Mitteilung

Die neue In-vitro-Diagnostika-Verordnung (IVDR):
Hilfestellung bei der Validierung/Verifizierung von im
diagnostischen Laboratorium eingesetzten bzw.
entwickelten und angewendeten Methoden zum Nachweis

von Infektionserregern

The new In Vitro Diagnostics Regulation (IVDR): assistance in the
validation/verification of methods used or developed and applied in
diagnostic laboratories for the detection of infectious agents

Abstract

The requirements of the new European In-Vitro Diagnostics Medical
Devices Regulation (IVDR) (EU) 2017/746 is a challenge for both com-
mercial in vitro diagnostic medical device (IVD) manufacturers and
laboratories that develop and manufacture IVDs themselves (so-called
Laboratory Developed Tests [LDT]).

Medical laboratories in a wide range of disciplines use - often due to
a lack of suitable commercially available diagnostics and to ensure
patient care - in-house developed tests (LDT) or modify commercial
test systems to adapt them to specific requirements (e.g. test matrix,
sample volumes).

These procedural instructions describe the measures that are necessary
- as far as possible and indispensable - to check the performance of
a test (method) that is to be newly introduced or for which a change is
planned. Practical assistance is given for this purpose.

Zusammenfassung

Die Anforderungen der neuen europaischen Verordnung uUber In-vitro-
Diagnostika (EU) 2017/746 (In-Vitro Diagnostic Medical Devices Regu-
lation, IVDR) sind eine Herausforderung sowohl fur kommerzielle Her-
steller von In-vitro-Diagnostika (IVD) als auch fur Laboratorien, die IVD
selbst entwickeln und herstellen (sogenannte Laboratory Developed
Tests [LDT]).

Medizinische Laboratorien verschiedenster Fachrichtungen nutzen -
haufig aus Mangel an geeigneten kommerziell verfigbaren Diagnostika
und zur Sicherstellung der Patientenversorgung - eigenentwickelte
Tests (LDT) oder modifizieren kommerzielle Testsysteme, um sie den
spezifischen Erfordernissen (z.B. Untersuchungsmatrix, Probenvolumina)
anzupassen.

In der vorliegenden Verfahrensanweisung werden die Manahmen be-
schrieben, die - soweit méglich und unerlasslich - erforderlich sind,
um einen Test (Methode), der (die) neu eingefuhrt werden soll bzw. bei
dem (der) ein Wechsel vorgesehen ist, auf seine Leistungsfahigkeit zu
Uberprufen. Hierfir werden praktische Hilfestellungen gegeben.
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1 Zielsetzung/Zweck

Unter Berlcksichtigung der Anforderungen der Verord-
nung (EU) 2017/746 (In-Vitro Diagnostic Medical Devices
Regulation, IVDR) [1] werden in der vorliegenden Verfah-
rensanweisung (VA) die Malnahmen zur Methodenvali-
dierung/-verifizierung im Bereich der Virologie bzw. Mikro-
biologie beschrieben. Trotz der zeitlichen Verschiebung
der verbindlichen EinfUhrung der IVDR gilt weiterhin, dass
die Anforderungen nach Anhang | der IVDR ab Mai 2022
erfillt werden muissen. Die Validierung stellt hierbei einen
wesentlichen Punkt dar.

Im Hinblick auf die IVDR-Anforderungen dient diese VA
daher insbesondere der Erflllung der Anforderungen
nach IVDR, Artikel 5, Aufzéhlung g) (,Erstellung von Unter-
lagen, die ein Verstandnis [...] der Auslegung und der
Leistungsdaten der Produkte erméglichen und die hinrei-
chend detailliert sind“) [1].

Zum vereinfachten Verstandnis wird im gesamten Text
stets nur Bezug genommen auf den Bereich ,Virologie*
- jedoch gelten analoge bzw. spezifisch angepasste Vor-
gaben auch flir den Bereich ,Mikrobiologie” bzw. allge-
mein fur die Diagnostik von Infektionserregern.
Ebenfalls zur leichteren Lesbarkeit und gleichzeitig zur
umfassenden Darstellung erfasst das vorliegende Doku-
ment nicht nur solche In-vitro-Diagnostika (IVD), die vom
Labor selbst entwickelt und hergestellt wurden (sogenann-
te Laboratory Developed Tests [LDT]), sondern zusatzlich
IVD, die kommerziell hergestellt (und vom Hersteller vali-
diert) wurden und bei denen im Rahmen der Implemen-
tierung im Labor die Richtigkeit und Prazision (Verifizie-
rung) zu uberprifen sind.

Medizinische Laboratorien verschiedenster Fachrichtun-
gen nutzen - haufig aus Mangel an geeigneten kommer-
ziell verfigbaren Diagnostika und zur Sicherstellung der
Patientenversorgung - eigenentwickelte Tests (LDT).
Verschiedene Aspekte kdnnen die LDT-Nutzung begrin-
den, z.B. die Performance-Charakteristika der Tests (z.B.
Sensitivitat, Spezifitat, Stabilitat, Qualitatskontrollmecha-
nismen), die ,Turn-around-Zeit“, Multiplex- versus Mo-
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noplex-Teste, bendtigte Materialmenge (Reagenzien,
Untersuchungsmaterial), Art des Untersuchungsmateri-
als/-matrix u.a.). Die Begriindung, warum ein LDT einge-
setzt wird, ist nicht Gegenstand dieser VA, sondern ist an
anderer Stelle darzustellen bzw. zu dokumentieren. Darin
ist auch eine sog. LDT-Aquivalenzbegriindung anzugeben,
aus der hervorgeht, dass der mit dem LDT-IVD zu erzie-
lende Zweck nicht oder nicht auf dem gewlinschten Ni-
veau durch ein gleichartiges, CE-gekennzeichnetes IVD
erreicht werden kann. Zudem ist darin die von der IVDR
(auch fur LDT) geforderte ,Produktbeobachtung® in Art
und Umfang der Dokumentation festzulegen.

Von der vorliegenden VA ebenfalls nicht erfasst werden:

e LDT-IVD, die nach der Verordnung (EU) 2017/746 -
Anhang VIII (Klassifizierungsregeln) als Klasse-D-Pro-
dukte klassifiziert werden, und fur die gleichzeitig CS
(Common Specifications) bzw. CTS (Common Technical
Specifications) verfligbar sind.

* Vorgaben zur konkreten Herstellung der LDT-IVD sowie
die MaRnahmen zur Qualitatssicherung (im Sinne einer
Chargenkontrolle, Haltbarkeit, Lagerungsbedingungen).
Hierflir ist eine separate SOP (Standard Operation
Procedure) zu erstellen und darauf zu verweisen. Zu-
dem sind die Anforderungen nach IVDR, Anhang |,
Abschnitte 9.2 und 9.3* z.B. durch das kontinuierliche
Mitfihren und Dokumentieren von entsprechenden
Qualitatskontrollen - im Sinne von ,Robustheitskon-
trollen” - sicherzustellen.

*Die Leistungsmerkmale des Produkts bleiben wéh-
rend der vom Hersteller angegebenen Lebensdauer
des Produkts erhalten. 9.3 Ist die Leistung der Produk-
te an die Verwendung von Kalibratoren und/oder
Kontrollmaterialien gebunden, so wird die metrologi-
sche Rlickverfolgbarkeit der Werte, die Kalibratoren
und/oder Kontrollmaterialien zugewiesen wurden,
durch geeignete metrologisch tibergeordnete Referenz-
messverfahren und/oder -materialien gewéahrleistet.
Gegebenenfalls wird die metrologische Rlckverfolg-
barkeit der Werte, die Kalibratoren und Kontrolimate-
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rialien zugewiesen wurden, durch zertifizierte Referenz-
messverfahren oder -materialien gewahrleistet.”

e Vorgaben zur Durchfihrung der Klassifizierung der
LDT-IVD; hierfir ist ebenfalls eine separate SOP zu
erstellen und darauf zu verweisen.

Die Inbetriebnahme des LDT ist auch im Rahmen der
Verordnung (EU) 2017/746 weiterhin ohne die Einbezie-
hung einer Benannten Stelle und ohne Anbringung einer
CE-Kennzeichnung zuléssig. Mit Ausnahme der Erflllung
der anwendbaren Anforderungen nach Anhang I, IVDR
und einiger in Artikel 5 Absatz 5 der IVDR gelisteten An-
forderungen (z.B. Herstellung ,,in einem nicht-industriellen
Mafstab®) sind eigenhergestellte Tests von den Anforde-
rungen der Verordnung (EU) 2017/746 ausgenommen
[11.

In der vorliegenden Verfahrensanweisung werden die
Manahmen beschrieben, die - soweit méglich und un-
erlasslich - erforderlich sind, um einen Test (Methode),
der (die) neu eingefuhrt werden soll bzw. bei dem (der)
ein Wechsel vorgesehen ist, auf seine Leistungsfahigkeit
zu Uberprifen:

¢ Entsprechende analytische Leistungskenndaten sind

e Prazision (Wiederholbarkeit und Reproduzierbar-
keit),

¢ Richtigkeit (Verzerrung), Genauigkeit (als Ergebnis
von Richtigkeit und Prazision),

¢ Linearitat, analytische Sensitivitat (Nachweis- und
Quantifizierungsgrenzen) sowie die

¢ analytische Spezifitat (Kontrolle der bekannten re-
levanten endogenen und exogenen Interferenzen
und Kreuzreaktionen). Diese sind unter Einbezie-
hung geeigneter statistischer Instrumente zu prfen.

¢ Ferner sind (ggf.) zu berucksichtigen:

¢ Einordnung der LDT-IVD gemaf den IVD-Risikoklas-
sen nach Anhang VI, IVDR [1] im Zusammenhang
mit dem Dokument MDCG 2020-16 [2] und ggf.
Risikomanagement-basierter Validierungsumfang,

¢ Erreger-Bedeutung/-inzidenz (ggf. ist auch zu bertck-
sichtigen, ob es sich z.B. um sehr seltene Erreger
handelt),

¢ Orphan-Analyt/Rare-Disease*/Emerging (New) Dis-
ease.

*EU: Aus dem Arzneimittelbereich kann orientierend
die Verordnung (EG) Nr. 141/2000 [3] zu Rate ge-
zogen werden: Vom Leiden sind nicht mehr als funf
von zehntausend Personen betroffen. In der EU gibt
es fur den Medizinproduktebereich noch keine
verbindlichen Definitionen oder quantitativen Be-
schreibungen in dieser Hinsicht.

Flir die USA gilt flir sog. orphan drugs: Intended for
the effective and safe treatment, prevention, or
diagnosis of rare diseases with fewer than 200,000
people in the US; or which affect more than
200,000 people but where the costs of marketing
and developing the products are not expected to
be recovered [4].

e Zudem ist - soweit anwendbar - die klinische Leistung
zu ermitteln, wie diagnostische Sensitivitat, diagnosti-
sche Spezifitat, positiver pradiktiver Wert, negativer
pradiktiver Wert, Likelihood-Verhaltnis und erwartete
Werte bei nicht betroffenen und betroffenen Bevolke-
rungsgruppen.

Der Umfang der Uberpriifung unterscheidet sich je
nachdem, welche Anforderungen an die Methode gestellt
werden, z.B. ob es sich um eine komplette Neueinflh-
rung/Neuentwicklung oder einen Wechsel des Untersu-
chungsverfahrens handelt.

Zudem ist zu berlcksichtigen, ob es sich um ein im
Labor selbstentwickeltes LDT handelt, das in der wissen-
schaftlichen Literatur (die einem Peer-Review unterzogen
wurde) beschrieben wurde, um ein durch Expertengutach-
ten/-stellungnahmen/Fachgesellschaften anerkanntes
Verfahren, oder ob es auf Ergebnissen aus Studien zum
Nachweis des Wirkprinzips oder auf klinischen Leistungs-
studien beruht. In den genannten Fallen ist davon auszu-
gehen, dass adaquate Nachweise fur die wissenschaftli-
che Validitat des betrachteten Markers/Erregers vorlie-
gen. In der IVDR (Anhang XIll, Teil A) wird diesbezuglich
formuliert: ,Grindlichkeit und Umfang dieser Bewertung
sind verhaltnismagig und angemessen in Bezug auf die
Merkmale des Produkts, einschliefllich der Risiken, Risi-
koklasse, Leistung und Zweckbestimmung* [1].

Fur spezielle methodisch komplexe (LDT) IVD - wie z.B.
Sequenzieranalysen oder NGS (Next Generation Sequenc-
ing) - sind ggf. zusatzliche Regelungen und Vorgaben
erforderlich, die jedoch nicht im Rahmen dieser VA behan-
delt werden. Dies gilt auch fur weitere spezielle Fragestel-
lungen, wie z.B. die kombinierte Nutzung von CE-gekenn-
zeichneten Testkomponenten (z.B. einer PCR) mit Test-
komponenten (z.B. einem Extraktor), die hierflr nicht
ausdrucklich vom Hersteller validiert/freigegeben wurden.
Solche Extraktionssysteme kdnnen aber ein sog. Zubehor
von IVD darstellen und miussen in solch einem Fall
grundsatzlich einer Bewertung/Validierung im Sinne des
Artikels 5 (5) der IVDR [1] unterzogen werden (siehe auch
Leitfaden der Medical Devices Coordination Group
(MDCG) ,MDCG 2020-16 - Guidance on Classification
Rules for in vitro Diagnostic Medical Devices under Regu-
lation (EU) 2017/746* [2], hier vor allem die Ausfihrun-
gen zur Klassifizierungsregel 5. Bei solchen CE-/non-CE-
IVD-Kombinationen kann - mit entsprechender Begrun-
dung - ggf. eine Bewertung/Validierung nach den Vorga-
ben ,LDT-Light“ erfolgen.

Erst wenn die Methode validiert bzw. verifiziert und frei-
gegeben ist, durfen Patientenergebnisse damit ermittelt
und weitergegeben werden. In Einzelfallen kann hiervon
und von den nachfolgend aufgefihrten Vorgaben abgewi-
chen werden, z.B. wenn eine extrem niedrige Krankheits-
pravalenz und damit eine geringe Probenfrequenz vorhan-
den ist oder sie aufgrund eines Mangels an Kontrollen
nicht durchfihrbar ist. Die Laborleitung legt dann (ggf.
zusammen mit dem/der QMB und der leitenden techni-
schen Assistenz) das geanderte Verfahren fest und be-
grindet dies schriftlich.
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Die im Folgenden aufgefuhrten Probenzahlen im Rahmen
der Validierung bzw. Verifizierung gelten primar fur solche
Parameter, die Ublicherweise taglich oder mehrfach wo-
chentlich durchgefuhrt werden. Dies gilt insbesondere
fr die erforderliche Anzahl der positiven Proben, die aus
nachvollziehbaren Grinden nicht immer im genannten
Umfang verflgbar sein kdnnten (vgl. 8hnliche Regelungen
bei sog. ,orphan diseases®). Bei relativ selten durchge-
fihrten Untersuchungen, die flr das diagnostische Leis-
tungsspektrum eines Labors und die zuverlassige Patien-
tenversorgung aber dennoch essentiell sind (z.B. hochpa-
thogene Erreger, langjahrig etablierte Spezialfragestellun-
gen, etc.) kann die genannte Probenzahl unterschritten
werden. Dies muss jedoch im Einzelfall von der Laborlei-
tung systematisch und gut nachvollziehbar dokumentiert
werden.

Nach der Definition in der IVDR und den Anforderungen
nach Anhang XIII [1] ist - soweit moglich und anwendbar
- der ,wissenschaftlichen Validitat“ von LDT im Rahmen
der sog. ,Technischen Dokumentation“ besondere Be-
achtung zu schenken, ebenso wie den Daten zur Analyse-
und klinischen Leistung; ihre Bewertung und der daraus
abgeleitete klinische Nachweis sind in einem Bericht zu
dokumentieren. Diese Daten mussen ggf. wahrend des
gesamten Lebenszyklus des Produkts aktualisiert werden.

2 Begriffe/Abklirzungen/
Definitionen

Im Rahmen dieser VA gelten folgende Definitionen:

* Analyseleistung: bezeichnet die Fahigkeit eines Pro-
dukts, einen bestimmten Analyten korrekt nachzuwei-
sen oder zu messen (IVDR, Artikel 2, 40. Aufzahlungs-
punkt [1]).

» Bestimmheitsmafl (r*=B): Zeigt das Verhdltnis des
Anteils der Streuung der Punkte der Regressionsgera-
den zur Gesamtstreuung und kann daher als Maf3 der
Schéarfe, mit der die Gerade bestimmt ist, und damit
als Maf} fur die Abhangigkeit der beiden Messreihen
benutzt werden. Im Idealfall betragt B=1.

¢ Blandt-Altman’s Methodenvergleich: Statistische Me-
thode, um zwei Messverfahren miteinander zu verglei-
chen. Mittels dieser Methode werden die Differenzen
der Wertepaare zwischen zwei Verfahren gegen die
Mittelwerte der beiden Messverfahren graphisch dar-
gestellt.

¢ CE-Tests: Mit der CE-Kennzeichnung (Conformité Eu-
ropéenne = ,Europaische Konformitat) erklart der
Hersteller gemafl Verordnung (EG) 765/2008 u.a.,
»dass er die Verantwortung fir die Konformitat des
Produkts mit allen in den einschlagigen Harmonisie-
rungsrechtsvorschriften der Gemeinschaft enthaltenen
fur deren Anbringung geltenden Anforderungen tber-
nimmt“ (Art. 30 Abs. 3). Bei ,,CE“-gekennzeichneten
Testsystemen handelt es sich um Tests, die an anderer
Stelle entwickelt oder als kommerzieller Reagenzienkit
mit CE-Kennzeichnung vertrieben werden. Die Validie-

rung der Methode wurde vom Hersteller durchgefihrt
und die wesentlichen Validierungsdaten der Methode
liegen vor. Der Anwender muss lediglich eine ,Verifizie-
rung® vornehmen.

Diagnostische Sensitivitat: bezeichnet die Fahigkeit
eines Produkts, zu erkennen, dass ein mit einer be-
stimmten Krankheit oder einem bestimmten gesund-
heitlichen Zustand verbundener Zielmarker vorhanden
ist (IVDR, Artikel 2, 50. Aufzahlungspunkt [1]).
Diagnostische Spezifitat: bezeichnet die Fahigkeit ei-
nes Produkts, zu erkennen, dass ein mit einer bestimm-
ten Krankheit oder einem bestimmten gesundheitli-
chen Zustand verbundener Zielmarker nicht vorhanden
ist (IVDR, Artikel 2, 49. Aufzahlungspunkt [1]).
Klinische Leistung: bezeichnet die Fahigkeit eines
Produkts, Ergebnisse zu liefern, die mit einem bestimm-
ten klinischen Zustand oder physiologischen oder
pathologischen Vorgang oder Zustand bei einer be-
stimmten Zielbevolkerung und bestimmten vorgesehe-
nen Anwendern korrelieren (IVDR, Artikel 2, 41. Aufzah-
lungspunkt [1]).

Klinischer Nachweis: bezeichnet die klinischen Daten
und die Ergebnisse der Leistungsbewertung zu einem
Produkt, die in quantitativer und qualitativer Hinsicht
ausreichend sind, um qualifiziert beurteilen zu kdnnen,
ob das Produkt sicher ist und den angestrebten klini-
schen Nutzen bei bestimmungsgemafier Verwendung
nach Angabe des Herstellers erreicht (IVDR, Artikel 2,
36. Aufzahlungspunkt [1]).

Korrelationskoeffizient (r): Bestimmt den Grad des
Zusammenhanges der Stichproben, im Idealfall =1.

Die Berechnung von r erfolgt durch: r = b, xb,.
Laborvergleich: Messung der Richtigkeit/Korrelation
zweier verschiedener oder gleicher Tests zum Nach-
weis desselben Analyten in zwei verschiedenen Labo-
ratorien (z.B. durch Nachweis bekannter Analytkonzen-
trationen in Ringversuchsproben oder Referenzmate-
rial - dabei sollte ein ausgewogenes Maf} an positiven
und negativen Proben getestet werden).

LDT: Bei Laboratory Developed Tests (LDT) handelt es
sich um Methoden, die vom Labor selbst entwickelt
wurden oder auf der Basis externer wissenschaftlicher
Arbeiten etabliert sind. LDT sind also definiert als
selbstentwickelte und validierte Untersuchungsverfah-
ren, in welchen Reagenzien, Kits, Kontrollen, Gerate
ohne CE-Kennzeichnung oder in Kombination von CE-
und nicht CE-gekennzeichneten Komponenten fir in-
vitro-diagnostische Zwecke eingesetzt werden. Auch
zahlen dazu die Verwendung CE-gekennzeichneter
IVD, die auRerhalb der Angaben in Produktinformatio-
nen des Herstellers genutzt werden (,Off-Label Use*),
und die Verwendung von Tests ohne CE-Kennzeich-
nung mit dem Vermerk ,Research Use Only* (RUO-
Produkte). Die Laborleitung ist in diesem Fall fir den
Nachweis der Eignung der Methode in der entsprechen-
den Anwendung verantwortlich (,Validierung®). Bei
Methoden, die auf der Basis externer wissenschaftli-
cher Arbeiten etabliert wurden, kann der Umfang der
Validierung ggf. reduziert werden [5].
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Die Daten zur wissenschaftlichen Validitat des Tests,
zur Analyse- und klinischen Leistung, ihre Bewertung
und der daraus abgeleitete klinische Nachweis sind
in einem Bericht zu dokumentieren. Dieser ist Bestand-
teil der Dokumentation und muss ggf. wahrend des
gesamten Lebenszyklus des Produkts anhand der
Daten aktualisiert werden.

LDT-Light: Unter dem Begriff ,LDT-Light“ werden u.a.
(kommerziell verfigbare) IVD zusammengefasst, die
in modifizierter Form bzw. mit Modifikationen einge-
setzt werden und daher ggf. nur im reduzierten Umfang
zu validieren sind. Unter Modifikationen sind i.d.R.
zusatzliche Untersuchungsmaterialien zu verstehen,
die in Zusammensetzung und Komplexitat dem vorge-
sehenen Material entsprechen, vom Hersteller aber
nicht aufgefiihrt werden. In die Kategorie ,LDT-Light*
kénnen ggf. auch kommerziell angebotene RUO-Teste
eingruppiert werden oder z.B. die kombinierte Nutzung
von CE-gelabelten Testkomponenten (z.B. einer PCR)
mit Testkomponenten (z.B. einem Extraktor), die hierfur
nicht ausdrucklich vom Hersteller validiert/freigegeben
wurden. Der Umfang der Validierung ist dann ggf. indi-
viduell anzupassen und zu begriinden - z.B. in Abhan-
gigkeit des vom Hersteller/Anbieter bereits durchge-
flhrten Validierungsumfangs respektive, ob ein ,RUO-
Test“ vormals als CE-IVD kommerziell vertrieben wurde
bzw. entsprechende Daten (z.B. durch intern eingesetz-
te Kontrollen) zur kombinierten Nutzung von Testkom-
ponenten vorliegen.

Leistung eines IVD: bezeichnet die Fahigkeit eines
Produkts, seine vom Hersteller angegebene Zweckbe-
stimmung zu erfullen; sie besteht in der Analyseleis-
tung und gegebenenfalls der klinischen Leistung zur
Erflllung dieser Zweckbestimmung (IVDR, Artikel 2,
39. Aufzahlungspunkt [1]).

Linearitat: Bestimmung des linearen Messbereichs
des Tests.

Biologische bzw. biochemische Reaktionen in der La-
boratoriumsmedizin haben oft die Form einer S-Kurve
mit drei Bereichen:

1. exponentieller Anstieg,
2. linearer Bereich,
3. Sattigung.

Neben aufwendigen ,curve-modelling-Verfahren* wird
i.d.R. die Regressionsgerade fur den linearen Abschnitt
berechnet und die davon abweichenden Kurvenver-
laufe als Endpunkte angegeben. Das sich ergebende
b (b = Regressionskoeffizient = Steigung der Kurve)
ist beim Faktor 1 optimal - Werte zwischen 0,999
und 0,95 (PCR 0,90) sind zulassig.

Methodenvergleich: Messung der Richtigkeit/Korrela-
tion der (quantitativen) Einzelergebnisse aus zwei
verschiedenen Tests zum Nachweis desselben Analy-
ten (klassisches Verfahren ist die Korrelationsanalyse)
[5].

Negativer pradiktiver Wert: bezeichnet die Fahigkeit
eines Produkts, fur ein bestimmtes Attribut in einer
bestimmten Bevolkerung echt-negative Ergebnisse

von falsch-negativen Ergebnissen zu trennen (IVDR,
Artikel 2, 53. Aufzahlungspunkt [1]).

Positiver pradiktiver Wert: bezeichnet die Fahigkeit
eines Produkts, fur ein bestimmtes Attribut in einer
bestimmten Bevolkerung echt-positive Ergebnisse von
falsch-positiven Ergebnissen zu trennen (IVDR, Artikel
2, 52. Aufzahlungspunkt [1]).

Pradiktiver Wert: bezeichnet die Wahrscheinlichkeit,
dass eine Person mit einem mithilfe des Produkts ge-
wonnenen positiven Testergebnis den Zustand, der
Gegenstand der Untersuchung ist, aufweist, bzw. dass
eine Person mit einem mithilfe des Produkts gewonne-
nen negativen Testergebnis einen bestimmten Zustand
nicht aufweist (IVDR, Artikel 2, 51. Aufzahlungspunkt
(1.

Prazision:

* Reproduzierbarkeit

* Wiederholgenauigkeit eines Labortests

* Intra-Assay-Varianz

* Inter-Assay-Varianz

Prazision bezeichnet den Grad der Ubereinstimmung
zwischen den einzelnen unabhangigen Messergebnis-
sen [5]. Das Ausmaf der Prazision wird Ublicherweise
durch das statistische Maf3 der ,Standardabweichung*
und ,relativen Standardabweichung (Variationskoeffi-
zient)“ der Einzelwerte vom Mittelwert angegeben,
das in umgekehrter Beziehung zur Prazision steht.
Die ,Prazision” eines gegebenen Analysenverfahrens
wird entsprechend den aufgefihrten Prazisionsbedin-
gungen unterteilt. Die ,Wiederholgenauigkeit“ bezieht
sich auf im Wesentlichen unveranderte Bedingungen
und wird oft als ,Prazision in der Serie* (Intra-Assay)
bezeichnet. Die ,Prazision von Analysenserie zu Ana-
lysenserie (Inter-Assay) spiegelt die Variationen eines
oder mehrerer der Faktoren wider, die innerhalb eines
Laboratoriums auftreten: solche Faktoren sind Zeit,
Kalibrierung, Untersucher oder Messgerat. Als Maf
zur Ermittlung und Bewertung der zufalligen Messab-
weichung (Beurteilung der Prazision) wird die Stan-
dardabweichung bzw. die relative Standardabwei-
chung (Variationskoeffizient - VK) bei quantitativen
Messverfahren berechnet. Bei qualitativen Verfahren
wird die Wiederholgenauigkeit bzw. Reproduzierbarkeit
betrachtet [5].

* Richtigkeit:

* Vergleich der Messwerte mit Referenzwerten
e Ermittlung und Bewertung der systematischen
Messabweichung

Grad der Ubereinstimmung zwischen den in gréRerer
Serie ermittelten Messergebnissen sowie ihres Mittel-
wertes und einem wahren Wert (anerkannter Referenz-
wert) (Tabelle 1). Sie wird Ublicherweise numerisch
durch die systematische Messabweichung ausge-
drickt, die in umgekehrter Beziehung zur Richtigkeit
steht. Die Abweichung des Mittelwertes dieser Mes-
sungen vom wahren Wert wird als systematische
Messabweichung definiert; ist sie gering, so ist die
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Richtigkeit hoch. Dies sagt nichts daruber aus, wie
stark die einzelnen Werte streuen.

¢ RUO: ,Research Use Only“ - ein Reagenz, das im We-
sentlichen flr Forschungszwecke und nicht fir in-vitro-
diagnostische Zwecke eingesetzt werden soll. RUO
bedeutet jedoch keine Einschrankung hinsichtlich der
Qualitat. RUO-Reagenzien tragen keine CE-Kennzeich-
nung. Der Validierungsumfang entspricht haufig nicht
dem eines IVD. Neben RUO werden z.T. auch andere
Begrifflichkeiten mit ahnlicher, aber nicht identischer
Bedeutung genutzt (z.B. ,Investigational Use Only“
(IUO) oder , Analyte Specific Reagent” (ASR)).

¢ Semiquantitativ: Der Begriff ,semiquantitativ wird

hier in Anlehnung an die RILiBAK [6] verwendet - d.h.
wenn fur Werte eine Ordnungsbeziehung besteht
(Ordinalskala): z.B. Titerstufe, + bis +++, Angabe eines
Wertebereichs. Hingegen sind Nominalmerkmale
qualitative Merkmale, wenn fir deren Werte keine
Ordnungsbeziehung besteht (Nominalskala): z.B.
nachweisbar, nicht nachweisbar.
Lassen sich Werte allerdings einer Skala zuordnen,
auf der Abstande definiert sind (metrische oder Kardi-
nalskala), handelt es sich im Regelfall um quantitative
Merkmale. Bei z.B. Ct-Werten (im Bereich der PCR-
Diagnostik) findet dieses ,,quantitative Merkmal“ aller-
dings eine semiquantitative Zuordnung. Entscheidend
ist, wie das Ergebnis im Befund angegeben wird (Ska-
lenniveau).

¢ Sensitivitat: Rate der echt positiven Ergebnisse
Die (analytische) Sensitivitat ist ein Maf3 fiir die Anzahl
richtig positiver Ergebnisse verglichen mit der Gesamt-
zahl der positiven Ergebnisse. Sie wird wie folgt ermit-
telt:

Sensitivitat = a/a+c (Tabelle 1).

Haufig wird unter dem erweiterten Begriff der Sensiti-
vitat auch die Bestimmung der Nachweisgrenze eines
Analyten (z.B. durch Endpunkttitration) einbezogen.
Zur Ermittlung wird hierzu eine Verdinnungsreihe des
positiven Kontroll- oder Referenzmaterials in negativem
Probenmaterial (Serum, Plasma, Bronchiallavage usw.)
durchgefuhrt. Falls es moglich ist, den Wert zu quanti-
fizieren, an dem 95% der eingesetzten Proben mit
diesem Gehalt des Analyten noch positiv sind, wird
dies als Nachweisgrenze bezeichnet. Zum Ausschluss
falsch-negativer Ergebnisse werden bekannt positive
Proben getestet.

* Spezifitat: Ausschluss falsch positiver Ergebnisse
Die (analytische) Spezifitat ist ein Maf fir die Anzahl
richtig negativer Ergebnisse verglichen mit der Gesamt-
zahl der negativen Ergebnisse. Sie wird wie folgt ermit-
telt:

Spezifitat = d/d+b (Tabelle 1).

Haufig werden hierzu auch potentiell kreuzreaktive

Reaktionspartner (Viren der gleichen Familie, Seren

mit Rheumafaktoren und/oder Autoantikdrpern) und

bekannt negative Proben in die Testung einbezogen.
¢ Validierung/Verifizierung: In der Routinediagnostik

wird bezlglich der Validierung/Verifizierung von Tests

differenziert. Bei einer Verifizierung von Tests, die
kommerziell hergestellt und vom Hersteller validiert
wurden (CE-markierte Tests), ist vom Anwender im
Labor nur die Prazision und Richtigkeit zu Gberprufen.
Hingegen ist bei LDT und modifizierten CE-Tests eine
umfassende Priifung des Tests sowie seiner Zuverlas-
sigkeit und Leistungsfahigkeit vorzunehmen (Validie-
rung). Vor Beginn der Validierungsarbeiten ist ein ent-
sprechend detaillierter Validierungsplan zu erstellen
(Abbildung 1; siehe auch Anhang 1, Abschnitt 7
~Muster-Validierungsplan®).

Wissenschaftliche Validitat eines Analyten: bezeichnet
den Zusammenhang eines Analyten mit einem be-
stimmten klinischen oder physiologischen Zustand
(IVDR, Artikel 2, 38. Aufzéhlungspunkt [1]).

Tabelle 1: Die Unterschiede zwischen Sensitivitat und Spezifitat

Referenzmethode (=,,wahr)
pos. neg.
Priif- pos. a b
methode neg. c d

Sensitivitdt der Priifmethode =a/a+c
Spezifitét der Priifmethode =d/d + b

3 Verantwortlichkeiten

Sicherstellung, dass nur validierte/verifizierte Metho-
den fir die Untersuchungsdurchfihrung verwendet
werden,

Festlegung der Art und des Umfangs der zu tberpru-
fenden Leistungskenndaten - Erstellung eines Validie-
rungsplans,

Erstellung einer Risikobewertung,

Entscheidung, ob mit den ermittelten Ergebnissen die
Zuverlassigkeit und Leistungsfahigkeit der Methode
in der Weise gewahrleistet werden kann, dass valide
Analysenergebnisse reproduzierbar erzielt werden
kdnnen und somit die Anforderungen nach IVDR, An-
hang | [1] erfullt werden,

Festlegung der Akzeptanzkriterien,

Prifung und Bewertung aller Validierungs-/Verifizie-
rungsergebnisse,

Freigabe der Methode fur die Routinediagnostik,
Monitoring der Methode.

Verantwortlichkeit jeweils: Laborleitung
Unterstutzend jeweils: QMB, Abteilungsleitung
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Eingang Prozess: Verifizierung und Validierung

CE-IVD
NEIN JA
Test vorhanden

CE-Test Einflihrung |:|<
sinnvoll/mdglich? AL
é| LDT-Aquivalenzbegriindung |
>| NEIN

A

Risikoklasse D JA_I

Modifikation eines R
CE-Tests <

,LDT-Light“*
Publiziert?/ ext. - A
validiertes Protokoll € i«
)‘ Validation ggf. kiirzen*

Ausfihrliche med. A

Begriindung

| Methodenvalidierung*

o Ausfihrlichemed. _________ 1§
Begriindung
_| Individueller Validationsplan Common (Technical)
"| (nicht Bestandteil dieser VA) ** Specifications?1**

Abbildung 1: Einteilung der Methoden in der medizinischen Laboratoriumsdiagnostik beziiglich der Erfordernisse an Methoden-
Validierung/Verifizierung
*siehe auch Abschnitt 5 ,Ablauf/Vorgehensweise“ und Anhang 1, Abschnitt 7 ,Muster-Validierungsplan®
** siehe auch Abschnitt 1 ,Zielsetzung/Zweck“

Tabelle 2: Risikomanagementsystem

Risiko MaRBnahmen zur Risikominimierung
Erzeugen nicht valider Ergebnisse Verifizierung/Validierung
Unterstutzend:

Einarbeitungskonzept, Erstellen von SOPs, Mitfiihren von IRCs,
Prafmitteliberwachung
Nicht-Vergleichbarkeit der Ergebnisse | Verifizierung/Validierung

Test-/Hersteller-bedingte Schwéchen | Verifizierung/Validierung
nicht erkennen Unterstitzend:
Mitfihren von IRCs, Prifmitteliberwachung

Keine Familiarisierung mit der Unterstutzend:
Testdurchfiihrung Einarbeitungskonzept, Erstellen von SOPs, Mitfiihren von IRCs,
Prifmitteliberwachung

Falsche Zuordnung der zutreffenden Review der Zuordnung der IVD-Risikoklasse nach Anhang VI, IVDR,
IVD-Risikoklasse mit der Konsequenz | nach ggf. vorhandenen CS und nach MDCG 2020-16 nach dem Vier-

einer ggf. nicht ausreichenden Augen-Prinzip und unter Freigabe durch die QM-Abteilung bzw. RA-
Validierungsdokumentation Abteilung, sofern vorhanden.
4 Risiken des Verfahrens management ist als kontinuierlicher iterativer Prozess

wahrend des gesamten Lebenszyklus eines Produkts zu

Es ist ein Risikomanagementsystem festzulegen, umzu-  Verstehen, der eine regelmafige systematische Aktuali-
setzen, zu dokumentieren und fortzufiihren. Das Risiko- ~ sierung erfordert (Tabelle 2).
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Hierzu wird/werden:

1. ein Risikomanagement-Plan fir jedes Produkt festge-
legt und dokumentiert,

2. die bekannten und vorhersehbaren Gefahrdungen,
die mit jedem Produkt verbunden sind, bestimmt und
analysiert,

3. die Risiken, die mit der bestimmungsgemafien Ver-
wendung und einer verninftigerweise vorhersehbaren
Fehlanwendung verbunden sind bzw. bei ihr auftreten,
eingeschatzt und bewertet,

4. die Auswirkungen der in der Fertigungsphase, insbe-
sondere durch das System zur Uberwachung nach
dem Inverkehrbringen gewonnenen Informationen
auf Gefahrdungen und deren Haufigkeit, auf Schat-
zungen zu den verbundenen Risiken sowie auf das
Gesamtrisiko, das Nutzen-Risiko-Verhaltnis und die
Risikoakzeptanz bewertet.

5 Ablauf/Vorgehensweise

Zur Uberpriifung von CE-Tests vor Einsatz in die Routine
ist es ausreichend, eine Verifizierung von Seiten des An-
wenders durchzufihren (Abbildung 1). Hiermit soll sicher-
gestellt werden, dass die Methode vom Anwender be-
herrscht wird.

Folgende Leistungskenndaten sind zu Gberprufen:

* Richtigkeit und
e Prazision (Intra-Assay und Inter-Assay).

Wird in einzelnen Punkten der Methodendurchfihrung
von der Anleitung des Herstellers abgewichen, so ist dies
im Verifizierungsbericht aufzufiihren, die Auswirkung
dieser Abweichung zu erértern und durch die Anderung
ggf. beeinflusste Leistungskenndaten sind erneut zu er-
mitteln und zu validieren.

Hinweis: In begrindbaren Einzelfallen kann die Freiga-
be von Untersuchungsverfahren ohne eine vollstandig
abgeschlossene Verifizierung erfolgen. Darunter fallen
z.B. besondere epidemiologische Ausnahmefalle oder
besondere Umstande* (z.B. gleichzeitige Umstellung von
mehr als 10 Untersuchungsverfahren - bei Geratewech-
sel/-ausfall oder Anderung der Rdumlichkeiten/Umzug).
In diesen Fallen wird die Verifizierung nach bereits erfolg-
ter Freigabe abgeschlossen. Signifikante Abweichungen
vom Verifizierungsplan mussen dabei schriftlich begriin-
det werden. Dies beinhaltet eine Risikoanalyse sowie eine
fachliche Stellungnahme durch die Institutsleitung.

*Untersuchungsverfahren der Risikoklasse D ((EU)
2017/746; IVDR) sind i.A. hiervon ausgeschlossen.

Fir jedes LDT wird vor Einfuhrung eine Risikoanaly-
se/Risikobewertung durchgefuhrt und ggf. entsprechende
Vorbeugemafnahmen getroffen. Die fortlaufende Uber-
wachung des LDT erfolgt mittels eines etablierten Fehler-

und MaRnahmenmanagements. Die Erfahrungen flr jedes
LDT werden im Managementreview bewertet.

Im Rahmen der Validierung von LDT ist ein Validierungs-
plan, der das Vorgehen sowie die Akzeptanzkriterien be-
schreibt, zu erstellen (Abbildung 1).

Zu Uberprifen sind:

¢ Prazision (Intra-Assay und Inter-Assay),

¢ Richtigkeit (Verzerrung),

¢ Genauigkeit (als Ergebnis von Richtigkeit und Pra-
zision),

¢ Linearitat (quantitative Testsysteme) bzw. die Nach-
weisgrenze (qualitative Tests),

e Spezifitat (Kontrolle der bekannten relevanten endo-
genen und exogenen Interferenzen und Kreuzreaktio-
nen),

¢ Sensitivitat (Nachweis- und Quantifizierungsgrenzen).

e Zudem ist - soweit anwendbar - die klinische Leistung
zu ermitteln - wie diagnostische Sensitivitat, diagnos-
tische Spezifitat, positiver pradiktiver Wert, negativer
pradiktiver Wert, Likelihood-Verhaltnis und erwartete
Werte bei nicht betroffenen und betroffenen Bevolke-
rungsgruppen.

Sowohl fiir die Verifizierung von CE-Tests, als auch fiir
die Validierung von LDT gilt:

Bei der Bestimmung der Reproduzierbarkeit von ,,negati-
ven“ Proben ist - zumindest in vielen Fallen - eine statis-
tische Auswertung der ,negativen” absoluten Messwerte
(z.B. S/CO-Werte) nicht sinnvoll - es ist lediglich das
qualitative Ergebnis und die Wiederholgenauigkeit zu
beurteilen.

Gleichzeitig ist es empfehlenswert, bei allen Tests im
Rahmen der Routineanwendung quantitativ definierte
(soweit moglich und sinnvoll) interne Run Controls (IRC)
mitzufihren, um die Robustheit des Verfahrens und die
Reproduzierbarkeit von Messergebnissen zu Uberwachen.
Solche Testkit-unabhangigen IRC sind insbesondere bei
Chargenwechseln sinnvoll. Als IRC kénnen sowohl Refe-
renzmaterial als auch andere Proben mit definierten
Sollwerten oder Sollwertbereichen fungieren.

Eine orientierende Zusammenfassung der jeweiligen An-
forderungen ist in Tabelle 3, Tabelle 4 und Tabelle 5
aufgeflhrt.

Bei auftretenden Mangeln bezlglich der validierten/veri-
fizierten Parameter muss die Laborleitung entscheiden,
ob die Erprobung abgebrochen oder nach methodischen
Verbesserungen erneut gestartet oder nach (begriindeter)
Erweiterung der Grenzen fortgesetzt werden soll.

Es gilt, dass im Falle der Abweichung von den Vorgaben
dieser VA bei der Validierung/Verifizierung dies stets zu
begrinden ist. Die Laborleitung legt dann das Verfahren
fest und begrindet dies schriftlich anhand verflgbarer
Literatur oder offensichtlicher/logischer Schlussfolgerun-
gen.
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Entsprechende Grlinde fur eine solche Abweichung kon-
nen u.a. sein:

¢ Kontrollproben nur schwer erhaltlich (z.B. anti-HDV-
IgM),

¢ begrenzte Bedeutung des Parameters (Umfang der
Prafung daher wirtschaftlich nicht vertretbar),

* Methodenwechsel: Wurde der Parameter vorher bereits
mit einer anderen Methode oder einem anderen Test
durchgefuhrt, ist dem direkten Vergleich der Tests
durch Paralleltestung von Patientenproben der Vorrang
zu geben. In diesem Fall kann ein eingeschrankter
Validierungsumfang definiert werden.

Ferner gilt, dass bei serologischen und Zellkultur-basier-
ten Testsystemen grundsatzlich alle (quantitativen) Ergeb-
nisse, die im Rahmen der Methodenvalidierung/-verifizie-
rung ermittelt werden, die Inter-Assay-Prézision einen VK
von <50% aufweisen und die Intra-Assay-Prazision von
15-30% nicht Uberschreiten sollte.

Bei semiquantitativen und qualitativen ,CE-Tests”, bei
denen ein Ergebnis innerhalb bestimmter Werteklassen
ermittelt wird (z.B. Titerstufen, negativ/positiv), sollten
bei rein qualitativen Tests die Ergebnisse im Regelfall
deckungsgleich sein, wahrend bei semiquantitativen
Tests, deren Werte als , Titer” angegeben werden, Abwei-
chungen von = einer Titerstufe akzeptiert werden kdnnen.
Bei Diskrepanzen sind diese durch die Laborleitung zu
bewerten.

Hierbei ist auch zu berlcksichtigen, dass sich bei verglei-
chenden Bestimmungen aus inhomogenem Probenmate-
rial (z.B. Wundabstriche, Biopsien, BAL, Biofilm auf Pro-
thesenmaterial, Katheter etc.) und/oder bei Erregergrup-
pen, die in der Regel inhomogen im nativen Probenmate-
rial verteilt sind (z.B. Mykobakterien, Parasiten, u.d.),
methodenbedingt deutliche Unterschiede in den Ergeb-
nissen ergeben konnen.

Sofern vorhanden und maglich, sollten bei quantitativen
IVDs internationale Standards und/oder Referenzmate-
rialien mitgefuhrt werden.

Bei (semi)quantitativen molekularbiologischen Testsyste-
men sollte, wenn keine anderen Vorgaben vorliegen, die
Inter-Assay-Prazision 1 log,, (oder 3,3 CT/CP/CQ) und
die Intra-Assay-Prazision 0,8 log,, nicht Uberschreiten.
Besteht die Mdglichkeit, wahrend der Uberpriifungsphase
mit der einzufiihrenden Methode an einem Ringversuch
teilzunehmen, so sollte auch dieses Ergebnis zur Bewer-
tung der Richtigkeit in den Validierungsbericht einfliefien.
Methodenwechsel bei semiquantitativen und qualitativen
Tests

Wurde der zu untersuchende Parameter bisher schon
mit einer anderen Methode bestimmt, ist - zusatzlich zu
den unter Pkt. 5.1-5.3 aufgefuhrten Anforderungen -
ein Testvergleich durchzufihren. Dazu wird eine statis-
tisch angemessene Anzahl von Patientenproben (i.d.R.
ca. 20; bei qualitativen geschlossenen, mechanisierten
molekulargenetischen Testsystemen, z.B. Unit-Use-Test-
kartuschen, zum Nachweis erregerspezifischer Nuklein-
saure i.d.R. 5 Proben) parallel mit der neuen und alten
Methode gemessen und die (semiquantitativen) Ergeb-

nisse gegenubergestellt. Dazu bietet sich bei Untersuchun-
gen mit zwei oder mehr Ergebnisstufen der Vergleich der
beiden Methoden durch Darstellung in einem Vielfelder-
Test an.

Sind viele Ergebnisstufen méglich, wie z.B. bei Titern, ist
eine Beschrankung auf den wesentlichen Bereich sinnvoll.
Die waagerechte Richtung gibt dabei die Ergebnisstufen
der bisherigen Methode, die senkrechte die der zu pri-
fenden Methode an. Die Ergebnispaare werden als
Strichliste den entsprechenden Unterquadraten zugeord-
net und gezahlt. Bei der Auswahl der Patientenproben
sollte darauf geachtet werden, dass diese schwach posi-
tive, stark positive, negative und grenzwertige (Vor-)Resul-
tate aufweisen.

Methodenwechsel bei quantitativen Tests

Wurde der zu untersuchende Parameter bisher schon
mit einer anderen Methode bestimmt, ist - zusatzlich zu
den unter Pkt. 5.1-5.3 aufgefuhrten Anforderungen -
ein Testvergleich durchzuflihren. Dazu wird eine statis-
tisch angemessene Anzahl von Patientenproben (i.d.R.
ca. 20 Proben [bei quantitativen geschlossenen, mecha-
nisierten molekulargenetischen Testsystemen, z.B. Unit-
Use-Testkartuschen, zum Nachweis erregerspezifischer
Nukleinsaure i.d.R. 5 Proben]) parallel mit der neuen und
alten Methode gemessen und die Ergebnisse werden
gegenubergestellt. Dazu bietet es sich an, den Vergleich
der beiden Methoden mithilfe der Regressionsanalyse
auszuwerten.

Bei der Auswahl der Patientenproben sollte darauf geach-
tet werden, dass diese den Entscheidungsbereich, aber
auch den oberen und unteren Messbereich abdecken.
Berechnet werden der Korrelationskoeffizient (vom Wer-
tebereich abhéngig), die Standardabweichung und ggf.
zusatzlich die Differenzen der Wertepaare, deren Mittel-
wert und Standardabweichung. Erganzend erfolgt eine
graphische Darstellung der Regressionsgeraden.

5.1 Tests in der Infektionsserologie

5.1.1 CE-Tests: Semiquantitative und
qualitative Methoden in der Infektionsserologie

Bei semiquantitativen®* und qualitativen CE-Tests wird
ein Ergebnis innerhalb bestimmter Werteklassen ermittelt.
Hier wird die Methode folgendermafen Uberprift:

Zur Uberprifung der Reproduzierbarkeit:

* Intra-Assay-Prazision: mindestens je ein bekannt posi-
tives, ein bekannt negatives und ein schwach positi-
ves/grenzwertiges** Material wird am ersten Tag in
Dreifachbestimmung untersucht. Die Matrix dieser
Kontrollen sollte dabei dem Patientenmaterial entspre-
chen.

* Inter-Assay-Prézision: die gleichen Proben werden an
zwei weiteren Tagen in Einfachbestimmung untersucht.

Anschlieend sind die Abweichungen innerhalb der Serien
und von Tag zu Tag zu beurteilen und die Ergebnisse be-
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zuglich Richtigkeit und - soweit moéglich - Prazision zu
vergleichen.

*Siehe hierzu auch Abschnitt 2 ,Begriffe/Abkurzun-
gen/Definitionen”.

**Dije in den Kapiteln 5.1 und 5.3 sowie in Tabelle 3,
Tabelle 4 und Tabelle 5 verwendeten Begriffe zu Vorga-
ben der zu analysierenden Untersuchungsmaterialien
sind im Sinne dieser VA wie folgt definiert: als ,grenzwer-
tig“ gilt das 2- bis 5-fache der unteren Nachweis-
grenze des jeweiligen Testsystems (z.B. einer PCR), als
»,Schwach* positiv wird eine Probe bewertet, bei der die
Menge an Analyt (z.B. zu bestimmender Nukleinsgure)
das 20- bis 50-fache der unteren Nachweisgrenze des
jeweiligen Testsystems (z.B. einer PCR) betrdgt - die
Definition kann bei Bedarf durch die Laborleitung begriin-
det angepasst werden.

5.1.2 CE-Tests: Quantitative Methoden in der
Infektionsserologie

Bei quantitativen CE-Tests wird die Methode folgender-
mafen Uberprift:

Zur Uberpriifung der Reproduzierbarkeit:

* Intra-Assay-Prazision: mindestens 10 verschiedene
Proben (Referenzmaterial, Patientenproben oder
Poolserum), d.h. 3 negative, 3 schwach, 3 héher und
1 stark positive Probe(n) sind am ersten Tag in Drei-
fachbestimmung zu untersuchen. Die Matrix dieser
Kontrollen sollte dabei dem Patientenmaterial entspre-
chen.

* Inter-Assay-Prézision: je eine der am ersten Tag getes-
teten Proben aus den unterschiedlichen Bereichen
wird an zwei weiteren Tagen in Einfachbestimmung
untersucht.

Anschlieend sind die Abweichungen innerhalb der Serien
und von Tag zu Tag zu beurteilen und die Ergebnisse be-
zUglich Richtigkeit und Prazision zu vergleichen. Dartber
hinaus sollten, je nach Bedeutung fur die Analytik, ggf.
weitere vom Hersteller ermittelte Leistungskenndaten
(z.B. Linearitat) Uberprift werden.

5.1.3 LDT: Qualitative Methoden in der
Infektionsserologie

Die im Folgenden beschriebenen MafRnahmen zur Metho-
denvalidierung gelten flr selbstentwickelte semi-quanti-
tative und qualitative Methoden und Tests. Hier wird die
Methode folgendermafien Uberprift:

Zur Uberpriifung der Reproduzierbarkeit:

¢ Intra-Assay-Prazision: mindestens je ein bekannt posi-
tives, ein bekannt negatives und ein schwach positi-
ves/grenzwertiges Material wird am ersten Tag in
Dreifachbestimmung untersucht. Die Matrix dieser
Kontrollen sollte dabei dem Patientenmaterial entspre-
chen.

* Inter-Assay-Prazision: die gleichen Proben werden an
zwei weiteren Tagen in Einfachbestimmung untersucht.

¢ Sensitivitat: Testung von mindestens 10 bekannt posi-
tiven und mindestens 10 bekannt schwach positiven
bzw. grenzwertigen Proben.

» Spezifitat:

* Testung von mindestens 20 bekannt negativen
Proben.

* Testung von potentiell kreuzreaktiven Analyten
(Seren, die Antikorper gegen andere Viren derselben
Familie aufweisen, Rheumafaktor (Gewebsauto-
antikdrper) positive Seren, Seren mit anderen Auto-
antikérpern - fur Antigenteste gilt: Proben mit Viren
derselben Familie): je Analyt moglichst mindestens
3 Proben. Es ist darauf zu achten, dass bei der
Prifung Proben eingesetzt werden, die fir den po-
tentiell kreuzreaktiven Parameter stark positiv sind.

AnschlieBend sind die Abweichungen innerhalb der Serien
und von Tag zu Tag zu beurteilen und die Ergebnisse be-
zuglich Richtigkeit und Prazision zu vergleichen. Darlber
hinaus sind die Ergebnisse der Untersuchungen zur
Sensitivitat und Spezifitat zu bewerten.

5.1.4 LDT: Quantitative Methoden in der
Infektionsserologie

Bei quantitativen LDT-Tests wird die Methode folgender-
mafen Uberprift:

Zur Uberpriifung der Reproduzierbarkeit:

* Intra-Assay-Prazision: mindestens 12 verschiedene
Proben (Referenzmaterial, Patientenproben oder Pool-
serum), d.h. 3 negative, 3 schwach positive, 3 hdher
und 3 stark positive Proben sind am ersten Tag in
Dreifachbestimmung zu untersuchen. Die Matrix dieser
Kontrollen sollte dabei dem Patientenmaterial entspre-
chen.

* Inter-Assay-Prézision: je eine der am ersten Tag getes-
teten Proben aus den vier unterschiedlichen Mess-
bereichen werden an zwei weiteren Tagen in Einfach-
bestimmung untersucht.

* Sensitivitat: Testung von mindestens 10 bekannt posi-
tiven und mindestens 10 bekannt schwach positiven
bzw. grenzwertigen Proben.

e Spezifitat:

* Testung von mindestens 20 bekannt negativen
Proben

e Testung von potentiell kreuzreaktiven Analyten
(Seren, die Antikérper gegen andere Erreger dersel-
ben Familie aufweisen, Rheumafaktor (Gewebs-
autoantikérper) positive Seren, Seren mit anderen
Autoantikorpern - fir Antigenteste gilt: Proben mit
Erregern derselben Familie): je Analyt moglichst
mindestens 3 Proben. Es ist darauf zu achten, dass
bei der Prifung Proben eingesetzt werden, die fur
den potentiell kreuzreaktiven Parameter stark posi-
tiv sind.

¢ Linearitat: mindestens 2 Proben (positives Kontrollma-
terial) werden in einer (1:10er oder 1:5er) Verdun-

GMS

GMS Zeitschrift zur Férderung der Qualitatssicherung in medizinischen
Laboratorien 2022, Vol. 13, ISSN 1869-4241

10/18



Rabenau et al.: Die neue In-vitro-Diagnostika-Verordnung (IVDR): Hilfestellung ...

Tabelle 3: Zusammenfassung zum Umfang der Testungen im Rahmen der Validierung/Verifizierung serologischer Tests sowie
Assays zum Nachweis viraler Antigene. Angegeben ist die Mindestanzahl von zu testenden Proben sowie ggf. die Anzahl der

Replikate.

Leistungs- Probenan- CE CE LDT LDT

kenndaten forderungen qualitativ quantitativ qualitativ quantitativ

Sensitivitat positiv nd nd 10 10
grenzwertig/ nd nd 10 10
schwach pos.

Spezifitat negativ nd nd 20 20
potentiell nd nd 3 je pot. kreuz-reakt. | 3 je pot. kreuz-reakt.
kreuzreaktiv Parameter Parameter

Prazision positiv 1 (je 3x) 3 (je 3x) 1 (je 3x) 6* (je 3x)

(Intra-Assay) | hegativ 1 (e 3%) 3 (je 3%) 1 (je 3%) 3 (je 3x)
grenzwertig/ 1 (je 3x) 3 (je 3x) 1 (je 3x) 3 (je 3x)
schwach pos.

Prdzision positiv 1 (1x an 2 d*) 1" (1x an 2 d**) 1 (1xan2d*) 2* (je 1x an 2 d*)

(Inter-Assay) | hegativ 1 (1x an 2 d**) 1 (1x an 2 d*) 1 (1x an 2 d*) 1 (1x an 2 d*)
grenzwertig/ 1 (1x an 2 d**) 1 (1x an 2d*) 1 (1x an 2d*) 1 (1xan 2d*)
schwach pos.

Linearitat positiv nd nd nd 2 (je 2x)

(1:10er od. 1:5er
Verdiinnungsreihe;
mind. 4 Verd.-Stufen)

Matrix- positiv (n=3) ggf. durchzuftiihren *** | ggf. durchzuftihren *** | ggf. durchzufiihren *** | ggf. durchzuftihren ***

effekte negativ (n=3) ggf. durchzufiihren *** | ggf. durchzufihren *** | ggf. durchzufithren *** | ggf. durchzufiihren ***
grenzwertig/ ggf. durchzuftihren *** | ggf. durchzuftihren *** | ggf. durchzuftihren *** | ggf. durchzuftihren ***
schwach pos. (n=3)

Methoden- positiv (n=7) ggf. durchzufuhren **** [ ggf. durchzufithren **** | ggf. durchzufiihren *** | ggf. durchzufilhren ***

vergleich negativ (n=7) ggf. durchzufihren **** [ ggf. durchzufithren *** | ggf. durchzufiihren *** | ggf. durchzufilhren ***
grenzwertig/ ggf. durchzufiihren **** | ggf. durchzufithren **** | ggf. durchzufihren *** | ggf. durchzufiihren ***
schwach pos. (n=6)

Gesamtzahl nz15 n238 n255 n2100

durchzufiihren-

der Analysen

nd = Nicht durchzufuhren/nicht erforderlich. d = Tage. *Aus zwei versch. Konz.-Bereichen. **D.h. zusatzlich zur Intra-Assay-Testung ist
dieselbe Probe an zwei weiteren Tagen zu testen. ***Je nach Anforderungen und Testgegebenheiten (z.B. Testung in verschiedenen U-
Materialien) sind hier zusétzliche Tests durchzufiihren — die Vorgaben werden durch die Laborleitung festgelegt. ****Ggf. kann durch den
Methodenvergleich die Testung der anderen Parameter entfallen bzw. eingeschrénkt werden — die Entscheidung hierzu wird durch die

Laborleitung getroffen und ist schriftlich zu begriinden.

Der verwendete Begriff ,grenzwertig/schwach positiv* zu Vorgaben der zu analysierenden Untersuchungmaterialien ist im Sinne dieser VA
wie folgt definiert: Als ,grenzwertig/schwach positiv* gilt das 2- bis 5-fache der unteren Nachweisgrenze des jeweiligen Testsystems. Die
Definition kann bei Bedarf durch die Laborleitung begriindet angepasst werden.

nungsreihe (mit mindestens 4 Verdinnungsstufen)
getestet. Der Test ist mindestens im Doppelansatz
durchzuflhren.

Anschlieend sind die Abweichungen innerhalb der Serien
und von Tag zu Tag zu beurteilen und die Ergebnisse be-
zUglich Richtigkeit und Prazision zu vergleichen. Dartber
hinaus sind die Ergebnisse der Untersuchungen zur
Sensitivitat, Spezifitdt und Linearitat zu bewerten.

Zusammenfassend sind die Inhalte dieses Abschnitts 5.1
~1ests in der Infektionsserologie” in Tabelle 3 dargestellt.

5.2 Tests in der Erregeranzucht

5.2.1 LDT: Qualitative und semiquantitative
Methoden in der Erregeranzucht

FUr die Validierung in der Erreger (Viren, Bakterien)-Isolie-
rung gilt:

Bei der Anzucht ist vor allem die Eignung der Nahrmedien
und Zellen fir entsprechende Erreger zu testen. Neue
Anzuchtverfahren werden nur dann in die Routine einge-
fuhrt, wenn folgende Parameter Uberprift wurden:

* Suszeptibilitdt (Empfanglichkeit fir Erreger). Dabei
wird an 3 Tagen im Dreifachansatz die zu validierende
Anzuchtmethode mit dem jeweiligen Referenzstamm
und zusatzlich - sofern vorhanden - zwei Patienten-
isolaten infiziert. Dabei sollte, wenn maoglich, der Erre-
ger titriert sein und mit einer ,multiplicity of infection”
(MOI) von 0,01-0,1 gearbeitet werden. Im Rahmen
der Suszeptibilitatsprifung sollte - soweit anwendbar
und sinnvoll - auch ein Methodenvergleich durchge-
fihrt werden. Dabei werden in der laufenden Routine
die zu validierende Methode neben der ,Routine-
methode” parallel mit den Patientenproben beimpft
und taglich Uberpruft.

e Zytotoxische Effekte von Stoffen oder Probenmaterial
auf die Kultur (Matrixeffekte): Die Abklarung erfolgt
i.d.R. im Rahmen des Methodenvergleichs (s.0.) und
der Protokollierung der Zellviabilitat. Der Umfang der
Prifung darf 20 (verschiedene) (Patienten-)Proben
nicht unterschreiten.

Anschliefend sind die Abweichungen zu beurteilen und
die Ergebnisse bezlglich Richtigkeit zu vergleichen. Bei
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Tabelle 4: Zusammenfassung zum Umfang der Testungen im Rahmen der Validierung/Verifizierung im Bereich Virusisolierung
(bzw. Erregerisolierung). Angegeben ist die Mindestanzahl von zu testenden Proben sowie ggf. die Mindestanzahl der Replikate.

Leistungskenndaten

Probenanforderungen

LDT
qualitativ bzw. (semi)quantitativ

Suszeptibilitat u. Prazision

positiv/schwach positiv

3 (je 3xan 3 d)

(sowie Prifung auf Empfindlichkeit (MOI 0,01-0,1)
gegeniiber zytotoxischen Stoffen) Proben aus der Routine >20
Matrixeffekte positiv (n=3) ggf. durchzufiihren*

negativ (n=3)

ggf. durchzufiihren*

Gesamtzahl durchzufiihrender Analysen

n=47

d = Tage. *Je nach Anforderungen und Testgegebenheiten (z.B. Testung in verschiedenen U-Materialien) sind hier zusatzliche
Tests durchzufiihren — die Vorgaben werden durch die Laborleitung festgelegt.

auftretenden Differenzen muss die Laborleitung entschei-
den, ob:

* bei den getesteten Referenzstdmmen bzw. Patien-
tenisolaten eine Verbesserung aufgetreten ist,

* die Erprobung abgebrochen wird,

* nach methodischen Verbesserungen die Testung/Va-
lidierung erneut gestartet oder nach (begriindeter)
Erweiterung der Grenzen fortgesetzt werden soll.

Zusammenfassend sind die Inhalte dieses Abschnitts 5.2
»1ests in der Erregeranzucht” in Tabelle 4 dargestellt.

5.3 Tests in der molekularbiologischen
Erregerdiagnostik (NAT)

5.3.1 CE-Tests

5.3.1.1 CE-Tests - Qualitative Methoden in der
Molekularbiologie

Bei qualitativen CE-Tests wird eine Probe auf das Vorhan-
densein erregerspezifischer Nukleinsaure Uberpruft (ne-
gativ/positiv). Die Methodenverifizierung erfolgt zur

Uberpriifung der Reproduzierbarkeit:

* Intra-Assay-Prazision: mindestens je ein bekannt posi-
tives, ein bekannt negatives und ein schwach positives
(ggf. grenzwertiges) Material werden am ersten Tag in
Dreifachbestimmung untersucht. Die Matrix dieser
Kontrollen sollte dabei dem Patientenmaterial entspre-
chen.

* Inter-Assay-Prézision: die gleichen Proben werden an
zwei weiteren Tagen in Einfachbestimmung untersucht.

Anschlieend sind die Abweichungen innerhalb der Serien
und von Tag zu Tag zu beurteilen und die Ergebnisse be-
zlglich Richtigkeit und Prazision zu vergleichen.

5.3.1.2 CE-Tests: Quantitative Methoden in der
Molekularbiologie

Bei quantitativen CE-Tests wird die Methode folgender-
mafen Uberprift:
Zur Uberpriifung der Reproduzierbarkeit:

* Intra-Assay-Prazision: mindestens 9 verschiedene
Proben (Referenzmaterial, Patientenproben oder
Poolserum), d.h. 3 negative, 3 schwach und 3 héher
positive Proben sind am ersten Tag in Dreifachbestim-
mung zu untersuchen. Die Matrix dieser Kontrollen
sollte dabei dem Patientenmaterial entsprechen.

* Inter-Assay-Prézision: je eine der am ersten Tag getes-
teten Proben aus den unterschiedlichen Bereichen
werden an zwei weiteren Tagen in Einfachbestimmung
untersucht.

* Linearitét: eine Probe (positives Kontrollmaterial) wird
in einer (1:10er) Verdinnungsreihe (mit mindestens
3 Verdlinnungsstufen) getestet. Der Test ist mindes-
tens im Doppelansatz durchzufthren.

Anschlieend sind die Abweichungen innerhalb der Serien
und von Tag zu Tag zu beurteilen und die Ergebnisse be-
zluglich Richtigkeit und Prazision zu vergleichen. Dartber
hinaus sind die Ergebnisse der Untersuchungen zur Linea-
ritdt zu bewerten.

5.3.2 CE-Tests: Unit-Use-Testkartuschen zum
qualitativen/quantitativen Nachweis
erregerspezifischer Nukleinsaure

Die im Folgenden beschriebenen MafRnahmen zur Metho-
denverifizierung gelten flr geschlossene, mechanisierte
molekulargenetische Testsysteme (z.B. Unit-Use-Testkar-
tuschen - exemplarisch seien als Test-/Methoden-
Machart das Cepheid Xpert und analog arbeitende Syste-
me genannt) zum qualitativen/quantitativen Nachweis
erregerspezifischer Nukleinsaure. Grundsatzlich ist darauf
zu achten, dass bei diesen Systemen ausreichende Ver-
fahrenskontrollen (z.B. Extraktions-/Aufreinigungs- sowie
Inhibitionskontrollen) integriert sind. Werden z.B. bei ei-
nem Unit-Use-Testkartuschen-System nicht nur ein, son-
dern zwei oder drei Analyte gleichzeitig detektiert (z.B.
Influenza A, Influenza B und RSV) kann aufgrund der
Lgeschlossenen® Struktur des Testsystems (und der damit
verbundenen geringeren, externen Einflussmoglichkeiten
auf das Testergebnis sowie des Umstandes, dass der
Einsatz jeder Testkartusche einen separaten Testansatz
darstellt), die Intra-Assay-Verifizierung entfallen und die
Verifizierung exemplarisch mit nur einem der Analyte
durchgefuhrt werden. Die Funktionalitat der Ubrigen de-
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tektierbaren Analyte wird im Rahmen der routinemagig

mitgefuhrten internen und externen Qualitatskontrollen

Uberprift und dokumentiert. Sind im Analysengerat

mehrere Testplatze vorhanden (Multimodul-Gerat), ist

sicherzustellen, dass bei der Austestung verschiedene

Testplatze (Module) verwendet werden, soweit nicht durch

das Gerat vorgegeben. Die Methodenverifizierung erfolgt

zur Uberpriifung der Reproduzierbarkeit.

Prinzipiell sind auch die Anforderungen zur spezifischen

Praanalytik zu beachten. So ist zu unterscheiden, ob

diese bereits abgeflllte und mitgelieferte Puffer und

»Einmalpipetten“ umfasst (um auf diese Weise das Risiko

des Eintrages von Kontaminationen - z.B. durch eigene

Pipetten oder Puffer - zu reduzieren) oder Labor-eigene

Reagenzien (z.B. Hinzufligen von eigenen Puffern) in das

Untersuchungsmaterial bzw. das Reaktionssystem einge-

bracht werden oder Systeme vorliegen, bei denen einzel-

ne Komponenten (z.B. Extraktionspuffer, Lyse-/Protease-

Reagenz, Master-Mix, Primer, Sonden) separat ver-

mischt/pipettiert werden. Bei Veranderungen der Praana-

Iytik (z.B. andere Materialien, selbstangesetzte Puffer)

ist der Umfang der Verifizierung von der Laborleitung

festzulegen.

Bei qualitativen CE-Kartuschen-Tests (zum Nachweis von

<5 verschiedenen Analyten) wird eine Probe auf das

Vorhandensein viraler Nukleinsaure Uberpruft (negativ/po-

sitiv):

* Inter-Assay-Préazision: mindestens je ein bekannt posi-
tives, ein bekannt negatives und ein schwach positives
Material werden an drei verschiedenen Tagen in Ein-
fachbestimmung untersucht. Die Matrix dieser Kontrol-
len sollte dabei dem Patientenmaterial entsprechen.

Anschlieend sind die Abweichungen von Tag zu Tag zu
beurteilen und die Ergebnisse bezliglich Richtigkeit und
Prazision zu vergleichen.

Bei quantitativen CE-Kartuschen-Tests (zum Nachweis
von <5 verschiedenen Analyten) wird die Methode folgen-
dermafien Uberpruft:

¢ Inter-Assay-Prazision: mindestens 5 Proben (davon
sollten mindestens drei von verschiedenen Patienten
bzw. unterschiedlichen Ursprungs sein [Referenzmate-
rial, Patientenproben oder Poolserum]), d.h. 1 negative,
2 schwach und 2 hoéher positive Proben werden an
drei verschiedenen Tagen in Einfachbestimmung un-
tersucht. Die Matrix dieser Kontrollen sollte dabei dem
Patientenmaterial entsprechen.

¢ Linearitat: eine Probe (positives Kontrollmaterial) wird
in einer (1:10er) Verdlinnungsreihe (mit mindestens
3 Verdlnnungsstufen) getestet. Der Test ist mindes-
tens in Einfachbestimmung durchzufiihren. Die Tes-
tung kann ggf. mit der Inter-Assay-Prifung und den
dabei verwendeten Proben , kombiniert* werden.

AnschlieRend sind die Abweichungen innerhalb der Serien
und von Tag zu Tag zu beurteilen und die Ergebnisse be-
zUglich Richtigkeit und Prazision zu vergleichen. Dartber
hinaus sind die Ergebnisse der Untersuchungen zur Linea-
ritét zu bewerten.

5.3.2.1 CE-Tests: geschlossene, mechanisierte
molekulargenetische Multiplex-Testsysteme (z.B.
Unit-Use-Testkartuschen)

Die im Folgenden beschriebenen MaRnahmen zur Metho-
denverifizierung gelten flr geschlossene, mechanisierte
molekulargenetische Multiplex-Testsysteme (z.B. Unit-
Use-Testkartuschen zum qualitativen Nachweis erreger-
spezifischer Nukleinsaure, wobei mit einer Testkartusche
oftmals deutlich mehr als 10 verschiedene Erreger (z.B.
Viren, Bakterien) bzw. (Sub-)Typen der Erreger detektiert
werden kdnnen - exemplarisch seien als Test-/Methoden-
Machart das bioMerieux Film Array und analog arbeitende
Systeme genannt).

Grundsatzlich ist darauf zu achten, dass bei diesen Sys-
temen ausreichende Verfahrenskontrollen (z.B. Extrakti-
ons-/Aufreinigungs- sowie Inhibitionskontrollen) integriert
sind. Aufgrund der ,geschlossenen” Struktur des Testsys-
tems (und der damit verbundenen geringeren, externen
Einflussmoéglichkeiten auf das Testergebnis sowie des
Umstandes, dass der Einsatz jeder Testkartusche einen
separaten Testansatz darstellt), kann die Intra-Assay-Ve-
rifizierung entfallen und die Verifizierung exemplarisch
mit nur einem der Analyte durchgefuhrt werden. Die
Funktionalitat der Ubrigen detektierbaren Analyte wird
im Rahmen der routinemagig mitgefihrten internen und
externen Qualitatskontrollen Uberprift und dokumentiert.
Sind im Analysengerat mehrere Testplatze vorhanden
(Multimodul-Gerat), ist sicherzustellen, dass bei der Aus-
testung verschiedene Testplatze (Module) verwendet
werden, soweit nicht durch das Gerat vorgegeben.

Die Methodenverifizierung erfolgt zur Uberpriifung der
Reproduzierbarkeit. Aufgrund der z.T. erheblichen Kosten
pro Testkartusche (diese liegen teilweise zwischen
80-180 € zum Zeitpunkt der Abfassung dieses Doku-
ments) ist eine umfangliche Verifizierung aus 6konomi-
schen Grinden oftmals nicht vertretbar. Dennoch ermog-
lichen diese Systeme wertvolle und schnelle labordiagnos-
tische Aussagen und sollten daher nicht aufgrund des
reduzierten Verifizierungsumfangs aus dem Scope mog-
licher Testsysteme ausgeschlossen werden.

Prinzipiell sind auch die Anforderungen zur spezifischen
Préanalytik zu beachten. So ist zu unterscheiden, ob
diese bereits abgeflllte und mitgelieferte Puffer und
LEinmalpipetten” umfasst (um auf diese Weise das Risiko
des Eintrages von Kontaminationen - z.B. durch eigene
Pipetten oder Puffer - zu reduzieren) oder Labor-eigene
Reagenzien (z.B. Hinzuflgen von eigenen Puffern) in das
Untersuchungsmaterial bzw. das Reaktionssystem einge-
bracht werden oder Systeme vorliegen, bei denen einzel-
ne Komponenten (z.B. Extraktionspuffer, Lyse-/Protease-
Reagenz, Master-Mix, Primer, Sonden) separat ver-
mischt/pipettiert werden. Bei Veranderungen der Praana-
Iytik (z.B. andere Materialien, selbstangesetzte Puffer)
ist der Umfang der Verifizierung von der Laborleitung
festzulegen.

Bei qualitativen CE-Multiplex-Kartuschen-Tests wird eine
Probe auf das Vorhandensein verschiedener viraler
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und/oder bakterieller Nukleinsaure Gberpruft (negativ/po-
sitiv):

¢ Inter-Assay-Prazision: mindestens je ein bekannt posi-
tives und ein bekannt negatives Material werden an
zwei verschiedenen Tagen in Einfachbestimmung un-
tersucht. Die Matrix dieser Kontrollen sollte dabei dem
Patientenmaterial entsprechen.

Anschlieend sind die Abweichungen von Tag zu Tag zu
beurteilen und die Ergebnisse bezuglich Richtigkeit und
Préazision zu vergleichen.

5.3.2.2 CE-Tests: nicht-vollstandig-geschlossene/ ,offene”
molekulargenetische Multiplex-Testsysteme

Die im Folgenden beschriebenen MaRnahmen zur Metho-
denverifizierung gelten fur nicht-vollstandig-geschlosse-
ne/, offene“ molekulargenetische Multiplex-Testsysteme
zum qualitativen/(semi-)quantitativen Nachweis erreger-
spezifischer Nukleinsaure, wobei mit einem Testansatz
oftmals deutlich mehr als 10 verschiedene Erreger (z.B.
Viren, Bakterien) bzw. (Sub-)Typen der Erreger detektiert
werden kbnnen (exemplarisch seien als Test-/Methoden-
Machart das Luminex Multiplex Assay und analog arbei-
tende Systeme genannt).

Grundsatzlich ist darauf zu achten, dass bei diesen Sys-
temen ausreichende Verfahrenskontrollen (z.B. Extrakti-
ons-/Aufreinigungs- sowie Inhibitionskontrollen) integriert
sind. Aufgrund der z.T. erheblichen Kosten pro Testansatz
ist eine umfangliche Verifizierung aus 6konomischen
Grinden oftmals nicht vertretbar. Dennoch erméglichen
diese Systeme wertvolle und schnelle labordiagnostische
Aussagen und sollten daher nicht aufgrund des reduzier-
ten Verifizierungsumfangs aus dem Scope moglicher
Testsysteme ausgeschlossen werden.

Aufgrund der ,nicht-geschlossenen” Struktur des Testsys-
tems ist eine umfanglichere Testung im Vergleich zu
Lgeschlossenen, mechanisierten Multiplex-Systemen*
erforderlich. Dennoch kann die Intra-Assay-Verifizierung
entfallen und die Verifizierung exemplarisch mit nur drei
der Analyte durchgefiihrt werden. Die Funktionalitat der
Ubrigen detektierbaren Analyte wird im Rahmen der rou-
tinemaRig mitgefuhrten internen und externen Qualitats-
kontrollen Uberprift und dokumentiert. Die Methoden-
verifizierung erfolgt zur Uberpriifung der Reproduzierbar-
keit.

Prinzipiell sind auch die Anforderungen zur spezifischen
Praanalytik zu beachten. So ist zu unterscheiden, ob
diese bereits abgeflllte und mitgelieferte Puffer und
LEinmalpipetten“ umfasst (um auf diese Weise das Risiko
des Eintrages von Kontaminationen - z.B. durch eigene
Pipetten oder Puffer - zu reduzieren) oder Labor-eigene
Reagenzien (z.B. Hinzuflgen von eigenen Puffern) in das
Untersuchungsmaterial bzw. das Reaktionssystem einge-
bracht werden oder Systeme vorliegen, bei denen einzel-
ne Komponenten (z.B. Extraktionspuffer, Lyse-/Protease-
Reagenz, Master-Mix, Primer, Sonden) separat ver-
mischt/pipettiert werden. Bei Veranderungen der Praana-
Iytik (z.B. andere Materialien, selbstangesetzte Puffer)

ist der Umfang der Verifizierung von der Laborleitung
festzulegen.

Bei qualitativen (bzw. semiquantitativen) nicht-vollstandig-
geschlossenen/, offenen“ molekulargenetischen Multi-
plex-Testsystemen wird eine Probe auf das Vorhandensein
viraler Nukleinsaure Uberprift (negativ/positiv):

¢ Inter-Assay-Prézision: von mindestens drei verschiede-
nen Analyten sind jeweils mindestens ein bekannt
positives, ein bekannt negatives und ein schwach po-
sitives Material an drei verschiedenen Tagen in Ein-
fachbestimmung zu untersuchen. Die Matrix dieser
Kontrollen sollte dabei dem Patientenmaterial entspre-
chen.

Anschliefend sind die Abweichungen von Tag zu Tag zu
beurteilen und die Ergebnisse bezuglich Richtigkeit und
Prézision zu vergleichen.

5.3.3 LDT: Semiquantitative und qualitative
Methoden in der Molekularbiologie

Die im Folgenden beschriebenen MaRnahmen zur Metho-
denvalidierung gelten fur selbstentwickelte semi-quanti-
tative* und qualitative Methoden und Tests. Fur die
qualitative Durchfiihrung der PCR wird im Kontrollmaterial
der Nachweis von ca. 10 Genomkopien/Reaktionsansatz
(ca. 1.000 Kopien/ml [z.B. Plasmal]) einer bestimmten,
erregerspezifischen Nukleinsaure angestrebt.

Die praktische Etablierung einer neuen ,in-house“ Metho-
de im NAT-Bereich setzt den Abgleich der verwendeten
Sequenzen im Virus-Blast und/oder das Zugrundelegen
einer Veroffentlichung mit Virusnukleinsaure-Sequenzen
voraus. Eine Verifizierung des Amplifikationsproduktes
durch Realtime-PCR, Sequenzierung oder andere Verfah-
ren vorzunehmen. Ferner wird das Mitfihren einer , Inter-
nen Kontrolle“ als Extraktions- und PCR-Kontrolle ange-
strebt.

Zum Ausschluss, dass unterschiedliches Untersuchungs-
material (z.B. Urin, Sputum) Einfluss auf die Sensitivitat
und Spezifitdt des Tests hat, wird i.d.R. eine (quantifizier-
te) Inhibitionskontrolle mitgefiihrt. Die Ct-Werte sollten
zwischen den einzelnen Untersuchungsmaterialien um
nicht mehr als +3 Ct schwanken. Fehlt eine entsprechen-
de Inhibitionskontrolle, ist das jeweilige Untersuchungs-
material z.B. mit Referenzvirusmaterial zu versetzen (so-
genanntes ,Spiken*), sodass die Endverdinnung in dem
aufgestockten Material ca. 1 log-Stufe Uber der Nachweis-
grenze liegt. Das Untersuchungsmaterial wird parallel
L~ungespikt“ und ,gespikt” in die Methode eingesetzt. Der
Testansatz ohne Erregerzusatz muss fir diesen Nachweis
negativ, die ,gespikte” Probe positiv werden. Der Nach-
weis ist in zwei voneinander unabhangigen Ansatzen zu
verifizieren. Wird das ,gespikte“ Material nicht detektiert,
ist der Nachweis aus diesem Material, unter Einhaltung
der Nachweisgrenze, nicht moglich.

*Siehe hierzu auch Abschnitt 2 ,Begriffe/Abkulrzun-
gen/Definitionen”,
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5.3.3.1 LDT: Qualitative Analysenmethoden in der
Molekularbiologie

Die im Folgenden beschriebenen MaRnahmen zur Metho-
denvalidierung gelten fur selbstentwickelte semi-quanti-
tative und qualitative Methoden und Tests. Hier wird die
Methode folgendermafien Uberprift:

Zur Uberpriifung der Reproduzierbarkeit:

* Intra-Assay-Prézision: mindestens je ein bekannt posi-
tives, ein bekannt negatives und ein schwach positi-
ves/grenzwertiges Material wird am ersten Tag in
Dreifachbestimmung untersucht. Die Matrix dieser
Kontrollen sollte dabei dem Patientenmaterial entspre-
chen.

* Inter-Assay-Prazision: die gleichen Proben werden an
zwei weiteren Tagen in Einfachbestimmung untersucht.

* Sensitivitat: Testung von - sofern verfiigbar - mindes-
tens 10 bekannt positiven und mindestens 10 bekannt
schwach positiven bzw. grenzwertigen Proben.
Zudem sind - soweit anwendbar und sinnvoll - zu
berucksichtigen und zu Uberprifen, ob Unterschiede
der Empfindlichkeit des Tests bezlglich nahe ver-
wandter Erreger bestehen, z.B. beim Typen-unabhan-
gigen Nachweis von HSV oder Influenza (gleiche Sen-
sitivitat gegenuber: HSV-1 und HSV-2 bzw. Influenza
A H1 und H3).

* Sperzifitat: Sofern moglich und verfugbar:

e Testung von mindestens 20 bekannt negativen
Proben.

* Testung potentiell kreuzreaktiver Erreger bzw. Ana-
lyte (z.B. Proben, die flir Viren derselben Familie
positiv getestet wurden oder mit potentiell kreuzre-
aktivem Referenzmaterial ,gespikt” wurden). Soweit
moglich bzw. verflgbar, sollte je ein potentiell
kreuzreaktiver Analyt untersucht werden. Es ist
darauf zu achten, dass bei der Prifung Proben ein-
gesetzt werden, die fur den potentiell kreuzreaktiven
Parameter stark positiv sind (i.d.R. mindestens
10° TCID_/ml oder 10° Kopien/ml).

e Linearitat (wenn klinisch sinnvoll): mindestens 2 Pro-
ben (positives oder positiv ,,gespiktes“ Kontrollmateri-
al) werden in einer (1:10er) Verdinnungsreihe (mit
mindestens 4 Verdlinnungsstufen) getestet. Der Test
ist an zwei verschiedenen Tagen jeweils mindestens
im Doppelansatz durchzufuhren.

* Matrixeffekt: Testung von verschiedenen, virushaltigen
Untersuchungsmaterialien, die zur Durchfiihrung des
Parameters als Untersuchungsmaterial sinnvoll erschei-
nen, durch ,Spiken“ mit positivem Kontrolimaterial
bzw. durch Abgleich der Ct-Werte.

Anschlieend sind die Abweichungen innerhalb der Serien
und von Tag zu Tag zu beurteilen und die Ergebnisse be-
zUglich Richtigkeit und Prazision zu vergleichen. Dartber
hinaus sind die Ergebnisse der Untersuchungen zur
Sensitivitat, Spezifitdt und Linearitat zu bewerten.

Neben den o.g. Uberpriifungen erfolgt i.d.R. eine kontinu-
ierliche Kontrolle der Robustheit des Verfahrens und der
Reproduzierbarkeit von Messergebnissen i.d.R. durch

das Mitfihren von (quantitativ definierten) internen Run
Controls (IRC), die aus Referenzmaterial, soweit verflgbar,
hergestellt sind. Die IRC-Daten kdénnen zur Bewertung
der Richtigkeit in den Validierungsbericht einflieen. So-
weit Kontrollpanel verfugbar sind, sollten diese ggf. zu-
satzlich getestet werden.

5.3.3.2 LDT: Quantitative Analysenmethoden in der
Molekularbiologie

Bei quantitativen LDT wird die Methode folgendermafien
Uberpruft:
Zur Uberpriifung der Reproduzierbarkeit:

¢ Intra-Assay-Prézision: Sofern verfugbar: mindestens
12 verschiedene Proben (Referenzmaterial, Patienten-
proben oder Poolserum), d.h. 3 negative, 3 schwach
positive, 3 hdher und 3 stark positive Proben sind am
ersten Tag in Dreifachbestimmung zu untersuchen.
Die Matrix dieser Kontrollen sollte dabei dem Patien-
tenmaterial entsprechen.
¢ Inter-Assay-Prézision: je eine der am ersten Tag getes-
teten Proben aus den vier unterschiedlichen Messbe-
reichen werden an zwei weiteren Tagen in Einfachbe-
stimmung untersucht.
¢ Sensitivitét: Testung von - sofern verfigbar - mindes-
tens 10 bekannt positiven und mindestens 10 bekannt
schwach positiven bzw. grenzwertigen Proben.
o Spezifitdt: Sofern méglich und verfugbar:
e Testung von mindestens 20 bekannt negativen
Proben.
¢ Testung potentiell kreuzreaktiver Analyte (Proben,
die fur Viren derselben Familie positiv getestet
wurden oder mit potentiell kreuzreaktivem Referenz-
material ,gespikt“ wurden). Soweit moglich bzw.
verfligbar sollte je ein potentiell kreuzreaktiver
Analyt untersucht werden. Es ist darauf zu achten,
dass bei der Prifung Proben eingesetzt werden, die
fur den potentiell kreuzreaktiven Parameter stark
positiv sind (i.d.R. mindestens 10° TCID,/ml oder
10° Kopien/ml).
¢ Linearitat: mindestens 2 Proben (positives oder positiv
gespiktes Kontrollmaterial) werden in einer (1:10er)
Verdunnungsreihe (mit mindestens 4 Verdinnungsstu-
fen) getestet. Der Test ist an zwei verschiedenen Tagen
jeweils mindestens im Doppelansatz durchzufihren.
* Matrixeffekt: Testung von verschiedenen, erregerhalti-
gen Untersuchungsmaterialien, die zur Durchfihrung
des Parameters als Untersuchungsmaterial sinnvoll
erscheinen, durch Aufstocken mit positivem Kontroll-
material bzw. durch Abgleich der CT-Werte.

AnschlieRend sind die Abweichungen innerhalb der Serien
und von Tag zu Tag zu beurteilen und die Ergebnisse be-
zlglich Richtigkeit und Prazision zu vergleichen. Dartber
hinaus sind die Ergebnisse der Untersuchungen zur
Sensitivitat, Spezifitat und Linearitat zu bewerten.

Neben den o.g. Uberpriifungen erfolgt i.d.R. eine kontinu-
ierliche Kontrolle der Robustheit des Verfahrens und der
Reproduzierbarkeit von Messergebnissen i.d.R. durch
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Tabelle 5: Zusammenfassung zum Umfang der Testungen im Rahmen der Validierung/Verifizierung molekuarbiologisch-virolo-
gischer Tests. Angegeben ist die Mindestanzahl von zu testenden Proben sowie ggf. die Mindestanzahl der Replikate.

Leistungs- Probenan- CE CE LDT LDT Kartusche' Kartusche'
kenndaten forderungen qualitativ quantitativ qualitativ quantitativ qualitativ quantitativ
Sensitivitat positiv nd nd 10 10 nd nd
grenzwertig/ nd nd 10 10 nd nd
schwach pos.
Spezifitat negativ nd nd 20 20 nd nd
potentiell nd nd soweit méglich bzw. soweit méglich nd nd
kreuzreaktiv verfugbar, bzw. verfiigbar,
3 je pot. kreuzreakt. | 3 je pot. kreuzreakt.
Parameter Parameter
Préazision positiv 1 (je 3x) 3 (je 3x) 1 (je 3x) 6* (je 3x) nd nd
(Intra-Assay) negativ 1 (e 3%) 3 (je 3%) 1 (e 3%) 3 (je 3%) nd nd
grenzwertig/ 1 (je 3x) 3 (je 3x) 1 (je 3x) 3 (je 3x) nd nd
schwach pos.
Prazision positiv 1(1xan2d*) | 1(1xan2d*) 1 (1x an 2 d**) 2*(je1xan2d*) | 1 (je1xan3d) 2 (je1xan 3d)
(Inter-Assay) negativ 1(1xan2d™) | 1(1xan2d*) | 1(1xan2d™) | 1(1xan2d*) | 1(eixan3d)| 1 (e1xan3d)

grenzwertig/

schwach pos.

1 (1x an2 d*)

1 (1x an 2 d*

1 (1x an 2 d**)

1 (1x an 2 d**)

1 (e 1xan 3d)

2 (je1xan3d)

der Analysen

Linearitat positiv nd 1(2x) 2 (le2xan2d) 2 (le2xan2d) nd 1(1x)
(1:10er Verdiin- (1:10er Verdiin- (1:10er Verdin- (1:10er Verdiin-
nungsreihe —  |nungsreihe — mindest.jnungsreihe — mindest. nungsreihe**** —
mindest. 3 Stufen) 4 Stufen) 4 Stufen) mindest. 3 Stufen)
Matrixeffekte positiv (n=3) |ggf. durchzufiihren**|ggf. durchzufiihren**| ggf. durchzufiihren*** | ggf. durchzufiihren*** | ggf. durchzufiihren***| ggf. durchzufithren***
negativ (n=3) |ggf. durchzufuhren™*|ggf. durchzuftihren™>| ggf. durchzufiihren** | ggf. durchzufiihren™* | ggf. durchzuftihren™*| ggf. durchzufuhren*>*
grenzwertig/ |9gf. durchzufihren™*|ggf. durchzufiihren™*| ggf. durchzufiihren™* | ggf. durchzufiihren** | ggf. durchzufiihren™*| ggf. durchzufihren**
schwach pos.
(n=3)
Methoden- positiv (n=7) ggf. l9gf. durchzufuhren**| ggf. durchzufiihren*** | ggf. durchzufilhren*** (ggf. durchzufiihren** ggf. durchzufiihren***
vergleich durchzufiihren***
negativ (n=7) gof. l9gf. durchzufuhren™* ggf. durchzufiihren** | ggf. durchzufiihren*** (ggf. durchzufuhren**|ggf. durchzufiihren***
durchzufiihren***
grenzwertig/ ogf. l9gf. durchzufuhren™* ggf. durchzufiihren** | ggf. durchzufiihren*** (ggf. durchzufuhren*=| ggf. durchzufiihren**
schwach pos. | durchzufihren*
(n=6)
Gesamtzahl nz15 n39 n287 nz116 nz9 nz15
durchzufiihren-

nd = Nicht durchzufiihren/nicht erforderlich. d = Tage. *Aus zwei versch. Konz.-Bereichen. **D.h. zusatzlich zur Intra-Assay-Testung ist dieselbe
Probe an zwei weiteren Tagen zu testen. ***Je nach Anforderungen und Testgegebenheiten (z.B. Testung in verschiedenen U-Materialien) sind hier
zuséatzliche Tests durchzufiihren — die Vorgaben werden durch die Laborleitung festgelegt. ****Ggf. kann durch den Methodenvergleich die Testung
der anderen Parameter entfallen bzw. eingeschrénkt werden — die Entscheidung hierzu wird durch die Laborleitung getroffen und ist schriftlich zu
begriinden. *****Die Testung kann ggf. mit der Inter-Assay-Priifung und den dabei verwendeten Proben ,kombiniert* werden. 'Gilt fiir Unit-Use

Testkartuschen — siehe 5.3.2.

Bei qualitativen ,CE-Multiplex-Kartuschen-Tests" (siehe 5.3.2.1) wird eine Probe auf das Vorhandensein verschiedener viraler und/oder bakterieller
Nukleinsaure uberprift (negativ/positiv): Inter-Assay-Prézision: mindestens je ein bekannt positives und ein bekannt negatives Material werden an
zwei verschiedenen Tagen in Einfachbestimmung untersucht. Die Funktionalitat der Ubrigen detektierbaren Analyte wird im Rahmen der
routinemaRig mitgefithrten internen und externen Qualitatskontrollen Gberprift und dokumentiert.

Die verwendeten Begriffe zu VVorgaben der zu analysierenden Untersuchungmaterialien sind im Sinne dieser VA wie folgt definiert: Als ,grenzwertig*
gilt das 2- bis 5-fache der unteren Nachweisgrenze des jeweiligen Testsystems (z.B. einer PCR), als ,schwach” positiv wird eine Probe bewertet,
bei der die Menge an Analyt (z.B. zu bestimmender Nukleinsdure) das 20- bis 50-fache der unteren Nachweisgrenze des jeweiligen Testsystems
(z.B. einer PCR) betréagt — die Definition kann bei Bedarf durch die Laborleitung begriindet angepasst werden.

das Mitfihren von (quantitativ definierten) internen Run
Controls (IRC), die aus Referenzmaterial, soweit verfugbar,
hergestellt sind. Die IRC-Daten kdénnen zur Bewertung
der Richtigkeit in den Validierungsbericht einflieRen.
Soweit Kontrollpanel verfligbar sind, sollten diese ggf.
zusatzlich getestet werden.

Zusammenfassend sind die Inhalte dieses Abschnitts 5.3
»1ests in der molekularbiologischen Erregerdiagnostik
(NAT)“ in Tabelle 5 dargestellt.

5.4 Methodenuberprifung bei
kurzfristiger Umstellung eines Tests

In den Fallen, in denen aus analytischen oder organisato-
rischen Grinden (z.B. wegen Chargensperrung oder Lie-
ferschwierigkeiten des Herstellers) eine kurzfristige Um-
stellung eines Tests erforderlich ist, sind im Rahmen der

Methodenuberprifung folgende Leistungskenndaten zu
Uberprufen:

Methodenwechsel: Sofern machbar, sollten mindestens
10 bereits mit dem alten Test analysierte Patientenproben
mit dem neuen Test untersucht werden und die glei-
chen/vergleichbare Ergebnisse liefern. Wenn nicht in je-
dem Fall Gbereinstimmende Ergebnisse gefunden werden,
hat die Laborleitung zu entscheiden, ob die Methode
freigegeben werden kann. Dies ist in den Unterlagen kurz
zu begrunden. Sollten jedoch bei mehr als drei Patienten-
proben keine Ubereinstimmenden Ergebnisse gefunden
werden, kann der Test nicht freigegeben werden (sofern
die Abweichungen nicht eindeutig auf eine sensitive-
re/spezifischere Analytik zurtickzufihren sind). In begrun-
deten Ausnahmefallen kann hiervon abgewichen werden.
Die Patientenergebnisse kénnen nur dann freigegeben
werden, wenn die Ergebnisse der Qualitatskontrollen in-
nerhalb des zulassigen Bereichs liegen. Sollte der neue
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Test beibehalten werden, ist eine entsprechend erweiterte
Validierung/Verifizierung nachzuholen.

In jedem Fall sollte nach Abschluss der Methodenuber-
prufung die Teilnahme an einem Ringversuch oder einer
Laborvergleichsprifung angestrebt werden.

5.5 Dokumentation

Alle Analysenergebnisse, die im Rahmen der Methoden-
validierung/-verifizierung ermittelt werden, sind zu doku-
mentieren und auszuwerten. Die dazugehorigen Rohdaten
werden an das Formblatt 8.1 (Anhang 1) angeheftet. Auf
diesem Formblatt werden ebenfalls allgemeine Bemer-
kungen oder Hinweise notiert, die unter Umstanden flr
die Analysendurchfihrung hilfreich sein konnten. Zusatz-
lich werden z.B. die Aufnahmen der Agarosegele auf bzw.
an die Protokollblatter geheftet.

In den Fallen, wo umfangreiche Bemerkungen erforderlich
sind, sind diese dem Formblatt als Anlage beizufligen.
Alle Unterlagen zur Methodenvalidierung/-verifizierung
werden von der Laborleitung mindestens flr die Dauer
der Verwendung der Methode (und finf Jahre daruber
hinaus) aufbewahrt. Nach diesem Zeitraum entscheidet
die Laborleitung Uber die weitere Archivierung.

6 Kontinuierliche Uberwachung der
LDT (nach erstmaliger Nutzung)

Alle LDT-Verfahren werden vor der Inbetriebnahme vali-
diert und in der taglichen Routine durch das Mitfuhren
von regelmafigen Kontrollen verifiziert. Auch die verwen-
deten Kontrollen werden validiert. Neu eingefiihrte Me-
thoden werden im Rahmen der stattfindenden internen
Audits besonders betrachtet. Soweit verfugbar, wird fur
die angewendeten Methoden an externen Qualitatsver-
gleichen teilgenommen. Zur Auswahl stehen dabei

* Ringversuche,
* Laborvergleiche (soweit keine Ringversuche angeboten
werden).

Die Ergebnisse aus den internen und externen Daten zur
Qualitatskontrolle werden kontinuierlich Uberwacht.
Sollten z.B. externe Ringversuche nicht bestanden worden
sein, erfolgt eine systematische Ursachenanalyse und es
werden ggf. KorrekturmaBnahmen eingeleitet. Die Ergeb-
nisse aus der Uberwachung der Produkte werden im
Rahmen der jahrlichen Managementbewertung durch
die Leitung bewertet. Wenn erforderlich, werden MafRnah-
men festgelegt.

Anmerkungen

Ausschluss der Rechtsverbindlichkeit

Das vorliegende Dokument wurde in der IVDR-Subgruppe
der Ad-hoc-Kommission IVD der Arbeitsgemeinschaft der
Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesellschaften

e.V. (AWMF) erstellt. Das Dokument ist nicht rechtsver-
bindlich und stellt keine Handlungsanleitung im juristi-
schen Sinn dar.

Weitere Muster-Erklarungen

Entsprechende Erklarungen u.a. zur Konformitat [7],
Handreichungen zur ,Umsetzung der allgemeinen Anfor-
derungen zur Leistungsbewertung” [8] und zum Risiko-
management [9], sowie eine Checkliste zur Analogie
zwischen IVDR, Anhang | und ISO 15189 [10] wurden
von anderen AWMF-Arbeitsgruppen erstellt.

Interessenkonflikte

Die Autoren erklaren, dass sie keine Interessenkonflikte
in Zusammenhang mit diesem Artikel haben.

Anhange

Verfugbar unter https://doi.org/10.3205/1ab000044
1. Anhangl_lab000044.pdf (137 KB)
Muster-Validierungsplan und Muster-Formblatter
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