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Correction of measurement errors in ELISA test

Suli J, Benisek Z, Svrcek S, Ondrejkova A, Ondrejka R

Korekcia chyb merania v teste ELISA

Abstract

Suli J, Benisek Z, Svrcek S, Ondrejkova A, Ondrejka R:
Correction of measurement errors in ELISA test
Bratisl Lek Listy 2000: 101 (10): 565—568

The authors followed the influence of the arrangement of me-
asured and control samples on microtitration plate on the
ELISA test results by quantitative evaluation of rabies anti-
bodies titres in human blood serum. They performed the test
under identical conditions in all microtitration plate wells.
They calculated the result according to five calibration cur-
ves — four of them were obtained by different positioning of
the control positive and negative sera and the fifth curve was
obtained from average values. The results from the four va-
rious positional calibration curves were significantly statisti-
cally different from the average. However, the average calib-
ration curve — obtained from four measurements — led to
identical value of rabies antibodies in cases with different di-
lutions of sera. The authors propose to follow some principles
of measured and control samples arrangement on microtitra-
tion plates in order to minimalize the errors, caused by their
dishomogeneity. (7ab. 2. Fig. 3, Ref. 10.)

Key words: correction of measurement errors, ELISA test,
rabies antibodies titre, human blood serum.

Z viacerych variantov metod enzymovej imunoanalyzy (EIA)
(Collins, 1985; Myai, 1985; Pal, 1986) sa v sucasnosti najviac po-
uziva metéda ELISA (Engwall, 1977; Woller, 1978) — enzyme
linked immunosorbent assay, pri ktorej sa jedna z reagencii viaze
na pevni fazu (mikrotitra¢na platia z polystyrénu) a vol'né a via-
zané znacené reagencie sa navzajom oddelia premytim. Metoda
ELISA je relativne rychla— vysledky sa ziskavaju v priebehu 6—
8 hodin, a spiha vysoké naroky na testy pre rychlu a citliva dia-
gnostiku aj pri vykonani velkého poctu vySetreni. Preto sa v le-
karskej praxi Casto pouZziva, napr. na stanovenie titru protilatok
proti roznym antigénom.

V praxi sa viak ukazalo, Ze niektoré riadky alebo stipce na
mikrotitraénych platniach (MiP) mozu poskytovat’ rozdielne vy-
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Autori sledovali vplyv rozmiestnenia meranych a kontrolnych
vzoriek na mikrotitraénej platni na vysledky testu ELISA kvanti-
tativnym hodnotenim titra antirabickych protilatok v l'udskom
krvnom sére. V kazdej jamke mikrotitracnej platne robili stano-
venie za rovnakych podmienok. Vysledok vypoditali podla pia-
tich kalibra¢nych zavislosti — Styri boli ziskané r6znym umies-
tnenim kontrolnych pozitivnych a negativnych sér na
mikrotitraénej platni a piata z priemernych hodnét. Vysledky
ziskané zo Styroch pozi¢ne rozdielnych kalibra¢nych kriviek sa
signifikantne 1iSili od vysledku z priemernej kalibracnej krivky.
Priemerna kalibra¢na krivka — ziskana zo Styroch réznych me-
rani — vSak viedla k identickej hodnote titru antirabickych pro-
tilatok nameranych pri réznych pracovnych riedeniach séra.
Autori navrhuju pre minimalizovanie chyb vyplyvajicich z ne-
homogénnosti mikrotitraénych platni dodrziavat’ urcité zasady
pri rozmiestiiovani kontrolnych aj meranych vzoriek na nich.
(Tab. 2. obr. 3, lit. 10.)

KTacové slova: korekcia chyb merania, test ELISA, antirabické
protilatky, I'udské krvné sérum.

sledky aj pri Gplne rovnakych podmienkach prace. Testovanim
homogénnosti MiP (Siili a spol., 2000) sme zistili, Ze na va¢sine
MiP (bez ohl'adu na vyrobcu) sa vyskytuju ,,pozitivne a negativne
z6ny*, teda miesta, kde budi namerané hodnoty absorbancie s vel’-
kou pravdepodobnost'ou vyssie (pozitivna zona) alebo nizsie (ne-
gativna zona) ako priemernd hodnota absorbancie z celej platne.
Zaujimalo nas, ako sa to prejavi pri prepocte na titer antirabickych
protilatok na zéklade nelinearnej kalibra¢nej krivky. Dal$ou otaz-
kou je, ako bude ovplyvneny titer protilatok umiestnenim kontrol-
nych vzoriek. Nespravne rozmiestnenie vzoriek na MiP totiz méze
viest’ k falosnym vysledkom. Obzvlast’ problematické je to v pri-
pade, ked’ je titer protilatok na hranici, od ktorej sa pacient pova-
zuje za dostatoéne chraneného (podl'a WHO je to v pripade titra
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Fig. 1. Distribution of control positive (titer = 20.7 UE/ml) and con-
trol negative samples for the formation of calibration curves A-B, C-
D, E-F, G-H, and average calibration curve.

Obr. 1. Rozmiestnenie kontrolnej pozitivnej (titer = 20,7 UE/ml) a kon-
trolnej negativnej vzorky pre zostrojenie kalibra¢nych kriviek A-B;
C-D; E-F; G-H a priemernej kalibra¢nej krivky.

antirabickych protilatok hodnota 0,5 UE/ml). V takom pripade aj
na zaklade malého rozdielu mozno vysledok nespravne zaradit,
¢o by mohlo viest’ k nedostato¢nej vakcinacii, resp. k pripadnym
zbytoénym revakcinaciam.

Material a metédy

Na urcenie zakonitosti chyb pri pouziti MiP sme analyzovali
merania z 51 MiP réznej proveniencie. Vo vsetkych jamkach jed-
notlivych platni sme urcovali antirabické protilatky v krvnom sére
imunizovanych I'udi (BeniSek a spol., 1989; Siiliova a spol., 1994)
za rovnakych podmienok. Podrobnejsie tidaje st uvedené v praci
Siili a spol. (2001).

Tab. 1. “Positive” and “negative” zones on the basis of 51 MiP analysis.
Tab. 1. ,,Pozitivne“ a ,,negativne* zény na zaklade analyzy 51 MiP.

1 2 3 4 5 6 7 &8 9 10 11 12

A+ + + + 4+ + + + 4+ + + +
B + + + + + 0 0 + + 4+ + +
cC + + - - - - - - - 0 +
D + 0 - - - - - - - - ¥
E + + 0 0 - — — — — — + +
F + - 0 - - - - - - - + +
G + 0 - - - - - - - - 4 +
H 0 - - - - - - - - 0 - +
Legend:

+ — measured values are mostly higher than the average

—— measured values are mostly lower than the average

0 — measured values equal the average, i.e. 50-50 % higher or lower

+ — namerané hodnoty st véic¢sinou vyssie ako priemer

— — namerané hodnoty st vd¢sinou niz§ie ako priemer

0 — namerané hodnoty st vyrovnané okolo priemeru, t.j. 50-50% vyssie
a nizsie
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Fig. 2. Calibration curve A-B, C-D, E-F, G-H and plate I average curve.
The sample dilution is 1:64. A-B -...-, C-D — — —, F-F -.-, G.H ....,
average .
Obr. 2. Kalibra¢né krivky A-B; C-D; E-F; G-H a priemerna pre plat-
nu I. Riedenie vzorky 1:64. A-B -...-, C-D —— —, F-F -.-, G.H ...., prie-
merna .

Na testovanie vplyvu pozicie vySetrovanej a kontrolnej vzor-
ky na MiP sme zvolili ten isty ELISA test na stanovenie antira-
bickych protilatok. Sledovanu vzorku sme vySetrili v kazdej
jamke MiP (Gama, zavod 4, Trhové Sviny, CR) za rovnakych
podmienok. Dalsiu platiiu sme pouZili na kontrolné vzorky —
teda na zostrojenie kalibraénej zavislosti k vypoctu titra antira-
bickych protilatok. Pozitivnu a negativnu kontrolnt vzorku sme
rozmiestnili v paroch: riadky A(+)-B(-); C(+)-D(-); E(+)-F(-);
G(+)-H(-) (obr. 1). Na zaklade nameranej hodnoty v kazdej jam-
ke zvlast sme vypocitali titer antirabickych protilatok podl'a
kalibra¢nej krivky A-B, C-D, E-F, G-H a tiez kalibra¢nej kriv-
ky zostrojenej z priemernych hodnot zo vSetkych Styroch pa-
rov (tzv. priemerna kalibra¢nd krivka). Vypocitané hodnoty tit-
ra pre kazdu kalibra¢nt zavislost’ zvlast’ sme spriemeriovali
a navzajom porovnali.

Tymto postupom sme vySetrili vzorku pri dvoch riedeniach
(1:64; 1:256). Parametre charakteristické pre MiP sme vypocita-
li podl'a vzorcov uvedenych v préci Siili a spol. (2001). Titer an-
tirabickych protilatok sme vypocitali spdsobom odporucenym
WHO (1992). Statistickli vyznamnost' rozdielov medzi jednotli-
vymi vysledkami vypocitanymi podl'a roznych kalibra¢nych kri-
viek sme hodnotili Studentovym t-testom, pricom zakladom po-
rovnania bol titer vypocitany na zdklade priemernej kalibracnej
zavislosti.
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Fig. 3. Calibration curves A-B, C-D, E-F, G-H and plate II average
curve. The sample dilution is 1:256. A-B -...-, C-D — — —, F-F -.-, G.H
«esy AVETAZE .
Obr. 3. Kalibra¢né krivky A-B; C-D; E-F; G-H a priemerna pre plat-
iiu II. Riedenie vzorky 1:256. A-B -...-, C-D — — —, F-F -.-,, GH ....,
priemerna .

Vysledky

Na zéklade analyzy merani z 51 mikrotitracnych platni r6znej
proveniencie sme zistili, Ze na MiP sa nachadzaju ,,pozitivne*
a ,,negativne zony (tab. 1). Podrobnejsie udaje uvadzame v praci
Siili a spol. (2001).

Pri oboch riedeniach vzorky sme namerali také hodnoty ab-
sorbancie pri 492 nm, ktoré boli v stilade s pozadovanymi krité-
riami pre MiP (Mancal, 1987). Varia¢ny koeficient CV, ktory vy-
jadruje chybu merania, bol 2 %, resp. 6 %, tzn. nepresahoval do-
volent hranicu 10 % (tab. 2). Bolo splnené aj kritérium, ze v in-
tervale x+1 SD sa ma nachadzat’ aspon 67 % nameranych hodnot;
x+2 SD aspoii 95 % a x£3 SD aspoii 99 % hodnot.

Odchylky od priemernej hodnoty absorbancie boli najmarkan-
tnejsie v riadku A a v stipci 12, ¢iastoéne v stipci 1, no iba vo vy-
nimo¢nych pripadoch presahovala odchylka 10 % (priemerne 1,5,
resp. 4,6 %).

Zaujimavé vysledky priniesli vypocty hladiny antirabickych
protilatok podl'a jednotlivych kalibraénych kriviek. Kalibracné
krivky A-B, C-D, E-F, G-H a tiez tzv. priemerna (zostrojena
z priemernych hodndt) pre obe vySetrenia su zndzornené na ob-
razkoch 2 a 3. Riedenie vzorky treba zvolit’ tak, aby rozdiel
deltaE=E , — neg_knmmmzapadol do najvyrovnanejsej linear-
nej oblasti. Z obrazka 3 je zrejmé, ze nahodné nepravidelnosti
na kalibra¢nej krivke (krivka G-H a celkovo vys$sie hodnoty

Tab. 2. The results of examined levels of anti-rabies antibodies in two
sample dilutions (each dilution on a separate plate, plate I dilution is
1:64, plate II dilution is 1:256).

Tab. 2. VysledKy vySetrenia hladiny antirabickych protilatok pri dvoch
riedeniach vzorky (kazdé na samostatnej platni, I — riedenie 1:64; 11
— riedenie 1:256).

Plate E,, Calibration  Titre CV. (%) DeltaT(%)
No curve (UE/ml)
Platia E,, Kalibra¢na  Titer CV,(%) deltaT(%)
¢. krivka (UE/ml)

average
L priemerna  1,389+0,215 15,5 11,9

1,361+0,027 A-B
CV,=2%  CD

1,443+0,218 15,1 11,9
1,776+0,276*% 15,6 11,7

E-F 1,300+0,217% 16,7 11,8
G-H 1,168+0,139%% 11,3 8,6
1L average
0,846+0,051 priemerna  1,406+0,235 16,7 13,4
CV=6% A-B 0,853+0,126* 14,8 11,6
C-D 1,569+0,297* 18,9 15,4
E-F 1,590+0,217 13,6 10,6
G-H 1,823+0,294* 16,1 12,7

E,y,— average value of absorbance measured at 492 nm from the whole
plate,

CV_ — plate variation coefficient for the measured values of absorbance,
CV, — plate variation coefficient for the calculated titres of anti-rabies
antibodies,

UE - equivalents of international units (unit equivalents),

DeltaT — average deviation from the mean value of plate titer expressed
in %

*— p<0.01, *— p<0.005

E,,— priemernd namerand hodnota absorbancie pri 492 nm z celej plat-

ne;
CV, — varia¢ny koeficient platne pre namerané hodnoty absorbancie;
CV, — variatny koeficient platne pre vypocitané titre antirabickych
protilatok;

UE - ekvivalenty medzinarodnych jednotiek (unit equivalents);

deltaT — priemerna odchylka od strednej hodnoty titru na platni v percen-
tach.

*— p<0,01; *— p<0,005

krivky A-B) mozno vylucit’ prave spriemerfiovanim namera-
nych hodndt z r6zne umiestnenych kalibraénych zavislosti.
V tabulke 2 vidiet’, Ze hodnota titra ziskana z priemernej ka-
libra¢nej krivky je pri oboch riedeniach prakticky rovnaka aj
napriek viditeInym rozdielom medzi hodnotami ziskanymi
z rdzne umiestnenych kalibraénych kriviek. Pri prepocte na ti-
ter vSak malé zmeny v nameranych hodnotach absorbancie sa
zvicsia, a to viedlo k tomu, ze variacny koeficient CV pre titer
antirabickych protilatok (CV,) prekrocil 10 %. Medzi hodno-
tami titrov si dokonca Statisticky vyznamné rozdiely v zavis-
losti od pozicie kontrolnych vzoriek.

Zaver

,Nespol'ahlivost* krajnych riadkov na mikrotitraénych plat-
niach je dobre znama kazdému, kto s nimi pracuje. NaSe pred-
chadzajtce zistenia (Siili a spol., 2001) to potvrdili a aj tieto vy-
Setrenia tomu nasved¢uja. Statisticky vyznamné rozdiely vo vy-
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sledkoch ziskanych jednym vysetrenim, iba s réznym umiestne-
nim kontrolnych vzoriek nas vedu k nazoru, ze je vhodna opatr-
nost’ pri hodnoteni vysledkov ziskanych metédou ELISA. Preto-
ze rozdiely nemajt pravidelny charakter, resp. pocet vysetreni
nebol dostatocny na posudenie urcitych zakonitosti, na vyluce-
nie vplyvu pozicie vySetrovanej a kontrolnej vzorky na MiP na-
vrhujeme dodrzat’ pri kvantitativnych testoch ELISA niektoré
zésady:

1. podPa moznosti nepouzivat’ k praci ,.krajné* riadky a stipce
(A, H, 12,1);

2. kontrolné vzorky neumiestnit’ do krajnych riadkov, alebo stip-
cov;

3. podl'a moznosti urobit’ viac kalibra¢nych zavislosti a ich hod-
noty spriemeriiovat’;

4. duplikaty vzoriek neumiestnit’ vedl'a seba, ale podl'a moznosti
raz do ,,pozitivnej“ raz do ,,negativnej zony*, vypocitané titre
spriemernovat’;

5. vzorky vysetrovat’ pri viacerych riedeniach, vypocitané titre
spriemeriiovat’;

6. v pripade neistoty opakovat’ vySetrenie.
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