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Dieses Dokument (prEN ISO 20166-3:2016) wurde vom Technischen Komitee ISO/TC 212 „Clinical 
laboratory testing and in vitro diagnostic test systems“ in Zusammenarbeit mit dem Technischen Komitee 
CEN/TC 140 „In-vitro-Diagnostik“ erarbeitet, dessen Sekretariat von DIN gehalten wird. 

Dieses Dokument ist derzeit zur parallelen Umfrage vorgelegt. 

Der Text von ISO/DIS 20166-3:2016 wurde vom CEN als prEN ISO 20166-3:2016 ohne irgendeine 
Abänderung genehmigt. 
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ISO (die Internationale Organisation für Normung) ist eine weltweite Vereinigung von Nationalen 
Normungsorganisationen (ISO-Mitgliedsorganisationen). Die Erstellung von Internationalen Normen wird 
normalerweise von ISO Technischen Komitees durchgeführt. Jede Mitgliedsorganisation, die Interesse an 
einem Thema hat, für welches ein Technisches Komitee gegründet wurde, hat das Recht, in diesem Komitee 
vertreten zu sein. Internationale Organisationen, staatlich und nicht-staatlich, in Liaison mit ISO, nehmen 
ebenfalls an der Arbeit teil. ISO arbeitet eng mit der Internationalen Elektrotechnischen Kommission (IEC) 
bei allen elektrotechnischen Themen zusammen. 

Die Verfahren, die bei der Entwicklung dieses Dokuments angewendet wurden und die für die weitere Pflege 
vorgesehen sind, werden in den ISO/IEC-Direktiven, Teil 1 beschrieben. Im Besonderen sollten die für die 
verschiedenen ISO-Dokumentenarten notwendigen Annahmekriterien beachtet werden. Dieses Dokument 
wurde in Übereinstimmung mit den Gestaltungsregeln der ISO/IEC-Direktiven, Teil 2 erarbeitet (siehe 
www.iso.org/directives).  

Es wird auf die Möglichkeit hingewiesen, dass einige Elemente dieses Dokuments Patentrechte berühren 
können. ISO ist nicht dafür verantwortlich, einige oder alle diesbezüglichen Patentrechte zu identifizieren. 
Details zu allen während der Entwicklung des Dokuments identifizierten Patentrechten finden sich in der 
Einleitung und/oder in der ISO-Liste der empfangenen Patenterklärungen (siehe www.iso.org/patents). 

Jeder in diesem Dokument verwendete Handelsname wird als Information zum Nutzen der Anwender 
angegeben und stellt keine Anerkennung dar. 

Eine Erläuterung der Bedeutung ISO-spezifischer Benennungen und Ausdrücke, die sich auf 
Konformitätsbewertung beziehen, sowie Informationen über die Beachtung der Grundsätze der 
Welthandelsorganisation (WTO) zu technischen Handelshemmnissen (TBT, en: Technical Barriers to Trade) 
durch ISO enthält der folgende Link: www.iso.org/iso/foreword.html. 

Das für dieses Dokument verantwortliche Komitee ist ISO/TC 212, 
. 

ISO 20166 besteht aus folgenden Teilen unter dem allgemeinen Titel 

: 

—  

—  

—  
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Die molekulare -Diagnostik, darunter auch die molekulare Pathologie, hat bedeutende Fortschritte in 
der Medizin ermöglicht. Weitere Fortschritte werden von neuen Technologien erwartet, mit denen 
Nukleinsäuren, Proteine und Metaboliten in humanen Geweben und Körperflüssigkeiten analysiert werden. 
Die Profile und/oder die Integrität dieser Moleküle können bzw. kann sich jedoch im Verlauf der Entnahme 
der Primärprobe, des Transports, der Lagerung und der Verarbeitung drastisch verändern und dadurch die 
Diagnostik bzw. Forschungsergebnisse unzuverlässig oder sogar unmöglich machen, da in der 
anschließenden Untersuchung nicht die Situation im Patienten, sondern ein künstliches Molekülprofil 
bestimmt wird, das in einem prä-analytischen Verfahren geschaffen wurde. Zur Bestimmung der 
Einflussfaktoren der Untersuchung von DNS aus mit Formalin fixiertem und in Paraffin eingebettetem 
Gewebe (FFPE-Gewebe) wurden entsprechende Studien durchgeführt. Diese Studien zeigten, dass ist eine 
Normung des gesamten Prozesses von der Primärprobenahme bis zur RNS-Untersuchung notwendig ist. Bei 
der Festlegung und Normung einzuhaltende Schritte während der sogenannten präanalytischen Phase für 
mit Formalin fixiertes und in Paraffin eingebettetes Gewebe (FFPE-Gewebe) im Rahmen der DNS-
Untersuchung stützt sich diese Internationale Norm auf diese Arbeiten. 

Die DNS-Integrität in Geweben kann sich vor und nach der Formalinfixierung, der Verarbeitung und der 
Lagerung verändern. Während der Gewebefixierung in die DNS eingebrachte chemische Modifikationen 
können zu Fragmentierungen und Sequenzänderungen, Veränderung des Methylierungszustands oder sogar 
zu Strukturveränderungen führen, die z. B. störende Kopienanzahlveränderungen in Array-CGH-Profilen 
bewirken können. Diese Modifikationen der DNS-Moleküle können die Gültigkeit und Zuverlässigkeit der 
Untersuchungen beeinträchtigen. Daher ist es wichtig, dass besondere Maßnahmen getroffen werden, um 
die beschriebenen DNS-Profilveränderungen und -modifikationen im Hinblick auf die anschließende 
Untersuchung möglichst gering zu halten. 
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Diese Internationale Norm empfiehlt die Handhabung, Dokumentation, Lagerung und Verarbeitung von aus 
FFPE-Gewebe bestehendem und für die DNS-Untersuchung vorgesehenem Untersuchungsmaterial während 
der präanalytischen Phase vor Beginn der molekularen Analyse. Diese Internationale Norm gilt für 
molekulare -diagnostische Untersuchungen, wozu auch im Labor entwickelte Prüfungen zählen, die 
von medizinischen Laboratorien und Laboratorien der molekularen Pathologie durchgeführt werden. Sie soll 
auch von Laborkunden, Entwicklern und Herstellern von -Diagnostika sowie Einrichtungen und 
kommerziellen Organisationen, die in der biomedizinischen Forschung tätig sind, Biobanken und 
Aufsichtsbehörden eingesetzt werden. 

ANMERKUNG Zu bestimmten Bereichen, die in dieser Internationalen Norm behandelt werden, gelten 
möglicherweise lokale, nationale oder regionale Bestimmungen oder Anforderungen. 

 

Die folgenden Dokumente, die in diesem Dokument teilweise oder als Ganzes zitiert werden, sind für die 
Anwendung dieses Dokuments erforderlich. Bei datierten Verweisungen gilt nur die in Bezug genommene 
Ausgabe. Bei undatierten Verweisungen gilt die letzte Ausgabe des in Bezug genommenen Dokuments 
(einschließlich aller Änderungen). 

ISO 15189:2012,  

ISO 15190,  

ISO 17020:2012, 
 

 

Für die Anwendung dieses Dokuments gelten die Begriffe nach ISO 15189:2012 und die folgenden Begriffe. 

ungeregelte Temperatur der Umgebungsluft 

der im Namen der messbaren Größe angegebene Bestandteil (ISO 17511) 

Genauigkeit, Präzision und Sensibilität einer Prüfung bei der Messung eines betreffenden Analyts 

Zustand nach der Gewebeentnahme aus dem Körper bis zur Stabilisierung oder Fixierung 

Feststellung einer Erkrankung anhand ihrer Anzeichen und Symptome, wobei im diagnostischen Verfahren 
Untersuchungen und Prüfungen zur Einordnung des Zustands einer Person in getrennte und verschiedene 
Kategorien und Unterkategorien enthalten sein können, auf deren Grundlage medizinische Entscheidung zur 
Behandlung und Prognose getroffen werden können 
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Polymer von Desoxyribonukleotiden, das in Doppelstrangform (dsDNS) oder in Einzelstrangform (ssDNS) 
vorkommt 

[QUELLE: ISO 22174:2005, 3.1.2] 

Desoxyribonuklease katalysiert den Abbau von DNS in kleinere Komponenten 

Folge von Handlungen, deren Ziel die Bestimmung des Wertes oder der Merkmale einer Eigenschaft ist 

Anmerkung 1 zum Begriff: Prozesse, die mit dem isolierten Analyt beginnen und jegliche Art von Parameterprüfung 
oder chemischer Bearbeitung für die quantitative oder qualitative Untersuchung umfassen 

[QUELLE: ISO 15189:2012, 3.7, modifiziert — Der Begriff und die Definition werden ohne die im Original 
vorhandenen Anmerkungen verwendet] 

mit Formalin fixiertes und in Paraffin eingebettetes Gewebe 

gesättigte, wasserhaltige, wässrige Formaldehydlösung mit einem Massenanteil an Formaldehyd von 37 % 
(entspricht einem Volumenanteil von 40 %), bezeichnet als 100 % Formalin 

Behandlung einer Probe mit standardgepufferter Formalinlösung zur Stabilisierung 

Untersuchung pathologischer Proben mit dem bloßen Auge, um diagnostische Informationen zu erhalten, 
und gleichzeitige Weiterverarbeitung zur anschließenden mikroskopischen Untersuchung 

einheitlich in Struktur und Zusammensetzung 

eine Komponente der Probe, außer dem Analyt, die eine Abweichung in der gemessenen Konzentration 
verursacht 

Verfahren, in dem eine Gewebeprobe in Paraffin gelegt wird, um eine harte umgebende Matrix zu erhalten, 
damit dünne mikroskopische Schnitte abgeschnitten werden können 
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Verfahrensschritte, in chronologischer Reihenfolge, die mit der Anforderung des Arztes einschließlich der 
Untersuchungsanforderung beginnen, die Vorbereitung und Identifizierung des Patienten, das chirurgische 
Verfahren, die Entnahme der Primärprobe(n), die vorübergehende Lagerung, den Transport zum und im 
Analyselabor, die Aliquotierung, Gewinnung, Isolierung der Analyte einschließen und mit dem Beginn der 
analytischen Untersuchung enden 

Anmerkung 1 zum Begriff: Die präanalytische Phase beinhaltet vorbereitende Prozesse, die das Ergebnis der 
beabsichtigten Untersuchung beeinflussen. 

[QUELLE: ISO 15189:2012, 3.15, modifiziert — Ein zusätzlicher Begriff wurde hinzugefügt und weitere 
Einzelheiten wurden aufgenommen] 

getrennter Teil einer Körperflüssigkeit, Atemluft, Haar oder eines Gewebes, entnommen zur Untersuchung, 
Erforschung oder Analyse von einer oder mehrerer Größen oder Eigenschaften, als Annahme für die 
Beschaffenheit des Ganzen 

[QUELLE: ISO 15189:2012, 3.16, modifiziert — Der Begriff und die Definition werden ohne die im Original 
vorhandenen Anmerkungen verwendet] 

bestimmt die Leistungsfähigkeit einzelner Laboratorien für spezifische Prüfungen oder Messungen 

Temperatur, die für die Anwendung dieses Dokuments als 18 °C bis 25 °C definiert ist 

Anmerkung 1 zum Begriff: Lokale oder nationale Bestimmungen können unterschiedliche Definitionen haben. 

ein Teil oder mehrere Teile, das (die) einer Primärprobe entnommen wird (werden) 

[QUELLE: ISO 15189:2012, 3.24, modifiziert — Das Beispiel wurde nicht übernommen] 

Fähigkeit eines Probenmaterials, bei der Lagerung unter festgelegten Bedingungen einen bestimmten 
Merkmalswert innerhalb festgelegter Grenzwerte für eine festgelegte Zeitdauer aufrechtzuerhalten 

Anmerkung 1 zum Begriff: Für die Anwendung dieses Dokuments ist der Analyt DNS. 

[QUELLE: ISO Guide 30:2015, 2.7] 
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10%ige wässrige Formalinlösung mit einem Massenanteil an Formaldehyd von 3,7 % (entspricht einem 
Volumenanteil von 4 %), auf pH 6,8 bis pH 7,2 gepuffert 

Anmerkung 1 zum Begriff: Standardgepufferte Formalinlösungen enthalten häufig kleine Mengen Methanol zur 
Unterbindung der Oxidation und Polymerisation des Formaldehyds. 

andauernde Unterbrechung des präanalytischen Arbeitsablaufes einer Probe bzw. eines Analyts oder eines 
ihrer Derivate, z. B. eingefärbte Schnitte oder Gewebeblöcke, unter den zum Erhalt der Eigenschaften 
geeigneten Bedingungen 

Langfristige Lagerung erfolgt in der Regel in Lagerräumen von Laboratorien oder in Biobanken 

automatisiertes Instrument zur Fixierung, Dehydrierung und Clearing von Gewebe und zur 
Paraffininfiltration 

Bestätigung durch Bereitstellung eines objektiven Nachweises, dass die Anforderungen für einen 
spezifischen beabsichtigten Gebrauch oder eine spezifische beabsichtigte Anwendung erfüllt worden sind 

Anmerkung 1 zum Begriff: Der Begriff „validiert“ wird zur Bezeichnung des entsprechenden Status verwendet. 

Anmerkung 2 zum Begriff: Aus ISO 9000:2005, Definition 3.8.5. 

[QUELLE: ISO 15189:2012, 3.26] 

Bestätigung durch Bereitstellung eines objektiven Nachweises, dass festgelegte Anforderungen erfüllt 
worden sind 

Anmerkung 1 zum Begriff: Der Begriff „verifiziert“ wird zur Bezeichnung des entsprechenden Status verwendet. 

Anmerkung 2 zum Begriff: Bestätigung kann aus Tätigkeiten bestehen wie z. B.: 

— Durchführen alternativer Berechnungen; 

— Vergleichen einer neuen Entwicklungsspezifikation mit einer bereits bewährten Entwicklungsspezifikation; 

— Durchführung von Prüfungen und Erbringen von Nachweisen und 

— Bewertung von Dokumenten bevor sie herausgegeben werden. 

[QUELLE: ISO 9000:2005, 3.8.4] 

Zustand, bei dem das Gewebe von seiner normalen sauerstoff- und nährstoffhaltigen Blutzufuhr getrennt ist, 
während es am Körper ist, bis es vom Körper entfernt wird 
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Reihe von Aktivitäten, die zur Beendigung einer Aufgabe erforderlich sind 

 

Zu allgemeinen Aussagen hinsichtlich von Qualitätsmanagementsystemen medizinischer Laboratorien und 
insbesondere hinsichtlich der Entnahme und Handhabung von Primärproben (einschließlich der 
Vermeidung von Kreuzkontaminationen) siehe ISO 15189:2012, 4.2, 5.4.4. Die Anforderungen zu 
Laboratoriumsmaterial, Reagenzien und Verbrauchsgüter müssen in Übereinstimmung mit ISO 15189:2012, 
5.3 befolgt werden; ISO 15189:2012, 5.5.1.2 und 5.5.1.3 können ebenfalls anwendbar sein. 

Alle Schritte eines diagnostischen Arbeitsablaufes können die endgültige Leistung der analytischen Prüfung 
beeinflussen. Daher muss der gesamte Arbeitsablauf, einschließlich biomolekulare Stabilität und 
Lagerbedingungen der Proben, verifiziert und validiert werden. Schritte des Arbeitsablaufes, die nicht immer 
kontrolliert werden können (z. B. warme Ischämie) sind zu dokumentieren, ihre Auswirkungen auf die 
Leistung der analytischen Prüfung ist zu untersuchen und Maßnahmen zur Risikoverringerung sind zu 
ergreifen, um die notwendige Leistung der analytischen Prüfung zu erhalten. In diesen Fällen wird eine 
Risikobeurteilung empfohlen. 

Bei Proben, die auf ihre DNS hin untersucht werden sollen, müssen die folgenden besonderen Aspekte 
berücksichtigt werden. 

Im Gegensatz zu RNS oder Proteinen ist die DNS in Gewebe während der warmen und der kalten Ischämie 
relativ stabil. DNS-, Sequenz- oder Kopienanzahländerungen (z. B. Profile der komparativen genomischen 
Hybridisierung (CGH)) aufgrund längerer warmer und kalter Ischämiedauern sind nicht bekannt[5]. Dennoch 
ändern sich möglicherweise die Methylierungsmuster der DNS infolge der Ischämie [6]. Der Zeitraum bis zur 
Einbringung des Untersuchungsmaterials in standardgepufferte Formalinlösung sollte möglichst kurz 
gehalten werden, um einen enzymatischen Abbau der DNS zu vermeiden. Der Zeitraum vor der Fixierung 
muss und die Temperatur vor der Fixierung sollte dokumentiert werden[5]. 

Während der Fixierung, Verarbeitung und Lagerung kann sich die DNS-Integrität verändern, und zwar 
abhängig vom Fixiermittel, der Fixierdauer und der Temperatur, der Lagerung oder Archivierung der 
fixierten in Paraffin eingebetteten Probe sowie abhängig von dem zur DNS-Isolierung und Reinigung 
angewendeten Verfahren. Bei Anwendung eines auf Formaldehyd basierenden Fixiermittels haben die 
Temperatur und die Fixierdauer einen erheblichen Einfluss auf die DNS-Integrität. Je länger die Fixierdauer 
und je höher die Temperatur ist, desto mehr chemische Modifikationen und Vernetzungen werden 
eingeführt, was zum Abbau oder zu Sequenzänderungen führen kann[7],[8],[9],[10],[11],[12]. 

Sicherheitsbestimmungen zu Transport und Handhabung müssen berücksichtigt werden 
(siehe ISO 15189:2012, 5.2.3 und 5.4.5 sowie ISO 15190). 

Während des gesamten präanalytischen Verfahrens müssen Vorsichtsmaßnahmen ergriffen werden, um 
Kreuzkontaminationen unter den Proben zu vermeiden, z. B. durch Verwendung von Material für den 
einmaligen Gebrauch, wo möglich, oder angemessene Reinigungsverfahren zwischen der Aufbereitung der 
einzelnen Proben. 

Wird ein handelsübliches Produkt nicht nach den Herstellerangaben angewendet, liegt die Verantwortung 
für dessen Verwendung und Leistung beim Anwender. 
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Die Dokumentation hat die Identifikationsnummer des Primärprobenspenders/des Patienten zu enthalten, 
die in Form eines Codes vorliegen kann. 

Die Dokumentation sollte unter anderem Folgendes umfassen: 

a) den entsprechenden Gesundheitszustand des Primärprobenspenders/Patienten (z. B. gesund, 
Erkrankungsart, Begleiterkrankung, demografische Angaben (wie Alter und Geschlecht)); 

b) die Informationen zu routinemäßigen medizinischen Behandlungen und Sonderbehandlungen vor der 
Gewebeentnahme (z. B. Anästhetika, Medikationen, chirurgische oder diagnostische Verfahren); 

c) die erforderliche Zustimmung des Spenders der Primärprobe/Patienten. 

 

Die Dokumentation muss unter anderem Folgendes umfassen: 

a) den Beginn der Ischämie im Körper (warme Ischämie) durch Dokumentation des Zeitpunkts der 
Ligatur/des Abklemmens von für die Ischämie relevanten Gefäßen (üblicherweise der Zeitpunkt des 
Abklemmens von Arterien); 

b) die Uhrzeit und das Datum der Gewebeentnahme vom Körper und das Entnahmeverfahren (z. B. 
Feinnadelaspirationsbiopsie (FNAB), Resektion, für die Entnahme verwendetes Biopsiegerät); 

c) die Beschreibung der Gewebeart, des Gewebezustands (z. B. erkrankt, von der Erkrankung nicht 
betroffen) und des Herkunftsorgangewebes, einschließlich Verweisungen auf jede im Operationssaal 
vom Chirurgen, Radiologen oder Pathologen vorgenommene Markierung; 

d) die Dokumentationsschritte nach 6.2, wenn die Formalinfixierung außerhalb des Labors beginnt. 

In der Dokumentation sollte zudem die Identifikationsnummer der für die Probeentnahme zuständigen 
Person angegeben sein. 

 

Folgende Schritte müssen durchgeführt werden: 

1. die Dokumentation aller Zusätze zu oder Modifikationen der Primärprobe nach der Entnahme aus dem 
Körper (z. B. Kennzeichnung der Lage des Untersuchungsmaterials (z. B. Markierung mit Tinte, 
Nahtstiche), Schnitt(e)); 

2. die Auswahl und Verwendung von Entnahmebehältern und -verpackungen (z. B. Kühlbox, Kiste zum 
Lagern und Transportieren, Vakuumverpackung) entsprechend der geltenden Transportbe-
stimmungen; 

3. die Auswahl und Anwendung von Stabilisierungsverfahren (z. B. Kühlverfahren) für den Transport; 
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ANMERKUNG 1 Ein versehentliches Gefrieren und Tauen des Gewebes (z. B. durch falsche Anwendung von 
Kühlpackungen) kann zu einem DNS-Abbau führen, wenn das Gewebe anschließend taut. Außerdem kann dadurch die 
morphologische Charakterisierung beeinträchtigt werden. 

ANMERKUNG 2 Dieser Schritt kann entfallen, wenn das Untersuchungsmaterial direkt in standardgepufferte 
Formalinlösung überführt wird (siehe 6.2). 

4. die Beschriftung des Entnahmebehälters (z. B. Registrierungsnummer, Strichcode, Art und Menge der 
Primärprobe und Ursprungsorgan des Gewebes) sowie zusätzliche Dokumentation (Angaben 
entsprechend 5.1.1, 5.1.2 und 5.1.3, 1. bis 3.). Wenn ein einzelner Behälter mehrere Aliquote desselben 
Untersuchungsmaterials enthält und die Aliquote unterschiedliche Merkmale repräsentieren (z. B. 
Gewebeart, Erkrankungszustand, Lage), muss dies dokumentiert werden. 

Das Untersuchungsmaterial sollte unverzüglich nach der Entnahme aus dem Körper in den 
Transportbehälter überführt werden. Anschließend sollte der Behälter auf Eis oder bei 2 °C bis 8 °C gelagert 
werden, um den Abbau der DNS auf ein Mindestmaß zu beschränken. 

Die Umgebungstemperaturen des Transportbehälters während der kalten Ischämie (z. B. Temperaturen in 
unterschiedlichen Räumen, Transport) sollten dokumentiert werden. Wenn die Temperatur nicht gemessen 
werden kann, sollte der Temperaturbereich durch Einteilung als Umgebungstemperatur, Raumtemperatur 
oder bei 2 °C bis 8 °C geschätzt werden. 

 

Das mit der klinischen oder chirurgischen Abteilung zusammenarbeitende Labor muss mit dieser ein 
Protokoll für den Transportvorgang des Untersuchungsmaterials erstellen. 

Die Überwachung der Temperatur sollte in angemessener Weise erfolgen. 

Sofern sich die Primärprobe nicht bereits in der standardgepufferten Formalinlösung befindet, sollte sie 
unverzüglich auf Eis oder bei 2 °C bis 8 °C transportiert werden, um Veränderungen der DNS auf ein 
Mindestmaß zu beschränken. 

Wird die Primärprobe bereits außerhalb des Labors in standardgepufferte Formalinlösung überführt, sollte 
die Temperatur während des Transports die Raumtemperatur nicht überschreiten. 

Die Einhaltung des Transportprotokolls muss dokumentiert werden. Alle Abweichungen von diesem 
Protokoll müssen beschrieben und dokumentiert werden. 

 

 

Die Identifikationsnummer oder der Name der Person, die die Primärprobe entgegennimmt, muss 
dokumentiert werden. Der Zeitpunkt des Probeneingangs und der Zustand (z. B. Beschriftung, 
Transportbedingungen einschließlich Temperatur, Art und Menge der Primärprobe, 
Undichtigkeit/Beschädigung des Behälters) des entgegengenommenen Untersuchungsmaterials müssen 
dokumentiert werden. Alle Abweichungen vom Transportprotokoll (siehe 5.2) müssen dokumentiert 
werden. 

 

Full document details: E DIN EN ISO 20166-3:2016-08

http://www.avadocuments.com/doc/e-din-en-iso-20166-3-2016-08
http://www.avadocuments.com/doc/e-din-en-iso-20166-3-2016-08

