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Resumen

La determinación del nivel de anticuerpos por medio de ensayos ELISA 
exige construir una curva de calibración según el modelo logístico de 4 
parámetros (4PL); no obstante, es común que el bioquímico realice estima-
ciones y ajuste los datos de calibración con modelos alternativos. Se buscó 
determinar para un ensayo ELISA semicuantitativo el modelo que mejor 
ajusta los datos de calibración y cuál de los modelos alternativos explorados 
genera menor error relativo porcentual (ERP) al predecir las concentracio-
nes de los calibradores. Para esto se empleó un ELISA indirecto y se ajus-
taron las densidades ópticas (DO) de los calibradores según los modelos i) 
exponencial ii) Boltzmann iii) Boltzmann semi log iv) Deming v) regresión 
lineal vi) 4PL vii) cuadrático. Se encontró que el mejor ajuste lo proveen los 
modelos v) (R2=0,9914), i) (R2=0,9652) y iii) (R2=0,9650). Sin embargo, 
los modelos i) y iii) tienen mejor desempeño en el procedimiento de ajuste 
inverso: el ERP se mantuvo ≤20% en el rango cubierto por los 6 calibrado-
res (0-100 UI/mL). Los modelos lineales iv) y v) presentaron ERP elevados 
en el rango testeado. En resumen, el ajuste exponencial i) y el ajuste de 
Boltzmann iii), combinan valores de R2 y ERP comparables al modelo 4PL, 
por lo cual es inapropiado cualquier tipo de ajuste lineal.

Palabras clave: calibración * ELISA semicuantitativo * inmunoensayo * modelo 
logístico * modelo lineal * validación * comparación * ajuste inverso * error 
relativo * estimación

Abstract

Determination of the levels of specific antibodies by semiquantitative ELI-
SAs requires the construction of a 4 parameter logistic regression (4PL) 
calibration curve. However, alternative models are often employed to adjust 
and estimate calibration data. The aims of this work were to determine the 
model that best adjusts calibration data, and which alternative model gen-
erates a lower relative percentage error (RPE) in the prediction of calibrator 
concentrations. An IgA anti-gliadin ELISA was used. The optical density 
values (OD) of calibrators were adjusted with the following mathematical 
models: i) Exponential, ii) Boltzmann, iii) Boltzmann semilog, iv) Deming, 
v) Linear regression, vi) 4PL, and vii) Quadratic. Results indicated that the 
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Introducción

La determinación del nivel de anticuerpos por me-
dio de ELISA semicuantitativos es un recurso diagnós-
tico útil en el área de serología y autoinmunidad. La 
robustez, sencillez en la ejecución 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 de-
terminar antígenos/anticuerpos que se encuentran en 
muy bajo título o bien a variantes de ensayos competiti-
vos (1). Este método exige, una vez culminada la etapa 
analítica, ajustar los valores de densidad óptica (DO) de 
los calibradores a una curva de calibración que permita 
interpolar las DO de las muestras para, de esta manera, 
determinar el nivel de anticuerpos específicos o antíge-
nos en cada una de ellas (2)(3). Por este motivo, en los 
reactivos que se comercializan, se recomienda el ajuste 
de los datos según un modelo no lineal para generar la 
curva de calibración que mejor describe la relación en-
tre el nivel de los calibradores y la respuesta; no obstan-
te, en la práctica diaria –para simplificar los cálculos– es 
común que el bioquímico realice estimaciones y ajuste 
los datos de calibración a modelos alternativos cuyo des-
empeño no es óptimo. 

Al aplicar algunos de esos modelos alternativos se po-
dría asumir erróneamente, por ejemplo, que existe una 

relación lineal entre las variables con que se construye 
la curva de calibración. Por el contrario, usualmente 
la relación entre la respuesta y el nivel de analito es 
sigmoidea, dando lugar a una curva estándar con un 
punto de inflexión en torno al cual existe simetría (4). 
El ajuste adecuado en la mayoría de los casos lo provee 
entonces el modelo logístico de 4 parámetros (4PL) o 
a lo sumo de 5 parámetros, si la distribución de las DO 
de los calibradores sugiere que no hay simetría (5). Si 
bien se han propuesto otros modelos no lineales para 
reemplazar el modelo 4PL, no solo no puede asegurar-
se que su desempeño 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 además muchos no describen adecuadamente 
la tendencia de los datos experimentales (6).

Por todo lo expuesto, el objetivo de este trabajo fue 
determinar, para un ELISA semicuantitativo: 1) Cuál de 
los siete modelos alternativos evaluados ajusta mejor los 
datos de calibración, basando la calidad del ajuste en el 
valor del coeficiente de correlación (R2), y 2) cuáles de 
estos modelos alternativos genera menor error relativo 
porcentual (ERP) al predecir las concentraciones de 
los calibradores. Con este fin se comparan sus concen-
traciones nominales con aquellas obtenidas al interpo-
lar la DO en cada uno de los modelos (procedimiento 
de ajuste inverso).

best adjustment is given by models v) (R2=0.9914), i) (R2=0.9652) and iii) (R2=0.9650). However, 
models i) and iii) performed better in the reciprocal adjustment procedure: RPE values were ≤20% for 
all the calibrator levels analyzed (0-100 IU/mL). The linear models iv) and v) had high RPE values. To 
sum up, the exponential (i) and Boltzmann (iii) adjustments present R2 and RPE values similar to those 
of the 4PL, the use of any linear adjustment being inappropriate.

Keywords: calibration * semiquantitative ELISA * immunoassay * logistic model * linear model * vali-
dation * comparison * reciprocal adjustment * relative error * estimation

Resumo

A determinação do nível de anticorpos por meio de ELISA requer a construção de uma curva de cali-
bração de acordo com o modelo logístico de 4 parâmetros (4PL); no entanto, é comum o bioquímico 
fazer estimativas e ajustar os dados de calibração com modelos alternativos. Procurou-se determinar 
para um ensaio ELISA de modelo semiquantitativo o modelo que melhor se ajusta os dados de calibra-
ção e qual dos modelos alternativos explorados gera menor erro relativo percentual (ERP) ao prever as 
concentrações dos calibradores. Para isso, um ELISA indireto foi utilizado e se ajustaram as densidades 
ópticas (DO) dos calibradores segundo os modelos i) exponencial ii) Boltzmann iii) Boltzmann semi log 
iv) Deming v) regressão lineal iv) 4PL vii) quadrático. Verificou-se que o melhor ajuste é fornecido pelos 
modelos v) (R2= 0,9914), vi) (R2= 0,9652) e iii) (R2= 0,9650). No entanto, os modelos i) e iii) têm me-
lhor desempenho no procedimento de ajuste inverso: o ERP permaneceu ≤20% na faixa coberta pelos 
6 calibradores (0-100 UI/mL). Os modelos lineares iv) e v) apresentaram alto ERP na faixa testada. Em 
resumo, o ajuste exponencial i) e o ajuste de Boltzmann iii) combinam valores de R2 e ERP comparáveis ​​
ao modelo de 4PL, sendo inadequado qualquer tipo de ajuste linear.

Palavras-chave: calibração * ELISA semiquantitativa * imunoensaio * modelo logístico * modelo linear* 
validação * comparação * ajuste inverso * erro relativo * estimativa
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Materiales y Métodos
Se empleó un ELISA para medir el nivel de anticuer-

pos anti-gliadina de clase IgA (6 calibradores: calibrador 
A=0 UI/mL, B=6,25 UI/mL, C=12,5 UI/mL, D=25 UI/
mL, E=50 UI/mL, F=100 UI/mL; ORGENTEC Diagnos-
tika GmbH) y se ajustaron las DO de los calibradores se-
gún los modelos: i) Exponencial ii) Boltzmann iii) Boltz-
mann semi log iv) Deming v) Regresión lineal vi) 4PL vii) 
Cuadrático. 

Se determinó el nivel de anticuerpos de cada pun-
to de calibración por triplicado. En los modelos i), iii), 
vi) y vii) se efectuó una transformación logarítmica 
del nivel de anticuerpos anti-gliadina IgA (en UI/mL) 
declarados en los calibradores antes de representar la 
curva estándar. Para el procedimiento de ajuste inverso 
se compararon la concentración predicha (CP) con la 
concentración nominal (CN) de los calibradores y se 
calculó el error relativo % (ERP=(CN-CP)/CN*100). 
Se considera tolerable un desvío de ERP≤10% en las 
CP. Todos los ELISA se realizaron de forma automatiza-
da con el instrumento ALISEI (Radim Diagnostics). El 
análisis de los datos se realizó con el programa GraphPad 
Prism v4.03 (GraphPad Software, Inc.).

Resultados 
El fabricante del reactivo recomienda ajustar los da-

tos de calibración según el modelo logístico de 4 pará-
metros (Fig. 1). En este estudio se exploran las posibles 
consecuencias del empleo de modelos matemáticos al-
ternativos en el procedimiento de calibración. Así, en el 
panel de la Fig. 2 se aprecian las curvas estándar (n=3, 
se grafican las medias y el desvío estándar) generadas 
por los modelos i) a vii) al procesar las DO de los ca-
libradores y sus correspondientes concentraciones. La 
Tabla I resume los hallazgos al efectuar el ajuste inverso, 
se muestran las medias (n=3) únicamente. Todo punto 
de calibración cuya concentración predicha presenta 
un ERP ≥10% se destaca en negrita. Para cada uno de 
los ajustes, se compara la concentración predicha (CP) 
con la concentración nominal (CN) de los calibradores 
y se calcula el ERP. Considerando como tolerable un 

ERP≤10% del valor nominal, se representó dicho inter-
valo de aceptación en línea punteada en el panel de la 
Figura 3, agrupando en las Figuras A y B los ERP vs. CN 
para evaluar el desempeño de los siete modelos en todo 
el rango de niveles de los calibradores y así facilitar la 
interpretación.

Según el criterio basado en el coeficiente de correla-
ción, se encontró que el mejor ajuste lo proveen los mo-
delos v) (R2=0,9914); i) (R2=0,9652) y iii) (R2=0,9650); 
el modelo vi) tomado como referencia presentó un R2= 
0,9650. 

Sin embargo, para este ensayo, los modelos i) y iii) 
tienen mejor desempeño en el procedimiento de ajuste 
inverso: en el caso en estudio, para el modelo i) los erro-
res 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 determinación de concentraciones en el rango 
de niveles del ensayo (0-100 UI/mL). Los modelos li-
neales iv) y v) presentaron ERP ≤20% en el rango en-
sayado, pero dos calibradores (C y D) presentaron ERP 
≥10%. El modelo vi, tomado como referencia presentó 
un ERP ≤10% (1,13-8,9%).

Discusión y Conclusiones

Mediante la técnica de ELISA solo se puede realizar 
la determinación semicuantitativa de los niveles de anti-
cuerpos. Esta última es una limitación conocida de este 
tipo de ensayos. No obstante, en este estudio se siguie-
ron las recomendaciones del fabricante del reactivo, 
realizando el tratamiento de los datos de calibración 
como si se trabajase con un método cuantitativo. Otra 
limitación inherente a estos inmunoensayos es la falta 
de pasos previos de extracción del analito de la matriz 
en que se encuentra. Así, la especificidad de la medi-
da reposa en la interacción antígeno-anticuerpo (6) y 
la posibilidad de reacciones cruzadas (7). Además, no 
existe consenso acerca de cuál es la descripción mate-
mática más adecuada de los datos de calibración, sino 
que existen ciertas recomendaciones para llevar a cabo 
el tratamiento de los datos. Esto último obliga al profe-
sional bioquímico a prestar especial atención cuando 
decide validar o rechazar los resultados derivados de un 
ensayo de este tipo. 

A partir del análisis presentado se puede concluir 
que el ajuste exponencial (i) y el ajuste de Boltzmann´ 
(iii), ambos con transformación logarítmica del nivel de 
anticuerpos, combinan valores de R2 y ERP comparables 
al modelo 4PL (vi), tomado como referencia y que es el 
recomendado por el fabricante del reactivo. Considerado 
individualmente, se confirma que un valor alto y cercano 
a la unidad en el coeficiente de correlación de la curva 
estándar es insuficiente como requerimiento para garan-
tizar la exactitud del ajuste (3), y es necesario recurrir 

Y = D + (A – D)

1+  
x

-----
C

B

⎩⎧

⎩⎧

⎩
⎧

⎩
⎧

Figura 1. Ecuación del modelo logístico de 4 parámetros. 
Y representa la respuesta, D es la respuesta cuando la concentración 
de analito tiende al infinito, A es la respuesta cuando la concentración 
de analito es igual a cero, x es la concentración de analito, C es 
el punto de inflexión de la curva de calibración y B es un factor 
relacionado con la pendiente.
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a criterios adicionales. Entre estos, además de la repro-
ducibilidad, se considera conveniente minimizar el va-
lor del ERP en las concentraciones de los calibradores 
estimadas a través del procedimiento de ajuste inverso 
(4)(8). En este trabajo se consideró tolerable una des-
viación <10% en el ERP, condición satisfecha por los 
modelos i) y vi). Por otro lado, los ajustes lineales iv) y 
v) presentaron dos calibradores con ERP ≥10% y el mo-

delo cuadrático generó tres puntos fuera del rango de 
aceptación. Es de destacar que si bien los ajustes linea-
les exhiben valores altos del estadístico R2, hay incon-
sistencia con los valores inaceptablemente altos de ERP 
para el tercer y cuarto punto de calibración, tal como 
muestra la Tabla I.

En endocrinología se ha estudiado extensamente 
la aplicación de distintos modelos matemáticos en la 
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técnica de radioinmunoanálisis (RIA) para cuantificar 
analitos presentes en concentraciones muy bajas en 
muestras biológicas. Estos modelos fuerzan la lineali-
dad de los datos de calibración por medio de transfor-
maciones 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 ensayos ELISA, sino respetar la tendencia de los 
datos y usar el modelo que mejor los describe. Una de 
las ventajas de este estudio consiste en usar los niveles 
de los calibradores declarados o nominales en el análi-
sis de ajuste inverso en lugar de diluciones seriadas de un 
estándar de concentración conocida (3), lo que elimina 
la posibilidad de introducir errores experimentales que 
dificulten la interpretación. Con respecto a la descrip-
ción de los calibradores por el modelo 4PL es esperable 
que la matriz de los calibradores no sea idéntica a la ma-
triz de las muestras biológicas a analizar en cuanto a su 
composición, ya que es posible que los calibradores con-
tengan conservantes, colorantes, entre otros aditivos no 
declarados. En este trabajo se asumió que la diferencia es 
mínima y la matriz de los calibradores es suficientemente 
representativa del suero humano de manera que sería 
válido extender las conclusiones del ajuste inverso a lo 
que ocurriría al procesar las muestras incógnitas. 

Por lo tanto, y según los resultados presentados, el 
reemplazo del modelo 4PL sólo es adecuado si se utili-

za el modelo exponencial o a lo sumo Boltzmann y es 
inapropiado cualquier otro tipo de ajuste lineal o no 
lineal. El análisis presentado en este trabajo se simpli-
fica notablemente en los instrumentos modernos que 
ejecutan ensayos ELISA de manera automatizada, ya 
que incorporan datos del ajuste inverso y estadísticos 
para cada curva de calibración y los ponen a dispo-
sición del operador al finalizar la corrida. Por otro 
lado, se espera que el avance en el desarrollo de pro-
gramas de análisis facilite la implementación de ruti-
na del modelo 5PL (10) si fuese necesario representar 
una curva asimétrica en lugar del modelo 4PL (11)
(12). En resumen, la aplicación de este breve análi-
sis brinda al bioquímico herramientas para tomar la 
decisión más acertada antes de validar un inmunoen-
sayo de estas características y prevenir la introducción 
de errores sistemáticos en su rutina diaria.
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