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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. (Tab. 2. Fig. 3, Ref. 10.)
Key words: correction of measurement errors, ELISA test,
rabies antibodies titre, human blood serum.

Abstrakt

Süli J., Bení�ek Z., �vrèek �., Ondrejková A., Ondrejka R.:
Korekcia chýb merania v teste ELISA
Bratisl. lek. Listy, 101, 2000, è. 10, s. 565�568

Autori sledovali vplyv rozmiestnenia meraných a kontrolných
vzoriek na mikrotitraènej platni na výsledky testu ELISA kvanti-
tatívnym hodnotením titra antirabických protilátok v ¾udskom
krvnom sére. V ka�dej jamke mikrotitraènej platne robili stano-
venie za rovnakých podmienok. Výsledok vypoèítali pod¾a pia-
tich kalibraèných závislostí � �tyri boli získané rôznym umies-
tnením kontrolných pozitívnych a negatívnych sér na
mikrotitraènej platni a piata z priemerných hodnôt. Výsledky
získané zo �tyroch poziène rozdielnych kalibraèných kriviek sa
signifikantne lí�ili od výsledku z priemernej kalibraènej krivky.
Priemerná kalibraèná krivka � získaná zo �tyroch rôznych me-
raní � v�ak viedla k identickej hodnote titru antirabických pro-
tilátok nameraných pri rôznych pracovných riedeniach séra.
Autori navrhujú pre minimalizovanie chýb vyplývajúcich z ne-
homogénnosti mikrotitraèných platní dodr�iava� urèité zásady
pri rozmiestòovaní kontrolných aj meraných vzoriek na nich.
(Tab. 2. obr. 3, lit. 10.)
K¾úèové slová: korekcia chýb merania, test ELISA, antirabické
protilátky, ¾udské krvné sérum.
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Z viacerých variantov metód enzýmovej imunoanalýzy (EIA)
(Collins, 1985; Myai, 1985; Pal, 1986) sa v súèasnosti najviac po-
u�íva metóda ELISA (Engwall, 1977; Woller, 1978) � enzyme
linked immunosorbent assay, pri ktorej sa jedna z reagencií via�e
na pevnú fázu (mikrotitraèná platòa z polystyrénu) a vo¾né a via-
zané znaèené reagencie sa navzájom oddelia premytím. Metóda
ELISA je relatívne rýchla � výsledky sa získavajú v priebehu 6�
8 hodín, a spåòa vysoké nároky na testy pre rýchlu a citlivú dia-
gnostiku aj pri vykonaní ve¾kého poètu vy�etrení. Preto sa v le-
kárskej praxi èasto pou�íva, napr. na stanovenie titru protilátok
proti rôznym antigénom.

V praxi sa v�ak ukázalo, �e niektoré riadky alebo ståpce na
mikrotitraèných platniach (MiP) mô�u poskytova� rozdielne vý-

sledky aj pri úplne rovnakých podmienkach práce. Testovaním
homogénnosti MiP (Süli a spol., 2000) sme zistili, �e na väè�ine
MiP (bez oh¾adu na výrobcu) sa vyskytujú �pozitívne a negatívne
zóny�, teda miesta, kde budú namerané hodnoty absorbancie s ve¾-
kou pravdepodobnos�ou vy��ie (pozitívna zóna) alebo ni��ie (ne-
gatívna zóna) ako priemerná hodnota absorbancie z celej platne.
Zaujímalo nás, ako sa to prejaví pri prepoète na titer antirabických
protilátok na základe nelineárnej kalibraènej krivky. Ïal�ou otáz-
kou je, ako bude ovplyvnený titer protilátok umiestnením kontrol-
ných vzoriek. Nesprávne rozmiestnenie vzoriek na MiP toti� mô�e
vies� k falo�ným výsledkom. Obzvlá�� problematické je to v prí-
pade, keï je titer protilátok na hranici, od ktorej sa pacient pova-
�uje za dostatoène chráneného (pod¾a WHO je to v prípade titra
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antirabických protilátok hodnota 0,5 UE/ml). V takom prípade aj
na základe malého rozdielu mo�no výsledok nesprávne zaradi�,
èo by mohlo vies� k nedostatoènej vakcinácii, resp. k prípadným
zbytoèným revakcináciám.

Materiál a metódy

Na urèenie zákonitostí chýb pri pou�ití MiP sme analyzovali
merania z 51 MiP rôznej proveniencie. Vo v�etkých jamkách jed-
notlivých platní sme urèovali antirabické protilátky v krvnom sére
imunizovaných ¾udí (Bení�ek a spol., 1989; Süliová a spol., 1994)
za rovnakých podmienok. Podrobnej�ie údaje sú uvedené v práci
Süli a spol. (2001).

Na testovanie vplyvu pozície vy�etrovanej a kontrolnej vzor-
ky na MiP sme zvolili ten istý ELISA test na stanovenie antira-
bických protilátok. Sledovanú vzorku sme vy�etrili v ka�dej
jamke MiP (Gama, závod 4, Trhové Sviny, ÈR) za rovnakých
podmienok. Ïal�iu platòu sme pou�ili na kontrolné vzorky �
teda na zostrojenie kalibraènej závislosti k výpoètu titra antira-
bických protilátok. Pozitívnu a negatívnu kontrolnú vzorku sme
rozmiestnili v pároch: riadky A(+)-B(-); C(+)-D(-); E(+)-F(-);
G(+)-H(-) (obr. 1). Na základe nameranej hodnoty v ka�dej jam-
ke zvlá�� sme vypoèítali titer antirabických protilátok pod¾a
kalibraènej krivky A-B, C-D, E-F, G-H a tie� kalibraènej kriv-
ky zostrojenej z priemerných hodnôt zo v�etkých �tyroch pá-
rov (tzv. priemerná kalibraèná krivka). Vypoèítané hodnoty tit-
ra pre ka�dú kalibraènú závislos� zvlá�� sme spriemeròovali
a navzájom porovnali.

Týmto postupom sme vy�etrili vzorku pri dvoch riedeniach
(1:64; 1:256). Parametre charakteristické pre MiP sme vypoèíta-
li pod¾a vzorcov uvedených v práci Süli a spol. (2001). Titer an-
tirabických protilátok sme vypoèítali spôsobom odporuèeným
WHO (1992). �tatistickú významnos� rozdielov medzi jednotli-
vými výsledkami vypoèítanými pod¾a rôznych kalibraèných kri-
viek sme hodnotili Studentovým t-testom, prièom základom po-
rovnania bol titer vypoèítaný na základe priemernej kalibraènej
závislosti.

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 pozitívnej (titer = 20,7 UE/ml) a kon-
trolnej negatívnej vzorky pre zostrojenie kalibraèných kriviek A-B;
C-D; E-F; G-H a priemernej kalibraènej krivky.

Tab. 1. �Positive� and �negative� zones on the basis of 51 MiP analysis.
Tab. 1. �Pozitívne� a �negatívne� zóny na základe analýzy 51 MiP.

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

A  + + + + + + + + + + + +
B + + + + + 0 0 + + + + +
C + + � � � � � � � � 0 +
D + 0 � � � � � � � � � +
E + + 0 0 � � � � � � + +
F + � 0 � � � � � � � + +
G + 0 � � � � � � � � + +
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 sú väè�inou vy��ie ako priemer
� � namerané hodnoty sú väè�inou ni��ie ako priemer
0 � namerané hodnoty sú vyrovnané okolo priemeru, t.j. 50-50% vy��ie
a ni��ie

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. Kalibraèné krivky A-B; C-D; E-F; G-H a priemerná pre plat-
òu I. Riedenie vzorky 1:64. A-B -...-, C-D � � �, F-F -.-., G.H ...., prie-
merná ��.
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Výsledky

Na základe analýzy meraní z 51 mikrotitraèných platní rôznej
proveniencie sme zistili, �e na MiP sa nachádzajú �pozitívne�
a �negatívne� zóny (tab. 1). Podrobnej�ie údaje uvádzame v práci
Süli a spol. (2001).

Pri oboch riedeniach vzorky sme namerali také hodnoty ab-
sorbancie pri 492 nm, ktoré boli v súlade s po�adovanými krité-
riami pre MiP (Manèál, 1987). Variaèný koeficient CV, ktorý vy-
jadruje chybu merania, bol 2 %, resp. 6 %, tzn. nepresahoval do-
volenú hranicu 10 % (tab. 2). Bolo splnené aj kritérium, �e v in-
tervale x±1 SD sa má nachádza� aspoò 67 % nameraných hodnôt;
x±2 SD aspoò 95 % a x±3 SD aspoò 99 % hodnôt.

Odchýlky od priemernej hodnoty absorbancie boli najmarkan-
tnej�ie v riadku A a v ståpci 12, èiastoène v ståpci 1, no iba vo vý-
nimoèných prípadoch presahovala odchýlka 10 % (priemerne 1,5,
resp. 4,6 %).

Zaujímavé výsledky priniesli výpoèty hladiny antirabických
protilátok pod¾a jednotlivých kalibraèných kriviek. Kalibraèné
krivky A-B, C-D, E-F, G-H a tie� tzv. priemerná (zostrojená
z priemerných hodnôt) pre obe vy�etrenia sú znázornené na ob-
rázkoch 2 a 3. Riedenie vzorky treba zvoli� tak, aby rozdiel
deltaE = E

vzorka 
� E

neg.kontrola 
zapadol do najvyrovnanej�ej lineár-

nej oblasti. Z obrázka 3 je zrejmé, �e náhodné nepravidelnosti
na kalibraènej krivke (krivka G-H a celkovo vy��ie hodnoty

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
...., average ��.
Obr. 3. Kalibraèné krivky A-B; C-D; E-F; G-H a priemerná pre plat-
òu II. Riedenie vzorky 1:256. A-B -...-, C-D � � �, F-F -.-., G.H ....,
priemerná ��.

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. Výsledky vy�etrenia hladiny antirabických protilátok pri dvoch
riedeniach vzorky (ka�dé na samostatnej platni, I � riedenie 1:64; II
� riedenie 1:256).

Plate E
492

Calibration Titre CV
T
(%) DeltaT(%)

No curve (UE/ml)
Platòa E

492
Kalibraèná Titer CV

T
(%) deltaT(%)

è. krivka (UE/ml)

average
I. priemerná 1,389+0,215 15,5 11,9

1,361+0,027 A-B 1,443+0,218 15,1 11,9
CV

E
=2 % C-D 1,776+0,276XX 15,6 11,7

E-F 1,300+0,217X 16,7 11,8
G-H 1,168+0,139XX 11,3 8,6

II. average
0,846+0,051 priemerná 1,406+0,235 16,7 13,4
CV

E
= 6 % A-B 0,853+0,126xx 14,8 11,6

C-D 1,569+0,297xx 18,9 15,4
E-F 1,590+0,217xx 13,6 10,6
G-H 1,823+0,294xx 16,1 12,7

E
492 

� average value of absorbance measured at 492 nm from the whole
plate,
CV

E 
� plate variation coefficient for the measured values of absorbance,

CV
T
 � 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 %
x � p<0.01, xx � p<0.005
E

492 
� priemerná nameraná hodnota absorbancie pri 492 nm z celej plat-

ne;
CV

E 
� variaèný koeficient platne pre namerané hodnoty absorbancie;

CV
T
 � variaèný koeficient platne pre vypoèítané titre antirabických

protilátok;
UE � ekvivalenty medzinárodných jednotiek (unit equivalents);
deltaT � priemerná odchýlka od strednej hodnoty titru na platni v percen-
tách.
x � p<0,01; xx � p<0,005

log1/ried

1,4

1,2

1,0

0,8

0,6

0,4

0,2

0

∆ E

2                                3                               4                                 5

krivky A-B) mo�no vylúèi� práve spriemeròovaním namera-
ných hodnôt z rôzne umiestnených kalibraèných závislostí.
V tabu¾ke 2 vidie�, �e hodnota titra získaná z priemernej ka-
libraènej krivky je pri oboch riedeniach prakticky rovnaká aj
napriek vidite¾ným rozdielom medzi hodnotami získanými
z rôzne umiestnených kalibraèných kriviek. Pri prepoète na ti-
ter v�ak malé zmeny v nameraných hodnotách absorbancie sa
zväè�ia, a to viedlo k tomu, �e variaèný koeficient CV pre titer
antirabických protilátok (CV

T
) prekroèil 10 %. Medzi hodno-

tami titrov sú dokonca �tatisticky významné rozdiely v závis-
losti od pozície kontrolných vzoriek.

Záver

�Nespo¾ahlivos�� krajných riadkov na mikrotitraèných plat-
niach je dobre známa ka�dému, kto s nimi pracuje. Na�e pred-
chádzajúce zistenia (Süli a spol., 2001) to potvrdili a aj tieto vy-
�etrenia tomu nasvedèujú. �tatisticky významné rozdiely vo vý-
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sledkoch získaných jedným vy�etrením, iba s rôznym umiestne-
ním kontrolných vzoriek nás vedú k názoru, �e je vhodná opatr-
nos� pri hodnotení výsledkov získaných metódou ELISA. Preto-
�e rozdiely nemajú pravidelný charakter, resp. poèet vy�etrení
nebol dostatoèný na posúdenie urèitých zákonitostí, na vylúèe-
nie vplyvu pozície vy�etrovanej a kontrolnej vzorky na MiP na-
vrhujeme dodr�a� pri kvantitatívnych testoch ELISA niektoré
zásady:
1. pod¾a mo�nosti nepou�íva� k práci �krajné� riadky a ståpce

(A, H, 12,1);
2. kontrolné vzorky neumiestni� do krajných riadkov, alebo ståp-

cov;
3. pod¾a mo�nosti urobi� viac kalibraèných závislostí a ich hod-

noty spriemeròova�;
4. duplikáty vzoriek neumiestni� ved¾a seba, ale pod¾a mo�nosti

raz do �pozitívnej� raz do �negatívnej zóny�, vypoèítané titre
spriemeròova�;

5. vzorky vy�etrova� pri viacerých riedeniach, vypoèítané titre
spriemeròova�;

6. v prípade neistoty opakova� vy�etrenie.
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