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Forord 
 

Denne besvarelsen er skrevet av to bioingeniørstudenter, som går 3. året ved Høgskolen i 

Ålesund. Vi tok kontakt med Sykehuset Innlandet, avd. Medisinsk biokjemi på 

Lillehammer i forkant av vår eksterne praksis der, og spurte om de hadde en 

bacheloroppgave til oss som samtidig kunne være til nytte for sykehuset. Vi fikk positiv 

respons på vår forespørsel med forslag om å bidra til en innføring av analysen Gallesyrer 

på analysemaskinen Cobas 6000. Analysen brukes primært som en hasteanalyse for 

gravide med mistanke om intrahepatisk graviditetsbetinget kolestase. Hittil er denne 

prøven sendt til Oslo Universitetssykehus, Rikshospitalet.  

 

Dette har vært en spennende, lærerik og utfordrende oppgave, som grovt sett kan deles inn 

i tre faser. Den første var en planleggingsfase hvor vi måtte kartlegge de parameterne som 

måtte være med i metodevalideringen. Deretter kom selve analyseringen av 

prøvematerialet, noe som ble gjort på kveldstid når aktiviteten på sykehuset er lavere enn 

ellers. Til slutt ble resultatene samlet og ført inn i hovedoppgaven, og en offisiell 

prosedyre ble skrevet og presentert til medisinsk faglig ansvarlig ved sykehuset for 

godkjenning. 

 

Vi vil gjerne takke alle som har hjulpet oss under arbeidet med innføringen av analysen og 

veiledning av oppgaven. Vi vil takke overbioingeniør Hege Pharo ved Cobas 6000 for all 

god hjelp både før og under innføringen av analysen, sjefsbioingeniør Vigdis Kalkvik for 

tildelingen av oppgaven, kvalitetsansvarlig Gia Deyab for god hjelp med planleggingen, og 

Rikshospitalet for tilsendelse av pasientprøver og for hjelp under besvarelsen av 

kvalitetskrav. Vår veileder ved Høgskolen i Ålesund Willy Sæther skal også takkes for all 

veiledning med bacheloroppgaven.  

 

 



Sammendrag 

 
Besvarelsen er skrevet på vegne av Sykehuset Innlandet, avd. Medisinsk biokjemi på 

Lillehammer, der oppgaven er å innføre analyse av Gallesyrer på Cobas 6000. Analysen er 

en hasteprøve for gravide med mistanke om intrahepatisk graviditetsbetinget kolestase, og 

er hittil sendt til Rikshospitalet. Arbeidet gikk ut på å ta en rekke tester for å se om 

analysen møtte forhåndsbestemte krav, og vurdere om den kunne godkjennes til bruk. Det 

ble gjort tester for riktighet, repeterbarhet, reproduserbarhet og carry over, der noen av 

testene ble utført med anonymiserte pasientprøver fra Rikshospitalet.  

De analyseringene som ble gjort har havnet godt innenfor de kvalitetskravene som ble stilt, 

og ut i fra dette kunne innkjøringen godkjennes. Dette til tross for visse komplikasjoner 

som ble oppdaget etter selve innkjøringen var ferdig, men som løses med påfølgende tiltak. 

 

 



Innholdsliste 

1 INNLEDNING ............................................................................................................... 1 

1.1 PROBLEMSTILLING ..................................................................................................... 2 

1.2 TEORIDEL ................................................................................................................... 2 

1.2.1 Gallesyrer ........................................................................................................... 2 

1.2.2 Intrahepatisk graviditetsbetinget kolestase ........................................................ 3 

2 MATERIALER OG METODER ................................................................................. 5 

2.1 COBAS 6000 ............................................................................................................... 5 

2.1.1 c501-modul ......................................................................................................... 6 

2.1.2 e601-modul ......................................................................................................... 6 

2.1.3 Praktisk ............................................................................................................... 7 

2.2 PRØVERØR OG –MATERIALE ....................................................................................... 7 

2.3 REAGENSER OG KONTROLLER .................................................................................... 8 

2.3.1 Reagens: Diazyme Total Bile Acids Assay Kit ................................................... 8 

2.3.2 Kontroller ........................................................................................................... 9 

2.4 INNFØRINGEN AV GALLESYRER PÅ COBAS 6000 ...................................................... 10 

2.4.1 Konfigurering av analysen ............................................................................... 10 

2.4.2 Repeterbarhet ................................................................................................... 12 

2.4.3 Reproduserbarhet ............................................................................................. 13 

2.4.4 Carry over ........................................................................................................ 13 

2.4.5 Kartlegging av riktighet ................................................................................... 13 

2.4.6 Linearitet .......................................................................................................... 14 

2.4.7 Nedre deteksjonsgrense .................................................................................... 14 

2.4.8 Funksjonell sensitivitet ..................................................................................... 14 

3 RESULTATER ............................................................................................................ 15 

3.1 PRESISJON ................................................................................................................ 15 

3.1.1 Repeterbarhet ................................................................................................... 15 

3.1.2 Reproduserbarhet ............................................................................................. 15 

3.1.3 Carry over ........................................................................................................ 16 

3.2 RIKTIGHET ............................................................................................................... 16 

3.2.1 Kartlegging av riktighet ................................................................................... 16 

3.2.2 Analytisk spesifisitet / Interferens ..................................................................... 17 



 7 

3.2.3 Linearitet .......................................................................................................... 17 

3.3 MÅLEOMRÅDE ......................................................................................................... 18 

3.3.1 Nedre deteksjonsgrense .................................................................................... 18 

3.3.2 Funksjonell sensitivitet ..................................................................................... 19 

4 DISKUSJON ................................................................................................................ 20 

4.1 PRESISJON ................................................................................................................ 20 

4.2 NØYAKTIGHET ......................................................................................................... 20 

4.3 MÅLEOMRÅDE ......................................................................................................... 20 

4.4 GENERELT ................................................................................................................ 21 

5 KONKLUSJON ........................................................................................................... 23 

6 REFERANSER ............................................................................................................ 24 

7 VEDLEGG ................................................................................................................... 26 

7.1 VEDLEGG NR: 1 -  PLAN FOR METODEVALIDERING / VERIFISERING (GODKJENT) ...... 26 

7.2 VEDLEGG NR: 2 - MAIL FRA REK ............................................................................ 30 

7.3 VEDLEGG NR: 3 - GENERELL BESKRIVELSE – COBAS 6000 ....................................... 31 

7.4 VEDLEGG NR: 4 - METODEVALIDERING/ VERIFISERING – ANALYTISK KVALITET ..... 35 

7.5 VEDLEGG NR: 5 - MEDSENDT VEDLEGG TIL REAGENSET FRA PRODUSENT ................ 46 

7.6 VEDLEGG NR: 6 -  MEDSENDT VEDLEGG TIL LAV KONTROLL FRA PRODUSENT ......... 48 

7.7 VEDLEGG NR: 7 - MEDSENDT VEDLEGG TIL HØY KONTROLL FRA PRODUSENT .......... 50 

7.8 VEDLEGG NR: 8 - COBAS C PACK MULTI ................................................................ 52 

7.9 VEDLEGG NR: 9 – EXCELARK MED TABELLER, GRAFER OG UTREGNINGER ............... 58 

7.9.1 Repeterbarhet ................................................................................................... 58 

7.9.2 Reproduserbarhet ............................................................................................. 60 

7.9.3 Linearitet .......................................................................................................... 61 

7.9.4 Riktighet ............................................................................................................ 62 

7.9.5 Nedre Deteksjonsgrense ................................................................................... 62 

7.9.6 Carry over ........................................................................................................ 63 

7.9.7 Funksjonell sensitivitet ..................................................................................... 64 

7.10 VEDLEGG NR: 10 - GODKJENT PROTOKOLL FOR METODEVALIDERING/ -

VERIFISERING .................................................................................................................... 65 

 



 1 

1 Innledning 
Bakgrunn for valget av oppgaven var at vi ønsket en litt annerledes oppgave enn vi ellers 

ville fått. Særlig en der vi kunne være til nytte samtidig som vi skrev bacheloroppgaven. 

Da vi kontaktet Sjefsbioingeniør Vigdis Kalkvik ved sykehuset i Lillehammer fikk vi 

tilbud om å innføre en analyse som de selv hadde planer om å innføre, men ikke hadde hatt 

anledning til tidligere. Dette virket som en glimrende oppgave for oss, siden vi kunne 

avlaste de ansatte ved sykehuset ved å innføre analysen. Det var også en fordel at 

oppgaven virket relevant i forhold til det daglige arbeidet, og at våre erfaringer ville 

komme til nytte ved senere anledning. Det viste seg å være en ekstra utfordring å innføre 

en analyse på en maskin som ikke hadde programvaren for analysen. Dette gjorde at alt 

måtte legges inn manuelt. Dette ble til stor læring for oss, da vi fikk bedre innsyn i hvordan 

dette foregår sett i forhold til det teoretiske vi har lært på studiet.  

 

Bakgrunnen for at sykehuset valgte å gi oss akkurat denne oppgaven er som nevnt tidligere 

at dette er en hasteanalyse som vanligvis sendes til Rikshospitalet. Lillehammer sykehus 

har en stor Intensiv-nyfødt-avdeling og i desember 2013 fikk Sykehuset tildelt 

kvinneklinikk, som tar imot potensielt vanskelige fødsler fra hele Hedmark og Oppland 

(1). Det vil derfor etter all sannsynlighet bli et større behov for analyse av gallesyrer. 

Arbeidet som utføres vil være en såkalt metodevalidering, hvor vi forsøker å finne ut om 

metoden som eventuelt skal tas i bruk tilfredsstiller de kvalitetskrav som stilles på forhånd.  

 

I denne besvarelsen skal vi forklare mer om hva denne analysen går ut på, hvilken 

betydning den har for den gravide og barnet, og hvordan den blir analysert. Vi skal 

forklare hvordan arbeidet gjøres, beskrive prøvemateriale, reagens, kontroller osv. 

Besvarelsen vil ha en fyldig material- og metode del, og en forholdsvis liten resultatdel. 

Dette fordi besvarelsen omhandler en metodevalidering framfor en tradisjonell 

problemstilling. I diskusjonen og konklusjonen vil vi vurdere hvorvidt innkjøringen av 

analysen møter de strenge kravene som kreves av et sykehuslaboratorium.  
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1.1 Problemstilling 

Problemstillingen for besvarelsen kan ikke formuleres på den tradisjonelle måten. Det er 

ikke noe direkte spørsmål å besvare i denne oppgaven, siden den går ut på å konfigurere og 

validere en analyse, som skal vurderes og eventuelt godkjennes til bruk, samt deretter 

benyttes av laboratoriet på Lillehammer. En metodevalidering har som hensikt å sørge for 

at en analysemetode tilfredsstiller visse kvalitetskrav. Resultatet vil bli tolket og satt opp 

mot de krav som er definert av Sykehuset Innlandet, både av studentene og medisinsk 

faglig ansvarlig. Slik sett er denne oppgaven naturlig avgrenset og mer snever enn en 

vanlig forskningsbesvarelse. Derfor blir problemstillingen: ”Innføring og metodevalidering 

av Gallesyrer på Cobas 6000”. 

Hovedparametrene som skal undersøkes vil være metodens presisjon og nøyaktighet. På 

forhånd settes kravet til presisjon på CV < 8%. Dette var kravet som Rikshospitalet 

opprinnelig stilte da de overførte metoden fra manuell til Modular. Dette kravet kan etter 

hvert justeres til 5,2% for å samsvare med øvrige sykehus. (2) 

For nøyaktighet vil det bli utført en metodesammenligning med Rikshospitalet gjennom 

analyse av tilsendte, anonymiserte pasientprøver. Man vil da se om det er noen signifikant 

forskjell mellom denne metoden og en metode som alt er i utstrakt bruk.  

 

1.2 Teoridel  

I teoridelen vil det bli forklart hva gallesyrer er og hvilken funksjon de har i kroppen, samt 

hva Intrahepatisk graviditetsbetinget kolestase går ut på.  

1.2.1 Gallesyrer 

Gallesyrer er organiske, steroide syrer som dannes fra kolesterol og utgjør omtrent 80% av 

innholdet i gallen. De dannes i leveren, ved at kolesterolet oksideres til primære gallesyrer 

som deretter konjugeres med en av to mulige aminosyrer; glysin eller taurin. Disse 

konjugerte gallesyrene blir også referert til som gallesalter på bakgrunn av sine syre-base 

egenskaper (3) (4). Konjugering av gallesyrer gjør dem langt mer vannløselige og bedre i 

stand til å emulgere lipider. Konjugerte gallesyrer er amfipatiske molekyler med en 

hydrofob og en hydrofil del, og når de skilles ut i duodenum vil de aggregere rundt 

lipiddråper og danne såkalte miceller (5). Dette er små lipiddråper omgitt av gallesalter, 

som har sin hydrofobe side vendt mot lipiddråpen og sin hydrofile side vendt mot 
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tarmlumen. Micellene kan så virkes på av pankreatiske lipaser som bryter ned lipidene 

tilstrekkelig til at de kan absorberes gjennom tynntarmsveggen (6). 

Gallesaltene i tarmen blir etter hvert dekonjugert av bakterielle enzymer og omdannet til 

sekundære gallesyrer (7). Disse kan reabsorberes gjennom aktiv transport i ileum og 

returneres til leveren og gjenutskilles gjennom den enterohepatiske sirkulasjonen (3). 

Gallen skilles normalt sett ut ved måltider gjennom stimulering av hormonet 

Cholecystokinin (CCK). CCK dannes i mukosaepitel i tynntarmen og reguleres av 

sanseceller i duodenum, hvor det da utløser sammentrekning av galleblæren og utskillelsen 

av galle, i tillegg til utskillelse av fordøyelses-enzymer fra pankreas (8). 

Gallesyrer er normalt sett ikke til stede i blodet i konsentrasjoner større enn 10 µmol/L, 

men denne konsentrasjonen kan øke ved en rekke patologiske tilstander som 

hyperlipidemi, cholestase og gallestein (3).   

1.2.2 Intrahepatisk graviditetsbetinget kolestase  

Konsentrasjonen av gallesyrer i blodet vil som nevnt stige ved flere tilstander. For gravide 

med intrahepatisk graviditetsbetinget kolestase (IGK) kan konsentrasjonen av gallesyrer 

stige betraktelig, stort sett til mellom 10-100 µmol/L, ofte høyere. (3) 

 

Denne tilstanden oppstår oftest i tredje trimester, og hovedsymptomet er kløe med 

sekundære plager som tretthet, vekttap, epigastriesmerter, mørk urin og gallestein. Det er 

ikke uvanlig for gravide å ha svangerskapskløe, og tilstandene kan derfor fort forveksles. 

Kløe ved kolestase vil derimot være mer plagsomt om natten, samt at det lokaliserer seg 

mest i håndflater og fotsåler. Normal svangerskapskløe vil gå over etter fødsel og det 

samme vil skje ved kolestase, men denne tilstanden bør observeres og behandles. Det kan i 

verste fall føre til komplikasjoner som for tidlig fødsel, mekonium (avføringen til fosteret) 

i fostervannet, føtalt stress (tegn til oksygenmangel hos fosteret), fosterdød og intrakraniell 

blødning. Insidensen ligger rundt 1,5 %. Hvis man har hatt denne tilstanden ved ett 

svangerskap derimot, er sjansen for å få det igjen ved senere svangerskap hele 80-90 %.  

(9) (10) 

 

Årsakene til tilstanden og mekanismen bak er ikke fullstendig kartlagt, men det mistenkes 

at hormoner og genetiske faktorer ligger mye til grunn (11). Dette er blant annet fordi 

kolestasen oftest oppstår i tredje trimester, når hormonnivåene er som høyest. Tvilling- og 
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trillingfødsler viser en høyere insidensrate og er assosiert med høyere hormonnivåer, og 

tilstanden opphører gjerne etter endt graviditet når hormonproduksjonen normaliseres. (12) 

 

I tillegg til å rekvirere gallesyrer (som er forhøyet i 90 % av tilfellene) rekvireres også 

leverfunksjons- og gallestaseparametre, som vil være forhøyet i opptil 25-60 % av 

tilfellene. Dette er parametere som ALAT, Bilirubin, Alkalisk fosfatase og GT. ALAT kan 

ofte være betydelig forhøyet, mens Bilirubin, Alkalisk fosfatase og GT vil være lettere 

forhøyet (9). Normalt skal denne prøven tas fastende, fordi konsentrasjonen av gallesyrer 

vil stige med ca. 50 % etter måltid. Dette er ikke nødvendig å ta hensyn til hos gravide ved 

mistanke om IGK, da verdiene uansett vil være langt over referanseområdet. (3) 
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2 Materialer og metoder 

2.1 Cobas 6000 

Ved Avdeling for medisinsk biokjemi, Lillehammer, driftes 2 COBAS 6000. Disse 

maskinene analyserer de fleste prøver i klinisk kjemi og immunkjemi som tas internt og 

poliklinisk, samt prøver som kommer fra primærhelsetjenesten. 

Analysene er fordelt mellom disse 2 maskinene slik at prøveflyten er best mulig. 

Maskinene er backup for hverandre selv om ikke alle analyser blir utført på begge daglig. 

COBAS2 settes i hvilemodus hver kveld mens COBAS1 går hele døgnet og har til enhver 

tid repertoaret til øyeblikkelig hjelp analysene. 

Analysen av gallesyrer blir dermed installert på Cobas 1 siden det er en hasteanalyse som 

bør være tilgjengelig til enhver tid. (13) 

 
Figur 1: Cobas 6000. Til venstre er core unit, i midten c501-modul, og til høyre e601-

modul. (14) 

 

Maskinens core unit (cu150) registrerer type glass og analyser, og transporterer rack videre 

til analysemodulene. Den har en kapasitet på til sammen 150 prøveglass på en gang, eller 

to brett på 75 prøveglass hver. Brettene er konstruert slik at prøve-stativene (rack) bare kan 

settes en vei og dermed avleses av den stasjonære barkodescanneren. I tillegg er der en 

prioriteringsport, der prøver med ekstra høy prioritet kan settes inn. Disse prøvene blir da 

sendt fremst i køen til analysering, uavhengig av hvor mange og hvilke prøver som ellers 

er i maskinen. Denne porten blir blant annet brukt til traumer, trombolyse, hjerneslag eller 

andre prøver med særlig høy prioritet. Etter at prøvene har blitt satt inn og registrert, 
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fraktes de på et transportbånd til en prøvekarusell. Her blir de oppbevart etter avpipettering 

i påvente av ferdig analysering. (13) 

2.1.1 c501-modul 

C501-modulen består av en ISE-enhet og en fotometrienhet. ISE-enheten består av en 

referanseelektrode og tre ioneselektive elektroder; Na, K og Cl. Disse elektrodene har en 

membran som selektivt binder de aktuelle ionene. Når de er bundet endres spenningen 

over membranen, og denne endringen måles mot referanseelektroden og konverteres til 

mmol/L. 

Analysene i fotometri-enheten har som prinsipp at kjemiske reaksjoner danner 

farge/blakking som kan måles. I denne enheten finnes det en karusell med en rekke små 

kyvetter i. Disse kyvettene skiftes ut en gang i måneden, men blir grundig vasket etter hver 

analyse. Midt under karusellen er en halogenlampe som fungerer som lyskilde for 

fotometeret. Bak de roterende kyvettene er en stasjonær boks med detektorer. Disse måler 

hvor mye lys som absorberes av prøvematerialet i kyvettene. Dette beregnes ut ifra 

Lambert-Beers lov, og absorbansen måles på en av 12 forskjellige bølgelengder som er 

spesifikt for reaktanten eller produktet som måles. På Cobas 6000 finnes det to typer 

fotometriske analysemetoder, endepunktsanalyser og kinetiske analyser/rate-analyser. 

Endepunktsanalyser benyttes til konsentrasjonsbestemmelse og går ut på at fotometeret 

ikke måler absorbansen før etter en viss tid, når den kjemiske reaksjonen har nådd en 

likevekt. Ved kinetiske analyser måler fotometeret endringen i absorbansen under den 

kjemiske reaksjonsfasen. Endringen vil da være proporsjonal med analyttens konsentrasjon 

eller aktivitet.  Denne metoden kan benyttes til konsentrasjonsbestemmelse, samt måling 

av enzymaktivitet. (13) 

Gallesyrer analyseres ved fotometrisk rateanalyse. (15) 

2.1.2 e601-modul 

Modul e601 står for de immunkjemiske analysene. Gjennom binding av spesifikke 

antistoffer kan svært små konsentrasjoner av analytter detekteres. Spesielle 

signalmolekyler sørger for at antistoffet holdes igjen i måle-cellen og avgir lys når det 

settes på spenning. Deteksjonsmetoden kalles elektrokjemi-luminescens (ECL = 

ElectroChemiLuminescence) og er ekstremt følsom og spesifikk. (13) (16) 
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2.1.3 Praktisk 

Det var i starten meningen at innføringen av Gallesyrer skulle gjøres på den Cobas 6000 

som er i hvilemodus om natt. Dette på grunn av at den ikke ble brukt i like stor grad på 

kveldstid som den andre maskinen. Dette hadde gjort det lettere å få tilgang til maskinen 

uten å være i veien. Men siden Gallesyrer er en hasteanalyse, var det mest hensiktsmessig 

å konfigurere den på den av maskinene som er tilgjengelig hele døgnet. 

 

Innlasting av reagens skjedde ved hjelp av såkalte MULTI-kassetter. Dette var nødvendig 

for å laste noe på Cobas-systemet som ikke Roche selv produserer. Siden reagenset som 

ble tatt i bruk falt innenfor denne kategorien var det nødvendig å beregne mengden reagens 

som skulle overføres til kassetten. Man måtte ta hensyn til mengden reagens som forbrukes 

per analyse og hvor mange analyser det var hensiktsmessig å ha kapasitet til med tanke på 

holdbarhet. Det var ingen hendelser som skulle tilsi at dette var en form for feilkilde, men 

det er en svakhet for analysen. Det er et trinn hvor det kan oppstå feil og hvor avdelingen 

bærer det fulle ansvaret for at det gjøres riktig. (17) 

 

2.2 Prøverør og –materiale 

Prøverørene som benyttes for analyse av gallesyrer er i hovedsak serumrør med gel, men 

EDTA-rør eller Li-heparinrør kan også benyttes. I Serumrøret er innsiden kledd med 

silikapartikler som fremskynder koagulasjonsprosessen. Etter 30 minutter skal 

koagulasjonen være fullstendig og under sentrifugeringen vil gelen separere serum fra 

resten av blodet. Siden serumet blir separert vil de kunne holde seg en uke etter 

prøvetakning i kjøleskap ved 4 °C. Avppippetert er holdbarheten 3 måneder ved -20 °C. 

(18) 

 

EDTA rør er kledd med K2- eller K3 EDTA på innsiden som fungerer som antikoagulant. 

Når EDTA-røret sentrifugeres vil det bli en supernatant med EDTA-plasma. Forskjellen på 

plasma og serum er at plasma fortsatt inneholder fibrinogen, som ikke skal være i serum. I 

et serumsrør vil fibrinogenet ha blitt forbrukt i koagulasjonen og bli liggende under gelen. 

EDTA-plasma holder seg best i 4 dager i kjøleskap, men kan benyttes i inntil en uke. (18) 

 

Heparinrør inneholder Litium-heparin som er en antikoagulant som aktiverer antitrombin. 

Med heparinrør unngår man å måtte vente i 30 minutter før sentrifugering, da det kan 
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sentrifugeres med en gang. Dette røret har også en gel som hindrer blanding etter 

sentrifugering. Lillehammer benytter ikke heparinrør ved øyeblikkelig hjelp, men 

trombinrør som akselerer koagulasjonen til ca. 5 minutter. Det har tilsynelatende samme 

funksjon som heparinrør, i at det egner seg til analyser som haster. Ut i fra et heparinrør 

blir supernatanten Li-heparin plasma. LI-heparinplasma har mye kortere holdbarhet enn 

serum (kun 48timer). Dette er grunnen til at laboratoriet foretrekker å bruke serum. (18) 

 

Pasientprøvene som ble benyttet ble tilsendt fra Rikshospitalet. Disse prøvene var 

nedfrosset, og ble sendt i lag med et ark med svaret på prøvene som de ga ut til sine 

rekvirenter. Siden dette er prøver som var ekte pasientprøver, ble det sendt en henvendelse 

til REK (Regional komite for medisinsk og helsefaglig forskningsetikk) for å høre om det 

var behov for tillatelse for å analysere disse prøvene. Men siden prøvene var anonymisert 

og tidligere brukt til samme formål, analysere gallesyrer, var ikke dette nødvendig. 

(Vedlegg 2) 

 

2.3 Reagenser og kontroller  

Her vil det bli forklart kort om de reagensene og kontrollene som ble brukt. Reagenset var 

som nevnt tidligere ikke utarbeidet for å benyttes på Cobas 6000. Det måtte derfor 

prepareres manuelt og overføres på reagenskasett som ROCHE har laget til analyser som 

skal analyseres i åpen kanal. Kontrollene ble løst, fordelt og fryst ned, klar for bruk.  

2.3.1 Reagens: Diazyme Total Bile Acids Assay Kit 

Reagenskittet består av to reagenser, R1 og R2, så vel som en kalibrator. De har følgende 

sammensetning, hentet fra pakningsvedlegget: 

 

Tabell 1: Oversikt over sammensetningen av reagens.  

Reagens Sammensetning 

R1 Thio-NAD > 0.1 mM, Buffer 

R2 3-alfa-HSD > 2kU/L, NADH > 0.1 mM, Buffer 

Kalibrator Konjugerte cholsyrer, Buffer 

  

Prinsippet for reaksjonen går ut på at enzymet 3-alfa-hydroxysteroid dehydrogenase (3-

alfa-HSD) omdanner gallesyrer og Thio-NAD til 3-keto steroider og Thio-NADH. Denne 
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reaksjonen er reversibel, og med et overskudd av NADH til stede vil dannelseshastigheten 

av Thio-NADH være proporsjonal med konsentrasjonen av gallesyrer. Cobas måler dette 

ved å lese av og måle endringen i absorbans ved 405 nm, hvor Thio-NADH detekteres.  

I tillegg til reagenset kreves det en analysemaskin som er i stand til å pipettere to reagenser 

og måle absorbans ved 405 nm med temperaturkontroll (37 grader). (2)(15) 

Prosedyren går ut på at:  

1. 270 µL R1 pipetteres i kyvetten, etterfulgt av 4 µL prøvemateriale, standard eller 

vann (blank).  

2. Prøven inkuberes i 3 minutter ved 37 grader og det utføres blank/autozero 

absorbans ved 405 nm.  

3. Det pipetteres 90 µL R2 i kyvetten, der innholdet blandes og absorbansen leses av 

etter 60 og 120 sekunder.  

4. Endringen i absorbans mellom de to avlesingspunktene brukes til å bestemme den 

totale konsentrasjonen av gallesyrer ved hjelp av følgende formel: 

 

𝑃𝑟ø𝑣𝑒  𝛥𝐴405𝑛𝑚/min−𝐵𝑙𝑎𝑛𝑘  𝛥𝐴405𝑛𝑚/𝑚𝑖𝑛
𝑆𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟𝑑  𝛥𝐴405𝑛𝑚/min−𝐵𝑙𝑎𝑛𝑘  𝛥𝐴405𝑛𝑚/𝑚𝑖𝑛 ∗ 𝑆𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟𝑑 

 

En kalibrator følger med reagenset. Til 0-kalibrator ble det brukt 0,9%NaCl. (15) 

 

For å kunne sette et eksternt reagens i Cobas c501 må dette skje via en såkalt MULTI 

pack. Dette er en tom reagenskasett ment for analysetester som ikke er produsert av Roche 

Diagnostics, og kan tildeles åpne kanaler på instrumentet som bruker selv kan konfigurere. 

(17) 

2.3.2 Kontroller 

Kontrollene som ble tatt i bruk var Seronorm Human og Seronorm Human High, som er 

lyofiliserte (frysetørkede) humane serum produsert av blod fra blodgivere. De brukes som 

kvalitetskontroll for å overvåke presisjon og nøyaktighet av laboratoriers målemetoder. Før 

bruk må kontrollene rekonstitueres ved å tilsette 5 ml deionisert vann. Deretter løses 

innholdet ved blanding med rolig bevegelse i 30 minutter. Kontrollene blir deretter fordelt 

i ca. 25 kopper med 200 µL kontrollsera per kopp. Disse blir så enten analysert eller 

frosset ned til senere bruk. De er stabile i 1 måned v/-20°C  
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I tillegg til at de analyseres i den daglige kontrollrutinen vil kontrollmaterialet også brukes 

i stedet for pasientprøver ved enkelte utredninger som f.eks. repeterbarhet og linearitet. 

(19) (20) 

 

2.4 Innføringen av Gallesyrer på Cobas 6000 

Grunnlaget for innføringen kan sees på ”Plan for metodeveiledning/verifisering” (Vedlegg 

1). Dette er planen som viser hva som må gjøres for at analysen kan godkjennes for bruk, 

og den måtte skrives før selve analyseringen kunne begynne. Innføringen er forsøkt gjort 

på best mulig måte med hensyn til tid, penger og begrensede mengder prøvemateriale. Det 

kan leses i denne planen at det blant annet skulle utføres en test kalt gjenfinning. Denne ble 

utelatt fordi det viste seg at den kun var nødvendig hvis det var begrenset tilgang på 

referansemetoder/ referansematerialer, noe det ikke var. Hver av de testene som ble utført 

vil bli beskrevet kort, mens alle tabeller, grafer og utregninger er tilgjengelige under 

vedlegg 9. 

2.4.1 Konfigurering av analysen 

Konfigureringen av analysen, som går ut på å sette inn en analyse i programvaren for 

Cobas 6000 manuelt, er en svært sentral del for å få maskinen til å analysere prøvene 

riktig. Derfor kunne ikke oppgaven overlates til studentene, det var et krav fra Roche at 

den ble utført av kvalifisert personale. Denne delen av innføringen er derfor ikke viktig for 

denne oppgaven, så kun de mest sentrale delene av konfigureringen vil bli inkludert. Det er 

også lagt ved noen skjermbilder for å illustrere deler av prosessen (figur 2 og 3). 

Det aller første man måtte gjøre var å få at applikasjonsnummer fra ROCHE slik at 

COBAS kunne kjenne igjen analysen – dette ble lastet ned via COBAS link. 

Det neste man må velge ved konfigureringen er generelle parametere som testnavn og 

måleenhet. Testen ble kalt SGAL som står for Serum-Gallesyrer, og måleenheten er 

µmol/L. Videre måtte man legge inn reagensvolum, prøvevolum, bølgelengden, og en 

rekke andre grenser som har med måling og pipettering å gjøre. Det er ved mange analyser 

også viktig å skille mellom analysegrenser for menn og kvinner, samt alder. Det var ikke 

viktig i dette tilfellet.  

Det skal bemerkes at reagens- og prøvevolum ble satt til halvparten av det som var 

anbefalt av fabrikanten av reagenset. Dette ble gjort for å spare reagens. Rikshospitalet har 
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gjort det samme uten at det har hatt noen effekt på analyseresultatene, fordi 

mengdeforholdene mellom reagensene er de samme. 

 
Figur 2: Et eksempel på hvordan deler av konfigureringen ser ut. 

 

Det neste store steget omhandlet i hovedsak kontroller og kalibreringer. Analysens to 

kontroller, SeroHuman (lav kontroll) og SeroHigh (høy kontroll) blir valgt, samt at det 

velges at kontrollvurdering ikke godkjenner kontroller utenfor 2 standardavvik. Hvis den 

går over/under dette, vil den verdien i plottet bli merket rødt, og tiltak må dermed 

vurderes. Det blir også valgt at ved kalibreringer skal maskinen gjøre en to-punkts 

kalibrering. Denne får navnet GALLCAL. Den første kalibreringen som blir gjort etter at 

analysen var installert ferdig så veldig bra ut. SeroHigh ble programmert til å ha en verdi 

på 121,0, mens SeroHuman ble programmert til 14,0. Den første kalibreringen viste en 

verdi på 125,94 på SeroHigh og 15,35 på SeroHuman. Disse verdiene var godt innenfor 2 

standardavvik og er veldig bra til å være en manuelt innlagt analyse.  
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Figur 3: Et annet eksempel på hva som må legges inn ved konfigurering.  

 

Det siste som blir lagt vekt på i denne sammenhengen er at det også må velges et rack til 

kalibrering, med bestemt posisjon, og det samme til kontroller. Maskinen skal selv kunne 

lese av hvilket rack man setter inn og dermed oppfatte hvilken analyse den skal kalibrere/ 

analysere kontroll på og hvilken posisjon materialet står i.  

2.4.2 Repeterbarhet 

Repeterbarhet, også kjent som «Innen serie variasjon», er en test av analysens minste 

variasjon. Målingene utføres under mest mulig like forhold i laboratoriet ved at 

målemetode, instrument, operatør og brukerbetingelser er de samme. Materialet blir 

analysert minst 20 ganger i samme serie. Resultatet testes for eventuelle uteliggere. 

For å undersøke repeterbarhet skulle man egentlig måle 20 kontroller i 2 forskjellige nivåer 

(en høy og en lav). Ved utførelsen ble det valgt å tine opp 10 kontrollkopper av hvert nivå, 

som skulle analyseres to ganger hver. Dette ble gjort for å spare kontrollmateriale, som 

hadde blitt rekonstituert noen dager i forveien og frosset ned. Det ble dermed analysert to 

rack, med 5 lave kontroller i hver, to ganger i rask rekkefølge. Det ble fulgt samme 

prosedyre med de høye kontrollene. (21) (22) 

Resultatene testes for eventuelle utliggere.   
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2.4.3 Reproduserbarhet 

Ved reproduserbarhet tester man total variasjon ved å analysere to kontroller med 

forskjellige nivåer under ulike målebetingelser. Prosedyren sier at dette helst skal gjøres 

over 21 ulike dager, men på grunn av tidsbegrensninger ble det valgt å heller gjøre flere 

analyser til forskjellige tidspunkt over noe færre dager. Det endte dermed opp med 25 

analyser i løpet av 20 forskjellige dager.  

Reproduserbarhet skiller seg fra repeterbarhet, hvor målebetingelsene skulle være mest 

mulig like, ved at de samme betingelsene nå skal varieres mest mulig. Det brukes da 

forskjellige operatører, bruksbetingelser, og målingene gjøres over lengre tid. De fleste 

analysene ble utført av laboratoriets ansatte på begynnelsen av arbeidsdagen sammen med 

øvrige kontroller, mens noen ble utført av koordinatorer i forkant av testing av andre 

parametere, senere på døgnet. 

Resultatene testes for eventuelle utliggere. (21) (22) 

2.4.4 Carry over 

I denne testen ble det forsøkt påvist carry over, eller overdragning. Det vil si i hvilken grad 

måleresultatet av en prøve påvirkes av størrelsen til foregående prøve(r). Dette er spesielt 

relevant for komponenter hvor det kan forekomme store forskjeller i måleresultater. Den 

vanligste situasjonen er at etter at maskinen har analysert en høy prøve, blir prøvemateriale 

dratt over til neste prøve som da gjerne er lavere, og derfor får ett falskt forhøyet svar. For 

å eventuelt påvise dette ble det først analysert en lav prøve tre ganger (prøve med ID 

13073219, med tidligere målt verdi på 2,14). Deretter skulle en høy og en lav prøve 

analyseres annenhver gang, med den høye prøven først (ID 11299664, med tidligere målt 

verdi på 83,31) og deretter den lave (ID 21678069, med tidligere målt verdi på 2,17). Hvis 

konsentrasjonen på den lave prøven steg på en av målingene, ville carry over være påvist. 

(22) 

2.4.5 Kartlegging av riktighet 

For kartlegging av riktighet ble det gjort metodesammenligning med Rikshospitalet, 

hvorfra Lillehammer ble tilsendt 20 nedfrossede og anonymiserte pasientprøver. Disse var 

ment å dekke mesteparten av måleområdet. Resultatene ble så plottet i et differanseplott 

med våre verdier på x-aksen og Rikshospitalets verdier på y-aksen. 
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2.4.6 Linearitet  

Test av linearitet sier noe om metodens evne til å gi måleresultater som er direkte 

proporsjonale til konsentrasjonen av analytten. Ved denne målingen ble det benyttet 

kontrollmateriale, der den høye (~121 µmol/L) og lave (~14 µmol/L) kontrollen ble 

fortynnet med hverandre i 6 nivåer, slik at de ble jevnt fordelt over det meste av 

måleområdet. Hver kopp inneholdt til sammen 200 µl kontrollmateriale. Resultatene ble 

plottet og vurdert visuelt, og ved regresjonsanalyse. (22) 

 

Tabell 2: Oversikt over fortynningen av kontrollmaterialet til testing av linearitet.   

Kopp Andel % lav kontroll Andel % høy 

kontroll 

Konsentrasjon i 

µmol/L 

 

1 100 % 0 % 14  

2 80 % 20 % 35,4  

3 60 % 40 % 56,8  

4 40 % 60 % 78,2  

5 20 % 80 % 99,6  

6 0 % 100 % 121  

 

2.4.7 Nedre deteksjonsgrense 

Test av deteksjonsgrense brukes for å angi hvilke resultater som man kan forvente å måle 

ved et fullstendig fravær av analytten. Dette ble gjort ved at 0-kalibratoren (Fysiologisk 

saltvann, 9 mg/mL NaCl) ble analysert 20 ganger i serie. Middelverdi og standardavvik ble 

beregnet og deteksjonsgrensen satt til middelverdi + 3 standardavvik. (22) 

2.4.8 Funksjonell sensitivitet 

Det man er ute etter ved å teste funksjonell sensitivitet er den laveste konsentrasjonen der 

CV er maks 20 %. Dette skulle finnes ut ved å analysere en 0-kalibrator (saltvann) og 5 

pasientprøver 20 ganger hver, men på grunn av lite prøvemateriale og tidsbegrensninger så 

ble 6 prøver (en 0-kalibrator og 5 pasientprøver) analysert 10 ganger hver. (22) 
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3 Resultater 

3.1 Presisjon 

3.1.1 Repeterbarhet 

Testen av repeterbarhet ble gjort med 20 analyser i samme serie på to nivåer, et lavt og et 

høyt. Det lave nivået fikk en middelverdi på 16,01 µmol/L og et standardavvik på 0,263. 

Dette gir en variasjonskoeffisient (CV) på 1,65 %. 

Det høye nivået fikk etter 20 analyser en middelverdi på 130,99, et standardavvik på 1,696 

og en CV på 1,29 %. 

Det ble ikke oppdaget noen utliggere.  

 

Tabell 3: Oversikt over kumulert resultat på repeterbarhet. 

Prøve Middelverdi 

(µmol/L) 

Standardavvik 

(µmol/L) 

CV (%) 

SeroHuman (lav) 16,01 0,263 1,65 

SeroHigh (høy) 130,99 1,696 1,29 

 

3.1.2 Reproduserbarhet 

Testen av reproduserbarhet ble som tidligere nevnt gjort med 25 analyser over 20 dager i 

to nivåer, et lavt og et høyt.  

Det lave nivået fikk en målt middelverdi på 14,97 µmol/L, et standardavvik på 0,457 og en 

CV på 3,05 %. 

Det høye nivået hadde middelverdi på 124,76 µmol/L, standardavvik på 3,453 og en CV 

på 2,77 %. 

Det ble ikke oppdaget noen utliggere.  

 

Tabell 4: Oversikt over kumulert resultat på reproduserbarhet. 

Prøve Middelverdi 

(µmol/L) 

Standardavvik 

(µmol/L) 

CV (%) 

SeroHuman (lav) 14,97 0,457 3,05 

SeroHigh (høy) 124,76 3,453 2,77 
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3.1.3 Carry over 

Etter at den første lave prøven ble analysert tre ganger ble en annen lav og en høy prøve 

analysert annen hver gang, fem ganger. Resultatet illustreres i diagram 1, hvor den oransje 

grafen viser resultatene av den høye prøven, og den blå grafen viser resultatene til den lave 

prøven, i rekkefølge. Carry over ble ikke påvist.  

   
Diagram 1: Diagrammet viser hvorvidt det avleste resultatet av den høye og den lave 

prøven endrer seg. Carry over påvises dersom noen av prøvene får betraktelig høyere svar 

senere i sekvensen. 

 

3.2 Riktighet 

3.2.1 Kartlegging av riktighet 

For testing av riktighet ble det gjort metodesammenligning med Rikshospitalet, som sendte 

21 nedfrossede prøver. Disse ble deretter tint opp og analysert i serie. Det ble funnet mest 

hensiktsmessig å presentere resultatet i et punktdiagram og legge inn en trendlinje for å 

oppdage eventuelle proporsjonale avvik.  
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Diagram 2: Hvert punkt representerer den samme prøven, henholdsvis analysert på 

Rikshospitalet og på Lillehammer. Den lineære trendlinjen viser at metodene følger 

hverandre godt 

 

Det vises en lineær regresjon mellom Rikshospitalets og Lillehammers metode. For 

sikkerhets skyld ble det også gjort en parret t-test på de to settene. En tosidig test med 

signifikans på 0,05 per side ga resultatet p = 0,774, noe som regnes som ikke signifikant.  

3.2.2 Analytisk spesifisitet / Interferens 

Produsenten av reagenset oppgir at følgende konsentrasjoner ga mindre enn 10 % avvik: 

Triglyserider: 750 mg/dl.  

Askorbinsyre: 50 mg/dl.  

Hemoglobin: 500 mg/dl 

3.2.3 Linearitet 

Test av linearitet ble analysert to ganger grunnet usikkerhet knyttet til blanding av prøvene 

ved den første analyseringen. Den andre analyseringen viste en liten endring i kurven. 

0	
  

20	
  

40	
  

60	
  

80	
  

100	
  

120	
  

140	
  

160	
  

180	
  

0	
   20	
   40	
   60	
   80	
   100	
   120	
   140	
   160	
  

RH
	
  

LHMR	
  

Series1	
   Linear	
  (Series1)	
  



 18 

 
Diagram 3: Første analyse av linearitet viser en liten bue midt på grafen 

 
Diagram 4: Andre analyse viser en helt rett graf fram til øvre del av måleområdet. 

Merknad: Denne analysen ble utført ikke lenge etter kalibrering og viser god linearitet i 

måleområdet 0-100 µmol/L 

 

3.3 Måleområde 

3.3.1 Nedre deteksjonsgrense 

Av 20 analyser av fysiologisk saltvann (0,9 % NaCl) ga samtlige bortsett fra tre enten 

svaret 0,00 eller negativt svar (som utgis av laboratoriet som 0,00). To analyser ga 0,02 

mens 1 ga ut 0,01, noe som gir en middelverdi på 0,0025 og standardavvik på 0,0064. 
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Dersom man følger formelen for utregning av deteksjonsgrense (middelverdi + 

3*standardavvik) får man en beregnet grense på 0,0217 µmol/L. Disse utregningene vil 

uansett gis ut som et avrundet svar på 0,0 µmol/L.  

3.3.2 Funksjonell sensitivitet 

Det ble gjort til sammen 10 analyser hver på en 0-kalibrator og fem forskjellige 

pasientprøver. 0-kalibratoren (0,9 % NaCl) ble målt til 0 på samtlige analyser mens 

pasientprøvene hadde alle resultater godt innenfor kravet på CV < 20 %. 

 

Tabell 5: Oversikt over kumulerte resultat på funksjonell sensitivitet 

Prøve Middelverdi 

(µmol/L) 

Standardavvik 

(µmol/L) 

CV (%) 

1 2,08 0,090 4,32 

2 15,94 0,211 1,32 

3 38,68 1,002 2,59 

4 67,00 0,499 0,75 

5 84,39 1,356 1,61 

0-kalibrator 0 0 - 

 

Konsentrasjon for funksjonell sensitivitet ble ikke påvist, da CV < 20% for alle målte 

konsentrasjoner. 
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4 Diskusjon 

4.1 Presisjon 

Det var på forhånd satt et krav til analytisk variasjon på 8 %. Dette var kravet som 

Rikshospitalet stilte da analysen ble overført fra manuell metode til analysemaskinen 

Modular. Kravet ble senere justert til 5,2 % for å være overens med øvrige laboratorium 

som St. Olavs Hospital. Samtlige analyseserier hadde CV under 5,2 %, noe som tyder på at 

metodens presisjon er godt innenfor det som kan tolereres. 

Metoden har vist seg å være sikker mot carry over, da det ikke oppstod noen betydelige 

endringer i den målte konsentrasjonen til den lave prøven. Dette er også påvist i 

dokumentasjon fra reagensets produsent. 

 

4.2 Nøyaktighet 

Metoden viser lovende resultater på metodesammenligningen. Analysesvarene samsvarer 

godt, spesielt på lave nivåer. Det kan observeres en tendens til større relative avvik i det 

øvre måleområdet (80+ µmol/L), men antallet tilgjengelige pasientprøver i dette området 

var for lite til å kunne komme med en konklusjon. Den lineære trendlinjen ligger også 

svært nær y=x. 

 

Laboratoriet var ikke i stand til å teste for interferens på grunn av mangel på materialer og 

erfaring med slike metoder. Siden det fantes tilstrekkelig dokumentasjon fra eksterne 

kilder ble det bestemt at det ikke var nødvendig å utføre egen testing. 

 

Testen for linearitet ble gjort i to omganger med noen dagers mellomrom, etter det oppstod 

tvil om at den første hadde blitt utført riktig. Gjennomføringene var prinsipielt identiske, 

bortsett fra at den andre serien ble analysert få dager etter ny kalibrering, og det ble vist 

ekstra omhu ved blanding av materialet. Begge grafene ser likevel ut til å vise at analysen 

er svært lineær i størstedelen av måleområdet. 

 

4.3 Måleområde 

Et stort antall av analysene i serien resulterte i negative svar. Dette er vanlig for prøver 

med svært lite analytter, og negative svar blir gitt ut som null. Derfor ble alle negative svar 
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skrevet som null. Den nedre deteksjonsgrensen ble beregnet til 0,02, noe som gis ut som et 

svar på 0,0. Siden ingen enkeltanalyser overskred dette resultatet, kan man anse analysen 

som svært god til å detektere lave verdier. Og siden referanseområdet ligger mellom 0-10 

µmol/L vil dette ikke ha noen konsekvens for pasienter med unormale verdier. 

 

Analysen for funksjonell sensitivitet viste en tendens til større relativt standardavvik (CV) 

i nedre del av måleområdet. Prøven med middelverdi på 2,08 µmol/L hadde en CV på 

4,32 %, noe som var langt større enn for noen av de andre nivåene. Det dokumenterte 

måleområdet lå opp til 180 µmol/L, men med begrenset tilgang på prøvemateriale kunne 

ikke funksjonell sensitivitet påvises. Vi hadde ikke nok materiale på et høyt eller lavt nok 

nivå til å kunne måle CV > 20%. Man kan likevel se tendensen på andre analyseserier, 

som det høye nivået av reproduserbarhet (middelverdi 124,76 µmol/L, CV 2,77 %) og 

høyeste nivået av funksjonell sensitivitet (84,39 µmol/L, CV 1,61 %). I tillegg viste 

linearitetsanalysen en god kurve på nedre halvdel av måleområdet.  

 

4.4 Generelt 

Når det gjaldt innføringen av analysene skjedde det noen endringer underveis. I 

utgangspunktet var det meningen at vi skulle utføre alt arbeid på egen hånd, men at noe 

måtte overvåkes av en fagkyndig. Det kom frem av ansatte ved Roche, leverandøren av 

Cobas 6000, at studenter ikke var godkjente til å utføre konfigureringen. Det ble dermed til 

at overbioingeniøren ved Cobas 6000 på Lillehammer utføre selve konfigureringen, mens 

studentene observerte og fikk komme med innspill. 

 

At metodevalideringen skulle utføres parallelt med den ordinære driften av laboratoriet på 

kveldstid førte noen ganger til forsinkelser. Det var ikke til å unngå at det kom blodprøver 

med høy prioritet som måtte analyseres på Cobas 1. Arbeidet med valideringen måtte i 

slike tilfeller vike frem til analysene av disse prioriterte prøvene var ferdige. Som et 

kompromiss lot avdelingen Cobas 2 være aktiv i lengre tid utover kvelden, samtidig som at 

arbeidet med valideringen ble fordelt over et større antall kvelder. 

 

Den mest markante feilkilden som strakte seg over flere av analysene som ble utført, var 

fordamping fra analysekoppene. Siden det ble analysert noen serier der analysekopper fylt 

med tilstrekkelig materiale ble analysert flere ganger, og en analyse gjerne tok 10-12 
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minutter, oppstod det en liten, men merkbar endring i avlest konsentrasjon ved påfølgende 

analyser. 

I tillegg var det mangel på prøvemateriale i de høyeste delene av det forhåndsbestemte 

måleområdet. Vår høyeste pasientprøve hadde en målt verdi på rundt 140-155 µmol/L, 

men her var mengden materiale for lite til å analysere lengre serier, som i noen tilfeller var 

kravet. Serohuman High-kontrollen var det høyeste nivået med materiale i tilstrekkelige 

mengder. Selv om ikke alle analysene som ble utført kan regnes som fullgode på grunn av 

tidsbegrensninger og lite tilgang til prøvemateriale, var flere av våre parametre godt 

dokumentert på forhånd, og ingen av våre resultater er indikative på noe annet. 

 

Sent i prosessen oppstod det problemer som følge av en misforståelse mellom 

Lillehammer og Oslo Universitetssykehus (OUS). Applikasjonsveilederen som 

overbioingeniør hadde mottatt for å legge inn analysen på Cobas stammet fra Ullevål 

Universitetssykehus, mens de nedfrossede prøvene og resultatene var sendt fra 

Rikshospitalet. RH bruker analysemaskinen Modular og har et større måleområde enn 

Ullevåls Cobas. Modular har et måleområde på 0-180 µmol/L, mens Cobas har et 

måleområde på 0-100 µmol/L. Dette forklarer den stadige omkjøringen og automatiske 

fortynningen av våre prøver som lå over 100 µmol/L. Før protokollen for 

metodevalidering/ verifisering (Vedlegg 10) kunne godkjennes måtte dette problemet 

løses. Med god hjelp av overbioingeniøren på Cobas 6000, som tok en rekke telefoner til 

både RH, Ullevål, Roche og kvalitetsrådgiveren, ble det endelig en løsning på saken. Ved 

konfigurasjon hadde det blitt lagt inn linearitet 0-100 og automatisk re-run etter kopi av 

applikasjonen på Ullevål. Prøvene fra RH med svar >100 ble da automatisk fortynnet, men 

svaret ble feil. Det viste seg at Ullevål, som analyserer på Cobas 6000, har funnet at det 

ikke går an å fortynne Gallesyrer på denne maskinen. De gir da ut svar >100, eller de 

sender prøven til RH som har større linearitet og mulighet for å fortynne. Resultatet av 

dette var at automatisk re-run ble fjernet og svar ble gitt ut som  >100.  

Med tanke på at den høye kontrollen som ble brukt er over 100 µmol/L, vil denne og den 

lave kontrollen bli byttet ut med to kontroller fra et annet firma der begge er innenfor 

grensen 0-100 µmol/L.  
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5 Konklusjon 
Valideringen tilfredsstilte sykehusets krav på de mest sentrale parametere, hvilket førte til 

at analysen ble godkjent til bruk på sykehusets laboratorium etter 15.05.2015, gitt at det i 

fremtiden tas visse forbehold. Den høye kontrollen som ble tatt i bruk i valideringen lå i et 

for høyt område i forhold til lineariteten på Cobas 6000 (0-100 µmol/L). Prøver med avlest 

verdi over 100 µmol/L ble automatisk fortynnet og ga feil svar.  

Som tiltak må det brukes andre kontroller hvor begge nivåene ligger innenfor 

linearitetsområde (0-100), og Gallesyrer kan ikke fortynnes på Cobas 6000. Ved eventuell 

videre testing og godkjenning av egnet kontrollmateriale vil prøvesvar over 100 µmol/L 

gis ut som ”>100 µmol/L” 
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7 Vedlegg 

7.1 Vedlegg nr: 1 -  Plan for metodevalidering / verifisering (Godkjent) 
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7.2 Vedlegg nr: 2 - Mail fra REK 
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7.3 Vedlegg nr: 3 - Generell beskrivelse – Cobas 6000 
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7.4 Vedlegg nr: 4 - Metodevalidering/ verifisering – Analytisk kvalitet 
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7.5 Vedlegg nr: 5 - Medsendt vedlegg til reagenset fra produsent 
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7.6 Vedlegg nr: 6 -  Medsendt vedlegg til lav kontroll fra produsent 
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7.7 Vedlegg nr: 7 - Medsendt vedlegg til høy kontroll fra produsent 
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7.8 Vedlegg nr: 8 - Cobas c pack MULTI 
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7.9 Vedlegg nr: 9 – Excelark med tabeller, grafer og utregninger 

 

7.9.1 Repeterbarhet 
Lav	
  kontroll	
  

	
   	
   	
   	
  Prøve	
   H	
   I	
   L	
   µmol/L	
  
1	
   0	
   2	
   33	
   15,74	
  
2	
   0	
   2	
   33	
   16,26	
  
3	
   0	
   2	
   34	
   15,71	
  
4	
   2	
   2	
   32	
   16,01	
  
5	
   0	
   2	
   32	
   15,72	
  
6	
   1	
   2	
   32	
   15,89	
  
7	
   0	
   2	
   35	
   16,33	
  
8	
   1	
   2	
   34	
   16,13	
  
9	
   0	
   2	
   33	
   16,28	
  

10	
   1	
   2	
   33	
   16,2	
  
11	
   0	
   2	
   33	
   16,08	
  
12	
   0	
   2	
   35	
   16,34	
  
13	
   0	
   2	
   31	
   16,2	
  
14	
   0	
   2	
   32	
   15,96	
  
15	
   0	
   2	
   35	
   16,03	
  
16	
   0	
   2	
   34	
   15,42	
  
17	
   0	
   2	
   32	
   16,4	
  
18	
   0	
   2	
   34	
   15,75	
  
19	
   0	
   2	
   33	
   15,86	
  
20	
   0	
   2	
   33	
   15,85	
  

	
   	
   	
   	
   	
  Middelverdi:	
   	
  	
   16,008	
  
	
   	
  Standardavvik	
   0,263410826	
  
	
   	
  Variasjonskoeffisient	
  (CV):	
   1,65	
  %	
  
	
   	
  

	
   	
   	
   	
   	
  Outlier:	
  
	
  Median 16,02	
  

MAD [3] 0,21	
  
  

	
    
	
    
	
  N 20	
  

N removed 0	
  
Min 15,42	
  
Next to min 15,71	
  
Next to max 16,34	
  
Max 16,4	
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Høy	
  kontroll	
  
	
   	
   	
   	
  Prøve	
   H	
   I	
   L	
   µmol/L	
  

21	
   2	
   6	
   74	
   132,67	
  
22	
   3	
   6	
   72	
   132,36	
  
23	
   3	
   6	
   71	
   130,82	
  
24	
   4	
   6	
   70	
   130,73	
  
25	
   4	
   6	
   73	
   132,05	
  
26	
   3	
   6	
   73	
   132,08	
  
27	
   3	
   6	
   71	
   131,36	
  
28	
   3	
   6	
   71	
   132,52	
  
29	
   3	
   6	
   69	
   129,73	
  
30	
   3	
   6	
   72	
   132,94	
  
31	
   2	
   6	
   70	
   130,52	
  
32	
   2	
   6	
   69	
   128,29	
  
33	
   2	
   6	
   71	
   129,71	
  
34	
   1	
   6	
   71	
   129,21	
  
35	
   4	
   6	
   68	
   129,43	
  
36	
   3	
   6	
   65	
   133,21	
  
37	
   3	
   6	
   68	
   132,08	
  
38	
   3	
   6	
   68	
   126,75	
  
39	
   2	
   6	
   70	
   131,51	
  
40	
   3	
   6	
   70	
   131,73	
  

	
   	
   	
   	
   	
  
	
   	
   	
   	
   	
  Middelverdi:	
   	
  	
   130,985	
  

	
   	
  Standardavvik:	
   1,695788902	
  
	
   	
  Variasjonskoeffisient	
  (CV):	
   1,29	
  %	
  
	
   	
  

	
   	
   	
   	
   	
  Outlier:	
  
	
  Median 131,435	
  

MAD [3] 1,005	
  
  

	
    
	
    
	
  N 20	
  

N removed 0	
  
Min 126,75	
  
Next to min 128,29	
  
Next to max 132,94	
  
Max 133,21	
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7.9.2 Reproduserbarhet 
 

Reproduserbarhet	
  
	
   	
   	
   	
   	
  

	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
  Dato	
   SeroHuman	
   SeroHigh	
  
	
   	
   	
   	
  24.03.15	
   15,35	
   125,94	
  
	
   	
   	
   	
  25.03.15	
   15,56	
   131,5	
  
	
   	
   	
   	
  25.03.15	
   15,23	
   128,56	
  
	
   	
   	
   	
  26.03.15	
   15,71	
   127,42	
  
	
   	
   	
   	
  27.03.15	
   15,37	
   126,61	
  
	
   	
   	
   	
  28.03.15	
   15,24	
   127,34	
  
	
  

SeroHuman	
   	
  	
   	
  	
  
29.03.15	
   15,38	
   127,05	
  

	
  
Middelverdi	
   	
  	
   14,97	
  

30.03.15	
   15,41	
   128,46	
  
	
  

Standardavvik	
   	
  	
   0,456608877	
  
31.03.15	
   15,54	
   130,62	
  

	
  
CV	
   	
  	
   3,05	
  %	
  

01.04.15	
   15,02	
   128,14	
  
	
   	
   	
   	
  02.04.15	
   14,9	
   125,68	
  
	
   	
   	
   	
  04.04.15	
   15,35	
   122,93	
  
	
  

SeroHigh	
   	
  	
   	
  	
  
05.04.15	
   14,47	
   125,4	
  

	
  
Middelverdi	
   	
  	
   124,7596	
  

06.04.15	
   15,01	
   123,44	
  
	
  

Standardavvik	
   	
  	
   3,452579326	
  
07.04.15	
   14,91	
   121,82	
  

	
  
CV	
   	
  	
   2,77	
  %	
  

08.04.15	
   14,73	
   123,49	
  
	
   	
   	
   	
  08.04.15	
   14,52	
   120,52	
  
	
   	
   	
   	
  08.04.2015*	
   15,33	
   126,78	
  
	
  

Outlier:	
   SeroHuman	
   SeroHigh	
  
09.04.15	
   14,29	
   120,38	
  

	
  
Median 15,01	
   125,4	
  

09.04.15	
   14,53	
   120,72	
  
	
  

MAD [3] 0,36	
   2,74	
  
09.04.15	
   14,86	
   123,13	
  

	
  
  

	
   	
  10.04.15	
   14,71	
   121,63	
  
	
  

  
	
   	
  11.04.15	
   14,3	
   121,05	
  

	
  
  

	
   	
  12.04.15	
   14,24	
   120,83	
  
	
  

N 25	
   25	
  
13.04.15	
   14,29	
   119,55	
  

	
  
N removed 0	
   0	
  

	
   	
   	
   	
  
Min 14,24	
   119,55	
  

	
   	
   	
   	
  
Next to min 14,29	
   120,38	
  

*	
  Kalibrering	
  
	
   	
   	
  

Next to max 15,56	
   130,62	
  

	
   	
   	
   	
  
Max 15,71	
   131,5	
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7.9.3 Linearitet 
 

Kjøring	
  1	
  
	
   	
   	
   	
  

	
   	
   	
   	
   	
  1.	
  gang	
  
	
   	
   	
   	
  Prøve	
   H	
   I	
   L	
   µmol/L	
  

1	
   1	
   1	
   28	
   16,59	
  
2	
   1	
   2	
   38	
   47,08	
  
3	
   2	
   3	
   48	
   72,02	
  
4	
   2	
   4	
   54	
   90,63	
  
5	
   2	
   5	
   63	
   111,91	
  
6	
   2	
   6	
   66	
   124,9	
  

	
   	
   	
   	
   	
  
	
   	
   	
   	
   	
  2.	
  gang	
  

	
   	
   	
   	
  Prøve	
   H	
   I	
   L	
   µmol/L	
  
1	
   0	
   1	
   29	
   15,85	
  
2	
   0	
   2	
   38	
   42,57	
  
3	
   1	
   3	
   47	
   68,46	
  
4	
   2	
   4	
   54	
   90,3	
  
5	
   4	
   5	
   59	
   108,89	
  
6	
   2	
   6	
   68	
   126,22	
  

	
   	
   	
   	
   	
  
	
   	
   	
   	
   	
  
	
   	
   	
   	
   	
  Kjøring	
  2	
  

	
   	
   	
   	
  
	
   	
   	
   	
   	
  1.	
  gang	
  

	
   	
   	
   	
  Prøve	
   H	
   I	
   L	
   µmol/L	
  
1	
   2	
   2	
   32	
   14,65	
  
2	
   2	
   2	
   43	
   38,69	
  
3	
   3	
   3	
   49	
   64,71	
  
4	
   4	
   4	
   54	
   85,66	
  
5	
   5	
   5	
   66	
   106,84	
  
6	
   4	
   6	
   73	
   120,29	
  

	
   	
   	
   	
   	
  
	
   	
   	
   	
   	
  2.	
  gang	
  

	
   	
   	
   	
  Prøve	
   H	
   I	
   L	
   µmol/L	
  
1	
   2	
   2	
   33	
   14,65	
  
2	
   2	
   2	
   43	
   39,24	
  
3	
   2	
   3	
   51	
   65,28	
  
4	
   3	
   4	
   57	
   86,25	
  
5	
   5	
   5	
   68	
   109,7	
  
6	
   5	
   6	
   73	
   122,94	
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7.9.4 Riktighet 
 

Prøve	
  nr.	
   ID	
   H	
   I	
   L	
   µmol/L	
  
	
  

RH	
  
(µmol/L)	
  

1	
   60013322	
   0	
   4	
   309	
   56,4	
  
	
  

52	
  
2	
   15126008	
   2	
   1	
   17	
   8,74	
  

	
  
8,6	
  

3	
   60012927	
   3	
   1	
   15	
   38,27	
  
	
  

39,3	
  
4	
   60015151	
   8	
   1	
   19	
   104,95	
  

	
  
102,9	
  

5	
   60014366	
   1	
   1	
   15	
   65,79	
  
	
  

66,3	
  
6	
   15133950	
   5	
   1	
   52	
   5,56	
  

	
  
5,3	
  

7	
   60013905	
   0	
   26	
   65	
   139,49	
  
	
  

155	
  
8	
   60012925	
   6	
   1	
   30	
   11,02	
  

	
  
11,1	
  

9	
   60014801	
   24	
   1	
   130	
   27,84	
  
	
  

28,1	
  
10	
   13354328	
   1	
   1	
   35	
   34,96	
  

	
  
33,4	
  

11	
   21678069	
   0	
   1	
   15	
   2,17	
  
	
    12	
   13073219	
   5	
   1	
   22	
   2,14	
  
	
  

2	
  
13	
   13069419	
   1	
   1	
   18	
   3,07	
  

	
  
2,5	
  

14	
   13066231	
   0	
   1	
   582	
   4,47	
  
	
  

4,6	
  
15	
   15126111	
   0	
   1	
   31	
   3,59	
  

	
  
3,4	
  

16	
   60013413	
   4	
   1	
   15	
   40,06	
  
	
  

41,8	
  
17	
   60025248	
   13	
   13	
   49	
   120,79	
  

	
  
129,6	
  

18	
   11499664	
   0	
   1	
   18	
   93,31	
  
	
  

83,8	
  
19	
   9616980	
   1	
   1	
   13	
   27,09	
  

	
  
26,2	
  

20	
   15134089	
   2	
   1	
   18	
   15,76	
  
	
  

16	
  
21	
   15134596	
   7	
   1	
   38	
   5,64	
  

	
  
5,8	
  

22	
   60013830	
   1	
   2	
   18	
   62,97	
  
	
  

60,5	
  
 

 

 

 

7.9.5 Nedre Deteksjonsgrense 
 

Prøve	
   µmol/L	
  
	
      1	
   0	
  

	
      2	
   0	
  
	
      3	
   0	
  
	
  
Middelverdi	
   	
  	
   0,0025	
  

4	
   0	
  
	
  
Standardavvik	
   	
  	
   0,00638666	
  

5	
   0	
  
	
  
ND:	
   	
  	
   0,02165999	
  

6	
   0	
  
	
      7	
   0,02	
  
	
      8	
   0	
  
	
      9	
   0,01	
  
	
      10	
   0	
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11	
   0	
  
	
      12	
   0	
  
	
      13	
   0	
  
	
      14	
   0	
  
	
      15	
   0,02	
  
	
      16	
   0	
  
	
      17	
   0	
  
	
      18	
   0	
  
	
      19	
   0	
  
	
      20	
   0	
  
	
       

 

7.9.6 Carry over 
 

Carry-­‐Over	
  
	
   	
  ID	
   Prøve	
   Resultat	
  

13073219	
   1	
   2,05	
  

	
  
2	
   2,04	
  

	
  
3	
   2,1	
  

	
   	
   	
  11499664	
   1	
   85,55	
  
21678029	
   1	
   2,2	
  
11499664	
   2	
   84,63	
  
21678029	
   2	
   2,16	
  
11499664	
   3	
   86,44	
  
21678029	
   3	
   2,19	
  
11499664	
   4	
   85,73	
  
21678029	
   4	
   2,16	
  
11499664	
   5	
   85,36	
  
21678029	
   5	
   2,15	
  

	
   	
   	
  Diagram	
   	
  	
   	
  	
  
Prøve	
   Lav	
   Høy	
  

1	
   2,2	
   85,55	
  
2	
   2,16	
   84,63	
  
3	
   2,19	
   86,44	
  
4	
   2,16	
   85,73	
  
5	
   2,15	
   85,36	
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7.9.7 Funksjonell sensitivitet 
 

0,9	
  %	
  NaCl	
   µmol/L	
  
	
  

Prøve	
  1	
   µmol/L	
  
	
  

Prøve	
  2	
   µmol/L	
  
1	
   0	
  

	
  
1	
   1,96	
  

	
  
1	
   15,77	
  

2	
   0	
  
	
  

2	
   2,06	
  
	
  

2	
   15,65	
  
3	
   0	
  

	
  
3	
   2,06	
  

	
  
3	
   15,84	
  

4	
   0	
  
	
  

4	
   1,96	
  
	
  

4	
   15,8	
  
5	
   0	
  

	
  
5	
   2,05	
  

	
  
5	
   15,85	
  

6	
   0	
  
	
  

6	
   2,16	
  
	
  

6	
   16,36	
  
7	
   0	
  

	
  
7	
   2,25	
  

	
  
7	
   16,04	
  

8	
   0	
  
	
  

8	
   2,1	
  
	
  

8	
   15,9	
  
9	
   0	
  

	
  
9	
   2,15	
  

	
  
9	
   16,18	
  

10	
   0	
  
	
  

10	
   2,04	
  
	
  

10	
   16	
  

	
          Mean	
   0	
  
	
  
Mean	
   2,079	
  

	
  
Mean	
   15,939	
  

SD	
   0	
  
	
  
SD	
   0,08987028	
  

	
  
SD	
   0,21078952	
  

CV	
  
	
    

CV	
   4,32	
  %	
  
	
  
CV	
   1,32	
  %	
  

	
          
        
        Prøve	
  3	
   µmol/L	
  

	
  
Prøve	
  4	
   µmol/L	
  

	
  
Prøve	
  5	
   µmol/L	
  

1	
   37,3	
  
	
  

1	
   66,6	
  
	
  

1	
   81,77	
  
2	
   37,28	
  

	
  
2	
   66,84	
  

	
  
2	
   82,88	
  

3	
   38,2	
  
	
  

3	
   66,91	
  
	
  

3	
   84,96	
  
4	
   37,92	
  

	
  
4	
   66,83	
  

	
  
4	
   85,27	
  

5	
   38,29	
  
	
  

5	
   66,63	
  
	
  

5	
   85,58	
  
6	
   39,83	
  

	
  
6	
   66,24	
  

	
  
6	
   84,71	
  

7	
   39,7	
  
	
  

7	
   67,34	
  
	
  

7	
   82,88	
  
8	
   39,59	
  

	
  
8	
   67,82	
  

	
  
8	
   84,96	
  

9	
   39,6	
  
	
  

9	
   67,12	
  
	
  

9	
   85,27	
  
10	
   39,09	
  

	
  
10	
   67,71	
  

	
  
10	
   85,58	
  

	
          Mean	
   38,68	
  
	
  
Mean	
   67,004	
  

	
  
Mean	
   84,386	
  

SD	
   1,00166528	
  
	
  
SD	
   0,49927058	
  

	
  
SD	
   1,35636934	
  

CV	
   2,59	
  %	
  
	
  
CV	
   0,75	
  %	
  

	
  
CV	
   1,61	
  %	
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7.10 Vedlegg nr: 10 - Godkjent protokoll for metodevalidering/ -verifisering 
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