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Anaytisk genfinding: Urin- og plasmaprøver blev 
tilsat rekombinant human NGAL og analyseret med 
analysen. Genfinding blev beregnet ud fra (Målt/
Forventet) udtrykt som en procentdel.

Linearitet: NGAL blev målt i serielle fortyndinger 
(n = 6) af en urinprøve og en serumprøve med 4 
separate analyser udført af 4 forskellige operatører. 
CV for gennemsnittet af de målte værdier, korrige-
ret for fortyndingen, var 7,0% for urin og 8,5% for 
serum, hvilket påviser tilfredsstillende linearitet.

Prøvemateriale: Analyse af prøver af serum, EDTA-
plasma eller urin viste ingen signifikante forskelle 
i analytisk genfinding, linearitet eller præcision. 
NGAL-koncentrationer er dog ofte lidt højere i serum 
end i plasma23, sandsynligvis på grund af frigivelse 
af NGAL fra neutrofiler ved blodkoagulation.

Specificitet: De to monoklonale antistoffer mod 
human NGAL, der anvendes i analysen, har vist sig 
at binde sig til forskellige præparater af rekombinant 
human NGAL og at give en enkelt bånd ved 25 kDa 
ved Western blot-analyse af en reduceret postnu-
kleær supernatant fra humane neutrofiler25.

ANSVAR
Kun til in vitro diagnostisk anvendelse i den Europæ-
iske Union og Canada. Kun til forskningsbrug i 
resten af verden. Der er ikke søgt om godkendelse 
til diagnostisk brug i resten af verden.
Dette udstyr er kun beregnet til in vitro bestemmelse 

af NGAL i human urin, serum eller EDTA-plasma.
Udstyret er kun beregnet til brug af kvalificeret 
personale, der udfører forskning eller diagnostiske 
aktiviteter.
Såfremt modtageren af dette udstyr videregiver det 
på nogen måde til tredjepart, skal denne instruktion 
medsendes, og nævnte modtager skal for egen 
risiko sikre i AntibodyShops favør alle begrænsnin-
ger i ansvar heri.
AntibodyShop skal ikke være ansvarlig for skader 
eller tab, der skyldes brug af udstyret på anden 
måde end udtrykkeligt nævnt i disse instruktioner.
AntibodyShops ansvar skal i intet tilfælde overstige 
udstyrets kommercielle værdi.
AntibodyShop skal under ingen omstændigheder 
være ansvarlig for indirekte, specielle eller følgeska-
der, deriblandt, men ikke begrænset til, gevinsttab.

Revision: NR2007-05-EN-DA

Prøver CV Median (område)

Urin 12,6% (5,7-30,4)

Serum 7,4% (4,9-1,5)

EDTA-plasma 13,5% (6,5-22,3)

Prøve Målt Forventet Genfinding

Urin 3,4 ng/mL 3,5 ng/mL 96%

Plasma 5,4 ng/mL 6,2 ng/mL 85%
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Läs dessa anvisningar noggrant

AVSEDD ANVÄNDNING
För in vitro-bestämning av human NGAL i urin, 
plasma eller serum som en markör av akut njurskada 
som kan leda till akut njursvikt.

INLEDNING
NGAL1 (neutrofil gelatinas-associerad lipocalin) 
tillhör lipocalin-proteinfamiljen. Dessa är vanligtvis 
små sekrerade proteiner som karakteriseras av sin 
förmåga att binda små hydrofobiska molekyler i 
en strukturellt bevarad ficka, bildad av β-veckade 
lager, för att binda till specifika cellytsreceptorer och 
bilda makromolekylära komplex. NGAL har många 
synonymer: det är också känt som NL (neutrofil 
lipocalin; HNL: human NL)2, lipocalin 2, onkogent 
protein 24p33 eller uterocalin4 (hos mus) och neu-
relaterad lipocalin5 eller 25 kDa α2-mikroglobulin-
relaterat protein6 (hos råtta). Human NGAL består 
av en enda polypeptidkedja med disulfidbryggor på 
178 aminosyror med en beräknad molekylmassa på 
22 kDa1, men glykosylering ökar molekylmassan till 
25 kDa. I neutrofiler (neutrofila polymorfonukleära 
leukocyter) och urin finns den som monomer, med 
en liten procentandel dimer och trimer, och också 
i komplex med 92-kDa humant neutrofilt typ IV 
kollagenas, också kallat gelatinas B eller matrisme-
talloproteinas-9 (MMP-9)7.
	 NGAL isolerades ursprungligen från supernatan-
ten av aktiverade humana neutrofiler1, men uttrycks 
också vid låga nivåer i andra humana vävnader, 
inklusive njure, prostata och epitel i andnings- och 
matsmältningsvägarna8,9. Den uttrycks också starkt i 
adenom och inflammerat epitel i buken10, adenokar-
cinom i bröstet11 och urotelkarcinom12.
	 På grund av dess lilla molekylstorlek och 
resistans mot degradering utsöndras och detekte-
ras NGAL lätt i urin, både i fri form och i komplex 
med MMP-9. Urinnivåer korrelerar med plasma- 
eller serumnivåer oavsett orsaken till ökad NGAL-
produktion (AntibodyShop-data), men särskilt höga 
urinnivåer kan förväntas när NGAL frigörs direkt 
i urinen av njurtubuli eller urotelkarcinom. Det är 
osäkert i hur stor utsträckning NGAL-MMP-9-

komplex från källor långt från urinvägarna utsöndras 
i urin eller ombildas i urin efter oberoende utsönd-
ring av NGAL och MMP-97.
	 Även om funktionerna av NGAL inte är helt 
kända verkar NGAL uppregleras i celler under 
”stress”, t.ex. vid infektion, inflammation, ischemi 
eller neoplastisk transformation, eller i vävnader 
som genomgår tillbakabildning, som hos postnatal 
livmoder hos mus och mjölkkörtlar vid avvänjning. 
I relation till en möjlig antibakteriell roll binder den 
enterobaktin och andra sideroforer, vilket minskar 
förekomsten av Fe3+, ett viktigt näringsbehov, för 
mikroorganismer13. Dess komplexbildning med 
MMP-9 verkar skydda den enzymatiska aktiviteten 
för MMP-9 mot degradering7. Uppregleringen 
av NGAL i tillbakabildande vävnader har lett till 
antagandet att det är en del i apoptos, men det 
verkar mer troligt att NGAL associeras med ett 
överlevnadssvar14. Det verkar vara fallet i njuren där 
NGAL-siderofor-järnkomplex räddar njuren hos mus 
från ischemisk skada15.
	 NGAL och njuren Redan innan NGAL 
hade isolerats från humana neutrofiler var dess 
mushomolog 24p3 känd för att uttryckas av njurcel-
ler och genomgå en tidig dramatisk uppreglering 
(14 till 20-faldig) som svar på SV 40 virusinfektion16. 
En liknande tidig och dramatisk uppreglering 
observerades senare i proximala tubulusceller 
hos råtta efter ischemi-reperfusionsskada17 och 
ökade plasmanivåer av NGAL befanns korrelera 
starkt med försämrad njurfunktion hos patienter 
med njurskada på grund av systemisk vaskulit18. 
Resultaten av ischemi-reperfusionsskada i njure 
bekräftades senare och utökades till nefrotoxiska 
medel19,20,21. Det har föreslagits att NGAL-urinnivåer 
kan fungera som en tidig markör för ischemisk 
njurskada hos barn efter hjärt/lungbypass22. 
Höjda urin- och serumnivåer av NGAL har också 
observerats hos patienter med fastställd njursvikt 
(AntibodyShop-data) och patienter med fungerande 
njurtransplantat uppvisade också höjda urinnivåer 
(detekterade med Western blotting)12. Det verkar 
därför som om flera olika njurrubbningar associe-
ras med höjda plasma- och urinnivåer av NGAL. 
Eftersom plasma- och urinnivåer av NGAL är 

nära korrelerade i akuta tillstånd förväntas det att 
urinnivåer av NGAL är särskilt höga efter ischemisk 
njurskada som är tillräckligt allvarlig för att resultera 
i akut njursvikt, akut tubulinekros eller akut tubulo-
interstitial nefropati. Användning av urin-NGAL som 
markör för dessa tillstånd är emellertid föremål för 
förbehållet att andra samtidiga tillstånd som är 
oberoende associerade med höjda NGAL-nivåer 
måste tas i beaktande.
	 NGAL i inflammation/infektion NGAL frigörs 
från sekundära granuler av aktiverade neutrofiler1 
och plasmanivåer stiger i inflammatoriska eller 
infektiva tillstånd, särskilt i bakteriella infektioner23. 
Därför antas nivån av NGAL i plasma eller serum 
fungera som en markör för infektion. Eftersom nivåer 
av NGAL också kan stiga i neoplastiska tillstånd och 
vid njurrubbningar oberoende av infektiv process, 
bör denna föreslagna tillämpning hanteras med 
försiktighet. NGAL kan också stiga vid infektioner 
hos patienter med ett oräkneligt lågt antal neutrofiler 
på grund av leukemi eller behandlad leukemi, vilket 
visar att det inte bara är neutrofiler som är källan 
till höjda NGAL-nivåer i infektioner. Serumnivåer 
av NGAL korrelerar verkligen mycket dåligt med 
neutrofilantalet hos patienter med olika grader av 
infektion eller inflammation (AntibodyShop-data).
	 NGAL och neoplasi De olika typerna av 
cancer då NGAL kan uppregleras (ofta med MMP-9) 
har angivits ovan. Detta har visat sig genom dess 
uttryck i tumörceller och höga urinnivåer, både i fri 
form och i komplex med MMP-97. Det har föreslagits 
att NGAL-MMP-9-komplex i urin kan fungera som 
en markör av sjukdomsstatus för bröstcancerpa-
tienter24. Plasmanivåer har vanligtvis inte mätts i 
dessa fall.

ANALYSPROCEDURENS PRINCIP
Analysen är ELISA med mikrobrunnar belagda 
med en monoklonal antikropp mot human NGAL. 
Bunden NGAL detekteras med en pepparrotsper-
oxidas (HRP)-konjugerad monoklonal antikropp 
och analysen utvecklas genom inkubation med 
ett färgbildande substrat. Analysen är en snabb 
tvåstegsprocedur:
	

Steg 1. Alikvoter av kalibratorer, spädda prov 
och kontroller inkuberas med HRP-konjugerad 
detektionsantikropp i belagda mikrobrunnar. Endast 
NGAL binder till både beläggning och detektionsan-
tikropp medan obundet material avlägsnas genom 
tvättning.
	 Steg 2. Ett kromogent peroxidassubstrat 
innehållande tetrametylbenzidin (TMB) tillsätts 
till varje testbrunn. HRP bundet till den bundna 
detektionsantikroppen reagerar med substratet 
och genererar en färgad produkt. Den enzymatiska 
reaktionen stoppas på kemisk väg och färginten-
siteten avläses vid 450 nm i en ELISA-avläsare. 
Färgintensiteten (absorbansen) är en funktion av 
koncentrationen av NGAL som ursprungligen tillsat-
tes till varje brunn. Resultaten för kalibratorerna 
används för att konstruera en kalibreringskurva från 
vilken koncentrationerna av NGAL i testproverna 
kan läsas av.

KITETS KOMPONENTER

Obs: Reagenser i vätskeform innehåller konserveringsmed-
len natriumazid, timerosal eller Bronidox L. Dessa kan vara 
hälsoskadliga vid förtäring.

Artikel Innehåll Kvantitet

1
12 x 8 belagda 
mikrobrunnar + ram

96 
brunnar

2
5x konc. 
provspädningsmedel

1 x 60 mL

3a - 3f

NGAL Rapid kalibrator 1-6
Den exakta koncentrationen för 
varje kalibrator är angiven på 
etiketten på vialerna och på QC-
certifikatet.

6 x 1 mL

4 25x konc. tvättlösning 1 x 30 mL

5
HRP-konjugerad 
NGAL-antikropp

1 x 6 mL

6 TMB-substrat 1 x 12 mL

7 Stopplösning 1 x 16 mL

8
U-mikrobrunnplatta 
av polypropylen

96 
brunnar
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NÖDVÄNDIGT MATERIAL SOM INTE MEDFÖLJER
1.	� Justerbara mikropipetter i intervallet 1-1000 µL 

och motsvarande pipettspetsar för engångsbruk
2.	� Provrör av polypropylen som kan innehålla upp 

till 1000 µL
3.	� Provrörsställ
4.	� Justerbar mikropipett med åtta eller tolv 

kanaler (i intervallet 50-250 µL) eller repete-
rande mikropipett (valfri)

5.	� Rena graderade bägare på 1 L och 500 mL
6.	� Avjoniserat eller destillerat vatten
7.	� Lock för mikroplatta
8.	� Ren behållare för spädd tvättlösning
9.	� Apparat för att fylla brunnarna under tvättpro-

ceduren (valfri)
10.	� Luddfria pappershanddukar eller absorberande 

papper
11.	� Pipettbehållare för engångsbruk
12.	� Timer (i 60 minuters intervall)
13.	� Kalibrerad ELISA-plattavläsare med möjlighet 

att avläsa vid 450 nm (helst kunna subtrahera 
referensvärden vid 650 eller 620 nm)

14.	� Natriumhypoklorit (hushållsblekmedel med 
spädning 1:10) för dekontaminering av prover, 
reagenser och material

FÖRSIKTIGHETSÅTGÄRDER
Endast för in vitro-diagnostik
1.	� Detta kit bör endast användas av kvalificerad 

laboratoriepersonal.
2.	� Använd separata pipettspetsar för varje prov, 

kalibrator och reagens för att undvika korskon-
tamination.

3.	� Använd separata behållare för varje reagens. 
Detta tillämpas särskilt på TMB-substrat.

4.	� Dekontaminera alla prover, reagenser och 
material efter användning genom att blötlägga 
i minst 30 minuter i natriumhypokloritlösning 
(hushållsblekmedel spätt 1:10).

5.	� För att undvika droppbildning vid tvättning 
ska tvättlösningen aspireras till en flaska med 
blekmedel.

6.	� Undvik utsläpp till miljön. Kassera behållare och 
oanvänt innehåll på ett säkert sätt och i enlighet 
med nationella och lokala regler.

7.	� 5x konc. provspädningsmedel konserveras 
med 0,25% natriumazid (motsvarande 0,05% 
i slutlig spädd lösning). Natriumazid är farligt 
vid hudkontakt och förtäring. Natriumazid är 
skadligt för vattenlevande organismer och kan 
orsaka skadliga långtidseffekter i vattenmil-
jön. Vid olycksfall eller illamående, kontakta 
omedelbart läkare (visa om möjligt etiketten). 
Enligt EU-regler är ingen varningsmärkning 
nödvändig för den spädda lösningen.

8.	� Stopplösningen innehåller 0,5 mol/L svavel-
syra och kan orsaka irritation eller frätskador 
på hud och i ögon. Vid kontakt ska man 
omedelbart skölja med mycket vatten och 
kontakta läkare.

9.	� Blanda inte samman komponenter från kit 
med olika satsnummer. Komponenterna har 
standardiserats som en enhet för en given 
sats.

10.	� Hemolyserade, hyperlipemiska, värmebe-
handlade eller kontaminerade prover kan ge 
felaktiga resultat.

11.	� Späd inte kliniska prover direkt i de belagda 
mikrobrunnarna.

12.	� Rör inte vid eller skrapa de belagda mikrobrun-
narnas botten vid pipettering eller aspirering av 
vätska.

13.	� Andra inkubationstider och temperaturer än 
dem som specificeras kan ge felaktiga resultat.

14.	� Låt inte brunnarna torka när analysen startats.
15.	� TMB-substratet är ljuskänsligt. Utsätt inte för 

starkt ljus.
16.	� Återanvänd inte mikrobrunnar eller häll inte 

reagenser tillbaka i flaskorna när de väl dispen-
serats.

STABILITET OCH FÖRVARING
1.	� Förvara kitet med alla reagenser vid 2-8°C. Frys 

inte ned.
2.	� Använd alla reagenser före utgångsdatumet på 

vialetiketterna.
3.	� Spädd tvättlösning bibehålls stabil i fyra veckor 

vid 2-8°C. Om inte alla brunnarna ska användas, 
späd endast den del av tvättlösningen som 
krävs.

4.	� Spätt provspädningsmedel bibehålls stabilt i 
fem dagar vid 2-8°C. Om inte alla brunnarna ska 
användas, späd endast den del av provspäd-
ningsmedlet som krävs.

5.	� Förvara oanvända brunnar i foliepåsen med 
det medföljande torkmedlet och återförsegla 
för senare användning. Låt alltid foliepåsen 
komma i jämvikt vid rumstemperatur före 
öppnande för att undvika kondensation i/på de 
belagda mikrobrunnarna.

PROVINSAMLING
Hantera och kassera alla blodhärledda prov eller 
urinprov som om de var potentiellt smittsamma. 
Se Försiktighetsåtgärder, avsnitt 2, 4 och 5.
Bestämning av NGAL i ett enda prov kräver 10 µL 
urin, plasma eller serum. Blodprov bör tas aseptiskt 
i EDTA-provrör eller enkla provrör av kvalificerad 
personal med användning av godkända venpunk-
tionstekniker. Plasma eller serum bör beredas med 
standardtekniker för klinisk laboratorietestning. Urin 
bör centrifugeras. Sätt lock på beredda kliniska 
prov. Om analysen inte kan utföras inom 24 timmar 
eller om prov ska transporteras, frys prover vid 
-20°C eller lägre. För långtidsförvaring av kliniska 
prov rekommenderas -70°C eller lägre. Undvik 
upprepad infrysning och upptining. Använd inte 
hemolyserade, hyperlipemiska, värmebehandlade 
eller kontaminerade prover.

BEREDNING AV REAGENSER
1.	� Låt alla prov och reagenser anta rumstempera-

tur (20-25o C). Blanda prov noggrant genom att 
försiktigt vända dem upp och ned och avlägsna 
partiklar med låghastighetscentrifugering vid 
behov.

2.	� Bestäm antalet prov som ska testas (dubbelt) 
plus interna laboratoriekontrollprov (dubbelt) 
plus reagensblankprov. De förbelagda 
brunnarna kan användas som remsor på åtta 
stycken eller som enskilda brunnar. Enskilda 
brunnar hanteras genom att de bryts ut och 
placeras i ramen på lämplig plats. Bokstäver 
och skåror på brunnarna medger att enskilda 
brunnar kan identifieras. Lägg till tolv brunnar 

för de sex kalibratorerna (dubbla). Ta bort det 
antal brunnar som krävs och lägg de återstå-
ende i foliepåsen med torkmedel för förvaring 
vid 2-8°C.

3.	� Tvättlösning: Späd 25x konc. tvättlösning 
genom att hälla hela innehållet i flaskan (30 mL) 
i en graderad bägare på 1 L och tillsätt destil-
lerat eller avjoniserat vatten till en slutlig volym 
på 750 mL. Blanda ordentligt och förvara vid 
2-8°C efter användning. Om inte alla brunnar 
ska användas, späd endast den nödvändiga 
volymen av konc. tvättlösning med 24 volymer 
av vatten för att få en spädning på 1/25.

4.	� Provspädningsmedel: Späd 5x konc. provspäd-
ningsmedel (innehåller gul färg för att hjälpa till 
vid pipettering) genom att hälla hela innehållet i 
flaskan (60 mL) i en graderad bägare på 500 mL 
och tillsätt destillerat eller avjoniserat vatten till 
en slutlig volym på 300 mL. Blanda ordentligt 
och förvara vid 2-8°C efter användning. Om 
inte alla brunnar ska användas, späd endast 
den nödvändiga volymen av konc. provspäd-
ningsmedel med fyra volymer av vatten för att 
få en spädning på 1/5.

5.	� NGAL Rapid-kalibratorer (bruksfärdiga): De 
tilldelade koncentrationerna anges på etiket-
terna. Späd inte mer.

6.	� HRP-konjugerad NGAL-antikropp (bruksfär-
dig): Späd inte mer.

7.	� TMB-substrat (bruksfärdigt): Späd inte mer.
8.	� Stopplösning (bruksfärdig): Späd inte mer.

BEREDNING AV PROVER
Det ungefärliga intervallet för standardkurvan är 
0,2 ng/mL-20 ng/mL och det diagnostiska relevanta 
intervallet är 100-500 ng/mL för plasma eller serum 
och 50-500 ng/mL för urin (se Tolkning av resultat). 
Därför rekommenderas en initial undersöknings-
spädning för plasma eller serum på 1/100 och 
för urin 1/50. Spädningen på 1/100 kan beredas 
genom att späda 10 µL av plasma eller serum i 
990 µL provspädningsmedel och spädningen på 
1/50 kan beredas genom att späda 10 µL av urin i 
490 µL provspädningsmedel. Spädningar blandas 
genom att vändas upp och ned eller med måttlig 



72

NGAL Rapid ELISA Kit

S
E

73

NGAL Rapid ELISA Kit

vortexblandning. Omanalys av prov som hamnar 
utanför intervallet vid lägre eller högre spädning kan 
bli nödvändig. Spädningar lägre än 1/25 bör inte 
användas.

ANALYSPROCEDUR
(Se också schematisk översikt)
1.	� Bered analysprotokollet och tilldela lämpliga 

brunnar för kalibratorer, spädda patientprov 
och interna laboratoriekontroller i duplikat. 
Om en referensvåglängd på 650 eller 620 nm 
inte finns tillgänglig på ELISA-avläsaren kan 
en reagensblankbrunn tilldelas. Den består av 
50 µL provspädningsmedel istället för spätt 
prov och bearbetas precis som de andra 
brunnarna.

2.	� Späd prover enligt de förväntade NGAL-
koncentrationerna (1/100 för plasma eller 
serum och 1/50 för urin är lämpligt för de flesta 
prov).

3.	� Pipettera en tillräcklig volym av varje kalibrator, 
spätt prov och interna laboratoriekontroller 
i lämpliga brunnar på U-mikrobrunnplattan 
av polypropylen för att tillåta efterföljande 
överföring av volymer på 50 µL till motsvarande 
belagda mikrobrunnar.

4.	� Pipettera volymer på 50 µL av HRP-konjugerad 
NGAL-antikropp på motsvarande positioner i 
belagda mikrobrunnar. Överför sedan snabbt 
volymer på 50 µL av kalibratorlösningar, spädda 
prover och interna kontroller från U-brunnarna 
med hjälp av en flerkanalspipett till motsva-
rande belagda brunnar som redan innehåller 
detektionsantikropp. Denna metod av provtill-
sats rekommenderas för att minska inkuba-
tionstiden mellan de första och sista proverna 
som tillsätts till de belagda mikrobrunnarna.

5.	� Täck över brunnarna och inkubera i 30 minuter 
vid rumstemperatur på en skakplattform vid 
200/minut.

6.	� Aspirera innehållet i mikrobrunnarna och tvätta 
mikrobrunnarna tre gånger med minst 300 µL 
av den tidigare spädda tvättlösningen. Om 
tvättning utförs manuellt ska mikrobrunnarna 
tömmas genom att vändas upp och ned och 

skakas försiktigt över en lämplig behållare, följt 
av avtorkning upp och ned med en pappers-
handduk. En väntetid på en minut rekommen-
deras innan tömning, åtminstone för den sista 
tvättningen i cykeln. Sättet på vilket spädd 
tvättlösning fylls i eller töms från brunnarna 
påverkar den slutliga färgutvecklingen. Manuell 
pipettering, som kan utföras mycket försiktigt 
och leda till hög färgutveckling, rekommen-
deras endast i frånvaro av alternativ som att 
fylla brunnarna genom nedsänkning, med en 
manuell tvättdispenser med flera kanaler eller 
med en automatisk tvättapparat.

7.	� Dispensera 100 µL TMB-substrat (bruksfär-
digt) i varje mikrobrunn. Användning av en 
flerkanalsmikropipett rekommenderas för att 
minska pipetteringstiden. Täck över brunnarna 
och inkubera i exakt 15 minuter vid rumstem-
peratur i mörker. Starta klockan när den första 
brunnen fylls.

8.	� Tillsätt 100 µL Stopplösning (bruksfärdig) till 
varje brunn och bibehåll samma pipetterings-
sekvens och hastighet som i steg 7. Blanda 
genom att försiktigt skaka i 20 sekunder 
och undvik stänk. Avläs brunnarna inom 30 
minuter.

9.	� Avläs absorbansen för brunnarna vid 450 
nm i en lämplig avläsare för mikroplattor 
(referensvåglängd 650 eller 620 nm). Om ingen 
referensvåglängd finns tillgänglig ska värdet för 
reagensblankbrunnen subtraheras från varje 
annat värde innan andra beräkningar utförs.

Schematisk översikt av analysprocedur

BERÄKNING AV RESULTAT
För beräkning av resultat ska de exakta värdena för 
kalibratorerna, som är angivna på etiketterna och på 
QC-certifikatet, användas.
	 Huvudprincipen är att konstruera en kalibre-
ringskurva genom att plotta medelvärdet för 
de dubbla absorbansvärdena för varje NGAL 
Rapid-kalibrator på y-axeln och motsvarande 
NGAL-koncentrationer i ng/mL på x-axeln. 
Kalibreringskurvan måste överensstämma med 
valideringskrav. NGAL-koncentrationen för varje 

spätt prov hittas sedan genom att man lokaliserar 
punkten på kurvan som motsvarar medelvärdet för 
de dubbla absorbansvärdena för det spädda provet 
och avläser motsvarande koncentration i ng/mL på 
x-axeln. Koncentrationen av NGAL i det ospädda 
provet beräknas genom att multiplicera resultatet 
med provets spädningsfaktor.
	 Denna procedur kan utföras manuellt med 
grafpapper med linjära x- och y-skalor. En jämn 
kurva kan dras genom punkterna eller närliggande 
punkter kan sammanlänkas med räta linjer. Den 
senare proceduren kan lätt överskatta koncen-
trationsvärdena mellan punkter när kurvan är en 
aning konvex mot vänster, vilket är vanligt. Även om 
kurvan kan approximeras till en rät linje är det både 
praktiskt och teoretiskt inkorrekt att beräkna och 
dra en absolut rak linje och avläsa resultaten från 
denna. 
	 Proceduren kan också utföras med en 
programvara för ELISA-avläsare med kurvanpass-
ningsprocedurer. Den valda proceduren är att 
använda linjära x- och y-axlar med 4-parameters 
logistisk kurvanpassning. Spädda prover som 
ger ett medelabsorbansvärde över det för NGAL 
Rapid-kalibrator 6 eller under det för NGAL Rapid-
kalibrator 2 ligger utanför analysens intervall och 
koncentrationerna bör antecknas som >A ng/mL 
respektive <B ng/mL, där A är den exakta koncen-
trationen av NGAL Rapid-kalibrator 6 och B är den 
exakta koncentrationen av NGAL Rapid-kalibrator 
2. Motsvarande koncentrationer i ospädda sera 
beräknas >(A x spädningsfaktor) ng/mL respektive 
<(B x spädningsfaktor) ng/mL. Dessa prover kan 
omanalyseras om nödvändigt vid högre eller lägre 
spädningar för hög- respektive lågavlästa prover. De 
nya spädningsfaktorerna bör vara de som uppskat-
tas ge absorbansvärden som kommer att ligga inom 
kalibreringskurvans intervall, men spädningar lägre 
än 1/25 bör inte användas.

VALIDERING AV KALIBRERINGSKURVA
Medelabsorbansen för NGAL Rapid-kalibrator 6 bör 
vara >1,5. Medelabsorbansen för en NGAL Rapid-
kalibrator bör vara högre än den för föregående 
NGAL Rapid-kalibrator, t.ex. absorbans(NGAL 

Tvätta x 3
Inkubera 
30 min vid RT

Inkubera 
15 min vid RT
i mörker

50 µL HRP-konjugerad NGAL-antikropp
+

50 µL kalibrator eller spätt prov

Låt reagenser anta rumstemp

Späd patientprov

100 µL TMB-substrat

100 µL stopplösning

Avläs vid 450 nm
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Rapid-kalibrator 6) >absorbans(NGAL Rapid-
kalibrator 5). Kurvan bör vara en aning konvex mot 
vänster när resultaten plottas på linjära axlar.

Punkter utanför linjen för enskilda kalibratorer: 
En eller flera enskilda kalibratorer kan ge onormala 
absorbansavläsningar. En eller båda av de dubbla 
värdena kan ligga utanför linjen och medelvärdet 
för duplikaten kan ligga utanför linjen. Detta fel är 
signifikant om det försämrar en tillfredsställande 
kurvanpassning med en 4-parameters logistisk 
metod som förskjuts bort från andra korrekta 
kalibratorpunkter på grund av det onormala värdet. 
Kalibratorpunkter och kurvanpassning bör alltid 
undersökas för korrekt anpassning innan några 
beräkningar av koncentrationen accepteras. En 
dåligt anpassad kurva avslöjas också av en hög 
summa av kvadratiska rester. Om endast en kalibra-
tor påverkas, som inte är den högsta kalibratorn, är 
två vägar möjliga:
	 i) Ett felaktigt enkelt eller dubbelt resultat bör 
elimineras från kurvan och återstående resultat 
omanpassas med en 4-parameters logistisk 
procedur. Om en tillfredsställande anpassning 
erhålls kan tillfälliga koncentrationsresultat beräknas 
från den.
	 ii) Om ingen tillfredsställande anpassning 
erhålls, men kurvan annars är konsekvent, kan 
tillfälliga resultat erhållas från räta linjer eller enkel 
kubisk spline-anpassning mellan medelvärdena för 
duplikat med uteslutning av den felaktiga punkten.
	 Om två eller flera kalibratorer påverkas måste 
analysen upprepas.
	 Ett avvikande resultat för en enskild kalibrator 
kan bero på operatörsfel eller försämring av kalibra-
torn. Om de båda dubbla värdena konsekvent ligger 
utanför linjen i efterföljande analyser är det fel på 
kalibratorn och den ska uteslutas. 

SPÅRBARHET FÖR KALIBRATORVÄRDE
NGAL-koncentrationen av spätt kalibratormaterial 
har tilldelats med jämförelse i ELISA med ett renat 
preparat av rekombinant human NGAL kvantifierad 
av Rigshospitalet, Köpenhamn, Danmark.

TOLKNING AV RESULTAT
Upptäckten av höjd urin-, plasma- eller serumnivå 
av NGAL kan inte oberoende diagnostiseras för en 
enda patologi. Som angivet i inledningen kan flera 
olika oberoende patologier associeras med höjda 
urin- eller plasmanivåer av NGAL. Läkare måste 
tolka signifikansen av höjda NGAL-nivåer utifrån 
varje patients kliniska egenskaper.
	 Kapaciteten för urin- och plasmanivåer av NGAL 
för att diagnostisera akut njursvikt som resulterat 
av njurskada bestämdes i en serie på 60 patienter 
i följd inlagda på en allmän intensivvårdsklinik och 
klassificerbara med andra kriterier som uppvisning 
eller inte uppvisning av tecken på njursvikt. Flera av 
dessa patienter hade samtidig sepsis och vissa hade 
cancer. Höjda maximala NGAL-nivåer associerades 
med akut njursvikt enligt: 

Akut njursvikt

En NGAL-koncentration i urin över 350 ng/mL eller 
i plasma över 400 ng/mL är mycket trolig (>90%, 
positivt förväntat värde) på grund av njurskada som 
kan leda till akut njursvikt. NGAL-koncentrationer 
under cutoff-värden kan ange antingen ingen eller 
bara en liten njurskada i denna patientpopulation. 
En plötslig förhöjning av NGAL-koncentration i urin 
över patientens tidigare värden kan ange njurskada 
även om cutoff-värdet inte överskrids och en noga 
kontroll av njurfunktionen rekommenderas.

KVALITETSKONTROLL
Laboratorier som vill utföra upprepade analyser 
bör fastställa egna högavläsnings- och lågavläs-
ningskontrollsera eller urin som förvaras i små (t.ex. 
50 µL) alikvoter vid -70 °C eller lägre. En alikvot av 
vardera bör tinas upp och testas i varje analys och 
efterföljande resultat bör antecknas. Detta fungerar 
som en kontroll av testprestanda, testintegritet och 
operatörspålitlighet. Resultaten bör undersökas för 
drivning (tendens att efterföljande resultat stiger 
eller faller) eller signifikant avvikelse från medelvär-
det av tidigare resultat. Värden som inte avviker mer 
än 20% från medelvärdet för tidigare resultat kan 
antas ange att analysen är acceptabel. Alikvoter av 
kontrollserum bör inte frysas ned igen för upprepade 
analyser när det väl har tinats upp en gång och om 
vidare analys utförs bör färska kontrollalikvoter och 
spädningar av patientprover användas.

BEGRÄNSNINGAR
Upptäckten av höjd urin-, plasma- eller serumnivå 
av NGAL kan inte oberoende diagnostiseras för en 
enda patologi. Som angivet i inledningen kan flera 
olika oberoende patologier associeras med höjda 
urin- eller plasmanivåer av NGAL. Läkare måste 
tolka signifikansen av höjda NGAL-nivåer utifrån 
varje patients kliniska egenskaper.
	 Cutoff-värden som är givna i Tolkning av 
resultat baseras på maximala värden i patientpo-
pulationen som beskrivs, vilka karakteriserades av 
förekomsten av flera förbryllande faktorer. Andra 
cutoff-värden, kanske lägre, kan vara lämpliga 
för andra patientgrupper med färre förbryllande 
faktorer. Plötslig förhöjning av NGAL-värden kan 
ange akut njurskada även om de inte överskrider 
cutoff-värdena.

FÖRVÄNTADE RESULTAT
NGAL-medelkoncentrationen i prover från friska 
givare var 63 ng/mL (intervall 37-106 ng/mL, n = 80) i 
EDTA-plasma och 5,3 ng/mL (intervall 0,7-9,8 ng/mL, 
n = 7) i urin. Hos icke-utvalda patienter i intensiv-
vården var NGAL-koncentrationerna från 9 ng/mL till 
40 000 ng/mL (40 µg/mL) i urin (n = 60) och från 25 
ng/mL till 3491 ng/mL i EDTA-plasma (n = 60). 

PRESTANDAEGENSKAPER
Detektionsgräns: Den lägsta koncentrationen av 
NGAL som ger en absorbansavläsning högre än 2 
SD över medelnollavläsning (NGAL Rapid-kalibrator 
1) (n = 6) bestämdes fyra gånger med olika operatö-
rer. Resultaten var <0,1 ng/mL och dessa var lägre 
än värdet för NGAL Rapid-kalibrator 2.

Precision: Variation inom analyser bestämdes med 
mätning av NGAL i ett urinprov och ett serumprov 
med sex replikat i fyra separata analyser utförda av 
fyra olika operatörer. Följande resultat erhölls (CV = 
variationskoefficient):

Variation mellan analyser bestämdes med mätning 
av NGAL i sju spädda urinprov, sex spädda 
serumprov och sju spädda EDTA-plasmaprov med 
två replikat i fyra separata analyser utförda av fyra 
olika operatörer. Man fick följande resultat:

Analytiskt utbyte: Urin- och plasmaprov tillsat-
tes rekombinant human NGAL och analyserades i 
analysen. Utbyte beräknades från (mätt/förväntat) 
uttryckt som en procentandel.

Linjäritet: NGAL mättes i seriespädningar (n = 6) 
av ett urinprov och ett serumprov i fyra separata 

Prov Urin Plasma

Cutoff-värde 350 ng/mL 400 ng/mL

Diagnostisk 
specificitet

89,3% 96,3%

Diagnostisk 
sensitivitet

96,9% 84,8%

Positivt för-
väntat värde

91,2% 93,1%

Negativt för-
väntat värde

96,2% 83,9%

Prover CV Median (intervall)

Urin 3,4% (2,5-8,4)

Serum 3,2% (1,5-5,4)

Prover CV Median (intervall)

Urin 12,6% (5,7-30,4)

Serum 7,4% (4,9-10,5)

EDTA-plasma 13,5% (6,5-22,3)

Prov Mätt Förväntat Utbyte

Urin 3,4 ng/mL 3,5 ng/mL 96%

Plasma 5,4 ng/mL 6,2 ng/mL 85%
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analyser utförda av fyra olika operatörer. CV för 
medelvärdet av de mätta värdena korrigerat för 
spädning var 7,0 % för urin och 8,5 % för serum, 
vilket ger tillfredsställande linjäritet.

Provmaterial: Analys av serum-, EDTA-plasma- 
eller urinprover visade inga signifikanta skillnader 
i analytiskt utbyte, linjäritet eller precision. NGAL-
koncentrationer är emellertid lite högre i serum än 
i plasma23, troligen beroende på frigöring av NGAL 
från neutrofiler vid blodkoagulation.

Specificitet: De två monoklonala antikropparna 
mot human NGAL som används i denna analys har 
visat sig binda till olika preparat av rekombinant 
human NGAL och ger ett enkelt band på 25 kDa 
vid Western blotting av en reducerad postnukleär 
supernatant från humana neutrofiler25.

FRISKRIVNING
Endast för in vitro-diagnostik inom EU och Canada. 
Endast i forskningssyfte i resten av världen. Ingen 
ansökan om godkännande för diagnostik i resten av 
världen har lämnats in.
Detta kit är endast avsett för in vitro-bestämning av 
NGAL i human urin, serum eller EDTA-plasma.
Kitet är endast avsett att användas av kvalificerad 
personal med forsknings- eller diagnosfunktioner.
Om mottagaren av detta kit överlåter det på något 
sätt till tredje part måste denna instruktion ingå och 
mottagaren ska på egen risk ansvara för friskrivning 
för AntibodyShop räkning.
AntibodyShop ska inte hållas ansvarigt för någon 
skada eller förlust som orsakas av en annan använd-
ning av detta kit än vad som uttryckligen angivits i 
dessa instruktioner.
Ansvarsskyldigheten för AntibodyShop ska under 
inga händelser övergå det kommersiella värdet för 
kitet.
AntibodyShop ska inte under några omständighe-
ter hållas ansvarigt för indirekta, särskilda skador 
eller följdskador inklusive, men inte begränsat till, 
vinstförlust.

Revidering: NR2007-05-EN-SE
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