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Disclosures

• Nothing to disclose





Building a Test Menu

• Generalist vs. Specialist
– Centralized molecular diagnostic lab
– Develop molecular diagnostics tests in one of the current 
disciplines of Pathology or Genetics

• What will be your area of testing?
– Infectious diseases
– Hematopathology
– Solid tumor
– Molecular Genetics 
– Cytogenetics
– Identity testing
– HLA

• The service you provide will depend on your interest and 
the needs of your customers.  











Effective 15 June 2009
• NEW CHECKLIST 
QUESTIONS
– MOL.34932

• Sequencing variants

– MOL.48590
• Concentration methods 
for quant. tests

• REVISED CHECKLIST 
QUESTIONS
– Mol.34003

– MOL.36842

– MOL.39288

– MOL.48588

– DELETED
• MOL.39714

Decision to Set Up a Test

• Is it in your area of interest?
– Establish a presence in a new field

• Clinical Usefulness

• Volume
– What volume is enough? 

• Cost vs. reimbursement



Reasons For Setting Up Tests

• Factor V Leiden 
– Established as an extension of an existing coagulation test

• Cyclin D1/BCL1 
– Difficulties of distinguishing mantle cell lymphoma from 
chronic lymphocytic leukemia – initiated by Pathology

• B‐ and T‐cell Gene Rearrangement
– Clonality assessment

• A number of other tests were established based on 
current literature and clinical demand
– JAK2, FLT3

Decision to Set Up a Test

• Personnel
– Do you have enough people and do they have the 
proper training and experience?

• Is there instrumentation available?
– Need to wait for capital budget?

– Reagent rental/leasing options?

• Lab Space



Inspector Requirements

• Actively practicing molecular scientists 
preferred
– Familiar with Checklist

– Technical and interpretive skills

• CAP provides list of potential regional 
specialty inspectors in Inspector’s 
packet

Follow the Specimen
Accessioning
DNA/RNA extraction
Microscopy
Probe labeling Reporting
Amplification/hybridization Computer entry
Electrophoresis or Filing

other signal detection



PERSONNEL
• MOL.40000Phase II
Is the director of the molecular pathology 

laboratory a pathologist, board‐certified 
physician in a specialty other than pathology, 
or doctoral scientist in a biologic science, with 
specialized training and/or appropriate 
experience in molecular pathology?

• NOTE:  In the case of forensic identity testing, the above 
or appropriate degree, training, or experience in forensic 
science is required.

• MOL.40100Phase II
Is the person in charge of technical operations of 

the molecular pathology laboratory qualified 
as one of the following?

– Person who qualifies as a director
– CLSp(MB), BS, BA or MT(ASCP) with at least 4 years of 

experience (at least 1 of which is in molecular pathology 
methods) under a qualified director

•

• MOL.40150Phase II
Do persons performing the technical aspects 

of molecular pathology qualify as one of 
the following?

– Experienced in the field under the direct 
supervision of a qualified director or supervisor, 
and, for laboratories subject to U.S. regulations, 
qualified to perform high complexity testing

– MT(ASCP) certified or equivalent
– BA or BS degree in biologic sciences with 

appropriate experience in molecular pathology 
methods

• MOL.40200Phase I
Is there an adequate training program for 

new technologists, and is there a 
continuing medical laboratory education 
program?

What to Look For

• Turn‐around time

• Competency (technical skills, clinical 
judgement, communication skills) assessed 
periodically
– Direct observation

– PT results

– Written exam

– Look for documentation; sign‐off sheets



Know What is in Kit Format

• What does a kit format mean?
– Food and Drug Administration approved tests 
(FDA)

– Analyte specific Reagents (ASR)

– Research Use Only (RUO) and Investigational Use 
Only (IUO)

What is in Kit Format?
FDA‐Approved Tests

• What is an FDA‐Approved Test?
– “”In vitro diagnostic (IVD) products are those reagents, 

instruments, and systems intended for use in diagnosis of 
disease or other conditions, including a determination of the 
state of health, in order to cure, mitigate, treat , or prevent 
disease or its sequelae.  Such products are intended for use in 
the collection, preparation, and examination of specimens 
taken from the human body” [21 CFR 809.3] 
www.fda.gov/cdrh/oivd/guidance/1587.html

– Like other medical devices, IVDs are subject to premarket and 
postmarket controls.

• Where to go for a list.
– FDA’s Office of In Vitro Diagnostic (OIVD) Evaluation and Safety
– Association of Molecular Pathology ( www.amp.org ) 



Know What is in Kit Format
Analyte Specific reagents (ASR)

• What is an Analyte Specific Reagent (ASR)
– ASRs are defined a “antibodies, both polyclonal and monoclonal, 

specific receptor proteins, ligands, nucleic acid sequences, and similar 
reagents, which through specific binding or chemical reactions with 
substances in a specimen, quantification of an indivdual chemical 
substance or ligand in biological specimens.” 21 CFR 864.4020(a).

– ASRs are intended to be sold as building blocks for use in the design of 
a diagnostic test by the test developer.

– ASRs are only sold to CLIA accredited labs and sold with out 
instructions for their use.

• Where to go for a list
– A limited number of ASRs can be found in the Device Listing database 

(http://www.accessdata.fda.gov/scripts/cdrh/cfdocs/cfRL/listing.cfm).

Guidance for Industry and FDA Staff Commercially Distributed Analyte
Specific Reagents (ASRs) FDA Website

Know What is in Kit Format
RUO Tests

• RUOs “purchased from commercial sources 
may be used in laboratory‐developed tests 
only if the laboratory has made a reasonable 
effort to search for IVD‐ or ASR‐class reagents. 
The results of that failed search should be 
documented by the laboratory director.”

























































Common Phase II Deficiency

MOL.34106   Phase II

Are reagents and solutions properly labeled, as 
applicable and appropriate, with the 
following elements:
1.  Content and quantity, concentration or titer,

2.  Storage requirements,

3.  Date prepared or reconstituted by lab,

4.  expiration date?



Revised‐MOL.34003

• Phase II

• If the laboratory uses more than one 
instrument/method to test for a given 
analyte, are the instruments/methods 
checked against each other at least twice a 
year for correlation of results?

Revised ‐MOL.39288

• Phase II
• Are photographic or digitized images retained for 

documentation of all FISH assays (at least one cell for assays 
with normal results and at least two cells for assays with 
abnormal results)? 

• NOTE:  For assays where multiple chromosomal loci (>2) are 
targets in part of a single test, an image of at least one cell 
must be retained for documentation of each target.  Images 
of at least two cells are required to document all 
abnormalities. Images of FISH assays must be retained for 10 
years.



Checklist Questions

MOL.36025              Phase II
If patient testing is performed using Class I analyte‐specific 

reagents (ASRs) obtained or purchased from an outside 
vendor, does the patient report include the disclaimer 
required by federal regulations? 

NOTE:  Laboratories must include an FDA‐required disclaimer 
on reports for tests using analyte‐specific reagents, 
whether obtained commercially or produced in‐house.  

Checklist Addition, cont.

The mandatory language is "This test was developed and its 
performance characteristics determined by (laboratory name).  It
has not been cleared or approved by the U.S. Food and Drug 
Administration."  The CAP recommends additional language, such 
as "The FDA has determined that such clearance or approval is not 
necessary.  This test is used for clinical purposes.  It should not be 
regarded as investigational or for research.  This laboratory is
certified under the Clinical Laboratory Improvement Amendments 
of 1988 (CLIA‐88) as qualified to perform high complexity clinical 
laboratory testing."



Checklist Addition

Quality Control Phase II

• 38400  Acceptance limits all QC 
materials/standards

• 38550  QC verified before reporting results

• 38700  Corrective Action when QC exceeds limits

• 38850  QC tested in same manner as patient

CAP 
Laboratory Accreditation Program 

Common Phase II Deficiencies



MOL.33450

• If aliquoting of specimens is performed, is there a written 
procedure to prevent any possible cross‐contamination of 
the specimens?

• NOTE:  Although in some cases it may be appropriate to 
aliquot a specimen, the laboratory must have a policy that no 
aliquot is ever returned to the original container.

COMMENTARY:

The laboratory must have a policy that no aliquot is ever 
returned to the original container.

MOL.34065

• Are new reagent lots and/or shipments checked against old reagent lots or 
with suitable reference material before or concurrently with being placed in 
service?

• NOTE:  For qualitative tests, minimum cross‐checking includes retesting at 
least one known positive and one known negative patient sample from the old 
reagent lot or shipment against the new reagent lot, ensuring that the same 
results are obtained with the new lot.  For quantitative assays, several patient 
samples should be run at different levels to check the calibration of the 
system.  Good clinical laboratory science includes patient‐based comparisons 
in many situations, since it is patient results that are "controlled".  A weakly 
positive control should also be used in systems where patient results are 
reported in that fashion.  The use of QC material to check new reagent 
lots/shipments is acceptable, but the laboratory should be aware that matrix 
interference may affect such material and mask a change in patient results.



MOL.40666
MOL.41132

Is there evidence of ongoing evaluation of instrument maintenance and 
function, temperature, etc., for all procedures as required?

Are there documented standard procedures for set‐up and normal operation of 
instruments?

NOTE:  All laboratory instruments and equipment must be maintained in a manner 
consistent with safe and reliable testing.  The laboratory should have an organized 
system for monitoring and maintaining all instruments.  The procedures and schedules 
for instrument maintenance must be as thorough and as frequent as specified by the 
manufacturer.  Since some equipment has no standard frequency or extent of 
maintenance, each laboratory should establish a maintenance schedule that 
reasonably reflects the workload and specifications of its equipment.  All servicing and 
repairs must be documented.  The Inspector should identify the specific instruments 
involved in any deficiency during the summation conference.

MOL.31200

Are enzymatic amplification procedures (e.g., PCR) 
designed to minimize carry over (false positive 
results) using appropriate physical containment and 
procedural controls?

NOTE:  This item is primarily directed at ensuring 
adequate physical separation of pre‐ and post‐
amplification samples to avoid amplicon
contamination.  The extreme sensitivity of 
amplification systems requires that the laboratory 
take special precautions.  



MOL.34875
Are nucleic acid amplification procedures (e.g., PCR) designed to minimize carry over 

(false positive results) using appropriate physical containment and procedural 
controls?

• NOTE:  This item is primarily directed at ensuring adequate physical separation of 
pre‐ and post‐amplification samples to avoid amplicon contamination.  The 
extreme sensitivity of amplification systems requires that the laboratory take 
special precautions.  For example, pre‐ and post‐amplification samples should be 
manipulated in physically separate areas; gloves must be worn and frequently 
changed during processing; dedicated pipettes (positive displacement type or with 
aerosol barrier tips) must be used; and manipulations must minimize 
aerosolization. In a given run, specimens should be ordered in the following 
sequence:  patient samples, positive controls, negative controls (including “no 
template” controls in which target DNA is omitted and therefore no product is 
expected).  Enzymatic destruction of amplification products is often helpful, as is 
real‐time measurement of products to avoid manual manipulation of amplification 
products.

MOL.10160

For tests for which CAP does not require PT, does the laboratory at least 
semiannually 1) participate in external PT, or 2) exercise an alternative 
performance assessment system for determining the reliability of analytic 
testing?

NOTE:  Appropriate alternative performance assessment procedures may include:  split 
sample analysis with reference or other laboratories, split samples with an established 
in‐house method, assayed material, regional pools, clinical validation by chart review, or 
other suitable and documented means.  For FISH testing, alternative assessment may be 
performed by method and specimen type, rather than for each tested abnormality (i.e., 
one program for all FISH cytogenetics tests performed on cell suspensions).

It is the responsibility of the laboratory director to define such alternative performance 
assessment procedures, as applicable, in accordance with good clinical and scientific 
laboratory practice. Participation in ungraded/educational proficiency testing programs 
also satisfies this checklist question.

Semiannual alternative assessment must be performed on tests for which PT is not available.



MOL.36025

If reports are based on the use of reagents labeled by the 
manufacturer as "analyte‐specific reagents", is the federally‐
required clarifying statement part of the report?

NOTE:  Laboratories must include an FDA‐required disclaimer on 
reports for tests using analyte‐specific reagents, whether obtained 
commercially or produced in‐house.  The mandatory language is 
"This test was developed and its performance characteristics 
determined by (laboratory name).  It has not been cleared or 
approved by the U.S. Food and Drug Administration."

MOL.36025

NOTE, continued:  The CAP recommends additional 
language, such as "The FDA has determined that such 
clearance or approval is not necessary.  This test is 
used for clinical purposes.  It should not be regarded 
as investigational or for research.  This laboratory is 
certified under the Clinical Laboratory Improvement 
Amendments of 1988 (CLIA‐88) as qualified to perform 
high complexity clinical laboratory testing."



MOL.31350

Are appropriate internal or external validation 
studies referenced?

REFERENCE: Association for molecular pathology 
statement. Recommendations for in‐house 
development and operation of molecular 
diagnostic tests. Am J Clin Pathol. 1999;111:449‐
463. 

MOL.36000

Does the final report include an appropriate 
summary of the methods, probes and 
endonucleases used, the loci or mutations 
tested, the objective findings and a clinical 
interpretation in an easy‐to‐interpret 
format?



MOL.10150

Does the laboratory participate in an 
appropriate available CAP or CAP‐
approved alternative interlaboratory
comparison program for the patient 
testing performed?

CAP 
Laboratory Accreditation Program 

Common Phase I Deficiencies



MOL.50150

Is there adequate space for technical work 
(bench space)?

MOL.20550

Are statistics on all molecular pathology 
laboratory results (e.g., percentages of 
normal and abnormal findings, allele 
frequencies) maintained, and appropriate 
comparative studies performed?



MOL.20600

Are these statistics (e.g., percentages of normal and 
abnormal findings, allele frequencies) and comparative 
studies reviewed at regular intervals by the Laboratory 
Director or designee and appropriate corrective action 
taken, if indicated?

Commentary: This process may detect trends, systematic 
errors, or local population variations that may affect test 
results or interpretation.

MOL.39890

When possible, are individual wells (or a representative 
sample thereof) of thermocyclers checked for 
temperature accuracy before being placed in service and 
periodically thereafter?

NOTE:  If it is not physically possible to check individual wells, a 
downstream measure of well‐temperature accuracy (such as 
productivity of amplification) may be substituted to functionally 
meet this requirement.



Space Deficiencies

Is there adequate space for:

• Instruments 1.3%

• Administrative functions 1.1%

• Shelf storage 1.1%

• Clerical work 1.0%

MOL.33360

Are there written criteria for questioning or 
rejection of clinically inappropriate test 
requests?

NOTE: For every test offered, there should be 
documentation describing the appropriate (and 
inappropriate) clinical indications.



MOL.33360

COMMENTARY: Many of the disease genes subject to molecular 
genetic testing are extremely complex as to their size, 
mutational heterogeneity, penetrance, and expressivity.  
Especially with regard to presymptomatic testing, application 
of these tests to patients not carefully screened and 
counseled can be meaningless or damaging.  For certain tests, 
only those patients with strict family history criteria are 
eligible.  There are also many ethical considerations, such as 
the policy of not offering predictive genetic tests to children 
unless there is a viable clinical intervention to be initiated 
prior to adulthood.

MOL.33360

COMMENTARY, continued: 

Because primary care physicians may not be conversant 
with these matters, it is sometimes left to the molecular 
diagnostic laboratory to provide consultation.  The 
laboratory therefore should have established guidelines 
for the rejection or questioning of test requests felt to be 
inappropriate on clinical or ethical grounds.  Reference 
to the policies promulgated by professional organizations 
and government agencies, and/or consultation with a 
medical ethicist, may be of help on a case‐by‐case basis.



MOL.40200

Is there an adequate training program for 
new technologists, and is there a 
continuing medical laboratory education 
program?

iPassport‐ Document Control



• Thank you for your attention!


