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1. Purpose and scope / Doel en strekking
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6 0.01625 682 1 0.0156 Bmax 10555 3 Significant digits
T 0.01625 732 1 0.0171 [1/2Bmax] 0.2033 1 = or < result displayed (0=no, 1=yes)
8 0.0325 1158 1 0.0293 tterations. 437 5000
9 0.0325 1316 1 0.034 o
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11 0.065 2299 1 0.0632 @ 5000
12 0.13 3872 1 0.122 é 1
14 [Corie BT — cpenpuame || % 4 a0 2
15 | Control 2527 20 1.43 m @
16 | Control 1031 =n 129 Get ELISAdata E 2 /8' E 2000
18 Conte e w1 £2s g 13|
19 |Control E-:B 100 111 1.31 E a o o 2000
e T : s V4 o | 81
22 |sample1 608 20 0.555 = . f '/.,l‘
23 |Sample1 623 20 0.278 =
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This document describes the use of the Dit document beschrijft het gebruik van het
ELISA logit calculation program ELISA-logit-rekenprogramma geprogrammeerd
programmed in Visual Basic for Applications | in Visual Basic for Applications in Microsoft
in Microsoft Excel. Excel.
In addition, the preconditions, advantages, | Daarnaast worden de randvoorwaarden, voor-
disadvantages and limitations of the logit en nadelen en beperkingen van de logit-
regression method are discussed and a regressie-methode besproken en een
validation protocol is proposed to test the validatieprotocol voorgesteld om de
preconditions. randvoorwaarden te toetsen.
The current version of the ELISA logit De huidige versie van het ELISA-logit-
calculation program is V01Jul2018 Last rekenprogramma is V01Jul2018 Laatste save
save date 01-07-2018 18:07:01). datum 01-07-2018 18:07:01).
This version has been tested by means of Deze versie is getest door middel van het
the Validation report ELISA-logit Validation report ELISA-logit VO1Jul2018.
V01Jul2018. De voorgaande versie is VO3Feb2013_1.
The previous version is VO3Feb2013_1. (Laatste save datum 15-05-2014 15:05).
(Last save date 5/15/2014 3:05 PM).
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2. Introduction / Inleiding

Logit regression can be used to fit
sigmoidal (S-shaped) curves to almost
straight lines. Calibration lines with this
shape are dose-response curves that
approach asymptotically to a maximum
response. With the formulae calculated
from the regression line and the measured
response of the unknown sample, the dose
or concentration in the sample is calculated
and multiplied with the dilution made.

The average concentration is calculated
from the multiple measurements of the
same sample.

Parameters in the worksheet can be set to
control signalling of poor reproducibility of
the averaged concentration, extrapolation
of the measurement area, significant digits
of the result and the name of an import
and export file.

Logit regression has its origins in research
into population growth.

On behalf of King Willem I, mathematician
Verhulst was commissioned in 1838 to
calculate the maximum population for
Belgium on the basis of the population size
established in 1815, 1830 and 1845. He
calculated 9.5 million inhabitants (now 11
million). His calculation method was
rediscovered in 1920.

The logit variant described in this document
was described by Finney in 1971 in the
third edition of the book "Statistical Method
in biological assay".

For decades there were many discussions
about the use of regression techniques in
sigmoidal dose-response curves. The
mathematical variations are known under
the names: Logit, Probit, Rodbard, 4-
parameter fit, logistic function, sigmoid
function. They all fit sigmoidal curves.
This logit variant uses and needs a
response of the blank.

This is especially useful when measuring
low concentrations as are often done with
ELISA’s and RIA’s

The logit algorithm was programmed on an
HP9815 RPN calculator around 1976.

The Microsoft Excel version is a further
development of versions written in Lotus,
GW-Basic, Quick-Basic and C. The program
was first written on January 17, 1998 in

Logit-regressie is geschikt om een
sigmoidale (S-vormige) kromme tot een
nagenoeg rechte lijn door de meetpunten.
Deze vorm van kalibratielijn komt voor bij
dose-responscurven die asymptotisch naar
een maximum respons naderen. Met de
berekende regressielijn, de respons en de
verdunning van het onbekende monster
wordt de dosis of concentratie in het
monster berekend. Bij meerdere metingen
van hetzelfde monster 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 import- en
exportfile gestuurd worden.

Logit-regressie vindt zijn oorsprong in
onderzoek naar bevolkingsgroei.

In opdracht van Koning Willem I kreeg de
wiskundige Verhulst in 1838 de opdracht
om de maximale bevolking voor Belgié te
berekenen aan de hand van de
bevolkingsgrootte vastgesteld in 1815,
1830 en 1845. Hij berekende 9.5 miljoen
inwoners (nu 11 miljoen). Zijn
rekenmethode werd in 1920 herontdekt.

De in dit document beschreven logit-variant
werd in 1971 door Finney uitgewerkt in de
derde druk van het boek “Statistical Method
in biological assay”.

Er zijn decennia lang vele discussies
gevoerd over het gebruik van
regressietechnieken bij sigmoidale dose-
respons curven. De wiskundige afleidingen
zijn bekend onder de namen: Logit, Probit,
Rodbard, 4-parameter fit, logistic function,
sigmoid function.

Deze logit-versie heeft een blanco nodig om
te kunnen rekenen. Niet alle varianten
gebruiken een verplichte blancometing met
als risico dat er grote afwijkingen in de lage
concentraties ontstaan.

Het logit-algoritme werd rond 1976
geprogrammeerd op een HP9815 RPN
rekenmachine.

De Microsoft Excel-versie is een
doorontwikkeling van versies geschreven in
GW-Basic, Quick-Basic en C. Het
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Excel in the password-protected Visual
Basic for Application (VBA) .

The programming languages and
environments quickly became outdated at
that time, Microsoft Excel was chosen.

It was expected to remain unchanged and
"backwards compatible" for a longer period
of time.

This version V01Jul2018 has a few changes
compared to the last validated and
described version. V03Feb2013'_1.V24May2017
-> Bug fix in matrices in Logit and Datasheet. They
will not be sorted after sorting. Some textual
changes. GAMP-5 validated releaseV01Jan2018 ->
Added Spline curve fit, date format under export
button (0O9)V01Feb2018 -> Changed> and <limits,
ie LLOQ and ULOQ, now based on concentration
instead of min and max response.V01Mrt2018 ->
Added non-linearity calculation from "Introduction to
medical statistics, 2nd edition 1964, Preventive
Medicine, Leiden", chapter 19 Made iteration steps
smaller resulting is a slightly better fit
(correlation)V01Jul2018 -> Final validated release.

Disabled p non-linearity calculation.

A visible change in the results is that the
lower and upper limits are now not based
on the average response and the
associated concentration, but on the
concentration of the lowest or highest point
of the calibration line. In addition, the
spline function has been added.

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 gekozen voor
Microsoft Excel.

Hiervan werd verwacht dat dit langere tijd
onveranderd en ‘backwards compatible’ zou
blijven werken.

Deze versie V01Jul2018 heeft een paar
wijzigingen ten op zicht van de laatste
gevalideerd en beschreven versie
VO3Feb2013'_1.

V24May2017 --> Bug fix in matrices in Logit and
Datasheet. They will not be sorted after sorting.
Some textual changes. GAMP-5 validated release
V01Jan2018 --> Added Spline curve fit, date format
under export button (09)

V01Feb2018 --> Changed > and < limits, ie LLOQ
and ULOQ, now based on concentration instead of
min and max respons.

V01Mrt2018 --> Added p non-linearity calculation
from "Inleiding tot de medische statistiek, 2de druk
1964, Preventieve Geneeskunde, Leiden", hoofdstuk
19 Made iteration steps smaller resulting is a slightly
better fit (correlation)

V01Jul2018 --> Final validated release. Disabled p
non-linearity calculation

Een, in de resultaten, zichtbare wijziging is
dat de onder- en bovengrenzen nu niet
gebaseerd zijn op de gemiddelde respons
en de daarbij behorende concentratie maar
op de concentratie van het laagste of
hoogste punt van de kalibratielijn.
Daarnaast is de spline-functie toegevoegd.
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Principle / Principe

The logit transforms the response with
the formula log (p / (1-p)) and
transforms the dose with a log.

The formula applied in this logit variation
takes into account a blank:

Log ((response - blank) / (Bmax -
response)) = logit.

The maximum response (Bmax) is when
the dose has become infinite.

The responses are logit transformed and
the doses with a log. A linear regression
is calculated on the transformed data
pairs. The concentration is calculated
with these regression parameters and
the calculated Bmax.

Concentration = Exp ((logit (response) -
intercept) / slope) * Dilution

If the spline regression option is chosen,
straight line segments are drawn
between the averages of a response per
dose

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

Bij deze logit-variant is nog rekening
gehouden met een blanco:

Log( (response — blanco) / (Bmax -
response) ) = logit.

De maximale response (Bmax) is die
response waarbij de dosis oneindig is
geworden.

De responses worden logit
getransformeerd en de doses met een
log. Door de verkregen dataparen wordt
een lineaire regressie berekend. Met
deze regressieparameters en de
berekende Bmax wordt de concentratie
berekend.

Concentratie = Exp((logit(respons) -
intercept) / slope) * Dilution

Als de optie spline-regressie is gekozen
worden rechte lijnstukken tussen de
gemiddelden van een respons per dosis
getrokken.



Manual ELISA-Logit-V01Jul2018

3. Execution / Uitvoering
3.1.

General instructions / Algemene aanwijzingen

The program can be used in the Excel
versions 2002 up to and including 2019.
The program can be opened in the usual
way as a worksheet in Excel.

The various functionalities are started by
means of buttons.

General

The Microsoft Excel ELISA logit program is
primarily developed to calculate the
concentrations of multiple samples of which
the responses are offered in an ELISA
format (8 * 12 matrix) by means of a logit
regression.

The data is copied from the templates in
the Data sheet in the Logit sheet, and the
sample names, measured values and
applied dilutions can be grouped by sample
name.

The worksheet is also suitable for manually
entering the data in the Logit sheet.

Both input methods are described.

Macro settings

Macro security must be set to low because
it must be allowed to run all macros.

Keep in mind that you can put this security
high again when you start Excel worksheet
of unknown origin.

Calculations and formulas

The worksheets do not contain any
formulas in the cells.

The calculations in the application are
carried out with "visual basic for
applications" (VBA) password-protected
modules.

Also the data placed in the worksheet to
draw the graphs or calculating the results is
done with VBA.

This prevents unwanted changes to
formulas. The program is fairly robust
against deleting cell contents, but deleting
columns and lines can potentially cause
malfunctions and error messages.

Free note space

The program erases parts of the sheet
during calculations. An empty space for
notes, such as used lot numbers and
information, can be used from line 53 in
columns H through Q.

Number range

Het programma is geschikt voor de Excel-
versies 2002 tot en met 2015.

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 ELISA-logit-programma is
primair ontwikkeld om de concentraties van
meerdere monsters, waar van de responses in
een ELISA formaat (8 * 12 matrix)
aangeboden worden, te bereken door middel
van een logit-regressie.

De data worden vanuit de templates in de
Datasheet nnar de Logit-sheet gekopieerd
waarbij monsternamen, meetwaarden en
toegepaste verdunningen gegroepeerd
kunnen worden op monsternaam.

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

Beide invoermethodes worden beschreven.

Macro settings

De macroveiligheid moet laag (low) staan om
alle macro’s in the worksheet te kunnen laten
lopen. Houd er rekening mee dat je deze
beveiliging weer hoog zet als je Excel-
worksheet van onbekende oorsprong start.

Rekenen en formules

De worksheets bevatten geen formules in de
cellen. Het rekenwerk in de applicatie wordt
met “visual basic for applications” (VBA) in,
met een password beveiligde, modules
uitgevoerd. Ook het vullen van cellen voor het
tekenen van de grafieken of het berekenen
van de resultaten gebeurt met VBA.

Dit voorkomt ongewenste veranderingen in
formules. Het programma is redelijk robuust
tegen wissen van een celinhoud maar
verwijderen van kolommen en regels kan
mogelijk storingen en foutmeldingen
veroorzaken.

Vrije notitieruimte

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

Getallengrootte
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It is preferable to use numbers between 1
and 1000.

The numbers are then best presented in
the graphs. A milli-extinction, 234, also
types in faster than 0.234.

Try to choose the concentration of the
calibration line so that the final results are
calculated to be between 1 and 1000.

For instance one can use 10 ug/L instead of
0.00010 g/L or 20 km instead of 20000
meter.

It prevents reading errors

General advice

Make a template of the positions of
standards and samples and the
corresponding dilutions.

Save the template with a unique name +
the original name of the file so that the
version number is saved.

Make this file Read-only to prevent
overwriting.

Validate this template if necessary.

Use this empty template for every new test
and never re-use used worksheets.

Gebruikt bij voorkeur getallen tussen 1 en
1000. De getallen worden dan in de grafieken
het beste gepresenteerd. Een milli-extinctie,
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. .

Men kan bijvoorbeeld 10 ug/L gebruiken in
plaats van 0,00010 g/L of 20 km in plaats van
20000 meter.

Het 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 Read-only om overschrijven
te voorkomen.

Valideer deze template indien nodig.

Gebruik voor elke nieuwe test deze lege
template en hergebruik nooit gebruikte
worksheets.
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Practical performance / Praktische uitvoering

3.2.1. Manual entry / handinvoer

Input of the data

The calibration line
consists of a dose
(amount) or
concentration on the X-
axis and a response, the
measurement of
something, on the Y-axis.

A blank is mandatory for
this logit regression.

This is generally the
response of the dilution
buffer or the matrix in
which a substance is
measured.

The blank has a
concentration of 0 (zero).

The dose / concentrations
of the calibration line are
entered in column B of
the worksheet under the
heading “Conc”.

The measured values,
responses from the
calibration line and
samples are entered in
column C under the
heading “"Resp”.

W0 ea = M k=

10
11
12
13
14
15
16
1T
18
19
20
21
22
23
24
25
25
pir
28
29
30
k|
32
33

A B
Name Conc
0.008125
0.008125
0.01625
0.01625
0.0325
0.0325
0.065
0.065
0.13
013
0
0
15124
15124
15124
15124
15124
15124
749531
740531
749531
749531
749531
749531
740351
749351
749351
740351
749351
749351
749562
7409562

34 | 740582

35
35
37
35
39
40
41
42
43

749362
748582
745562
749367
749367
749357
749357
745367
749387

C D E

Resp DIl Resd Invoer van de gegevens
423 1
445 1 De kalibratielijn bestaat uit
e een dosis (hoeveelheid) of
1156 1 concentratie op de X-as
;i;ﬁ ?I en een respons, de meting
2799 1 van iets, op de Y-as.
3872 1
G Bij deze logit-regressie is
212 1 een blanco verplicht.
2614, 20 Dit is in het algemeen de
= X respons van de
1083 50 verdunningsbuffer of de
i‘g 133 matrix waarin een
205 s substantie gemeten wordt.
215 20 De blanco heeft als
e concentratie 0 (nul).
210 20
zilg 1'33 De dosis/concentraties van
e —— de kalibratielijn worden in
244 100 kolom B van de worksheet
2;;? 2; onder de kop “Conc”
533 100 ingevoerd.
4451 4
ETa T 20
20600 De meetwaarden,
4053 s responses van de
aren| 20 kalibratielijn en monsters
1330 100 .
4950 s worden in kolom C onder
4633 20 de kop “Resp” ingevoerd.
1882 100
4321 4
4557 20
2057 100

The dilution of the sample is entered in
column D with the heading “Dil”.
This column is not used for the calculation of

the regression line.

After regression, the calculated concentration

times the dilution entered here is entered in

column E.

This should then on average yield the

concentration of the standard.

The samples are entered with their sample
name (as text or number), the measured
response at a dilution below the calibration

line data.

In column A, under the heading "Name”, the
sample names appear, column B is reserved
for the calibration line and is empty.

The measured value comes in column C and
the dilution associated with the measured

value in column D.

In kolom D met de kop “Dil” wordt de
verdunning (dilution) van het monster
ingevuld. Voor de berekening van de
regressielijn wordt deze kolom niet
gebruikt.

Na de regressie wordt in kolom E de
berekende concentratie maal de hier
ingevoerde verdunning ingevuld. Dit zou
dan gemiddeld de concentratie van de
standaard moeten opleveren.

De monsters worden met hun
monsternaam (als tekst of getal), de
gemeten respons bij een verdunning
onder de kalibratielijn data ingevoerd.
In kolom A onder de kop "Name” komen
de 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.
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3.2.2. Working with a template / Werkwijze vanuit een template

& E2 i | u] E F G H W K L i
1 | P beere thee Abscabances (B - M)
2 | W ithe At are i ASCH then: File, opan, Select in Tiles of tape” “eat s~ and Import this data Sebch H proped SHImie bo ged swery absoablion im a sep
F | Theen gabect the dath, prods Sopy sl feiurn 12 this chist. Pt e e in coll B g pred 2 padte
4 Abzorbanoe matriz
& | I

T3 | Pt bere thr concentration of tee oalibe stion ourve in bodd fontface. Do mot Forget a blank with conoentration @ ® Enfter the name of the san
0 | Congentration matriz

E3 | Pt beere thee dihtions of the fampbes (B35 - MY
34 | Dilmtiom matriz
L

45 Fesults
&7 | [NE Muaine t5 also souted afben “Soat cn Mame")

Input of the data in a template Invoer van gegevens in een template

A calibration line consists of a dose De kalibratielijn bestaat uit een dosis
(amount) or concentration on the X-axis (hoeveelheid) of concentratie op de X-as
and a response, the measurement of en een respons, de meting van iets, op de
something, on the Y-axis. Y-as.

A blank is mandatory for logit regression. Bij de logit-regressie is een blanco verplicht.
This is generally the response of the Dit is in het algemeen de respons van de
dilution buffer or the matrix in which a verdunningsbuffer of de matrix waarin een
substance is measured. substantie gemeten wordt.

The blank has a concentration of O (zero). De blanco heeft als concentratie 0 (nul).

The dose / concentrations of the calibration | De dosis/concentraties van de kalibratielijn

line are entered in the yellow worden in het gele veld “concentration
“concentration matrix” field as numbers, matrix” als getallen, vet gemaakt, ingevuld.
bold, and entered. In de overige velden wordt de naam het

In the other fields, the name, the sample monster monsternaam (als tekst of getal),
sample name (as text or number), is ingevoerd (niet vet).

entered (not bold).
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Enter the corresponding dilutions in the
green "Dilution matrix" area.

The measured absorbances are placed in
the blue "Absorbance matrix" area.

A completed template looks like the one
below. The positions of the standard and
sample can be randomly distributed
throughout the plate as long as the name
and dilution position correspond to the
measured absorbance.

After pressing the "Get ELISA data" button
in the "Logit" TAB sheet, the three matrix
entries become; extinctions, name and
dilution, combined into a list.

Im = — = = ' [

Put here the Absorbances (B6 - M13)

Vul in het groene vlak “"Dilution matrix” de
bijpehorende verdunningen in.

De gemeten extincties worden in het blauwe
vlak “Absorbance matrix” geplaatst.

Een ingevulde template ziet er uit zoals
hieronder getoond wordt. De posities van de
standaard en monster kan willekeurig door
de plaat verdeeld worden zolang positie van
de naam en verdunning overeenkomen met
de gemeten extinctie.

Na het drukken van de knop “Get ELISA-
data” in het TAB-blad “Logit” worden de
drie matrix-invoeren; extincties, naam en
verdunning, gecombineerd tot een lijst.

1 ' vl [ L w1 "

! |If the data are in ASCIl then: File, open, select in files of type’ "text files” and import the data. Select the proper delimiter to get every absorbtion in a separat
i |Then select the data, press copy and return to this sheet. Put the cursor in cell B6 and press paste.

- |Absorbance matrix

i 423 445 682 732 1156 1316 2499 2299 3872 4158 21 212
| 2614 2527 1031 1089 526 549 205 215 220 199 210 214
! 2450 608 244 2516 623 238 4451 ImT7 1206 4053 3769 1330
| 4950 4683 1982 4821 4597 2057 2450 608 244 2516 623 238
0 4479 4120 1244 4708 3969 1296 2450 608 244 2516 623 238
1 4402 1739 469 4205 1567 461 4950 4683 1982 4521 4597 2057
2 4833 2825 603 4865 2784 608 4479 4120 1244 4708 3969 1296
3 4368 3716 919 4132 3761 870 4402 1739 469 4205 1567 461
4

5

6

7

B

9 |Put here the concentration of the calibration curve in bold fontface. Do not forget a blank with concentration 0 !! Enter the name of the samples in norma
0 |Concentration matrix

1 Vul de jobnummers in de kaders in. De andere vijf velden worden dan vanzelf ingevoerd

2 0.008125 0.008125 0.01625 0.01625 0.0325 0.0325 0.065 0.065 0.13 0.13 0 0
3 15124 15124 15124 15124 15124 15124 749531 749531 749531 749531 749531 749531
4 749351 749351  T49351 749351 749351 749351 749562 749562 749562  T49562  T49562 749562
5 749367 V49367 749367 749367 749367 749367 749563 749563 749563 749563 749563 749563
6 749385 V49385 749385 749385 749385 749385 749564 749564 749564 749564 749564 749564
7 749402 749402 749402 749402 749402 749402 749565 749565 749565 749565 749565 749565
B8 749403 V49403 749403 749403 749403 749403 749566 749566 749566 749566 749566 749566
9 749404 749404 749404 749404 749404 749404 749567  TA9567  TA9567  TA9567  TA9567 749567
0

1

2

3 |Put here the dilutions of the samples (B36 - M43)

4 |Dilution matrix

5

6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
7 20 20 50 50 100 100 4 20 100 4 20 100
B 4 20 100 4 20 100 4 20 100 4 20 100
9 4 20 100 4 20 100 20 100 500 20 100 500
0 20 100 500 20 100 500 4 20 100 4 20 100
1 4 20 100 4 20 100 4 20 100 4 20 100
2 4 20 100 4 20 100 4 20 100 4 20 100
3 4 20 100 4 20 100 4 20 100 4 20 100
4

5

6 |[Results

7

B = 0.0085 0.0156 0.0171 0.0293 0.034 0.0704 0.0638 0122 =013 << >
9 1.48 143 1.29 1.37 1.1 1.7 << > > < << >
0 0.275 0.269 = 0.284 0.278 > =052 232 3.08 0.522 2.36 3.44
1 =0.62 2.6 5.38 =0.62 =26 5.61 1.38 1.35 > 1.42 1.39 >
2 =26 =13 15.9 =26 127 16.7 0.275 0.269 = 0.284 0.278 >
3 =0.52 0.928 0.925 =0.52 0.826 0.9 =0.52 =26 5.38 =0.52 =26 5.61
1 =052 1.63 1.33 =052 1.6 1.35 =0.52 =26 3.19 =062 253 334
5 »0.52 2.31 225 =0.52 2.35 21 =0.52 0.928 0.925 =0.52 0.826 0.9
6

7
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3.2.3. Calculation of results / Berekening van resultaten

‘ Open Abs file |

Ga naar het Tabblad “Logit”.

De knop “Logit” berekend de regressieparameters voor de logit-
kromme door de kalibratielijnpunten.

De knop “Sort on name” sorteert de gegevens in de worksheet
op de kolom concentraties, daarna op de monsternaam en als Calc Average |
derde op de verdunning.

De knop “Calc Average” berekend per monsternaam het

gemiddelde van alle resultaten en kleurt het resultaat groen als

dit binnen de gesteld eisen voor een slechte duplo valt. Het

resultaat wordt rood gekleurd als de variatiecoéfficiént groter is

dan de bij "Max deviation for bad average” is ingevuld. De

waarde is de 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 ongeldig te maken. Het meetpunt wordt na het drukken

van “Logit” geel/rood in de grafiek en buiten de

regressieberekening gehouden.

A B C D E F G H |

| Name | Conc  Resp Dil Result Average Del Result [ELISA-Logit 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 911 0.00355 Iterations 63

0.0034 891 0.00344 § |

1
1
00068 1478 1 000694
00068 1570 1000756
00136 2264 1 00134 Get ELISA data I
00136 2205 1 00128
00272 3061 1 0.0251
00272 3202 1 00284 Logit
00544 379 1 0054
00544 3815 1.>0.0556 Sort on name l
15105 3192 800 25
15105 3156 800 2138
15105 2147 1600 19.5 Calc Average I
15105 2074 1600 185
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 311 25600 <39.7
15105 204 25600 <39.7 19
758416 3803 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 2626 3200 524
758416 1427 6400 423
758416 776 12800 36
758416 459 25600 <397 536

Na het drukken van de knoppen “Logit”, “Sort of nhame” en “Calc
average” zijn aan de hand van de gemeten responses en de



Manual ELISA-Logit-V01Jul2018

verdunning per meting een resultaat berekend en gemiddeld per
monsternaam.
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3.2.4. Beoordeling resultaten

Na het drukken van de knop “Logit” worden 2 ~10.99896
de regressieparameters slope, intercept, 0 2
blank en Bmax (Rmax) voor de ijklijn
berekend. Met behulp hiervan worden de
dose-responsecurve voor de grafiek
berekend.

Er worden twee grafieken getoond. De
bovenste grafiek toont de dose-respons- = = - py )
punten en curve na een logit-log- LogiConcentraton dose)

transformatie van dosis en response met de 00
formules die op de as is geprint.

6.0

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

5000

Hierdoor ontstaat een rechte lijn. In deze 4000

grafiek worden de gegevens getoond

waarmee gerekend wordt. Gebruik deze /

grafiek om uitbijters te bepalen en te = /,/

verwijderen. wﬂoi
0

w
=]
=]
=]

Response

001 002 003 004 005 006 007
Concentration / dose

= 4

Er bestaat dus geen “steil” of “recht” gebied
in de logit-regressielijn. Deze begrippen zijn
ouderwets en komen uit de tijd dat
grafieken met de hand op millimeterpapier
werden getekend en de concentratie van Slope 1.23824
deze grafiek werd afgelezen. Bedenk dat
een extinctie al een logaritmische waarde is
van een gemeten transmissie. Een Blank 302
extinctieverschil tussen 0.100 en 0.200 is

Correlation

Intercept 5.2102

net zoveel transmissie als tussen 1.000 en Bmax 4502.35
2.000. [1/2Bmax] 0.01488
Iterations 63

De onderste grafiek is een weergave van de
ingevoerde waarden zonder transformatie
van de dosis en respons.

De correlatie is een maat om te
onderzoeken hoe ver de dose-response
punten van de berekende lijn liggen.

Correlatie is geen goede algemeen toepasbare toets om als variabele te gebruiken om
een regressie te beoordelen. Dit komt omdat deze toets afhankelijk is van het aantal
meetpunten. De correlatie kan wel gebruikt worden bij een gevalideerde test met een
vast aantal 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 meetpunt ongeldig
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worden gemaakt door de meetwaarde italic of bold te maken en de “Logit”-knop te
drukken.

Met zes serieel doorverdunde meetpunten in duplo kan een R>0.9900 aangehouden
worden.
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3.2.5. Instellingen

In de worksheet kunnen n V01Jul2013 Testdate:
di t 15% Max CW% for bad average)
IVErse parameters 0 Extrapolate (0=no, 1=yes. 2=between blank and highest dose)

ingesteld worden. 0 Matrix? (0=no, 1=yes)
0 Linear between blank and lowest dose (0=Mo. 1=yes. 2=spline)}
3 Significant digits
1 = or < result displayed (0=no, 1=yes)

Separator 0 0=Space, 1=Comma, 2=Semicolon
Export file .
Abs file Export File

Standaardinstellingen van de parameters

Max deviation for bad average

In dit veld wordt een percentage ingevuld. Na het drukken van de knop “Calc

average” wordt uit alle berekende resultaten een gemiddelde berekend. Als de
standaarddeviatie van deze meetpunten gedeeld door het gemiddelde hiervan
>15% bedraagt dan wordt het resultaat rood gekleurd. Alle gemiddelden met

een spreiding <15% worden groen.

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

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

Er wordt daarom in dit 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
bepalingsgrens (Lower Limit of Determination (LLOD)) van de test. Standaard
wordt in dit gebied ook niet gerekend.

In gevallen van testen die juist hier juist wel willen rekenen en dit meetgebied
gevalideerd hebben kan de optie 2 gekozen worden.

Matrix? (0O=no, 1 = yes)
Optie 1 geeft de resultaten weer in een matrix op de “Logit” Tabblad.
In het tabblad "Datasheet” wordt deze resultatenmatrix altijd getoond.

1000 f

Linear between blank and lowest dose (0=No,
1=yes, 2 = spline)

Het meetgebied tussen de laagste dosis/concentratie en
de blanco is vaak recht.

Standaard wordt tussen blanko en laagste meetpunt niet
gerekend maar als optie 2 bij extrapolatie is gekozen dan 0 0.01
wordt dit meetgebied tussen blanco en laagste dosis door

de regressie vaak krom getrokken.

Als bij testen veel verlaagde concentraties worden

gemeten en als bewezen is dat het meetgebied tussen

blanko en laagste meetpunt beter op een rechte lijn kan

worden berekend, kan optie 1 worden aangezet.

Met optie 1= yes wordt de kromme logit-regressielijn het

gebied tussen blanco en laagste dosis vervangen door

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

Deze optie is voor een test toegevoegd waarbij veel sterk verlaagde monsters
gemeten worden en is bewezen dat het gebied zich in dit meetgebied zich als
een rechte gedraagt.

Met optie 2= spline worden rechte lijnstukken tussen de gemiddelde responses
per meetpunt getrokken en wordt op deze lijnstukken de concentratie
berekend. De logit-regressie is dan uitgeschakeld.
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Significant digits

Het aantal significante cijfers in een resultaat is een weergave van de
betrouwbaarheid van het resultaat.

Het resultaat 10.1 suggereert een betrouwbaarheid van 0.5 - 1% in het
resultaat. 10 daarentegen suggereert een betrouwbaarheid van 5 - 10%. Het
zelfde geldt voor 101 en 100, en 1010 en 1000. Hoewel het bij 100 en 1000
lastiger wordt om iets te suggereren.

Voor ELISA’s en RIA's zijn 3 significante cijfers een goede keus.

De getallen worden dan afgerond naar bijvoorbeeld 1.23, 9.98, 10.1, 19.9.
Bij twee significante cijfers 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 < dan de ondergrens.

Deze > en < tekens kunnen ongewenst zijn als er verder gerekend moet
worden met de resultaten.

Met de optie 0 worden het > en < teken niet getoond.

Knoppen

Knop “"Open Abs file” (Alt+0)

Diverse soorten ASCII-file welke door ELISA-readers gemaakt Open Abs file || worden
kunnen worden ingelezen door het programma.

Het programma verwijderd alle regels die korter dan 50 Get ELISA data

karakters zijn en lees alleen regels in die beginnen met A, B,

bt o |
De ingelezen extincties worden in de sheet “"Datasheet” in de —

CI DI

“Absorbance matrix” geplaatst. Sort on name ||
De extincties kunnen in de file door een spatie, een komma of
puntkomma gescheiden zijn. Calc Average ||

Deze extinctie-"delimiter” kan in het veld seperator
aangegeven worden.

0 = Space, 1=Comma,

Separator O 2=Semicolon

Export

Abs filename
Als achter “Abs filename” een path\filenaam wordt gezet dan wordt automatisch deze
file ingelezen na het drukken van de knop “Open Abs file”.
Als het veld leeg wordt gelaten vraagt het programma om een filenaam.
Als bij "Export” een path met filenaam wordt gezet dan wordt er een export file
gemaakt met alle ingevoerde gegevens en berekende resultaten.

Knop “"Get ELISA data” (AIt+E)

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

De monsternamen die, niet vet, als tekst of als getal in de "Concentration matrix” zijn
gezet worden in kolom “A Name” gekopieerd.

De vet gemaakte concentraties uit de “Concentration matrix” worden in kolom “B
Conc" gezet. Dit zijn de concentraties van de ijklijnpunten.

De gemeten responses (extincties, counts etc.) worden in kolom “C Resp" gezet.

De bijbehorende verdunning worden in kolom "D Dil* geplaatst.

Het programma berekend de logit-curve en berekend de resultaten voor elke monster.



Manual ELISA-Logit-V01Jul2018

De data zijn nog niet gesorteerd. Hiervoor moet de knop “Sort on hame” gedrukt
worden.

Knop “Logit” (Alt+L)
Als punten in de kalibratielijn ongeldig worden gemaakt door de Respons ijtalic of bold
te maken kan/moet met de knop “Logit” de berekening opnieuw gemaakt worden.

Knop “Sort on name” (AIR+E)

Met deze knop worden de gegevens in de sheet “Logit” gesorteerd op kolom “B conc",
dan “A Name" en daarna op "D Dil".

In bijna alle gevallen zijn dan de monsters bij elkaar gezet en kan met de knop “Calc
average’het gemiddelde worden berekend.

Knop “Calc Average” (Alt+A)

Met deze knop wordt het gemiddelde berekend van alle bij elkaar gesorteeerde
monsternamen in kolom A. Druk eerst "Sort on Name” om de monsternamen bij elkaar
te sorteren.

Knop “Intra/extrapolate” (Alt+P)
Deze knop verandert het extrapoleren van 0=no -> 1=yes -> 2=between blank and
highest dose -> 0=no.

Knop “Clean Datasheet” (Alt+D)

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

Knop “"Template Clean” (Alt+C)

Deze groene knop wist alle gegevens uit de sheets behalve de gegevens uit de
“Concentration matrix” en “Dilution matrix” uit de “Datasheet”.

Aangeraden wordt om een template te maken met de ingevoerde “Concentration
matrix” en “Dilution matrix”, deze te valideren en Read-only op te slaan.

Gebruik dan deze template file om de extincties in te lezen en monsternamen in te
voeren en de test uit te rekenen.
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Knop “Export File” (Alt+X)

Na het drukken van deze knop wordt een Export file genaamd LogitExport.txt naar de
default Windows folder "My documents” of "Documents” of naar de locatie waar de
worksheet is bewaard 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 Result; ELISA-Logit regression
Vv01Jul2018;"";"";""

""-0,;303;1;<0.000513;"";"";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, 2=spline)
""+0.00085;325;1;<0.000513;"";"";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];0.01136;1;> or < result displayed
(0=no, 1=yes)

""+0.0034;911;1;0.00419;"";"";Iterations; 39;Separator;0
""-0.0034;891;1;0.00409;"";"";"".""-Export;""
""-0.0068;1478;1;0.00707;"";"";""."": Abs filename;""
""-0.0068;1570;1;0.00757;"";" ",

""-0.0136;2264;1;0.0121;""; ",

""-0.0136;2205;1;0.0116; """,y
""-0.0272;3061;1;0.0214;"", ;s
""-0.0272;3202;1;0.0242;""; ",
""-0.0544;3794;1;0.0575;"", ", .
""-0.0544;3815;1;>0.061;""; ",
758416;"";4803;50;>3.05;""; """,
758416;"";4985;100;>6.1;""; """, .
758416;"";4985;200;>12.2;"";" ", ;.
758416;"";4985;400;>24.4;"";" """, ..
758416;"":4487,;800;>48.8;"";"", ", nn.nn
758416;"";3772;1600,;87;"";""; """,
758416;"";2526;3200;46;"";"";"";"","","
758416;"";1427;6400;43.5;"";"";"";"",","
758416;"";776;12800;44.9;""; """, m.nn
758416;"";459;25600;43.3;52.9;""; """, ",

~
~

~
~

~
~

~
~

~
~

Voorbeeld van een Export file.

Alle kolommen A tot en met K worden in een ; gescheiden ASCII-file gezet. Default
wordt deze bewaard in dezelfde folder als waar de Logit-Excel-worksheet is
gesaved.
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3.2.7. Tabbladen

Tab-Logit

In dit tabblad is worden alle berekeningen en resultaten getoond.

Door middel van de knoppen en de ingestelde parameters in kolom 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 ingevoerd, zie hoofdstuk: Werkwijze
handinvoer, of met de knop “Get ELISA data” uit de “"Datasheet” sheet gehaald worden. Zie
hoofdstuk: Werkwijze vanuit een template.

[ xEI=| - ELISA-Logit-VOLIul2018 [Read-Only] - Excel T E - 0O X
FILE HOME  INSERT ~ PAGELAYOUT ~ FORMULAS ~ DATA  REVIEW  VIEW  DEVELOPER

S X Cut =, o = 3 AutoSum t A,
- - EfWapTet General - = 2 4 em = El v H
P o - [ d I Fe ot cﬁ\ IEEI §E\I F wlir- sz & Find &
aste . B I U- i« &Hep- 5= B Merge&Center + T2« 95 5 &3 g9 Conditional Formatas Cel nsert Delete Format ort & Finy
. ¥ Format Painter 4 E Formatting Table Styles - - - Ll Filter « Select -

Clipboard n Font 3 Alignment 5 Number 5 Styles Cells Editing ~

Arial clo <A

82 - Jr *

A B C D E F G H | J K L M N o P Q R [«
Name Conc Resp Dil Result Average Del Result ELISA Logit regression V01Jul2018 Testdate:
| 1) Correlation 15% Max CV% for bad average)
Slope 0 Extrapolate (0=no, 1=yes, 2=between blank and highest dose)

Intercept 0 Matrix? (0=na, 1=yes)

1

2

3

4

5 Blank 0 Linear between blank and lowest dose (0=No. 1=yes. 2=spling
: D: |
7

8

9

Bmax 3 Significant digits

[1/2Bmax] 1> or < result displayed {0=na, 1=yes)
Iterations Separator 0 0=Space, 1=Comma, 2=Semicolon jlempias) Clon |

Export file
10 Abs file

13 Open Abs file
14 |

16 Get ELISA data

Export File ‘

¥

=)
o

19 Logit

o
S

=]
=

24 Calc Average

i

Log( ( Resp-Blank ) / ( BMax-Resp ))

o
N

a

29 [ 02 04 08 08 1 12
Log(Concentration / dose)

=
Response

0 02 04 06 08 1 12
50 Concentration / dose

Logit | Datasheet | Absorbance | Instructions @® L] »
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Tab-Datasheet

In dit tabblad kunnen de gemeten respons (extinctie, counts etc.) en de bijbehorende
monsternaam en verdunning worden in gevoerd. Zie hoofdstuk: Werkwijze vanuit een

template.

A B C D E F G H | J K L M N 0
Put here the Absorbances (B - M13)
If the data are in ASCIl then: File, open, select in "files of type’ "text files” and import the data. Select the proper delimiter to get every absorbtion in a separate excel cell.
Then select the data, press copy and return te this sheet. Put the curser in cell BS and press paste.
Absorbance matrix

Put here the concentration of the calibration curve in bold fontface. Do not forget a blank with concentration 0 !! Enter the name of the samples in nermal font (B22 - M23)
Concentration matrix

Put here the dilutions of the samples (B38 - M43)
Dilution matrix

Results
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Tab-Absorbance

Als bestanden met de “"Open ABS file-knop worden ingelezen worden de gemeten
extincties in de cellen van dit TAB-blad 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.

De inhoud van dit TAB-blad worden in de “"Absorbance matrix” van de
“Datasheet”geplaatst.

Al - fr | A
| A B c D E F ¢ | H | J K L M N

1A 3368 3270 3323 3281 3258 3279 3303 3384 7 7 3249 21
2 B 2871 2870 2880 2886 2901 2994 2999 3037 6 6 2756 17
3c 1331 1306 1401 1366 1399 1709 1656 1637 6 6 2062 17
4D 327 333 364 377 372 525 4n 475 6 6 1182 17
5 |E 93 94 106 105 107 147 140 134 5 5 605 12
6 |F 37 34 37 39 36 54 46 46 7 7 305 14
706 23 21 2 23 21 2% 2 22 7 7 155 17
8 |H 20 19 19 21 19 22 20 19 7 8 91 19

Datasheet Absorbance Instructions ()] 4
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Tab-Instructions

ELISA LOGIT short mamusl

In dit Tab-blad staat een korte sy S e e e e s P s

e pres ing he Lot tudtce  logh regression = pafemed s resule s Calcutled. heve o 3 1in ced M 3 resull mali is gonled. (B Malix s eceled sar Sar on Teama)
e sverage’ utton calculates the mesn of samplas weh the same name atjscert 1o each cther. Cel 2 comtans the max Cosfeient of Variatioe value o Ragging Tad Average”

handleiding in het Engels van het T e Doy L —— ——
p rog ramma. e oy 05 # sty s b et i o Sk e ot et B

Het versiebeheer wordt in dit Tabblad

bijgehouden. Afsluitend is een "Demo e e

iste vests et ineanregpesaits Erter o 1 befone the Feld Liness between blank an kst duse™
A

data”-rekenvoorbeeld in de cellen e S ——

displayed (8=no, 1= yes]" #1ha range values shaukd not b2 dispiayed
]

s

geplaatst die in de “"Datasheet” kan ot e SR S ——

. S
worden gekopieerd. e e
—
il E——

PUt he. concaniations an sample namss in e 622429
IPut the didions in range B36 L3, ¥ blank no diution 5 assumed

Manus input of dats
Entara n cobenn A Samplos entarad inihs coleme.

[ENer the concentrations o the standand cure i cokren B & tank  ablgatory (concentrabon = )

2 ertares the average of thase bisnks i used inthe reression.

[Emartha reaponass in coumn .

[Enter a diion s columen ¥ na diyion = sntersd then 1 is sssumed

Press ALT+L o the Logt tulton o st the cacuisbon

Ramone & responza in the caibratin ins by saleztng  and prezsing the ealie (CTRL+() butson. Thiz pont will 5 crtad and meved 1o cokemn E sher Loge for recalesiation has been rrezsad

AB0 Ut 3 Pt 1 2 100010, s i A i D o At (730 it o 1 731
Demo data: Copy them In the Datasheet.

K e 0 o - 100 o, - rch, e A e f A8 3 et 0230 Absorbance matrix
T shea i oo ssmatming e s
o |t 374 3061 2264 178 911 573 %5 303 253 764 25 244
| 3815 302 2205 1670 891 543 390 301 i) 267 231 281
z 4831 4831 4831 4144 3192 2147 1288 743 464 mn 258 237
: 5 4803 4985 4985 4985 A48T 32 2526 1427 6 459 3% 27
® : 3273 269 1838 1086 625 382 266 228 214 198 250 232
, 2 4461 4634 4238 4078 3186 2074 1307 22 409 294 2% 216
iz : 4411 4399 4055 3329 2568 1874 1129 646 407 285 29 163
Sampies | 432 370 31T 2992 298 1543 983 550 382 264 370 229
Sopint 1
s n
Resui
Ton by oraeters e cocolied
ELISA Logh regesn VI AE01S Varsion o e e
Comian, 050462 \kasuns ot  { Bt practica >0 9308w & it poets i e
iepe 10083123 L repanse Gack} { Braeespansal = sipe * Ln con « e Put here the concentration of the calibration curve in bold fontface. Do not forget a blankl) Enter the name of the samples in nomal font (822 - M29)
| pos i ST Concentration matrix
B 15804103 Basgoras { cncertaten s e
2] 17 683655 Concertration ¢ 12 Brax 00544 00272 001% 00068 00034 0.0017 0.00085 OEmpty Empty Empty  Emply
L L fusrwbinn 40 I ol 0 00544 00272 00136 0.0068 0.0034 0.0017 0.00085 OEmpty Empty Empty Empty
15105 15105 15105 15105 15105 15105 15105 15105 15105 15105 Empty Empty
Edtaurbuns 78416 758416 750416 750416 758416 758416 750416 758416 758416 758416 Empty  Empty

758426 758426 758426 758426 758426 758426 758426 758426 758426 758426 Empty  Empty
16105 15105 15105 15105 15105 15105 15105 15105 15105 15105 Empty  Empty
NN S S S—— TS82 758829 750829 758329 756829 758829 756829 758029 758829 758629 Empty  Emply
vidtias s vara S, b s, na 758879 750879 758479 750870 756879 758879 758879 758879 758879 756879 Empty Emy
VD4R 200 banc et drecly o v ypes of ESA et Voot riass VRS2 6005657
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Put here the dilutions of the samples (B36 - M43)
Dilution matrix

oan for Tempiais dofauh o wxport tt . Vaidatad releace DVRL612 ENADISE
> Bugh 10 jan 2014 Remmet soring shee ‘Gt ELISA tta’ Ramaved ext wth whts o o o o cokmn K L M s M. GAMP-S saited reesse

ey v b 3080 W1 b, S et chinges. DANEL ok diod b ans 3 5 3 7 3 5 7 5 7 3 3 7
o e i hun 1964, Preventons Genasshunds, Lo, kst 1 Mk et sieps sl sy 50 100 200 400 800 1600 3200 6400 12800 25600 1 1
 stlosidin 50 100 200 400 800 1600 3200 6400 12800 25600 1 1
50 100 200 400 800 1600 3200 6400 12800 25600 1 1

0 100 200 400 800 1600 3200 6400 12800 25600 1 1

50 100 200 400 800 1600 3200 6400 12800 25600 1 1

50 00 200 400 800 1600 3200 6400 12800 25600 1 1

Spline test

858 8717 69 35 106 125 469 414 175 516 854 689
900 65 39 109 164 454 398 19 564 804 649
165 128 90 97 338 144 164 464 606 632 0 696
154 543 90 £ 44 166 448 572 651 197 727|
a2 302 133 139 7 108 759 475 658 182 440}
2 39 150 153 k] 110 693 52 678 513 199 4421

Tab-Import

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

De logit-functie wordt gebruikt om een sigmoide curve (S-vormige kromme) zo dicht
mogelijk, in de Y-as geminimaliseerd, door dose-responspunten tussen grenswaarden
(de blanco en maxRespons (Bmax), te berekenen (zie figuur 1).

Na het berekenen van de parameters in de logit-formule kan uit een gemeten respons
een dosis worden berekend.

De dose-responsecurve heeft de relatie:

¢Log(dosis) = ¢Log( (response - blanco) / (Bmax - response) )

Alle responses worden getransformeerd met de logit-functie (°Log ((response - blanco)
/ (Bmax - response)) en van de dosis wordt een logaritme genomen (zie figuur 2).
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Concentration / dose Log(Concentration / dose)
Figuur 1 Dose-responsecurve Figuur 2 Dose-responsecurve na

transformaties

Op deze getransformeerde waarden wordt een lineaire regressie toegepast en de
correlatie R berekend. Het berekenen van de logit-regressieparameters is iteratief, dat
wil in dit geval zeggen dat een Bmax gezocht wordt waarbij de correlatie R maximaal
is. Als initiéle Bmax-parameter wordt een respons iets groter dan de respons
behorende bij de hoogste dosis genomen en met deze Bmax worden de responses
getransformeerd en de correlatie R berekend. Daarna wordt de Bmax met 0.001%
vergroot en vergeleken of de correlatie toeneemt. Dit proces wordt herhaald tot de
correlatie zakt. Dan wordt de Bmax met 10 maal kleinere stapjes verlaagd tot de
correlatie weer zakt. Vervolgens wordt de Bmax weer met 10 maal kleinere stapje
verhoogd. Dit proces herhaald zich tot de correlatie gelijk is aan de vorige correlatie of
een limiet in iteratiestappen is bereikt. Dit laatste is het geval als een perfecte rechte
lijn wordt berekend.
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Het berekenen van de dosis heeft het volgende algoritme:

/ (response — Blank) \‘
In ( ) — intercept
\ (Bmax - response) )

slope

Dosis = e

Alle in de formule in te voeren waarden zijn vermeldt in de worksheet.
Voorbeeld van waarden
Correlation 0.9949
Slope 1.746232847
Intercept -5.759070605
Blank 1.65
Bmax 102.5046045
[1/2Bmax] 27.05838531

De blanco is een verplicht meetpunt in de kalibratielijn. De blanco heeft de
concentratie 0 (nul).

Het is onjuist om eerst de blanco van de metingen af te trekken en deze daarna in de
logit-regressie te stoppen. In het algoritme wordt in de teller de blanco al van de teller
afgetrokken en niet in de noemer. Soms corrigeert de meetapparatuur dit uit zichzelf
en kunnen <=0 responses optreden. Het is beter om die correctie uit te zetten en met
de meest ruwe meetgegevens te werken.

Het is fout om responses eerst te middelen en deze daarna in de logit-regressie te
gebruiken. Door het middelen wordt de spreiding van de test gemaskeerd en kan een
fout meetpunt niet verwijderd worden omdat deze al gemiddeld is.

Bij gebruik als kalibratielijn op laboratoria gaat de voorkeur uit naar vijf dose-
responspunten bij voorkeur in duplo of triplo gepipetteerd. Meer dan zeven punten
wordt afgeraden. Dit is onnodig, en veroorzaakt vaak te lange kalibratielijnen die gaan
afvlakken. Meestal kan door de kalibratielijn door anders door te verdunnen vijf punten
bevatten.

Laat bij voorkeur niet meer dan twee metingen ongeldig maken bij een vijf
dosispuntkalibratie gepipetteerd in duplo of drie bij triplometingen.

Sta bij voorkeur niet toe dat de alle meetpunten van één dosis ongeldig wordt
gemaakt.
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3.3.2. Betrouwbaarheid resultaat

Bij veel regressiemethoden wordt door middel van een variantieanalyse een 95%-
betrouwbaarheidsinterval van het resultaat berekend. Dit is bij de logit-regressie
gecompliceerd. Op basis van de metingen in de kalibratielijn is nog wel een
betrouwbaarheidsinterval te berekenen. (Zie figuur 3)

De berekende betrouwbaarheid wordt beinvloed door de vorm van de kalibratielijn. Hoe
dichter het hoogste meetpunt bij de berekende Bmax ligt hoe beter de sigmoidaal
“voorspeld” kan worden. Omdat deze, zeker bij rechtere kalibratielijnen, ver boven de
hoogste respons uitstijgt, worden hierdoor de betrouwbaarheidsgrenzen in het
meetgebied onrealistisch wijd. (Zie figuur 4)

100 100 ,
90 / 90 - X
80 ), 80 X =
70 y 70 }

60 60
& 0/ % Q/

2 $ :g

2T/ 2
& 0

20 20

10 10 +—

0 0

0 50 100 0 20 40 60 80 100
Dosis Dosis
Figuur 3 Berekende Bmax 103 Figuur 4 Berekende Bmax 145

Deze berekende betrouwbaarheid doet nog geen uitspraak over de betrouwbaarheid
van het resultaat dat vaak berekend wordt uit het gemiddelde van meer verdunningen
in meervoud gemeten.

De betrouwbaarheidsintervallen zijn daardoor erg grillig en veranderen van test tot
test.

Een betrouwbaarheid berekenen door middel van variantieanalyse aan de hand van de
kalibratielijn en de meervoudige metingen van een monster is erg complex en niet
algemeen toepasbaar zonder kundige beoordeling.

Bij de hier beschreven rekenmethode wordt het berekende gemiddelde getoetst aan,
retrospectief berekende betrouwbaarheidskarakteristieken van de uitgevoerde test. Het
berekende resultaat wordt getoetst door de variatiecoéfficiént van de individueel
berekende waarden van een monster te vergelijken met de verwachte
variatiecoéfficiént. Voor ELISA’s staat deze op 15% ingesteld. Gerealiseerd moet
worden dat de betrouwbaarheid van deze toets toeneemt met het aantal metingen per
monster. De test moet daarom, of in meervoud per verdunning worden ontwikkeld, of
met kleinere verdunningstappen werken, om bij voorkeur minimaal vijf of meer valide
resultaten te produceren.

Bij deze methode wordt er van uitgegaan dat de test homoscedastisch is. Dat wil
zeggen dat het betrouwbaarheidsinterval c.q. betrouwbaarheid van de resultaten over
hele meetgebied gelijk (in de zelfde orde van grootte) is. Een goed ontwikkelde EIA en
RIA voldoet hieraan en de homoscedasticiteit wordt getoetst in een validatiestudie.



3.3.3.

3.3.4.

3.3.5.

Manual ELISA-Logit-V01Jul2018

Extrapolatie

Extrapolatie van de berekende dose-responsecurve buiten het gemeten meetgebied is
mogelijk. Er kan geéxtrapoleerd worden van blanco tot Bmax. Extrapoleren boven de
hoogste dosis wordt afgeraden maar is soms noodzakelijk als een belangrijk meetpunt
net buiten de dose-responscurve valt.

Extrapoleren tussen de blanco en de laagste dosis van de standaard is op twee
manieren mogelijk.

Met de standaardinstelling wordt met de berekende parameters voor de sigmoide tot
de blanco berekend. De regressie lijn zal in dat gebied krom zijn.

Met de optie ‘linear’ wordt met een rechte lijn tussen de laagste dosis en de blanco. Bij
veel RIA’s en ELISA's is dit ook zo. Resultaten berekend in dit stukje meetgebied
worden onderstreept in de resultatenkolom van de worksheet.

Significante cijfers

Het aantal gerapporteerde significante cijfers in en resultaat is een maat voor de
betrouwbaarheid van het resultaat. Het resultaat 5.2345 suggereert een hoge
reproduceerbaarheid van het resultaat.

Het resultaat 5 daar in tegen heeft al een afrondingsfout van 10%.

Rapporteer bij een test zoveel significante cijfers dat de afronding kleiner is dan de
meetfout in de test.

Dus bij een test met een variatiecoéfficiént van 10% wordt het resultaat 5.5, dit zijn
twee significante cijfers (digits).

Wordt er verder gerekend met de resultaten dan wordt bij voorkeur niet afgerond.

Verschillen tussen logit-regressies

De logit-regressie is een iteratieve rekenmethode dat afhankelijk is van het aantal
digits waarmee gerekend wordt. De berekende resultaten kunnen per gebruikt
programma (Graphpad, SPSS etc.) iets verschillen. Dit hangt af met de gebruikte
algoritmen en rekennauwkeurigheid van het gebruikte programma. In dit programma
wordt de Bmax gezocht die de hoogste correlatie van de berekende ijklijn geeft. De
beslissing wanneer de correlaties gelijk zijn en de iteratie stopt wordt bepaald door het
aantal cijfers achter de komma waarmee de correlaties vergeleken wordt.

Deze logit-regressie rekent met de natuurlijke logaritme ¢Log (In). Als gerekend wordt
met een °Log zullen de berekende parameters slope a en intercept b verschillen.
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Opzet validatieprotocol voor een kalibratielijn

Om de logit-regressie juist toe te passen dient de test gevalideerd te zijn voor het
meetgebied (LLOQ (laagste dosis) — ULOQ (hoogste dosis) waar de logit-regressie
wordt toegepast.

De LLOD wordt vastgesteld door het meten van meerdere blanco’s.

Belangrijk is dat de kalibratielijn het hele meetgebied homoscedastisch (homogeniteit
van variantie) is. Dit voorkomt dat het testresultaat per dosis/verdunning een andere
spreiding heeft. Bij een te groot gekozen meetgebied zal de spreiding bij de uiteinden
hiervan onacceptabel groter zijn dan resultaten verkregen uit het midden van het
meetgebied.

De homoscedastiteit bepaalt het meetgebied en niet de steilheid of hoe vlak de lijn bij
de uiteinden van het gekozen meetgebied lopen. Test daarom eerst de
reproduceerbaarheid onder midden en bovenin het meetgebied voordat de werkelijke
validatie begint. Als de LLOQ en ULOQ is vastgesteld kan de werkelijke validatie
beginnen.

Het logit — log getransformeerde meetgebied is een rechte lijn. Dit is zichtbaar
gemaakt in de bovenste grafiek in het Logit-werkblad. De lineariteit van het logit - log
meetgebied van de kalibratielijn wordt door de correlatie bewaakt.

De resultaten verkregen uit het vastgestelde meetgebied moeten zich lineair ten
opzichte van de dosis gedragen. Met andere woorden; het resultaat moet voor elke
respons, van laag tot hoog, voor het hele meetgebied hetzelfde zijn. Dit geldt ook voor
eventuele voorverdunningen die gemaakt worden. Dit wordt bij de recovery
vastgesteld.

Van elke test wordt de betrouwbaarheid en juistheid van het resultaat vastgesteld.

Validatieprotocol van de kalibratielijn.

Voordat een test gevalideerd kan worden zal eerst moeten worden vastgesteld of de
ijklijn waarmee de resultaten worden berekend voldoet. Bepaal voordat de validatie
begint eerst de reproduceerbaarheid van het meetgebied. Stel van de voren een eis
vast.

Voor een ELISA is een variatiecoé&fficiént van <10% of <15% voor de
reproduceerbaarheid van de berekende resultaten gemeten bij de laagste, halverwege
en bij de hoogste respons van de kalibratielijn haalbare resultaten.

Reproduceerbaarheid

De reproduceerbaarheid van het meetgebied moet gelijk of beter zijn dan van een van
te voren gedefinieerde waarde.

Bereken de reproduceerbaarheid (interassay-variatiecoéfficiént) van de test door in
minimaal 5 onafhankelijk uitgevoerde testen monsters te meten met een lage een
gemiddelde en een hoge concentratie.
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LLOD

De LLOD is de laagste concentratie die nog met enige .
betrouwbaarheid gerapporteerd kan worden als zijnde niet —— |
nul. De betrouwbaarheid van deze grens wordt vastgesteld 0.09 D
door meerdere blanco’s op verschillende momenten te

meten. 008 3D
Meet samen met een ijklijn en een controlemonster tien of 0.07 .
meer blanco’s. Bereken de gemiddelde blancorespons + n * _?égem
de standaarddeviatie van de blancorespons. 0.06

Reken de concentratie van deze berekende respons uit. Voer
daarvoor de ijklijn en deze respons met verdunning 1 in de ' '

logit-regressie in. s
Zet in de logit-rekensheet extrapoleren blank - highest dose
daan. 0.03

Bereken de concentratie van de waarde gemiddelde + n *
standaarddeviatie. Dit is de eerst LLOQ-waarde. Herhaal de
test nog vier maal en bereken de gemiddelde LLOQ met de i
standaarddeviatie over deze vijf waarden.

De waarde voor n is afhankelijk van de kans waarop een 0
monster zonder analyt nog een waarde boven de LLOD mag
geven. Bij n=2 is die kans 5%, bij n=3 zakt deze kans op

een vals positief resultaat naar 1% en bij n=6 is de kans hierop minder dan 1 op een
miljoen.

De keuze van n is afhankelijk van het doel van de test en hoe deze uitgevoerd wordt.
Heeft de test lange verdunningsreeksen dan moet voorkomen worden dat bij een hoge
verdunning een monster met een lage concentratie toch respons geeft die in de ijklijn
valt. Als dit resultaat daarna met de verdunning van, zeg, 10.000 wordt
vermenigvuldig is het resultaat een hoge concentratie.

0 20 40 60 80

Als met de test veel lage concentraties gemeten moeten /

worden dan wordt de factor n op 3 of zelf op 2 gezet met 1000

als risico dat er af en toe een vals positief resultaat wordt

gerapporteerd.

Het gemiddelde + 3 * standaarddeviatie is een gangbare ——

grens. LLOQ —
Amﬁﬂzﬁﬁp

LLOQ grens O

Het laagste ijklijnpunt van de kalibratielijn moet boven de
LLOD liggen. Dit is de laagste concentratie van de test die
gerapporteerd wordt als er onverdund gemeten mag
worden. Als de minimale verdunning van de test 1:10 is dan wordt de LLOD 10 maal de
dosis/concentratie van het laagste punt van de ijklijn.

0 0.01
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Lineariteit van de testresultaten

Lineariteit van de resultaten van een ijklijn kan op verschillende manieren gevalideerd
worden.

Een eenvoudige methode is dat de teruggerekende gemiddelde waarde van alle doses
niet meer dan (stel) 5% van de nominale waarde mag afwijken. Deze waarde is
arbitrair gekozen maar is een reéle waarde om als uitgangspunt te gebruiken.

Tabel: Voorbeeld: Afwijking van berekende waarde ten opzicht van de nominale
waarde van een ijklijnpunt per verdunning (duplo meting per verdunning) van 7

onafhankelijk uitgevoerde testen.
Testnummer Verdunning
16 32 64 128 256
1 -115% -14% | -5% | 2% | -5% | 8% -1 6%
2 13% -| 6% -1 -5% | -6% | -2% | 0% | 3% | 4%
3 11% | -9% | 5% -1 -3% | -6% | -4% | 0% | 2% | 5%
4 0% | -2% | 7% | 5% | -5% | -4% | -2% - 8% | 0%
5 2% | -4% | 8% | 7% -| -3% | -3% -1 4% | 4%
6 -1% | -1% | 11% | 2% | -2% -1 0% -1 2% | 5%
7 -1% | -1% | 5% | 6% | -2% | -9% | 0% -1 5% | 2%
Gemiddelde 0% 3% -5% -2% 3%

Een alternatieve methode is beschreven in NCCLS document EP6-A. Hierin wordt het
verschil vastgesteld tussen een lineaire regressie door de teruggerekende meetpunten
en de dosis en de best passende 29-graads en 3%-graad polynoomregressie. Een
versimpelde uitvoering hiervan is hieronder beschreven en kan met Microsoft Excel
worden uitgevoerd. Voor de in EP6-A beschreven methode moet de software een
standard error (SE) van de berekende coéfficiénten berekenen om de betrouwbaarheid
van de polynoomparameters te kunnen vast stellen.

Maak een concentratiereeks van op vaste afstand Figuur 5 Voorbeeld

van elkaar gescheiden concentraties (100%, 80%, berekening polynoom

60%, 40%, 20%) en meet deze minimaal drie keer trendlijnen in Excel
onafhankelijk.

Zet de verwachte activiteiten onder elkaar en
daarnaast de gemeten activiteiten zodat er een
reeks van twee kolommen ontstaat met daarin de
vijf meetreeksen onder elkaar

Maak een XY-(scatter)grafiek met op de X-as de
verwachte activiteit en op de Y-as de gemeten
activiteit A
Bereken met behulp van een trendlijn de lineaire, L
de tweede en de derde graad polynoomparameters i
en de correlatie in Excel.

De lineaire regressie is een rechte lijn. Dit is de

berekening voor de best passende rechte lijn of de
methode lineair is of niet. De tweede orde regressie
beschrijft een kromme lijn en de derde orde

regressie een S-vormige, sigmoide, kromme.

2
(]
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Bereken aan de hand van de berekende parameters bij de lineaire regressie en de
polynoomregressie met de laagste correlatie per activiteit de theoretische activiteit
Y = aX3 + bX? + cX + d. De parameters a tot en met d staan in de vergelijking in de
grafiek. X is de verwachte concentratie. Uit de berekening volgt dan de verwachte
concentratie na regressie.

Bereken aan de hand van deze parameters bij de lineaire regressie en de
polynoomregressie met de hoogste correlatie per activiteit de concentratie.

Bereken het percentage verschil tussen de theoretische en verwachte activiteit.

Met een “difference plot” kunnen de verschillen inzichtelijker worden gemaakt.

Juistheid

Een testresultaat is waardeloos als de juistheid niet goed is. Meet daarom de algemeen
geaccepteerde standaard van de test als monster om te bewijzen dat er niet heel
reproduceerbaar en lineair, onjuist, gemeten wordt.

Meet de oer-standaard als zijnde een monster in 6 afzonderlijke metingen en bereken
het gemiddelde en de variatiecoéfficiént van het resultaat. Keur de test af als de
waarde meer dan 4% afwijkt van de nominale waarde of de variatiecoéfficiént van het
gemiddelde meer dan 8%.

Herhaal deze juistheid test eenmaal als de eisen niet gehaald worden.

Dit is het minimale protocol om de logit-regressie te valideren in een ELISA. Daarnaast
zijn matrices waarin gemeten wordt, storende elementen in de monsters, robuustheid,
normaalwaarden, carry-over en monsterstabiliteit belangrijke elementen in de
validatie.

Recovery

De recovery (terugwinning) van de berekende waarde ten opzichte van de nominale
waarde van de dosis is idealiter 100%. Stel van te voren een eis op en controleer of
deze gehaald wordt.

Tabel: Voorbeeld recovery en Intra-assay variatieberekening

Intra-assay Lage Medium Hoge
variatie concentratie | concentratie | concentratie
Nominale

waarde 0.95 4.0 20
monster

Resultaat 1 0.95 4.3 18.8
Resultaat 2 0.89 4.1 19.3
Resultaat 3 0.97 4.0 17.5
Resultaat 4 0.99 4.1 18.1
Resultaat 5 0.93 4.3 16.6
Gemiddelde 0.94 4.1 18.1
VC% 4% 3% 6%
Recovery % 99% 103% 90%
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Al deze testen kunnen vaak in één of twee testen samengevoegd worden. Neem, indien
aanwezig, de oerstandaard als monster mee en stel hiermee de lineariteit en
reproduceerbaarheid en recovery vast. Voer de test samen uit met een grote serie
blanco’s.

Verdun bijvoorbeeld Oerstd2, Oerstd3 zo dat een monster met lage en hoge
concentratie ontstaat en de andere OerStd’s als een medium monster.

Tabel: Voorbeeld van een validatieopzet

0.05 0.02 0.01 0.00 0.00 0.00 o0.000 Blanc Blanc Blan Blan
44 72 36 68 34 17 85 0 0 o co co
0.05 0.02 0.01 0.00 0.00 0.00 O0.000 Blanc Blanc Blan Blan
44 72 36 68 34 17 85 0 0 o co co
OerSt OerSt OerSt OerSt OerSt OerSt OerSt OerSt OerSt OerSt Blan  Blan
di di di di d2 d2 d2 d2 d3 d3 co co
OerSt OerSt OerSt OerSt OerSt OerSt OerSt OerSt OerSt OerSt Blan  Blan
di di di di d2 d2 d2 d2 d3 d3 co co
Blanc Blanc Blanc Blanc Blanc Blanc Blanc OerSt OerSt Blan Blan
o) o) o) o) o) 0 Blanco o) d3 d3 co co
OerSt OerSt OerSt OerSt OerSt OerSt OerSt OerSt OerSt OerSt Blan  Blan
d4 d4 d4 d4 d5 d5 d5 d5 d3 d3 co co
OerSt OerSt OerSt OerSt OerSt OerSt OerSt OerSt Blanc Blanc Blan  Blan
d4 d4 d4 d4 d5 d5 d5 d5 o) o co co
OerSt OerSt OerSt OerSt OerSt OerSt OerSt OerSt Blanc Blanc Blan Blan
de de de de de d6 de de o) o) co co
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
10 20 40 80 10 20 40 80 10 10 1 1
10 20 40 80 10 20 40 80 20 20 1 1
1 1 1 1 1 1 1 1 40 40 1 1
10 20 40 80 10 20 40 80 80 80 1 1
10 20 40 80 10 20 40 80 1 1 1 1
10 20 40 80 10 20 40 80 1 1 1 1
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3.5. Spline curve fitting

Aan de logit-regressie is een Spline curve fitting optie

.......... u

Open Abs file
toegevoegd.
Dit type curve fitting kan met de optie 2 = spline worden Get ELISA data
aangezet.
U Matrx? (U=na, 1 = yes) |
0 Linear between blank and lowest dose (0=No. 1=yes. 2=spline)
2 cinnifirant dinite Sort on name

U Matnx? (0=no, 1 = yes)
2_|Linear between blank and lowest dose (0=MNo. 1=yes. ?=spline)
3 sinnificant dinits

Calc Average

Nadat de knop “Get ELISA data” of “Logit” wordt gedrukt
veranderen de knoppen als rechts getoond wordt.

Met deze spline curve fitting wordt een rechte lijn tussen de gemiddelde respons van
elke dosis getrokken.

De gemeten responses van de monsterverdunningen worden op deze rechte lijnen
afgelezen en de concentratie bepaald.

Bij deze regressie is geen blanko nodig maar het kan wel.

Als een blanko wordt ingevoerd dan berekent het programma alles concentratie uit
tussen de blanko en de hoogste dosis van de ijklijn.

De berekende parameters behoren bij een in de achtergrond uitgevoerde logit-

regressie
Name _l Conc Resp Dil Result Average Del Result|Logit regression V08Dec2017 |Testdate:  11.Dec-17
2 42 1 <2.35 Correlation  0.9957035 15% Max deviation for bad average
20 159 1 199 Slope  0.655119 0 Extrapolate (0=no, 1=yes, 2=between blank and highest dose)
20 165 1 215 Intercept -26.723715 0 Matrix? (0=no, 1= yes)
20 154 1 19.2 Blank 0 2 Linear between blank and lowest dose (0=Mo. 1=yes. 2=spline} |
200 858 1 =235 Bmax 9.689E+12 3 significant digits 1
=N001214747817 338 1 66 [1/2Bmax] 5.198E+17 1> or < result displayed (0=no. 1=yes) |
=N001214747817 344 1 67.6 66.8 Iterations 687 Separator ] 0 = Space, 1=Comma, 2=Semicolon
=N001214747901 759 1 174 Export
=N001214747901 693 1 157 166 LpET B || Abs flenams EXCIhIE |
=N001214758057 106 1 11.8
=N001214758057 109 1 12.3 12.1 = 1000
=N001215757093 516 1 112 |
=N00 1215757093 564 1 124 118 900 g
=N001215756202 564 1 124 | 800
=N001215758202 513 1 ihi| 118 .
=N0D1215758388 532 1 12 700
=N001215756388 651 1 147 144 Sort on name: | o 600
=N001216746708 459 1 97.2 o 500
=N001216746708 438 1 918 945 o
=NODAZ16745943 1 1 %5 Calc Average | o 400
=N001216746943 184 1 264 25 L3
=N001216747297 414 1 856 300
=N001216747297 398 1 81.5 83.6 200
=N001216748432 464 1 98.5 /.’/
=N001216746432 448 1 944 96.4 100
=N001216748671 854 1 199 0 P/
=N001216748671 804 1 186 192 0 50 100 150 200 250
=N001216748983 201 1 307 Concentration / dose
=N001216748983 197 1 297 302
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Beveiliging source-code

De vijf sheets in het workbook zijn beveiligd voor veranderingen met een password:

Vier sheets zijn zichtbaar, de sheet “import” is hidden.

Broncode

De VBA-broncode is in Sheetl (Logit), modulel en module4 van het Excel-workbook
geplaatst.

De source code is beschreven in de “Beschrijving ELISA-Logit-VO3Feb2013_1 in
Microsoft Excel”.

Van de huidige versie is de source code niet in een document beschreven.

Releases

De volgende releases zijn in omloop waarvan de versie in vet gevalideerd zijn met
documentatie.

V22082003 --> V12032004 Improved sorting dilutions

V12032004 --> V21042005 Added linear interpolation, significant digits, > and < than
concentration

V21042005 --> V04apr2007 absorbance file input directly from two types of ELISA-
readers. Validated release D-VR-512-EN-005657

V04apr2007 --> V250ct2009 Corrected some type errors in text. Validated release D-
VR-512-EN-008349

V250ct2009 --> V18jun2011 Corrected some type errors in text; added example files;
added < or > result in average column

V18Jun2011 --> V14Apr2012 Added calculation of result > or < range times dilution

V01Sep2012 --> Added logit-log graph. Corrected minor issues

V19Jan 2013 --> Added Logit-Log graph hard coded in VB

VO3Feb2013 --> Clean for Template button added; default no export.txt file.
Validated release D-VR-512-EN-008651

VO3Feb2013'_1 ---> Bugfix 10 jan 2014 Removed sorting after "Get ELISA data".
Removed text with white font from cell in column K,L M and N. GAMP-5 validated
release

V24May2017 --> Bug fix in matrices in Logit and Datasheet. They will not be sorted
after sorting. Some textual changes. GAMP-5 validated release

V01Jan2018 --> Added Spline curve fit, date format under export button (09)
V01Feb2018 --> Changed > and < limits, ie LLOQ and ULOQ, now based on
concentration instead of min and max respons.

V01Mrt2018 --> Added p non-linearity calculation from "Inleiding tot de medische
statistiek, 2de druk 1964, Preventieve Geneeskunde, Leiden", hoofdstuk 19 Made
iteration steps smaller resulting is a slightly better fit (correlation)

V01Jul2018 --> Final validated release. Disabled p non-linearity calculation
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4. Verwijzingen en relevante informatie

e David J. Finney, Statistical Method in biological assay, Third edition 1978, pag 316-
348.

e EP6-A, Evaluation of the linearity of quantitative measurement procedures, NCCLS
document EP6-A, volume 23 Number 16 ISBN 1-56238-498-8.

e Protocol for determination of limits of detection and limits of quantitation, NCCLS
document EP17-P, Volume 24, Number 10, ISBN 1-56238-551-8.

e Locatie originele worksheet
https://ednieuw.home.xs4all.nl/Calibration/Logit/Logit.htm
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