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1.

Verwendungszweck

Der Validierungskit dient zur regelmaRigen Uberpriifung Ihres ELISA Halb- bzw. Vollautomaten. Er soll den kumulierten Effekt
von Ungenauigkeiten beim Pipettieren, Waschen, Inkubieren und Messen am Photometer aufzeigen und damit die Sicherheit
einer einwandfreien Abarbeitung des ELISAs geben. Fir die Prifung des Halb- bzw. Vollautomaten sind immer ganze
Mikrotiterplatten zu verwenden. Automaten, die routinemafig mehr als eine Platte abarbeiten, missen immer in Vollauslastung
evaluiert werden, d.h. bei einem Zwei-Plattengerat sind 2, bei einem Drei-Plattengerat sind 3 Platten in einem Lauf
abzuarbeiten.

Die Richtlinie 98/79 EG Anhang 1, 3.1 verlangt die Sicherstellung der Funktion einer Kombination von zwei unabhangigen
Medizinprodukten (in diesem Falle ELISA Prozessor und ELISA). Der Validierungskit ist geeignet, dem Anwender dieses zu
ermdglichen.

Die Pipettierkontrolle dient der Uberpriifung von ELISA Vollautomaten mit Probenverteiler. Sie wird — wie ein Patientenserum
— 1+ 100 vom Automaten mit blauem Verdinnungspuffer verdinnt, pipettiert und getestet. Die Pipettierkontrolle kann anstelle
der ready to use Validierungskontrolle im Validierungskit (EC 250.00) eingesetzt werden. Bitte beachten Sie hierzu die
Arbeitsanleitung zum Validierungskit.

Testprinzip

3.

Die in der Validierungs- bzw. Pipettierkontrolle befindlichen Antikorper bilden mit dem auf der Mikrotiterplatte fixierten Antigen
einen Immunkomplex. Nicht gebundene Immunglobuline werden durch Waschprozesse entfernt. Mit diesem Komplex
verbindet sich das Enzym-Konjugat. Nicht gebundene Immunglobuline werden wiederum durch Waschprozesse entfernt. Nach
Zugabe der Substratldsung (TMB) entsteht durch Enzymaktivitat (Peroxidase) ein blauer Farbstoff, der nach Zugabe der
Stopplésung nach Gelb umschlagt. In alle Kavitaten der Mikrotiterplatte wird das beigefiigte Kontrollserum pipettiert.

Packungsinhalt

3.1 Validierungskit

1. 1 Mikrotiterplatte, bestehend aus 96 mit Antigen beschichteten Kavitaten, lyophilisiert
PBS-Waschlésung (20x konzentriert), 50ml, pH 7,2, mit Konservierungsmittel und Tween 20

3. 1gG-haltige Validierungskontrolle, 15ml, Humanserum mit Proteinstabilisatoren und Konservierungsmittel,
gebrauchsfertig

4. 1gG-Konjugat (anti-human), 2 x 11ml, (Schaf oder Ziege) -Meerrettich-Peroxidase-Konjugat mit Proteinstabilisatoren
und Konservierungsmittel in Tris-Puffer, gebrauchsfertig

5. Tetramethylbenzidin Substratlésung (3,3’,5,5’-TMB), 2 x 11ml, gebrauchsfertig

6. Citrat-Stopplésung, 6ml, enthalt ein Saduregemisch

3.2 Pipettierkontrollen-Set

1. 1 Pipettierkontrolle, 2,8 ml, Humanserum mit Proteinstabilisatoren und Konservierungsmittel
2. PBS-Verdinnungspuffer (blau, gebrauchsfertig), 2x50ml, pH 7,2, mit Konservierungsmittel und Tween 20

4. Lagerung und Haltbarkeit des Testkits und der gebrauchsfertigen Reagenzien
Testkit bei 2-8°C aufbewahren. Die Haltbarkeit der einzelnen Komponenten ist auf dem jeweiligen Etikett vermerkt; Kit-
Haltbarkeit siehe Qualitatskontrollzertifikat.
1. Das gebrauchsfertige Konjugat und die TMB Substratlésung sind lichtempfindlich und mussen im Dunkeln aufbewahrt
werden. Kommt es durch Lichteinfall zu einer Farbentwicklung der Substratlésung, so ist diese zu verwerfen.
Material Zustand Lagerung Haltbarkeit
Kontrollen nach Offnen +2 bis +8°C 3Monate
. +2 bis +8° (Lagerung im mitgelieferten
MTP nach Offnen Beutel mit Trockenmittelbeutel) 3Monate
Konjugat nach Offnen +2 bis +8°C (lichtgeschiitzt) 3Monate
TMB nach Offnen +2 bis +8°C (lichtgeschiitzt) 3Monate
Stopplésung nach Offnen +2 bis +8°C 3Monate
Waschlésun nach Offnen +2 bis +8°C 3Monate
9 endverdiunnt (gebrauchsfertig) +2 bis +25°C 4Wochen
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5. VorsichtsmaRnahmen

Als Kontrollserum wird nur Serum verwendet, welches getestet und als HIV1-AK, HIV2-AK, HCV-AK und Hepatitis-B-
surface-Antigen negativ befundet wurde. Trotzdem sollten Kontrolle, Konjugat und die Mikrotiterstreifen als potentiell
infektidses Material betrachtet und entsprechend sorgféltig gehandhabt werden. Es gelten die jeweiligen Richtlinien fur
Laborarbeiten.

Die Komponenten, die Konservierungsmittel enthalten, sowie Citrat-Stopp-Ldsung und TMB wirken reizend auf die Haut,
Augen und Schleimhéute. Bei Beriihrungen die betroffenen Koérperstellen sofort unter flieRendem Wasser abwaschen
und eventuell den Arzt aufsuchen.

Die Entsorgung der verwendeten Materialien erfolgt nach landerspezifischen Richtlinien.

6. Zusatzlich bendtigtes Material (wird nicht mitgeliefert)

@ 0k~ wN e

Aqua dest./demin.

Zellstoffttcher

Abfallbehélter fur infektioses Material

ELISA Pipettierautomat

Spektralphotometer fir Mikrotiterplatten mit 450/620nm Filter (Referenzwellenlange 620-690nm)
Brutschrank

7. Testdurchfihrung

Die exakte Einhaltung der VIROTECH Diagnostics Arbeitsvorschrift ist Voraussetzung fiir das Erzielen korrekter Ergebnisse.

7.1 Vorbereitung der Reagenzien
Die gebrauchsfertige Validierungskontrolle ist ausschlieRlich mit der im Qualitatskontrollzertifikat angegebenen Platten-
charge zu verwenden.

1.
2.
3.

Alle Reagenzien auf Raumtemperatur bringen; erst dann die Verpackung mit den Teststreifen 6ffnen.

Alle Flussigkomponenten vor Gebrauch gut schiitteln.

Waschldsungs-Konzentrat auf 1Liter mit Aqua dest./demin. auffiillen (bei eventueller Kristallbildung des Konzentrates
dieses bitte vor dem Verdiinnen auf Raumtemperatur bringen und vor Gebrauch gut schiitteln).

7.2 VIROTECH ELISA Testdurchfihrung

1.

© ® N U AN

=
=4

Pro Testansatz 100ul der gebrauchsfertigen Validierungskontrolle in alle Kavitaten pipettieren.

Soll zusatzlich der Pipettiervorgang sowie den Verdiinnungsvorgang des Vollautomaten tberprift werden, so ist anstelle
der gebrauchsfertigen Validierungskontrolle die Pipettierkontrolle — wie ein Patientenserum 1+100 verdinnt —
einzusetzen.

Nach Pipettierung erfolgt die Inkubation fiir 30 Min. bei 37 °C .

Beenden der Inkubationsperiode durch 4-maliges Waschen mit je 350-400ul Waschlésung pro Kavitat.

100pul des gebrauchsfertigen Konjugats in alle Kavitaten pipettieren.

Inkubation des Konjugates: 30 Min. bei 37°C .

Beenden der Konjugatinkubation durch 4 maliges Waschen (siehe Pkt. 3).

100ul der gebrauchsfertigen TMB-Substratlésung in jede Kavitat pipettieren.

Inkubation der Substratldsung: 30 Min. bei 37°C (Inkubation dunkel).

Abstoppen der Substratreaktion: in alle Kavitaten je 50ul Citrat-Stoppldsung pipettieren.

Extinktionen bei 450/620nm (Referenzwellenlange 620-690nm) messen. Die photometrische Messung sollte innerhalb
einer Stunde nach Zugabe der Stoppldsung durchgefuhrt werden.

Testablaufschema siehe Seite 6|

Die Extinktionen sollten annéhernd gleich sein und in dem im Zertifikat angegebenen Bereich liegen.
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8.

Testauswertung

Die gebrauchsfertige Validierungskontrolle dient zur Bewertung des Pipettiervorganges sowie samtlicher anderer
Arbeitsschritte wie Inkubationstemperatur, Inkubationszeit, Messen, Waschprozel3 etc. am Automaten. Die Methode ist
geeignet, UnregelmaRigkeiten bei der Abarbeitung eines ELISAs aufzudecken.

Die Pipettierkontrolle dient der Uberpriifung von ELISA Vollautomaten mit Probenverteiler.

8.1 Testfunktionskontrolle

OD-Werte

Die OD-Werte der Validierungs-/Pipettierkontrolle sollten oberhalb der im Qualitatskontrollzertifikat angegebenen OD-Werte
liegen.

Wird diese Anforderung nicht erftillt, so ist der Test zu wiederholen.

8.2 Berechnung des Variationskoeffizienten

8.3

a) Aus allen 96 OD-Werten wird der Variationskoeffizient berechnet. Dieser ergibt sich aus dem Quotienten der
Standardabweichung und dem arithmetischen Mittelwert multipliziert mit 100.

b) Es wird nun die Anzahl an Kavitaten mit OD Werten, die mehr als 20% Uber oder unter dem arithmetischen Mittelwert liegen
ermittelt (Hot Spot Analyse).

¢) Zur Erleichterung der Auswertung wird eine Auswertesoftware zum Validierungskit / zur Pipettierkontrolle (Bestell-Nr. S/250)
angeboten.

Interpretation der Ergebnisse

1. Liegt der errechnete Variationskoeffizient unterhalb des im Zertifikat angegebenen Wertes und werden bei der
Validierungskontrolle héchstens drei Hot Spots bzw. bei der Pipettierkontrolle héchstens funf Hot Spots gefunden,
arbeitet das Gerat ordnungsgemafs.

2. Ist der ermittelte Variationskoeffizient gréR3er als der im QK Zertifikat angegebene, sollte der Test wiederholt werden. Bei
Bestéatigung des Ergebnisses ist davon auszugehen, dass zumindest einer der Arbeitsschritte ungleichmagig erfolgte. Es
sollten alle einzelnen Arbeitsschritte Uberprift oder die Wartungsfirma kontaktiert werden.

3. Liegt der berechnete Variationskoeffizient unterhalb des im Zertifikat angegebenen Bereiches, aber es werden mehr als
drei Hot Spots (Validierungskontrolle) bzw. fiinf Hot Spots (Pipettierkontrolle) gefunden, deutet dies ebenfalls auf eine
Ungenauigkeit des Geréates hin. Wenn Sie zur Bestéatigung einen weiteren Test durchfiihren und feststellen, dass die Hot
Spots wieder an der gleichen Stelle auftreten, liegt ein systematischer Fehler vor (z.B. Position der Pipettiernadel
ungenau; Waschgerat arbeitet nicht korrekt oder Programmierfehler).

4.  Automaten, die routinemafig mehr als eine Platte abarbeiten, mussen immer in Vollauslastung evaluiert werden, d.h. bei

einem Zwei-Plattengerat sind 2, bei einem Drei-Plattengeréat sind 3 Platten in einem Lauf abzuarbeiten.

8.4 Beispiele

Zur besseren Veranschaulichung der Auswertung sind im Anhang zwei Beispiele aufgefihrt.

9. Erweiterte Anwendung
Zur Uberpriifung von ELISA-Halb-und Vollautomaten mit Inkubation bei Raumtemperatur kann der Validierungskit ebenfalls
verwendet werden.
Die Testdurchfiihrung (7.2) muss hierbei nur beziglich der Inkubationstemperatur und der Inkubationszeiten modifiziert
werden:
Inkubation der Validierungskontrolle : 40 Minuten bei Raumtemperatur
Inkubation des Konjugates : 40 Minuten bei Raumtemperatur
Inkubation des TMB: 40 Minuten bei Raumtemperatur
Die Auswertung kann auch bei der erweiterten Anwendung Uber die Auswertesoftware des Validierungskits bzw. der
Pipettierkontrolle erfolgen. Hierbei missen die Kriterien des Qualitatskontrollzertifikats, genau wie bei der Abarbeitung nach
7.2, erfullt werden.
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10. Testablaufschema

Vorbereitung der Waschldsung / Pipettierkontrolle

V¥ Waschlésung: Konzentrat auf 1 Liter mit aqua dest./demin. Auffillen
V Pipettierkontrolle: 10ul Pipettierkontrolle + 1000ul Verdiinnungspuffer (1:101)

Testdurchfuhrung

4 x Waschen

4 x Waschen

Abstoppen

Extinktion messen

Probeninkubation 30 Minuten bei 37°C

Konjugatinkubation 30 Minuten bei 37°C

Substratinkubation 30 Minuten bei 37°C

100 pl gebrauchsfertige
Validierungskontrolle
100 pl verdinnte
Pipettierkontrolle

400 ul Waschldésung

gut ausklopfen

100 pl Konjugat
1gG

400 pl Waschldsung

gut ausklopfen

100 pl Substrat

50 ul Stopplésung

vorsichtig schitteln

Photometer bei 450/620nm
(Referenzwellenlange 620-690nm)
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11. Anhang

11.1 Beispiel 1 (Validierungskontrolle)
Im diesem Fall handelt es sich um eine fehlerfreie Abarbeitung mit der Validierungskontrolle. Der Variationskoeffizient ist
kleiner 10% und es liegen keine OD-Werte >20% uber oder unter dem berechneten arithmetischen Mittelwert vor.

stsch ~ 2 Import starten

Q52 v A
AlB|C|OD|E[FIGIHI[T[JI[K[L]IM[N]
Auswertesoftware zum Validierungskit (EC250.00)

Abarbeitung mt Ch-B.: Gerat:
OD-WWerte

1 2 3 4 5 & [ 8 3 10 n 12
0,456 | 0,433 | 0,436 | 0,431 | 0431 | 0428 | 0412 | 041 | 0,398 | 0,393 | 0,397 | 0,385
0,452 | 0,430 | 0415 | 0425 | 0422 | 0,410 | 0413 | 0335 | 0,396 | 0,332 | 0,395 | 0,364
0,446 | 0421 | 0,418 | 0,418 | 0,405 | 0,412 | 0,338 | 0402 | 0,981 | 0,372 | 0,235 | 0,378
0,452 | 0,431 | 0,413 | 0,420 | 0,418 | 0423 | 0,404 | 0,384 | 0402 | 0,386 | 0,386 | 0,386
0,454 | 0,425 | 0412 | 0417 | 0403 | 0403 | 0394 | 0393 | 0595 | 0,578 | 0384 | 0,378
0,449 | 0,434 | 0423 | 0,422 | 0,410 | 0.407 | 0,400 | 0335 | 0576 | 0.380 | 0376 | 0372
0,446 | 0,435 | 0,430 | 0,423 | 0,413 | 0,403 | 0,356 | 0,400 | 0387 | 0,394 | 0,383 | 0401
0,474 | 0,455 | 0.445] 0,439 | 0431 | 0.431 | 0,403 | 0,403 | 0401 | 0,376 | 0333 | 0.4n

n= 9 K= 041 Min 0238
s= (02 Max 047

| VK=_ 57 % |

TO"momke

T oMmMmMmoO @

Hot Spot Analyse (relative Abweichung zum Mittelwert >20 bzw. <-20) in %
1 2 3 4 5 & [ 8 ] 10 n 12

Al nr | 71 | 64 | 52 | 52 | 44 | o5 | 03 | 25| 41 ] 34 | -61 JA
Bl 105 | 43 | 13 | 37 | 30 | 00 | 08 | 36 | 34 | 44| 27 | -n2|B
Cl 88 | a7 | 20 15 | 2| o5 | 23] 43| -0 | 32| 36 | -1 O
D] w3 | 52 | 22 25 | 20 | 32 44 | 63| 12 | -wr| 58 | 58 |0
E| ws | 371 05 17 A7 | 47| 33| 40| 26| -1 | 83 | -1m |E
Fl as 53 | 32 | 30 | o0 | 07 | 24| 36| 83| -1 | 83 | a2 |F
Gl a5 | 63 | a5 | 32 | 22 | 05 | 28| 24 | 56 | 38| 51 | 22 |G
Hl 58 | no | 28 1.1 5.2 se2 | 02| 47 | 22| 83| -41 | o3 |H

I HotSpots n= 0 |

Bewertung

/  Freigabekriterium VK < 10%: erfullt

\/ Freigabekriterium Hot Spots < 4: erfullt

Sind alle Bewertungskriterien erfillt, so arbeitet das Gerat zuverldssig.
Sind &in oder beide Bewertungskriterien nicht erfilk, so solte das Gerat sorgfaltig
(uberprift und der Test wiederhol werden,
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11.2 Beispiel 2 (Validierungskontrolle)
Hier liegt eine fehlerhafte Abarbeitung mit der Validierungskontrolle vor (VK >10% und 4 Ausreifl3er). Wie bei der Analyse
deutlich zu sehen ist, liegen diese Ausreif3er in der linken unteren Ecke der Mikrotiterplatte.

utsch v @llrrwrt&tarten !

Pa0 - fe
AlB|l CcC|D|JE]JF|] &g ]| H]I]JJIK][L]|M|N]
Auswertesoftware zum Validierungskit (EC250.00)

Abarbeitung mt Ch-B.: Gerat

OD-Werte

1 2 3 4 5 [ T 8 ]

0,434 | 0.535 | 0523 | 0516 | 0.502 | 0.435 | 0.431 ] 0.474 | 0,468 | 0.467 | 0,452 | 0,450

0562 | 0543 | 0525 | 050 | 054 | 0505 | 0433 | o4t | odes | g6t | 0454 | o4

0,556 | 0548 | os2a| o527 | os2s| 0% | oson | o485 | odso | 0475 | 0453 | o4
| 0432

| 0545 | 0557 | 0555 | 0,596 | 0531 | 0525 | 0502 0,453 | 0,487 | 0463 | 0454
0,525 | 0571 | 0,550 | 0543 0555 | 0535 | 0519 | 0513 | 0.4 | 04sz | 0458 | 0505

0,273 0450 | 0504 | 0552 | 0545 ) 0546 | 0586 | 0307 | 0835 | 0,455 | 0486 | 0521
0,228] 0403 | 0,495 | 0543 | 0547 | 0541 ) 0532 | 0562 | 0522 | 0503 | 0486 | 0524

0251 | 0378 ) 0505 ) 0548 ) 0543 | 0545 | 0558 | 0542 | 0528 | 0486 | 0458 | 0505

n= %5 K= 0,50 Min 023
s= 0,06 Max 057

[ VK=_113 % |

(I | I 2

TH Mmoo O mE

T oMM oO o mE

Hot Spot Analyse (relative Abweichung zum Mittelvrert >20 baw. <-20) in %
1 2 k] 4 5 & T 8 8 10 1 12

Al a2 ] 1o | 48 | 32 | 04 10 | 48| 52| 64 | 85| a8 | ap|A
Bl 124 | 86 [ 50 | 34 | 28 | w0 | -4 | -26 | 65 | 66 | -5z | -30 |B
ClLf2 | a8 | 56 | 54 | 486 | 20 | 06 | 30 | 40 | 50 | -54 | -44 |C
O] a6 | na | no | 72 so | o4 | a6 | a4 | 26 74| a2 |D
E] 48 | 12| o] a8 | no | vo | 38 | 38 | s | 28| 24 | 18 |E
Fl-aa,2| 40| 08 | w4 | 86 | 32 | 36 | 14 | <10 | 24 | 28 | 42 |F
Gl-54.2| 134 | 10 | 86 | 54 | 82 | 64 | 24 | 44 | 08 | -25 | 48 |G
Hl-4aa.8|-24.4| 15 4.6 38 3.0 e | a4 56 | 25 | -84 10 |H
| Hot Spots  n= 4 |

Bewertung
Y/ Freigabekriterium VK < 10%: nicht erfillt
v Freigabekrierium Hot Spofs < 4: nicht erfullt

Zind alle Bewertungszkriterien erfulk, 20 arbedet daz Gerat zuverldssig.
Zind ein oder beide Beweriungskriteren nicht erfult, 20 solte das Gerat sorgfakig
pherprift yn r Test wisdsrhof werden
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