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ABSTRACT

ELISA is an essential ool for the detection and quantitation of antigens and antibodies. In this paper, it is described
a computer program that allows the integration of the data received (through RS-232) from microplate readers, with
the calculation and statistical processing of the assay results. The program also offers the possibility to design the
sample and the reference allocations in the plate, and to manage data according to the previous fixed design. The
program includes two calculation and processing modes: 1) relative potency determination and 2) standard curve
assay. The first is applied to quality control of allergenic extracts by the IgE ELISA inhibition assay, using the method
of parallel lines. The program provides statistical methods for assessing the of assay results and to estimate the
intraassay precision.
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RESUMEN

Los ensayos ELISA constituyen una herramienta indispensable para la cuantificacién de antigenos y anticuerpos. En
este trabajo se describe un programa que permite integrar la recepcién de los datos (a través del puerto RS-232)
desde el lector de microplacas, con los célculos y el procesamiento estadistico de los resultados de los ensayos. El
programa ofrece también la posibilidad de disefiar la localizacién de las muestras y la referencia en la placa, y
realiza la manipulacién de 1o datos de acuerdo a un disefo previo. El programa incluye dos tipos de
procesamiento: 1) determinacién de la potencia relativa, empleando el método de las rectas paralelas, y 2) ensayo
de curva estandar. El primero es aplicado al control de la calidad de extractos alergénicos mediante un ELISA de
inhibicién de IgE. Se incluyen procedimientos estadisticos para evaluar los resultados de los ensayos, asi como la

precisién intraensayos del estimado de potencia relativa.
Palabras claves: andlisis de lineas paralelas, ELISA, ensayo de inhibicién, IgE, programa

Introducciéon

Los ensayos ELISA se han convertido en una herra-
mienta indispensable para la cuantificacién de
antigenos o anticuerpos, lo cual constituye una alter-
nativa econémica al radioinmunoanalisis. Existen va-
riantes de ensayos ELISA en las cuales no se detecta
directamente el antigeno o el anticuerpo, sino se hace
competir éste con otros anticuerpos o antigenos. Es-
t0s son los llamados ensayos de competencia o inhi-
bicion. Este tipo de ensayo ofrece como mayor venta-
1a su gran especificidad y se emplean con frecuencia
en la determinacién de la potencia relativa de
~iopreparados con respecto a referencias. Un ejem-
olo clasico es el ELISA de inhibicion de IgE para la
determinacion de potencia de extractos alergénicos
[1. 2], el cual ha sustituido con éxito su analogo
radiactivo, el RAST (Radio-Allergo-Sorbent-Test), en
la estandarizacion de extractos alergénicos [1, 3]. Los
anticuerpos IgE procedentes del suero de pacientes
alérgicos, son incubados en una solucién con dife-
rentes cantidades de extracto alergénico de muestra y
de referencia, y, posteriormente, esta mezcla se aflade
a una placa previamente recubierta con el extracto
alergénico de referencia, Los anticuerpos libres, no
unidos al antigeno en solucion, se unen al antigeno
fijado en la placa y son detectados mediante un anti-
cuerpo anti-lgE marcado con una enzima. La deter-
minacion de la potencia relativa de un producto con
respecto a la referencia, se realiza empleando el co-
nocido método de las lineas paralelas [4]. La esencia
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de este método radica en calcular la distancia hori-
zontal que separa las curvas de dosis-respuesta entre
el preparado muestra y la referencia. Un paso funda-
mental para asegurar la validez del método es com-
probar el paralelismo entre las lineas.

Este trabajo tiene como objetivo implementar un
sistema que permita integrar la lectura y la recepcion
de los datos transmitidos por el lector de microplacas,
a través del puerto serie RS-232 con el procesamien-
to estadistico, para el analisis de los resultados de los
ensayos ELISA. Esta dirigido, principalmente, a los
ensayos de inhibicion de IgE; no obstante, cuenta con
un modo complementario para otros ensayos que em-
pleen una curva estandar.

Materiales y Métodos

Métodos de cdlculo. Ensayo de potencia
relativa

Transformacion de la variable respuesta. La variable

respuesta primaria (absorbancia) se transforma en la
inhibicién de acuerdo a la siguiente expresion [1]:

- C+—X.-Iﬂu .10
C.-C

I

donde:

C., C.: promedio de los valores del control positi-
Vo y negativo, respectivamente
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Xass: valores individuales de absorbancia

Regresidn. Para proseguir los célculos, se emplean los
valores de inhibicion que se encuentran en el intervalo
de la curva dosis-respuesta, en el cual la variable de
respuesta muestra una dependencia lineal (usualmente
entre 10 y 90% de inhibicién). A este intervalo lo lla-
maremos region lineal de la curva. El coeficiente de
correlacién r de las variables involucradas en la regre-
sion (inhibicién y logaritmo de la concentracién), se
calcula para la curva de referencia, asi como para cada
muestra, empleando la expresi6n usual.

La regresion lineal se realiza por el método de los
minimos cuadrados. La recta de regresion obtenida
para este problema es:

y' =bx+ (;— ba
donde:
b: pendiente de la recta

Prueba de paralelismo. El estadigrafo ¢ de Student se
emplea para la verificacion del paralelismo entre las
rectas de regresion. La prueba consiste en determinar
si la pendiente b’ de cada una de las rectas de los
conjuntos de muestras, es significativamente diferen-
te de la pendiente b de la recta de referencia. O sea, se
desea probar la hipétesis:

Hp: b’ = b contra la alternativa

H;.‘ b v b
El estadigrafo ¢ se calcula de acuerdo a la expresion:

_ Bl e

V,(/8,-1/8,)
donde:

Vo: [(m-2)V + (n-2)V']/(m+n-4)

V'y V': varianza conjunta de las correspondien-
tes a la regresion de referencia y la muestra, res-
pectivamente

my n: nimero de puntos en cada una de las curvas

8wy S, sumas de cuadrados respectivas para cada
una de las variables

Una vez calculada ¢, la hipotesis Hy : b' = b se
rechaza si:
12t
(l-%]{m‘m-ﬂ
L wss (1-%men-)
2
donde:

a
(J_zJ(mn_” : percentil 100 (1- / 2) de la distri-
bucion ¢ de Student con un nivel de significacion ay
m + n - 4 grados de libertad

Construccion de las lineas paralelas. Si b’y b no son
significativamente diferentes, la pendiente comtn [3]
m, se define como: [5]
w'b' +wh

¢ W+ w
donde:

w 'y w: ponderaciones, calculadas como el recipro-
co del cuadrado del error estandar de las pendientes

La ecuacion de las lineas paralelas toma la forma:
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y'=mx+ (; - mc;)

donde:

m.: pendiente comin de las lineas paralelas
Prueba de interseccion. Para verificar si existe dife-
rencia significativa entre las intersecciones a'y a, de
las rectas paralelas correspondientes a las muestras y
lareferencia, respectivamente, se emplea el estadigrafo
¢ de Student. La existencia de una diferencia significa-
tiva entre las intersecciones es una muestra de la dife-
rencia existente entre la potencia de ambas preparacio-
nes. Las hipdtesis en esta prueba son:

Hy: a’ = a contra la alternativa
Hi:a' #a

Para esta verificacion se utiliza el estadigrafo ¢ cal-

culado de la siguiente forma:

)-m. (5. -%a)

S

(v, -,

! =

donde:

ry m; subindices que diferencian los datos de la
referencia de los datos de las muestras

Y: valores de inhibi¢ién

X: logaritmo de las concentraciones

m.: pendiente comin entre las dos rectas

S: error estandar conjunto

Una vez obtenido el valor de 1, entonces se acepta
Hypsit>t.,ysit<t esrechazada Hj,, donde, ¢ es ¢l
percentil 100 (1-a/ 2) de la distribucion ¢ de Student
con nivel de significaciéon ey n' + n°-? grados de
libertad.
Cédlculo de la potencia relativa. Para calcular la po-
tencia relativa es necesario determinar la distancia
horizontal entre la recta de referencia y cada una de
las rectas muestra, Esta distancia es el logaritmo de la
potencia relativa:

donde:

a ' interseccion de las rectas de muestras con ¢l eje
de inhibicion

a: interseccion de la recta de referencia con el eje
de inhibicién

m,: pendiente comin entre las rectas
De la expresion anterior se obtiene que:

a'-a

PR =10 ™

Andlisis de varianza. Los resultados de Ja regresion se
someten a un analisis de varianza (ANOVA) [4]. De
acuerdo a este método, la variacion total se divide en
componentes independientes que representan las dife-
rentes fuentes de variacion del ensayo, La significacion
de cada fuente de variacion se evaliia mediante la razén
F, la cual se calcula como el cociente del cuadrado me-
dio de cada fuente particular entre el cuadrado medio
del error residual. La razén F seria aproximadamente
igual a 1 para los casos no significativos. Las fuentes de
variacion tomadas en cuenta son las siguientes:
* Preparaciones: Es un indice del grado de solapa-
miento entre las rectas de la muestra y la referen-
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cia, con respecto a los valores de inhibicion. Un
valor significativo de este error indica que las di-
luciones no han sido bien seleccionadas, lo cual,
aunque no necesariamente invalida el ensayo, hace
necesaria una inspeccion grafica de los datos para
evitar una interpretacion incorrecta.

+ Regresion' Es una medida de cuan diferente de
cero es la pendiente comun calculada y por tanto
de la legitimidad de asumir la existencia de una
regresion lineal entre la inhibicidn y el logaritmo
de la concentracion. Este valor es un requisito
esencial en cualquier ensayo y debe ser altamente
significativo.

« Noparalelismo: Es el grado de no paralelismo entre
las rectas de la muestra y la referencia. Este valor
es la base del método de andlisis empleado, pues
en caso de ser significativo indica que la potencia
relativa depende de las concentraciones utilizadas
en el ensayo. por lo cual el mismo debe ser
desechado.

» No linealidad: Es el grado de linealidad de la res-
puesta para la muestra y la referencia por separado.

« Error residual: Es la diferencia entre la variacion
total y la suma de las variaciones atribuibles a las
fuentes de error. Este término es utilizado para es-
timar la variacion de fondo del ensayo y es wi re-
flejo de las diferencias entre las réplicas.

Precision del estimado de potencia relativa. Se

calculan los intervalos de confianza correspondientes

a un determinado nivel de confiabilidad (usualmente

95%) empleando la expresién exacta basada en ¢l

teorema de Fieller [4, 6]. Estos intervalos de confianza

son calculados a partir del error residual del ANOVA,

y son por lo tanto una conversion del error de la

respuesta en el correspondiente error del estimado de

potencia.

Métodos de Cdlculo. Ensayo de curva
estandar

En este ensayo se realiza una curva estandar con can-
tidades conocidas del antigeno utilizando distintos ti-
pos de ajuste. Posteriormente, se determinan las con-
centraciones de las muestras mediante la interpolacion
de esta curva.

Se utilizan varios tipos de ajuste de la curva
estandar: lineal, semilogaritmico, reciproco e
hiperbélico. Los parametros de la curva se calculan
mediante el método de los minimos cuadrados [7].
En el caso de los ajustes reciproco y semilogaritmico
se calcula, en el primero, el reciproco de los valores
de absorbancia y de las concentraciones, y en el
segundo, el logaritmo de las concentraciones. A
continuacion, se realiza una regresién lineal de los
valores transformados,

Otro de los métodos de ajuste empleado es el mo-
delo de regresién hiperbdlica [8] de acuerdo a la
ecuacion;

donde:

X, Yo asintotas de la hipérbola

cp. constante

El programa, ademas, evalta la bondad del ajuste
realizado calculando el coeficiente de correlacién r entre

los valores de respuesta reales y calculados. La con-
centracion de las muestras se calcula evaluando los
datos de las mismas en la curva estandar. La concen-
tracion se halla para cada réplica y posteriormente se
determina el promedio y su error estandar.

Disefno e implementacién computacional

El sistema esta disefiado e implementado utilizan-
do el paradigma de la programacion orientada a ob-
jetos [9]. Esta formado por 21 units, tres bibliote-
cas, 7 archivos de recursos y el programa principal.
Estén implementados en Borland Pascal para
Windows version 7.0. En ellos se incluyeron, don-
de se hizo necesario, las units de Borland Pascal y
las units de ObjectWindows que contienen los ob-
jetos utilizados [10]. Los ficheros de recursos fue-
ron disefiados utilizando Borland Resource
Worshop versién 4.0.

El programa tiene una estructura de datos encarga-
da de manipular toda la informacion de un ensayo.
En ella se almacenan los datos del disefio de la placa,
los datos que se utilizan para realizar los calculos es-
tadisticos, los nombres de los ficheros asociados y
los resultados. Los datos de entrada y salida del pro-
grama se almacenan en los siguientes ficheros texto:
* int: valores de absorbancia
*.dsg: disefio de la placa
*.ref: valores de la curva de referencia
* rrp: resultados del ensayo de inhibicion
* rst: resultados del ensayo de curva estandar
*.asy: configuracion general del ensayo. Incluye los
nombres del resto de los ficheros

La captacion de los datos, directamente desde el
lector de placas, se realiza a través del puerto RS-232
del ordenador. De forma complementaria se brinda la
posibilidad de introducir los datos mediante el tecla-
do del ordenador o su lectura desde un fichero.

La transmisién desde el lector de microplacas se

realiza mediante una interface escrita en lenguaje
ASSEMBLER. La misma consiste en un manipula-
dor de la interrupcion de hardware 0Bh o 0Ch (estas
interrupciones se generan cada vez que se reciben
datos en el puerto en serie COM 2 0 COM 1, respec-
tivamente), que almacena los datos recibidos en un
arreglo. El programa contiene también un médulo para
configurar y seleccionar el puerto en serie. Esta
interfaz es especifica para los lectores de placas del
tipo Multiskan. La conexion fisica entre la computa-
dora y el lector consiste en tres conductores conecta-
dos a las siguientes terminales: Tierra, Recepcion de
datos y Transmision de datos.
Requerimientos técnicos. 1. Ordenador personal IBM
compatible, 386SX o superior con las siguientes ca-
racteristicas: 2 MB de RAM, disco duro con 2 MB de
espacio libre, puerto de comunicacion RS-232 y con-
trolador de video VGA o superior.

2. MS-DOS 3.0 o superior y Microsoft Windows
3.1 o superior.

Resultados y Discusién

Introduccién de los datos y funcionamiento
del programa

En la Figura 1 se muestra el diagrama de flujo que
resume el funcionamiento del programa para el calculo
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de la potencia relativa por el método de las lineas
paralelas.

El programa cuenta con diferentes menues (Fi-
gura 2) y barras de herramientas que posibilitan la
adquisicién de los datos resultantes de los ensayos
y larealizacién de todos los célculos necesarios para
su andlisis.

Para una mayor flexibilidad en el ensayo de po-
tencia relativa se brindan opciones para fijar el ran-
go de los valores de inhibicién, el limite del coefi-
ciente de correlacion r y el nivel de significacién a
utilizar en la prueba ¢ de Student. Los resultados de
los calculos se muestran de forma numérica y gréfi-
ca. Ademis, toda la informacion del ensayo puede
ser almacenada en ficheros textos y recuperada de
forma impresa.

Existen varias ventanas de didlogo para completar
la informacién necesaria para realizar los célculos.
Entre ellos se destacan los destinados a disefiar la
placa (Figura 3). El usuario puede decidir de una
forma interactiva, mediante el empleo del *raton”,
en qué pocillos de la placa seran colocadas cada una
de las muestras, la referencia y los controles positivo
y negativo. Esta informacion es almacenada en un
fichero. Los valores de absorbancia leidos son
procesados automaticamente de acuerdo al disefio
de la placa. El programa también permite editar estos
datos. Una de las posibilidades peculiares del
programa es precisamente la de excluir puntos del
calculo de la regresion, sin necesidad de borrar o
modificar los datos primarios, haciendo uso de la
funcién “Marcar”.

r Nuevo ensayo |

Ensayo existente ‘

- Nuevo disefio

[ Diseiio de la plaan - Disefo existente

- Guardar ensayo

r Configuracién del ensayo

- Variable de respuesta
- Pardmetros estadisticos

- Manual

[ Entrada de los datos |- Archivo

- Lector de microplacas (RS-232)

1 Célculo de la inhibicion J

4—

l Calculo del coeficiente de correlacion ‘

v Si

- Si la referencia no lo cumple se
invalida el ensayo

- Si no lo cumple una muestra, se
invalida y continda el ensayo

Graficos 4—--( Calculo de las rectas de regresién ]

- Se invalidan las
muestras para las

No
Prueba de paralelismo —»
&Si

| Determinacion de las rectas paralelas I e [ Crraficos

cuales se rechaza
la hipétesis del test

[ Calculo de la potencia relativa |

w

‘ Calculo de los intervalos de confianza l

v

l Calculo de la varianza de LogP l

v

‘ Guardar los resultados \

v

r Guardar el ensayo l

Figura 1. Diagrama de flujo para el ensayo de potencia relativa.
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Znsayo Ventana Ayuda |
I |
Cascada l Contenido
Mosaico Acerca de...
| Organizariconos|
| Cerrar todo ' A
 Beioknal ' S|
‘Nuevo » [ Curva esténdar » | Referencia nueva
Abrir Potencia relativa » | Abrir referencia
Guardar -
Cerrar
~ |mprimir
"~ salir

Configurar ensayo...

Ensayo Opciones Datos Calcular Resullad_o]s Ventana Ayuda |
Inhibicién
Correlacién

Potencia relativa
Guardar
Regresion »

Test de paralelismo B
Pendiente comin
Test de interceptos

Leer »| Puerto serie
Editar Archive
" Imprimir

[ Disefio de Ia placa...
Configurar puerto serie...
Equipo...

Configurar impresora..,

Figura 2. Menues del sistema. A: men principal; B: men del
ensayo de potencia relativa.

Entre las ventajas fundamentales del sistema, re-
lacionadas con el manejo de los datos, figuran:

+ La posibilidad de la obtencién directa de los mis-
mos desde el lector de microplacas, asi como su
procesamiento teniendo en cuenta un disefio de la
placa introducido previamente, lo cual reduce la
posibilidad de cometer errores durante la introduc-
cién manual de los mismos.

» La posibilidad de no tener en cuenta durante los
calculos determinados datos obviamente erroneos,
sin necesidad de borrarlos y alterar de esa forma
los datos primarios.

» El disefio flexible de la microplaca.

ORet ®@M3 @M @M3 OMiz @MI15 OMIB
OM1 OMa @m7 OMio @mi3 OMis ®cp ||
OmM2z @M5 @M8 @M1 ®M14 OMI7 @cN |

Figura 3. Didloge de disefic de la placa para el ensayo de
potencia relativa.
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Las dos primeras caracteristicas se encuentran en-
tre lo recomendado para este tipo de programa [11].
Por otra parte la estructura del programa permite que
el mismo sea facilmente adaptable a otros tipos de
ensayos y/u otros dispositivos de lectura de datos.

Calculo de la potencia relativa

Los célculos se realizan de acuerdo al diagrama
de flujo (Figura 1). En la configuracién del ensayo
se especifican los limites admisibles para r, asi como
el nivel de significacion de la prueba  de Student.
Los mismos se verifican para cada muestra y la refe-
rencia. En caso de incumplimiento de algunos de los
requerimientos para alguna muestra, los resultados
de ésta no son validos, lo cual se refleja en el listado
final. Si resulta invalidada la referencia, entonces el
ensayo completo no es vélido y no se prosiguen los
calculos.

Es conocido que el ajuste de la funcidn respuesta
desempefia un papel fundamental en el anélisis esta-
distico de los resultados de los ensayos ELISA y
especificamente en el método de las lineas parale-
las. La funcion respuesta es generalmente una
sigmoide, sin embargo para el analisis de la poten-
cia relativa se emplea solamente la region lineal de
la misma (después de la transformacién logaritmica
de los datos). Es por esta razén que es de especial
importancia ajustar el ensayo para obtener una can-
tidad de puntos suficientes en esta region. En este
programa, el nimero minimo es de tres. Por otra
parte, la seleccion de los limites superior e inferior
de los valores de respuesta (inhibicién) permite se-
leccionar con mayor precision la region lineal. Tan-
to para esta Gltima funcién, como para la elimina-
cion de posibles valores aberrados, es imprescindible
efectuar una inspeccion grafica de los resultados. El
programa brinda esa posibilidad en todos sus pasos,
proveyendo graficos en escala lineal o logaritmica.
Los graficos son también de gran valor para analizar
las invalidaciones por razones estadisticas asi como
los resultados del analisis de varianza [12].

El almacenamiento de los ensayos estd disefiado
para garantizar un registro completo de los datos de
entrada y los resultados, lo cual hace posible
reanalizarlos con diferentes parametros, asi como efec-
tuar comparaciones entre ensayos, no solo de los re-
sultados, sino también de determinados pardmetros
de control de calidad del ensayo, como la varianza
intraensayo, la ecuacion de la curva estandar, etc.

Modelo estadistico para el método
de las lineas paralelas

El método de las lineas paralelas ha sido aplicado por
diversos autores en la estandarizacion de extractos
alergénicos, especificamente en la determinacién de la
potencia alergénica en inmunoensayos de IgE [, 3]
asi como en pruebas bioldgicas in vivo [13, 14]. Sin
embargo el analisis estadistico de los resultados se ha
limitado a calcular la distancia horizontal entre las rec-
tas a un valor determinado de la respuesta (general-
mente 50%), asi como comprobar el paralelismo me-
diante una prueba ¢ de Student. Otros paquetes
estadisticos para el andlisis de los ELISA de compe-
tencia ofrecen la posibilidad de emplear ajustes no li-
neales (funcion logistica de cuatro parametros, spline,
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etc.), los cuales reproducen con mayor exactitud la for-
ma sigmoidal de la funcién dosis—respuesta caracteris-
tica de los inmunoensayos [15, 16]. Sin embargo, es-
tos modelos no proveen datos sobre la precision de los
resultados, expresados en forma de limites de confian-
za. Por otra parte, el cdlculo de la potencia relativa en
estos casos también se basa en la determinacion de la
distancia horizontal entre las curvas a un valor arbitra-
rio de la variable respuesta.

Aun cuando las rectas se puedan considerar esta-
disticamente paralelas, sus pendientes pueden no ser
exactamente iguales. Este programa recalcula las rec-
tas paralelas con una pendiente comuin, la cual se
obtiene como un promedio ponderado de las pen-
dientes individuales de ambas rectas. De esa forma
se eliminan los errores derivados de la estimacion
de la potencia relativa en diferentes puntos arbitra-
rios de la curva.

El programa aplica toda la fuerza estadistica del
método de las rectas paralelas desarrollado original-
mente por Finney [4] al ensayo de inhibicion de IgE.
Este combina el uso de pruebas y pardmetros esta-
disticos basicos (estadigrafo ¢ para el paralelismo y
diferencia entre las intersecciones, coeficiente de
correlacion de Pearson), con el analisis de varianza,
lo cual posibilita evaluar el comportamiento de las
curvas dosis-respuesta en cuanto a linealidad, para-
lelismo, significacién de la regresién y diferencia
entre la respuesta media de diferentes preparacio-
nes. De esa forma, es posible establecer limites de
calidad que aseguren la validez de los ensayos, (por
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ejemplo, » > 0,95; P < 0,05 para la prueba de parale-
lismo), asi como investigar las causas de la invali-
dacion de éstos, las cuales pudieran radicar en una
mala eleccion de las diluciones u otras causas facil-
mente corregibles.

La estimacion de la precision de la potencia relati-
va mediante el calculo de los intervalos de confianza
y la varianza, basado en el uso de réplicas en un mis-
mo ensayo, es una ventaja importante del método. Esta
medida de la precision intraensayo puede reflejar tam-
bién la variabilidad interensayo, lo cual puede ser
estadisticamente comprobado mediante la prueba ¢*
para la homogeneidad del estimado de potencia [4].
La mejor forma de combinar un conjunto de estima-
dos homogéneos es mediante la media geométrica
ponderada (la ponderacion es inversamente propor-
cional a la varianza intraensayo calculada por el pro-
grama), de modo que el mayor peso lo tengan los re-
sultados méds precisos [12].

Aunque el modulo de anlisis por lineas paralelas
ha sido disefiado para el ensayo de inhibicion de IgE,
¢l método es también vélido para otros inmunoensa-
yos similares, El programa, asi como una descripcion
detallada de los métodos de calculos, pueden ser soli-
citados a los autores.
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