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Inleiding

De logitregressie is geschikt om een
sigmoidale (§ormige) kromme, tot een :
nagenoeg rechte lijn, door kalibratiepunten te:
berekenen. Deze vorm van kalibratielijn komt: -
voor bij doseresponscurven die asymptotisch —
naar een maximum respons naderen. Met de- m—
berekende regressielijn, de respons ende -
verdunning van het onbekende monster worc? LT
de dosis of concentratie in het monster g s
berekend. Bij meerdere metingen van : m A
hetzelfdemonster wordt een gemiddelde ‘
berekend. Door middel van parameters in de|:
worksheet kan de signalering van een slechte,
reproduceerbaarheid van het gemiddelde, extrapolatie van het meetgebied, significante cijfers en

een exportfile gestuurd worden.

De logitregressie vindt zijn oorsprong in onderzoek naar bevolkingsgroei. In opdracht van Koning

Willem | kreeg de wiskundige Verhulst in 1838 de opdracht om de maximale bevolking voor Belgié

te berekenen aan de hand van de bevolkingsgrootte vastgestdl@i5, 1830 en 1845. Hij

berekende 9.5 miljoen inwoners (nu 11 miljoen). Zijn rekenmethode werd in 1920 herontdekt.

De in dit document beschreven logiariant werd in 1971 door Finney uitgewerkt in de derde druk

Gy KSG 02S1 a{ (0FTMGIGA QLaa la@SEidK2 R Ay O0A2f 2

Er zijn decennia lang vele discussies gevoerd over het gebruik van regressietechnieken bij sigmoidale
doserespons curven. De wiskundige afleidingen zijn bekend onder de namen: Logit, Probit,

Rodbard, 4parameter fit, logistic function, sigoid function.

De logit transformeert respons met de formule log(p 4(1) en transformeert de dosis met een log.

Bij de op het laboratorium toegepaste formule is nog rekening gehouden met een blanco:

Log( (response blanco) / (Bmaxresponse) ) = Loddsis).

Na transformatie ontstaat een lijn waarvan de correlatie R gemaximaliseerd wordt door de

parameter Bmax (Rmax) in de lefptmule te variéren. De maximale response is die response

waarbij de dosis oneindig is geworden.

Het logitalgoritme werd red 1976 ontwikkeld op een HP9815 RPN rekenmachine. De logit

regressie wordt sinds die tijJd op Sanquin gebruikt in diverse platformen. Het is verwerkt in het

huidige CLI&IMS. De Microsoft Exeedrsie is een doorontwikkeling van versies geschreven in GW

Basic, QuiciBasic en C. Het programma is op 17 januari 1998 voor het eerst geschreven in Excel in,

het door een wachtwoord beveiligde, Visual Basic for Application (VBA). Omdat de

programmeertalen en omgevingen in die tijd snel verouderden is gekozerMiomysoft Excel.

I ASNBIY 6SNR OSNBI OKG RFIG RAG f1Fy3aSNB GA2R 2y @S|
werken.
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Afkortingen

Bmax, Rmax, Maximale respons die verkregen wordt bij oneindige dosis
maxResponse

Concentratie Hoeveel stof is opgelost jer hoeveelheid oplossing. (g/L, E/mL)
Dosis, dose Wat in de meting gestopt wordt: volume, hoeveelheid

Exp 10¢

Log Yogaritme

Response Wat gemeten wordt: extinctie, %binding, counts

VBA Visual Basic for Application

Benodigdheden

Microsoft ExceVersie 2003 tot en met versie 2015

Uitvoering
Gebruik

Het programma is geschikt voor de Exasdsies 2002 tot en met 2013. Het huidige programma
wordt met de xlsextensie aangeboden maar kan ook zonder functieverlies als xlsm of xIsx
opgeslagen worden.

Het programma kan op de gebruikelijke manier als een worksheet in Excel geopend worden. De
diverse functionaliteiten worden door middel van knoppen gestart.

Algemeen
Het Microsoft Excel ELIS#git-programma is primair ontwikkeld om de concentraties vagendere

monsters, waar van de responses in een ELISA formaat (8 * 12 matrix) aangeboden worden, te
bereken door middel van een logiégressie.

De data worden vanuit een template in de Leglieet gezet waarbij monsternamen, meetwaarden
en toegepaste venahningen gegroepeerd kunnen worden op monsternaam.

De worksheet is ook geschikt om de gegevens handmatig in dedhegit in te voeren.

Beide invoermethodes worden beschreven.

Macro settings
De macroveiligheid moet laag (low) staan. Het moet mogelijkzip ¥ | £t £ S YI ONR Q& (S

lopen.Houd er rekening mee dat je deze beveiliging weer hoog zet als jeviixdesheet van
onbekende oorsprong start.

Rekenen en formules

De worksheets bevatten geen formules in de cellen. Het rekenwerk in de applicatie met

GOA&adzZ f oFAaAO F2NJ FLIWIX AOFGA2Yyaé o6+.10 AyzZ YSi
vullen van cellen voor het tekenen van de grafieken of het berekenen van de resultaten gebeurt met
VBA. Dit voorkomt ongewenste veranderingetiommules. Het programma is redelijk robuust tegen
wissen van een celinhoud maar verwijderen van kolommen en regels kan mogelijk storingen en
foutmeldingen veroorzaken.
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Vrije notitieruimte

Het programma wist gedeelten van de sheet tijdens berekeningenldge plek voor notities, zoals
gebruikte lothummers en informatie, zijn van af regel 53 in de kolommen H tot en met Q te
gebruiken.

Getallengrootte
Gebruikt bij voorkeur getallen tussen 1 en 1000. De getallen worden dan in de grafieken het beste

gepresenteerd. Een milliextinctie, 234, tikt ook sneller in dan 0.234.
Probeer de concentratie van de kalibratielijn zo te kiezen dat de uiteindelijke resultaten zo berekend
worden dat deze tussen de 1 en 1000 uitkomen. Dat voorkomt leesfouten.

Advies

Maak een template van de posities van standaarden en monsters en de bijbehorende
verdunningen. Bewaar de template met een unieke naam + de originele naam van het bestand
zodat het versienummer bewaard blijft. Maak dit bestand Realy om overschrijven te
voorkomen.

Valideer deze template indien nodig.

Gebruik voor elke nieuwe test deze lege template en hergebruik nooit gebruikte worksheets.

blz.: 4van25



4.2,

Handleiding ELISA -Logit-VO3Feb2013 1 in Microsoft Excel

Werkwijzehandinvoer
Invoer van de gegevens A B c ) E
Name Conc Resp Dil Result
. . . 0 303 1
De kalibratielijn bestaat uit een 0 301 1
dosis (hoeveelheid) of concentratie op d&aX gggg:g g‘ig 1
en een respons, de meting van iets, op easY 0.0017 573 1
Bij de logitregressie is een blanco verplicht. wputr 3 !
Ditis in het algemeen de respons van de 0.0034 891 1
verdunningsbuffer of de matrix waarin een substan opues I8 :
gemeten wordt. [ blanco heeft als concentratie 0 00136 2264 1
I 0.0136 2205 1
(nul). _ o 00272 3061 1
De dosis/concentraties van de kalibratielijn worden 00272 3202 1
. A , . A A 0.0544 3794 1
ingevoerd. 15105 3192 800
. . e 15105 3156 800
De meetwaarden, responses van de kalibratielijn el 15105 2147 1600
Y2YauSNR @g2NRSY Ay 12f¢t2 15105 2074, 1600
. 15105 1288 3200
ingevoerd. 15105 1307 3200
Ly 12ft2Y 5 YSUu RS 120U a 12]32 ;gg ggg
(dilution) van het monster ingevuld. Voor de 15105 464 12800
berekening van de regressielijn wordt deze kolom r e e
gebruikt. Na de regressie wordt in kolom E de 15105 294 25600
berekende concentratie maal de hier ingevoerde e 08
verdunnig ingevuld. Dit zou dan gemiddeld de 758416 4985 400
. 800
concentratie van de standaard moeten opleveren. 522312 ;‘;% 1600
758416 2526 3200
758416 1427 6400
De monsters worden met hun monsternaam (als te 768416 776 12800
of getal), de gemeten respons bij een verdunning 758416 459 25600
onder de kalibratielijn data ingevoerd.
Ly 12t2Y ! 2y RemEn&S | 2L
monsternamen, kolom B is gereserveerd voor de
kalibratielijn en is leeg. De meetwaarde komt in
kolom C en de verdunning, die bij de meetwaarde
hoort, in kolom D
blz.: 5van25
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Werkwijze vanuit een template

Invoer van de gegevens in een template

De kalibratielijn bestaat uit een dosis
(hoeveelheid) of concentratie op dea$

en een respons, de meting van iets, op easY
Bij de logitregressie is een blanco verplicht.
Ditis in het algemeen de respons van de
verdunningsbuffer of de matrix waiareen
substantie gemeten wordt. De blanco heeft als
concentratie O (nul).

De dosis/concentraties van de kalibratielijn
g2NRSY Ay KSO 3StS @S

als getallen, vet gemaakt, ingevuld. In de overic =

velden wordt de naam het monster mamesnaam
(als tekst of getal), ingevoerd (niet vet)

+dzZ Ay KSG 3INRSYS Of !
bijbehorende verdunningen in.

De gemeten extincties worden in het blauwe vle :

6! 0a2Nbl yOS YIGNREE 3

A c 3 G H ! J K L ]
2 [fthe data are in ASC then: File, open, select in files of type’ "text files” and import the data. Select the proper delimiter to get every sbsorbtionin a s
3 | Then select the data, press copy and return to this sheet. Put the cursor in cell B6 and press paste.

4 | Absorbance matriz

5

[ 3794 3061 2264 178 El 573 325 303 293 264 245 244

7 3815 3202 2205 1570 891 543 340 301 274 257 231 281
4831 4831 4831 4144 3192 247 1288 743 464 3n 258 237

9 4803 4985 4985 4985 4487 372 2526 27 776 459 336 237

10 3273 2598 1838 1086 625 382 266 228 214 198 250 232

n 4461 4634 4238 4078 3156 2074 1307 722 409 294 236 21|

2 4411 4393 4055 3329 2568 1874 1123 645 407 285 239 163

3 4342 3720 3577 2992 2298 1543 983 550 352 264 370 222

"

15

1

7

13 | Put here the concentration of the calibration curve in bold fontface. Do not forget a blank with concentration 0 1 Enter the name of the <
20| Concentration matrix

2 00544 00272 00136 00068 00034 00017 00009 0 Empty  Emply  Emply  Emply
23 0.0544 00272 00136 0.0068 0.0034 0.0017 0.0009 0 Empty Empty Empty  Empty
2 05 1505 5105 15105 15105 1505 15005 {5105 15105 15105 Empty  Empty
25 753416 758416 758416 75416 758416  75B4I6 798416 758416 750416 758416 Empty  Emply
2 753426 753426 750426 758426 759426 75B426  75B426 759426 758426 758426 Empty  Empty
27 05 5105 15105 15105 15105 15105 15105 15105 1505 15105 Empty  Emply
2 758829 758829 768829 758829 758829 758629 758829 758829 758829 758829 Empty  Emply
2 759879 758879 758879 758679 759879 750673 758879 759979 750879 758679 Empty  Emph

Put here the dilutions of the samples (B36 - M43)
Dilution matriz

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1]
37 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
3 50 100 200 400 800 1600 3200 6400 12800 25600 1 1
39 50 100 200 400 800 1600 3200 8400 12800 25600 1 1
40 50 100 200 400 800 1600 3200 6400 12800 25600 1 1|
4 50 100 200 400 800 1600 3200 8400 12800 25600 1 1
2 50 100 200 400 800 1600 3200 6400 12800 25600 1 1
43 50 100 200 400 300 1600 3200 6400 12800 25600 1 1

A B & ] E F G H ! J K L 2

Put here the Absorbances (B5 - M13)

If the data are in ASCI then: File, open, select in files of type’ “text files” and import the data, Select the proper delimiter to get every absorbtion in a sep
Then select the data, press copy and return to this sheet. Put the cursorin cell B6 and press paste.

Absorbance matriz

Put here the concentration of the calibration curve in bold fontface. Do not forget a blank with concentration 0 ! Enter the name of the san
Concentration matriz

Put here the dilutions of the samples (B36 - M43]
Dilution matriz

Results
(NE Matriz is also sorted after “Sort on Name")

Een ingevulde template ziet er ongeveer uit
zoals links getoond wordt. De posities van ¢
standaard en monster kan willekeurig door
de plaat verdeeld worden zolang positie vai
de naam en verdunning overeenkomen me!
de gemeten extinctie.

bl KSG RNUMzl 1Sy Oky |
RIGI € hlgdaKg@AGE. 52
matrix-invoeren; extincties, naam en
verdunning, gecombineerd tot een lijst.
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Berekening van resultaten

—h

0S

L

AléE o

G 2
YR R

DF yIFN KSi l 60
s B 1

¢
5S 1y2L) [ 23A0¢
kalibratielijnpurten.
5S 1y2L) ¢{2Nll 2y yIYS¢é a2NILISSNI RS
concentraties, daarna op de monsternaam en als derde op de verdunning.
5S 1y2L) kI OGNBEPSNIRIFISNI Y2y AGSNYI |
resultaten en kleurt het resultaat groen als dit binnen de gesteld eisen voor ¢
slechte duplo valt. Het resultaat wordt rood gekleurd als de variatiecoéfficién
ANRPGSNI A& RIEY RS Ao 3INGFES R SAZ | AiyA R
standaarddeviatie van de afzonderlijk waarden gedeeld door het gemiddelde
hiervan. (VC% = SD / gemiddelde). Default staat deze grens op 15%.
Maak de respons van een meetpunt in de ijklijn italic of bold om deze diggel
YF1Sy® 1'SG YSSiLdzyd ¢62NRG ylI KSG R
en buiten de regressieberekening gehouden.

Z A
mw—

A B C D E F G H |
| Name | Conc Resp Dil Result Average Del Result |ELISA-L09it regressior
0 303 1 <0.00155 Correlation 0.99896
0 301 1.<0.00155 Slope 1.23824
0.00085 325 1.<0.00155 Intercept  5.2102
0.00085 340 1<0.00155 Blank 302
0.0017 573 1 0.00172 Bmax 4502.35
0.0017 543 1<0.00155 [1/2Bmax] 0.01488
0.0034 9N 1 0.00355 lterations 63
0.0034 891 1 0.00344 s
0.0068 1478 1 0.00694 5 il
0.0068 1570 1 0.00756
00136 2264 1 00134 SelESA ddlR I
0.0136 2205 1 0.0128
0.0272 3061 1 0.0251
0.0272 3202 1 0.0284 Logit I
0.0544 3794 1 0.054
0.0544 3815 1>0.0556 Sort on name I
15105 3192 800 225
15105 3156 800 218
15105 2147 1600 19.5 Calc Average I
15105 2074 1600 18.5
15105 1288 3200 18.3
15105 1307 3200 18.7
15105 743 6400 16.9
15105 722 6400 16.1
15105 464 12800 <19.9
15105 409 12800 <19.9
15105 N 25600 <39.7
15105 294 25600 <39.7 19
758416 4803 50 »2.78
758416 4985 100 »5.56
758416 4985 200 >11.1
758416 4985 400 >22.2
758416 4487 800 »44 4
758416 3772 1600 83.8
758416 2526 3200 524
758416 1427 6400 423
758416 776 12800 36
758416 459 25600 <39.7 53.6

Get ELISA data [|

ot_|

Sort on name ]|

Calc Average ]|

bl KSO RNHzZl {SYy @Iy RS (y2LIISy a[23A0¢3x a{?2
gemeten responses en de wiemning per meting een resultaat berekend en gemiddeld per

monsternaam.

blz.:
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Beoordeling

bl KS{i RNMYzl 1Sy @Fy RS 1 ,
regressieparameters slope, intercept, blank en Bma 10 2
(Rmax) voor de ijklijn berekend. Met behulp hiervan
worden de doseesponsecurve voor de grafiek
berekend.

Er worden twee grafieken getoond. De bovenste
grafiek toont de doseespons punten en curve na eel
logit-log-transformatie van dosis en response met de
formules die op de as is geprint.

Hierdoor ontstaat een rechktlijn. In deze grafiek

5 o
oo

-40

5.0

-6.0

Log( ( Resp-Blank ) / ( RMax-Resp ) )

80 -6.0 -4.0 -2.0 0.0

Log(Concentration / dose)

worden de gegevens getoond waarmee gerekend 60003

wordt. Gebruik deze grafiek om uitbijters te bepalen | s

en te verwijderen. oo |
9NJ 6SaiGtld Rdza 3ISSy daai |3 a1
logit-regressielijn. Deze begrippen zijn ouderwets er %m /

komen uitde tijd dat grafieken met de hand op * 2000 /

millimeterpapier werden getekend en de concentrati | 1000

van deze grafiek werd afgelezen. Bedenk dat een . "{

0 001 002 003 004 005 006 007
Concentration / dose

Correlation 0.9989¢

extinctie al een logaritmische waarde is van een
gemeten transmissie. Een extinctieverschil tussen

0.100 en 0.200 is neoveel transmissie als tussen Slope 1.23824
1.000 en 2.000. Intercept 5.2102
Blank 302
Bmax 4502.3%

Pe onderste grafiek is een weergave var.1 de [1/2Bmax] 0.0148¢
ingevoerde waarden zonder transformatie van de lterations 63
dosis en respons.

De correlatie is een maat om te onderzoeken hoe vt

de doseresponse punten van de berekende ligigen.

Correlatie is geen goede algemeen toepasbare toets om als variabele te gebruiken om een re
te beoordelen. Dit komt omdat deze toets afhankelijk is van het aantal meetpunten. De correla
kan wel gebruikt worden bij een gevalideerde test met eert sastal meetpunten waarvan
vastgesteld is wat de correlatie voor deze test minimaal moet zijn.

Bij een ELISA met vijf serieel doorverdunde meetpunten in duplo kan een R>0.9950 worden
aangehouden. Is de correlatie lager dan kan een afwijkend meetpunidiggeorden gemaakt doo
RS YSSGgl I NRS AlGlIfAO 2kioptedrikkendS YI 1Sy Sy F
Met zes serieel doorverdunde meetpunten in duplo kan een R>0.9900 aangehouden worden.

blz.: 8van25
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Instellingen

- J K L M N
In de worksheet kunnen diverse RN [Testdate: 15 May 2014
parameters ingesteld Worden 15% Max deviation for bad average

0 Extrapolate (0=no. 1=yes. 2=between blank and highest dose)
0 Matrix? (0=no, 1 = yes)
0 Linear between blank and lowest dose (0=No. 1=yes
3 significant digits
1 > or < result displayed (0=no, 1=yes)
Separator 0 0 = Space, 1=Comma, 2=Semicolon
Export
Abs filename

|

Default instellingen van de parameters
Max deviation for bad average
LYy RAG @StR ¢g2NRG SSy LISNOSydGlr 3IS A yia SEPINRRC
berekende resultaten een gemiddelde berekend. Als de standaarddeviatie van deze meetpunt
gedeeld door het gemiddelde hiervan >15% bedraagt dan wordt het resultaat rood gekleurd. A
ISYARRSt RSy YSi SSy &ALINBARAY3I Xmp: 62NRSY

Extrapolate (0=no, 1=yes, 2=between blank and highest dose)

Het afleesgebied van een kalibratielijn bevindt zich tussen de laagste en hoogste dosis/concel
Boven de hoogste dosis en onder de laagste dosis is de lijn geéxtrapoleerd.

Er wordt daarom in i gebied niet gerekend omdat de testen in het algemeen hiervoor niet
gevalideerd zijn

In speciale gevallen kan optie 1 gekozen worden om wel in dit gebied te rekenen.

Het gebied tussen de blanco en de laagste dosis/concentratie ligt onder de bepalirmdgresmr
Limit of Determination (LLOD)) van de test. Standaard wordt in dit gebied ook niet gerekend. |
gevallen van testen die juist hier juist wel willen rekenen en dit meetgebied gevalideerd hebbe
de optie 2 gekozen worden.

Matrix? (0O=no, 1 = y8gs
hlLJiAS m 3ISSTG RS
Ly KSG4 Glroofl R a

w»

pai

N
I K

- ax
D¢ Q.

I3

(@ bj)

G§Sy ¢
¥} 2

2}

Z W
w( u»
N Z
(]
mw<s
U
w»
zZ<
9p)
¢ <

T« >
o -

S

U S

5

™

Linear between blank and lowest dose (0=No, 1=yes) 1000 el

Het meetgebied tussen de laagste dosis/concentratie en de blanco is
vaak recht. Standaard wordt hier niet gerekend maar als optie 2 bij
extrapolatie is gekozen dan wordt dit meetgebied tussen blanco en
laagste dosis door de regressie vaak krom getrokken.

Met optie 1 wordt de kromme logitegressielijn het gebied tussen blan 0 0
en laagste dosis vervangen door een rechte regressielijn.

De berekende resultaten, afgelezen tussen blanco en laagste dosis, worden onderstreept
weergegeven bij de resultaten.

Dezeoptie is voor een test toegevoegd waarbij veel sterk verlaagde monsters gemeten worder
bewezen dat het gebied zich in dit meetgebied zich als een rechte gedraagt.

0.01
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Significant digits

Het aantal significante cijfers in een resultaat is een weergave van de betrouwbaarheid van he
resultaat. 10.1 Suggereert een betrouwbaarheid van-0% in het resultaat. 10 daarentegen
suggereert een betrouwbaarheid van 50%. Het zelfde geldt voofO1 en 100, en 1010 en 1000.
Hoewel het bij 100 en 1000 lastiger wordt om iets te suggereren.

+22NJ 9[ L{!Qa Sy wL!Qa TA2y o aA3AYyAFAOLIY’S
De getallen worden dan afgerond naar bijvoorbeeld 1.23, 9.98, 10.1, 19.9.

Bij twee significanteijfers zouden de resultaten 1.2, 10, 10 en 20 worden.

> or < result displayed (0=no, 1=yes)

Als een resultaat buiten met meetgebied valt dan wordt dit getoond als > de bovengrens of < ¢
ondergrens.

Deze > en < tekens kunnen ongewenst zijn als mlevayerekend moet worden met de resultaten.
Met de optie 0 worden het > en < teken niet getoond.

Knoppen ~ Open Abs file ||
YY2L) ahL)lSy !'0a FTAESE o!ftiabho

Get ELISA data ‘|

Diverse soorten ASdile welke door ELIS#eaders gemaakt worden kunnen

worden ingelezen door het programma. Logit ||
Het programma verwijderd alle regels die korter dan 50 karakters zijn en lees
alleen regels in die beginnen met A, B, C, D, E, F, G of H.

58 Ay3StST Sy SElGAYyOiAaASa 62NRSy Ay G511 Gl
YIEONRES 3ISLAFIGado Calc Average ||

De extincties kunnen in de fitbbor een spatie, een komma of puntkomma
gescheiden zijn.

Deze extinctisd RSt AYAUGSNE (tFy Ay KSiO @StR &aSLISNIG2NI |}y

Sort on name ‘I

Separator 0 0 = Space, 1=Comma, 2=Semicolon
Export
Abs filename

£ & Aok $ NI & n a rfiedaane veordt gpzat dam wordt automatisch deze file ingelezen
na het drukken van de knop AOpen Abs fil eo.
Als het veld leeg wordt gelaten vraagt het programma om een filenaam.

lfa o0A2 GO9ELRNIE SSy LI GK YSG 7T Aldgdryaaktnvetale2 NRG 3 S
ingevoerde gegevens en berekende resultaten.

blz.: 10van25
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YY2L) aDSG 9[L{! RIFGIFeg oO0!'tftdb90

Als de Datasheet gevuld is met extincties (of andere responses van een meting), monsternamen,
ijkijnconcentraties en verdunningen kan met deze knop de berekegestart worden.

58 Y2y aluSNYylIYSy RAS: yASh @Stz Ita GdSiad 27 Ffa
Ay 12t2Y a! Dbl YS¢eé IAST2LIASSNROD

DevetaSYIl I 1TSS O2yOSYiNIrGASa dzAld RS a4/ 2yOSyiNI GA2Y
Zijn deconcentraties van de ijklijnpunten

58 3SYSiSy NBaLkryasSa o0SElGAyOiGASazr Oz2dzyia SidOodu |
5S 0A20SK2NBYRS @OSNRdzyyAy3a g2NRSYy Ay (12t2Y a5 5,
Het programma berekend de logitirve en berekend de resultaten voor elke mast

58 RIGFE TA2y y23 yASG 3I3Sa2NISSNRO | ASNB22NJ Y2Si

YYy2L) a[23A0¢ 6! tldb[ 0
Als punten in de kalibratielijn ongeldig worden gemaakt door de Resitof bold te maken
1FrYykY2Sid YSG RS 1y2L) a[23A0¢é¢ RS 0SNB{ISYyAy3a 2LIA.

YY2L) a{ 2Nl 2y ylIYSé¢ o6!'ftdiboo
aSi RSTS (y2L) 62NRSy RS 3S3S¢Sya Ay RS aKSSi af
bt YS8d Sy REFNYE 2L) 65 5Afa®
In bijna alle gevallen zin d&S Y2y adSNBR oA2 St1FFN 3STSG Sy Iy

gemiddelde worden berekend.

YY2L) a/ O ! @SNI IS¢ 6! ftlab! 0
Met deze knop wordt het gemiddelde berekend van alle bij elkaar gesorteeerde monsternamen in
12t2Y | ® 5NXzl S S N monsiefnani bij lkaar kelsort&en. 2 Y R

YY2L) GLYGNI KSEGNY LRt 3S¢ 6! filibto
Deze knop verandert het extrapoleren van O=nd.=yes> 2=between blank and highest dose
0=no.

YYy2L) a/ €SIy 510FaKSSG¢ 6! f0b50

Deze rode knop wist alle gegevens uit alle shdatprincipe is de sheet helemaal schoon.
Aangeraden wordt om een lege originele template te gebruiken bij het invoeren van een nieuwe
test.

YY2L) a¢SYLIX GS /fSkyé o
581 S aNeRSyS (1y2L gAraid | S
YFEONAREE Sy a5AfdziAzy Yl Eé dzA K
I'Fy3SNI RSY 62NRG 2Y SSy GSYLXFrasS 4GS YF{1Sy Y
G5AfdziA2y YI GNREE¢ S-oiy®ptéslaarS @I t ARSNBY Sy wSlt
Gebruik dan deze template file om de extinctieseihlezen en monsternamen in te voeren en de
test uit te rekenen

L f G
ffS
G NRA
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YY2L) G9ELRNI CAftSé 6! tib- 0

Na het drukken van deze knop wordt een Export file genaamd LogitExport.txt naar de default

2 AYyR2g64a T2t RSN daeé R20dzYSy i aé¢ 2efworkshet@Gdenvaardi 4 ¢
geschreven.

Als een filenaam in het Export file veld is ingevuld wordt de file met deze naam opgeslagen. Als een
path\filenaam is ingevoerd wordt de file in die folder met die naam bewaard.

Name;Conc;Resp;Dil;Result;Average;Del Resu It;ELISA - Logit regression
"";0;303;1;<0.00051‘3;"";‘"';Correlation;0.98716;15%;Max deviation for bad average

"0;301;1;<0.000513;";"";Slope;1.64142;0;Extrapolate (0=no, 1=yes, 2=between blank
and highest dose)

"0.00085;325;1;<0.0005 13;™;""; Intercept;7.34956;0;Matrix? (0=no, 1 = yes)
"":0.00085;340;1;0.000699;"";"";Blank;302;0;Linear between blank and lowest dose

(0=No, 1=yes)

""0.0017;573;1;0.00241;"";"";Bmax;4037.5;3;significant digits
"":0.0017;543;1;0.00223;";"";[1/2Bmax];0.011 36;1;> or < result displayed (0=no,
1=yes)

" lterations;39;Separator;0

7584 16;",4803;50;>3.05
758416;",4985;100;>6.1

758416;",4985;400;>24.4;"";"","";
758416;ml;4487;800;>48-8;lm.nu;ml;
758416,"",3772,1600,87,"", mem

758416;",1427,6400;43.5;","", "
758416;ml;776;12800;44.9;1111;1111;uu; R
758416,"",459,25600,433,52 ;lln;lm;nu;lm;uu

Voorbeeld van een Export file.
Alle kolommen A tot en met K worden in een ; gescheid&&l-file gezet. Default wordt deze
bewaard in dezelfde folder als waar de Ldgxcelworksheet is gesaved.
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Tabbladen

Tablogit
In dit tabblad is worden alle berekeningen en resultaten getoond.

Door middel van de knoppen en de ingestelde paramdtekolom J worden de gegevens uit kolom
A tot en met D met behulp van logit regressie tot een gemiddeld resultaat berekend.

Gegevens kunnen met de hand in dit tabblad worden ingevagedhoofdstukWerkwijze
handinvoez 2F YSG RS 1y2L) abSd 9[L{! RF{lF¢ dzAd
hoofdstuk: Werkwijze vanuit een template

puj

1 [ Name Conc Resp Dil Result Average Del Result |ELISA-Logit regression V03Feb2013_1 |Testdate: 15 May 2014

2 Correlation 15% Max deviation for bad average

3 Slope 0 Extrapolate (0=no, 1=yes, 2=between blank and highest dose)

4 Intercept 0 Matrix? (0=no, 1 = yes)

5 Blank 0 L!ne_ar belwee_n blank and lowest dose (0=No. 1=yes) |
6 Bmax 3 significant digits J
7 [1/2Bmax] 1 > or < result displayed (0=no, 1=yes) |
8 lterations Separator 0 0 = Space, 1=Comma, 2=Semicolon —

Export =
Abs filename Export File I

1
12 Get ELISA data ]

13 12
14
15 Logit |
16 1.0
17 Sort on name I =
18 ——— % 08
19 g
20 Calc Average || 3
21 Z 06
22 ¥
23 -~
24 x 04
25 g
26 % 02
27 &
28 =
29 g 00
2 S 0.0 02 04 06 08 1.0 12
31 Log(Concentration / dose)
32
33 4500
34
35 4000 —
36 | =]
37 3500
38
39 3000
40 & 2500
4 s
42 2 2000
43 4 /
4 % 1500
45 /
46 1000 /
41 500
48
49 0
50 0 0.02 0.04 0.06 0.08 01
‘2; Concentration / dose
53
Logit | Datasheet | Absorbance Instructions @ <

w»
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TabDatasheet

In dit tabblad kunnen de gemeten respons (extinctie, coatts) en de bijbehorende
monsternaam en verdunning worden in gevoerd. lefdstuk:Werkwijze vanuit een template

& B C D E F G H | J K L &l
1 | Put here the Absorbances (BE - M13)
2 | If the data are in ASClI then: File, open, select in 'files of type’ "text files” and import the data. Select the proper delimiter to get every absorbtion in a sep
3 | Then select the data, press copy and return to this sheet. Put the cursor in cell BE and press paste.
4 Absorbance matriz
5
6] 5
i’
8 4
3
10
i
12
13
L
15
16 |
17
18

19 | Put here the concentration of the calibration curve in bold fontface. Do not forget a blank with concentration 0 ! Enter the name of the san
20  Concentration matriz

33 | Put here the dilutions of the samples (B36 - M43)
34 | Dilution matriz

46 Results
47 | [NE Matriz is also sorted after "Sort on Name")
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TabAbsorbance

lrfa o60Saidl yRSYy Y %ibpviw&lendngelsiSey worden{de gerhdtefliesties in de

cellen van dit TABlad geplaatst. De inhoud van de cellen worden met het aangegeven separator
(delimiter}teken gescheiden

Alleen regels die beginnen met een letter A t/m H en die langer dan 50 karakters zijn worden

ingelezen.

DeinhoudvanditTABf R 62 NRSY Ay RS a! 06a2NblyOS YIGNREE

Al - Ll a
! A B c D E F G H | J K L M N

1 /A 3358 3270 3323 3281 3258 3279 3303 3384 7 7 3249 21
2 |B 2871 2870 2830 2886 2901 2994 2999 3037 6 6 2756 17
3|C 1331 1305 1401 1366 1399 1709 1656 1637 6 6 2062 17
4 D 327 333 364 377 372 525 473 475 6 6 1182 17
5 |E 93 94 105 105 107 147 140 134 5 5 605 12
6 |F 37 34 37 39 36 54 46 46 4 4 305 14
71G 23 21 22 23 21 26 24 22 4 7 155 17
8 H 20 19 19 21 19 22 20 19 7 8 9N 19
9

10

1"

12

13

14

15

16

17

Datasheet | Absorbance | Instructions ©) <]
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TabInstructions

p———

In dit TAB-blad staat een korte handleiding in het  mll %" 4 -
Engels van het programma. = ‘
Het versiebeheer wordt in dit Tabblad bijgehoudel
Afsluitendise e n fi D e weenvbakieedin de
cellen geplaatst die i
gekopieerd.

ELISA LOGIT

g the takc’ (CTRL+()butn. This port wik ba ortted and meved o columm E afier Lage for ecalculzbon has been

/5. ik Abs nstand of As (734 nstaad of 0 234)

TABImport

Dit is een hidden tabblad dat wordt gebruikt bij een speciale versie van dit programma dat LIMS
invoer koppelt aan gemeten counts veadioactiviteitsmetingen en de berekende resultaten
exporteert naar een LIMS.
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