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En esta ediciéon abordamos el tema de la
metrologia en lectores de ELISA, que son
instrumentos oOpticos de analisis cualitativo y u o
cuantitativo utilizados en industria, laboratorios
clinicos, laboratorios biotecnolégicos, laboratorios
de investigacion y desarrollo, etc., su adecuada
calibracién marca un requisito importante en el
desempefio del instrumento y en la calidad de la

prueba que realizan.
INTRODUCCION

Empezaremos por conocer el significado de la palabra ELISA que es un
acréonimo de las siglas del nombre completo de la prueba en inglés: Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay, se traduce al espafol como “Ensayo Inmunoabsorbente
Ligado a Enzimas” y es una técnica de laboratorio desarrollada en los afios 70°s, la
cual determina la presencia de antigenos en una muestra determinada.

Los antigenos son fragmentos de proteinas y para ser identificados la prueba
ELISA  requiere de otros dos componentes un anticuerpo (que se une al antigeno)
y una enzima (que se activa y sefiala la union al antigeno), la prueba se realiza sobre
un sustrato inmunoabsorbente, para producir  una reaccién bioquimica
inmovilizando al antigeno esto dara lugar a un desarrollo de coloracion caracteristica
de la muestra que sera cuantificada por el instrumento (lector de ELISA).
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Los factores que
afectan a las
pruebas de

ELISA son el

tiempo de

reaccion, la
temperatura y la
exposicion a la
luz.

Existen diferentes tipos de pruebas de ELISA, sélo mencionaremos algunas de ellas:

ELISA directo: es la forma mas basica de realizar la técnica, consiste en recoger
una muestra a estudiar y ponerla en un pozo (un recipiente pequefio) en frente de una
muestra igual pero contaminada con el germen a estudiar, y otra muestra en la que se
sabe que no hay germen. Se aplica el anticuerpo con la enzima en los tres pozos y se
compara la muestra a estudio con las otras dos.

ELISA indirecto: se realiza de forma similar al ELISA directo, pero en este caso
se aflade primero un anticuerpo sin enzima y después uno con enzima. De esa forma, la
sefial que emite el enzima es mucho mas potente y la prueba es mas sensible.

ELISA sandwich: en este caso en los pozos primero se aflade un anticuerpo y
después la muestra, para que los antigenos queden ya retenidos en el fondo del pozo.
Después se afiade el anticuerpo con la enzima. Es la forma mas eficaz de realizar la
prueba.

ELISPOT: se trata de un tipo de ELISA que permite conocer de forma
cuantitativa el antigeno, incluso identifica el nuimero concreto de células donde se

encuentra.

La detecciéon del complejo antigeno-anticuerpo que hace el lector de ELISA
puede ser por métodos colorimétricos, en donde la reacciéon bioquimica producida por
éste genera un color el cual absorbe cierta cantidad de luz del espectro Visible a cierta
longitud de onda y es proporcional a la concentracion del
mismo complejo.

Una variacién de los métodos colorimétricos son
los métodos de detecciéon por flourescencia y
luminiscencia donde la reaccién bioquimica genera
emisiéon de luz la cual indica concentraciéon del analito
analizado.

Los factores que mas afectan a las pruebas de ELISA son el tiempo de reaccion,
la temperatura y la exposicion a la luz.

METROLOGIA EN LECTORES DE ELISA

z El principio de medicién es el mismo de los
A=-log () espectrofotometros de Ultravioleta-Visible: cantidad de luz que
transmite y u o absorbe la muestra a analizar:

Donde: A = absorbancia y u o densidad 6ptica.
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El sistema
optico utiliza la
fibra éptica
para llevar la

luz hasta los
pozos de la
microplaca

I = intensidad de luz absorbida

Io = intensidad de luz inicial
INSTRUMENTACION
El Lector de ELISA es un espectrofotéometro especializado; a diferencia de los

espectrofotémetros convencionales que permiten efectuar lecturas en un intervalo
amplio de longitud de onda, éste dispone de

filtros o rejillas de difraccion que limitan la . @

seleccion de longitud de onda a aquellas que se Cimdr g r Detector
utilizan en la técnica ELISA, la cual —|= l—-
generalmente se realiza con longitudes de onda g — . g
comprendidas entre los 400 nm y los 750 nm . renesers Monocromador Slucin poal i
(Region Visible), muy pocos operan en la Setector delongitud

deonda

region Ultravioleta y pueden efectuar analisis
desde los 340 nm a 700 nm.

El sistema 6ptico utiliza la fibra 6ptica para llevar la luz hasta los pozos de la
microplaca, donde se encuentra la muestra bajo analisis, la luz que atraviesa la muestra
tiene un diametro que varfa de 1 mma 3 mm.

Un sistema de deteccién recibe la energfa
luminosa, proveniente de la muestra, la amplifica,
determina la absorbancia y, a través de un sistema
de lectura, la convierte en datos que permiten
interpretar el resultado de la prueba.

Las muestras del ensayo de ELISA se
colocan en microplacas rectanculares de
poliestireno con disefio especial, las cuales disponen de un nimero definido de pozos o
pocillos, generalmente de 96 en una configuracién de 8 filas por 12 columnas.

Actualmente existen diferentes modelos de Lectores de ELISA, desde los mais
sencillos de operacion manual hasta los mas sofisticados que ya cuentan con programas
especificos para determinacién de analitos con resultados inmediatos de concentracion.

CALIBRACION Y MATERIALES DE
REFERENCIA

El objetivo de la calibracién metrolégica de un

Lector de ELISA consiste en determinar el sesgo
instrumental y su correspondiente incertidumbre; como
ya se menciond anteriormente que un Lector de ELISA
es un espectrofotémetro especializado su calibracién también similar, pues ocupa

materiales de referencia opticos certificados.

En el caso de los lectores de ELISA la escala que se calibra es la fotométrica, la
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La prueba de
ELISA fue la
primera

prueba de
deteccion de
VIH

magnitud es la ABSORBANCIA y los materiales de referencia son filtros de densidad
neutra.

La variante en los filtros de densidad neutra, es su disefio ya que para poder ser
leidos por el Lector de ELISA son de forma circular y estin montados en una placa
metalica, de las mismas dimensiones que las microplacas donde realizan los ensayos de
ELISA.

Los filtros de densidad neutra estan certificados a diferentes longitudes de onda
con el objeto de cubrir el mayor porcentaje de ensayos de ELISA que se realizan,
tipicamente estas son: 405 nm; 450 nm; 490 nm; 550 nm; 620 nm; 630 nm; 690 nm; y
750 nm.

TRAZABILIDAD

De acuerdo al Sistema Internacional de Unidades se tiene:
Magnitud: Absorbancia
Unidad :1

Simbolo : «

La trazabilidad se tiene al Patrén Nacional de México mantenido por el
CENAM, CNM-PNF-3 (Absorbancia, Transmitancia y Longitud de Onda)

Las fuentes de incertidumbre minimas y basicas a considerar en la calibracién de
Lectores de ELISA son:
-Incertidumbre de los filtros de densidad neutra.
-Incertidumbre de la resolucién en absorbancia del Lectort.

-Incertidumbre de la repetibilidad.

Pueden considerarse otras fuentes de incertidumbre dependiendo de la

profundidad del analisis como ruido fotométrico, deriva, estabilidad, linealidad, etc.

APLICACION DEL LECTOR DE ELISA

Las pruebas o ensayos de ELISA son ampliamente utilizadas en muchas areas
ciencia y tecnologia por ejemplo en el area médica-clinica fue la primera prueba de
deteccion del VIH, y asi progresivamente se utiliza en la determinacién de otros virus,

bacterias, hormonas, etc.

En la industria alimentaria se aplican para la deteccion de alergenos en los
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Lector de
ELISA mide la
cantidad de luz
absorbida por la

muestra la cual
se basa en un
método
colorimétrico

alimentos 6 compuestos toxicos, por ejemplo la determinacién de clembuterol que es

un farmaco de uso restringido en la carne para consumo humano.

También en la industria agropecuaria este ensayo es muy util para

determinaciones de virus en patologias animales o en productos agticolas.

CONCLUSION

La prueba de ELISA se emplea para la deteccién de compuestos bioldgicos
(antigenos-anticuerpos), esta técnica emplea un espectrofotémetro especializado llamado
Lector de ELISA que mide la cantidad de luz absorbida por la muestra la cual se basa en
un método colorimétrico que proporciona la concentraciéon y u o presencia de los

compuestos.

De acuerdo con la normatividad de certificaciéon de las pruebas de ELISA, el
lector debe ser calibrado conforme a las directrices metrologicas de nuestro pafs,
cumpliendo con un programa de calibracion de acuerdo al frecuencia y uso del
instrumento, cabe mencionar la importancia de dar su mantenimiento preventivo antes

de la calibracion.

Las pruebas o ensayo de ELISA tienen gran aplicacion en areas que involucran
la salud de los seres vivos, por lo que el conocimiento tanto de la técnica como del

manejo del Lector es muy importante en la confiabilidad de los resultados.

Nuestro Laboratorio de Metrologia Optica ofrece el servicio de calibracién de
Lectores de ELISA aprobado técnicamente por el Centro Nacional de Metrologia
(CENAM) y acreditado por la Entidad Mexicana de Acreditacion (ema).
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