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1 Einleitung

1.1 Betrieb?

Das Veterinérinstitut Oldenburg (VI OL) ist seit dem 01.07.2001 Teil des Niederséchsi-
schen Landesamtes fur Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (LAVES). Seine
Aufgaben umfassen neben dem Tier- und Verbraucherschutz schwerpunktméRig eben-
falls die Diagnostik und Bekampfung von Tierseuchen und anderen Tierkrankheiten.
Dies wird hauptsachlich von den Fachbereichen 21 — 25 der Abteilung 2 vorgenommen,
darunter die Serologie (Fachbereich 24), in der die Bachelorarbeit durchgefiihrt worden
ist. Dort werden v.a. Serum- und Plasmaproben von Rindern auf diverse virale und
bakterielle Antikorper (AK) und Antigene (AG) anzeigepflichtiger Tierseuchen unter-
sucht.

Das LAVES umfasst die bis 2001 staatlichen Untersuchungsémter fiir Veterinardiag-
nostik, Lebensmittel und Bedarfsgegenstdnde als Institute. Ziel dieser Zusammenfas-
sung ist die friihzeitige Erkennung und Bekampfung von Gesundheitsrisiken. Die Um-
setzung erfolgt durch standige Kontrollen und wird durch ein Qualitdtsmanagementsys-
tem nach DIN EN ISO/IEC 17025 reglementiert. Zu diesem Zweck ist jedes einzelne
der Institute akkreditiert und zertifiziert:

Die Veterindrinstitute Oldenburg und Hannover, die Lebensmittelinstitute Oldenburg
und Braunschweig, das Institut fir Fische und Fischereierzeugnisse Cuxhaven, das In-
stitut fiir Bedarfsgegenstande Luneburg, das Futtermittelinstitut Stade und das Institut

fur Bienenkunde Celle.

1.2 DIN EN ISO/IEC 17025 und QM

Die ISO Norm 17025 bereitgestellt durch das Deutsche Institut fir Normung (DIN) ist
eine anerkannte européische Norm. Sie beschreibt die Anforderungen an das Qualitéts-
managementsystem (QMS) und wird im Qualitditsmanagement (QM) des VI OL mit
dem Qualitdtsmanagementhandbuch (QMH) umgesetzt. Das QM dient der Sicherstel-
lung der Vertrauenswiirdigkeit und Zuverlassigkeit der Untersuchungsergebnisse? und
ist Voraussetzung ,.fiir die Anerkennung von Untersuchungsresultaten durch die Behor-

den anderer Lander, die Industrie sowie anderer Laboratorien‘.

! Vgl. Schrandt: www.laves.niedersachsen.de, 2011
2 Vgl. Thalmann: ,, Qualitaitsmanagementhandbuch des Veterinarinstitutes Oldenburg”, Teil 2/1,S. 1
3
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1.3 Fragestellung

In der téglichen Laborroutine soll die von der Firma PETERS Technologie entwickelte
und konstruierte ELISA-Roboteranlage die Abarbeitung der Assays ,,HerdCheck
BVDV Ag/Serum Plus®, ,,HerdCheck IBRgB* und ,,HerdCheck Anti-IBRgE Antibody
Test* der Firma IDEXX GmbH eigenstandig korrekt durchfiihren. In der ELISA-
Roboteranlage sind neben den von der Firma PETERS Technologie konstruierten Ein-
gangsmodul und Ausgangslift, Hotel und Dispenser (3x) auch Gerdate Dritter enthalten:

- 3x EIx405 Mikroplatten-Washer der Firma BioTek®

- PowerWave 340 Mikroplatten-Spektralphotometer der Firma BioTek®

- Industrieroboter der Fa. DENSO WAVE INCORPORATED

- Je 1x Inkubator STX 110 IC und STX 110 HC der Firma LiCONIC Instruments

Ziel dieser Bachelorarbeit ist die Bestatigung, dass die ELISA-Roboteranlage die in der
Leistungsbeschreibung des Gerétes und der Prdambel der Ausschreibung des VI OL
geforderten Parameter erfillt. Das bedeutet, dass die Anlage bei voller Auslastung un-
terschiedliche Assays korrekt bearbeitet und dabei sowohl die VVorgaben des Herstellers
als auch die des Qualitatsmanagements und der DIN EN ISO/IEC 17025 einhlt.

1.3.1 Test - Beschreibung®

Die Bovine Virus Diarrhoe (BVD) wird durch das gleich benannte Virus aus dem Ge-
nus der Pestiviren verursacht. Zu den Symptomen zéhlen starker Durchfall, Fieber und
abnehmende Milchleistung. Eine Infektion des Fotus kann zu Abort, Totgeburt oder der
Geburt von Virus-Dauerausscheidern fuhren. Letztere erkranken hdufig an der letalen
Mucosal Disease, die sich durch Schaden und Geschwire an den Schleimhduten des
Verdauungstraktes kennzeichnet. Im Allgemeinen bedeutet dies hohe wirtschaftliche
Verluste fir die Halter.®

Die Infektiése Bovine Rhinotracheitis (IBR) bezeichnet die respiratorische Erkran-
kungsform einer Infektion mit dem Bovinen Herpesvirus Typ 1. Die Infektion der
Atemwege kann in Einzelféllen zu hohen wirtschaftlichen Verlusten fiihren, es kann
zum Rickgang der Milch- und Mastleistung, Sekundérinfektionen sowie Fruchtbar-
keitsstorungen und Tod kommen.” Dieses Virus weist u.a. sowohl die Glykoproteine E
(9E) und B (gB) auf. Bei den Assays IBRgB und IBRgE werden jeweils die entspre-

*Im folgenden werden die Assays verkiirzt benannt: BVD Ag, IBRgB, IBRgE

> Vgl. IDEXX LABORATORIES: Gebrauchsinformation der einzelnen Assays, 2010

6 Vgl. Mayr et. al: ,Medizinische Mikrobiologie, Infektions- und Seuchenlehre”, 1993, S. 361 f.
" Ebd., S. 261



chend gegen diese Proteine des BHV-1 Virus des Rindes gerichteten Antikdrper spezi-
fisch nachgewiesen. Die Assays dienen zur Unterscheidung von geimpften und natir-
lich infizierten Tieren: In den Impfstoffen liegt das fur den Impfschutz unwesentliche
Virusglykoprotein gE nicht vor. Somit werden gegen dieses Protein auch keine Anti-
korper gebildet. Daher reagiert das Serum eines geimpften aber nicht-infizierten Tieres

im Assay IBRgB positiv und im Assay IBRgE negativ.

BVD Ag® . Bei diesem Assay wird das Antigen der Bovinen Virus
Diarrhoe (BVDV) in Serum-, Plasma-, VVollblut- und Ohrstanzproben
in einem direkten ELISA nachgewiesen.

IBRgB® . Nachweis von gegen das Glykoprotein gB des Bovinen Herpes-
Virus | (BHV-1) gerichtete spezifische Antikorper in Serum-und
Plasmaproben in einem kompetitiven ELISA .

IBRgE® . Nachweis von gegen das Glykoprotein g des BHV-1 Virus ge-
richtete spezifische Antikorper in Serum- und Plasmaproben in einem
kompetitiven ELISA.

1.3.2 Validierungsparameter
Die Prufung der ELISA-Roboteranlage erfolgt Gber die Auswertung der jeweiligen
Log-Files und weiterer Funktionalitdten. Zudem wird die Fehlererkennung und -

meldung gepriift. Desweiteren werden die Einzelkomponenten wie folgt validiert:

Dispenser
- Justierung und Kalibrierung der Dispensierkdmme
- Uberpriifung der korrekten Zuordnung der unterschiedlichen
Reagenzien
Waschgerdate
- Kontrolle der Verwendung der korrekten Waschlosungen
- Uberpriifung des Befiill- und Absaugvorgangs
Photometer

- Uberpriifung des Plattenlayouts
- Uberpriifung der Zuordnung der Messprogramme zu den Assays
- Vergleich der Messung mit einem anderen validierten Photometer

- Kontrolle der Validierungsgrundlagen

® Fiir detailliertere Testprinzipien vgl. Anhang A, S. A-1 ff.



- Kontrolle der Befundung

- Kontrolle der Datenbertragung

Zuletzt werden Vergleichsansétze durchgefiihrt. Hierbei werden dieselben Proben zeit-

gleich sowohl ,,von Hand* als auch mit der ELISA-Roboteranlage bearbeitet.

1.3.3 Funktionsweise ELISA - Roboteranlage

Die Fa. PETERS Technologie stellt neben den technischen Geréten auch die Software
A.WARE lab automation control (im Folgenden AWARE genannt) ebenso wie das
zum Betrieb notwendige Computerprogramm (nachfolgend: Rezept) Preparation_05 zur
Abarbeitung der Mikrotiterplatten (MTP) bereit. Alle Einzelkomponenten der ELISA
— Roboteranlage (inklusive Washer und Spektralphotometer der Fa. BioTek®) sind in
A.WARE als Klienten definiert und steuerbar. Die Assays werden mit sémtlichen Pa-
rametern wie Inkubationszeit, Waschldsung und Reagenz vom Administrator editiert.
Auch der zu verwendende Kanal fir Waschlésung und Reagenz je Assay wird hier de-
finiert®.

Alle MTP erhalten einen individuellen Barcode. Dieser enthélt Informationen tber die
Art des Assays und die Position der einzelnen Proben und Kontrollen. Die Assays sind

Uber die ersten beiden Ziffern der Barcodes definiert:

BVD Ag . 70
IBRgB » 12
IBRQE : 14

Die MTP werden (ber das Eingangsmodul in die Anlage eingebracht. Der Roboterarm
befdérdert diese zunachst zur Barcode -Leseposition. Hier wird der Barcode der MTP
eingescannt und die MTP den jeweiligen Bearbeitungsschritten des entsprechenden As-
says zugeordnet: Dauer der einzelnen Inkubationen, Kanal der zu verwendenden
Waschlésung und Reagenzien, entsprechendes Messprotokoll des Photometers. Die
Abarbeitung der MTP gliedert sich in folgende Schritte: erste Inkubation, erstes Wa-
schen, Konjugatzugabe, zweite Inkubation, zweites Waschen, Substratzugabe, dritte
Inkubation, Zugabe Stopplésung, photometrische Messung, Ausschleusen der MTP
uber Ausgangslift.

° Vgl. dazu Anhang B, Abbildung 22 - Abbildung 24, Anhang S. B-1 - B-3



2 Methoden

2.1 Washer

Die MTP werden in den Washern der Fa. BioTek® zwischen den einzelnen Inkubatio-
nen von ungebundenem Material gereinigt. Dabei ist ein sauberes Waschergebnis die
Grundlage fir ein valides ELISA — Ergebnis. Die Verwendung der richtigen Waschlo-
sung ist von immenser Bedeutung: Die Verwendung einer falschen Waschlésung flhrt
unter Umsténden zur unvollstdndigen Entfernung des ungebundenen Materials, so dass
falsch positive/negative Ergebnisse erzielt werden konnten. Die korrekte Waschlésung
im Zusammenspiel mit der Anzahl der Waschzyklen garantiert eine vollstandige Entfer-
nung des ungebundenen Materials.’® Aus diesem Grund miissen die Nadeln auch stets
géngig sein, damit ein korrektes Dispensieren und Aspirieren gewahrleistet ist. Daher ist

ein Konzept zur Reinigung und taglichen Funktionskontrolle unabdingbar.

2.1.1 Funktionsprinzip
Die Waschlosung wird mittels einer Kolbenpumpe in einen 96 — Kanal Waschkamm

gepumpt und tber die einzelnen Dispensiernadeln Hartplastikblock Zulauf

Waschldsung

in die MTP abgegeben. Mittels einer Vakuum- ©

pumpe werden Flissigkeiten und Waschldsungen
uber die Aspirationsnadeln entfernt. Dispensiernadel

Eine vollstandige Aspiration der gesamten Flus-

Aspirationsnadel

sigkeit wird durch das kreuzweise Absaugen si- AbBildUng 2 AlifbauSthema WasthKop.

chergestellt. Hierbei wird die Aspirationsnadel Dargestellt sind jeweils eine von 96 Dis-
pensions- und Aspirationsnadeln. Der

zundchst in der Mitte der Kavitat positioniert. In  Hartplastikblock ist von innen hohl, sodass
die Waschldsung zu den einzelnen Nadeln
einem zweiten Absaugschritt findet eine Positio- geleitet werden kann.

nierung am Rand der Kavitat statt.'

2.1.2 Zuordnung der Waschlésungen
Jeder Washer soll in der Lage sein, jeden Assay zu bearbeiten. Hierzu verflgt jedes Ge-
rat Gber 4 Kanéle, die Uber eine Ventilstation an die entsprechenden Waschldsungen

angeschlossen sind:

1% vgl. IDEXX GmbH: , ELSIA Technisches Handbuch®, 2011, S. 16
u Vgl. BioTek® Instruments, Inc.: ,,ELx405™ Bedienungshandbuch®, 2008, S. 1-13



Kanal 1 : IBRgE
Kanal 2 : BVD Ag
Kanal 3 : IBRgB

Ein vierter Kanal dient der Reinigung der Geréate und ist speziell fir einen Anschluss an
ein Reinigungsdetergenz bzw. an a.dem vorgesehen. Auf die Bedeutung der Reinigung
wird unter 2.1.3 ndher eingegangen.

Die Gesamtzahl von 12 Kanélen macht eine eindeutige Beschriftung und anschlieRende
Kontrolle der verwendeten Waschlosung zwingend notwendig, wie Abbildung 2 und
Abbildung 3 verdeutlichen:

Ventilstation 1 Ventilstation 2 Ventilstation 3

Zufiihrende Kanéle

Waschcontainer:

Waschldsung IBRgB
Waschlésung BVD Ag

Waschldsung IBRgE

A ul | |

Abbildung 2: Ventilstationen mit Kandlen zu den Wasch-
containern.

Washer _1 Washer _2 Washer _3

Ventilstation Ventilstation Wentilstation
i [ | | e HEINE k1 [HE [ E ]
N T

-,

. o
~ > | -
o ~ |
Waschltsung Reinigungs-
1 a.dem detergenz

Abbildung 3: Schema der Schlauchfiihrung der Washer.
Jeder Washer ist mit je einem Kanal an allen Waschlosungen angeschlossen.




Durchfiihrung:
Statt der Waschcontainer werden zur Uberpriifung der verwendeten Kanéle 5L Erlen-

meyerkolben (Kolben) verwendet. Alle Kandle eines Assays werden in einem Kolben
platziert. Dies bedeutet, dass jeweils der Kanal 1 von Washer 1, Washer 2 und Washer 3
zusammengefuhrt werden. Der Flussigkeitsstand wird am Kolben markiert. Im Versuch
wird statt der Waschlésung a.dem verwendet. Dies ist vertretbar, da das Waschergebnis
an diesem Punkt nicht von Bedeutung ist. Es werden MTP ohne Probenmaterial zum
Austesten verwendet.

Zundachst werden die Assays einzeln (single) getestet. Hierfur wird nur der jeweils zu
verwendende Kolben mit a.dem gefillt. Es werden MTP mit dem entsprechenden Bar-
code in die ELISA-Roboteranlage eingeschleust, so dass die originalen Assay-Editionen
gestartet werden. Die Inkubationszeiten werden zur erleichterten Durchfiihrung auf eine
Minute reduziert. Im Klient ,,Roboter* wird beobachtet, welche MTP transportiert wird
und der jeweilige Washer notiert. Das Ergebnis ist in Ordnung, wenn sich der Flissig-
keitspegel im Kolben wahrend des Waschens entsprechend senkt. Im Anschluss werden
die Assays parallel (multi) getestet. Hierfur werden entsprechend 3 Kolben mit a.dem
gefillt und der Flussigkeitsstand markiert. Die weitere VVorgehensweise ist analog zum
Single Assay Test.

Ergebnis:

Es wurde sowohl im Single Assay als auch im Multi Assay Test jeweils die korrekte

Waschldsung verwendet™.

2.1.3 Uberpriifung der Waschprogramme

Die Waschprogramme werden in der von der Fa. BioTek® bereitgestellten Liquid Hand-
ling Control (LHC) Software manuell editiert. Hier werden die Anzahl der Waschzyklen
und das Volumen je Waschzyklus festgelegt. Ferner werden neben der Hohe auch die
horizontale Position der Nadeln und die Geschwindigkeit bei Aspiration und Dispension
festgelegt. Im Weiteren wird der zu verwendende Kanal bestimmt2,

Die Angaben der Gebrauchsanweisungen der einzelnen Assays der Fa. IDEXX beziig-
lich Waschlgsung, Anzahl der Waschzyklen und der Volumina je Waschzyklus sind
unbedingt einzuhalten. Werden nicht genligend Waschzyklen durchgefiihrt, kommt es

zu einer starken Hintergrundfarbung bei der Messung der Platte. Zu einer unzureichen-

© Vgl. Ergebnistabellen Single Assay Test Anhang B, Tabelle 20 -Tabelle 22, S. B-4, Ergebnistabellen
Multi Assay Test Anhang B, Tabelle 23, S. B-5

B Anmerkung: In der LHC sind die Kanéle alphabetisch sortiert. AAWARE wandelt diese Sortierung in eine
numerische um (z.B. Valve A = Kanal 1)



den Farbentwicklung kommt es bei zu vielen Waschzyklen.** Gefordert sind fiir jeden

1. Auch die horizontale und

Assay 5 Waschzyklen mit einem Volumen von je 300u
vertikale Position der Nadeln hat Auswirkungen auf das ELISA-Ergebnis: Sind die Na-
deln zu niedrig (vertikale Position) kann es zu einer Beschadigung der MTP-
Beschichtung kommen, so dass gebundenes Material eventuell von der MTP gewaschen
wird. Ist die vertikale Position zu hoch eingestellt, werden die Kavitéten evtl. nicht voll-
stdndig abgesaugt. Dies ist aber zwingend notwendig, da Reste von Waschlésung oder
Reagenz die nachfolgenden Reaktionen und somit das Endergebnis beeinflussen kon-
nen.* Eine zentrierte horizontale Position garantiert ein gleichmaBiges Entfernen der
Waschlosung aus der kreisrunden Kavitat. Diese wird durch eine zweite Position am
Rand der Kavitat ergénzt. Im Weiteren muss ein Eintrocknen der Kavitaten zwischen

den Waschzyklen und vor dem Einbringen der Reagenzien vermieden werden.’

2.13.1 Anzahl Waschzyklen

Durchfiihrung:

Eine Uberpriifung der Einstellungen in den Waschprogrammen findet tiber die Kontrol-
le der Screenshots statt'®. AnschlieRend wird die Zahl der Waschzyklen visuell kontrol-
liert. Zunéchst werden die Assays im Single Testlauf getestet. Dazu werden MTP mit
den entsprechenden Barcodes eingeschleust (Prinzip vgl. 2.1.2). Bei den einzelnen
Waschschritten wird die Anzahl der Waschzyklen visuell beobachtet und notiert. Da-
nach erfolgt ein Multi Assay Testlauf. Hierbei werden MTP mit den Barcodes aller As-
says wie unter 2.1.2 gestartet.

Ergebnis:

Sowohl bei den Single als auch den Multi Assay Testlaufen wurde jeweils die korrekte
Anzahl Waschzyklen durchgefiihrt™.

" Vgl. IDEXX GmbH: ,,ELSIA Technisches Handbuch®, 2011, S. 19 - 20

© Vgl. IDEXX LABORATORIES: Gebrauchsinformation der jeweiligen Assays, 2010
'® vgl. IDEXX GmbH: , ELSIA Technisches Handbuch“, 2011, S. 16

Y Ebd. + vgl. dazu Anhang B, Tabelle 28, S. B-12 und Tabelle 29, S. B-13

'8 vgl. Anhang B, Abbildung 25 - Abbildung 33, S. B-5 - B-10

® vgl. Anhang B, Tabelle 24 - Tabelle 27, S. B-7 - B-11



2.1.3.2 Befiill- und Absaugkontrolle

Mit dieser Methode soll eine tdgliche Funktionstiberprifung/Qualifikationsprifung ge-

maR QMH, Teil 3, SOP 06-9%° durchgefiihrt werden. Hierbei werden die Dispensions-

und Aspirationsnadeln auf evtl. Verunreinigungen visuelle Kontrolle getestet. Um dies

zu ermdglichen werden laborinterne Rezepte? erstellt, bei denen die MTP zu den ein-

zelnen Washern gebracht und anschlieBend zum Ausgangslift gebracht werden:

a) Befiillen der Kavitaten mit Waschlésung?: Es werden iber das Waschprogramm
QC_Disp die Kavitaten vollstandig mit Waschldsung beftllt.

b) Absaugen der Waschlésung?: Uber das Waschprogramm QC_Asp findet ein kreuz-
weises Absaugen der Kavitaten statt.

Durchfiihrung:

In das Eingangsmodul wird zur Beflllkontrolle eine leere MTP gegeben und das jewei-

lige QC_Disp-Rezept gestartet. Anschlielend findet eine visuelle Kontrolle der Flissig-

keitsstdnde statt. Bei QC_Asp wird eine beftllte MTP in das Eingangsmodul gegeben

und das entsprechende Rezept gestartet. Im Anschluss wird die abgesaugte MTP auf

saugfahigen Tichern ausgeklopft und diese auf Flissigkeitsriickstande gepruft.

Ergebnis:

Beide Rezepte wurden stets korrekt ausgefuhrt. Zudem waren die MTP immer korrekt

befillt bzw. es befanden sich keine Flussigkeitsrickstande auf den Tichern.

Tabelle 1: Ergebnistabelle Funktionalitdt der Rezepte QC_Disp und QC_Asp.
Die Rezepte werden bei allen drei Washern auch in der Wiederholung korrekt ausgefiihrt. Disp. = Dispension,
Asp. = Aspiration.

Disp. | Asp. Disp. | Asp. Disp. | Asp.
Washer 1 Washer 2 Washer 3

1| OK| OK 1| OK| OK 1| OK| OK
2| OK| OK 2| OK| OK 2| OK| OK
3| OK| OK 3| OK| OK 3| OK| OK
4| OK| OK 4| OK| OK 4] OK| OK
5| OK| OK 5| OK| OK 5| OK| OK
6| OK| OK 6| OK| OK 6| OK| OK
7| OK| OK 7| OK| OK 7/ OK| OK
8| OK| OK 8| OK| OK 8| OK| OK
9| OK| OK 9| OK| OK 9| OK| OK
10| OK| OK 10| OK| OK 10| OK| OK

2% Thalmann: »,Qualitdtsmanagementhandbuch des Veterinarinstitutes Oldenburg”, 2009, Teil 3,
SOP 06-9,S.9

2! Khnlich dem Rezept Preparation_05, s. S. 4

2 Vgl. hierzu Anhang B, Abbildung 34 und Abbildung 35, S. B-13f.

2 Vgl. hierzu Anhang B, Abbildung 36 und Abbildung 37, S. B-14 f.



2.1.4 Reinigung und Wartung

Auf Grund der salzhaltigen Waschlésungen®® kann es zu einem Verkrusten der Dispens-
ions- und Aspirationsnadeln an der Luft kommen. Durch die verhinderte Aufnhah-
me/Abgabe der Waschldsung wird zum einen ungebundenes Material nicht aus der Ka-
vitat entfernt und zum anderen kann es zu einem Ubertreten der Waschl6sung in andere
Kavitaten kommen. Ebenso kdnnen Proteinreste aus dem Probenmaterial in den Nadeln
verbleiben. Beides fiihrt zu falschen Testergebnissen.?

Es werden verschiedene vorbeugende MalRnahmen ergriffen:

2.14.1 Soak Prozedur nach definierter Standzeit

Nach 45min® des Nicht-Gebrauchs des Washers wird automatisch der Waschkopf mit
40ml der aktuellen Waschlosung gefillt und das Reservoir mit 93ml gefiillt. In dieses
tauchen die Nadeln ein. So verharrt der Waschkopf bis zum nachsten Gebrauch. Dies
soll ein Verkrusten der Nadeln verhindern (vgl. Abbildung 38, S. B-16).

2.1.4.2 Tagliche Reinigung

Die Washer besitzen eine integrierte Ultraschallbadfunktion. Zundchst werden dafur die
Nadeln mit insgesamt 200ml der aktuellen Waschlésung gespult und anschlieRend das
Reservoir mit 93ml gefullt. Die Nadeln tauchen in das Reservoir ein und das Ultra-
schallbad wird fiir 10min gestartet (vgl. Abbildung 39, S. B-16).”

2.14.3 Wochentliche Reinigung

Far hartnédckige Proteinreste und zur Vermeidung von Ablagerungen wird eine wo-
chentliche Reinigung mit einem speziellen Reinigungsdetergenz durchgefiihrt. Nach
Empfehlung des Herstellers ist diese im monatlichen Rhythmus durchzufiihren.”® Aus
Grinden der moglichen Komplikationen bei einer starken Verunreinigung wird zu-
néchst ein wochentlicher Rhythmus gewéhlt. Zur Wahl des Reinigungsdetergenzes wird
auf die Erfahrung des Fachbereichs 25 des VI Oldenburg mit automatisierten Systemen
zuriickgegriffen. Dort wird seit einiger Zeit mit dem Reinigungsmittel Decon®90 in 3%
Konzentration bei einer 2stiindigen Einwirkzeit erfolgreich gearbeitet”. Dies wird fiir

die Washer der ELISA-Roboteranlage tbernommen. Der Anschluss des Reinigungsde-

2 Vgl. IDEXX Laboratories, PAS Technical Service: ,IDEXX Common Kit Components”, 2010, S. 10
%> vgl. IDEXX GmbH: , ELSIA Technisches Handbuch®, 2011, S. 16-17
26 Vgl. BioTek® Instruments, Inc.: ,,ELx405™ Operators Manual“, 2008, S. 104 — 112
27
Ders., S.130f.
% Ders., S. 111
2 Vgl. : Decon Laboratories Unlimited, Angaben zum Produkt
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tergenzes erfolgt an Kanal 4. Nach der Einwirkzeit wird das Reinigungsdetergenz durch
Spiilen mit 5x400ml a.dem aus dem System entfernt (vgl. auch Abbildung 40 - Abbil-
dung 41, S. B-16 1.).

2.1.5 Gesamtergebnis Washer

Alle erforderlichen Parameter funktionieren bei allen Washern einwandfrei: Es wird
jeweils die richtige Waschlosung fiir alle Assays verwendet. Die Waschprogramme sind
korrekt editiert und die Anzahl der Waschzyklen wird auch eingehalten. Die Hohen und
Geschwindigkeiten beim Befiillen/Absaugen der Nadeln sind optimal eingestellt und die

Maschinenpflege ist geklart.
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2.2 Dispenser

Die Dispenser geben die einzelnen Reagenzien in die Kavitaten. Sie mussen eine kor-
rekte Volumenabgabe ebenso garantieren wie die Verwendung des richtigen Reagenzes.
Nur dadurch kénnen vertrauensvolle und somit valide ELISA - Ergebnisse erzielt wer-
den.*® Daher ist eine Justierung und Kalibrierung gemaR DIN EN 1SO 8655 unabding-
bar. Ebenfalls missen die Nadeln stets géngig sein, damit das richtige Volumen dispen-
siert werden kann. Daher sind Konzepte zur Reinigung und taglichen Kontrolle not-

wendig.

2.2.1 Funktionsweise

Jeder Dispenser besteht aus drei Dispensierkdmmen (= Kdmme) mit jeweils 8 Nadeln.
Jeder Kamm ist durch Silikonschlduche (=Kanale) tiber eine Ventilstation mit einer Re-
agenzflasche verbunden. Auf diese Weise kann ein Dispenser bis zu drei verschiedene
Reagenzien dispensieren. Dabei ist jedem Dispenser eine Sorte Reagenz zugeordnet, die
einzelnen K&mme sind den jeweiligen Assays zugeordnet:

Dispenser 1 : Konjugat Reagenzzulauf

Dispenser 2 : Substrat Hartplastikblock

Dispenser 3 : Stoppldsung Verschlussschraube
. | ‘ (ILILIE
Kanall  : IBRgE || || ——
Kanal 2 : BVD Ag Abbildung 4: Aufbauschema Dispensierkamm.
Kanal 3 : |BRgB Im rechte'n Ab_bildu.ngste'il ist eine Ein'heit bestehend aus drei Kam-
men gezeigt. Hierbei hat jeder Kamm einen separaten Reagenzzulauf.

In der Ausgangsposition stehen alle drei K&mme Uber einer Abfallwanne, in der Gber-
schissiges Reagenz, Reinigungsdetergenz und andere Flissigabfalle abgegeben werden
kénnen. Ein MTP-Carrier positioniert die Kavitaten der MTP bei jedem Dispensier-
vorgang unterhalb der entsprechenden
Nadeln (Steuerung durch AWARE).

Flissigkeit / Reagenz  DUrCh dieses System wird zeitgleich so-

Reagenzzulauf Druckaufbau

wohl ein Vermischen der Reagenzien un-
tereinander als auch eine Kontamination

der Nadeln mit Probenmaterial ausge-
Abbildung 5: Funktionsprinzip Dispenser. ] . .
Uber einen Kompressor wird Druck auf die Fliissigkeit schlossen. Die Dlspenser arbeiten nach

ausgelibt. Diese wird dadurch in den Zulaufschlauch L .
gepresst. dem Prinzip der positiven Druckentspan-

30 Vgl. IDEXX LABORATORIES: Gebrauchsinformation der einzelnen Assays, 2010
3! Deutsches Institut fiir Normung e.V., Normenausschuss FNLa und NaMed, 2002
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nung.* Dies bedeutet, dass tiber einen Kompressor im Reagenzgefa® ein eingestellter
Druck aufgebaut wird, welcher auf die Flissigkeit wirkt. Durch den Druck wird die
Flissigkeit in den ersten Teil des Zulaufschlauches gepumpt. Bei getffnetem Ventil
kann die Flussigkeit Uber den zweiten Teil des Zulaufschlauches aus den Nadeln stro-
men. Hierbei wird das Volumen uiber die Offnungsdauer der Ventile gesteuert.

Der auf die Flissigkeit wirkende Druck p definiert sich tber die ausgeiibte Kraft F und
die Grole der Oberflache A:

F
p=- 1)
Die Oberfliache A berechnet sich tiber den Radius r und der Kreiszahl
A=r?m (2)

Somit steht der aufgebaute Druck im Zusammenhang mit dem Durchmesser D der Rea-
genzflaschen:

D=2-r 3)
Uber einen Sensor wird der Druck in den Schott-Flaschen konstant gehalten. Somit va-
riiert die auf die Flissigkeit ausgelibte Kraft F. Nach Umstellen von (1) ergibt sich fur
die Kraft F:

F=p-A 4
Das Produkt aus Stromungsgeschwindigkeit w und der Querschnittsflache Aq ergibt den

Volumenstrom qy:

qv = w* Aq (5)
Wobei der Volumenstrom gy tber den Quotienten des Volumens V und der Zeit t defi-
niert wird:

\%

Qv =7 (6)
Mit Umstellen von (6) nach V und dem Einsetzen von (5) wird die Abh&ngigkeit des
Volumens von der Ventiléffnungszeit deutlich:

V=qy t=w-Aq-t (7
Durch Ersetzen von Aqdurch g (vgl. (4)) wird auch die Abhangigkeit des VVolumens
von Kraft und Druck gezeigt:
—w-L.
V=w . t (8)

Dies bedeutet, dass bei einer kleineren Oberflache A die ausgelibte Kraft F auf die Flis-
sigkeit abnimmt. Der Radius des Zulaufschlauches andert sich dabei nicht. Folglich

wird bei gleichbleibender Offnungszeit ein geringeres Volumen in den Zulaufschlauch

32 Angabe der Fa. PETERS Technologie
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und somit durch die Nadeln gedriickt. Aus diesem Grund muss bei Schott-Flaschen mit
unterschiedlichen Radien fur jeden Radius eine gesonderte Justierung und Kalibrierung
erfolgen. Zur Erstvalidierung der ELISA-Roboteranlage werden Reagenzflaschen mit

einem Fassungsvolumen von 500ml und einem Durchmesser von 86mm verwendet.

2.2.2 Funktionstauglichkeitspriifung der Nadeln

Es muss sichergestellt werden, dass alle Nadeln der Dispenser stets das gleiche Volu-
men abgeben.* Infolge der Bauweise der Dispensierkamme (vgl. Abbildung 4) besteht
die Gefahr, dass die duReren Nadeln auf Grund der Flussigkeitsverteilung innerhalb
eines Kammes ein zu geringes Volumen abgeben. In einer Vorabprifung soll das abge-
gebene Volumen tber eine photometrische Messung bestimmt werden.

Fir die Vorabpriifung wurde das Produkt ,,Tinte 4001/Tiirkis“ der Firma Pelikan Ver-
triebsgesellschaft mbH & Co. KG in Verdinnung als Farbstofflosung verwendet. Ein
klarer Vorteil in diesem Produkt besteht — im Gegensatz zu den Reagenzien — in den
geringen Materialkosten und der guten Verfugbarkeit. Zudem enthalt die Farbstofflo-
sung keine toxischen, oxidativen oder sonstigen fir das System schéadigende Eigen-

schaften®, die andere Chemikalien mit sich bringen konnten.

2.2.21 Reaktion der Reagenzien und Farblosung mit Silikonschlauchen

Zunéchst wurde der Einfluss der Reagenzien und Farb-
- Silikonschlauch

stofflosung auf die bei der ELISA-Roboteranlage verwen-
- . .. . Reagenz/ Farbstofflosung
deten Silikonschl&uche tberpruft.

Durchfiihrung:
Ein Stick Schlauch wird in einem Becherglas gebogen

Becherglas

Abbildung 6: Versuchsaufbau
und mit dem entsprechenden Reagenz bzw. der Farbstofflg-  Silikonschlauchtest.

sung befllt. Das Becherglas wird fur die Dauer des jeweiligen Versuches mit Alufolie
abgedeckt. Die Reaktionen werden sieben Tage beobachtet. Aus Kostengriinden werden

Reagenzien verwendet, deren Ablaufdatum bereits (iberschritten ist*.

33 Vgl. Thalmann: ,,Qualitatsmanagementhandbuch des Veterindrinstituts Oldenburg”, 2009, Teil 3,
SOP 06-9,S.2

3 Vgl. Sicherheitsdatenblatt Nr. 13003, Ausgabe 4, Pelikan Vertriebsgesellschaft mbH & Co. KG

> Anmerkung: In den Assays ist stets ein leichter Uberschuss an Reagenzien im Verhiltnis zu den MTP
enthalten (s. Tabelle 31, Anhang B, S. B-18), welcher fiir andere Zwecke wie z.B. den o.g. verwendet
werden kann.
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Ergebnis®:

Innerhalb von 7 Tagen weist das Konjugat aller drei Assays leichte Ausflockungen auf.
Nach der Aussage der Fa. IDEXX®" handelt es sich hierbei um Proteinfallungen, die auf
das Alter der Reagenzien zurtickzufiihren sind. Die Substrate aller drei Assays verursa-
chen ein leichtes Vergilben der Schlduche. Diese Reaktion ist irreversibel. Es zeigten
sich keine Folgen fur das Material der Schlduche oder die Ergebnisse der Proben. So-
wohl bei den verschiedenen Stopplésungen als auch bei der Farbstofflosung wurden
innerhalb von 7 Tagen keinerlei Reaktionen beobachtet. Die Flissigkeiten blieben klar,
die Schlauche behielten ihre urspriingliche Farbe und Beschaffenheit. Eine Verwendung

des Produkts ,,Tinte 4001/Tiirkis* kann daher bedenkenlos erfolgen.

2.2.2.2 Verdiinnung der Farbstofflosung

Die Farbstofflosung soll in einer Konzentration verwendet werden, bei der eine geeigne-
te optische Dichte (OD) erreicht wird. Ziel der Verdinnung ist eine mdglichst geringe
zuféllige Messabweichung (= hohe Prézision) innerhalb der OD-Werte. Ebenso soll die

Verdunnung in geeigneten Stufen erreichbar sein.

Ergebnis®:
Die hochste Prézision wird bei der Verdinnungsstufe 1:1000 erreicht. Ein besseres Er-

gebnis ware durch eine hohere Verdiinnung nicht zu erreichen®.

Korrelation Verdinnung - Messabweichung
Verdiinnng

1:340
1:460
1:700

1:1000
! I oD

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5

Abbildung 7: Abhangigkeit der zufilligen Messabweichung von der Verdiinnung.
Mit steigender Verdiinnungsstufe nimmt die Prazision zu.

36 Vgl. dazu auch Anhang B, Tabelle 32, S. B-18
%7 Telefonat mit Kundenservice vom 27.05.2011
38 Versuchsdurchfiihrung s. Anhang A, S. A-6

3 Vgl. dazu Anhang B, Tabelle 33, S. B-19
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2.2.2.3 Funktionstauglichkeitspriifung

Die Dispenserkdmme wurden mit einer garantierten maximalen zufélligen Messabwei-
chung von +2% a.dem von Fa. PETERS Technologie inklusive Kalibrierung bei 21°C
mit a.dem geliefert. Die Einstellungen wurden zur Funktionstauglichkeitsprifung tber-
nommen (vgl. dazu Tabelle 34, Anhang B, S. B-19). Zwischen OD und dispensiertem

Volumen besteht ein linearer Zusammenhang*’:

Korrelation Volumen - Optische Dichte

120

T 110 | v =294,98x - 84,612 .
R2=0,9992
E‘ 100 /
% 90 4
> 80 ‘ T oD
0,550 0,600 0,650 0,700

Abbildung 8: Zusammenhang zwischen Volumen und optischer Dichte
der Farbl6sung.

Die Regressionsgerade von 0,999 zeigt, dass mit dem Volumen der
Wert der optischen Dichte linear zunimmt.

Durchfiihrung:
Die Reagenzflaschen werden mit jeweils 400ml Farbstofflosung der Verdinnung

1:1000 befillt und an den entsprechenden Zulaufschlduchen angeschlossen. Diese wer-
den mit 1ml der Farbstofflosung gespult. AnschlieRend wird eine unbeschichtete MTP
im MTP-Carrier des entsprechenden Dispensers positioniert. Uber die Steuerungssoft-
ware A.WARE werden mit dem zu testenden Kamm in jede Kavitat der MTP 100ul der
Farbstofflosung abgegeben. Anschlielend erfolgt die Messung bei 620nm mit dem Te-
can Sunrise Photometer.

Ergebnisse:*
Alle Nadeln der 9 K&mme geben mit einer Prazision von max. +2% stets das gleiche

Volumen ab:
oD Dispenser 1
0,70 B Kamm 1
B Kamm 2
0,65 I I TI TJ_ T:[ T]: ]: 'r-rl Kamm 3
0,60 M
A B C D E F G H Nadel

Abbildung 9: Dispensierverhalten der Nadeln von Dispenser 1.
Die Abweichungen der optischen Dichte von 1 — 2% (vgl. Anhang B: Tabelle 36, Tabelle 39,Tabelle 42, S. B-
20 ff.) liegen im geforderten Rahmen.

40 Versuchsdurchfiihrung s. Anhang A, S. A-8
“ Messergebnisse und Auswertungstabellen s. Anhang B, Tabelle 35 - Tabelle 61, S. B-19 - B-25
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oD Dispenser 2
0,70 B Kamm 1
B Kamm 2
0,65 Kamm 3
0,60
Nadel
A B C D E F G H

Abbildung 10: Dispensierverhalten der Nadeln von Dispenser 2.
Die Abweichungen der optischen Dichte von 1 — 2% (vgl. Anhang B, Tabelle 45, Tabelle 48, Tabelle 51, S.
B-22 ff.) liegen im geforderten Rahmen.

oD Dispenser 3
0,70

M Kamm 1

M Kamm 2
0,65 Kamm 3
0,60

Nadel
A B C D E F G H

Abbildung 11: Dispensierverhalten der Nadeln von Dispenser 3.
Die Abweichungen der optischen Dichte von 1 — 2% (vgl. Anhang B, Tabelle 54, Tabelle 57, Tabelle 60,
S. B-24 {.) liegen im geforderten Rahmen.

Innerhalb eines Kammes sind minimale Unterschiede ebenso wie zwischen den K&m-
men vorhanden. Diese Differenzen bewegen sich aber innerhalb der angegebenen Gren-
zen und konnen daher als nicht-signifikant betrachtet werden. Auch die duRBeren Nadeln
bewegen sich innerhalb dieser Grenzen und geben stets das korrekte VVolumen ab.

2.2.3 Justierung und Kalibrierung

Grundsitzlich miissen ,,[e]rgebnisrelevante Gerite [...] zuverldssig richtige Ergebnisse
mit der erforderlichen Empfindlichkeit liefern.“*? Dies bedeutet, dass die Dispenser das
geforderte Volumen (Nennvolumen) bei Einhaltung festgelegter Fehlergrenzen abge-
ben mussen. Durch die Anwenderjustierung erfolgt die Einstellung des Nennvolu-
mens. Nach DIN EN ISO 8655, Teil 1, S. 10 ist eine Qualifikationsprifung in Form
einer Kalibrierung nach Justierung und im Weiteren j&hrlich erforderlich. Die in den
Assays enthaltenen Reagenzien haben eine andere Zusammensetzung® und somit ande-
re FlieReigenschaften als a.dem beim Pipettieren / Dispensieren. Beim manuellen Pipet-
tieren werden diese Faktoren durch ein Anpassen der Abgabegeschwindigkeit und der
Ablauf- und Wartezeiten ausgeglichen. Beim Dispenser miissen diese Faktoren bereits

beim Justieren mit berticksichtigt werden. Dazu werden diejenigen Reagenzien verwen-

42 Vgl. Thalmann: , Qualitdtsmanagementhandbuch des Veterinarinstitutes Oldenburg”, 2009, Teil 3,
SOP 06-9, S. 2
3 Vgl. IDEXX Laboratories, PAS Technical Service: ,,IDEXX Common Kit Components”, 2010
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det, die der jeweilige Kamm dispensieren soll. Entsprechend muss auch die Kalibrie-

rung unter Verwendung des entsprechenden Reagenzes stattfinden.

2.231 Justierung
Jeder Kamm wird separat anhand von Eichkurven justiert. Die Eichkurven liefern die
Grundlage fir die Justierung und Kalibrierung der Nadeln. Die Geradengleichungen der
Regressionsgeraden liefern die Werte fir die individuelle Einstellung jedes Dispensier-
kammes:

y=m-x+n 9)
Im Klient Dispenser kdnnen fir jeden Kamm jeweils die Werte fiir m und n eingetragen
werden. Von der Steuerungssoftware AWARE werden daraus die Ventiloffnungszeiten
berechnet.
Durchfiihrung:
Im Klient des jeweiligen Dispensers werden der auf die Flissigkeit wirkende Druck und
die Ventiloffnungszeit eingestellt. Fir die Dispenser 1 und 2 wird ein Druck von 0,5 bar
eingestellt (Empfehlung der Fa. PETERS Technologie) und die Ventil6ffnungszeiten
100ms, 225ms und 350ms jeweils dreimal getestet. Etwa in der Mitte dieses Messberei-
ches wird das Volumen von 100ul erwartet. Die Werte fir Dispenser 3 sind abwei-
chend. Der Druck wird auf 0,1bar eingestellt und Ventilo6ffnungszeiten von 250ms,
350ms und 450ms getestet. Grund fir diese Entscheidung liegt im Funktionsprinzip der
Assays: Dispenser 3 gibt die Stoppldsung auf das bereits in den Kavitaten befindliche
Substrat. Um eine Schaumbildung* durch Zugabe der Stopplésung zu vermeiden, muss
diese moglichst langsam in die Kavitaten abgegeben werden.
Fir jeden Kamm werden drei MTP beflllt. Deren Gewicht wird auf einer Analysen-
waage bestimmt. Im Diagramm werden die Mittelwerte der Masse gegen die jeweiligen
Ventilé6ffnungszeiten aufgetragen (s. dazu Eichkurven in Anhang B, Abbildung 42 -
Abbildung 50, S. B-26 ff.) und die Regressionsgeraden bestimmt*.

** Schaum in den Kavititen fiihrt zu ungenauen photometrischen Ergebnissen durch unberechenbare
Brechungen des Lichts.
3 Ergebnis der Einstellungen vgl. Anhang B, Tabelle 66, S. B-29
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Ergebnis:

Aus den Regressionsgeraden ergeben sich fiir jeden Kamm individuelle Werte und Ven-

tiloffnungszeiten fir m und n fir ein Volumen von 100pl.

Tabelle 2: Ubersicht der Einstellungen der Dispensierkimme.
Die Einstellungen beziehen sich auf die Beladung mit Reagenz. Der angegebene Druck ist der in den Schottfla-

schen erzeugte Luftdruck, der auf die Reagenzien ausgeiibt wird.

Druck [bar] | 100pl
Dispenser 1 0,5 m t [ms]
Kamm 1 0,7542 -3,7871 138
Kamm 2 0,7568 -6,5715 141
Kamm 3 0,7655 -6,8765 140
Dispenser 2 0,5
Kamm 1 0,7108 -7,9342 152
Kamm 2 0,7904 -6,0658 134
Kamm 3 0,7479 -6,7448 143
Dispenser 3 0,1
Kamm 1 0,2870 -5,2654 367
Kamm 2 0,2784 -9,1910 392
Kamm 3 0,2667 -8,2004 406
2.2.3.2 Kalibrierung
Durchfiihrung:

Es kénnen nur die Kdémme individuell eingestellt werden, die Nadeln
nicht. Die Kalibrierung erfolgt daher durch die Ermittlung des Ge-
samtvolumens einer vollstandig dispensierten MTP. Wie bei 2.2.3.1
werden die entsprechenden Reagenzien an die jeweiligen Kd&mme an-
geschlossen und die Zulaufschlduche befillt. Nach Einstellung der in
der Justierung ermittelten Werte flir m und n werden in
jede Kavitat 100ul dispensiert. VVor jedem Dispensieren
einer MTP wird ein Volumen von 1ml als AusstoRvo-
lumen®® in der Abfallwanne abgegeben. Dies stellt ein

vollstandiges Befillen der Nadeln mit Fliissigkeit trotz

—
-

Abbildung 12: Zustand der Nadeln.
A Die Nadel ist vollstandig mit Fliis-
sigkeit gefiillt. B Nach einiger Zeit
ohne Abgabe von Fliissigkeit finden
an der Spitze der Nadel Verduns-
tungsprozesse statt. Dadurch verrin-
gert sich das abgegebene Volumen
bei gleicher Ventil6ffnungszeit.

der Verdunstungsprozesse sicher. Fiir jedes Reagenz werden jeweils 10 MTP mit dem

jeweiligen Kamm dispensiert und das Gewicht mittels Analysenwaage bestimmt.

a6 Vgl. Deutsches Institut fir Normung e.V.: ,DIN EN ISO 8655-6“, 2002, S. 12
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Ergebnis:

Das dispensierte Volumen berechnet sich aus der Dichte des eingesetzten Reagenzes

und der Einwaage (vgl. Formel (13)). Da pro Kavitat 100pul dispensiert werden, ergibt

sich ein erwartetes Gesamtvolumen bei einer Testplatte mit 96 Kavitaten von 0,1mI*96

=9,6ml.

Tabelle 3: Ergebnistabelle Volumenkontrolle Dispenser.

Dispenser 1

Dispenser 2

Dispenser 3

Kamm 1 2

1

2

1

2

Mittelwert [g] | 9,736 | 9,794 | 9,741

9,998

9,777

9,748

9,724

9,749

9,832

Volumen [ml] | 9,573 | 9,640| 9,625

9,614

9,595

9,613

9,621

9,586

9,565

Volumen pro
Kavitat [uL] 100 100

100

100

100

100

100

100

100

2.2.3.3 Diskussion

In Teil 5 der ,,DIN EN ISO 8655“*" sind die Fehlergrenzen der zufalligen und systema-
tischen Messabweichung festgelegt:

Tabelle 4: Fehlergrenzen nach 1SO 8655 fiir Einzeldispensionen.

zuféllige Messabweichung (+/-)[ul] 1,5
Variationskoeffizient (+/-) 0,3%
systematische Messabweichung (+/-)[ul] 0,3
systematische Messabweichung (+/-) 1,5%

Die zufallige Messabweichung s und der Variationskoeffizient CV werden nach den

Formeln 14 und 15 im Anhang A, S. A-7 berechnet. Die systematische Messabwei-

chung es berechnet sich aus der Differenz zwischen dem Mittelwert der Einzelmessun-

gen ¥ und dem Priifvolumen Vs:

€s

Die Angabe in Prozent erfolgt nach:

e = 100 - =Y

* Deutsches Institut fiir Normung e.V., 2002

— Vv,

Vs

(10)

(11)
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Tabelle 5: Diskussion der Volumenkontrolle.
Die Werte liegen fiir jeden Kamm innerhalb der geforderten Grenzen.

zufdllige Mess- | Variations- |systematische systematische
abweichung [ul] | koeffizient | Messabweichung | Mess-
(+/-) s cv [l (+/-) abweichung
Dispenser 1
Kamm 1 0,02 0,2% -0,027 -0,3%
Kamm 2 0,03 0,3% 0,04 0,4%
Kamm 3 0,02 0,2% 0,025 0,3%
Dispenser 2
Kamm 1 0,03 0,3% 0,014 0,1%
Kamm 2 0,02 0,2% -0,005 -0,1%
Kamm 3 0,01 0,1% 0,013 0,1%
Dispenser 3
Kamm 1 0,03 0,3% 0,018 0,2%
Kamm 2 0,03 0,3% -0,014 -0,1%
Kamm 3 0,03 0,3% -0,035 -0,4%

Das gravimetrische Prifverfahren verursacht einige Umstande (Beschaffung Analysen-
waage aus anderem Fachbereich, Kalibrierung dieser nach Aufstellen mit Messnorma-
len). Daher bleibt zu prifen, ob eine Vereinfachung der Qualifikationspriifung durch ein
alternatives Priifverfahren realisierbar ist. In DIN EN ISO 8655, Teil 5, S. 4*® wird auf
eine photometrische Prifung in Teil 7 derselben Norm hingewiesen. Dieser Teil der

Norm waére noch zu erwerben.

2.2.4 Kontrolle der Dispension

Auf Grund der hdufigen Nutzung und der starken Ergebnisrelevanz der Dispenser emp-
fiehlt sich analog zu den Washern eine tagliche Kontrolle der Funktionstauglichkeit der
Nadeln durchzufiihren.*

Um dies zu ermdglichen werden laborinterne Rezepte erstellt. Diese beinhalten den
Transport zum jeweiligen Dispenser, die Abgabe von 100ul durch Kamm 1 in die Rei-
hen 1 — 4, Kamm 2 in die Reihen 4 — 8, Kamm 3 in die Reihen 9 — 12 sowie der ab-
schlieBende Transport zum Ausgangslift®™®. Die Kontrolle von jeweils vier Reihen je
Kamm gewahrleistet hinreichend die Beurteilung der GleichméaRigkeit des Kammes.
Ferner kénnen dadurch etwaige Verunreinigungen erkannt und entsprechende Mal3nah-

men ergriffen werden (s. 2.2.7).

8 Vgl. Deutsches Institut fir Normung e.V., Normenausschuss FNLa und NaMed, 2002

49 Vgl. Thalmann, ,Qualitdtsmanagementhandbuch des Veterinarinstitutes Oldenburg”, 2009, Teil 3,
SOP 06-9,S.3+9

>0 Vgl. Screenshot Rezept QC_Dispenser_1im Anhang B, Abbildung 51, S. B-30
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2.2.5 Initialvolumen

Wegen der Zusammensetzung der Reagenzien besteht die Gefahr einer Verkrustung der

Nadeln. Dies kann wiederum in einer falschen Volumenverteilung resultieren. Zur

Vermeidung sollen geringe Mengen Reagenz (Autodispensiervolumen) in einem defi-

nierten Zeitintervall in die Abfallwanne abgegeben werden. Desweiteren wurde die Bil-

dung von Luftblasen in den zufuhrenden Schlauchen bei langerer Standzeit mit a.dem

beobachtet. Dieses Problem soll ebenfalls behoben werden.

Durchfiihrung:

Zur Bestimmung von Zeitintervall und Volumen wird ein Annéherungsverfahren ver-

wendet:

A Zeitintervall
Zur Bestimmung des maximalen Zeitintervalls wird zunéchst als Autodispensiervo-
lumen die maximale Menge von 100ul veranschlagt. Es wird beobachtet, bei wel-
chem Zeitintervall erste Dispensierungenauigkeiten entstehen. Dabei wird mit einem
Zeitintervall von 5min begonnen, welches kontinuierlich in 5min — Schritten erhoht
wird.

B Volumen
Bei dem optimalen Zeitintervall wird das Volumen herabgesetzt. Es wird bei 50ul
begonnen. Das Intervall wird bis 20ul in 10ul-Schritten heruntergesetzt, anschlie-
Rend findet eine Reduzierung in 5ul Schritten statt.

Ergebnis®;

A Zeitintervall
Bis zu einem Zeitintervall von 10min entstehen bei allen K&mmen keine Dispensier-
ungenauigkeiten. Erst ab einem AusstoRintervall von 15min kommt es zu vereinzel-
ten ungenauen Volumenabgaben, die in dem Verdunstungsprozess (vgl. 2.2.3.2) be-
griindet liegen.

B Volumen
Das minimale AusstoBR-Volumen im optimalen Zeitintervall betragt bei allen Kam-
men 15pl.

>t Vgl. dazu auch Anhang B, Tabelle 70 und Tabelle 71, S. B-31
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2.2.6 Zuordnung der Reagenzien

Wie in 2.2.1 beschrieben, kann jeder Dispenser jeweils drei verschiedene Reagenzien
dispensieren. Jeder Dispenser wird dabei einem Testschritt zugeordnet. Dispenser 1
dispensiert Konjugat, Dispenser 2 Substrat und Dispenser 3 Stopplésung. Jedes Rea-
genz wurde flr jeden Assay spezifisch entwickelt, so dass kein Austausch der Reagen-
zien zwischen den Assays moglich ist. Daher ist es unerlasslich, dass jedem Assay die
richtigen Reagenzien zugeordnet werden.*® Die Zuordnung der Reagenzien steht dabei
in Abhéngigkeit von der Fihrung der Zulaufschlauche und der Programmierung des
Rezepts Preparation_05.

Durchfiihrung:

Jedem Assay wird eine Farbstofflosung zugeordnet, zusatzlich werden die MTP mit

einem wasserfesten Farbstrich an der Seite markiert:

BVD Ag : Tinte 4001/Turkis schwarzer Farbstrich
IBRgB :a.dem roter Farbstrich
IBRgE . Tinte 4001/griin®® griiner Farbstrich

Analog zu der VVorgehensweise zur Zuordnung der Waschlésungen unter 2.1.2 werden
die Assays zunachst einzeln getestet. Hierbei werden ebenfalls die original Assay-
Editionen mit reduzierten Inkubationszeiten verwendet. Je Assay werden 10 MTP getes-
tet. Im Klient ,Roboter* werden die MTP beobachtet, der Barcode, Dispenser und die
Farbstofflosung notiert. Anschlieend werden die Assays parallel mit jeweils 5 MTP
getestet.

Ergebnis:

Es werden sowohl im Single Assay Testlauf stets die korrekten Reagenzien verwendet>

als auch im Multi Assay Testlauf®. Daher ergibt sich eine einwandfreie Programmie-

rung und eine korrekte Schlauchfiihrung.

> Vgl. IDEXX LABORATORIES: Gebrauchsinformation der jeweiligen Assays, 2010

>3 Ebenso wie Tinte 4001/Turkis ein Produkt der Fa. Pelikan Vertriebsgesellschaft mbH & Co. KG
>*Vgl. Anhang B, Tabelle 72 — Tabelle 74, S. B-32

>>Vgl. Anhang B, Tabelle 75, S. B-33
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2.2.7 Reinigung

Innerhalb der Reagenzien eines Assays konnen chargenspezifische Unterschiede auftre-
ten. Daher sollen stets nur die Reagenzien und Testplatten der gleichen Charge verwen-
det werden®®. Hierfr ist es notig, dass das Schlauchsystem der Dispenser vollstandig
von den Reagenzien der vorherigen Charge gereinigt wird. Ebenfalls soll eine grundli-
che Reinigung des Schlauchsystems wenigstens wochentlich erfolgen. Bei langeren
Absténden des Gebrauchs soll in der taglichen Routine der betreffende Kanal mit a.dem
gesplilt und das Reagenz bei 4°C*’ gelagert werden.

Vorgehensweise:

Zunachst werden die Schlauche mit 3x2mI®®

a.dem gespult. Im zweiten Schritt werden
die Schlauche und Nadeln mit einer 2%igen Losung von Decon®90 gefiillt (Einwirkzeit
2h). In einem abschlieBenden Schritt wird das Reinigungsdetergenz vollstandig durch

Spulen mit 10x2ml aus Schlauchen und Nadeln entfernt.

2.2.8 Gesamtergebnis Dispenser

Die Funktionstauglichkeit der Nadeln ist flr jedes Reagens eines jeden Assays gegeben.
Ebenso wurde die Justierung der Nadeln fur jeden Assay erfolgreich durchgefihrt und
positiv durch Kalibrierung bestatigt. Es wurde ein geeignetes Initialvolumen ermittelt
und die Reagenzien werden korrekt den einzelnen Assays und Testschritten zugeordnet.

Tabelle 6: Gesamtergebnistabelle Dispenser.
Alle Anforderungen der Validierung an die Dispenser wurden erfiillt.

BVD Ag IBRgB IBRgE

Nadel - Funktionstauglichkeit OK OK OK

Justierung Nadeln OK OK OK

Kalibrierung Nadeln OK OK OK

Initialvolumen OK OK OK
Zuordnung Reagenzien

solo OK OK OK

mix OK OK OK

%6 Vgl. IDEXX GmbH: ,ELSIA Technisches Handbuch”, 2011, S. 3
> Vgl. IDEXX LABORATORIES: Gebrauchsinformation der einzelnen Assays, 2010
*® Das Spulvolumen von 2ml ist durch das Fassungsvolumen der Abfallwanne bedingt.
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2.3 Photometer

Nach Abschluss der einzelnen Inkubationszeiten werden die Testplatten im Photome-
ter ,,PowerWave 340 Mikroplatten-Spektralphotometer* (nachfolgend: Photometer) der
Firma BioTek® bei den Assay-entsprechenden Wellenlangen gemessen und somit das
Ergebnis der jeweiligen MTP festgestellt. Ein einwandfreier Betrieb des Gerates ist da-
her fir vertrauensvolle Ergebnisse unabdingbar. Ebenso essentiell ist die korrekte Editi-
on der einzelnen Messprogramme in der Software. Diese enthalten das Plattenlayout
(Position von Kontrollen und Proben), die Validierungsbedingungen sowie die Formeln

der Berechnung der Testergebnisse.

2.3.1 Kalibrierung

Das im System befindliche Photometer befindet sich zu Beginn der Validierung im Lie-
ferzustand. Nach DIN EN ISO / IEC 17025 durfen neue Gerdéte erst in Betrieb genom-
men werden, wenn sie erfolgreich gepriift worden sind*. In SOP 06-9 (Standard Opera-
tion Procedure) des QMH des VI OL ist weiterhin geregelt, dass vor Inbetriebnahme
neuer Gerate eine Kalibrierung durchzufiihren ist.®® Ebenfalls garantiert die regelmaRige
Kalibrierung neben einem taglichen automatischen Systemtest® den einwandfreien Be-
trieb des Gerétes.

Durchfiihrung:

Die Kalibrierung wird mit einer Absorbance Test Plate (=Kalibriertestplatte) der Fa.
BioTek® nach Gebrauchsanweisung durchgefiihrt. Die getesteten Wellenlangen richten
sich nach den in Betrieb verwendeten Wellenldngen: 450nm und 650nm.

Ergebnis:

Die Kalibrierung wurde erfolgreich durchgefiihrt. Das Ergebnisprotokoll ist im VI Ol-
denburg in der Gerdtedokumentationskarte des Photometers einzusehen.

>? vgl. DIN, NQSZ: ,DIN EN ISO/IEC 17025*, Abschnitt 4.6.2, S. 22

00 Vgl. Thalmann: ,,Qualitatsmanagementhandbuch des Veterindrinstitutes Oldenburg”, 2009, Teil 3,
SOP 06-9,S.2f. +S.11

o1 Vgl. BioTek® Instruments, Inc.: ,PowerWave " Microplate Spectrophotometer, Operator’s Manual”,
2009, S. 41 und vgl. Thalmann: ,Qualitditsmanagementhandbuch des Veterinérinstituts Oldenburg”,
2009, Teil 3, SOP 06-9, S. 11

25



2.3.2 Kontrolle Plattenlayout

Es werden die Einstellungen fir die jeweiligen Messprogramme der einzelnen Assays
entsprechend der Gebrauchsanweisung der einzelnen Assays in der Software ,,Gen 5°
der Fa. BioTek® editiert. Das Plattenlayout spiegelt die Position der Kontrollen, inter-
nen Standards und Proben wider. Grundséatzlich werden die Positionen Al und B1 mit
negativen Kontrollen, C1 und D1 mit positiven Kontrollen belegt. Die restlichen Kavi-
taten werden fir Proben und interne Standards verwendet. Diese Positionen kdnnen
variabel sein.

Im Messbereich wird die Wellenldnge der Probenmessung des jeweiligen Assays fest-
gelegt. In manchen Assays ist optional ein Referenzbereich auswahlbar. Dieser ent-
spricht einer Leerwertmessung. D.h. dass bei einer Wellenlange aul3erhalb des reguldren
Ergebnisbereiches gemessen wird. Dadurch erhélt man die optische Dichte der MTP
ohne Probenmaterial. Dieses Ergebnis kann dann von dem Ergebnis der Probenmessung
abgezogen werden. Die CutOFF-Werte legen die Werte fest, bei denen eine Probe als
positiv, fraglich oder negativ gewertet wird. In den Berechnungsgrundlagen wird festge-
legt, wie der Wert der optischen Dichte zu verrechnen ist. Auf das Ergebnis der Berech-
nung beziehen sich sowohl die Beurteilung der Proben (CutOFF) als auch die Validie-
rung der MTP: Die Validierungsgrundlagen legen die Rahmenbedingungen fir die Gil-
tigkeit der Ergebnisse einer MTP fest. Nur die Ergebnisse einer gultigen MTP sind ver-
trauensvoll (d.h. korrekt) und kénnen als Grundlage weiterer Entscheidungen bezlglich

der Bewertung der Probe dienen.

Tabelle 7: Validierungs- und Berechnungsgrundlagen62

Pos.=positiv; neg.=negativ; P=S= Probe, N=Mittelwert negativer Kontrollen, PCx=Mittelwert der posi-
tiven Kontrollen nach Abzug des Leerwerts (Ergebnis bei 650nm), NCx=Mittelwert der negativen Kon-
trollen nach Abzug des Leerwerts (Ergebnis bei 650nm) .

Validierungsgrundla-

Berechnungsgrundlagen gen 95

IBRGB 1. Pcorraso = P450'P659VC ) 1o 1. NCx=0,5
- T X
9 2. %Hemmung = "==ermss A0 ) Hemmung PCX>80%
P Probe

|BRgE N = m PCx-NCx>0,3

1. Scorraso=Sas0-Ses0 1. PCx-NCx20,150
BVDAG |5 TN = Segrrazo — NCx 2. NCx<0,250

62 Vgl. IDEXX LABORATORIES, Gebrauchsinformation der einzelnen Assays, 2010
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Tabelle 8: Geforderte Einstellungen fiir die photometrische Messung der Assays63

Messbereich | Referenzbereich | CutOFF
[nm] [nm]
IBRgB 450 650 1. Probe<45% = neg.
2. 45%<Probe<55% =
fraglich
3. Probe>55% = pos.
IBRgE 650 - 1. P/N<0,6 = pos.
2. 0,6<P/N<0,7 = fraglich
3. PIN>0,7 = neg.
BVD Ag 450 650 1. 5-N<0,3 = neg.
2. 5-N>0,3 = pos.

Durchfiihrung:
Die korrekte Edition der einzelnen Messprogramme wird zum einen uber Screenshots

(s. Anhang B, Abbildung 52 - Abbildung 70, S. B-33 ff.) Gberpruft. Zum anderen er-
folgt eine weitere Kontrolle durch einen Vergleich der Ergebnisse einer manuellen
Nachberechnung der Kavititen mit den Ergebnissen des Photometers®. Dabei findet
sowohl die Kontrolle der Validierungsgrundlagen als auch der Befundung statt.
Ergebnis:

Die manuelle Nachberechnung liefert fir alle Assays exakt die gleichen Ergebnisse wie

die Berechnung durch die Software. Auch die Bewertung der Proben ist identisch.

2.3.3 Zuordnung Messprogramm - Test

Die Messprogramme werden in der Software ,,Gen5*“ der Fa. BioTek® hinterlegt. Die
Steuerungssoftware ,,A.WARE* der Fa. PETERS Technologie ruft diese Programme
auf und ordnet sie den einzelnen Assays uber den Zahlencode des Barcodes zu.

Es muss sichergestellt werden, dass von der Steuerungssoftware die korrekten
Messprogramme zu den jeweiligen Assays geladen werden.®

Durchfiihrung:

Es werden 5 MTP je Assay getestet und dabei das geladene Messprogramm Uber den
erzeugten Ausdruck, die erstellte Messwertdatei als auch Gber die Log-Files kontrolliert.
Ebenfalls wird die Konvertierung der Messwerte in eine .asc-Datei und deren Ubertra-
gung an das betriebseigene LIMS Uberprift. Dazu werden die original Assay-Editionen

mit reduzierten Inkubationszeiten verwendet.

63 Vgl. IDEXX LABORATORIES, Gebrauchsinformation der einzelnen Assays, 2010

o4 Vgl. Anhang B, Tabelle 77, Tabelle 78, S. B-43 {.; Tabelle 81, Tabelle 82, S. B-48 f.; Tabelle 85,

Tabelle 86, S. B-53f.

6 Vgl. Thalmann, ,Qualitatsmanagementhandbuch des Veterinérinstitutes Oldenburg®, Teil 3, SOP 11-7,
S.2
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Ergebnis:
Bei jedem getesteten Assay stimmen die 0.g. Positionen mit denen im Assay tiberein®.

2.3.4 Kontrolle der Messergebnisse

Um die Moglichkeit einer fehlerhaften photometrischen Messung auszuschlieRen, wird
eine Vergleichsmessung mit dem bereits etablierten Tecan Sunrise Photometer durchge-
fuhrt und die Werte der optischen Dichten miteinander verglichen®’. Dabei erfolgt eben-
falls eine Kontrolle der Befundung.

Ergebnis:

Die Ergebnisse stimmen bei allen Assays mit minimalen Abweichungen bei den Werten
der optischen Dichte (berein. Die Befundungsergebnisse des PowerWave 340 Mikro-
platten-Spektralphotometer decken sich ebenfalls mit denen des Tecan Sunrise Photo-
meters.

Diskussion:

Fur BVD Ag liegen die Werte fir Corr450 bei der Messung mit dem Power Wave 340
im Mittel um 0,004 + 0,03 hoher als bei der Messung mit dem Tecan Sunrise.

Fir IBRgB liegen die Werte Corrd50 bei der Messung mit dem Power Wave 340 im
Mittel um 0,009 + 0,01 niedriger als bei der Messung mit dem Tecan Sunrise.

Bei IBRQE liegen die Werte bei der Messung mit dem Power Wave 340 im Mittel um
0,024 + 0,02 niedriger als bei der Messung mit dem Tecan Sunrise.

Bei beiden Photometern ist die OD Genauigkeit mit + 0,01 OD und die OD Wiederhol-
genauigkeit mit + 0,005 OD angegeben.®® Dies bedeutet, dass die Differenz der Mess-
werte einer Probe bis zu (0,02 + 0,01) OD betragen kann. Bei jedem Assay befinden
sich die Differenz-OD innerhalb dieser Werte und sind somit als Messungenauigkeit der
Photometer zu werten. Die Befundung der Proben ist von diesen Differenzen wie in den

0.g. Tabellen ersichtlich nicht berihrt.

06 Vgl. hierzu auch Anhang B, Tabelle 88, S. B-58

67 Vgl. Anhang B, Tabelle 76, S. B-43 und Tabelle 79, S. B-46; Tabelle 80, S. B-48 und Tabelle 83, S. B-51;
Tabelle 84, S. B-53 und Tabelle 87, S. B-56

68 Vgl. BioTek® Instruments, Inc.: www.biotek.de, 2011 und Tecan Trading AG: www.tecan.com, 2011

28


http://www.biotek.de/
http://www.tecan.com/

2.3.5 Gesamtergebnis Photometer

Die Funktionstauglichkeit des Photometers ist durch die erfolgreiche Kalibrierung si-

chergestellt. Ebenfalls werden sémtliche Validierungsparameter zur vollsten Zufrieden-

heit erfullt.
Tabelle 9: Ubersicht der Ergebnisse der Validierung des Photometers.
BVDAg | IBRgB | IBRgE
Plattenlayout
Plattenbelegung OK OK OK
Validierungsgrundlagen OK OK OK
Berechnungsgrundlagen OK OK OK
CutOFF - Werte OK OK OK
Befundung OK OK OK
Datenibertragung OK OK OK
Zuordnung
Ausdruck OK OK OK
Messwertdatei OK OK OK
Log-Files OK OK OK
Kontrolle Dateniibertragung OK OK OK
Messergebnisse OK OK OK
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2.4 Testlaufe
Als abschlieRendes Verfahren werden diverse Testlaufe mit defnierten Seren durchge-
fihrt. Ziel ist der Nachweis der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse. Dabei wird auch

gepruft, ob ein verschleppungsfreies Dispensieren gewahrleistet ist.

2.4.1 Parallele Abarbeitung definierter Proben manuell - ELISA-
Roboteranlage
Von der Fa. IDEXX GmbH werden die Assays IBRgE und BVD Ag zum Austesten
kostenlos zur Verfligung gestellt. Sie enthalten alle notwendigen Reagenzien und MTP
zur Versuchsdurchfiihrung. Allerdings ist das Mindesthaltbarkeitsdatum dieser Assays
bereits Uberschritten. Zur Prifung der 0.g. Kriterien sind sie noch verwendbar.
Durchfiihrung:
Fur die Testlaufe werden jeweils negativ getestete Proben in einem Pool zusammenge-
fasst. Positiv getestete Proben bilden einen zweiten Pool. Fur die fraglichen Proben
existiert nur sehr wenig Probenmaterial, so dass der interne Standard® (1S) fiir diesen
Messbereich verwendet wird.
Es werden zwei verschiedene Ansatzschemata je Assay getestet. Im ersten Schema”
wird die Reproduzierbarkeit innerhalb einer Nadel (horizontale Reproduzierbarkeit) als
auch zwischen den Nadeln (vertikale Reproduzierbarkeit = Intra-Platten Variation) ge-
testet. Hierfir ist eine MTP ausreichend.
Im zweiten Ansatzschema’ soll die Reaktion einer Probe an verschiedenen Positionen
einer MTP getestet werden. Desweiteren soll gepriift werden, ob das Ergebnis der Probe
uber mehrere MTP gleich bleibt (Reproduzierbarkeit im Mehrfachansatz = Bestimmung
der Inter-Platten Variation).
Beide Ansatzschemata werden je Assay in ausreichender Menge in einer
Deepwellplatte vorbereitet. VVon dieser werden mittels einer Mehrkanalpipette die Se-
ren auf die entsprechenden MTP Ubertragen. Dieses Verfahren stellt sicher, dass sich an

identischen Positionen die gleichen Seren befinden.

® Der interne Standard wurde aus stark positivem Probenmaterial derart verdiinnt, dass er im fraglichen
Bereich reagiert.
’%s. Tabelle 89, S. B-59

t's. Tabelle 90, S. B-59
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2411 IBRgE72

Die horizontale und vertikale Reproduzierbarkeit ist bei diesem Assay flr das gegebene
Alter der MTP und Reagenzien sehr gut. Die zuféllige Messabweichung liegt immer
unter £ 0,01 OD. Dies ist mehr als ausreichend fiir diesen Assay: Der IBRgE dient der
Erkennung von an BHV-1 erkrankten Tieren. Der Assay ist daher sehr sensitiv konzi-
piert, d.h. dass alle positiven Tiere auch als solches erkannt werden. Daher reagiert auch
der IS als schwach positiv anstatt fraglich.

horizontale Reproduzierbarkeit
miIS1:40
g 1,0 T
3 M negativ
(]
§ 0’5 i POO.|'
2 positiv
Qo
° Pool
0,0 -
A B CDEF G H Nadel

Abbildung 13: Horizontale Reproduzierbarkeit bei IBRgE.
Die Fehlerindikatoren sind bei allen Proben innerhalb einer Nadel klein, entsprechend ist die Reproduzierbarkeit
hoch.

vertikale Reproduzierbarkeit
1,5 mIS1:40
£ 10 - W negativ
3 Pool
£ 05 - positiv
2 ’ Pool
Qo
o
0,0 -
Spalte
1 2 3 4

Abbildung 14: vertikale Reproduzierbarkeit bei IBRGE.
Die Fehlerindikatoren zwischen den Nadeln sind sehr klein, entsprechend ist die Reproduzierbarkeit sehr hoch.

Die Reproduzierbarkeit im Mehrfachansatz ist unter den gegebenen Umstéanden eben-
falls sehr gut. Sowohl der schwach und der stark positive Pool als auch der negative
Pool wurden stets als solches erkannt. Der IS ist bei den meisten MTP ebenfalls als
fraglich bzw. schwach positiv erkannt worden. Ausnahme bildet hier die MTP 142758.
Bei dieser MTP liegen die reinen OD-Werte fur die negativen Kontrollen um knapp 0,2
OD hoher als bei den anderen MTP. Dadurch erhoht sich der P/N — Wert der positiven
Kontrollen und der restlichen Proben. Eine mdgliche Erklarung liefert das Alter der
MTP und der Reagenzien.

"2 Die vollstdndigen Datensétze finden sich in Anhang B, Tabelle 95 - Tabelle 99, S. B-61 ff.
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Tabelle 10: Diskussion Reproduzierbarkeit im Mehrfachansatz bei IBRgE.

Die zufdllige Messabweichung iiber alle MTP bezieht sich auf die Bearbeitung durch die ELISA-Anlage. Die Werte
der manuellen Bearbeitung wurden nicht mit einbezogen. Sie betragt weniger als + 0,1 OD. Zwischen den MTP
werden meist identische Ergebnisse mit sehr geringer Messabweichung erzielt.

zufallige
Messab-
manuell weichung
Mittelwerte 142756 | 142757 | 142758 | 142759 | 142760 | Mittelwert alle MTP
IS1:40| 0,612 0,580| 0,701| 0,549 0,575 0,610 0,07
schwach
positiv| 0,301| 0,280| 0,350| 0,269 0,294 0,300 0,04
0,090 0,084| 0,109| 0,081 0,113 0,091 0,01
negativ| 1,169| 1,121| 1,441| 1,109 1,255 1,210 0,16
zuféllige
Messab- manuell
weichung 142756 | 142757 | 142758 | 142759 | 142760
IS1:40| 0,017 0,031| 0,048| 0,029 0,021
schwach
positiv| 0,014| 0,015 0,029| 0,016 0,009
0,005| 0,005| 0,010| 0,008 0,020
negativ| 0,077| 0,069| 0,094| 0,056 0,056

Die MTP 142760 wurde parallel zu den anderen MTP manuell bearbeitet. Es zeigt sich,
dass sich die Messergebnisse und somit auch die Beurteilung der Proben der ELISA-
Roboteranlage mit denen der manuellen Bearbeitung decken. Die Streuung der Mittel-
werte eines Pools in der zweiten Dezimalstelle sowohl innerhalb einer MTP als auch
uber mehrere MTP ist akzeptabel, da die Beurteilung der Proben in dieser GrélRenord-

nung nicht beeintrachtigt wird.

2.4.1.2 BVD Ag
Die Testlaufe von diesem Assay sind nicht auswertbar, da die OD-Werte der Kontrollen

aullerhalb der jeweiligen Grenzwerte liegen (vgl. Tabelle 7, S. 26):

Tabelle 11: Ergebnistabelle der Kontrollen fiir den Testlauf BVD Ag.

CNEG_KO = negative Kontrolle, CPOS_KO = positive Kontrolle.

MTP 702829 entspricht dem Ansatzschema fiir die horizontale und vertikale Reproduzierbarkeit, alle anderen
entsprechen dem Ansatzschema fiir die Reproduzierbarkeit im Mehrfachansatz. MTP 702834 wurde manuell
abgearbeitet und dient als Referenz.”

| 702829 | 702835 | 702836 | 702837 | 702838 | 702834
Al:CNEG_KO | -0,172| 0,117] 0,155| 0,888| 0,357| 0,060
B1: CNEG_KO | -0,127| 0,173| 0,059| 0,084| 0,069| 0,059
C1: CPOS KO | -0,360| -0,008| 0,818 0,823| 0,881| 0,782
D1: CPOS_KO | -0,325| 0,033| 0,818 0,660| 0,887 0,774

Bei MTP 702829 und 702835 liegen die OD-Werte der positiven Kontrollen im negati-
ven Bereich, wéhrend bei den MTP 702837 und 702838 die einzelnen OD-Werte der

7 Die vollstdndigen Datensatze finden sich in Anhang B, Tabelle 100, S. B-62
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negativen Kontrollen an Position Al jeweils im positiven Bereich liegen. Die Validie-
rungsgrundlagen sind somit bei diesen vier MTP nicht erfillt und die Ergebnisse damit
nicht verwertbar. Bei MTP 702835 und 702836 sind die OD-Werte der negativen Kon-
trolle an Position Al zwar noch im negativen Bereich, aber im Vergleich zum Refe-
renzansatz (702834) unakzeptabel stark erhoht. Beim Referenzansatz sind die OD-
Werte aller Kontrollen innerhalb der vorgegebenen Grenzen. Die Kontrollen der MTP
702834-702838 sind aus derselben Deepwellplatte pipettiert worden. Somit beweist die
Referenzplatte, dass der Zustand der Proben und Kontrollen in Ordnung ist und der Feh-

ler nicht bei diesen liegt.

2.4.1.3 Diskussion

Die Ursache fur die Invaliditat der OD-Werte der Kontrollen bei BVD Ag kann in einer
Fehlfunktion der Washer oder der Dispenser begriindet sein. Um die Washer auszu-
schlieRen, werden die Einstellungen der Waschprogramme sowie die Aspirationshéhen
visuell geprift und ein Kontrolltest durchgefiihrt. Bei diesem werden die Reagenzien
manuell pipettiert. Je Washer wird eine MTP angesetzt. Aus praktischen Grinden wird
das Ansatzschema fur die Reproduzierbarkeit im Mehrfachansatz verwendet. Die Mes-

sung erfolgt im Photometer der Fa. BioTek.

Tabelle 12: Ergebnistabelle Uberpriifung Washer.

CNEG_KO = negative Kontrolle, CPOS_KO = positive Kontrolle. Jede MTP wurde exakt einem Washer zugeordnet:
702847: Washer 1; 702848: Washer 2; 702849: Washer 3. Die OD-Werte aller Kontrollen liegen im geforderten
Bereich. Dies bedeutet, dass das Waschergebnis einwandfrei ist.”?

702847 702848 702849

CNEG_KO 0,067 0,088 0,077
CNEG_KO 0,063 0,078 0,074
CPOS_KO 0,962 1,014 0,936
CPOS_KO 0,911 1,009 0,921

Die Ergebnisse der Kontrollen liegen innerhalb der Grenzwerte. Auch die Ergebnisse
der jeweiligen Proben sind stets identisch. Die zufélligen Messabweichungen liegen in
einem tolerierbaren Bereich, obwohl die Abweichungen bei den stark positiven Proben
relativ hoch sind. Diese Abweichungen haben eine technische Ursache: Der dynamische
Bereich des Photometers liegt zwischen 0 und 4,0 OD™®. Daher kénnen sehr hohe Anti-
gen-Konzentrationen der Proben nur noch ungefahr erfasst werden. Die Abweichungen
zwischen den MTP bewegen sich nahe Null. Somit ist eine einwandfreie Funktion der

Washer gewéhrleistet.

* Die zugehorigen Datenséatze finden sich in Anhang B, Tabelle 101, S. B-64
75 Vgl. BioTek® Instruments, Inc.: www.biotek.de, 2011
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Tabelle 13: Mittelwerte und zufillige Messabweichung aus Uberpriifung der Washer.
111111 = Pool stark positiver Proben, 222222 = Pool schwach positiver Proben, 333333 = Pool interner Standard,
333334 = Pool fraglicher Proben, 444444 = Pool negativer Proben. Dargestellt sind die S-N — Werte.

zufallige
Mittelwerte 702847 702848 702849 Messabweichung
111111 3,759 3,790 3,752 0,02
222222 0,256 0,252 0,248 0,00
333333 0,092 0,094 0,097 0,00
333334 0,456 0,468 0,451 0,01
444444 -0,024 -0,028 -0,030 0,00
zuféllige Mes-
sabweichung 702847 702848 702849
111111 0,17 0,17 0,15
222222 0,02 0,02 0,02
333333 0,01 0,02 0,03
333334 0,03 0,02 0,02
444444 0,01 0,01 0,01

Eine weitere Fehlerquelle kénnen die Dispenser darstellen. Diese kdnnen trotz durchge-

fiihrter Reinigungsprozesse verschmutzt sein. Zur Prufung wird ein sogenannter Leer-

lauf durchgefiihrt. Unter Verzicht auf Probenmaterial und Kontrollen werden alle Bear-

beitungsschritte dieses Assays auf eine unbeschichtete Flachboden-MTP ohne Bin-

dungskapazitat (BK) angewendet. Nach den grundlegenden Prinzipien des ELISA (vgl.

Anhang 1, S. A-1 ff.) darf keinerlei Farbreaktion erfolgen. Tatséchlich wurden positive

Reaktionen in den Reihen A und H festgestellt. Dies bedeutet, dass ein oder mehrere

Bearbeitungsschritte der ELISA-Roboteranlage fehlerhaft sein mussen. Zur Identifizie-

rung wurde ein Versuch mit 3 Flachboden-MTP unter Verzicht auf Probenmaterial und

Kontrollen durchgefuhrt: Bei jeder MTP wurde nur jeweils ein Dispensierschritt von der

ELISA-Roboteranlage ausgefuhrt. Alle anderen erfolgten jeweils manuell:

Tabelle 14: Versuchsschema Uberpriifung Dispenser.

MTP 1 MTP 2 MTP 3
Zugabe ELISA- manuell manuell
Konjugat Roboter-

anlage
Zugabe manuell ELISA- manuell
Substrat Roboter-

anlage
Zugabe manuell manuell ELISA-
Stoppplésung Roboter-
anlage
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Eine positive Reaktion erfolgt nur bei MTP 27°:

Uberpriifung Dispenser - MTP 2

0,5 A
\ .,

0,4
\ c
0,3 — b
\ —E

0,2

0,1

oD

0,0

Spalte
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Abbildung 15: Ergebnisse des Dispensertests.
Nadel A, G und H zeigen in den ersten Spalten erhohte OD-Werte, diese nehmen von Spalte zu Spalte ab.

In Spalte 1 zeigen die Nadeln A, G und H positive Reaktionen, wobei der OD von Na-
del G bei 0,102 liegt. Die restlichen Positionen zeigen einen OD von (0,041+0,00). Die-
ser Wert liegt unterhalb des Wertes der negativen Kontrolle (vgl. Anhang B, Tabelle
100, S. B-62).

Nach den grundlegenden Prinzipien des ELISA-Tests (vgl. Anhang I, S. A-1 ff.) liegt
die Schlussfolgerung nahe, dass dieser Kamm mit Konjugat verunreinigt sein muss.
Eine Erkl&rung fir die mogliche Kontamination trotz getrennter Schlauchsysteme kann
die Feineinstellung der Dispensernadeln durch den Hersteller wahrend der Validie-
rungsarbeiten liefern: Daflr wurden sdmtliche Kdmme ausgebaut und dem Hersteller
zur Verfugung gestellt. Die Kalibrierung und somit auch die Vergabe von Inventar-
nummern erfolgte erst anschlieBend. VVorher wurden allerdings schon Reagenzien fiir

Testzwecke verwendet.

Es wurden verschiedene MaRnahmen zur Entfernung der Konjugat-Reste durchgefiihrt.
Nach jedem Reinigungsversuch erfolgt jeweils ein Kontrollversuch. Dabei wird eine
Flachboden-MTP ohne BK verwendet, es wird auf Probenmaterial und Kontrollen ver-
zichtet. Das Substrat wird von Dispenser 2, Kamm 2 dispensiert, alle anderen Bearbei-
tungsschritte erfolgen manuell.

Die Denaturierung der Konjugatproteine mit 1N Schwefelsdure wurde von Frau Ram-

melt der Fa. IDEXX GmbH empfohlen. Als weiteres Denaturierungsmittel wird nach

’® Datensatz vgl. Anhang B, Tabelle 102, S. B-66
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Karlson et. al (1988) 70% Ethanol als organisches Losungsmittel eingesetzt’’. Im nachs-
ten Schritt wird versucht, samtliche Konjugatreste durch das Einweichen mit Substrat

Zu entfernen:

Tabelle 15: Ubersicht ReinigungsmaRBnahmen.

Malinahme Ergebnis

Ultraschallbad (Mucasol) Ohne Erfolg

1 N H,SO,
- Spilen - Ohne Erfolg
- Einwirkzeit 10min - Ohne Erfolg
- Einwirkzeit 30min - Ohne Erfolg
- Einwirkzeit 60min - Ohne Erfolg
- Einwirkzeit 120min - Ohne Erfolg
- Einwirkzeit 240min mit Spulen - Ohne Erfolg

nach 120min

70% Ethanol
- Einwirkzeit 240min mit Spulen - Ohne Erfolg
nach 120min

- 18h Tauchbad gesamter

Dispenserkopf - Ohne Erfolg
Substrat
- Einwirkzeit 1 Tag - Ohne Erfolg
- Einwirkzeit 2 Tage - Ohne Erfolg
- Einwirkzeit 4 Tage - Ohne Erfolg

Nach Absprache mit Dr. A. Siewing (Diplom-Chemikerin im Fachbereich 32 des VI
OL) sollte eine Denaturierung in einem Tauchbad mit einer Losung aus den gleichen

Volumen von 1N Salzsdure und 3N Schwefelsdure erfolgen. Wéahrend des Prozesses

werden Luftblasen an den Verschlussschrauben der

Kamme beobachtet. Es erfolgte ein sofortiger Ab- ‘

bruch. An den Innenseiten der Verschlussschrauben appildung 16: Verschlussschrauben der
Dispenser 3.

Es ist deutlich eine rotbraune Verfar-

bung an samtlichen Verschlussschrau-
ben zu erkennen.

wird eine rotbraune Ablagerung festgestellt. Diese
findet sich auch an den Innenseiten sowie an den Ver-
schraubungen und tlw. auch an den Nadeln (sowohl auRerhalb als auch innerhalb des

Hartplastikblocks) der Kdmme von Dispenser 1 und Dispenser 3.

77 Vgl. Karlson et. al: ,Kurzes Lehrbuch der Biochemie fiir Mediziner und Naturwissenschaftler”, 1988,
S. 47
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Nach Holleman und Wiberg™ kann Wasserstoffperoxid auch von Fe**-lonen nach dem

,,Krema-Stein-Mechanismus* in Wasser und Sauerstoff gespalten werden:

202

3+ 3120 V2O 11 3+
Fe Fe(O,H,) FeVO3'<—— Fe''(O;H,) Fe
-H,0, +H,0 -H,0, -H,0,

Der dabei entstehende Sauerstoff kann gleichfalls der Enzym-katalysierten Reaktion (s.
Anhang A, S. A-1 f.) TMBH,; zu seinem blauen Produkt (TMB) oxidieren. Um eine
positive Reaktion hervorzurufen miissten sich demnach l6sliche Fe**-lonen an der Ober-
flache der Verschlussschrauben befinden.

Eine Inkubation der Verschlussschrauben mit Sub-
strat scheint die These vom ,,Krema-Stein Mecha-
nismus® zu stitzen: Die Lésung nahm nach wenigen
Minuten eine blaue Féarbung an. Die Verschluss-
schrauben-Substrat-Reaktionsthese wird auch durch

den ,,Leerlaufversuch® (vgl. S. 34) bei der Uberprii-

Abbildung 17: Reaktion der Verschluss-

schrauben von Dispenser 3 und Substrat.  fyng der Dispenser bestatigt: Zum einen fanden po-
Eine Blaufidrbung setze innerhalb weniger

Minuten ein. Gut erkennbar sindauch die  sjtive Reaktionen nur bei der Substratzugabe durch
rotbraunen Verfarbungen der Verschrau-

bungen an den Kimmen. die ELISA-Roboteranlage statt. Zum anderen fan-

den diese auch nur in den Reihen A, G und H statt. Diese Reihen werden durch die Na-
deln dispensiert, welche sich in der Nahe der Verschlussschrauben befinden.

Auch der beobachtete Verdinnungseffekt — iurerer Teil der

(s. Abbildung 15, S. 35) bestétigt die These: Verscm‘f::i::t:eder

Das Rohrensystem im Dispenserkamm ist Verschlussschraube

Fe¥-lonen
x!
sierschritt wird jeweils so viel Substrat in

den Dispenserkamm gedriickt (vgl. Funkti-
onsprinzip Dispenser, Abbildung 5, S. 12), -| H H H H U U L

dass jede Nadel genau 100ul abgibt. Dies

stets mit Substrat gefullt. Bei jedem Dispen-

. . Abbildung 18: Darstellung Verteilung von Fe**-lonen
bedeutet, dass in das Rohrensystem 800pI im Rehrensystem eines Kammes.

Substrat je Dispensierschritt gepresst werden. Bei einer angenommenen’® Kammbreite

B von 8cm (entspricht der Breite einer MTP) und einem Durchmesser d der Réhre im

Hartplastikblock von 0,5cm ergibt das nach Vy,, =%-d2 - B ein Innenvolumen von

8 Vgl. Holleman, A. F.; Wiberg, N.: ,Lehrbuch der Anorganischen Chemie”, 2007, S. 536
7 Es sind keine konkreten Angaben seitens des Herstellers zu den genauen InnenmaRen bis zum Abga-
betermin der Arbeit méglich gewesen.
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1,57ml (bei dieser Berechnung ist das Innenvolumen der Nadeln und des Zulauf-
schlauchs im Bereich Ventil-Nadeln noch nicht enthalten). Das bedeutet, dass nicht die
gesamte Flissigkeit aus dem Rohrensystem bei einem Dispensierschritt verdrangt wird
und dadurch nicht alle geldsten Fe**-lonen beim ersten Dispensierschritt abgegeben
werden.

Bereits direkt nach dem Dispensieren der MTP wurde eine blassblaue Verfarbung an
Position Al festgestellt. Diese Verfarbung wurde wéhrend der Inkubationszeit intensi-
ver und entstand auch in den anderen Kavitaten von Reihe A, sowie in Reihe G und H.
Dies weist daraufhin, dass durch das Substrat Fe**-lonen in Lésung gehen, im Réhren-
system teilweise schon mit dem Substrat nach dem , Krema-Stein-Mechanismus* rea-
gieren und bei jedem Dispensierschritt mit in die Kavitdten abgegeben werden. Dort
findet die weitere Umsetzung von Wasserstoffperoxid und somit die Umsetzung von
TMBH; zu seinem blauen Oxidationsprodukt statt. Dabei ist die umgesetzte Substrat-
menge pro Zeiteinheit abhangig von der Konzentration der Fe**-lonen in der jeweiligen
Kavitat.

Die genaue Ursache der Bildung von Fe**-lonen ist derzeit noch nicht geklart. Aller-
dings sollte der Einsatz von eisenfreien Teflonschrauben das Problem umgehen. Auch
ein Einsatz von Teflon-Nadeln bzw. von Teflon-beschichteten Nadeln ist unter diesen

Gesichtspunkten ratsam.

2.4.2 Ausblick

An dieser Stelle findet zundchst ein Abbruch der Validierungsarbeiten bis zur firmensei-
tigen Problembehebung statt. Nach einem erfolgreichen Abschluss des Validierungs-
punktes 2.4.1 flr alle Assays mussen Vergleichsansatze mit aktuellen Proben erfolgen.
Dazu werden jeweils 2 MTP identisch mit Proben und Kontrollen belegt. Die Abarbei-
tung erfolgt einmal manuell, einmal durch die ELISA-Roboteranlage. Dabei sollen die
Log-Files hinsichtlich der Einhaltung der Inkubationszeiten, die Datenlibertragung an
das LIMS sowie das Erstellen der Messfiles geprift werden.

Neben der Beweisfiihrung von (bereinstimmenden Messergebnissen und damit auch
identischer Befundung im Vergleich zur manuellen Bearbeitung soll fir jeden Assay der
Variationskoeffizient CV sowohl fur die Intra-Platten Variation als auch fur die Inter-
Platten Variation bestimmt werden.

Fir den Assay BVD Ag wird flr stark positive Proben nach dem ,,Validation Data Re-
port“® fiir die Intra-Platten Variation ein durchschnittlicher CV von 4,6% erwartet. Die-

8 v/gl. IDEXX Laboratories, Inc.: “BVDV AgS”, 2005, S. 2 ff.
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ser kann in einer Spalte bis zu 6,6% betragen. Der CV flr die Inter-Platten Variation
wird fir stark positiven Proben bei 6,7% und fir schwach positive Proben bei maximal
8,9% erwartet. Flr diesen Assay wird eine hohe Spezifitdt und Sensitivitat angege-
ben®. Daher sollten alle negativen Proben sowie alle positiven Proben als jeweils solche
identifiziert werden.

Fir den Assay IBR gB wird nach dem ,,Validation Data Report“® fiir die Intra-Platten
Variation ein durchschnittlicher CV von 5,3% erwartet. Dieser kann in einer Spalte bis
zu 9,5% betragen. Bei der Inter-Platten Variation wird bei stark positiven Proben ein
durchschnittlicher CV von 0,4%, bei schwach positiven Proben von bis zu 8,3% erwar-
tet. Auch bei diesem Assay wird eine hohe Spezifitat und Sensitivitat angezeigt®, so
dass eine korrekte Identifizierung negativer und positiver Proben erwartet wird.

Fir den Assay IBR gE wird nach dem ,,Validation Data Report“® fiir die Intra-Platten
Variation ein durchschnittlicher CV von 4,4% erwartet. Dieser kann in einzelnen Rei-
hen bis zu 5,2% betragen. Bei der Inter-Platten Variation wird ein durchschnittlicher
CV von 6,3% bei negativen Proben und fur positive Proben von 9,5% erwartet. Auch
bei diesem Assay wird eine hohe Sensitivitat und Spezifitat angegeben®, so dass eben-

falls eine korrekte Identifizierung negativer und positiver Proben erwartet wird.

¥ Ebd., S.5+5.8

82 Vgl. IDEXX Laboratories, Inc.: “IBR gB”, 2003, S. 2 ff.
¥ Ebd., S.6+5. 11

8 vVigl. IDEXX Laboratories, Inc.: “IBR gE”, 2004. S. 2 ff.
& Ebd., S.6f. +S.10f.
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3 Fazit

Die ELISA-Roboteranlage erflllt soweit die technischen Voraussetzungen zur Bearbei-
tung der geforderten Assays. Die Zuordnung der Reagenzien bei den Washern und
Dispensern funktioniert einwandfrei tber die Zuordnung der Kanéle zu den Assays.
Allerdings ist bei einem Neuanschluss der Waschcontainer stets auf eine korrekte
Schlauchfiihrung zu achten und ggf. eine Uberpriifung vor Verwendung durchzufiihren.
Desweiteren ist auf eine eindeutige Beschriftung der Schlduche der Washer sowie der
Positionen der Reagenzflaschen zu achten. Dem Benutzer muss stets bewusst sein, dass
ein Vertauschen von Reagenzien unmittelbar zu invaliden Ergebnissen flhrt. Gleiches
gilt fur die Reinigungsprozeduren. Sie bilden die Grundlage gleichmaRig korrekter Er-
gebnisse und sind daher unbedingt sachgemé&l durchzufiihren. Der Schulungsprozess
sollte aber durch die benutzerfreundliche Oberflache der Software sowie eine gute Be-

schriftung aller Positionen mit relativ geringem Aufwand mdglich sein.

Beztiglich der Dispenser ist zu bedenken, dass bei einem Austausch der Nadeln bauliche
Veranderungen vorgenommen werden, die u.U. das FlieRverhalten der Reagenzien ver-
andern kénnen. Daher kann nicht davon ausgegangen werden, dass die bisherigen Daten
der Justierung und Kalibrierung noch Gultigkeit haben und somit wie 2.2.3 beschrieben
diese Prozeduren zu wiederholen sind. Vorab sollte ein Materialtest durchgefihrt wer-
den: Sdmtliche Bauteile der Dispenser, die mit Reinigungslosungen und Reagenzien in
Kontakt stehen, sollten auf Bestédndigkeit mit der Reinigungsldsung getestet werden.
AnschlieBend muss geprift werden, ob es zu Interaktionen zwischen den Reagenzien
und den neuen Materialien kommt. Hierfiir kann der ,,Dispensertest™ von S. 34 verwen-
det werden. Desweiteren ist die Gleichmé&Rigkeit der Dispension wie bei der Funktions-

tauglichkeitsprifung unter 2.2.2.3, S. 16 f. vorzunehmen.
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Glossar

a.dem

demMINEraliSIEITES WASSEN ......cc.eiiieeiiiiie ittt 6
Ablaufzeit

Zeit, die der Meniskus einer Flissigkeit bendtigt, um von der obersten Fillposition
einer Pipette zur SPIitze ZU gelangen. ........cvoveiieie e 17
AG

Antigen, hier spezifisches Oberflacheneiwei’ von Viren und Bakterien ............c..c....... 1
AK

Antikorper

kdrpereigenes, spezifisch gegen Antigene gerichtetes EIWEIR .........cccoevveieieiieiceeee, 1
Analysenwaage

Feinwaage mit einer Aufldsung von 0,01mg mit Vollglaswindschutz. .............cc.......... 18
Anwenderjustierung

Abgleichen unter ausschliel3licher Verwendung der Hilfsmittel, die dem Anwender zur
Verfligung stehen. Die Justierung erfordert Eingriffe, die das Messgerét fur darauf

folgende Messungen veréndertg [DIN EN ISO 8655, Teil 1, S. 6 (5)]. .ceoovevvvveriieannnne 17
Assay

UNEEISUCHUNGSTEST. ...ttt 2
Befundung

Aussage Uber die Reaktion der Probe............ooiiiiiiiiiii s 4
BHV-1

Bovines Herpes Virus Typ 1

Dieses Herpes - Virus des Rindes ist Erreger der Infektiésen Bovinen Rhinotracheitis.. 3
Bindungskapazitat

Vermdgen Material an die Wandungen zu binden ... v 34
BVDV

Bovines Virus Diarrhoe Virus

viraler Durchfallerreger des RINGES.........coooiiiiiiiiiiee s 3
Carrier

TranSpOrtsChiene TUF MTP .. .cc.oiiiiieee s 12
Deepwellplatte

Kleine Kunststoffplatte &hnlich einer MTP mit einem Fassungsvolumen von 1000ul je
VEITIETUNG ...t e s et e e st e e be e are e e sbeeaneas 30
ELISA

Enzym Linked Immuno Sorbent Assay (engl.

Enzymgekoppelter Immunabsorptionstest) .........covvveieieniiesiseee e 2
Glykoprotein

spezifische zuckerhaltige Oberflachenstruktur von Zellen und Viren ..........cc.ccccvene. A-4
IBR

Infektitse Boving RNINOrAChEIIS .........cueiiiviiiiiii e 2
Inkubationszeit

Zeit, in der die Proben/Reagenzien mit der Testplatte/Probe reagieren. ..........c.cccccveee.. 25
Inkubator

Einheit zur Aufbewahrung der Mikrotiterplatten bei bestimmten Temperaturen ............ 2
interner Standard

fraglich bzw. schwach positiv reagierendes Probenmaterial..............ccccccevvveviiinieennnnn, 26
Kalibrierung

Tatigkeiten zur Ermittlung des Zusammenhangs zwischen dem dosierten VVolumen und
dem zugehorigen Nennvolumen oder gewéhlten Volumen des Gerétes. Die Kalibrierung
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erfordert keine Eingriffe, die das Geréat bleibend verdndern [DIN EN ISO 8655, Teil 1,

T A () ] TSSO 17
Kavitat

Beschichtete Vertiefung einer Mikrotiterplatte, in die Proben, Kontrollen und
Reagenzien PIPEttiert WEITUEN. ........ccviiii et et aneas 5
Konjugat

Reagenz im ELISA, enthélt je nach Assay anti-Speziesimmunoglobuline oder
Antikorper, beides jeweils mit einem Enzym [meist Meerettichperoxidase] gekoppelt.. 4
LAVES

Niedersachsisches Landesamt fuir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit......... 1
letal

10010 | 1] o PR 2
LIMS

Labor Informations Management SYStEM ...........cccvevviieiiieii e 27
Log-Files

EreigniSprotOKOIAALET .........ccuveieiiee e 3

Mikrotiterplatten (MTP)

Kleine Kunststoffplatte mit in Reihen und Spalten organisierten Vertiefungen fir
KONrollen UNd PrODEN........cui ettt 4
monoklonale Antikérper

Antikorper,die von identischen Zellen (Zellklone) gebildet werden und gegen ein

einziges EPItop gerichtet SINd. ..........cov oo A-3
Nennvolumen

Volumen, das vom Hersteller festgelegt und flr die Identifizierung und die Angabe des
Messbereichs verwendet wird [DIN EN ISO 8655, Teil 1, S. 6 (5)]...ccceoovvervrinininnnns 17
optische Dichte

Mal fur die Abschwéchung der LichtintenSitat ............ccooeiiiininiiiieeeees 15
Pipette

Gerat zur manuellen Abgabe von bestimmten Volumina ..o 3
Plasma

Fliissiger Bestandteil des Blutes mit Fibrinogen (BIUteiweil).........ccccooeieniieniivnnnnnn 1
Plattenlayout

Schema der Positionen von Kontrollen und Proben auf einer Testplatte ...........ccccceeuee. 3
Prufung

Technischer Vorgang, der aus dem Bestimmen eines oder mehrerer Merkmale eines
bestimmten (...) Verfahrens (...) besteht und gemél einer vorgeschriebenen
Verfahrensweise durchzufiihren ist.[ Thalmann ,Qualititsmanagementhandbuch®, Teil 3,
SOP 05-6, 2009 S. 2] ..uveiiiitiiiieieeieieie ettt sttt sttt reereanes 3
Sensitivitat

Anteil der als positiv identifizierten Tiere in einer positiven Population. ->Richtig-
POSITIV-REALE ....vieeeciec ettt e et e st e st e et e eneesre e teeneesneenne s 39
Serum

Flussiger, nicht gerinnungsfahiger Bestandteil des BIUtES...........cccccvevevveveiiciiece e, 1
Spektralphotometer

Gerat zur Messung der optischen Dichte von FIUssigKeiten .........cccccovvvveiveieiicceee, 2
Spezifitat

Anteil der als negativ getesteten Tiere in einer negativen Population. -> Richtig-
NEALIV-RALE ......eiieie ittt et e et e e s e b e e ar e e reenree e 39
Stoppldsung

Reagenz im ELISA, oft eine S&ure oder ein Detergens, beendet die Enzym-
SUDSIIALIEAKIION ...t bbbttt bbb eneeneas 4
Substrat
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Reagenz im ELISA, dass die Reaktion sichtbar macht. Enthalt Wasserstoffperoxid und
ein Chromogen [Farbstoff], dieses iSt Oft TMB. .......ccccoceiiiiiiiiiiiiceee s 4
systematische Messabweichung

Abweichung des dosierten Volumens vom Nennvolumen [DIN EN 1SO 8655, Teil 1, S.
SN () ] PSPPSR 20
Validierung

Bestatigung durch Bereitstellung eines objektiven Nachweises, dass die Anforderungen
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Anwendung erfiillt worden sind.[Thalmann ,Qualitdtsmanagementhandbuch®, SOP 05-

B, 2009, SEITE 2] ...c.eiteiiiitiitieieie ettt ettt bbb 3
Wartezeit

Zeit, die die Restflussigkeit ben6tigt, um von der Pipettenwand abzuflieRRen. .............. 17
Washer

Gerat zum Auswaschen der einzelnen Positionen einer Testplatte ..........cccccoeevvveveenen. 2
WVASCNGEIEAL ...ttt ettt se e bt e b e s e s be et e e st e sreenbeaneesneeneean 5
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A.  Anhang A - Erlduterungen und Vorversuche

1 Assays

1.1 Prinzip ELISA

Jeder ELISA hat in seiner Grundstruktur stets folgenden Ablauf:
Zugabe der Probe in die Kavitdten der MTP und erste Inkubation
Waschen

Zugabe von Konjugat und zweite Inkubation

Waschen

Zugabe von Substrat und dritte Inkubation

Zugabe von Stopplésung

N o a r w D E

Messung im Photometer

1.1.1 Indirekter und Direkter ELISA

Beim indirekten ELISA werden die in der Probe enthaltenen Antikérper nachgewiesen.
Die Kavitaten der MTP sind mit Antigenen beschichtet, die speziell gegen diese Anti-
korper gerichtet sind. Die AK der Probe gehen eine feste Verbindung mit den AG der
MTP ein. —

Nach einer ersten Inkubati- @i A A Tl x|mTwx §|
on wird durch Waschen A AAA .)“ A A' A' )\. /'\' A' Al

ungebundenes Material aus

Antigene

Antikorper
Probe hinzufiigen

den Kavitaten entfernt und

Stop
Optische Dichte bestimmen

Farblos

O]

anschliefend Konjugat zu-
gegeben. An ein anti- AAA AAA

Abbildung 19: Schema indirekter ELISA.

In der Probe enthaltene AK werden zwischen AG der MTP und Konjugat
eine Meerrettichperoxidase gebunden. Die Farbentwicklung ist direkt proportional zu der Menge an
AK in der Probe. (Quelle: IDEXX GmbH, “ELSIA Technisches Handbuch”,

gekoppelt. In einer zweiten 2011,5.2)

Waschen und Konjugat hinzufligen
Waschen und Substrat hinzufligen I

AAA - AAA

Speziesimmunoglobulin st

Inkubation bindet dieses Konjugat an die AK der Probe. In einem weiteren Waschschritt
wird ungebundenes anti-Speziesimmunoglobulinkonjugat entfernt. Es erfolgt die Sub-
stratzugabe. Das Substrat enthélt Tetramethylbenzidin (TMB) und Wasserstoffperoxid
(H20,).



Die verbliebene Meerettichperoxidase (HRPO) katalysiert die Reaktion von TMB und
H.0, unter Farbentwicklung: Die H&m-Gruppe der HRPO wird oxidiert und H,O, wird
dabei unter Bildung von Wasser und Sauerstoff reduziert®:
2 H,0, —HRPO__, 2 H,0 + O,
Dabei wird TMB zu seinem blauen Reaktionsprodukt unter Bildung von Wasser oxi-
diert®’:
2TMBH; + O — TMB + 2 H,0

Entscheidend flr die katalytische Reaktion ist das hamolytische Zentrums von HRPO
mit dem zentralen Fe?*-lon: An diesem kann Sauerstoff reversibel binden, ohne Fe? zu
oxidieren.® Dadurch wird die Zerfallsgeschwindigkeit des ansonsten bei Raumtempera-
tur metastabilen H,0, stark erhoht.®® Die durch das oxidierte TMB entstehende Farb-
entwicklung ist direkt proportional zur Menge des gebundenen Enzyms und damit auch
zu der Menge der in der Probe enthaltenen Antikorper. Die Stopplosung enthalt entwe-
der das schwefelsdurehaltige Detergens Sodium-Dodecylsulfat (SDS) oder eine andere
Séaure. Beides beendet die Umsetzung von H,O, und somit auch von TMBH,, wobei die
Saure im Gegensatz zu SDS einen Farbumschlag des blauen TMB nach gelb bewirkt.
Die Farbentwicklung kann bei einer Wellenldange von 450nm fir gelb und von 650nm

fur blau im Photometer gemessen werden®.

Bei dem direkten ELISA ist das Prinzip &hnlich. Der Unterschied besteht darin, dass die
AG der Probe nachgewiesen werden und die Kavitdten mit AK beschichtet sind. Das
Konjugat bindet dabei an die AG der Probe.*

8 Vgl. Ryan et. al: ,,Horseradish peroxidase: the analyst’s friend“, 1994, S. 129 ff.

87 Vgl. Josephy et. al: ,, The Horseradish Peroxidase-catalyzed Oxidation of 3,5,3,5’ - Tetramethylbenzi-
dine”, 1982, S. 3669 f.

88 Vgl. Karlson et. al: ,Kurzes Lehrbuch der Biochemie fiir Mediziner und Naturwissenschaftler”, 1988,

S. 48f.

8 Holleman, A. F.; Wiberg, N.: , Lehrbuch der Anorganischen Chemie®, 2007, S. 537 f.

% Vgl. Ryan et. al: ,,Horseradish peroxidase: the analyst’s friend“, 1994, S. 129 ff.

91 Vgl. IDEXX GmbH: ,ELSIA Technisches Handbuch”, 2011, S. 2 f. und IDEXX LABORATORIES: Gebrauchs-
informationen der einzelnen Assays, 2010
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1.1.2 Kompetitiver ELISA

Bei dieser Form des ELISA enthélt das Konjugat enzymmarkierte Antikorper, die eine
Verbindung mit dem Antigen der MTP eingehen kénnen. Daher konkurrieren die Anti-
korper der Probe mit den Antikdérpern des Konjugats um die Bindungsstellen der MTP.
Die Farbentwicklung ist daher umgekehrt proportional zu der Menge AK der Probe.*

) 5
* EE
® A « |=| ¥ |35
2 A A AT A AL A
r* ) = = %
= =] E = =
:_EL Ant;:ene E % é h‘g,;%
L 3 3 2 : 2
- £ g E 5
C] g + % * g * % % |5
) AAA A : AAA s

Abbildung 20: Schema kompetitiver ELISA.
Konjugat - AK konkurrieren mit Proben — AK um die Bindungsstelle. Je starker die Farbentwicklung, desto weniger
AK enthdlt die Probe. (Quelle: IDEXX, ,,ELSIA Technisches Handbuch“, 2011, S. 3)

1.2 Testprinzipien?3

1.2.1 BVDAg

Bei diesem Assay handelt es sich um einen direkten ELISA.

In den Vertiefungen der MTP befinden sich immobilisierte, gegen BVDV gerichtete
spezifische monoklonale Antikdérper. Das Konjugat ist mit dem Enzym Meerrettich —
Peroxidase verbunden, welches die Substrat-Chromogen-Ldsung unter einer Blaufar-
bung umsetzt. Die Stopplésung bewirkt neben der Beendigung der Enzymreaktion einen

Farbumschlag von blau nach gelb.**

%2 vgl. IDEXX GmbH: , ELSIA Technisches Handbuch“, 20011 S. 3,
% Vgl. IDEXX GmbH: Gebrauchsinformationen der einzelnen Assays, 2010
94
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1.2.2 IBRgB

Bei diesem Assay handelt es sich um einen kompetitiven ELISA.

Die Vertiefungen der MTP sind mit ,,BHV1-Antigen beschichtet, welches Antikorper
aus der Probe [...], die gegen gB gerichtet sind“® nach einer definierten Inkubationszeit
binden. Das Konjugat enthalt monoklonale Enzym-gekoppelte Antikorper, die gleich-
falls gegen das Antigen BHV-1-gB gerichtet sind. Diese Antikorper besetzen die noch
freien Bindungsstellen. Sind alle Bindungsstellen durch Proben-AK belegt, wird samtli-
ches Konjugat beim Waschen entfernt. Die Substratlosung reagiert ausschlieBlich mit
dem Enzym des Konjugats. Ist kein Konjugat gebunden erfolgt daher keine Farbreakti-
on. Dieser Test dient in Kombination mit dem Assay BHV-1 gE zur Unterscheidung
zwischen gegen das BHV-1 Virus geimpften und nattrlich erkrankten Tieren. Das na-
tarliche Virus tréagt sowohl das gB-als auch das gE-Glykoprotein. Dies bedeutet, dass
natlrlich infizierte Tiere sowohl Antikdrper gegen das gB- als auch gegen das gE-
Glykoprotein bilden. Der Impfstoff regt das Immunsystem nur zur Bildung von gegen
das gB-Antigen gerichtetem Antikorper an. Wird eine Probe im Assay IBRgB als posi-
tiv, im Assay IBRgE aber als negativ bewertet, so gilt das Tier als geimpft, aber nicht

erkrankt.%®

1.2.3 IBRgE

Hierbei handelt es sich ebenfalls um einen kompetitiven ELISA.

Die Vertiefungen der MTP sind mit einem in einer bovinen Zelllinie gezilichteten
BHV-1-gE-Antigen beschichtet. Alle gegen das BHV-1 Virus gerichteten Antikorper
der Probe reagieren mit diesen Antigenen. Das Konjugat enthédlt Enzym-konjugierte,
gegen das gE-Antigen des BHV-1 Virus gerichtete, monoklonale Antikdrper, welche
ebenfalls an die Plattenbeschichtung binden. Die Substratldsung reagiert nur mit dem an
den monoklonalen AK gebundenen Enzym unter einer Farbentwicklung. Somit werden
gE-Antikorper positive Proben farblos. Reagiert eine Probe in diesem Test positiv,

spricht das fur eine natirliche Exposition des Tieres mit dem BHV-1 Virus.”

9 Vgl. IDEXX GmbH: Gebrauchsanweisung der einzelnen Assays, 2010
% Ebd.
*7 Ebd.
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1.3 Funktionsprinzip Spektralphotometer

Das Spektralphotometer misst die optische Dichte einer Fllssigkeit. Dazu wird die
Lichtintensitét, die in eine FlUssigkeit eintritt mit der Lichtintensitat, die aus der Flis-
sigkeit austritt, verglichen. Je nach Farbintensitat der Flussigkeit absorbiert diese mehr
oder weniger Licht. Das Mal} flr die Abschwéchung des Lichts ist die Absorption oder
auch optische Dichte.

Das Photometer erzeugt Uber einen Monochromator Licht einer Wellenléange. Dieses

tritt in die farbige Flissigkeit
ein. Die farbige Flissigkeit
®|:> - absorbiert einen Teil des

Lichtes, so dass nur ein Teil

des Lichts wieder aus der

Flussigkeit austritt. Dieses

Lichtquelle Mono- Farbige Detektor
chromator Probe Licht wird in einem Detektor
Abbildung 21: Funtkionsschema Photometer. gemessen und der Wert der

Die Lichtquelle gibt Licht mit einem breiten Wellenlangenspektrum ab. . .
Der Monochromator reduziert dieses Spektrum auf eine Wellenldnge. AbSOI’ptIOﬂ als Wert der Optl'
Beim Passieren der Probe wird ein Teil des Lichts absorbiert. Das trans- . 98
mittierte Licht wird mit einem Detektor gemessen. schen Dichte angegeben'

2 Methoden

2.1 Washer

Die verwendeten Washer haben die Funktion des sog. Uberstands - Waschen: Es wird
mehr Waschldsung in die Kavitat gegeben, als diese fassen kann. Erreicht der Flussig-
keitsstand einen gewissen Pegel, saugt die Aspirationsnadel die Fllssigkeit bis zu einem
bestimmten Level ab. Dadurch wird ein Uberlaufen der Kavititen verhindert.*® Aus
diesem Grund werden 400pl statt der in den Gebrauchsanweisungen geforderten 300ul

in die Kavitaten dispensiert.

%8 Vgl. Kunze, Schwedt: ,Grundlagen der qualitativen Analyse”, 2009, S. 275
% Vgl. BioTek® Instruments, Inc.: www.biotek.de, 2011


http://www.biotek.de/

2.2 Dispenser

2.2.1 Verdiinnung der Farbstofflosung

Mittels eines Vorversuchs werden die Verdinnungen ermittelt, bei denen ungefahr ein
OD -Wert von 0.5, 1.0, 1.5 und 2.0 erreicht wird. Anschlie3end werden diese Verdin-
nungen in zwei Reihen einer MTP gegeben (d.h. 12 Kavitaten pro Verdinnung) und bei

620nm mittels Tecan Sunrise Photometer gemessen.

2.2.2 Vorbereitung Analysenwaage

Zur Validierung wird die Analysenwaage der Firma Sartorius des Typs LE324S aus FB
32 ausgeliehen. Die Funktionstauglichkeit der Waage wird mittels Prufgewichten fest-
gestellt. Dazu werden dem vorgesehenen \Wagebereich entsprechende Priifgewichte

verwendet:

Tabelle 16: Messdaten der Priifung der Analysenwaage.

Priifgewicht [g] 50 20 10 1 0,5 0,1 0,01| 0,001
Messergebnisse [g] | 50,0000 | 20,0000 | 10,0001 | 0,9999 | 0,5000 | 0,1000| 0,0101|0,0010
50,0000 | 20,0001 | 9,9999 | 0,9999 | 0,4999 | 0,1000 | 0,0099 | 0,0009
50,0000 | 20,0001 | 9,9998 | 1,0000 |0,4999| 0,1001| 0,0100|0,0011
50,0001 | 19,9999 | 10,0001 | 1,0000 | 0,5001 | 0,1000 | 0,0101|0,0011
49,9999 | 19,9999 | 10,0000 | 0,9999 | 0,5000| 0,1000| 0,0100 | 0,0009
50,0000 | 20,0000 | 10,0000 | 1,0001 | 0,5001 | 0,0999 | 0,0099 | 0,0010
50,0000 | 20,0000 | 9,9999 | 1,0000 | 0,5001 | 0,0999 | 0,0099 | 0,0009
50,0001 | 20,0001 | 10,0001 | 1,0001 | 0,5000 | 0,1000| 0,0101|0,0011
50,0000 | 20,0000 | 10,0000 | 0,9999 | 0,4999 | 0,1001 | 0,0100|0,0010
50,0000 | 20,0000 | 10,0001 | 1,0001 | 0,5000 | 0,1001 | 0,0101 | 0,0009

Mittelwert [g] 50,0000 | 20,0000 | 10,0000 | 1,0000 | 0,5000 | 0,1000 | 0,0100 | 0,0010
Standard-
abweichung [g] 0,000 0,000 0,000| 0,000| 0,000| 0,000 0,000| 0,000

2.2.3 Dichtebestimmung
Fur die genaue Justierung der Kdmme ist eine Kenntnis der Dichte der einzelnen Rea-
genzien unabdingbar, da das pipettierte Volumen V von der Dichte p und der Masse m
abhangig ist:

p=7 (12)
Nach Umformen ergibt sich:

(13)

° |8
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Um die Dichte der verschiedenen Reagenzien zu bestimmen, wird jeweils das Gewicht
von 1ml des zu bestimmenden Reagenzes ermittelt und die Dichte nach (6) berechnet.

Es werden jeweils 10 Messungen durchgefihrt.

Tabelle 17: Ubersichtstabelle Dichte der Reagenzien100

Dichte [g/ml] ‘Konjugat Substrat Stoppplosung

BVD Ag 1,016 1,019 1,017
IBRgB 1,012 1,014 1,028
IBRgE 1,017 1,040 1,011

Diskussion**:

Die zufallige Messabweichung s ergibt sich aus den Mittelwert der Einzelvolumina V

_ Z?_l(vi _\_/)2
S = ’—n—l (14)

Der Variationskoeffizient CV (Coefficient of variation) setzt sich aus der zufélligen

und der Anzahl der Messungen n:

Messabweichung s und dem Mittelwert der Messreihe zusammen und wird in Prozent

angegeben:

cv = (3)- 100 (15)

Tabelle 18: Diskussion der Dichtebestimmung.
Die zufdlligen Messabweichungen zeigen eine sehr geringe Streuung und der Variationskoeffizient betragt jeweils
<1%. Die Messungen sind daher sehr prazise und der Mittelwert nahe dem wahren Wert der jeweiligen Dichte.

Dichte [g/ml) | zufillige Messabweichung | Variationskoeffizient
BVD Ag
Konjugat 1,016 0,01 0,60%
Substrat 1,019 0,00 0,35%
Stoppplosung 0,006 0,00 0,35%
IBRgB
Konjugat 1,012 0,00 0,42%
Substrat 1,014 0,00 0,26%
Stoppplosung 1,028 0,00 0,35%
IBRgE
Konjugat 1,017 0,01 0,60%
Substrat 1,040 0,01 0,91%
Stoppplosung 1,011 0,00 0,24%

1% pie Werte der einzelnen Messung sind in Anhang B, Tabelle 62, S. B-25 dargestellt.
101 Grundlagen der Berechnung aus Deutsches Institut fir Normung e.V., ,DIN EN ISO 8655, 2002,
Teil 6, S. 14
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Die Werte fir den Variationskoeffizient liegen fur samtliche Reagenzien unterhalb von

1%. Dies bedeutet, dass die Dichte der Reagenzien mit einer Wahrscheinlichkeit tber

99% korrekt bestimmt worden sind.

2.2.3 Zusammenhang OD/Volumen - Versuchsdurchfithrung

Die Farbstofflésung wurde in der Verdinnung 1:1000 mit den Volumen 90ul, 100pl

und 110l verwendet. Jedes Volumen wird mit einer geeigneten kalibrierten Pipette in

jeweils zwei Spalten einer unbeschichteten MTP dispensiert und bei einer Wellenlange

von 620nm mittels Tecan Sunrise Photometer gemessen.

Tabelle 19: Messergebnisse der 1:1000 verdiinnten Farbstofflosung.
Jedes Volumen wurde 12mal pipettiert. Aus den Einzelmessergebnissen jedes Volumen wurden die Werte gemit-
telt und fiir die Korrelationskurve verwendet (s. Abbildung 8, S. 16).

ool 100ul 110ul

Nadel 1 2 3 4 5 6
A 0,585 0,594| 0,624 0,629| 0,655 0,666
B 0,589 0,595| 0,628 0,629| 0,657 0,656
C 0,586 0,594| 0,621 0,623| 0,658 0,658
D 0,590 0,594| 0,630 0,627| 0,661 0,668
E 0,592 0,592| 0,629 0,622| 0,662 0,662
F 0,585 0,596| 0,627 0,633| 0,662 0,665
G 0,588 0,592| 0,628 0,616| 0,657 0,654
H 0,590 0,601]0,634 0,631] 0,651 0,655
Mittelwert | (0,59110,00) (0,627+0,00) | (0,659+0,00)

A-8



B. Anhang B - Screenshots und Ergebnistabellen

1 Assays
1.1 Editionen

1.1.1 BVDAg

A.WARE - Lab Automation Control (Logged User: Admin)

o A 9

Main System Error Handling About

Application w

z Customer

BVDV -
~ap- CreateJobs
- i el Adrnin Yersion Number: 16
z EditAssay .
i 1 Canal:

on 1 Temp. [k Tine
g PlateSearch " '
+ 4 ep 1 Program: BVD_AG_ID
arne [pl]: 100

Z PosState

8-

U 22C (2070 .. 24°C] Rl Time [hh/mm]: U
BVD_AG_ID v

Time [hh/mm]: QAL

......... Reader Progranm: BYD_AG_ID_Ela v

Update

Abbildung 22: Screenshot Edition BVD Ag.
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1.1.2 IBRgB

A.WARE - Lab Automation Control (Logsed User: Admin)

e A @

Main System Error Handling About

Application w

g Customer
g CreateJobs
g EditAssay
Tine (b} [
g PlateSearch e
+ - IBR_GE_ID A
? PosState

-

22T [20°C ... 24°C) Y Time [hh/mm]: LI
IBR_GE_ID v

o0

Incubation 3 Temp. [*C]: T Tirne [hhAmm]: (IR

Yolume [pl]: 100

Fieader Program: IB_GEB_ID_El& hd

Application
Update

Orders
Abbildung 23: Screenshot Edition IBRgB.
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1.1.3 IBRgE

A.WARE - Lab Automation Control (Logged User: Admin)

5 A @

Main System Error Handling About

Application M

z Customer
? CreateJobs
g EditAssay
on 1 Temp. ["CL Time [hh/mm]: R
g PlateSearch '
1 1 = RIS IEF_GE_ID
z P S e [pl]: 100
< Posotate

&

Incubation 2 Temp. ['C] Rl i ey M| Rl Time [hh/mm]: I
el [EF_GE_ID v

b alume [p): 100

Incubation 3 Temp. ['C]: C Time [hh/mm]: (IR

Jurme: [pl]: 100

Reader Program: IB_GE_ID_El& w

< Application

Update

Orders

Abbildung 24: Screenshots Edition IBRgE.
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2 Washer

2.1

Zuordnung Waschlésung

Tabelle 20: Ergebnistabelle Zuordnung Waschlosung Assay BVD Ag.
Fiir den Assay wurde in einem Versuch mit 10 Testplatten stets die korrekte Waschlosung verwendet.

Testplatte

Washer Nr.
1. Waschschritt

2. Waschschritt

Waschl6sung
1. Waschschritt

2. Waschschritt

707052
707053
707066
707067
707068
707069
707070
707071
707072
707073

N NNNR R R R R B

P PR R R R R R R

OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK

Tabelle 21: Ergebnistabelle Zuordnung Waschlosung Assay IBRgB.
Fiir den Assay wurde in einem Versuch mit 10 Testplatten stets die korrekte Waschl6sung verwendet.

Testplatte

Washer Nr.
1. Waschschritt

2. Waschschritt

Waschl6sung
1. Waschschritt

OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK

2. Waschschritt

124713

124719
125626
125628
125629
125630
125645
125653
125663
125664

P PP WwWwwwwww

P P WWwwwwweErPek

Tabelle 22: Ergebnistabelle Zuordnung Waschlésung IBRgE.
Fiir den Assay wurde in einem Versuch mit 10 Testplatten stets die korrekte Waschl6sung verwendet.

OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK

OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK
OK

Washer Waschl6sung

1. Wasch- 2. Wasch-
Testplatte | schritt schritt 1. Waschschritt | 2. Waschschritt
147752 1 2 OK OK
147754 1 2 OK OK
147755 1 2 OK OK
147756 1 2 OK OK
147757 1 2 OK OK
147758 1 2 OK OK
147759 1 2 OK OK
147760 1 2 OK OK
147761 1 2 OK OK
147802 1 2 OK OK




Tabelle 23: Ergebnistabelle Zuordnung Waschlésung Multi Assay Testlauf.
Bei paralleler Abarbeitung mehrerer Assays wird jeweils die korrekte Waschlosung verwendet.

Washer Waschl6sung

1. Wasch- 2. Wasch-
Testplatte |schritt schritt 1. Waschschritt | 2. Waschschritt
147758 1 2 OK OK
147759 1 2 OK OK
147760 1 2 OK OK
147761 1 2 OK OK
147802 1 2 OK OK
125630 3 3 OK OK
125645 3 3 OK OK
125650 3 3 OK OK
125653 3 3 OK OK
125663 3 3 OK OK
707067 1 1 OK OK
707068 1 1 OK OK
707069 1 1 OK OK
707071 1 1 OK OK
707072 1 1 OK OK
2.2 Uberpriifung Waschprogramm

2.2.1 BVDAg

BYD_AG_ID_2.1HC - BioTek Liquid Handling Control

fle  Edit  Tools  Help

ENe N IIERENS
Instrument BinStack Conral
Mame:  EL=405 Part: [] Disable Editing
Pot  COM11
Settings: Model: Auto
tanifold: 96 wel
Fun
Plate Type:
Add St
55 el v - Prolocol Steps
Del Wash L5 g il
Protocol Mame: (on-board nams] [ =2 ] [ = ] \:a'a;h’x? m:h Aol w7 LEie
end of steps
EVD_AG_ID_2 [ FromFie.. ][ aspiate | "
Protocol Yersian: [ Remark ] [ Disperise ] Step Details
1 [ Loop ][ Frime ] W[:JaShb P—
Protocal Comments: Vslr:meat iUcU:ySI:S.
<uploaded fram on-board: Bulf : e B
“Wash program; 96 wWel; 96 Well manifold A:JSE,:;,;;B: Mo
Dispense parameters:

Dizpense flow rate: 7
Height: 120
Horizantal position: 0
Dizable aspiration: Mo
Buottorm wash: No
Azpirate parameters:
Aspirate type: Top manifold
Height: 20
Horizontal position: 0
Rate: 3
Delay: 500 msecs
Crosswize aspirate: Al
Height: 20
Horizontal position: -26
Final aspirate: Yes
Final aspirate delay: 1000 msecs
Soak after dispense: Yes
Soak duration: 0 seconds
Shake before soak: No
Frime after soak: No

Abbildung 25: Screenshot Waschprogramm BVD Ag von Washer 1 (Port: COM11).
Die Zahl im Protocol Name zeigt den verwendeten Kanal. Fiir BVD Ag verwenden alle drei Washer Kanal 2. Unter
Protocol Steps ist Kanal 2 mit Valve B tituliert.
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VD_AG_ID_2.LHC - BioTek Liquid Handling Control

File  Edit Tools Help

NN S ARERENS]
Instrurnert BinStack Contral
Mame:  ELx405 Port: ] Disable Editing
Poit; ComM12

Seftings: Model: Auto
Manifald: 96 el

Flate Type:
| 96 Well hd | CiEED Protocol Steps
(oo J[ venn ]
Protocol Mame: [on-board name] pra—
|BVD_AG_ID_2 | [ From File.... ] [ Aspirate ] “endof steps
|F'rUlUcUI “ersion | [ Femark ] [ Dispense ] E—
[ Loop ] [ Prime: ] wiash

Pratocol Camments: Mumber of cycles: 5

<uplnaded from on-board: Wolume: 400 uls

‘wash program; 96 Wel: 96 Wel manitald Buffer valve: B

Al start prime: No

Dizpense parameters:
Dispense ow rate: 7
Height: 120
Harizontal position: 0
Dizable azpiration: No
Bottom wash: No

Aspirate parameters;
Azpirate type: Top manifold
Height: 21
Horizontal pozition: 0
Fate: 3
Delay: 500 mzecs
Crosswise aspirate: Al

Height: 21

Horizontal position: -26
Final aspirate: Y'esz

Final azpirate delay: 1000 meecs
Soak after dispense: Mo

Abbildung 26: Screenshot Waschprogramm BVD Ag von Washer 2 (Port: COM12).
Die Zahl im Protocol Name zeigt den verwendeten Kanal. Fiir BVD Ag verwenden alle drei Washer Kanal 2. Unter
Protocol Steps ist Kanal 2 mit Valve B tituliert.

BVD_AG_ID_2.LHC - BioTek Liguid Handling Control

File  Edit  Tools  Help

RN S NIEREN)S]
Inzstrument BinStack Contral
Mame:  EL#405 Part: [ Disable Editing
Port: COM13
Seftings: Model: Auto
Marifold: 96 el
Flate Type:
Add Ste
| 96 wel e | P Protocol Steps
o e
Protocol Mame: [on-board name) [ = ] [ = ] = W’ahx Ll lelts, e e
< >
|BVD_AG_|D_2 | [ From File ] [ Azpirate ] Snel ot sieps
Pratacal Version: i
| | [ Femark ] [ Dizspense ] Step Detals
[ Loop ] [ Frime ] Wash

Pratocol Comments: Mumber of cycles: 5

<uploaded fram or-boards Wolume: 400 uls

‘wash program; 96 well; 96 Well marifold Butfer valve: B

At start prime: Mo

Dispensze parameters:
Dizpenze flow rate: 7
Height: 120
Horizontal pozition: 0
Dizable aspiration: Mo
Bottom wash: Mo

Aspirate parameters:
Agpirate type: Top manifold
Height: 21
Harizontal pogition: 0
Rate: 3
Drelay: BO0 mzecs
Crosswise aspirate: Al

Height: 21

Horizontal pozition: -26
Final aspirate: Yes

Final azpirate delay: 1000 mzecs
Soak after dizpenze: Mo

Abbildung 27: Screenshot Waschprogramm BVD Ag von Washer 3 (Port: COM13).
Die Zahl im Protocol Name zeigt den verwendeten Kanal. Fiir BVD Ag verwenden alle drei Washer Kanal 2. Unter
Protocol Steps ist Kanal 2 mit Valve B tituliert.




Tabelle 24: Ergebnistabelle Uberpriifung Anzahl Waschzyklen BVD Ag.

Bei diesem Assay wird in einem Versuch mit 10 MTP stets die korrekte Anzahl Waschzyklen durchgefiihrt.

Testplatte Washer

1. Waschschritt

Anzahl

Waschzyklen | Washer

2. Waschschritt

Anzahl
Waschzyklen

708653
708648
707067
707073
707072
707053
707068
707070
708646
707066

R R R R R R R R R R

(2 IO B O B O O, B O, B U R O B O, B0, |

N NN DNNNDNDNNNDN
[S2 IO, B O R O, RO, B O, B U R O B O, B 0, |

2.2.2 IBRgB

& IBR_GB_ID_3.LHC - BioTek Liquid Handling Control

File  Edit Tools Help

Protocol Comments:

<uploaded from on-board:
“Wash program; 96 Well; 96 Well manifold

Abbildung 28: Screenshot Waschprogramm IBRgB.
Die Zahl im Protocol Name zeigt den verwendeten Kanal. Fiir IBRgB verwenden alle drei Washer Kanal 3. Unter
Protocol Steps ist Kanal 3 mit Valve C tituliert.

BB
Inzstrument BioStack Contral
Name:  ELx405 Fart: [ Disable Ediing
Port: COM11
Settings: Model: Auta
Manifald: 96 well
Flate Type:
Add Ste
96 well e 2 Protocol Steps
Dol Wt
Protocol Mame: [on-board name] [ = ] [ = ] v W’ahx L
<end of steps>
IBR_GE_ID_3 [ FomFie.. || aspiste | i
Protocal Version: i
1'0 [EE R [ Remark. ] [ Dizpense ] Step Detalk
[ Loop ] [ Frime ] "Wash

Mumber of cycles: 5
Wolumne: 400 uls
Buffer valve: C
At start prime: Ma
Dizpense parameters:
Dizpensze flow rate: 5
Height: 120
Horizontal pogition: 0
Dizable aspiration: Mo
Battom wash: Mo
Aspirate parameters:
Aspirate type: Top manifold
Height: 31
Horizontal pogition: 0
Rate: 3
Delay: 500 mzecs
Crozzwize azpirate: Al
Height: 31
Horizontal pogition: -26
Final azpirate: Yes
Final azpirate delay: 1000 mzecs
Soak after dizpense: Yes
Soak duration: 2 seconds
Shake before soak: Mo
Frime after soak: Mo



BR_GB_ID_3.LHC - BioTek Liguid Handling Control
File  Edit Tools Help

BN % IPERENS]
Instrument BioStack. Carbral
Mame:  EL#405 Port: [ Disable Ediing
Port: Comi2
Seftings: Model: Auto
M anifold: 96 el
e
Flate Type:
Add St
| 96 Wwiell ~ | i Protocol Steps

[ Delay ] [ Wash

<4 Wash 35 with 400 uls, rate 7, Valve C:

Praotocol Hame: [on-board name)

<end of steps:
[1BR_GB_ID_3 | [ FomFie.. | [ aspicte | "
Frotocol Version: 7
| otocol Yersion | [ Remark. ] [ Dispense ] Step Detalls

[ Loop ] [ Frime ] ‘wash

Pratocol Comments: Mumber of cycles: 5
<uploaded from orvboard: golf?lme: TDD LEIS
“wiazh program; 36 Y/ell; 36 el manifold uiter valve

At ztart prime: Mo

Dispense parameters:
Dizpensze flow rate: 7
Height: 120
Harizontal position: 0
Dizable aspiration: Mo
Battorn wash: Mo

Agzpirate parameters:
Aspirate twpe: Top manifold
Height: 26
Horizontal position: 0
Fate: 3
Delay: 500 mzecs
Crosswize aspirate: All

Height: 26

Horizontal pozition: -26
Final aspirate: Yes

Final aspirate delay: 1000 maecs
Soak after dispenze: No

Abbildung 29: Screenshot Waschprogramm IBRgB von Washer 2.

Die Zahl im Protocol Name zeigt den verwendeten Kanal. Fiir IBRgB verwenden alle drei Washer Kanal 3. Unter
Protocol Steps ist Kanal 3 mit Valve C tituliert.

BR_GB_ID_3.LHC - BioTek Liquid Handling Control
File  Edt Tools Help

RS
Instiment BinStack Control
e (ElATE Port [] Disable Edting
Pot  COMI3

Settings; Model: Auto
Manifold: 96 Well
B3]

Plate Type:

Aidd Stey
‘ 95 Wwel e | > Fraotocol Steps

Delay ] [ Wash - J'wash x5 with 400 uls, rate 7, Valve C:

Protocol Mame: [on-board name] [

]
‘IEH_GB_ID_3 | [ From File... ] [ Aspirate ] <end of steps
Protocol Yersion [ Femark ] [ Dispense ] o
| [ Loop ] [ Prime ] ‘wiash

Protocal Comments: Mumber of cycles: &

<uploaded from on-boards “olume: 400 uls

Wash pragram; 96 Well; 98 Wwiell manifold Buffer valve: C

Al start prime: Mo

Dispense parameters:
Dizpenze flow rate: 7
Height: 120
Horizontal position: 0
Dizable aspiration: Mo
Eottom wash: Mo

Aspirate parameters:
Aspirate twpe: Top manifold
Height; 30
Horizontal position: 0
Rate: 3
Drelay: 500 msecs
Crogzzwise azpirate; All

Height: 30

Horizontal pogition: -26
Final aspirate: Yes

Final aspirate delay: 1000 mgecs
Soak after dispense: Mo

Abbildung 30: Screenshot Waschprogramm IBRgB von Washer 3.
Die Zahl im Protocol Name zeigt den verwendeten Kanal. Fiir IBRgB verwenden alle drei Washer Kanal 3. Unter
Protocol Steps ist Kanal 3 mit Valve C tituliert.




Tabelle 25: Ergebnistabelle Uberpriifung Anzahl Waschzyklen IBRgB.

Fiir diesen Assay wird in einem Versuch mit 10 MTP stets die korrekte Anzahl Waschzyklen durchgefiihrt.

1. Waschschritt 2. Waschschritt
Anzahl Anzahl
Testplatte Washer | Waschzyklen | Washer | Waschzyklen

125628
125653
125626
125650
124719
125629
125651
125645
124713
125652

W W W wwwwwww
(G NG, BT, NV, I, BN, BT, BT, T, BT
P R R R R P R R R R
(€ NG, BT, T, T, BN, BT, BT, B, BT

2.2.3 IBRgE

# IBR_GE_ID_1.LHC - BioTek Liquid Handling Control
File  Edit Tools Help

RN ARERENfS
Instrurnent BioStack Control
Mame: ELxz405 Port: [] Disable Editing
Poit: COM11
Seftings: Model: Auto Walidate
M anifold: 96 well
Fun
Plate Type:
Add Sty
96 whell e 2 Protocol Steps
Del Wash & i
Protocol Mame: [on-board narmne) [ == ] [ = ] Wa;hfx? clih Aol b
<end of stepsy
IBR_GE_ID_1 [ FomFie.. | [ Aspiste | i
F"Irotocol\u"ersion: [ Framark ] [ Dispense ] Step Detals
- Wash
Loop Frime .
Protocol Comments: [ ] [ ] Humber of cpcles: &

T - m Wolurne: 400 uls

<uploaded from on-board: _ Buff lve: &

Wwhash program; 96 Wwell: 96 Wwell manifold Arsg[r;[;:e; Ma
Dizpense parameters:

Dizpense flow rate; ¥
Height; 120
Horizontal pozition: 0
Dizable azpiration: Ma
Bottom wash: Mo
Aspirate parameters:
Agpirate type: Top manifold
Height: 32
Horizantal position: 0
Rate: 3
Drelay: 500 mzecs
Crozswige azpirate; Al
Height: 32
Harizontal poszition: -26
Final aspirate; ves
Final azpirate delay: 1000 meecs
Soak after dispenze: Mo

Abbildung 31: Screenshot Waschprogramm IBRgE von Washer 1.

Die Zahl im Protocol Name zeigt den verwendeten Kanal. Fiir IBRgE verwenden alle drei Washer Kanal 1. Unter

Protocol Steps ist Kanal 1 mit Valve A tituliert.



& IBR_GE_ID_1.LHC - BioTek Liquid Handling Control

File  Edit

Tools  Help

BN NS e

Protocol Comments:

<uploaded from an-board>
‘Wash program; 96 “'ell; 96 ‘el manifold

Instrment BinStack Caniral
Mame:  ELz405 Port: [[] Disable E diting
Part; COmM12
Settings: Model: Auto
Manifold: 36 el
Flate Type:
Add St
| 96 well A | = Frotocol Steps
D Wai
Protocol Name: [an-board name] [ = ] [ > ] = ahx wuh SRR FlRTR R
end of steps:
[IBA_GE_ID_1 | [ FomFie. | [ aspise | ’
Protocal Yersion: i
| rotocol Yersion; | [ Femark ] l Dispense ] Step Detalls
[ Laaop ] I Prime ] Wiazh

Murnber of cycles: 5
Wolume: 400 uls
Buffer valve: &
Al start prime: Ma
Dispense parameters:
Dizpense flow rate: 7
Height: 120
Horizontal position: 0
Dizable azpiration: Na
Battom wazh: Mo
Azpirate parameters:
Aszpirate type: Top manifald
Height: 26
Harizantal pozition: 0
Riate: 3
Drelay: 500 msecs
Croszwise aspirate: Al
Height: 26
Horizontal position: -26
Final aspirate: Yes
Final aspirate delay: 1000 msecs
Soak after dispense: No

Abbildung 32: Screenshot Waschprogramm IBRgE von Washer 2.

Die Zahl im Protocol Name zeigt den verwendeten Kanal. Fiir IBRgE verwenden alle drei Washer Kanal 1. Unter

Protocol Steps ist Kanal 1 mit Valve A tituliert.

== IBR_GE_ID_1.LHC - BioTek Liquid Handling Control

File  Edit

Tools  Help

A=A NEREN|S]

Protocol Camments:

<uploaded from on-board:
Wwash program; 96 ‘Well; 96 well manifold

Inzstrument BinStack Contral
Mame:  ELx405 Port: [] Disable Editing
Patt:  COMI13
Settings: Model: Auto
Marifold: 96 el
Flate Type:
Add Ste
| 96 wel v | F Protocol Steps
= e
Pratocol Mame: [on-board name) [ e ] l e ] = W’ahx el S e, (Efi 0
< >
[IBR_GE_ID_1 | [ FromFile.. | [ Aspiate | Ea R
Pratacal Version: i
| | [ Femark ] l Dizpense ] Step Detals
[ Loop ] l Frime ] Wwash

Mumber of cycles: 5
Wolume: 400 uls
Buffer valve: &
Al start prime; Mo
Dispense parameters:
Dizpenze flow rate: 7
Height: 120
Haorizontal pozition: 0
Dizable azpiration: Ma
Buottom wash: Mo
Aspirate parameters:
Aspirate type: Top manifold
Height: 31
Haorizontal pozition: 0
Rate: 3
Delay: 500 mzecs
Crosswise aspirate: Al
Height: 31
Horizontal position: -26
Final aspirate: Yes
Final azpirate delay: 1000 mzecs
Soak after dspense: No

Abbildung 33: Screenshot Waschprogramm IBRgE von Washer 3.
Die Zahl im Protocol Name zeigt den verwendeten Kanal. Fiir IBREE verwenden alle drei Washer Kanal 1. Unter
Protocol Steps ist Kanal 1 mit Valve A tituliert.
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Tabelle 26: Ergebnistabelle Uberpriifung Anzahl Waschzyklen IBRgE.

Bei diesem Assay wird in einem Versuch mit 10 MTP stets die korrekte Anzahl Waschzyklen durchgefiihrt.

1. Waschschritt 2. Waschschritt
Anzahl Anzahl
Testplatte Washer Waschzyklen | Washer Waschzyklen
147753 1 5 1 5
147762 1 5 1 5
147757 2 5 1 5
147758 2 5 1 5
147759 2 5 1 5
147802 2 5 1 5
147760 2 5 1 5
147761 2 5 1 5
147755 2 5 1 5
147756 2 5 1 5

2.24 Gesamt

Tabelle 27: Ergebnistabelle Uberpriifung Anzahl Waschzyklen im Multi Assay Test.
Es wurde stets die korrekte Anzahl durchgefiihrt.

1. Waschschritt

Testplatte

Washer

Anzahl
Waschzyklen

2. Waschschritt

Washer

Anzahl
Waschzyklen

147753
708648
125653
147758
707072
125650
147760
707070
125629
147756
707066
125645
147755
707053
125628

W L, N W EDNWENWEDNWPRE R

(2 O B O O B O R O B O B O, B O, B O, B O B O, R O B U BN Oy |

R N R R NRPRRNRRNRRNER

(2 I O B O R 2 B @ RO I O B O B O O O B O B O, B U B O
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2.2.5 Ubersicht Einstellungen Washer

Tabelle 28: Ubersichtstabelle Einstellungen der Waschprogramme.
Mittels dieser Einstellung wird eine optimale Dauer der einzelnen Waschzyklen erreicht. Ferner wird die Wasch-
I6sung fast vollstindig am Ende eines Waschprogramms entfernt.

Washer 1

BVD
Ag

IBRgB

IBRgE

Washer 2

BVD
Ag

IBRgB

IBRGE

Washer 3

BVD
Ag

IBRgB

IBRGE

Wash Step
Parameters

Dispense
Volume
(per well)

(1]

400

400

400

400

400

400

400

400 400

Number of
Cycles

Buffer Valve

Dispense
Parameters

Dispense
Flow Rate

Dispense
Height

120

120

120

120

120

120

120

120 120

Horizontal
Position

00

00

00

00

00

00

00

00 00

Aspirate
Parameters

Aspirate
Height

20

31

32

21

26

26

21

30 31

Horizontal
Position

00

00

00

00

00

00

00

00 00

Aspirate
Rate

Aspirate
Delay [ms]

500

500

500

500

500

500

500

500 500

Crosswise
Aspirate
Option

All

All

All

All

All

All

All

All All

Crosswise
Aspir Height

20

31

32

21

26

26

21

30 31

Crosswise
Horiz Pos

-26

-26

-26

-26

-26

-26

-26

-26 -26

Final
Aspirate

YES

YES

YES

YES

YES

YES

YES

YES YES

Final
Aspirate
Delay [ms]

1000

1000

1000

1000

1000

1000

1000

1000 1000
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2.2.6 Kontrolle Waschergebnis

Tabelle 29: Ergebnistabelle Wascherfolg.

Die Waschprogramme werden fiir jeden Assay einzeln ausgefiihrt. Nach dem Waschvorgang wird die Testplatte
auf saugfahigen Tiichern ausgeklopft. Ein verwertbares Ergebnis ist erreicht, wenn kaum Reste der Waschlésung
auf den Tiichern sichtbar werden.

Washer 1 Washer 2 Washer 3

BVD |IBRg BVD |IBRg BVD |IBRg

Ag B IBRgE Ag B IBRgE Ag B IBRgE
1|0OK OK OK OK OK OK OK OK OK
2| 0K OK OK OK OK OK OK OK OK
3|OK OK OK OK OK OK OK OK OK
410K OK OK OK OK OK OK OK OK
5|0K OK OK OK OK OK OK OK OK
6 | OK OK OK OK OK OK OK OK OK
7|OK OK OK OK OK OK OK OK OK
8| OK OK OK OK OK OK OK OK OK
9| OK OK OK OK OK OK OK OK OK
10| OK OK OK OK OK OK OK OK OK

2.3 Befiill- und Absaugkontrolle

-
i QC Disp_1

sl o B e S mw il @6 | @

5] ROBOTER

Prozess

Command Selectame v

ProgiammName | GC_Disp v

“Whaschkanal 1 v

0 BARCODERUT | [

Abbildung 34: Screenshot Rezept Befiillkontrolle.

Gezeigt ist das Rezept fiir Washer 1. Die Abarbeitung erfolgt von links nach rechts:

Logic: Jedes Rezept muss laut Fa. Peters mit einem ,EmptyStep‘ begonnen werden.

ROBOTER|MOVE | LIFT/GET/1/0/0: Der Roboterarm holt sich eine Testplatte aus dem Eingangsmodul.
ROBOTER| MOVE | BARCODE | PUT: Der Roboterarm legt die Testplatte auf der Barcode — Lesestation ab.
LOGIC|DELAY: Pausenschritt.

ROBOTER| MOVE | BARCODE/GET: Der Roboterarm nimmt die Testplatte von der Barcode — Leseposition ab.
ROBOTER|MOVE | WASHER/PUT/1: Der Roboterarm bringt die Testplatte zu Washer ein.
AUTOWASHER_1|QC_Disp/1: Washer 1 fiihrt das Waschprogramm QC_Disp der LHC — Software aus und verwen-
det dabei Kanal 1.

ROBOTER|MOVE | WASHER/GET/1: Der Roboterarm nimmt die Testplatte aus Washer 1 auf.
LIFT_rechts|SetPutPlate: Der Ausgangslift wird in die Position zur Aufnahme von Testplatten gebracht.
ROBOTER|MOVE|LIFT/PUT/2/0/0: Der Roboterarm legt die Testplatte im Ausgangslift ab.

END: Mit diesem Befehl muss laut Fa. Peters jedes Rezept enden.

Die Rezepte fiir Washer 2 und Washer 3 sind analog hierzu.
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QC_Disp_1.LHC - BioTek Liquid Handling Control
File  Edit Tools Help

e S NERENS]
Inztrument BioStack Contral
Mame:  ELx405 Port:  COM1 [] Disable Editing
Port: COM11

Mumber of plates to process:

St mg:;&lguég el entire input stack
plates Run

Flate Type: P
| 96 wel b | tep Protocal Steps
Firteeslieme: fimiere femE) [ Delay ] [ ‘Wash ] 'b Dizpense 300 uls, rate 5. Valve B: No prime
- - - <end of steps>
|QC_D|sp_‘I | [ From File... ] [ Aspirate ]
|F"Ir0t0c:0| ersion: | [ Femark ] [ Disperise ] Step Detalls
[ Loop ] [ Prime: ] Dispernise

Protocol Comments: Wolurne: 300 uls

. Buffer valve: B
<uploaded from on-board: Use BiaStack At start prime: Mo
Dizpense program; 96 Well; 96 Wwell manifold Dispenze flow rate: 5

N-th Plate Height: 120

Harizontal pagition: [
Dizable aspiration; Yes

Fiestack

Abbildung 35: Screenshot Waschprogramm Befiillkontrolle.
Die Waschprogramme von Washer 1 und Washer 3 sind analog. Die Zahl im Protocol Name zeigt den verwende-
ten Kanal. Alle drei Washer verwenden derzeit Kanal 2. Unter Protocol Steps ist Kanal 1 mit Valve A tituliert.

'E A.WARE - Editor Version: 2.0.0.24620

i ac st IARRENEN = TN E=RE-N] S puwlle B 8 | @

LOGIC ROBOTER ROEBOTER LIFT_rechts ROBOTER

LIFTIGET P QC_ksp|1

Prozess

5] ROBOTER [ LOGIC

Command |Selecitame v [ Ao ]

Progiammiame | OC_Asp v

Abbildung 36: Screenshot Rezept Absaugkontrolle.

Gezeigt ist das Rezept fiir Washer 1. Die Schritte sind mit denen in Abbildung 34 in der Funktionsweise identisch.
Einziger Unterschied: Washer 1 fiihrt das Waschprogramm QC_Asp aus und verwendet dabei Kanal 1. Die Rezepte
fiir Washer 2 und Washer 3 sind ebenfalls analog hierzu.
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22 QC_Asp_1.LHC - BioTek Liquid Handling Control

File  Edit Tools Help

Frotocol Yersion:

Protocol Comments:

<uploaded from on-board:

Aspirate program; 96 Wwell; 96 Well manifold

e |

J
J
[ Remak | [ Dispense |
J

Prime

Abbildung 37: Screenshot Waschprogramm Absaugkontrolle.
Gezeigt ist das Waschprogramm von Washer 2 (COM Port 11). Die Waschprogramme von Washer 1 und Washer 3

sind analog.

Tabelle 30: Ergebnisiibersicht der Validierung der Washer.
Fiir jeden Assay werden sowohl die richtige Waschlosung als auch das korrekte Waschprogramm verwendet.
Ebenso werden die Kavitdten vollstandig mit Waschlosung befiillt. Die Waschlosung wird im zweiten

Schritt volistandig entfernt.

RN 5 AIERETfo

Inzstrument BioStack Contral

Hame: — ELx40% Port: [ Disable Editing

Port: COM11

Settings: Model: Auto

Manifald: 96 well
Fun
Flate Type:
Add St
96 well = Protocol Steps
it e (s e [ Delay ] [ "Wash Aspll at rate 3, delay 500 msecs: Crosswise
<end of steps>

QC_Asp_1 [ From File... ] [ Aspirate P

Step Detailz
Aspirate
Aspirate type: Top manifold
Height: 32
Horizontal pogition: 0
Rate: 3
Delay: 500 mzecs
Crozzwize aspirate: Yes
Height: 32
Horizontal pogition: -26

BVD Ag IBRgE IBRgB
Zuordnung
solo OK OK OK
mix OK oK OK
Waschprogramme
solo OK OK OK
mix OK OK OK
Befiillkontrolle OK OK OK
Absaugkontrolle OK OK OK

B-15



2.4 Soak Prozedur nach definierter Standzeit

& Sleep_1.LHC - BioTek Liquid Handling Control

File  Edit Tools Help
AEARN S AIE NS

Irestiumesit BioStack Contral

Nome:  ELx405 Fort: [] Disable Editing

Port; COMI1

Settings: Model Auto Validate

Marifold: 96 el
Run
Plate Type:
Add Stey
el v F Protocol Steps
0s
Frotocol Name: [on-board name] = Selimecrinall b itz
- <end of stepss
Protocal Yersion Shep Details
Frime
Protocol Comments: Flow rate: 7
<uploaded from on-board> E“H:' \;alve'_A ¥,
Prime program; 96 Wel; 95 Wwell manifold ozk after prime: Yes
Soak time: 02:00

Abbildung 38: Screenshot Waschprogramm Sleep.

Gezeigt ist das Programm fiir Washer 1 (Port: COM11) mit Kanal 1 (Valve A). Die Programme fiir die Kandle 2 und
3 sowie Washer 2 und 3 sind analog. Das System wird jeweils mit 40ml der zuletzt verwendeten Waschlosung
gespiilt, das Reservoir gefiillt und der Waschkopf in dieses fiir 2h abgesenkt. Sowohl die Ansteuerung des zuletzt
verwendeten Kanals als auch der Abbruch bei Gebrauch wird iiber A.AWARE gesteuert.

2.5 Tagliche Reinigung
Autoclean Properties E|

¥ ELx405 Configured with Buffer Swikching Module

Cleaning Loop Information
Durston (1-60mins)  Vahe Locp
1.) 10 A
o = <end>

10

Remave

oK | Cancel | Help ‘
Abbildung 39: Screenshot Steuerungsfenster Ultraschallbad.

Durch Auswahl des Loops im rechten Teil kann im linken Bereich die Zeitdauer (Duration) und der zu verwenden-
de Kanal (Valve) fiir jeden Washer individuell eingestellt werden.

2.6 Wochentliche Reinigung

& Reinigung_Teil_1.LHC - BioTek Liquid Handling Control

File  Edit Taols Help
AR S NERENS
Irstrument BioStack Contral
ik Bl Pot: [ Disable Esiting
Pai  COM11
Settings: Model Auta
Manifold: 96 Well
Run
Plate Type
Add Ste
96 Wel v & Protocal Steps
Protocol Mame: (ar-board name] 4 Prime with 400 mls at rate 7, Yalve D: Soak
: - - <end of steps>
Reinigung_Tei_1 Frarn File... Aapirate
Pratocol Yersion Step Details
Prirne:
Protocal Comments: Flow rate: 7
<uploaded from oreboard> guﬂir \;a\ve:_D -
Prime program; 96 %ell: 96 Well manifold oak after prime: Yes

Autoclean Soak time: 02:00
Abbildung 40: Screenshot Waschprogramm Reinigung, 1. Teil.

Gezeigt ist das Waschprogramm von Washer 1 (Port: COM11). Die Programme von Washer 2 (Port: COM12) und
Washer 3 (Port: COM13) sind analog. Kanal 4 wird unter ,Protocol Steps‘ als Valve D bezeichnet. Nach einem

Spiilen des Systems mit 400ml Reinigungsdetergenz wird das Reservoir gefiillt. In dieses taucht der Waschkopf fiir
2hein.
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P_DAY_RINSE.LHC - BioTek Liquid Handling Control

File  Edit Tools Help

NN S IIERNS]
Inzstrument BioStack Control
e, ElleriD Part [ Disable Editing
Port: COM11

Seftings: Model: Auto
M anifold: 96 el

Flate Type: P
kg
| 96 well e | 2 Protocal Steps
Del Wwash L Pri i -
Eitimesl e (i el [ Elay ] [ a3l ] & Plle wlh 400 mls at rate 7, Yalve D; No soak
<end of steps>
[P_Da_RINSE | [ FomFie.. |[  aspiate | i
Protocal Yersion: [ Remark ] [ Dispense ] Step Details
| | Prime:
[ Loop ] [ Prime ] Wolurne: 400 mlz
Pratocal Comments: Flows rate: 7
<uploaded from on-board: EUHE[ \uf'alve: .D N
[L] - Prime pragram; 95 Well; 36 el manifold oak after prime: Ho

Abbildung 41: Screenshot Waschprogramm P_Day_Rinse.
Am Anschluss an den ersten Teil der Reinigung wird Kanal 4 an a.dem angeschlossen und das System fiinfmal
gespiilt. Gezeigt ist hier das Programm fiir Washer 1. Die Programme fiir Washer 2 und 3 sind analog.
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3 Dispenser

Tabelle 31: Uberschussberechnung Reagenzien.
In der Tabelle ist gezeigt, welches Volumen von jedem Reagenz mindestens fiir die Anzahl der Testplatten ben6-
tigt wird. Nicht beriicksichtigt ist der erhohte Verbrauch von Kontrollen und Waschlésungen bei sog. An-

bruchplatten, d.h. MTP, bei denen nicht alle Kavitdten Proben enthalten.

vorhandene  benétigte Uberschuss Uberschuss zuséatzliche
(BHV 1) gE Menge Menge[ml] [mI] [%0] Kolben
Anzahl Testplatten 30
Konjugat [ml] 350 288 62 17,7
Substrat [ml] 315 288 27 8,6
Stoppplésung [ml] 315 288 27 8,6
Probenverdinner [ml] 480 144 336 70,0
Waschkonzentrat [ml] 1440 864 576 40,0 5L
positive Kontrolle [ml] 6,5 3 3,5 53,8
negative Kontrolle [ml] 6,5 3 3,5 53,8
IBRgB
Anzahl Testplatten 30
Konjugat [ml] 350 288 62 17,7
Substrat [ml] 315 288 27 8,6
Stopplésung [ml] 315 288 27 8,6
Waschkonzentrat [ml] 1440 864 576 40,0 5L
positive Kontrolle [ml] 6,5 3 3,5 53,8
negative Kontrolle [ml] 6,5 3 3,5 53,8
BVD AG
Anzahl Testplatten 5
Konjugat [ml] 60 48 12 20,0
Substrat [ml] 60 48 12 20,0
Stopplésung [ml] 60 48 12 20,0
Detektionsantikérper [ml] 60 24 36 60,0
Waschkonzentrat [ml] 480 144 336 70,0 2L
positive Kontrolle [ml] 2 0,2 1,8 90,0
negative Kontrolle [ml] 2 0,2 1,8 90,0
Ohrstanzpuffer 160 120 40 25,0

Tabelle 32: Ergebnisse Silikonschlauchtest.
In den Konjugaten sind nach 7 Tagen leichte Ausflockungen sichtbar. Hierbei handelt es sich um Aggregationen
der enthaltenen Antikorper. Die Substrate verursachen eine leichte, nicht entfernbare Vergilbung der Schlduche.

Reagenz/ Zeit [Tagen] 1 2 5 7

BVD Ag Konjugat Ok Ok Ok leichte Ausflockungen
Substrat| - Gelbliche Verfarbung----------

Stopp Ok Ok Ok Ok

IBRgB Konjugat Ok Ok Ok leichte Ausflockungen
Substrat| ---------- Gelbliche Verfarbung----------

Stopp Ok Ok Ok Ok

IBRgE Konjugat Ok Ok Ok leichte Ausflockungen
Substrat| ---------- Gelbliche Verfarbung----------

Stopp Ok Ok Ok Ok

Farblésung Ok Ok Ok Ok
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3.1 Verdiinnung der Farblésung

Tabelle 33: Messwerte der Verdiinnungen der Farblésung.
Mit steigender Verdiinnung sinkt der gemessene OD — Wert und der Fehler.

Verdiinnung 1:1000 1:700 1:460 1:340
1 0,616 1,047 1,533 2,095

2 0,619 1,065 1,553 2,132

3 0,615 1,060 1,549 2,100

4 0,614 1,057 1,548 2,121

5 0,621 1,058 1,538 2,132

6 0,620 1,061 1,545 2,121

7 0,619 1,057 1,524 2,137

8 0,616 1,042 1,554 2,129

9 0,617 1,034 1,505 2,059

10 0,626 1,055 1,522 2,087
Mittelwert 0,618 1,054 1,537 2,111
Abweichung 0,00 0,01 0,02 0,03

3.2 Funktionstauglichkeitspriifung der Nadeln

Tabelle 34: Einstellungen der Dispenser nach Kalibrierung auf 100pl mit a.dem durch Fa. Peters.
Der eingestellte Druck betragt 0,5 bar.

100 pl
Dispenser 1 m n
Kamm 1 0.7920 -8.2550
Kamm 2 0.8210 -13.3800
Kamm 3 0.7600 -9.4660
Dispenser 2
Kamm 1 0.7880 -7.3000
Kamm 2 0.8150 -8.8000
Kamm 3 0.7930 -11.3700
Dispenser 3
Kamm 1 0.8010 -6.9770
Kamm 2 0.7540 -7.5880
Kamm 3 0.7640 -11.8800
3.3 Dispensierverhalten der Nadeln

Tabelle 35: Messergebnisse der optischen Dichte von Dispenser 1, Kamm 1.

Nadel 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
0,604 0,618 0,617 0,628 0,626 0,628 0,618 0,629 0,624 0,627 0,639 0,636
0,636 0,637 0,630 0,637 0,637 0,636 0,625 0,640 0,632 0,632 0,650 0,646
0,649 0,646 0,641 0,647 0,644 0,641 0,631 0,647 0,640 0,639 0,657 0,654
0,645 0,641 0,630 0,641 0,632 0,636 0,627 0,638 0,632 0,632 0,647 0,644
0,636 0,633 0,626 0,632 0,627 0,629 0,623 0,629 0,631 0,626 0,640 0,641
0,643 0,640 0,634 0,642 0,637 0,637 0,628 0,644 0,635 0,634 0,649 0,650
0,636 0,639 0,623 0,638 0,637 0,633 0,617 0,639 0,633 0,625 0,642 0,637
0,626 0,644 0,640 0,651 0,653 0,652 0,646 0,647 0,649 0,641 0,660 0,653
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Tabelle 36: Ergebnisse des Dispensierverhaltens der einzelnen Nadeln von D1, K1.
Dargestellt ist die Abweichung der Einzeldispensionen von deren Mittelwert.
Die Abweichung liegt bei diesem Kamm innerhalb der geforderten Grenzen (£2%).

Mittelwert aus

Nadel Messung 1 -12 zufallige Messabweichung Variationskoeffizient

A 0,625 0,01 1,49%

B 0,637 0,01 1,06%

C 0,645 0,01 1,09%

D 0,637 0,01 1,03%

E 0,631 0,01 0,89%

F 0,639 0,01 1,02%

G 0,633 0,01 1,20%

H 0,647 0,01 1,34%
Tabelle 37: Vergleich des Dispensierverhaltens zwischen den Nadeln von D1, K1.

Die Nadeln A - H geben das gleiche Volumen mit einer Abweichung von 1% ab.

Mittelwert aller

Ergebnisse aus Nadel A - H 0,637

Zuféllige Messabweichung 0,01

Variationskoeffizient 1,14%

Tabelle 38: Messergebnisse der optischen Dichte von Dispenser 1, Kamm 2

Nadel 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0,631 0,635 0,639 0,644 0,629 0,641 0,627 0,626 0,624 0,631 0,645 0,641
B 0,643 0,645 0,649 0,647 0,643 0,643 0,629 0,631 0,627 0,633 0,646 0,645
C 0,654 0,657 0,659 0,658 0,642 0,644 0,636 0,637 0,633 0,637 0,651 0,651
D 0,662 0,659 0,662 0,653 0,649 0,651 0,635 0,628 0,632 0,639 0,646 0,648
E 0,657 0,660 0,652 0,658 0,641 0,650 0,635 0,631 0,634 0,635 0,652 0,651
F 0,655 0,663 0,656 0,656 0,645 0,648 0,634 0,632 0,631 0,633 0,649 0,649
G 0,645 0,646 0,641 0,646 0,640 0,637 0,623 0,630 0,628 0,626 0,640 0,640
H 0,642 0,656 0,654 0,656 0,644 0,651 0,640 0,622 0,628 0,624 0,645 0,640

Tabelle 39: Ergebnisse des Dispensierverhaltens der Nadeln A - H von D1, K2.
Dargestellt ist die Abweichung der Einzeldispensionen von deren Mittelwert.
Die Abweichung liegt bei diesem Kamm innerhalb der geforderten Grenzen (+2%).

Mittelwert aus

Nadel Messung 1 - 12 Zufallige Messabweichung Variationskoeffizient
A 0,634 0,01 1,16%
B 0,640 0,01 1,21%
C 0,647 0,01 1,47%
D 0,647 0,01 1,77%
E 0,646 0,01 1,62%
F 0,646 0,01 1,70%
G 0,637 0,01 1,27%
H 0,642 0,01 1,85%

Tabelle 40: Vergleich des Dispensierverhaltens zwischen den Nadeln von D1, K2.
Die Nadeln A - H geben das gleiche Volumen mit einer Abweichung von 1% ab.

Mittelwert aller

Ergebnisse aus Nadel A - H 0,643
Zuféllige Messabweichung 0,01
Variationskoeffizient 0,76%
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Tabelle 41: Messergebnisse der optischen Dichte von Dispenser 1, Kamm 3.

Nadel 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0,650 0,647 0,638 0,648 0,644 0,637 0,631 0,643 0,643 0,645 0,657 0,653
B 0,664 0,668 0,657 0,665 0,661 0,650 0,641 0,660 0,653 0,657 0,671 0,663
C 0,653 0,654 0,642 0,65 0,642 0,634 0,627 0,641 0,638 0,642 0,654 0,648
D 0,653 0,652 0,640 0,653 0,645 0,637 0,626 0,638 0,639 0,641 0,650 0,648
E 0,666 0,662 0,647 0,657 0,646 0,640 0,633 0,646 0,648 0,647 0,662 0,658
F 0,662 0,667 0,650 0,659 0,652 0,645 0,631 0,649 0,647 0,647 0,662 0,656
G 0,663 0,664 0,646 0,664 0,657 0,642 0,631 0,657 0,656 0,651 0,664 0,659
H 0,644 0,654 0,645 0,652 0,650 0,644 0,633 0,638 0,644 0,636 0,655 0,643
Tabelle 42: Ergebnisse des Dispensierverhaltens der Nadeln A - H von D1, K3.
Dargestellt ist die Abweichung der Einzeldispensionen von deren Mittelwert.
Die Abweichung liegt bei diesem Kamm innerhalb der geforderten Grenzen (£2%).

Mittelwert aus
Nadel Messung 1 -12 zufallige Messabweichung Variationskoeffizient
A 0,645 0,01 1,11%
B 0,659 0,01 1,26%
C 0,644 0,01 1,31%
D 0,644 0,01 1,27%
E 0,651 0,01 1,53%
F 0,652 0,01 1,49%
G 0,655 0,01 1,58%
H 0,645 0,01 1,08%
Tabelle 43: Vergleich des Dispensierverhaltens zwischen den Nadeln von D1, K3.
Die Nadeln A - H geben das gleiche Volumen mit einer Abweichung von 1% ab.
Mittelwert aller
Ergebnisse aus Nadel A - H 0,649
Zufallige Messabweichung 0,01
Variationskoeffizient 0,59%
Tabelle 44: Messergebnisse der optischen Dichte von Dispenser 2, Kamm 1.
Nadel 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0,625 0,635 0,633 0,637 0,637 0,633 0,625 0,630 0,621 0,625 0,636 0,628
B 0,628 0,635 0,631 0,637 0,636 0,633 0,620 0,633 0,619 0,625 0,638 0,609
C 0,638 0,646 0,648 0,651 0,648 0,642 0,631 0,640 0,629 0,633 0,643 0,639
D 0,627 0,631 0,624 0,633 0,640 0,637 0,623 0,630 0,623 0,629 0,640 0,638
E 0,633 0,640 0,639 0,641 0,640 0,639 0,627 0,631 0,628 0,627 0,636 0,635
F 0,642 0,648 0,649 0,655 0,654 0,649 0,637 0,645 0,629 0,636 0,644 0,642
G 0,635 0,638 0,630 0,640 0,646 0,629 0,616 0,633 0,623 0,618 0,629 0,624
H 0,628 0,645 0,644 0,649 0,651 0,648 0,636 0,633 0,629 0,625 0,640 0,628
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Tabelle 45: Ergebnisse des Dispensierverhaltens der Nadeln A - H von D2, K1.
Dargestellt ist die Abweichung der Einzeldispensionen von deren Mittelwert.
Die Abweichung liegt bei diesem Kamm innerhalb der geforderten Grenzen (£2%).

Mittelwert aus

Nadel Messung 1 -12 zufallige Messabweichung Variationskoeffizient

A 0,630 0,01 0,88%

B 0,629 0,01 1,41%

C 0,641 0,01 1,10%

D 0,631 0,01 1,01%

E 0,635 0,01 0,84%

F 0,644 0,01 1,18%

G 0,630 0,01 1,42%

H 0,638 0,01 1,46%
Tabelle 46: Vergleich des Dispensierverhaltens zwischen den Nadeln von D2, K1.

Die Nadeln A - H geben das gleiche Volumen mit einer Abweichung von 1% ab.

Mittelwert aller

Ergebnisse aus Nadel A - H 0,635

Zuféllige Messabweichung 0,01

Variationskoeffizient 0,89%

Tabelle 47: Messergebnisse der optischen Dichte von Dispenser 2, Kamm 2.

Nadel 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0,645 0,660 0,647 0,658 0,649 0,658 0,650 0,659 0,649 0,656 0,666 0,661
B 0,653 0,657 0,648 0,654 0,648 0,640 0,647 0,640 0,644 0,651 0,667 0,648
C 0,657 0,667 0,632 0,665 0,643 0,659 0,649 0,655 0,648 0,650 0,670 0,662
D 0,647 0,654 0,651 0,660 0,654 0,657 0,651 0,654 0,647 0,652 0,665 0,659
E 0,658 0,668 0,652 0,666 0,657 0,662 0,655 0,658 0,650 0,656 0,669 0,661
F 0,652 0,669 0,643 0,653 0,645 0,649 0,643 0,651 0,640 0,642 0,658 0,650
G 0,653 0,661 0,639 0,657 0,648 0,646 0,639 0,656 0,645 0,643 0,656 0,650
H 0,631 0,649 0,637 0,651 0,646 0,653 0,646 0,643 0,638 0,635 0,654 0,642

Tabelle 48: Ergebnisse des Dispensierverhaltens der Nadeln A - H von D2, K2.
Dargestellt ist die Abweichung der Einzeldispensionen von deren Mittelwert.
Die Abweichung liegt bei diesem Kamm innerhalb der geforderten Grenzen (+2%).

Mittelwert aus

Nadel Messung 1 -12 zufallige Messabweichung Variationskoeffizient
A 0,655 0,01 1,01%
B 0,650 0,01 1,16%
C 0,655 0,01 1,67%
D 0,654 0,01 0,81%
E 0,659 0,01 0,92%
F 0,650 0,01 1,25%
G 0,649 0,01 1,12%
H 0,644 0,01 1,15%

Tabelle 49: Vergleich des Dispensierverhaltens zwischen den Nadeln von D2, K2.

Die Nadeln A - H geben das gleiche Volumen mit einer Abweichung von 1% ab.

Mittelwert aller Ergebnisse

aus Nadel A -H 0,652
zuféllige Messabweichung 0,00
Variationskoeffiezient 0%
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Tabelle 50: Messergebnisse der optischen Dichte von Dispenser 2, Kamm 3.

Nadel 1

2

3

4

5 6

7

8

9

10

11

12

0,636
0,636
0,633
0,642
0,629
0,636
0,629
0,634
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0,642
0,636
0,637
0,649
0,631
0,637
0,639
0,651

0,641
0,634
0,633
0,641
0,627
0,632
0,627
0,644

0,649
0,640
0,637
0,645
0,628
0,639
0,640
0,649

0,640 0,641
0,637 0,635
0,633 0,631
0,644 0,642
0,627 0,626
0,637 0,633
0,638 0,627
0,649 0,646

0,637
0,624
0,617
0,627
0,616
0,622
0,616
0,635

0,640
0,635
0,628
0,634
0,620
0,628
0,632
0,633

Tabelle 51: Ergebnisse des Dispensierverhaltens der Nadeln A - H von D2, K3.
Dargestellt ist die Abweichung der Einzeldispensionen von deren Mittelwert.
Die Abweichung liegt bei diesem Kamm innerhalb der geforderten Grenzen (£2%).

0,638
0,633
0,625
0,634
0,621
0,626
0,632
0,637

0,645
0,638
0,632
0,642
0,623
0,632
0,628
0,638

0,651
0,647
0,641
0,648
0,631
0,638
0,637
0,648

0,645
0,644
0,639
0,646
0,634
0,638
0,634
0,643

Nadel Mittelwert aus Messung 1 - 12 zufallige Messabweichung Variationskoeffizient
A 0,642 0,00 0,00%
B 0,637 0,01 0,90%
C 0,632 0,01 1,04%
D 0,641 0,01 1,01%
E 0,626 0,01 0,83%
F 0,633 0,01 0,86%
G 0,632 0,01 1,07%
H 0,642 0,01 1,02%
Tabelle 52: Vergleich des Dispensierverhaltens zwischen den Nadeln von D2, K3.

Die Nadeln A - H geben das gleiche Volumen mit einer Abweichung von +1% ab.

Mittelwert aller

Ergebnisse aus Nadel A - H 0,636

zufallige Messabweichung 0,01

Variationskoeffizient 0,93%

Tabelle 53: Messergebnisse der optischen Dichte von Dispenser 3, Kamm 1.

Nadel 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 0,649 0,653 0,637 0,660 0,647 0,670 0,644 0,675 0,655 0,672 0,675 0,672

B 0,654 0,658 0,644 0,649 0,670 0,655 0,666 0,659 0,669 0,658 0,674 0,658

C 0,644 0,645 0,633 0,643 0,638 0,643 0,637 0,648 0,645 0,650 0,653 0,647

D 0,648 0,648 0,631 0,644 0,641 0,642 0,639 0,647 0,643 0,643 0,653 0,645

E 0,642 0,647 0,632 0,640 0,635 0,639 0,634 0,649 0,646 0,646 0,654 0,642

F 0,661 0,665 0,653 0,664 0,665 0,667 0,661 0,675 0,671 0,675 0,678 0,669

G 0,672 0,673 0,667 0,668 0,671 0,674 0,668 0,677 0,673 0,677 0,682 0,664

H 0,653 0,659 0,641 0,658 0,656 0,659 0,646 0,668 0,663 0,663 0,668 0,658
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Tabelle 54: Ergebnisse des Dispensierverhaltens der Nadeln A - H von D3, K1.
Dargestellt ist die Abweichung der Einzeldispensionen von deren Mittelwert.
Die Abweichung liegt bei diesem Kamm innerhalb der geforderten Grenzen (£2%).

Mittelwert aus

Nadel Messung 1 -12 zufallige Messabweichung Variationskoeffizient

A 0,659 0,01 2,00%

B 0,660 0,01 1,34%

C 0,644 0,01 0,88%

D 0,644 0,01 0,85%

E 0,642 0,01 1,02%

F 0,667 0,01 1,06%

G 0,672 0,01 0,75%

H 0,658 0,01 1,22%
Tabelle 55: Vergleich des Dispensierverhaltens zwischen den Nadeln von D3, K1.

Die Nadeln A - H geben das gleiche Volumen mit einer Abweichung von 2% ab.

Mittelwert aller

Ergebnisse aus Nadel A — H 0,656

Zuféllige Messabweichung 0,01

Variationskoeffizient 1,73%

Tabelle 56: Messergebnisse der optischen Dichte von Dispenser 3, Kamm 2.

Nadel 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0,644 0,654 0,649 0,669 0,654 0,652 0,632 0,646 0,631 0,644 0,647 0,655
B 0,653 0,665 0,663 0,672 0,662 0,656 0,638 0,657 0,636 0,648 0,654 0,662
C 0,663 0,671 0,670 0,680 0,668 0,659 0,645 0,660 0,644 0,652 0,657 0,667
D 0,645 0,655 0,652 0,661 0,655 0,646 0,630 0,640 0,627 0,638 0,638 0,650
E 0,643 0,651 0,643 0,652 0,645 0,641 0,623 0,631 0,621 0,630 0,637 0,647
F 0,651 0,656 0,652 0,665 0,656 0,650 0,631 0,645 0,631 0,645 0,644 0,655
G 0,640 0,654 0,642 0,661 0,651 0,638 0,619 0,640 0,627 0,629 0,634 0,640
H 0,636 0,659 0,652 0,663 0,658 0,652 0,634 0,636 0,627 0,633 0,640 0,643

Tabelle 57: Ergebnisse des Dispensierverhaltens der Nadeln A - H von D3, K2.
Dargestellt ist die Abweichung der Einzeldispensionen von deren Mittelwert.
Die Abweichung liegt bei diesem Kamm innerhalb der geforderten Grenzen (£2%).

Mittelwert aus

Nadel Messung 1 -12 zufallige Messabweichung Variationskoeffizient
A 0,648 0,01 1,59%
B 0,656 0,01 1,63%
C 0,661 0,01 1,63%
D 0,645 0,01 1,62%
E 0,639 0,01 1,62%
F 0,648 0,01 1,55%
G 0,640 0,01 1,84%
H 0,644 0,01 1,85%

Tabelle 58: Vergleich des Dispensierverhaltens zwischen den Nadeln von D3, K2.
Die Nadeln A - H geben das gleiche Volumen mit einer Abweichung von #1% ab.

Mittelwert aller

Ergebnisse aus Nadel A — H 0,648
zuféllige Messabweichung 0,01
Variationskoeffizient 1,19%
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Tabelle 59: Messergebnisse der optischen Dichte von Dispenser 3, Kamm 3.

Nadel 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 0,658 0,656 0,646 0,657 0,650 0,653 0,646 0,661 0,647 0,656 0,665 0,649

B 0,661 0,661 0,649 0,658 0,653 0,654 0,646 0,669 0,649 0,659 0,666 0,643

C 0,664 0,663 0,651 0,659 0,652 0,653 0,643 0,666 0,651 0,659 0,663 0,644

D 0,661 0,653 0,642 0,657 0,651 0,653 0,642 0,662 0,648 0,654 0,658 0,640

E 0,666 0,668 0,652 0,662 0,656 0,661 0,652 0,669 0,653 0,658 0,666 0,650

F 0,655 0,654 0,641 0,650 0,645 0,648 0,636 0,658 0,645 0,648 0,656 0,638

G 0,658 0,668 0,646 0,663 0,657 0,653 0,642 0,672 0,657 0,654 0,659 0,643

H 0,638 0,651 0,637 0,647 0,645 0,646 0,642 0,651 0,638 0,640 0,650 0,639

Tabelle 60: Ergebnisse des Dispensierverhaltens der Nadeln A - H von D3, K3.

Dargestellt ist die Abweichung der Einzeldispensionen von deren Mittelwert.

Die Abweichung liegt bei diesem Kamm innerhalb der geforderten Grenzen (£2%).

Mittelwert aus

Nadel Messung 1 -12 zufallige Messabweichung Variationskoeffizient

A 0,654 0,01 0,95%

B 0,656 0,01 1,23%

C 0,656 0,01 1,19%

D 0,652 0,01 1,14%

E 0,659 0,01 1,04%

F 0,648 0,01 1,10%

G 0,656 0,01 1,41%

H 0,644 0,01 0,83%

Tabelle 61: Vergleich des Dispensierverhaltens zwischen den Nadeln von D3, K3.

Die Nadeln A - H geben das gleiche Volumen mit einer Abweichung von +1% ab.

Mittelwert aller

Ergebnisse aus Nadel A - H 0,653

Zuféllige Messabweichung 0,01

Variationskoeffizient 0,78%

3.4 Justierung mit Reagenz

3.4.1 Dichtebestimmung Reagenzien

Tabelle 62: Messwerte der Dichtebestimmung der Reagenzien.

BVD Ag IBRgB IBRgE
Konjugat Substrat Stopp | Konjugat Substrat Stopp | Konjugat Substrat Stopp

1 1,028 1,019 1,024 1,016 1,018 1,032 1,028 1,020 1,013
2 1,013 1,019 1,020 1,009 1,019 1,034 1,013 1,048 1,015
3 1,006 1,021 1,020 1,015 1,014 1,027 1,020 1,044 1,012
4 1,016 1,021 1,016 1,010 1,012 1,031 1,022 1,046 1,010
5 1,015 1,018 1,018 1,005 1,013 1,026 1,021 1,052 1,013
6 1,015 1,020 1,020 1,013 1,013 1,029 1,013 1,033 1,009
7 1,018 1,019 1,015 1,015 1,013 1,026 1,007 1,047 1,011
8 1,021 1,018 1,014 1,016 1,012 1,026 1,014 1,041 1,008
9 1,009 1,018 1,012 1,006 1,011 1,023 1,014 1,035 1,009
10 1,018 1,017 1,016 1,016 1,011 1,024 1,013 1,034 1,008
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3.4.2 Eichkurven

Tabelle 63: Wertetabelle der Eichkurven fiir Dispenser 1.
Die Wageergebnisse tragen die Einheit Gramm.

Zeit [ms] 100 225 350
Kamm 1

1 6,930 16,168 25,362
2 6,990| 16,184 25,321
3 6,972 | 16,191 25,300

Kamm 2
1 6,738 | 15,951 25,285
2 6,715| 15,973 25,092
3 6,734| 16,042 25,168

Kamm 3
1 6,734| 16,116 25,359
2 6,739| 16,115 25,305
3 6,741 | 16,151 25,328

200 Dispenser 1, Kamm 1
y =0,7524x - 3,7871
= 2 _
= 200 R? = 1,0000 X
c
£
E 0 T T T 1
3 0 100 200 300 400
Zeit [ms]

Abbildung 42: Eichkurve Reagenzien, D1, K1.
Es wurde das Konjugat von IBRgE verwendet.

Dispenser 1, Kamm 2
_ 400 y =0,7568x - 6,5715
= R2 = 1,0000
2 200 X
= /
£
E O T T T 1
(=]
> 0 100 200 300 400
Zeit [ms]

Abbildung 43: Eichkurve Reagenzien, D1, K2.
Es wurde das Konjugat von BVD Ag verwendet.

Dispenser 1, Kamm 3

400

. y = 0,7655x - 6,8765

2 500 R2 = 1,0000 X

5

£

: O T T T 1

S

> 0 100 200 300 400
Zeit [ms]

Abbildung 44: Eichkurve Reagenzien, D1, K3.
Es wurde das Konjugat von IBRgB verwendet.
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Tabelle 64: Wertetabelle der Eichkurven fiir Dispenser 2.

Die Wageergebnisse tragen die Einheit Gramm.

Zeit [ms] 100 225 350
Kamm 1
1 6,301 15,191 24,077
2 6,301 15,192 24,010
3 6,282 15,197 24,018
Kamm 2
1 7,139 16,823 26,458
2 7,132 16,815 26,493
3 7,122 16,822 26,434
Kamm 3
1 6,615 15,724 24,832
2 6,616 15,741 24,822
3 6,621 15,747 24,801
Dispenser 2, Kamm 1
= 400 y=0,7108x - 7,9324
3 —
-Z- 200 R2 = 11,0000 X
[«5)
IS
2 0 T T T 1
o
> 0 100 200 300 400
Zeit [ms]
Abbildung 45: Eichkurve Reagenzien, D2, K1.
Es wurde das Substrat von IBRgE verwendet.
Dispenser 2, Kamm 2
400
— y =0,7904x - 6,0658
2 500 R? = 1,0000 __—
S
E O T T T 1
g 0 100 200 300 400
Zeit [ms]
Abbildung 46: Eichkurve Reagenzien, D2, K2.
Es wurde das Substrat von BVD Ag verwendet.
400 Dispenser 2, Kamm 3
y =0,7479x - 6,7448
= 2 _
= 200 R? = 1,0000 X
8 >/</
€
2 0 T T T 1
(@]
> 0 100 200 300 400
Zeit [ms]

Abbildung 47: Eichkurve Reagenzien, D2, K3.
Es wurde das Substrat von IBRgB verwendet.
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Tabelle 65: Wertetabellen der Eichkurven fiir Dispenser 3.
Die Wageergebnisse tragen die Einheit Gramm.

Zeit [ms] 250 350 450
Kamm 1

1 6,415 9,267 12,108
2 6,462 9,287 11,964
3 6,443 9,217 11,956

Kamm 2

1 5,899 8,641 11,361
5,906 8,608 11,366
5,897 8,580 11,283

Kamm 3
1 5,777 8,419 11,025
2 5,750 8,436 11,028
3 5,764 8,387 11,028

Dispenser 3, Kamm 1
200
y =0,2870x - 5,2654
=l 100 R? = 1,0000 X
GC) M
g 0 T T 1
(@]
> 0 200 400 600
Zeit [ms]

Abbildung 48: Eichkurve Reagenzien, D3, K1.
Es wurde die Stopplésung von IBRgE verwendet.

200 Dispenser 3, Kamm 2
—_ y =0,2784x - 9,1910
= 100 R? = 1,0000 X
c
[«5)
g M
2
o O T T 1
>
0 200 400 600
Zeit [ms]

Abbildung 49: Eichkurve Reagenzien, D3, K2.
Es wurde die Stopplésung von BVD Ag verwendet.

Dispenser 3, Kamm 3
200
_ y =0,2667x - 8,2004
= R%=1,0000
£ 100 X
e /
=]
°
>
O T T 1
0 200 Zeit [ms] 400 600

Abbildung 50: Eichkurve Reagenzien, D3, K3.
Es wurde die Stopplésung von IBRgB verwendet.

B-28



Tabelle 66: Ubersicht der Einstellungen der Dispensierkimme.
Die Einstellungen beziehen sich auf die Beladung mit Reagenz. Der angegebene Druck ist der in den Schott-
Flaschen erzeugte Luftdruck, der auf die Reagenzien ausgeiibt wird.

Druck [bar] | 100l
Dispenser 1 0,5 m n
Kamm 1 0,7524 | -3,7871
Kamm 2 0,7568 | -6,5715
Kamm 3 0,7655 -6,8765
Dispenser 2 0,5
Kamm 1 0,7108 | -7,9342
Kamm 2 0,7904 | -6,0658
Kamm 3 0,7479 | -6,7448
Dispenser 3 0,1
Kamm 1 0,2870 | -5,2654
Kamm 2 0,2784 | -9,1910
Kamm 3 0,2667 | -8,2004

Tabelle 67: Ubersicht der Einstellungen der Dispensierkimme.
Die Einstellungen beziehen sich auf die Beladung mit Reagenz. Der angegebene Druck ist der in den Schottfla-

schen erzeugte Luftdruck, der auf die Reagenzien ausgeiibt wird.

Druck [bar] | 100l
Dispenser 1 0,5 m n t [ms]
Kamm 1 0,7542 | -3,7871 138
Kamm 2 0,7568 | -6,5715 141
Kamm 3 0,7655 | -6,8765 140
Dispenser 2 0,5
Kamm 1 0,7108 | -7,9342 152
Kamm 2 0,7904 | -6,0658 134
Kamm 3 0,7479 | -6,7448 143
Dispenser 3 0,1
Kamm 1 0,2870 | -5,2654 367
Kamm 2 0,2784 | -9,1910 392
Kamm 3 0,2667 | -8,2004 406
3.4.3 Gravimetrische Volumenkontrolle
Tabelle 68: Ergebnistabelle Volumenkontrolle.
Einwaage der dispensierten Volumina [g].
Dispenser 1 Dispenser 2 Dispenser 3
Kamm 1 2 3 1 2 3 1 2 3
1| 9,718 | 9,802 | 9,745|10,022| 9,744 | 9,727 | 9,744 | 9,751 | 9,893
2| 9,748 | 9,807 | 9,751|10,002| 9,762 | 9,745| 9,769 | 9,798 | 9,810
3| 9,736| 9,763 | 9,751|10,030( 9,798 | 9,735| 9,759| 9,771| 9,876
4| 9,724| 9,839| 9,716|10,023|9,799| 9,748 | 9,717 | 9,749| 9,806
5| 9,738| 9,826| 9,739| 9,996 9,764 | 9,764 | 9,761 | 9,795| 9,817
6| 9,765| 9,737| 9,772| 9,998 9,793 | 9,756 9,697 | 9,727 | 9,825
7|1 9,779| 9,761 | 9,715|10,003 | 9,761 | 9,756 9,732| 9,713| 9,801
8| 9,733| 9,794 | 9,759|10,004 | 9,765| 9,740| 9,686 | 9,714| 9,805
9| 9,718| 9,808 | 9,734| 9,930|9,792| 9,770| 9,682 | 9,760| 9,838
10| 9,702 9,807 | 9,723 | 9,975|9,793| 9,736| 9,689 | 9,710 9,853
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3.5 Befiillkontrolle
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Abbildung 51: Screenshot Rezept QC_Dispenser_1.

Dargestellt ist die Befiillkontrolle von Dispenser 1. Der Aufbau erfolgt wie bei Rezept QC_Disp_1. Gleiche Schritte
bedeuten dabei gleichen Inhalt. Alles andere:

ROBOTER| MOVE | DISPENSER|PUT/1: Der Roboterarm legt die Testplatte bei Dispenser 1 ab.
POLYDISPENSER_1|DispensePlate|1/1/4/100: Dispenser 1 dispensiert mit Kamm 1 jeweils 100ul in die Reihen 1 -
4. POLYDISPENSER_1|DispenserPlate|2/5/8/100: Dispenser 1 dispensiert mit Kamm 2 jeweils 100ul in die Reihen
5 — 8. POLYDISPENSER_1 | DispensePlate|3/9/12/100: Dispenser 1 dispensiert mit Kamm 3 jeweils 100ul in die
Reihen 9 — 12. ROBOTER| MOVE | DISPENSER/GET/1: Der Roboterarm nimmt die Testplatte von Dispenser 1 auf.
Die Rezepte der Befiillkontrolle von Dispenser 2 und Dispenser 3 sind analog hierzu.

Tabelle 69: Ergebnistabelle Dispensionskontrolle Dispenser.
Das Rezept wird auch in der Wiederholung fiir jeden Dispenser und jeden Kamm korrekt durchgefiihrt.

Dispenser:| 1 2 3

Kamm : 1 2 3 1 2 3 1 2 3
1] OK OK OK| OK OK OK| OK OK oK
2| OK OK OK| OK OK OK| OK OK 0K
3] OK OK OK| OK OK OK| OK OK OK
4, OK OK OK| OK OK OK| OK OK OK
5/ OK OK OK| OK OK OK| OK OK OK
6/ OK OK OK| OK OK OK| OK OK OK
7] OK OK OK| OK OK OK| OK OK OK
8/ OK OK OK| OK OK OK| OK OK OK
9/ OK OK OK| OK OK OK| OK OK OK
10 OK OK OK| OK OK OK| OK OK OK
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3.6 Initialvolumen

Tabelle 70: Ergebnistabelle Zeitintervall Initialvolumen.
Bis zu einem Intervall von 10min mit einem Autodispensiervolumen von

100l entstehen keine Dispensierungenauigkeiten.

Zeit [min] 5 10 15
Dispenser 1
Kamm 1 Ok Ok -
Kamm 2 Ok Ok -
Kamm 3 Ok Ok -
Dispenser 2
Kamm 1 Ok Ok -
Kamm 2 Ok Ok -
Kamm 3 Ok Ok -
Dispenser 3
Kamm 1 Ok Ok -
Kamm 2 Ok Ok -
Kamm 3 Ok Ok -

Tabelle 71: Ergebnistabelle Volumen Initialvolumen.

Bis zu einem Autodispensiervolumen von 15ul mit einem Zeitintervall von

10min treten keine Dispensierungenauigkeiten auf.

Volumen [ul] 50 40 30 20 15 10
Dispenser 1
Kamm 1 Ok Ok Ok Ok Ok -
Kamm 2 Ok Ok Ok Ok Ok -
Kamm 3 Ok Ok Ok Ok Ok -
Dispenser 2
Kamm 1 Ok Ok Ok Ok Ok -
Kamm 2 Ok Ok Ok Ok Ok -
Kamm 3 Ok Ok Ok Ok Ok -
Dispenser 3
Kamm 1 Ok Ok Ok Ok Ok -
Kamm 2 Ok Ok Ok Ok Ok -
Kamm 3 Ok Ok Ok Ok Ok -
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3.7

Zuordnung Reagenzien

Tabelle 72: Reagenzkontrolle Assay BVD Ag.
Es wurden bei 10 Testplatten jeweils die richtigen Reagenzien in jedem Testschritt verwendet.

Konjugat Substrat Stoppl6sung
Testplatte |Dispenser Reagenz Dispenser Reagenz Dispenser Reagenz
707073 1 OK 2 OK 3 OK
707068 1 OK 2 OK 3 OK
708653 1 OK 2 OK 3 oK
708654 1 OK 2 OK 3 OK
707070 1 OK 2 OK 3 oK
707053 1 OK 2 OK 3 OK
708652 1 OK 2 OK 3 oK
708646 1 OK 2 OK 3 OK
707066 1 OK 2 OK 3 OK
707067 1 oK 2 OK 3 OK
Tabelle 73: Reagenzkontrolle Assay IBRgB.
Es wurden bei 10 Testplatten jeweils die richtigen Reagenzien in jedem Testschritt verwendet.
Konjugat Substrat Stoppl6sung
Testplatte |Dispenser Reagenz Dispenser Reagenz Dispenser Reagenz
125645 1 OK 2 OK 3 oK
125661 1 OK 2 oK 3 OK
125628 1 OK 2 oK 3 oK
124719 1 OK 2 oK 3 OK
124713 1 OK 2 oK 3 oK
124717 1 OK 2 oK 3 OK
125626 1 OK 2 oK 3 oK
125663 1 OK 2 oK 3 OK
125650 1 OK 2 OK 3 OK
125653 1 OK 2 OK 3 OK
Tabelle 74: Reagenzkontrolle Assay IBRgE.
Es wurden bei 10 Testplatten jeweils die richtigen Reagenzien in jedem Testschritt verwendet.
Konjugat Substrat Stopplosung
Testplatte |Dispenser Reagenz Dispenser Reagenz Dispenser Reagenz
147756 1 OK 2 oK 3 oK
147754 1 OK 2 OK 3 oK
147749 1 OK 2 oK 3 oK
147755 1 OK 2 OK 3 oK
147761 1 OK 2 oK 3 oK
147759 1 OK 2 OK 3 oK
147758 1 OK 2 oK 3 oK
147757 1 OK 2 oK 3 oK
147762 1 OK 2 oK 3 oK
147753 1 OK 2 oK 3 oK
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Tabelle 75: Reagenzkontrolle gemischte Assays.
Bei der parallelen Abarbeitung mehrerer Assays wird jeweils der richtige Dispenser als auch das richtige Reagenz

verwendet.
Konjugat Substrat Stoppl6sung

Testplatte | Dispenser Reagenz Dispenser Reagenz Dispenser Reagenz
147754 1 OK 2 OK 3 OK
125645 1 OK 2 OK 3 OK
707053 1 OK 2 OK 3 OK
147761 1 OK 2 OK 3 OK
125661 1 OK 2 OK 3 OK
707067 1 OK 2 OK 3 OK
147749 1 OK 2 OK 3 OK
125628 1 OK 2 OK 3 OK
707066 1 OK 2 OK 3 OK
147759 1 OK 2 OK 3 OK
708652 1 OK 2 OK 3 OK
124713 1 OK 2 OK 3 OK
147755 1 OK 2 OK 3 OK
708646 1 OK 2 OK 3 OK
124719 1 OK 2 OK 3 OK
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Abbildung 52: Screenshot der Messprozedur fiir BVD Ag.
Die Testplatte wird zunéachst fiir 4 Sekunden geschiittelt und anschlieBend sowohl bei 450nm als auch bei 650nm
gemessen.
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4.1.2 Plattenlayout
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Abbildung 53: Plattenlayout fiir BVD Ag.

Die Positionen Al und B1 sind fiir die negative Kontrolle, die Positionen C1 und D1 fiir die positive Kontrolle

belegt. Die restlichen Positionen sind als SPL = Sample definiert.
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Abbildung 54: Berechnung des korrigierten OD — Wertes fiir BVD Ag.
Der Messwert bei 650nm wird von dem Messwert bei 450nm abgezogen. Dies entspricht einem
Abzug des Leerwertes. Es wird der Corr450 Wert fiir Proben und Kontrollen erhalten.
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Abbildung 55: Berechnung des S-N — Wertes fiir BVD Ag.
Der Mittelwert der korrigierten negativen Kontrollen wird von dem korrigierten OD — Wert der Proben abgezo-
gen.
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Abbildung 56: Festlegung der ersten Validierungsbedingung fir BVD Ag.
Nur wenn die Differenz zwischen den Mittelwerten der positiven und negativen Kontrollen
groBer oder gleich 0,15 ist die Testplatte giiltig und die Probenergebnisse vertrauensvoll.
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Abbildung 57: Festlegung der zweiten Validierungsbedingung fiir BVD Ag.
Nur wenn der korrigierte OD — Wert der negativen Kontrolle kleiner oder gleich 0,25 ist, ist der Test giiltig und die
Probenergebnisse vertrauensvoll.
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Abbildung 58: Festlegung des Grenzwertes zwischen positivem und negativem Probenergebnis fiir BVD Ag.
Proben, deren S-N — Wert kleiner 0,3 sind werden als negativ gewertet. Proben, deren S-N — Wert gréer
als 0,3 ist werden als positiv gewertet.
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Abbildung 59: Screenshot der Messprozedur fiir IBRgB.
Die Testplatte wird zunachst fiir 4 Sekunden geschiittelt und anschlieBend sowohl bei 450nm als auch bei 650nm
gemessen.
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Abbildung 60: Plattenlayout fiir IBRgB.
Die Positionen Al und B1 sind fiir die negative Kontrolle, die Positionen C1 und D1 fiir die positive Kontrolle
belegt. Die restlichen Positionen sind als SPL = Sample definiert.
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Abbildung 61: Berechnung des korrigierten OD — Wertes fiir IBRgB.
Der Messwert bei 650nm wird von dem Messwert bei 450nm abgezogen. Dies entspricht einem
Abzug des Leerwertes. Es wird der Corr450 Wert fiir Proben und Kontrollen erhalten.
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Abbildung 62: Berechnung der prozentualen Blockierung durch die Probe fiir IBRgB.

Die prozentuale Hemmung wird auf Grundlage des korrigierten OD — Wertes der Probe und dem Mittelwert der

korrigierten negativen Kontrollen berechnet.
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Abbildung 63: Festlegung der ersten Validierungsbedingungen fiir IBRgB.

Nur wenn der Mittelwert der korrigierten negativen Kontrolle groBer oder gleich 0,500 ist, ist der Test giiltig und

die Probenergebnisse vertrauensvoll.
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Abbildung 64: Festlegung der zweiten Validierungsbedingungen fiir IBRgB.
Nur wenn die prozentuale Hemmung des Mittelwerts der korrigierten positiven Kontrolle gréBer
oder gleich 80% ist, ist der Test giiltig und die Probenergebnisse vertrauensvoll.
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Abbildung 65: Festlegung der Grenzwerte zwischen negativem, fraglichem und positivem Ergebnis der Probe fiir

IBRgB.

Betrdgt die prozentuale Hemmung der Probe unter 45% so ist diese als negativ zu werten. Liegt der Hemmwert
zwischen 45 und 55% liegt ein fragliches Ergebnis vor. Bei Hemmwerten iiber 55% wird die Probe als positiv ge-

wertet.
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Abbildung 66: Screenshot der Messprozedur fiir IBRgE.

Die Testplatte wird zunachst fiir 4 Sekunden geschiittelt und anschlieBend bei 650nm gemessen.
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Abbildung 67: Plattenlayout fiir IBRGE.
Die Positionen Al und B1 sind fiir die negative Kontrolle, die Positionen C1 und D1 fiir die positive Kontrolle
belegt. Die restlichen Positionen sind als SPL = Sample definiert.

4.3.3 Transformation

xpt [created from x1
File Plate Protocal MWindow System Help

AL H B2 g 0% R

Data Reduction

2@ @ .5

 Protacal Data Reduction Steps

] Procedure Add Step
A Plate Layout Description Data Out @S
[ Data Reduction [ranstormation PN
[ Runtime Prorpts wel pralysis & vdidation Valdation (650)

T curoit Cutoffs (PIN)

epart Bulder

[ Fie Export Buider

4 Power Export Builder

2 Protacal Dplions - DataIn =
€ Plate 1 (7759) [ veldation__| E |

Select multiple data sets. .
Polarization
S 27 e

G Plate5 (7754)
€3 Plate 6 (7749 Formula

G Plate 7 (7757) Use single formula For all wels

€ Plate 3 (7754)
G Plate 10 (7756)
€3 Plate 11 (7749)

B Transformation

© Plole 12 7756) 1 z 3 4 5 G T O o o kO 2
G Plate 13 (7756) CNEGC_ KD | $PLS SPL1Z sPL2t sPL2g B SPLAE SPLER SPLEt sPLEg SPLTT SPLes
% Audt Tral &
XICNEG K0 XICNEG_0 XIENEG_KD XENEG_KD X/CNES_KD XUCNEG_KD XICNEG_KO|X/CHEG_KO X/CNEG_KO XUCHES_KO XICNES K| XIENEG_KO)
CNEGkD | SPLe | SPLW4 | SPL22 | SPLI0 | SPLI | SPL43 | SPLs4 | SPL2 | SPLIO | sPL7R | SPLES
’ XUENES_KO X/CNEG_KO X/CNEG_KO X/CNEG_KO XCNES_KO XCNES_KD JENES_KD [ X/CNEG_KD XCNEG_KO X/CNES_KO X/CNES_KO X/CNEG_KO!
CPOSKD | SPL7 | SPLYS | SPL2s | SPLI1 | SPLI | SPLAT | SPLSS | SPLe2 | SPLT1 | SR | SPLE?
¢ UENES_KO X/CNEG_KO X/CNEG_KO X/CNEG_KO XCNES_KO XCNES_KD JUENES_KD [ X/CNEG_KD XCNEG_KO X/CNES_KO X/CNES_KO X/CNEG_KO)
CPOSKD | SPLa | SPLYS | SPL24 | SPLI2 | SPLAD | SPL4e | SPLSS | SPL4 | SPLI2 | SPLED | SPLES
" JUCNESG KO XCNEG_KD XCNEG_KO XWENEG_KO X/CNES_KO NCNES_KO MCNEG_KO XCNEG_KD XCNEG_KO XCHES_KO XCNEG_KOD XYCNEG_KO)
sPLY sPle | SPLT7 | SPL2s | sPLsR | SPLA1 | SPLAD | SPLST | SPLeS | SPL73 | SPLe1 | SPLER
£ JWCNES_KO MCNEG_KD XCNEG_KO WENEG_KO X/CNES_KO NCNEG_KO VCNEG_KO MCNEG_KO XCNEG_KO X/CHES_KO XCNEG_KOD XYCNEG_KO)
SPL2 | SPLI0 | SPLte | SPL28 | SPLa4 | SPLe | SPLSD | SPLSE | SPLeR | SPL74 | SPLe2 | SPLED
" JWCNES_KO MCNEG_KD XCNEG_KO WENEG_KO X/CNES_KO NCNEG_KO VCNEG_KO MCNEG_KO XCNEG_KO X/CHES_KO XCNEG_KOD XYCNEG_KO)
SPLs | SPLM | SPLiG | SPLz7 | SPLS | sPLeT | SPLSL | SPLSR | SPLeT | SPL7S | SPLER | SRLOM
¢ JWCNES_KO MCNEG_KD XCNEG_KO WENEG_KO X/CNES_KO NCNEG_KO VCNEG_KO MCNEG_KO XCNEG_KO X/CHES_KO XCNEG_KOD XYCNEG_KO)
SPL4 | SPLiz | SPLz0 | SPLz | sPLos | SPL44 | SPLsz | SPLSD | SPLeR | SPL7O | SPLed | SPLEz
" JWCNES_KO MCNEG_KD XCNEG_KO WENEG_KO X/CNES_KO NCNEG_KO VCNEG_KO MCNEG_KO XCNEG_KO X/CHES_KO XCNEG_KOD XYCNEG_KO)
Ready

Abbildung 68: Berechnung des P/N — Wertes der Proben fiir IBRgE.
Der Wert der optischen Dichte der Probe wird durch den Mittelwert der optischen Dichte der
negativen Kontrollen dividiert.

B-41



4.3.4 Validation

File Plate Protocol ‘Window System Help

SEPH A n8R

! Protacol

EJ Procedure

& Plate Lapaut

@ D ata Reduction
[ Runtime Prompts
W Report Builder
\ﬁ File Export Builder

: % Data Views

%‘2) Protocol Options
@ Plate 1 (7759)
@ Plate 2 [775E)
& Plate 3(7757)
G Plate 4(7755]
G2 Plate 5(F754]
& Plate 6 (7749)
G Plate 7 [7757)
& Plate B(7755)
4 Plate 3(7754)
2 Plate 10(7756)
2 Plate 11 (7743)
G Plate 12 [7756]
@ Plate 13(7756)
w b Audit Trail

Abbildung 69: Festlegung der Validierungsbedingungen fiir IBRgE.
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Nur wenn die Differenz zwischen den Mittelwerten der positiven und negativen Kontrollen gréRer oder gleich 0,3

ist, ist der Test giiltig und die Probenergebnisse vertrauensvoll.
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Abbildung 70: Festlegung der Grenzwerte zwischen negativem, fraglichem und positivem Ergebnis der Probe fiir

IBRgE.

Ist der P/N — Wert der Probe kleiner 0,6 so ist die Probe als positiv zu werten. Bei Werten zwischen 0,6 und 0,7
muss die Probe als fraglich angesehen werden, bei Werten gréBer als 0,7 als negativ.
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4.4

4.4.1

BVD Ag

Ergebnistabellen Kontrolle Plattenlayout

Tabelle 76: Ergebnisse der Validierungsberechnungen fiir BVD Ag bei Messung mit Tecan Sunrise Photometer.
Die Ergebnisse der Kontrollen liegen innerhalb der Validierungsbedingungen, somit ist der Test giiltig.

BVD Ag Messwerte Mittelwert | Validierung
Tecan Sunrise PCx-NCx 20,15 | NCx < 0,250
negative
Kontrolle 1 0,102 0,090 1,578| True True
negative
Kontrolle 2 0,077
positive
Kontrolle 1 1,668 1,667
positive
Kontrolle 2 1,666

Tabelle 77: Uberpriifung der Validierungsberechnung fiir BVD Ag.
Das Ergebnis der Software stimmt sowohl mit der manuellen Berechnung der Validierungsgrundlagen
als auch mit dem Ergebnis des Referenzphotometers Tecan Sunrise iiberein.

BVD Ag Mess- | Mittel- | Validierung manuell Validierung
werte |wert Software
NCx
NCx
< 2| <
PCx-NCx >0,150,250 | PCx-NCx 0,15 (0,250
negative
Kontrollel | 0,108| 0,093 1,593 | True| True 1,593 | Valid| Valid
negative
Kontrolle2 | 0,078
positive
Kontrollel | 1,686| 1,6855
positive
Kontrolle2 | 1,685

Tabelle 78: Uberpriifung der S-N — Werte und der Befundungsergebnisse fiir BVD Ag.
Der Vergleich zwischen den Ergebnissen der Software und denen der manuellen Berechnungen

zeigt deutlich, dass die Berechnungen von der Software korrekt durchgefiihrt werden und die

Befundung nach Vorschrift vorgenommen wird.

BVD Ag | Messwerte | S-N Berechnung | Vergleich | Befundung | Befundung
GEN 5 | manuell Gen 5 manuell
A2 0,099 0,006 0,006 True NEG NEG
A3 0,104 0,011 0,011 True NEG NEG
A4 0,096 0,003 0,003 True NEG NEG
A5 0,093 0,000 0,000 True NEG NEG
A6 0,099 0,006 0,006 True NEG NEG
A7 0,101 0,008 0,008 True NEG NEG
A8 0,118 0,025 0,025 True NEG NEG
A9 0,106 0,013 0,013 True NEG NEG
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Al0 0,091| -0,002 -0,002 True NEG NEG
All 0,103| 0,010 0,010 True NEG NEG
Al12 0,124| 0,031 0,031 True NEG NEG
B2 0,114| 0,021 0,021 True NEG NEG
B3 0,092| -0,001 -0,001 True NEG NEG
B4 0,097| 0,004 0,004 True NEG NEG
B5 0,076 | -0,017 -0,017 True NEG NEG
B6 0,109| 0,016 0,016 True NEG NEG
B7 0,119| 0,026 0,026 True NEG NEG
B8 0,106 | 0,013 0,013 True NEG NEG
B9 0,088 | -0,005 -0,005 True NEG NEG
B10 0,100 | 0,007 0,007 True NEG NEG
B11 0,128 | 0,035 0,035 True NEG NEG
B12 0,110| 0,017 0,017 True NEG NEG
C2 0,122| 0,029 0,029 True NEG NEG
C3 0,106 | 0,013 0,013 True NEG NEG
Ca 0,097| 0,004 0,004 True NEG NEG
s 0,097| 0,004 0,004 True NEG NEG
Cé 0,088 | -0,005 -0,005 True NEG NEG
C7 0,092 | -0,001 -0,001 True NEG NEG
C8 0,099| 0,006 0,006 True NEG NEG
C9 0,086| -0,007 -0,007 True NEG NEG
C10 1,606 1,513 1,513 True POS POS
Cl11 0,102| 0,009 0,009 True NEG NEG
C12 0,097| 0,004 0,004 True NEG NEG
D2 0,100 | 0,007 0,007 True NEG NEG
D3 0,088 | -0,005 -0,005 True NEG NEG
D4 0,094| 0,001 0,001 True NEG NEG
D5 0,088 | -0,005 -0,005 True NEG NEG
D6 0,082 | -0,011 -0,011 True NEG NEG
D7 0,094| 0,001 0,001 True NEG NEG
D8 0,108| 0,015 0,015 True NEG NEG
D9 0,098 | 0,005 0,005 True NEG NEG
D10 0,285| 0,192 0,192 True NEG NEG
D11 0,097| 0,004 0,004 True NEG NEG
D12 0,126 | 0,033 0,033 True NEG NEG
El 0,126 | 0,033 0,033 True NEG NEG
E2 0,081| -0,012 -0,012 True NEG NEG
E3 0,088 | -0,005 -0,005 True NEG NEG
E4 0,109| 0,016 0,016 True NEG NEG
ES 0,081 -0,012 -0,012 True NEG NEG
E6 0,097| 0,004 0,004 True NEG NEG
E7 0,096| 0,003 0,003 True NEG NEG
E8 0,089 | -0,004 -0,004 True NEG NEG
E9 0,089 | -0,004 -0,004 True NEG NEG
E10 0,088 | -0,005 -0,005 True NEG NEG
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E1l 0,103| 0,010 0,010 True NEG NEG
E12 0,128 | 0,035 0,035 True NEG NEG
F1 1,261 1,168 1,168 True POS POS
F2 0,111| 0,018 0,018 True NEG NEG
F3 0,096| 0,003 0,003 True NEG NEG
F4 0,102| 0,009 0,009 True NEG NEG
F5 0,080| -0,013 -0,013 True NEG NEG
F6 0,088 | -0,005 -0,005 True NEG NEG
F7 0,096| 0,003 0,003 True NEG NEG
F8 0,083| -0,010 -0,010 True NEG NEG
F9 0,060| -0,033 -0,033 True NEG NEG
F10 0,096| 0,003 0,003 True NEG NEG
F11 0,095| 0,002 0,002 True NEG NEG
F12 0,117 0,024 0,024 True NEG NEG
Gl 0,127| 0,034 0,034 True NEG NEG
G2 0,108| 0,015 0,015 True NEG NEG
G3 0,093| 0,000 0,000 True NEG NEG
G4 0,092| -0,001 -0,001 True NEG NEG
G5 0,094| 0,001 0,001 True NEG NEG
G6 0,090| -0,003 -0,003 True NEG NEG
G7 0,090| -0,003 -0,003 True NEG NEG
G8 0,080| -0,013 -0,013 True NEG NEG
G9 0,072 -0,021 -0,021 True NEG NEG
G10 0,116| 0,023 0,023 True NEG NEG
G11 0,118| 0,025 0,025 True NEG NEG
G12 0,122 0,029 0,029 True NEG NEG
H1 0,151| 0,058 0,058 True NEG NEG
H2 0,111| 0,018 0,018 True NEG NEG
H3 0,101| 0,008 0,008 True NEG NEG
H4 0,099| 0,006 0,006 True NEG NEG
H5 0,111 0,018 0,018 True NEG NEG
H6 0,127 0,034 0,034 True NEG NEG
H7 0,096| 0,003 0,003 True NEG NEG
H8 0,126 | 0,033 0,033 True NEG NEG
H9 0,083| -0,010 -0,010 True NEG NEG
H10 0,097| 0,004 0,004 True NEG NEG
H11 0,098 | 0,005 0,005 True NEG NEG
H12 0,126| 0,033 0,033 True NEG NEG
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Tabelle 79: Vergleich der Ergebnisse fiir BVD Ag der Photometer Gen5 und Tecan Sunrise.

Trotz einer geringfiigigen Abweichung der Messwerte werden identische Befundungsergebnisse erzielt.

BVD Ag | Gen5 Tecan Vergleich
Sunrise
Differenz

Mess- Mess- Befund- | Mess- Befund-

werte | S-N Befundung | werte S-N ung werte ung
A2 0,099 | 0,006 NEG 0,097 | 0,008 NEG 0,002 OK
A3 0,104| 0,011 NEG 0,101| 0,012 NEG 0,003 OK
A4 0,096 | 0,003 NEG 0,091 | 0,002 NEG 0,005 OK
A5 0,093 | 0,000 NEG 0,090| 0,001 NEG 0,003 OK
A6 0,099 | 0,006 NEG 0,092 | 0,003 NEG 0,007 OK
A7 0,101 | 0,008 NEG 0,097 | 0,008 NEG 0,004 OK
A8 0,118| 0,025 NEG 0,113| 0,024 NEG 0,005 OK
A9 0,106 | 0,013 NEG 0,101| 0,012 NEG 0,005 OK
A10 0,091 | -0,002 NEG 0,088 | -0,002 NEG 0,003 OK
All 0,103 | 0,010 NEG 0,099 | 0,010 NEG 0,004 OK
Al12 0,124| 0,031 NEG 0,119| 0,030 NEG 0,005 OK
B2 0,114| 0,021 NEG 0,109| 0,020 NEG 0,005 OK
B3 0,092 | -0,001 NEG 0,089 | -0,001 NEG 0,003 OK
B4 0,097 | 0,004 NEG 0,094 | 0,005 NEG 0,003 OK
B5 0,076 | -0,017 NEG 0,072 | -0,018 NEG 0,004 OK
B6 0,109 | 0,016 NEG 0,105| 0,016 NEG 0,004 OK
B7 0,119| 0,026 NEG 0,112| 0,023 NEG 0,007 OK
B8 0,106 | 0,013 NEG 0,101| 0,012 NEG 0,005 OK
B9 0,088 | -0,005 NEG 0,085 | -0,004 NEG 0,003 OK
B10 0,100| 0,007 NEG 0,096 | 0,007 NEG 0,004 OK
B11 0,128| 0,035 NEG 0,123 | 0,034 NEG 0,005 OK
B12 0,110| 0,017 NEG 0,106 | 0,017 NEG 0,004 OK
Cc2 0,122| 0,029 NEG 0,119| 0,030 NEG 0,003 OK
Cc3 0,106| 0,013 NEG 0,102 | 0,013 NEG 0,004 OK
(o} 0,097 | 0,004 NEG 0,092 | 0,003 NEG 0,005 OK
C5 0,097 | 0,004 NEG 0,093 | 0,004 NEG 0,004 OK
C6 0,088 | -0,005 NEG 0,083 | -0,006 NEG 0,005 OK
Cc7 0,092 | -0,001 NEG 0,087 | -0,003 NEG 0,005 OK
C8 0,099 | 0,006 NEG 0,095| 0,006 NEG 0,004 OK
Cc9 0,086 | -0,007 NEG 0,081 | -0,008 NEG 0,005 OK
C10 1,606 | 1,513 POS 1,578 | 1,489 POS 0,028 OK
Cl11 0,102 | 0,009 NEG 0,097 | 0,008 NEG 0,005 OK
C12 0,097 | 0,004 NEG 0,092 | 0,003 NEG 0,005 OK
D2 0,100| 0,007 NEG 0,098 | 0,009 NEG 0,002 OK
D3 0,088 | -0,005 NEG 0,084 | -0,005 NEG 0,004 OK
D4 0,094 | 0,001 NEG 0,091 | 0,002 NEG 0,003 OK
D5 0,088 | -0,005 NEG 0,086 | -0,004 NEG 0,002 OK
D6 0,082 -0,011 NEG 0,081 | -0,008 NEG 0,001 OK
D7 0,094 | 0,001 NEG 0,091 | 0,002 NEG 0,003 OK
D8 0,108 | 0,015 NEG 0,105| 0,016 NEG 0,003 OK
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D9 0,098 | 0,005 NEG| 0,095| 0,006| NEG 0,003 oK
D10 0,285| 0,192 NEG| 0,277| 0,188 NEG 0,008 oK
D11 0,097 | 0,004 NEG| 0,094| 0,005 NEG 0,003 OK
D12 0,126 | 0,033 NEG| 0,122 0,033 NEG 0,004 OK
E1 0,126 0,033 NEG| 0,122/ 0,033 NEG 0,004 OK
E2 0,081 | -0,012 NEG| 0,078|-0,012 NEG 0,003 OK
E3 0,088 | -0,005 NEG| 0,086|-0,004| NEG 0,002 oK
E4 0,109 | 0,016 NEG| 0,104| 0,015 NEG 0,005 oK
E5 0,081 -0,012 NEG| 0,079|-0,011 NEG 0,002 oK
E6 0,097 | 0,004 NEG| 0,094| 0,005 NEG 0,003 oK
E7 0,096 | 0,003 NEG| 0,092| 0,003 NEG 0,004 oK
ES 0,089 | -0,004 NEG| 0,086|-0,004| NEG 0,003 oK
E9 0,089 | -0,004 NEG| 0,085|-0,004| NEG 0,004 oK
E10 0,088 | -0,005 NEG| 0,087|-0,003 NEG 0,001 OK
E11 0,103 | 0,010 NEG| 0,099| 0,010| NEG 0,004 OK
E12 0,128 0,035 NEG| 0,124 0,035 NEG 0,004 OK
F1 1,261 1,168 POS| 1,244| 1,155 POS 0,017 oK
F2 0,111| 0,018 NEG| 0,106| 0,017| NEG 0,005 oK
F3 0,096 | 0,003 NEG| 0,092| 0,003 NEG 0,004 oK
F4 0,102| 0,009 NEG| 0,100| 0,011 NEG 0,002 oK
F5 0,080 | -0,013 NEG| 0,076|-0,014| NEG 0,004 oK
F6 0,088 | -0,005 NEG| 0,085|-0,004| NEG 0,003 oK
F7 0,096 | 0,003 NEG| 0,092| 0,003 NEG 0,004 OK
F8 0,083 | -0,010 NEG| 0,079|-0,011 NEG 0,004 OK
F9 0,060 | -0,033 NEG| 0,059 |-0,031 NEG 0,001 oK
F10 0,096 | 0,003 NEG| 0,093| 0,004| NEG 0,003 oK
F11 0,095| 0,002 NEG| 0,094| 0,005 NEG 0,001 OK
F12 0,117 | 0,024 NEG| 0,114 0,025 NEG 0,003 OK
G1 0,127 0,034 NEG| 0,124/ 0,035 NEG 0,003 oK
G2 0,108| 0,015 NEG| 0,105| 0,016| NEG 0,003 oK
G3 0,093 | 0,000 NEG| 0,090| 0,001 NEG 0,003 oK
G4 0,092 | -0,001 NEG| 0,089 |-0,001 NEG 0,003 oK
G5 0,094 | 0,001 NEG| 0,091| 0,002 NEG 0,003 oK
G6 0,090 | -0,003 NEG| 0,087|-0,003 NEG 0,003 oK
G7 0,090 | -0,003 NEG| 0,086|-0,004| NEG 0,004 OK
G8 0,080 | -0,013 NEG| 0,076|-0,014| NEG 0,004 oK
G9 0,072 |-0,021 NEG| 0,069 |-0,021 NEG 0,003 oK
G10 0,116 0,023 NEG| 0,114 0,025 NEG 0,002 oK
G11 0,118| 0,025 NEG| 0,114 0,025 NEG 0,004 oK
G12 0,122| 0,029 NEG| 0,118 0,029 NEG 0,004 oK
H1 0,151 | 0,058 NEG| 0,147| 0,058 NEG 0,004 oK
H2 0,111 0,018 NEG| 0,108| 0,019 NEG 0,003 oK
H3 0,101 0,008 NEG| 0,097| 0,008| NEG 0,004 oK
H4 0,099 | 0,006 NEG| 0,097| 0,008| NEG 0,002 OK
H5 0,111 0,018 NEG| 0,106| 0,017| NEG 0,005 oK
H6 0,127 | 0,034 NEG| 0,120 0,031 NEG 0,007 OK
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H7 0,096 | 0,003 NEG 0,092 | 0,003 NEG 0,004 OK
H8 0,126| 0,033 NEG 0,122 0,033 NEG 0,004 OK
H9 0,083 | -0,010 NEG 0,080 | -0,009 NEG 0,003 OK
H10 0,097 | 0,004 NEG 0,092 | 0,003 NEG 0,005 OK
H11 0,098 | 0,005 NEG 0,094 | 0,005 NEG 0,004 OK
H12 0,126 | 0,033 NEG 0,121| 0,032 NEG 0,005 OK
4.4.2 IBRgB
Tabelle 80: Ergebnisse der Validierungsberechnungen fiir IBRgB mit Tecan Sunrise Photometer.
Die Kontrollen liegen innerhalb der Validierungsbedingungen. Somit ist der Test gltig.
IBRgB Messwerte | Mittelwert | Validierung
Tecan Sun- =
rise NCx 0,5 | %Hemmung PCx = 80%
negative
Kontrolle 1 1,205 1,216 1,155| True 95% True
negative
Kontrolle 2 1,227
positive
Kontrolle 1 0,062 0,061
positive
Kontrolle 2 0,060

Tabelle 81: Uberpriifung der Validierungsberechnung fiir IBRgB.
Das Ergebnis der Software stimmt sowohl mit der manuellen Berechnung der Validierungsgrundlagen als auch
mit dem Ergebnis des Referenzphotometers Tecan Sunrise liberein.

IBRgB Validierung manuell Validierung Software
Mess- | Mittel- [NCx = %Hem- = %Hem-
werte | wert 0,500 mung PCx 80% | NCx mung

negative

Kontrolle 1 1,213| 1,219 True 96% | True Valid Valid

negative

Kontrolle 2 1,225

positive

Kontrolle 1 0,054| 0,052

positive

Kontrolle 2 0,050
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Tabelle 82: Uberpriifung der prozentualen Hemmwerte und der Befundungsergebnisse fiir IBRgB.

Der Vergleich zwischen den Ergebnissen der Software und denen der manuellen Berechnungen zeigt deutlich,
dass die Berechnungen von der Software korrekt durchgefiihrt werden und die Befundung nach Vorschrift vorge-

nommen wird.

% Hem-
IBRgB Messwerte | mung Berechnung | Vergleich | Befundung
GEN 5 manuell Gen 5
A2 1,075 11,813 11,813 True NEG
A3 1,128 7,465 7,465 True NEG
A4 0,988 18,950 18,950 True NEG
A5 1,086 10,911 10,911 True NEG
A6 1,161 4,758 4,758 True NEG
A7 1,127 7,547 7,547 True NEG
A8 1,099 9,844 9,844 True NEG
A9 1,195 1,969 1,969 True NEG
Al10 1,175 3,610 3,610 True NEG
All 1,035 15,094 15,094 True NEG
Al12 0,973 20,180 20,180 True NEG
B2 1,126 7,629 7,629 True NEG
B3 0,830 31,911 31,911 True NEG
B4 1,133 7,055 7,055 True NEG
B5 1,071 12,141 12,141 True NEG
B6 1,060 13,043 13,043 True NEG
B7 1,161 4,758 4,758 True NEG
B8 1,160 4,840 4,840 True NEG
B9 1,122 7,957 7,957 True NEG
B10 1,000 17,966 17,966 True NEG
B11 1,070 12,223 12,223 True NEG
B12 1,112 8,778 8,778 True NEG
Cc2 1,080 11,403 11,403 True NEG
Cc3 1,162 4,676 4,676 True NEG
(o} 1,108 9,106 9,106 True NEG
Cc5 0,988 18,950 18,950 True NEG
C6 1,108 9,106 9,106 True NEG
Cc7 1,066 12,551 12,551 True NEG
C8 1,115 8,532 8,532 True NEG
Cc9 1,218 0,082 0,082 True NEG
C10 1,202 1,395 1,395 True NEG
Ci1 0,024 98,031 98,031 True POS
C12 1,121 8,039 8,039 True NEG
D2 1,074 11,895 11,895 True NEG
D3 1,140 6,481 6,481 True NEG
D4 1,141 6,399 6,399 True NEG
D5 1,123 7,875 7,875 True NEG
D6 0,888 27,153 27,153 True NEG
D7 1,215 0,328 0,328 True NEG
D8 1,166 4,348 4,348 True NEG
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D9 1,255 -2,953 -2,953 True NEG
D10 1,215 0,328 0,328 True NEG
D11 1,202 1,395 1,395 True NEG
D12 1,162 4,676 4,676 True NEG
E1 1,198 1,723 1,723 True NEG
E2 1,170 4,020 4,020 True NEG
E3 1,082 11,239 11,239 True NEG
E4 0,933 23,462 23,462 True NEG
E5 1,123 7,875 7,875 True NEG
E6 1,094 10,254 10,254 True NEG
E7 1,015 16,735 16,735 True NEG
ES 1,147 5,906 5,906 True NEG
E9 1,225 -0,492 -0,492 True NEG
E10 1,068 12,387 12,387 True NEG
E11 1,200 1,559 1,559 True NEG
E12 1,193 2,133 2,133 True NEG
F1 1,144 6,153 6,153 True NEG
F2 1,184 2,871 2,871 True NEG
F3 1,054 13,536 13,536 True NEG
F4 1,016 16,653 16,653 True NEG
F5 0,968 20,591 20,591 True NEG
F6 1,079 11,485 11,485 True NEG
F7 1,082 11,239 11,239 True NEG
F8 1,253 -2,789 -2,789 True NEG
F9 0,164 86,546 86,546 True POS
F10 1,189 2,461 2,461 True NEG
F11 1,238 -1,559 -1,559 True NEG
F12 1,138 6,645 6,645 True NEG
G1 1,134 6,973 6,973 True NEG
G2 0,008 99,344 99,344 True POS
G3 1,150 5,660 5,660 True NEG
G4 1,039 14,766 14,766 True NEG
G5 1,078 11,567 11,567 True NEG
G6 1,169 4,102 4,102 True NEG
G7 1,243 -1,969 -1,969 True NEG
G8 0,945 22,477 22,477 True NEG
G9 1,126 7,629 7,629 True NEG
G10 1,212 0,574 0,574 True NEG
G11 1,119 8,203 8,203 True NEG
G12 1,170 4,020 4,020 True NEG
H1 1,263 -3,610 -3,610 True NEG
H2 1,031 15,422 15,422 True NEG
H3 1,230 -0,902 -0,902 True NEG
H4 1,165 4,430 4,430 True NEG
H5 1,151 5,578 5,578 True NEG
H6 1,012 16,981 16,981 True NEG
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H7 1,162 4,676 4,676 True NEG
H8 1,155 5,250 5,250 True NEG
H9 1,275 -4,594 -4,594 True NEG
H10 1,141 6,399 6,399 True NEG
H11 1,032 15,340 15,340 True NEG
H12 1,154 5,332 5,332 True NEG

Tabelle 83: Vergleich der Ergebnisse der Photometer Gen5 und Tecan Sunrise fiir IBRgB.
Trotz einer geringfiigigen Abweichung der Messwerte werden identische Befundungsergebnisse erzielt.

IBRgB | Gen5 Tecan Vergleich
Sunrise
Mess- | % Hem- Befund- | Mess- |% Hem- Befund- | Differenz
werte | mung ung werte | mung ung Mess- Befund-
werte ung

A2 1,075 11,813 NEG| 1,082 11,020 NEG -0,007 OK
A3 1,128 7,465 NEG| 1,128 7,237 NEG 0,000 OK
A4 0,988 18,950 NEG| 0,991 18,503 NEG -0,003 OK
A5 1,086 10,911 NEG| 1,085 10,773 NEG 0,001 OK
A6 1,161 4,758 NEG 1,167 4,030 NEG -0,006 OK
A7 1,127 7,547 NEG| 1,120 7,895 NEG 0,007 OK
A8 1,099 9,844 NEG| 1,110 8,717 NEG -0,011 OK
A9 1,195 1,969 NEG| 1,197 1,563 NEG -0,002 OK
A10 1,175 3,610 NEG| 1,176 3,289 NEG -0,001 OK
All 1,035 15,094 NEG 1,052 13,487 NEG -0,017 OK
Al12 0,973 20,180 NEG| 0,987 18,832 NEG -0,014 OK
B2 1,126 7,629 NEG 1,124 7,566 NEG 0,002 OK
B3 0,830 31,911 NEG| 0,834 31,414 NEG -0,004 OK
B4 1,133 7,055 NEG| 1,139 6,332 NEG -0,006 OK
B5 1,071 12,141 NEG 1,074 11,678 NEG -0,003 OK
B6 1,060 13,043 NEG| 1,064 12,500 NEG -0,004 OK
B7 1,161 4,758 NEG| 1,158 4,770 NEG 0,003 OK
B8 1,160 4,840 NEG| 1,165 4,194 NEG -0,005 OK
B9 1,122 7,957 NEG 1,126 7,401 NEG -0,004 OK
B10 1,000 17,966 NEG| 1,007 17,188 NEG -0,007 OK
B11 1,070 12,223 NEG| 1,083 10,938 NEG -0,013 OK
B12 1,112 8,778 NEG 1,127 7,319 NEG -0,015 OK
C2 1,080 11,403 NEG 1,089 10,444 NEG -0,009 OK
c3 1,162 4,676 NEG| 1,160 4,605 NEG 0,002 OK
ca 1,108 9,106 NEG| 1,112 8,553 NEG -0,004 OK
C5 0,988 18,950 NEG| 0,994 18,257 NEG -0,006 OK
C6 1,108 9,106 NEG| 1,116 8,224 NEG -0,008 OK
Cc7 1,066 12,551 NEG| 1,069 12,089 NEG -0,003 OK
C8 1,115 8,532 NEG| 1,127 7,319 NEG -0,012 OK
Cc9 1,218 0,082 NEG| 1,220 -0,329 NEG -0,002 OK
C10 1,202 1,395 NEG| 1,215 0,082 NEG -0,013 OK
Ci1 0,024 98,031 POS| 0,028 97,697 POS -0,004 OK
C12 1,121 8,039 NEG 1,128 7,237 NEG -0,007 OK
D2 1,074 11,895 NEG| 1,069 12,089 NEG 0,005 OK
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D3 1,140 6,481 NEG| 1,134 6,743 NEG 0,006 oK
D4 1,141 6,399 NEG| 1,141 6,168 NEG 0,000 oK
D5 1,123 7,875 NEG| 1,128 7,237 NEG| -0,005 OK
D6 0,888 27,153 NEG| 0,901 25,905 NEG| -0,013 OK
D7 1,215 0,328| NEG| 1,216 0,000 NEG| -0,001 OK
D8 1,166 4,348 NEG| 1,167 4,030 NEG| -0,001 OK
D9 1,255 -2,953 NEG| 1,255 -3,207 NEG 0,000 OK
D10 1,215 0,328| NEG| 1,230 -1,151 NEG| -0,015 oK
D11 1,202 1,395 NEG| 1,217 -0,082 NEG| -0,015 oK
D12 1,162 4,676| NEG| 1,172 3,618 NEG| -0,010 oK
E1 1,198 1,723 NEG| 1,200 1,316 NEG| -0,002 oK
E2 1,170 4,020 NEG| 1,177 3,207 NEG| -0,007 oK
E3 1,082 11,239 NEG| 1,081 11,102 NEG 0,001 oK
E4 0,933 23,462 NEG| 0,942 22,533 NEG| -0,009 OK
E5 1,123 7,875 NEG| 1,129 7,155 NEG| -0,006 OK
E6 1,094 10,254| NEG| 1,105 9,128 NEG| -0,011 oK
E7 1,015 16,735 NEG| 1,021 16,036 NEG| -0,006 OK
ES 1,147 5906| NEG| 1,168 3,947 NEG| -0,021 oK
E9 1,225 -0,492 NEG| 1,237 -1,727 NEG| -0,012 oK
E10 1,068 12,387 NEG| 1,089 10,444| NEG| -0,021 oK
E11 1,200 1,559 NEG| 1,215 0,082 NEG| -0,015 oK
E12 1,193 2,133 NEG| 1,214 0,164| NEG| -0,021 oK
F1 1,144 6,153 NEG| 1,146 5,757 NEG| -0,002 OK
F2 1,184 2,871 NEG| 1,192 1,974| NEG| -0,008 OK
F3 1,054 13,536 NEG| 1,056 13,158 NEG| -0,002 oK
Fa 1,016 16,653 NEG| 1,023 15,872 NEG| -0,007 oK
F5 0,968 20,591 NEG| 0,976 19,737 NEG| -0,008 OK
F6 1,079 11,485 NEG| 1,093 10,115 NEG| -0,014 OK
F7 1,082 11,239 NEG| 1,089 10,444| NEG| -0,007 oK
F8 1,253 -2,789 NEG| 1,255 -3,207 NEG| -0,002 oK
F9 0,164 86,546 POS| 0,175 85,609 POS| -0,011 oK
F10 1,189 2,461 NEG| 1,195 1,727 NEG| -0,006 oK
F11 1,238 -1,559 NEG| 1,256 -3,289 NEG| -0,018 oK
F12 1,138 6,645 NEG| 1,148 5,592 NEG| -0,010 OK
G1 1,134 6,973 NEG| 1,145 5,839 NEG| -0,011 OK
G2 0,008 99,344 POS| 0,009 99,260 POS| -0,001 oK
G3 1,150 5660 NEG| 1,165 4,194 NEG| -0,015 oK
G4 1,039 14,766 NEG| 1,057 13,076 NEG| -0,018 oK
G5 1,078 11,567| NEG| 1,095 9,951 NEG| -0,017 oK
G6 1,169 4,102 NEG| 1,195 1,727 NEG| -0,026 oK
G7 1,243 -1,969 NEG| 1,247 -2,549 NEG| -0,004 oK
G8 0,945 22,477| NEG| 0,957 21,299 NEG| -0,012 oK
G9 1,126 7,629 NEG| 1,138 6,414| NEG| -0,012 oK
G10 1,212 0,574| NEG| 1,228 -0,987 NEG| -0,016 OK
G11 1,119 8,203 NEG| 1,146 5,757 NEG| -0,027 oK
G12 1,170 4,020 NEG| 1,189 2,220 NEG| -0,019 OK
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H1 1,263 -3,610 NEG 1,284 -5,592 NEG -0,021 OK
H2 1,031 15,422 NEG 1,049 13,734 NEG -0,018 OK
H3 1,230 -0,902 NEG 1,244 -2,303 NEG -0,014 OK
H4 1,165 4,430 NEG 1,183 2,714 NEG -0,018 OK
H5 1,151 5,578 NEG 1,167 4,030 NEG -0,016 oK
H6 1,012 16,981 NEG 1,024 15,789 NEG -0,012 oK
H7 1,162 4,676 NEG 1,171 3,701 NEG -0,009 oK
H8 1,155 5,250 NEG 1,171 3,701 NEG -0,016 oK
H9 1,275 -4,594 NEG 1,278 -5,099 NEG -0,003 oK
H10 1,141 6,399 NEG 1,158 4,770 NEG -0,017 oK
H11 1,032 15,340 NEG 1,055 13,240 NEG -0,023 OK
H12 1,154 5,332 NEG 1,171 3,701 NEG -0,017 oK
4.4.3 IBRgE

Tabelle 84: Ergebnisse der Validierungsberechnungen IBRgE mit Tecan Sunrise Photometer.
Die Kontrollen liegen innerhalb der Validierungsbedingungen, somit ist der Test giiltig.

IBRgE Messwerte Mittelwert | Validierung
Tecan Sunrise (NCx-PCx) = 0,3
negative Kon-
trolle 1 1,091 1,1025 1,037 | True
negative Kon-
trolle 2 1,114
positive Kon-
trolle 1 0,066 0,066
positive Kon-
trolle 2 0,066

Tabelle 85: Uberpriifung der Validierungsberechnung von Gen5 fiir IBRgE.

Das Ergebnis der Software stimmt sowohl mit der manuellen Berechnung der Validierungsgrundlagen

als auch mit dem Ergebnis des Referenzphotometers Tecan Sunrise liberein.

IBRgE Messwerte | Mittelwert | Validierung Angabe
(NCx-PCx) Z 0,3 | Software

negative

Kontrolle 1 1,092 1,0915 1,042 | True Valid

negative

Kontrolle 2 1,091

positive

Kontrolle 1 0,048 0,0495

positive

Kontrolle 2 0,051
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Tabelle 86: Uberpriifung der P/N — Werte und der Befundungsergebnisse fiir IBRgE.
Der Vergleich zwischen den Ergebnissen der Software und denen der manuellen Berechnungen zeigt deutlich,

dass die Berechnungen von der Software korrekt durchgefiihrt werden und die Befundung nach Vorschrift vorge-

nommen wird.

IBRgE Messwerte | P/N - Wert | Berechnung | Vergleich |Befundung | Befundung
GEN 5 Manuell Gen 5 manuell
A2 1,254 1,149 1,149 | True NEG NEG
A3 1,036 0,949 0,949 | True NEG NEG
A4 0,610 0,559 0,559 | True POS POS
A5 1,151 1,055 1,055 | True NEG NEG
A6 0,723 0,662 0,662 | True ?7?7? ?7?
A7 0,943 0,864 0,864 | True NEG NEG
A8 0,901 0,825 0,825 | True NEG NEG
A9 0,909 0,833 0,833 | True NEG NEG
Al10 1,356 1,242 1,242 | True NEG NEG
All 1,224 1,121 1,121 | True NEG NEG
Al12 0,802 0,735 0,735 | True NEG NEG
B2 1,164 1,066 1,066 | True NEG NEG
B3 1,136 1,041 1,041 | True NEG NEG
B4 0,901 0,825 0,825 | True NEG NEG
B5 1,041 0,954 0,954 | True NEG NEG
B6 1,055 0,967 0,967 | True NEG NEG
B7 1,332 1,220 1,220 | True NEG NEG
B8 1,060 0,971 0,971 | True NEG NEG
B9 1,254 1,149 1,149 | True NEG NEG
B10 1,026 0,940 0,940 | True NEG NEG
B11 0,971 0,890 0,890 | True NEG NEG
B12 0,858 0,786 0,786 | True NEG NEG
Cc2 0,951 0,871 0,871 | True NEG NEG
Cc3 0,948 0,869 0,869 | True NEG NEG
(o} 0,903 0,827 0,827 | True NEG NEG
C5 1,065 0,976 0,976 | True NEG NEG
C6 1,017 0,932 0,932 | True NEG NEG
Cc7 1,325 1,214 1,214 | True NEG NEG
C8 1,136 1,041 1,041 | True NEG NEG
Cc9 0,945 0,866 0,866 | True NEG NEG
C10 1,294 1,186 1,186 | True NEG NEG
Ci11 1,015 0,930 0,930 | True NEG NEG
C12 1,105 1,012 1,012 | True NEG NEG
D2 1,020 0,934 0,934 | True NEG NEG
D3 0,875 0,802 0,802 | True NEG NEG
D4 0,927 0,849 0,849 | True NEG NEG
D5 1,008 0,923 0,923 | True NEG NEG
D6 0,840 0,770 0,770 | True NEG NEG
D7 1,145 1,049 1,049 | True NEG NEG
D8 1,024 0,938 0,938 | True NEG NEG
D9 0,788 0,722 0,722 | True NEG NEG
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D10 1,304 1,195 1,195 | True NEG NEG
D11 1,182 1,083 1,083 | True NEG NEG
D12 1,015 0,930 0,930 | True NEG NEG
E1l 1,050 0,962 0,962 | True NEG NEG
E2 1,114 1,021 1,021 | True NEG NEG
E3 1,029 0,943 0,943 | True NEG NEG
E4 1,102 1,010 1,010 | True NEG NEG
ES 0,889 0,814 0,814 | True NEG NEG
E6 0,976 0,894 0,894 | True NEG NEG
E7 1,033 0,946 0,946 | True NEG NEG
E8 0,940 0,861 0,861 | True NEG NEG
E9 1,013 0,928 0,928 | True NEG NEG
E10 1,052 0,964 0,964 | True NEG NEG
E1l 1,187 1,087 1,087 | True NEG NEG
E12 0,724 0,663 0,663 | True ?7?? 77
F1 1,167 1,069 1,069 | True NEG NEG
F2 1,018 0,933 0,933 | True NEG NEG
F3 1,188 1,088 1,088 | True NEG NEG
F4 0,901 0,825 0,825 | True NEG NEG
F5 0,920 0,843 0,843 | True NEG NEG
F6 1,143 1,047 1,047 | True NEG NEG
F7 0,911 0,835 0,835 | True NEG NEG
F8 1,093 1,001 1,001 | True NEG NEG
F9 0,885 0,811 0,811 | True NEG NEG
F10 0,987 0,904 0,904 | True NEG NEG
F11 0,793 0,727 0,727 | True NEG NEG
F12 1,125 1,031 1,031 | True NEG NEG
Gl 1,271 1,164 1,164 | True NEG NEG
G2 1,129 1,034 1,034 | True NEG NEG
G3 0,895 0,820 0,820 | True NEG NEG
G4 1,020 0,934 0,934 | True NEG NEG
G5 0,895 0,820 0,820 | True NEG NEG
G6 0,921 0,844 0,844 | True NEG NEG
G7 1,119 1,025 1,025 | True NEG NEG
G8 0,980 0,898 0,898 | True NEG NEG
G9 1,069 0,979 0,979 | True NEG NEG
G10 1,101 1,009 1,009 | True NEG NEG
G11 1,059 0,970 0,970 | True NEG NEG
G12 1,103 1,011 1,011 | True NEG NEG
H1 1,283 1,175 1,175 | True NEG NEG
H2 1,070 0,980 0,980 | True NEG NEG
H3 1,050 0,962 0,962 | True NEG NEG
H4 0,921 0,844 0,844 | True NEG NEG
H5 0,997 0,913 0,913 | True NEG NEG
H6 0,871 0,798 0,798 | True NEG NEG
H7 1,036 0,949 0,949 | True NEG NEG
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H8 1,092 1,000 1,000 | True NEG NEG
HO9 1,235 1,131 1,131 | True NEG NEG
H10 1,135 1,040 1,040 | True NEG NEG
H11 0,561 0,514 0,514 | True POS POS
H12 1,144 1,048 1,048 | True NEG NEG

Tabelle 87: Vergleich der Ergebnisse der Photometer Gen5 und Tecan Sunrise fiir IBRgE.

Trotz einer geringfiigigen Abweichung der Messwerte werden identische Befundungsergebnisse erzielt.

IBRgE Messwerte Messwerte Vergleich

Differenz
P/N - Tecan Sun- | P/N - | Befund- | Mess- Befun-
Gen5 Wert | Befundung | rise Wert ung | werte dung
A2 1,254 1,149 | NEG 1,284 (1,165 | NEG -0,030 OK
A3 1,036 | 0,949 | NEG 1,045 0,948 | NEG -0,009 OK
A4 0,610 0,559 | POS 0,632|0,573 | POS -0,022 OK
A5 1,151|1,055| NEG 1,168 | 1,059 | NEG -0,017 OK
A6 0,723|0,662 | ??? 0,747|0,678 | ??? -0,024 OK
A7 0,943 0,864 | NEG 0,967 | 0,877 | NEG -0,024 OK
A8 0,901|0,825 | NEG 0,924 10,838 | NEG -0,023 OK
A9 0,909 | 0,833 | NEG 0,924 10,838 | NEG -0,015 OK
A10 1,356 | 1,242 | NEG 1,386 | 1,257 | NEG -0,030 OK
All 1,22411,121 | NEG 1,284 11,165 | NEG -0,060 OK
Al2 0,802 |0,735 | NEG 0,815|0,739 | NEG -0,013 OK
B2 1,164 | 1,066 | NEG 1,22711,113 | NEG -0,063 OK
B3 1,136 | 1,041 | NEG 1,192 1,081 | NEG -0,056 OK
B4 0,901 0,825 | NEG 0,960|0,871 | NEG -0,059 OK
B5 1,041|0,954 | NEG 1,071|0,971 | NEG -0,030 OK
B6 1,055/ 0,967 | NEG 1,081|0,980 | NEG -0,026 OK
B7 1,332|1,220| NEG 1,371 1,244 | NEG -0,039 OK
B8 1,060| 0,971 | NEG 1,082 0,981 | NEG -0,022 OK
B9 1,254 1,149 | NEG 1,287 (1,167 | NEG -0,033 OK
B10 1,026 | 0,940 | NEG 1,023|0,928 | NEG 0,003 OK
B11 0,971/0,890 | NEG 1,007 | 0,913 | NEG -0,036 OK
B12 0,858 | 0,786 | NEG 0,893 0,810 | NEG -0,035 OK
c2 0,951/0,871 | NEG 0,982 0,891 | NEG -0,031 OK
Cc3 0,948 0,869 | NEG 0,974 0,883 | NEG -0,026 OK
c4 0,903|0,827 | NEG 0,936 0,849 | NEG -0,033 OK
C5 1,065 | 0,976 | NEG 1,085 0,984 | NEG -0,020 OK
C6 1,017 /0,932 | NEG 1,060 0,961 | NEG -0,043 OK
Cc7 1,325| 1,214 | NEG 1,309|1,187 | NEG 0,016 OK
C8 1,136 1,041 | NEG 1,168 | 1,059 | NEG -0,032 OK
Cc9 0,945 (0,866 | NEG 0,954 (0,865 | NEG -0,009 OK
C10 1,294 1,186 | NEG 1,323|1,200 | NEG -0,029 OK
Cl1 1,015| 0,930 | NEG 1,046 | 0,949 | NEG -0,031 OK
C12 1,105|1,012 | NEG 1,113]1,010 | NEG -0,008 OK
D2 1,020 0,934 | NEG 1,062 | 0,963 | NEG -0,042 OK
D3 0,875|0,802 | NEG 0,923 /0,837 | NEG -0,048 OK
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D4 0,927 0,849 | NEG 0,957 0,868 | NEG -0,030| OK
D5 1,008 [ 0,923 | NEG 1,015 (0,921 | NEG -0,007| OK
D6 0,840| 0,770 | NEG 0,854 (0,775 | NEG -0,014|  OK
D7 1,145 1,049 | NEG 1,149 | 1,042 | NEG -0,004|  OK
D8 1,024 0,938 | NEG 1,045 0,948 | NEG -0,021| OK
D9 0,788|0,722 | NEG 0,809 (0,734 | NEG -0,021| OK
D10 1,304 [ 1,195 | NEG 1,293 (1,173 | NEG 0,011| OK
D11 1,182 (1,083 | NEG 1,198 [ 1,087 | NEG -0,016| OK
D12 1,015 (0,930 | NEG 1,097 [ 0,995 | NEG -0,082| OK
E1 1,050 [ 0,962 | NEG 1,101 (0,999 | NEG -0,051| OK
E2 1,114 (1,021 | NEG 1,151 | 1,044 | NEG -0,037| OK
E3 1,029 (0,943 | NEG 1,065 | 0,966 | NEG -0,036| OK
E4 1,102 [ 1,010 | NEG 1,112 | 1,009 | NEG -0,010|  OK
E5 0,889 0,814 | NEG 0,914 (0,829 | NEG -0,025|  OK
E6 0,976 | 0,894 | NEG 0,982 (0,891 | NEG -0,006|  OK
E7 1,033 (0,946 | NEG 1,061 (0,962 | NEG -0,028|  OK
ES 0,940 0,861 | NEG 0,961|0,872 | NEG -0,021| OK
E9 1,013 (0,928 | NEG 1,032 (0,936 | NEG -0,019| OK
E10 1,052 (0,964 | NEG 1,082 (0,981 | NEG -0,030| OK
E11 1,187 1,087 | NEG 1,237 1,122 | NEG -0,050|  OK
E12 0,724|0,663 | ??? 0,758 0,688 | ??? -0,034| OK
F1 1,167 [ 1,069 | NEG 1,159 1,051 | NEG 0,008| OK
F2 1,018|0,933 | NEG 1,027 0,932 | NEG -0,009| OK
F3 1,188 1,088 | NEG 1,229 1,115 | NEG -0,041|  OK
F4 0,901 0,825 | NEG 0,915 0,830 | NEG -0,014|  OK
F5 0,920 0,843 | NEG 0,949 (0,861 | NEG -0,029| OK
F6 1,143 | 1,047 | NEG 1,167 [ 1,059 | NEG -0,024|  OK
F7 0,911 0,835 | NEG 0,902 | 0,818 | NEG 0,009| OK
F8 1,093 1,001 | NEG 1,080 (0,980 | NEG 0,013| OK
F9 0,885 0,811 | NEG 0,885 0,803 | NEG 0,000/ OK
F10 0,987 | 0,904 | NEG 1,022 0,927 | NEG -0,035| OK
F11 0,793|0,727 | NEG 0,795|0,721 | NEG -0,002| OK
F12 1,125 (1,031 | NEG 1,161 | 1,053 | NEG -0,036| OK
G1 1,271 (1,164 | NEG 1,291|1,171 | NEG -0,020|  OK
G2 1,129 1,034 | NEG 1,158 1,050 | NEG -0,029| OK
G3 0,895 | 0,820 | NEG 0,972 |0,882 | NEG -0,077| OK
G4 1,020 (0,934 | NEG 1,061 (0,962 | NEG -0,041| OK
G5 0,895 | 0,820 | NEG 0,928|0,842 | NEG -0,033| OK
G6 0,921|0,844 | NEG 0,965 | 0,875 | NEG -0,044|  OK
G7 1,119 (1,025 | NEG 1,177 1,068 | NEG -0,058|  OK
G8 0,980 0,898 | NEG 0,9910,899 | NEG -0,011| OK
G9 1,069 [ 0,979 | NEG 1,114 (1,010 | NEG -0,045| OK
G10 1,101 | 1,009 | NEG 1,132 1,027 | NEG -0,031| OK
G11 1,059 (0,970 | NEG 1,100 | 0,998 | NEG -0,041| OK
G12 1,103 (1,011 | NEG 1,133 (1,028 | NEG -0,030| OK
H1 1,283(1,175 | NEG 1,312 (1,190 | NEG -0,029| OK
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H2 1,070| 0,980 | NEG 1,072 0,972 | NEG -0,002 OK

H3 1,050 0,962 | NEG 1,064 | 0,965 | NEG -0,014 OK

H4 0,921 0,844 | NEG 0,924 10,838 | NEG -0,003 OK

H5 0,997 0,913 | NEG 0,979|0,888 | NEG 0,018 OK

H6 0,871|0,798 | NEG 0,891|0,808 | NEG -0,020 OK

H7 1,036 0,949 | NEG 1,037|0,941 | NEG -0,001 OK

H8 1,092 | 1,000 | NEG 1,102 | 1,000 | NEG -0,010 OK

H9 1,235| 1,131 | NEG 1,245|1,129 | NEG -0,010 OK

H10 1,135| 1,040 | NEG 1,143|1,037 | NEG -0,008 OK

H11 0,561|0,514 | POS 0,562 (0,510 | POS -0,001 OK

H12 1,144 1,048 | NEG 1,150| 1,043 | NEG -0,006 OK

4.5 Zuordnung Messprogramm - Test

Tabelle 88: Ergebnistabelle Zuordnung Messprogramm.

Bei jedem Assay wurde die korrekte Zuordnung von allen Kriterien bestatigt.

Assay/ MTP Ausdruck | Messwertdatei | Log-File | Ubertragung

BVD Ag
707052 OK OK OK OK
707053 OK OK OK OK
707066 OK OK OK OK
707067 OK OK OK OK
707068 OK OK OK OK

IBRgB
124713 OK OK OK OK
124719 OK OK OK OK
125627 OK OK OK OK
125628 OK OK OK OK
125629 OK OK OK OK

IBRgE
147752 OK OK OK OK
147754 OK OK OK OK
147755 OK OK OK OK
147756 OK OK OK OK
147757 OK OK OK OK
147758 OK OK OK OK
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6 Testlaufe

Tabelle 89: Ansatzschema horizontale und vertikale Reproduzierbarkeit.
In die erste Reihe werden Kontrollen gesetzt, um die Validitat der Testplatte zu priifen.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A |NEG
B NEG
C |POS
D |POS
E NEG
F NEG
G |POS
H |POS
Legende:
IS 1:40
negativ Pool
positiv Pool
Tabelle 90: Ansatzschema Verteilung iiber mehrere Testplatten.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A | NEG
B NEG
C |POS
D |POS
E
=
G
H
Legende:

schwach positiv
Fraglich
neg. sample
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6.1

6.1.1

Tabelle 91: Ergebnistabelle horizontale und vertikale Reproduzierbarkeit IBRgE.

IBRgE

Dargestellt sind die Rohwerte.

142755 1

2 3

Ergebnistabellen zu 2.4.1

4 5

6

7

8

9 10

11 12

0,868
0,879
0,063
0,069
0,934
1,041
0,063
0,064

IGOTNMMmMmoOOW>

0,512 0,976
0,518 0,986
0,523 0,994
0,507 1,023
0,490 0,955
0,561 1,032
0,552 1,079
0,541 0,950

0,080 0,479
0,075 0,476
0,071 0,453
0,081 0,503
0,077 0,466
0,082 0,519
0,073 0,523
0,090 0,522

0,913
0,882
0,955
1,006
1,016
1,054
1,025
1,071

0,070
0,068
0,066
0,079
0,077
0,082
0,069
0,071

0,466
0,482
0,478
0,504
0,482
0,504
0,519
0,510

Tabelle 92: Diskussion horizontale und vertikale Reproduzierbarkeit IS 1 : 40.
Die Werte innerhalb einer Nadel sind ebenso stabil wie zwischen den Nadeln. Die Proben werden als schwach

positiv beurteilt.

0,980 0,078
1,066 0,067
0,888 0,070
1,023 0,072
0,974 0,070
1,031 0,079
1,027 0,068
1,023 0,074

0,475
0,463
0,457
0,498
0,487
0,484
0,575
0,461

0,890
0,887
0,976
0,915
0,961
0,997
1,026
1,102

IS1:40 P/N Werte
zuféllige
Messab-
>0,6<0,7 2 5 8 11 | Mittelwerte | weichung
A 0,586 0,548 0,533 0,544 0,553 0,02
B 0,593 0,545 0,552 0,530 0,555 0,03
C 0,599 0,519 0,547 0,523 0,547 0,04
D 0,580 0,576 0,577 0,570 0,576 0,00
E 0,561 0,533 0,552 0,558 0,551 0,01
F 0,642 0,594 0,577 0,554 0,592 0,04
G 0,632 0,599 0,594 0,658 0,621 0,03
H 0,619 0,598 0,584 0,528 0,582 0,04
Mittelwert 0,602 0,564 0,565 0,558 0,572 0,02
zuféllige
Messab-
weichung 0,03 0,03 0,02 0,04 0,03

Tabelle 93: Diskussion horizontale und vertikale Reproduzierbarkeit negativ Pool.
Die Werte innerhalb einer Nadel sind ebenso stabil wie zwischen den Nadeln. Die Proben werden als stark nega-

tiv beurteilt.
negativ
Pool P/N Werte
zuféllige
Messab-
>0,7 3 6 9 12 | Mittelwerte | weichung
A 1,117 1,045 1,122 1,019 1,076 0,05
B 1,129 1,010 1,220 1,015 1,094 0,10
C 1,138 1,093 1,017 1,117 1,091 0,05
D 1,171 1,152 1,171 1,048 1,135 0,06
E 1,093 1,163 1,115 1,100 1,118 0,03
F 1,181 1,207 1,180 1,141 1,177 0,03
G 1,235 1,173 1,176 1,175 1,190 0,03
H 1,088 1,226 1,171 1,262 1,187 0,08
Mittelwert 1,144 1,134 1,147 1,110 1,133 0,02
zufallige
Messab-
weichung 0,05 0,08 0,06 0,08 0,05
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Tabelle 94: Diskussion horizontale und vertikale Reproduzierbarkeit positiv Pool.
Die Werte innerhalb einer Nadel sind ebenso stabil wie zwischen den Nadeln. Die Proben werden als stark positiv
beurteilt.

positiv
Pool P/N Werte
zuféllige
Messab-
<0,6 4 7 10 | Mittelwerte | weichung
A 0,092 0,080 0,089 0,087 0,01
B 0,086 0,078 0,077 0,080 0,00
C 0,081 0,076 0,080 0,079 0,00
D 0,093 0,090 0,082 0,089 0,01
E 0,088 0,088 0,080 0,085 0,00
F 0,094 0,094 0,090 0,093 0,00
G 0,084 0,079 0,078 0,080 0,00
H 0,103 0,081 0,085 0,090 0,01
Mittelwert 0,090 0,083 0,083 0,085 0,00
zuféllige
Messab-
weichung 0,01 0,01 0,01 0,01

Tabelle 95: P/N-Werte Reproduzierbarkeit im Mehrfachansatz bei IBRgE, 142756.
142756 5 6 7 8 9 10 11 12

0,631 1,181 1,205 1,192 0,611
0,329 0,611 1,220 1,234 1,292 0,301

1,306
0,294

A 1,247

B 1,117

C 1,254

D 0,620 1,224

E 1,188 1,242 0,623 1,177

F 1,257 1,175 0,300 1,172 1,234 1,161
G

H

Tabelle 96: P/N-Werte Reproduzierbarkeit im Mehrfachansatz bei IBRgE, 142757.

142757 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
0,273 0,530 1,029 1,073
0,279 1,114 0,555
1,152 1,074
0,590 1,192
0,568
0,277

1,169 1,149
1,159 1,156 1,136 1,188
0,607 1,223 1,164 1,239 0,612
0,283 0,583 1,176 1,202 1,184 0,282

1,088

1,211
1,215
0,315

IOGTMMOO®>

Tabelle 97: P/N-Werte Reproduzierbarkeit im Mehrfachansatz bei IBRgE, 142758.

142758 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
0,320 0,654 1,303 1,369
0,327 1,302 0,660
1,382 1,417
1,423
0,715 1,561
0,332 1,476 1,482
0,700 1,415 1,329 1,434 0,754
0,345 0,660 1,341 1,379 1,495 0,376

0,324 0,665

1,542
1,592
0,380

IOTMMmMmoOOm>
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Tabelle 98: P/N-Werte Reproduzierbarkeit im Mehrfachansatz bei IBRgE, 142759.
142759 6 7 8 9 10 11 12

0,590 1,151 1,120 1,057 0,544
0,274 0,556 1,134 1,167 1,158 0,275

0,262 1,195
0,290

A 1,052

B 1,114

C 1,100

D 1,152

E 1,187 0,525 1,121

F 1,145 1,186 0,263 1,086 1,123 0,544 1,159
G

H

1,177

Tabelle 99: P/N-Werte Reproduzierbarkeit im Mehrfachansatz bei IBRgE, 142760, manuelle Abarbeitung.
142760 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 0,287 0,581 1,258 1,293 0,562 1,264 1,259
B 0,290 1,276 0,540 1,289 0,306 0,605 1,220
C 1,279 1,233 0,287

D 1,268

E 0,559

F 0,279 1,222
G 1,373
H 0,299
6.1.2 BVDAg

Tabelle 100: Testldufe BVD Ag.

MTP 702829 gehort zum Versuch ,horizontale und vertikale Reproduzierbarkeit’, alle anderen zu ,Reproduzier-
barkeit im Mehrfachansatz’. MTP 702834 wurde manuell abgearbeitet und dient somit als Referenz zu 702835-
38. Bei MTP 702829 und 702835 sind die positiven Kontrollen als negativ zu bewerten. Bei den MTP 702837-
702838 sind die negativen Kontrollen als positiv zu bewerten. Daher ist die Bewertung der Proben nicht valide.

OD Corr 450nm

702829 702835 | 702836 | 702837 | 702838 | 702834
Al CNEG_KO| -0,172|CNEG_KO| 0,117 0,155| 0,888| 0,357| 0,060
A2 333333| -0,184 333334| 0,253| 0,388, 0,307| 0,482| 0,459
A3 444444 -0,014 111111} 1,370 3,498| 3,632| 3,634| 3,569
A4 111111 2,298 222222 0,055| 0,215 0,247| 0,283| 0,270
A5 333333 0,215 333333| 0,049| 0,120, 0,145 0,171| 0,152
A6 444444 0,097 444444\ 0,020 0,050 0,083| 0,054| 0,042
A7 111111 2,999 444444\ 0,019 0,048| 0,056, 0,058| 0,040
A8 333333 0,072 111111} 3,261| 3,588| 3,703| 3,733| 3,587
A9 444444 0,011 222222| 0,214 0,292 0,325| 0,354| 0,278

A10 111111 3,174 333333| 0,118| 0,166, 0,183| 0,194| 0,141
All 333333 0,014 444444 0,037| 0,060| 0,058| 0,065| 0,043
Al12 444444 0,001 444444\ 0,044| 0,048| 0,079 0,064| 0,045
Bl CNEG_KO| -0,127|CNEG_KO| 0,173| 0,059, 0,084| 0,069| 0,059

B2 333333| -0,049 222222 0,069 0,300, 0,375 0,318| 0,260
B3 444444 0,025 333334| 0,252| 0,481 0,520 0,520 0,422
B4 111111 2,402 111111} 2,935 3,611| 3,622| 3,763| 3,546
BS5 333333 0,121 222222 0,227| 0,300, 0,301| 0,317| 0,249
B6 444444 0,040 444444\ 0,029 0,040 0,041 0,043| 0,028
B7 111111 3,268 333333| 0,151 0,151 0,163| 0,180| 0,122
B8 333333 0,151 444444\ 0,040 0,040 0,042 0,044| 0,035
B9 444444 0,038 111111} 3,661 3,666| 3,766| 3,791| 3,525

B10 111111 3,584 222222 0,322 0,310, 0,333 0,338 0,277
B11 333333 0,198 333333| 0,184| 0,179, 0,170 0,186| 0,128
B12 444444 0,044 444444 0,056| 0,050| 0,053| 0,055| 0,046
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C1
Cc2
C3
C4
C5
C6
c7
C8
C9
C10
Cc11
C12
D1
D2
D3
D4
D5
D6
D7
D8
D9
D10
D11
D12
El
E2
E3
E4
ES
E6
E7
E8
E9
E10
Ell
E12
F1
F2
F3
F4
F5
F6
F7
F8
F9
F10
F11
F12
Gl
G2
G3
G4
G5
G6
G7
G8

CPOS_KO
333333
444444
111111
333333
444444
111111
333333
444444
111111
333333
444444

CPOS_KO
333333
444444
111111
333333
444444
111111
333333
444444
111111
333333
444444
555555
333333
444444
111111
333333
444444
111111
333333
444444
111111
333333
444444
555555
333333
444444
111111
333333
444444
111111
333333
444444
111111
333333
444444
666666
333333
444444
111111
333333
444444
111111
333333

-0,360
-0,007
0,028
2,575
0,123
0,035
3,581
0,170
0,033
3,694
0,168
0,050
-0,325
0,016
0,023
2,714
0,116
0,029
3,638
0,155
0,030
3,652
0,158
0,040
-0,022
0,019
0,025
2,665
0,118
0,026
3,604
0,142
0,031
3,501
0,156
0,042
-0,026
-0,010
0,024
2,622
0,118
0,029
3,444
0,137
0,030
3,305
0,155
0,041
-0,403
-0,071
0,049
2,586
0,122
0,040
3,151
0,142

CPOS_KO
111111
222222
333334
111111
444444
444444
333333
444444
111111
222222
333333

CPOS_KO
444444
111111
222222
333334
444444
111111
222222
333333
444444
111111
222222
333333
444444
444444
111111
222222
333334
444444
111111
222222
333333
444444
111111
222222
333333
444444
444444
111111
222222
444444
444444
111111
222222
333333
444444
111111
222222
333333
444444
444444
111111
444444
333333

-0,008
2,853
0,219
0,412
3,104
0,036
0,038
0,162
0,036
3,707
0,316
0,179
0,033
0,021
2,880
0,245
0,425
0,031
3,627
0,313
0,150
0,031
3,707
0,329
0,002
0,021
0,026
2,743
0,245
0,445
0,029
3,639
0,298
0,142
0,037
3,723

-0,001
0,007
0,015
0,022
2,683
0,266
0,031
0,030
3,681
0,301
0,158
0,045
1,261
0,133
0,082
0,027
0,032
2,570
0,041
0,151

0,818
3,587
0,290
0,494
3,630
0,039
0,036
0,160
0,036
3,821
0,324
0,187
0,818
0,033
3,448
0,287
0,451
0,033
3,716
0,296
0,145
0,032
3,756
0,340
0,161
0,034
0,029
3,321
0,272
0,446
0,027
3,762
0,288
0,138
0,038
3,807
0,311
0,147
0,031
0,029
3,088
0,280
0,031
0,031
3,631
0,288
0,158
0,042
3,517
0,295
0,148
0,034
0,032
2,962
0,040
0,146

0,823
3,539
0,292
0,506
3,627
0,040
0,038
0,163
0,038
3,858
0,323
0,180
0,660
0,035
3,426
0,301
0,499
0,036
3,748
0,313
0,151
0,032
3,795
0,342
0,174
0,033
0,029
3,254
0,290
0,475
0,032
3,745
0,298
0,151
0,036
3,770
0,321
0,148
0,031
0,032
3,168
0,294
0,031
0,033
3,779
0,306
0,157
0,046
3,833
0,444
0,231
0,086
0,064
2,884
0,051
0,162

0,881
3,659
0,303
0,533
3,768
0,043
0,043
0,164
0,043
3,923
0,329
0,194
0,887
0,037
3,660
0,297
0,532
0,038
3,810
0,317
0,160
0,036
3,845
0,349
0,168
0,037
0,035
3,506
0,297
0,510
0,035
3,846
0,313
0,151
0,042
3,888
0,320
0,156
0,035
0,033
3,312
0,307
0,036
0,036
3,753
0,313
0,167
0,047
3,599
0,322
0,168
0,041
0,040
3,179
0,044
0,160

0,782
3,532
0,245
0,406
3,475
0,040
0,033
0,127
0,031
3,526
0,225
0,146
0,774
0,035
3,401
0,243
0,409
0,037
3,593
0,248
0,124
0,031
3,318
0,269
0,142
0,034
0,034
3,093
0,243
0,396
0,031
3,541
0,236
0,119
0,032
3,402
0,264
0,126
0,031
0,033
3,068
0,236
0,034
0,035
3,409
0,239
0,122
0,039
3,567
0,249
0,122
0,036
0,034
2,883
0,037
0,126
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G9
G10
G11
G12
H1
H2
H3
H4
H5
H6
H7
H8
H9
H10
H11
H12

Tabelle 101: Daten Washerpriifung.

444444
111111
333333
444444
666666
333333
444444
111111
333333
444444
111111
333333
444444
111111
333333
444444

0,039
3,417
0,183
0,056
-0,323
-0,177
-0,041
2,312
0,166
0,025
2,071
0,016
0,004
1,726
0,002
0,002

444444
111111
222222
444444
444444
111111
222222
333333
444444
444444
444444
222222
333333
444444
111111
222222

0,045
3,623
0,327
0,057
0,109
0,407
0,204
0,066
0,024
0,018
0,016
0,098
0,069
0,033
3,631
0,279

0,037 0,043 0,046
3,662 3,795| 3,815
0,324| 0,325| 0,348
0,045, 0,051| 0,056
0,162 0,993| 0,428
3,502| 3,913| 3,672
0,310, 0,594| 0,417
0,181| 0,308| 0,261
0,085 0,129| 0,099
0,069, 0,123 0,108
0,084 0,101| 0,103
0,318, 0,339| 0,368
0,179| 0,196| 0,234
0,069| 0,137| 0,090
3,733| 3,790| 3,844
0,357| 0,393| 0,405

0,040
3,389
0,241
0,039
0,042
3,438
0,235
0,125
0,036
0,036
0,034
0,234
0,123
0,039
3,331
0,242

Die MTP 702847 wurde nur mit Washer 1, 702848 nur mit Washer 2 und 702849 nur mit Washer 3 gewaschen.

702847 702848 702849

OD Corr OD Corr OD Corr

450 S-N Wert | 450 S-N Wert | 450 S-N Wert
Al CNEG_KO 0,067 0,002 0,088 0,005 0,077 0,001
A2 333334 0,545 0,480 0,585 0,502 0,561 0,485
A3 111111 3,912 3,847 3,963 3,880 3,909 3,833
A4 222222 0,339 0,274 0,344 0,261 0,334 0,259
A5 333333 0,173 0,108 0,198 0,115 0,194 0,118
A6 444444 0,040 -0,025 0,057 -0,026 0,053 -0,023
A7 444444 0,047 -0,018 0,065 -0,018 0,058 -0,018
A8 111111 3,840 3,775 3,951 3,868 3,892 3,817
A9 222222 0,333 0,268 0,348 0,265 0,354 0,279
A10 333333 0,168 0,103 0,195 0,112 0,177 0,101
All 444444 0,042 -0,023 0,062 -0,021 0,054 -0,022
Al2 444444 0,048 -0,017 0,069 -0,014 0,057 -0,019
B1 CNEG_KO 0,063 -0,002 0,078 -0,005 0,074 -0,002
B2 222222 0,308 0,243 0,319 0,236 0,320 0,244
B3 333334 0,542 0,477 0,559 0,476 0,534 0,459
B4 111111 3,895 3,830 3,916 3,833 3,876 3,801
B5 222222 0,328 0,263 0,332 0,249 0,353 0,277
B6 444444 0,036 -0,029 0,048 -0,035 0,048 -0,028
B7 333333 0,150 0,085 0,167 0,084 0,164 0,088
B8 444444 0,036 -0,029 0,047 -0,036 0,044 -0,032
B9 111111 3,942 3,877 3,912 3,829 3,914 3,839
B10 222222 0,326 0,261 0,317 0,234 0,328 0,252
B11 333333 0,157 0,092 0,185 0,102 0,165 0,089
B12 444444 0,051 -0,014 0,062 -0,021 0,060 -0,016
Cl CPOS KO 0,962 0,897 1,014 0,931 0,936 0,860
Cc2 111111 3,694 3,629 3,794 3,711 3,700 3,625
C3 222222 0,322 0,257 0,342 0,259 0,341 0,265
C4 333334 0,523 0,458 0,549 0,466 0,519 0,444
C5 111111 3,910 3,845 3,903 3,820 3,948 3,873
C6 444444 0,069 0,004 0,086 0,003 0,045 -0,030
Cc7 444444 0,036 -0,029 0,046 -0,037 0,040 -0,036
C8 333333 0,151 0,086 0,163 0,080 0,155 0,079
C9 444444 0,038 -0,027 0,043 -0,040 0,041 -0,035
C10 111111 3,978 3,913 4,024 3,941 3,946 3,871
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c11
c12
D1
D2
D3
D4
D5
D6
D7
D8
D9
D10
D11
D12
El
E2
E3
E4
E5
E6
E7
ES
E9
E10
E11
E12
F1
F2
F3
F4
F5
F6
F7
F8
F9
F10
F11
F12
Gl
G2
G3
G4
G5
G6
G7
G8
G9
G10
G11
G12
H1
H2
H3
H4
H5
H6

222222
333333
CPOS_KO
444444
111111
222222
333334
444444
111111
222222
333333
444444
111111
222222
333333
444444
444444
111111
222222
333334
444444
111111
222222
333333
444444
111111
222222
333333
444444
444444
111111
222222
444444
444444
111111
222222
333333
444444
111111
222222
333333
444444
444444
111111
444444
333333
444444
111111
222222
444444
444444
111111
222222
333333
444444
444444

0,313
0,176
0,911
0,047
3,818
0,319
0,514
0,036
3,924
0,308
0,143
0,031
3,908
0,337
0,147
0,036
0,035
3,556
0,324
0,482
0,033
3,807
0,304
0,145
0,034
3,973
0,289
0,148
0,034
0,032
3,600
0,300
0,035
0,036
3,868
0,301
0,156
0,047
3,810
0,325
0,153
0,038
0,038
3,292
0,059
0,157
0,041
3,909
0,323
0,050
0,044
3,827
0,344
0,165
0,048
0,041

0,248
0,111
0,846
-0,018
3,753
0,254
0,449
-0,029
3,859
0,243
0,078
-0,034
3,843
0,272
0,082
-0,029
-0,030
3,491
0,259
0,417
-0,032
3,742
0,239
0,080
-0,031
3,908
0,224
0,083
-0,031
-0,033
3,535
0,235
-0,030
-0,029
3,803
0,236
0,091
-0,018
3,745
0,260
0,088
-0,027
-0,027
3,227
-0,006
0,092
-0,024
3,844
0,258
-0,015
-0,021
3,762
0,279
0,100
-0,017
-0,024

0,343
0,209
1,009
0,058
3,821
0,302
0,540
0,049
3,923
0,307
0,157
0,043
3,891
0,375
0,177
0,048
0,046
3,700
0,328
0,523
0,043
3,944
0,320
0,164
0,050
4,038
0,319
0,160
0,046
0,044
3,562
0,325
0,044
0,046
3,864
0,315
0,168
0,059
3,896
0,346
0,172
0,051
0,052
3,366
0,065
0,166
0,048
4,013
0,338
0,067
0,068
4,030
0,363
0,183
0,062
0,054

0,260
0,126
0,926
-0,025
3,738
0,219
0,457
-0,034
3,840
0,224
0,074
-0,040
3,808
0,292
0,094
-0,035
-0,037
3,617
0,245
0,440
-0,040
3,861
0,237
0,081
-0,033
3,955
0,236
0,077
-0,037
-0,039
3,479
0,242
-0,039
-0,037
3,781
0,232
0,085
-0,024
3,813
0,263
0,089
-0,032
-0,031
3,283
-0,018
0,083
-0,035
3,930
0,255
-0,016
-0,015
3,947
0,280
0,100
-0,021
-0,029

0,323
0,185
0,921
0,051
3,785
0,291
0,517
0,037
3,888
0,319
0,277
0,031
3,920
0,325
0,168
0,036
0,035
3,541
0,329
0,498
0,038
3,800
0,318
0,144
0,040
3,972
0,305
0,159
0,036
0,036
3,666
0,278
0,039
0,039
3,930
0,309
0,151
0,051
3,826
0,347
0,157
0,041
0,042
3,425
0,057
0,153
0,047
3,883
0,310
0,057
0,056
3,720
0,340
0,169
0,048
0,044

0,247
0,109
0,845
-0,025
3,709
0,216
0,442
-0,039
3,813
0,243
0,202
-0,045
3,845
0,250
0,092
-0,040
-0,041
3,466
0,254
0,423
-0,038
3,725
0,242
0,069
-0,036
3,897
0,230
0,084
-0,040
-0,040
3,591
0,203
-0,037
-0,037
3,855
0,233
0,076
-0,025
3,751
0,271
0,081
-0,035
-0,034
3,350
-0,019
0,077
-0,029
3,808
0,235
-0,019
-0,020
3,645
0,265
0,094
-0,028
-0,032
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H7 444444 0,043 -0,022 0,056 -0,027 0,044 -0,032

H8 222222 0,315 0,250 0,328 0,245 0,311 0,236

H9 333333 0,167 0,102 0,188 0,105 0,168 0,092
H10 444444 0,047 -0,018 0,064 -0,019 0,053 -0,023
H11 111111 4,013 3,948 3,955 3,872 4,007 3,931
H12 222222 0,352 0,287 0,379 0,296 0,343 0,268
Tabelle 102: Messwerte MTP 2.

Die OD in Reihe A, H und Position G1 sind gegeniiber den anderen Kavitdten deutlich erhoht.

MTP

2 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A | 4071 0,983 0,312 0,248 0,212 0,169 0,162 0,144 0,154 0,140 0,154 0,133
B 0,047 0,043 0,040 0,040 0,040 0,040 0,041 0,041 0,042 0,042 0,040 0,040
C | 0,046 0,041 0,040 0,040 0,040 0,040 0,041 0,041 0,040 0,042 0,042 0,040
D | 0,047 0,039 0,040 0,040 0,039 0,041 0,036 0,035 0,040 0,042 0,040 0,041
E 0,047 0,041 0,040 0,041 0,042 0,034 0,035 0,039 0,041 0,041 0,041 0,042
F 0,047 0,040 0,039 0,039 0,040 0,031 0,034 0,043 0,040 0,039 0,041 0,041
G 0,102 0,049 0,042 0,041 0,041 0,034 0,042 0,037 0,040 0,043 0,041 0,042
H | 4,266 1,658 0,355 0,199 0,164 0,138 0,129 0,128 0,127 0,108 0,104 0,113
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