad” performances for this MRSA-negative
sample are quickly explained on closer inspection: it
contained one of the yet still relatively rare S. aureus
strains that belongs to the group of so-called mecA
dropout MSSA isolates: Oxacillin-sensitive S. aureus
strains which contain the MRSA-typical SCCmec cassette,
but significant parts or the entire mecA gene are deleted
on the genomic level. Consequently, only 261 of the
288 participants reported correct-negative MRSA results
for this tricky sample. Compared to the previous rounds
of PCR/NAT external quality assessment, a much better
diagnostic performance was observed for this variant
S. aureus genetic constellation. The mecA dropout variant,
sent out formerly in the November 2012 distribution, was
detected by 30% of the participants. A similar mecA dro-
pout variant MSSA strain, sent out in the November 2015
distribution, was detected by 53% of the participants,
whereas around 90% (!) of the participants correctly re-
ported MRSA-negative results in the current distribution.
This situation nicely reflects the various (and obviously
successful) efforts of diagnostic companies and in-house
assay development teams to continuously improve and
adapt their protocols to the current challenges of direct
PCR/NAT testing for MRSA.

Also, an optional molecular detection of putative patho-
genicity factor PVL (Panton-Valentine Leukocidin) or its
coding gene lukF/S-PV was inquired. Corresponding re-
sults were reported by 115 of the 288 participating
laboratories, and within the current distribution, the re-
sults for the molecular PVL testing were correct in all but
three cases. Additional information can be found in Linde
et al. [2] and Witte et al. [3]. A well-evaluated protocol for
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the detection of PVL-positive PVL isolate can be found in
Reischl et al. [4].

In addition, commercial real-time PCR assays reliably
targeting PVL genes in MRSA and MSSA isolates are now
available (for example: r-biopharm and TIB Molbiol).

RV 540: Chlamydia pneumoniae

The concept of this proficiency testing series is designed
to determine the analytical sensitivity and specificity of
NAT-based assays for the direct detection of C. pneumo-
niae in typical 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 materials.
Consequently, the lyophilized samples usually contain
low amounts of target organisms in a natural background
of human cells and other components. As a consequence,
diagnostic assays designed for C. pneumoniae antigen
detection in clinical specimens or other serological assays
will fail due to the low number of C. pneumoniae-infected
cells in individual samples of the QC set.

The current set of QC samples contained two samples
positive for C. pneumoniae. Sample # 1925402 was
spiked with ~5x10° IFU/mL of C. pneumoniae, whereas
sample # 1925401 contained an approximately ten-fold
lower number of C. pneumoniae (~1x10* IFU/mL). Sample
# 1925403 contained significant numbers (~1x10° ge-
nome copies/mL) of Mycoplasma pneumoniae organisms
to assess analytical specificity. Only E. coli and non-infec-
ted human cells but no C. pneumoniae target organisms
were present in sample # 1925404.

As depicted in Table 2 (Attachment 1, p. 13), all of the
120 participants reported correct results for the strong-
positive sample # 1925402, and all of the participants
also reported correctly positive results for the slightly
weaker positive sample # 1925401, which still contained
a relatively high concentration of C. pneumoniae target
organisms (1x10" IFU/mL). Only one participant classified
his result as “questionable” for the negative sample
# 1925404 (E. coli and non-infected human cells) and
one participant reported a false-positive result for the
negative sample # 1925403 (containing a significant
number of Mycoplasma pneumoniae organisms), which
could probably be due to cross-contamination events in
the course of sample preparation, amplification, or ampli-
con detection steps. Overall there were no noticeable
problems with the current set of QC samples and a good
overall correlation with the expected results.

RV 541: Mycoplasma pneumoniae

A general note to our participants: the concept of this
proficiency testing series is designed to determine the
analytical sensitivity and specificity of NAT-based assays
for the direct detection of M. pneumoniae in typical
sample material. With the development and composition
of the corresponding sample materials, we aim to mimic
the situation of processing typical clinical specimens like

BAL or other respiratory materials. Therefore, the lyophi-
lized samples may contain low amounts of target organ-
isms in a natural background of human cells and other
components typically present in patient specimens. As a
consequence, diagnostic assays designed for M. pneumo-
niae antigen detection in clinical specimens or other
serological assays will fail due to the low number of
M. pneumoniae-infected cells in individual samples of
the RV 541 distributions.

The current set of QC samples contained three positive
samples. A relatively high amount of M. pneumoniae
(~5x10° genome copies/mL) was present in sample
# 1925413. An approximately ten-fold lower amount
of M. pneumoniae (~5x10* genome copies/mL) was
present in sample # 1925411, and sample # 1925414
contained an approximately hundred-fold lower amount
of M. pneumoniae (~5x10° genome copies/mL). The set
was completed by sample # 1925412, which contained
only human cells and a considerable amount of E. coli.
With the exception of 2 laboratories, all of the 139 parti-
cipants correctly reported samples # 1925411 and
# 1925413 positive for M. pneumoniae DNA. The third
positive sample with a relatively low amount of the target
organisms (#1925414) was correctly identified by
133 participants. Sample # 1925412, which contained
only human cells and E. coli, was correctly reported as
negative for M. pneumoniae DNA by 137 laboratories.
Only two participants observed false-positive results for
the “negative” sample, which could be due to cross-con-
tamination events in the course of sample preparation,
amplification, or amplicon detection steps. Overall, there
were no noticeable problems with the current set of QC
samples and a good overall correlation with the expected
results.

RV 542: Coxiella burnetii & Bacillus
anthracis

A general note to our participants: the concept of this
proficiency testing series is designed to determine the
analytical sensitivity and specificity of NAT-based assays
for the direct detection of C. burnetii DNA and/or B. an-
thracis DNA in typical sample material. With the devel-
opment and composition of the corresponding sample
materials, we aim to mimic the situation of processing
typical clinical samples. Consequently, the lyophilized
samples may contain low amounts of target organisms
in a natural background of human cells and other com-
ponents typically present in patient specimens.

The current set of QC samples contained two samples
with different amounts of Coxiella burnetii organisms
(~5x10* genome copies/mL in sample # 1925424 and
~1x10* genome copies/mL in sample # 1925421), one
sample with ~5x10* genome copies/mL of Bacillus an-
thracis (sample # 1925424) and two samples with
~1x10° and ~5x10° genome copies/mL of a Bacillus an-
thracis Pasteur Strain (sample # 1925422 and sample
# 1925421, respectively). Sample # 1925423 contained

GMS

GMS Zeitschrift zur Férderung der Qualitatssicherung in medizinischen
Laboratorien 2020, Vol. 11, ISSN 1869-4241

24/27



Reischl et al.: Bacterial and fungal genome detection PCR/NAT: comprehensive ...

only human cells and a considerable amount of E. coli
organisms.

For convenient data presentation and analysis, we de-
cided to depict the PCR/NAT results for each target organ-
ism within this combined EQAS scheme in two separate
tables: please see Tables 2 and 3 (Attachment 1, p. 15)
for the C. burnetii-specific results and Tables 4 and 5
(Attachment 1, p. 16) for the B. anthracis-specific results.
Coxiella burnetii: The relatively high amount (~5x10* ge-
nome copies/mL) of C. burnetii organisms in sample
# 1925424 was correctly reported by all participants, as
well as the five-fold lower concentration of the pathogen
in sample #1925421. The two “negative” samples
(#1925423 contained only E. coli and #1925422 con-
tained only B. anthracis) were correctly reported negative
by all but three participants. Overall, there were no notice-
able problems with the current set of QC samples and a
good correlation with the expected results was observed.
Bacillus anthracis: The results for this newly introduced
EQAS scheme are easily discussed. 21 of the 22 parti-
cipants correctly reported positive results for sample
# 1925422 (~1x10° genome copies/mL) and # 1925424
(~5x10* genome copies/mL). The third “positive” sample
# 1925421 contained ~5x10°> genome copies/mL of
B. anthracis strain “Pasteur”. Only 15 participants repor-
ted correct results for this sample. This particular strain
is positive for the virulence plasmid pX02 and the B. an-
thracis-specific chromosomal markers rpoB and dhp61,
but does not harbor “protective antigen, lethal and edema
factor” encoding plasmid pXO1, and is therefore also
negative for the commonly used pathogenicity marker
pagA. All participants correctly reported negative results
for the “negative” sample # 1925423 (containing E. coli
and human cells). After this very successful round of ex-
ternal quality assessment, “standardized samples” are
again available for colleagues who are interested in ob-
taining B. anthracis DNA-positive material for assay vali-
dation purposes. Requests for backup samples should
be addressed to the EQAS coordinator (U. Reischl).

RV 543: Francisella tularensis & Brucella
spp.

A general note to our participants: the concept of this
proficiency testing series is designed to determine the
analytical sensitivity and specificity of NAT-based assays
for the direct detection of F. tularensis DNA and Brucella
spp. DNA in typical sample material. With the develop-
ment and composition of the corresponding sample ma-
terials, we aim to mimic the situation of processing typical
clinical samples. Consequently, the lyophilized samples
may contain low amounts of target organisms in a natural
background of human cells and other components typi-
cally present in patient specimens.

The current set of QC samples (Table 1, Attachment 1,
p. 17) contained two samples with different amounts of
F. tularensis subsp. holarctica DNA (~1x10° CFU/mL in
sample # 1925432 and ~1x10* CFU/mL in sample
# 1925433), three samples with different amounts of

Brucella melitensis DNA (~1x10° CFU/mL in sample
# 1925431, ~1x10° CFU/mL in sample # 1925432,
and ~1x10* CFU/mL in sample # 1925433). Sample
# 1925434 contained only human cells and a consider-
able amount of E. coli organisms.

Francisella tularensis: Similar to QC samples from past
distributions, the positive samples # 1925432
(~1x10° CFU/mL of F. tularensis spp. holarctica) and
# 1925433 (~1x10* CFU/mL of F. tularensis spp. holarc-
tica) were correctly tested positive by 24 and 22 of the
25 participating laboratories, respectively.

Brucella spp.: The ‘positive’ samples # 1925431 and
# 1925433 were correctly reported by 23 and 20 of the
participating laboratories, respectively. The third positive
sample #1925432 contained a relatively low amount of
the target organism (~1x10> CFU/mL), and only 8 parti-
cipants correctly reported positive results. The sample
without target organism (# 1925434) was correctly clas-
sified as ‘negative’ by all laboratories. None of the parti-
cipants observed an inhibition of the nucleic acid ampli-
fication.

RV 544: Carbapenemase genes

The concept of this novel EQAS panel for the detection
of carbapenemase genes is designed exclusively for the
testing of NAT-based methods and protocols for molecular
resistance testing or the direct detection of car-
bapenemase genes from DNA preparations of Enterobac-
teriaceae culture isolates. Because of the methodologi-
cally challenging design of EQAs for the molecular resis-
tance testing of the wide range of known carbapenemase
coding genes in different bacteria, the panel is narrowed
down to a small selection of the currently most common
carbapenemase genes in Enterobacteriaceae: KPC, VIM,
OXA-48-like genes, GES carbapenemases, NDM, IMP,
and GIM.

As shown in Table 1 (Attachment 1, p. 19), the current
set contained three samples with different carbapenem-
resistant Enterobacteriaceae: sample # 1925441 con-
tained a Klebsiella oxytoca isolate with two car-
bapenemase genes: KPC-3 and VIM-1 (~1x10° genome
copies/mL), sample # 1925443 contained a Klebsiella
pneumoniae with an OXA-245 gene (~1x10° genome
copies/mL), sample # 1925444 contained Klebsiella
pneumoniae with a NDM-9 gene (~1x10° genome
copies/mL). The fourth sample # 1925442 was designed
as negative control and contained only E. coli without
carbapenemase genes. All participating laboratories
reported sample # 1925441 (K. oxytoca carrying a
KPC-3 & VIM-1 carbapenemase) as “carbapenemase-
positive”. Notably, 8 of the 86 participants missed the
carbapenemase gene in sample # 1925443 (K. pneumo-
niae carrying OXA-245). The third “positive” sample
# 1925444 (containing K. pneumoniae with an NDM-9
gene) was correctly reported by 85 of the 86 participants.
Additionally, no false-positive results were submitted for
sample # 1925442, which contained carbapenemase-
negative E. coli K12.
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Interestingly, two of last year's samples (November 2018
distribution) turned out to be candidates for two out-
breaks this year in Germany (see [5], [6]).

Laboratories can support the outbreak investigation initi-
ated by the Robert Koch Institute and German National
Reference Laboratory if the lab is able to specify and re-
port OXA-48-like carbapenemases as O0XA-244 car-
bapenemases. If this is not the case, the German National
Reference Lab may help you free of charge to identify
OXA-48-like carbapenemases. The second outbreak strain
requires the ability to detect two carbapenemases simul-
taneously (NDM-1 and OXA-48).

RV 545: Clostridium difficile

A general note to our participants: the concept of this
proficiency testing series is designed to determine the
analytical sensitivity and specificity of NAT-based assays
for the direct detection of C. difficile 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. The
lyophilized samples may contain low amounts of target
organisms in a natural background of human cells and
other components typically present in patient specimens.
The current set of QC samples contained two Clostridium
difficile-positive samples: sample # 1925451 with
~1x10° CFU/mL, and sample # 1925454 with
~1x10° CFU/mL. Samples # 1925452 and # 1925453
contained only human cells and a considerable amount
of E. coli organisms. The “positive” samples # 1925451
and # 1925454 were correctly reported as “positive” by
148 and 146 of the 149 participating laboratories, re-
spectively. False-negative results should prompt a thor-
ough evaluation of the test system and the workflow.
The latter is definitely warranted for the participants re-
porting false-positive results for samples # 1925452 and
# 1925453, containing only E. coli, but no target organ-
ism. As cross-reaction of the applied test system with
E. coli DNA is unlikely; probably cross-contamination
during the process of sample preparation and analysis
is causative. All but two participants included controls
to detect inhibitions of the PCR reaction. Significant in-
hibitory events were not reported.

RV 546: VRE

A general note to our participants: the concept of this
proficiency testing series is designed to determine the
analytical sensitivity and specificity of NAT-based assays
for the direct detection of vancomycin-resistant entero-
cocci DNA in typical sample material. With the develop-
ment and composition of the corresponding sample ma-
terials, we aim to mimic the situation of processing typical
clinical samples. Consequently, the lyophilized samples
may contain low amounts of target organisms in a natural
background of human cells and other components typi-
cally present in patient specimens.

Sample # 1925461 of the current set contained a rela-
tively high amount of Enterococcus faecalis vanA
(~1x10* CFU/mL) and sample # 1925464 contained
a similar amount of Enterococcus faecium vanA
(~1x10* CFU/mL). Sample # 1925463 contained
Enterococcus faecalis (~1x10° CFU/mL), and sample
# 1925462 contained no target organisms but only
human cells and E. coli cells.

Of the 56 participating laboratories, 56 and 54 correctly
reported positive results for the samples # 1925461 and
1925464, respectively. Of note, 53 participants reported
dedicated vanA/vanB identification for these two samples,
48 were correct. We were pleased to see that also for the
“negative” samples #1925462 and # 1925463, all par-
ticipants reported correct results. All but one participant
included controls to detect inhibitions of the PCR reaction.
Significant inhibitory events were not reported.

RV 547: Urogenital panel

The concept of this novel EQAS panel for the detection
of the most prominent urogential pathogens was recently
established to meet the demands of current and future
multiplex PCR/NAT assay concepts. Making some helpful
experiences during the pilot phase of two previous distri-
butions, we are starting with our first “regular distribution”
in the current round.

Regarding the statistical analysis, data presentation and
results discussion, we are still in the learning phase to
optimize the informative and intuitive depiction of the
complex result constellations as well as developing a ra-
tional scheme for issuing individual certificates for the
participants.

The results reported by the 68 registered participants are
depicted in Tables 2 to 7 (Attachment 1, p. 23-25), and
a good overall correlation between the expected results
(Table 1, Attachment 1, p. 23) and the reported results
was observed. Briefly, only sporadic false-negative or
false-positive results were observed. For example, one
false-positive Treponema pallidum DNA result was repor-
ted for sample # 1925474 of the current 4-sample set,
which could probably be due to cross-contamination
events in the course of sample preparation, amplification,
or amplicon detection steps.

The online results input mask of RV 547 distributions
now contains extra fields where participants are asked
to specify the theoretical pathogen spectrum of their in-
dividual assay concepts. This extra information will help
to consider and fairly assess the broad spectrum of dif-
ferent commercial and in-house PCR/NAT assays regard-
ing species coverage, differentiation, and multiplex capa-
bilities.

RV 560: Pneumocystis jirovecii

A general note to our participants: the concept of this
external quality assessment scheme is designed to de-
termine the analytical sensitivity and specificity of NAT-
based assays for the direct detection of P. jirovecii DNA

GMS

GMS Zeitschrift zur Férderung der Qualitatssicherung in medizinischen
Laboratorien 2020, Vol. 11, ISSN 1869-4241

26/27



Reischl et al.: Bacterial and fungal genome detection PCR/NAT: comprehensive ...

in suitable clinical sample material. With the development
of diagnostic material similar to clinical samples, we aim
to mimic the situation of processing typical clinical
samples. Consequently, the lyophilized samples may
contain low amounts of target organisms in a natural
background of human cells and other components typi-
cally present in patient specimens.

The current set of QC samples contained three positive
specimens (see Table 1, Attachment 1, p. 26). A relatively
high concentration of Pneumocystis jirovecii (~1x10° or-
ganisms/mL) was present in sample # 1925602,
whereas in sample # 1925601 a ten-fold lower
(~1x10* organisms/mL), and in sample # 1925603 an
approximately twenty-fold lower concentration of
Pneumocystis jirovecii (~1x10* organisms/mL) were
present. The set was completed by sample # 1925604,
which contained only human cells and a considerable
amount of E. coli organisms.

For sample # 1925602, which contained P. jirovecii target
organisms (~1x10° CFU/mL) at a relatively high concen-
tration, all of the 120 participants reported correctly
positive results. Sample # 1925603 of the current distri-
bution, with a ten-fold lower concentration of P. jirovecii,
was tested “positive” by all but one of the 120 partici-
pating laboratories. Sample # 1925601, which contained
a relatively low amount of P. jirovecii target organisms
(~5x10° organisms/mL) was still classified as “positive”
by 105 of the 120 participants of the current distribution.
The negative sample within the current distribution
(# 1925604, containing only E. coli) was correctly classi-
fied “negative” by all of our 120 participants.

Overall, there were no noticeable problems with the cur-
rent set of QC samples and a good correlation with the
expected results was observed.

Attachments

Available from
https;//www.egms.de/en/jourmals/lab/2020-11/1ab000037.shtml
1. Anhangl_labO00037.pdf (388 KB)
Results of the proficiency testing scheme “Bacterial
and fungal genome detection (PCR/NAT)” November
2019
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