Ajustes alternativos sobre la distribucion
de datos en ELISAs comerciales.
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=>>2> MANLAB nos presenta un interesante trabajo donde se evaltan distintos modelos

para ajustar los datos de calibracién y cudles de estos modelos alternativitos generan
menor error relativo porcentual (ERP) para ELISA semicuantitativo.
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INTRODUCCION

La determinacion del nivel de anticuerpos
por medio de ELISA semicuantitativos es un
recurso diagndstico util en el drea de serologia y
autoinmunidad. La robustez, sencillez en la
ejecucion y versatilidad de la técnica ha permitido
su empleo en el estudio de una variedad de
enfermedades infecciosas y autoinmunes,
adaptando su formato a ensayos de captura para
determinar antigenos/anticuerpos que se
encuentran en muy bajo titulo o bienavariantes de
ensayos competitivos (1). Este método exige, una



vez culminada la etapa analitica, ajustar los valores
de densidad éptica (DO) de los calibradores a una
curva de calibracidn que permita interpolar las DO
de las muestras para de esta manera determinar el
nivel de anticuerpos especificos o antigenos en
cada una de ellas (2,3). Por este motivo, en los
reactivos que se comercializan, se recomienda el
ajuste de los datos segin un modelo no lineal para
generar la curva de calibracién que mejor describe
la relacién entre el nivel de los calibradores y la
respuesta; no obstante, en la practica diaria —para
simplificar los cdlculos- es comun que el
bioquimico haga estimacionesy ajuste los datos de
calibracion a modelos alternativos cuyo desem-
pefiono es éptimo.

Al aplicar algunos de esos modelos
alternativos se podria asumir erréneamente, por
ejemplo, que existe una relacidn lineal entre las
variables con que se construye la curva de calibra-
cion. Por el contrario, usualmente larelacion entre
la respuesta y el nivel de analito es sigmoidea,
dando lugar a una curva estandar con un punto de
inflexién en torno al cual existe simetria (4). El
ajuste adecuado en la mayoria de los casos lo
provee entonces el modelo logistico de 4
pardmetros (4 PL) (Fig. 1) o a lo sumo de 5
parametros, si la distribucidon de las DO de los
calibradores sugiere que no hay simetria (5). Si
bien se han propuesto otros modelos no lineales
para reemplazar el modelo 4PL, no solo no puede
asegurarse que su desempefio sea satisfactorio en
todo el rango de niveles cubierto por los
calibradores —especialmente al determinar niveles
muy altos o muy bajos de analito-, sino que
ademas muchos no describen adecuadamente la
tendencia delos datos experimentales(6).

Por todo lo expuesto, el objetivo de este
trabajo es determinar, para un ELISA semi-
cuantitativo: 1) Cudl de los siete modelos alterna-
tivos evaluados ajusta mejor los datos de

calibracion, basando la calidad del ajuste en el
valor del coeficiente de correlacion (R*), y 2) cudles
de estos modelos alternativos genera menor error
relativo porcentual (ERP) al predecir las con-
centraciones de los calibradores. Con este fin se
comparan sus concentraciones nominales con
aquellas obtenidas al interpolar la DO en cada uno
delos modelos (procedimiento de ajusteinverso).

>> Figura1. Ecuacién del modelo logistico de 4
parametros. Y representa la respuesta, D es la
respuesta cuando la concentracion de analito
tiende al infinito, A es la respuesta cuando Ia
concentracion de analito es igual a cero, x es la
concentracidon de analito, Ces el punto de inflexion
de la curva de calibraciéon y B es un factor
relacionado conlapendiente.
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> MATERIALESY METODOS

Se empled un ELISA para medir el nivel de
anticuerpos anti-gliadina de clase IgA (6
calibradores: calibrador A=o0 Ul/ml, B=6,25 Ul/ml,
C=12,5 Ul/ml, D=25 Ul/ml, E=50 Ul/ml, F=100 Ul/ml;
ORGENTEC Diagnostika GmbH) y se ajustaron las
DO de los calibradores segtn los modelos: i)
Exponencial ii) Boltzmann iii) Boltzmann” iv)
Deming v) Regresion lineal vi) 4 PL vii) Cuadratico.



Se determind el nivel de anticuerpos de
cada punto de calibracién por triplicado. En los
modelos i), iii), vi) y vii) se efectud una transforma-
ciéon logaritmica del nivel de anticuerpos anti-
gliadina IgA (en Ul/ml) declarados en los
calibradores antes de representar la curva
estandar. Para el procedimiento de ajuste inverso
se compara la concentracidn predicha (CP) con la
concentracion nominal (CN) de los calibradores y
se calcula el error relativo % (ERP= (CN-
CP)/CN*100). Se considera tolerable un desvio de
ERP <10 % en las CP. Todos los ELISA se realizaron
de forma automatizada con el instrumento ALISEI
(Radim Diagnostics). El andlisis de los datos se
realizd con el software GraphPad Prism v4.03
(GraphPad Software, Inc.).

=>>2> RESULTADOS

En el panel de la Fig. 2 se aprecian las curvas
estandar (n=3, se grafican las medias y el desvio
estandar) generadas por los modelos i) a vii) al
procesar las DO de los calibradores y sus
correspondientes concentraciones. La tabla |
resume los hallazgos al efectuar el ajuste inverso,
se muestran las medias (n=3) Unicamente. Todo
punto de calibracion cuya concentracion predicha
presenta un ERP > 10 % se destaca en negrita. Para
cada uno de los ajustes, se compara la
concentracion predicha (CP) con la concentracién
nominal (CN) de los calibradores y se calcula el
ERP.

Considerando como tolerable un ERP < 10%
del valor nominal, se representd dicho intervalo de
aceptacion en linea punteada en el panel de la Fig.
3,agrupando enlasfiguras Ay Blos ERPvs. CN para
evaluar el desempefio de los siete modelos en
todo el rango de niveles de los calibradores y asi
facilitar lainterpretacion.

Segun el criterio basado en el coeficiente
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de correlacidn, se encontré que el mejor ajuste lo
proveen los modelos v) (R’=0,9914), i) (R’=0,9652)
y iii) (R’=0,9650), el modelo vi) tomado como
referencia presentd un R’=0,9650.

Sin embargo, para este ensayo, los
modelos i) y iii) tienen mejor desempefo en el
procedimiento de ajuste inverso: en el caso en
estudio, para el modelo i) los errores relativos
porcentuales (ERP) fueron < 10 % (0,52-9.27 %), y
para el modelo iii) el ERP se mantuvo <15 % (1,13-
11,51 %) con un solo calibrador cuyo ERP > 10 % para
la determinacion de concentraciones en el rango
de niveles del ensayo (0-100 Ul/ml). Los modelos
linealesiv) y v) presentaron ERP <20 % en el rango
ensayado, pero dos calibradores (C y D)
presentaron ERP > 10 %. El modelo vi, tomado
comoreferenciapresenté un ERP <10%(1,13-8,9 %).

> > Figura 2. Curvas de calibracién generadas
por los ajustes A) Exponencial B) Boltzmann C)
Boltzmann con transformacién logaritmica del
nivel de anticuerpos D) Deming E) Regresidn lineal
F) Logistico de 4 pardmetros G) Cuadrdtico. Se
grafican las medias y desvio estandar (n=3),
indicando el valor del R2 en la esquina inferior
derecha de cada curva de calibracidn. No aplica
paralacurvade calibracién D).
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>> Tabla1.Seindicalaconcentracién nominal (CN) de cada uno de los calibradores. Para cada modelo,
la concentracién predicha (CP) y el error relativo (ER %) permiten evaluar la calidad del ajuste. Los valores
de ER % = 10 % figuran resaltados en negrita. Boltzmann: ajuste de Boltzmann con transformacién

logaritmica del nivel de anticuerpos. NA: no aplica.

Exponencial Boltzmann | Boltzmann’ Deming |Regresion lineal 4 PL Cuadratico

Calibrador (Cij'\l‘/ml) (ciJPI/m) ER%| cP |ER%| CP |ER%| cP |ER%| cP |ER%| cP |ER%| cP | ER%
A 0 NA NA NA NA NA NA NA

B 6,5 |[7,10257| 9,27 |7,37736(13,49|7,24842|11,51|6,28461-3,31|6,28435 -3,31|6,621 | 1,86 |9,117824| 40,27

C 12,5 [12,8586 | 2,86 |13,6403(9,12 (12,9925 3,94 14,1877 13,5 |14,18756 13,5 |12,99255 3,94 |13,06805 | 4,54

D 25  |24,3370]| -2,65 |25,0115| 0,04 |24,3318| -2,67|27,8466| 11,38[27 84661| 11,38|24,33175 -2,67|21,37267 | -14,5

E 50  149,7374| -0,52 |48 8703|-2,25|49,4322| -1,13|53,6591| 7,31 [53,65932] 7,31 |49,43204| -1,13|43,77121 |-12,45
F 100 91,125 | -8,87 |90,237 [-9,76|91,091 | -8,9 [97,2480(-2,75 |97,24873-2,75| 91,091 |-8,9 95,765 -

determinacion semicuantitativa de los niveles de
anticuerpos. Esta ultima es una limitacidn
conocidade este tipo de ensayos.

No obstante, en este estudio se siguieron
las recomendaciones del fabricante del reactivo,
realizando el tratamiento de los datos de
calibracién como si se trabajase con un método
cuantitativo. Otra limitacidon inherente a estos
inmunoensayos es la falta de pasos previos de
extraccion del analito de la matriz en que se
encuentra. Asi, la especificidad de la medida
reposa en la interaccién antigeno-anticuerpo (6) y
la posibilidad de reacciones cruzadas (7). Ademas,
no existe consenso acerca de cual es la descripcion
matematica mas adecuada de los datos de
calibracion, sino que existen ciertas recomenda-
ciones para llevar a cabo el tratamiento de los
datos. Esto ultimo obliga al profesional bioquimico
aprestar especial atencion cuando decide validar o
rechazarlosresultados de un ensayo de este tipo.

A partir del andlisis presentado se puede
concluir que el ajuste exponencial (i) y el ajuste de

Boltzmann” (iii), ambos con transformacion
logaritmica del nivel de anticuerpos, combinan
valores de R’ y ERP comparables al modelo 4 PL
(vi), tomado como referencia y que es el
recomendado por el fabricante del reactivo.
Considerado individualmente, se confirma que un
valoraltoy cercano ala unidad en el coeficiente de
correlacion de la curva estandar es insuficiente
como requerimiento para garantizar la exactitud
del ajuste (3), y es necesario recurrir a criterios
adicionales. Entre éstos, ademas de la reprodu-
cibilidad, se considera conveniente minimizar el
valor del ERP en las concentraciones de los
calibradores estimadas a través del procedimiento
de ajuste inverso (4, 8). En este trabajo se
considerd tolerable una desviacién <10 % en el ERP,
condicién satisfecha por los modelos i) y vi). Por
otro lado, los ajustes lineales iv) y v) presentaron
dos calibradores con ERP 2 10 % y el modelo
cuadratico generd tres puntos fuera del rango de
aceptacion. Es de destacar que si bien los ajustes
lineales exhiben valores altos del estadistico R’
hay inconsistencia con los inaceptablemente altos
valores de ERP para el tercer y cuarto punto de



calibracién, tal como muestralatabla1.

En endocrinologia se ha estudiado
extensamente la aplicacion de distintos modelos
matematicos en la técnica de radioinmunoanalisis
(RIA) para cuantificar analitos presentes en
concentraciones muy bajas en muestras
bioldgicas. Estos modelos fuerzan la linealidad de
los datos de calibracién por medio de transforma-
ciones en las escalas (9). Por el contrario, el
enfoque del desarrollador del reactivo utilizado en
este trabajo apunta a no extender esos criterios a
las calibraciones de los ELISAs, sino respetar la
tendencia de los datos y usar el modelo que mejor
los describe. Una de las ventajas de nuestro
estudio consiste en usar los niveles de los
calibradores declarados o nominales en el andlisis
de ajusteinverso enlugar de diluciones seriadas de
un standard de concentracién conocida (3), lo que
elimina la posibilidad de introducir errores experi-
mentales que dificulten la interpretacion. Con
respecto ala descripcion de los calibradores por el
modelo 4PL es esperable que la matriz de los
calibradores no sea idéntica a la matriz de las
muestras bioldgicas a analizar en cuanto a su
composicién, ya que es posible que los
calibradores contengan conservantes, colorantes,
entre otros aditivos no declarados. En este trabajo
se asumio que la diferencia es minimaylamatrizde
los calibradores es suficientemente representativa
del suero humano de manera que seria valido
extender las conclusiones del ajuste inverso a lo
que ocurririaal procesar las muestrasincdgnitas.

Porlo tanto, y segun los resultados presen-
tados, el reemplazo del modelo 4 PL sdlo es
adecuado si se utiliza el modelo exponencial o alo
sumo Boltzmann y es inapropiado cualquier otro
tipo de ajuste lineal o no lineal. El analisis
presentado en este trabajo se simplifica
notablemente en los instrumentos modernos que
ejecutan ELISAs de manera automatizada, ya que

incorporan datos del ajuste inverso y estadisticos
para cada curva de calibracién y los ponen a
disposicion del operador al finalizar la corrida.

Por otro lado, se espera que el avance en el
desarrollo de programas de andlisis facilite la
implementacién de rutina del modelo 5PL (10) si
fuese necesario representar una curva asimétrica
en lugar del modelo 4 PL (11, 12). En resumen,
creemos que la aplicacidon de este breve andlisis
brinda al bioquimico herramientas para tomar la
decision mas acertada antes de validar un
inmunoensayo de estas caracteristicas y prevenir
la introduccion de errores sistematicos en su
rutinadiaria.
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