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RESUMEN

El objetivo de la presente tesis doctoral es el estudio, desarrollo y validacién de diferentes
métodos inmunoquimicos que permitan determinar contaminantes quimicos en alimentos de
origen vegetal y en agua, de manera que contribuyan a mejorar su calidad y por ende la

seguridad del consumidor.

Spirotetramat es un plaguicida de nueva generacidén altamente eficiente, comercializado
mundialmente para su uso como insecticida en multitud de cultivos agricolas. Tiene
propiedades sistémicas, ya que después de la absorcidn se transloca tanto a través del xilema
como del floema, gracias a que es transformado por la planta en spirotetramat-enol, mucho
mas polar. En consecuencia, la definicidon de residuo de este insecticida en alimentos de origen
vegetal para fines analiticos incluye también dicho metabolito. Por otro lado, anatoxina-a es un
alcaloide secundario con neurotoxicidad aguda que se pueden encontrar en agua dulce. Esta
toxina es producida por siete géneros diferentes de cianobacterias, y se ha detectado en lagos

y otras fuentes de agua de todos los continentes.

El analisis de sustancias como spirotetramat y anatoxina-a se lleva a cabo actualmente
mediante métodos cromatograficos como HPLC-MS. Estas técnicas presentan una elevada
sensibilidad y fiabilidad; sin embargo, requieren personal altamente cualificado y un
equipamiento caro y no portable. Una opcion complementaria son los métodos
inmunoquimicos, como el ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) o el inmunoensayo de
flujo lateral (LFIA, Lateral Flow ImmunoAssay), ya que son métodos de anadlisis rapidos y
econdmicos, y ademas son muy versatiles permitiendo adaptarlos a necesidades analiticas
particulares, como los ensayos de cribado de numerosas muestras o los ensayos portatiles con

lectura visual de los resultados.

A partir de una coleccién de bioconjugados y de anticuerpos de spirotetramat y de
anatoxina-a se caracterizd la afinidad y especificidad de los inmunorreactivos con el fin de
seleccionar parejas conjugado/anticuerpo aptas para el desarrollo de inmunoensayos tipo
ELISA y LFIA competitivos. Se optimizaron las condiciones de ensayo, y se llevé a cabo un
estudio de la influencia de diferentes factores fisicoquimicos sobre los pardmetros analiticos
de los ensayos seleccionados. Posteriormente se evalud la influencia de la matriz alimentaria,
particularmente uva, zumo de uva y vino, asi como de aguas de diferente procedencia, sobre la

sefial y la sensibilidad de los inmunoensayos.



La diferente afinidad de los anticuerpos hacia spirotetramat y spirotetramat-enol nos
llevé a optimizar el tratamiento de muestra, incluyendo una etapa de hidrélisis para
transformar spirotetramat en spirotetramat-enol de manera controlada, rdpida y cuantitativa.
De este modo se hizo posible aportar resultados en forma de suma de la concentracién de
ambos compuestos en la muestra, tal y como exige la legislacion vigente. Ademads, para la
extraccidon de residuos de este insecticida a partir de muestras de uva se puso a punto un
procedimiento empleando la tecnologia QUEChERS, y para la reduccién de interferencias de
vinos y zumos se utilizd polivinilpolipirrolidona. En el caso de las aguas, se aplicé una simple

filtracidn para eliminar particulas en suspensién.

Los inmunoensayos enzimdticos en microplaca optimizados para determinar de manera
competitiva residuos de spirotetramat presentaron valores de ICsy para spirotetramat-enol en
torno a 0.1 ng/mL, y limites de deteccién alrededor de 0.02 ng/mL. El estudio de la precision y
exactitud del método empleando muestras de alimentos dopados reflejd limites de
cuantificacion de 2.5 ng/mL para uva, zumos de uva y vinos, tanto blancos como tintos, muy
por debajo de los limites maximos de residuos autorizados en la Unién Europea para este
insecticida en dichos alimentos. Finalmente, un estudio comparativo con HPLC-MS/MS validé
el inmunoensayo estudiado para el analisis de residuos de spirotetramat en muestras de uva
en un amplio rango de concentraciones. En el caso de anatoxina-a, se optimizaron dos
inmunoensayos tipo ELISA competitivo, cuyos valores de ICsq estuvieron entre 0.5y 1.0 ng/mL,
con limites de deteccién por debajo de 0.1 ng/mL. El andlisis de diferentes tipos de aguas
fortificadas con anatoxina-a reveld que los inmunoensayos desarrollados permiten la

cuantificacién de esta cianotoxina entre 0.5 y 500 ng/mL.

Adicionalmente se optimizaron y caracterizaron ensayos inmunocromatograficos tipo tiras
reactivas, tanto para spirotetramat como para anatoxina-a, validos como técnicas portables y
rapidas para la determinacién semi-cuantitativa de estas sustancias toxicas en vino y aguas,
respectivamente. Siguiendo la normativa europea para métodos de andlisis rapidos frente a
pequefias moléculas organicas, se determind la sefial umbral para discernir las muestras
positivas, que superan la concentracion de cribado establecida, de las negativas. En el caso de
spirotetramat, el método desarrollado permite el cribado, tanto instrumental como visual, con
un intervalo de confianza del 99%, de muestras de vino a una concentracion de spirotetramat
mas spirotetramat-enol de 1000 ng/mL, equivalente al limite maximo de residuos. Para
anatoxina-a, las tiras inmunocromatograficas desarrolladas pudieron detectar muestras de
agua con 2 ng/mL de dicha cianotoxina con una fiabilidad del 99%, y muestras con 1 ng/mL con

una probabilidad del 40%, mientras que el limite de deteccion visual fue de 3 ng/mL.
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RESUM

L'objectiu de la present tesi doctoral és I'estudi, desenvolupament i validacié de diferents
meétodes immunoquimics que permeten determinar contaminants quimics en aliments
d’origen vegetal i en aigua, de manera que contribuisquen a millorar la seua qualitat i per tant

la seguretat dels consumidors.

Spirotetramat és un plaguicida de nova generacié altament eficient, comercialitzat
mundialment per a I'ds com insecticida en multitud de cultius agricoles. Té propietats
sistémiques, ja que en ser absorbit es transloca tant a través del xilema com del floema,
gracies a que és transformat per la planta en spirotetramat-enol, molt més polar.
Consequentment, la definicié de residu d’aquest insecticida en aliments d’origen vegetal amb
finalitats analitiques inclou també I'esmentat metabolit. D’'una altra banda, anatoxina-a és un
alcaloide secundari amb neurotoxicitat aguda que es pot trobar en aigua dolc¢a. Aquesta toxina
és produida per set géneres de cianobacteris diferents, i s’ha detectat en llacs i altres fonts

d’aigua de tots els continents.

L’analisi de substancies com spirotetramat i anatoxina-a es duu a terme actualment
mitjangcant métodes cromatografics, com HPLC-MS. Aquestes técniques presenten una elevada
sensibilitat i fiabilitat; tanmateix, requereixen personal altament qualificat i un equipament car
i no portable. Una opcié complementaria sén els méetodes immunoquimics, com I'ELISA
(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) o I'immunoassaig de flux lateral (LFIA, Lateral Flow
Immunoassay), ja que sén métodes d’analisi rapids i economics, i a més sén molt versatils, la
qual cosa permet adaptar-los a necessitats analitiques particulars, com son els assaigs per

destriar nombroses mostres o els assaigs portatils amb lectura visual dels resultats.

A partir d’una col-leccié de bioconjugats i d’anticossos de spirotetramat i d’anatoxina-a es
va caracteritzar I'afinitat i especificitat dels immunorreactius amb la finalitat de seleccionar
parelles conjugat/anticos aptes per desenvolupar immunoassaigs tipus ELISA i LFIA
competitius. S'optimitzaren les condicions d’assaig, i es va dur a terme un estudi de la
influencia de diferents factors fisicoquimics sobre els parametres analitics dels assaigs
seleccionats. Posteriorment, es va avaluar la influéncia de la matriu alimentaria,
particularment raim, suc de raim i vi, aixi com d’aiglies de diferent procedéncia, sobre el senyal

i la sensibilitat dels assaigs.

La diferent afinitat dels anticossos cap a spirotetramat i spirotetramat-enol ens va dur a

optimitzar el tractament de mostra mitjancant la inclusié d’una etapa d’hidrolisi per
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transformar spirotetramat en spirotetramat-enol de manera rapida, controlada i quantitativa.
D’aquesta manera es va fer possible aportar resultats en forma de suma de la concentracid
d’ambdds composts en la mostra, tal i com exigeix la legislacié vigent. A més a més, per
extraure residus d’aquest insecticida a partir de mostres de raim es va posar a punt un
procediment emprant la tecnologia QUEChERS, i per reduir interferencies de vins i sucs es va
utilitzar polivinilpolipirrolidona. En el cas de les aiglies, es va aplicar una simple filtracié per

eliminar particules en suspensid.

Els immunoassaigs enzimatics en microplaca optimitzats per determinar de manera
competitiva residus de spirotetramat presentaren valors d’ICs, per spirotetramat-enol al
voltant de 0.1 ng/mL, i limits de deteccié propers a 0.02 ng/mL. L’estudi de la precisio i
exactitud del metode emprant mostres d’aliments dopats va reflectir limits de quantificacié de
2.5 ng/mL per raim, sucs de raim i vins, tant blancs com negres, molt per sota dels limits
maxims de residus autoritzats per la Unié Europea per a aquest insecticida en els esmentats
aliments. Finalment, un estudi comparatiu amb HPLC-MS/MS va validar I'immunoassaig
estudiat per analitzar residus de spirotetramat en mostres de raim en un ampli rang de
concentracions. En el cas d’anatoxina-a, es van optimitzar dos immunoassaigs tipus ELISA
competitiu, els valors d’ICsy dels quals van estar entre 0.5 i 1.0 ng/mL, amb limits de deteccié
per davall de 0.1 ng/mL. L'analisi de diferents tipus d’aiglies fortificades amb anatoxina-a ens
va revelar que els immunoassaigs desenvolupats permeten quantificar aquesta cianotoxina

entre 0.5 i 500 ng/mL.

Addicionalment es van optimitzar i caracteritzar assaigs immunocromatografics, tipus
tires reactives, tant per spirotetramat com per anatoxina-a, valids com a técniques portables i
rapides per determinar semi-quantitativament aquestes substancies toxiques en vi i aiglies,
respectivament. Seguint la normativa europea per a métodes rapids front a petites molecules
organiques, es va determinar el senyal indicatiu del llindar per distingir les mostres positives,
que superen la concentracid de destriament establerta, de les negatives. En el cas de
spirotetramat, el métode desenvolupat permet el triatge, tant instrumental com visual, amb
un interval de confianca del 99%, de mostres de vi amb una concentracié de residu de 1000
ng/mL, equivalent al limit maxim de residus, expressada como la suma de spirotetramat més
spirotetramat-enol. Per anatoxina-a, les tires immunocromatografiques desenvolupades van
poder detectar mostres d’aigua amb 2 ng/mL de I'esmentada cianotoxina amb una fiabilitat
del 99%, i mostres amb 1 ng/mL amb una probabilitat del 40%, mentre que el limit de deteccid

visual va ser de 3 ng/mL.
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ABSTRACT

The aim of this doctoral thesis is the study, development and validation of different
immunochemical methods for determining chemical contaminants in produce and water, in a
way that they may contribute to improving food quality and therefore to assure consumer
safety.

Spirotetramat is a highly efficient new-generation pesticide, marketed worldwide for use
as insecticide in many agricultural crops. It has systemic properties, since short after
absorption it translocates through both the xylem and the phloem, thanks to the fact that it is
transformed by the plant into the much more polar spirotetramat-enol. Consequently, the
residue definition for this insecticide in foods of plant origin with analytical purposes also
includes said metabolite. On the other hand, anatoxin-a is a secondary alkaloid with acute
neurotoxicity that can be found in fresh water. This toxin is produced by seven different
genera of cyanobacteria, and has been detected in lakes and other water resources on all
continents.

The analysis of substances like spirotetramat and anatoxin-a is currently carried out by
chromatographic methods like HPLC-MS. These techniques are highly sensitive and reliable;
however, they require highly qualified personnel and expensive, non-portable equipment.
Nowadays, the immunochemical methods, such as the ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay) or the LFIA (Lateral Flow ImmunoAssay), constitute excellent complementary analytical
options to instrumental strategies, since they are fast and inexpensive analytical methods, and
are also very versatile so they can be adapted to particular analytical needs, such as screening
assays for large numbers of samples or portable tests with visual reading of the results.

The antibody affinity and specificity from a collection of spirotetramat and anatoxin-a
immunoreagents was characterized in order to select conjugate/antibody pairs suitable for the
development of competitive ELISA and LFIA tests. The assay conditions were optimized, and a
study of the influence of different physicochemical factors over the analytical parameters of
the selected immunoassays was carried out. Subsequently, the influence of the food matrix,
particularly grape, grape juice and wine, as well as water from different sources, over the assay
signal and sensitivity was evaluated.

The different affinity of the available antibodies towards spirotetramat and spirotetramat-
enol led us to optimize the sample treatment procedure, so a hydrolysis step to transform
spirotetramat into spirotetramat-enol in a controlled, rapid and quantitative way, was
included. Thus, it was possible to provide results in the form of the sum of the concentration of

both compounds in the sample, as required by current legislation. In addition, a procedure
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using QUEChERS technology was developed to extract residues of this insecticide from grape
samples, and polyvinylpolypyrrolidone was used to reduce interferences from wines and
juices. In the case of waters, a simple filtration was applied to remove suspended particles.

Microplate enzyme immunoassays that were optimized to competitively determine
spirotetramat residues showed ICs, values for spirotetramat-enol around 0.1 ng/mL, and limits
of detection around 0.02 ng/mL. Precision and accuracy studies with these immunoassays
using fortified food samples reflected limits of quantification of 2.5 ng/mL for grapes, grape
juices and wines, both white and red, well below the maximum residue limits authorized by
the European Union for this insecticide in such foodstuffs. Finally, a comparative study with
HPLC-MS/MS validated the studied immunoassay for analyzing spirotetramat residues in grape
samples within a wide range of concentrations. In the case of anatoxin-a, two competitive
ELISA tests were developed, whose ICsy values were between 0.5 and 1.0 ng/mL, with limits of
detection below 0.1 ng/mL. The analysis of different types of water that had been fortified
with anatoxin-a revealed that the developed immunoassays can quantify the target cyanotoxin
between 0.5 and 500 ng/mL.

Additionally, immunochromatographic assays were optimized and characterized as
dipsticks for portable and rapid semi-quantitative determination of spirotetramat or anatoxin-
a in wine or water, respectively. Following the European regulation for rapid screening
methods against small organic molecules, the signal cut-off threshold was determined in order
to distinguish the positive samples, which exceed the established screening target
concentration, from the negative ones. In the case of spirotetramat, the developed method
allowed the screening, both instrumentally and visually, of wine samples with a 99%
confidence interval at a residue concentration of 1000 ng/mL, which is equivalent to the
maximum residue limit, expressed as the sum of spirotetramat plus spirotetramat-enol. For
anatoxin-a, the developed immunochromatographic strips were able to detect, with 99%
reliability, water samples at 2 ng/mL of said cyanotoxin, and samples with 1 ng/mL with a

probability of 40%, while the visual limit of detection was 3 ng/mL.
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1. INTRODUCCION

La agricultura ha sido la “profesidn” mas antigua que el ser humano ha experimentado a
lo largo de su vida. Tradicionalmente, y en el mejor de los casos hasta el ultimo siglo en que se
ha desarrollado y llevado a cabo de manera muy artesanal sin la presencia de sustancias
guimicas que en su momento eran desconocidas. Probablemente, en algin momento hemos
escuchado y sobre todo participado de una u otra manera de la agricultura tradicional donde la
aplicacion de la fuerza fisica era la herramienta principal para producir los alimentos, pero que
hoy en dia, debido al incremento acelerado de la poblacién mundial y con el ritmo de vida que
llevamos actualmente, estamos en la necesidad de producir los alimentos a una mayor escala,
acelerando el tiempo de produccion y con ello la implementacién de lo que hoy conocemos
como agricultura moderna o mecanizada. Es por esto que durante los Ultimos afios los paises
han recurrido a la aplicacién de agroquimicos (fertilizantes, herbicidas, fungicidas, insecticidas,
etc.) para la producciéon y conservacion de alimentos, que permitan cumplir con los objetivos
de la alimentacién.

Sin embargo, el uso de agroquimicos, en muchos casos, ha representado un alto coste,
exponiéndonos frecuentemente y acarreando con ello problemas graves de salud,
contaminacién ambiental, aparicién de plagas resistentes, entre otros, que aun desconocemos.
El desafio para la ciencia y en concreto para todos los centros de investigacién que se dedican
constantemente al cuidado y evaluacién de los alimentos, es hacer que estos lleguen en las
condiciones idoneas a nuestra mesa cumpliendo de esta manera los debidos controles de
seguridad y fitosanitarios que la reglamentacion exige.

Con lo mencionado anteriormente y gracias a las grandes empresas, se han desarrollado
una gran variedad de insecticidas, herbicidas, acaricidas, fungicidas, entre otros, para combatir
insectos, malas hierbas, dcaros, hongos, etc. El uso correcto y en las dosis recomendadas de
dichas sustancias, no deberian representar un problema para la salud, ya que las instituciones
publicas y/o privadas son las encargadas de establecer los limites maximos de residuos (LMR)
que cada alimento puede contener debido a que durante la precosecha y postcosecha han sido
utilizados con el objetivo prolongar la vida util, asi como también impedir en lo posible que
estos sean atacados por agentes externos como los ya descritos en este parrafo.

Sin embargo, y de manera lamentable por las malas experiencias suscitadas durante los
Ultimos afios respecto a alimentos contaminados y con elevada presencia de sustancias
quimicas han saltado las alarmas para que el consumidor en general tenga un motivo mds que

suficiente de repulsidon a la hora de hacer la compra y sobre todo al consumirlos. De esta
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manera, aparecen recientemente los “alimentos ecoldgicos o alimentos organicos”, pero équé
tan confiable son estos alimentos?, ¢éexiste fraude?; pues son las preguntas que muchas veces
nos planteamos dado que nuestro cerebro ya no concibe que un alimento sea producido sin la
aplicacién de productos agroquimicos que hoy por hoy son imprescindibles para el control de
plagas.

La necesidad de mejorar la calidad y cantidad de las cosechas basado en el rendimiento
de los campos agricolas y hatos ganaderos con el fin de alimentar a una poblacién humana en
constante crecimiento, nos ha obligado a desarrollar una agricultura intensiva, que descansa
entre otras cosas, en la lucha sin cuartel contra todas las plagas que se oponen a la produccion
agricola y agropecuaria con los mejores estandares de calidad de sus alimentos. Hoy no se
concibe una agricultura moderna y eficaz sin el empleo de plaguicidas, promotores del

crecimiento animal, fertilizantes sintéticos y biocidas de todo tipo.!

1.1. Residuos agroquimicos en alimentos

Existe bastante confusidn en ciertos ambientes entre contaminantes y residuos en
alimentos, por lo que conviene diferenciarlos. Contaminante es cualquier sustancia o cuerpo
extrafio (xenobidtico) que por alguna circunstancia llega al organismo animal o vegetal, al
alimento o al medioambiente y permanece en él constituyendo un riesgo para la salud, la
economia o el equilibrio ecoldgico. En cambio, residuo es toda sustancia quimica que, como
consecuencia de las actividades humanas para la produccién de alimentos, llega al alimento o
pienso y, de forma directa o indirecta, pone en peligro la salud del ser humano, su bienestar o
el de los animales. Como se deduce de estas definiciones el concepto de contaminante es
mucho mas amplio que el de residuo.’

Los contaminantes que pueden encontrarse en los alimentos se dividen atendiendo a su

naturaleza bioldgica o inerte, en dos apartados:

e Bioldgicos o bidticos: Microorganismos, toxinas microbianas, zooparasitos, excretas y
restos de animales, etc.
e Quimicos o abidticos: Plaguicidas, metales pesados, medicamentos, productos

industriales y radiontclidos.

Dentro de los contaminantes quimicos o abidticos destacan los plaguicidas que se usan
profusamente en la agricultura moderna. De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) son “productos empleados para destruir o repeler los seres que intervienen en la

transmisién de enfermedades, que destruyen la produccion vegetal y animal o que originan
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molestias dificultando el bienestar humano”. En 1986 la Organizacién de las Naciones Unidas
para la Alimentacidén y la Agricultura (ONUAA), o mas conocida como FAO, define como
plaguicida a “toda sustancia o mezcla de sustancias empleada para prevenir, destruir o
controlar cualquier plaga, incluidos los vectores de enfermedades humanas y animales, las
especies nocivas que danan o interfieren en la produccidn, procesado, almacenamiento,
transporte o mercadeo de los alimentos, las condiciones agricolas, la madera y sus productos y
los piensos animales, asi como las que se administran a los animales para el control de
insectos, aracnidos u otra plaga corporal”.® Los plaguicidas deben ser efectivos sin provocar
lesiones humanas o en los propios cultivos.

Los plaguicidas pueden ser de naturaleza quimica y bioldgica. Entre los primeros existen
alrededor de 1000 principios activos con las cuales se producen 30000 formulados. Los
plaguicidas bioldgicos tienen 195 principios activos y con ellos se fabrican hasta 780 productos
diferentes. Esta gran cantidad de mezclas fabricadas a partir de diferentes principios activos a
los que se asocian excipientes o diluyentes denominados ingredientes inertes que constituyen
una gran proporcion del producto y cuyos efectos nocivos superan frecuentemente los del
propio ingrediente activo, hace que sea dificil su manejo, de ahi que existan diferentes
clasificaciones, que favorecen el trabajo de las personas que interactian con ellos, ademas de
tener cierto control sobre los efectos, el ambiente y la salud.*

En general, los plaguicidas se clasifican en funcién de algunas de sus caracteristicas
principales, como son la toxicidad aguda, la vida media, la estructura quimica y su uso. En
1978, la OMS establecid una clasificacion basada en su peligrosidad o grado de toxicidad
aguda, definida ésta como la capacidad del plaguicida de producir un dafio agudo a la salud a
través de una o multiples exposiciones en un periodo de tiempo relativamente corto.” Segun
su toxicidad la OMS clasifica los plaguicidas (Tabla 1.1) como extremadamente peligrosos (la),
altamente peligrosos (Ib), moderadamente peligrosos (lI) o ligeramente peligrosos (lll), o
también relacionados con su vida media y su persistencia como pueden ser permanentes si no
desaparecen, persistentes si resisten mas de 20 meses, de persistencia moderada entre 1y 18

meses de vida media, o no persistentes si no permanecen al pasar 12 semanas.®
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Tabla 1.1. Clasificacion de los plaguicidas segln su toxicidad, expresada en DLsy (mg/kg).

Clase Toxicidad Ejemplos

Clase IA Extremadamente peligrosos Paration, dieldrin
Clase IB Altamente peligrosos Eldrin, diclorvos
Clase Il Moderadamente peligrosos DDT, clordano
Clase Ill Ligeramente peligrosos Malatién

Los compuestos quimicos que se utilizan en la proteccidn de los cultivos reciben el
nombre genérico de plaguicidas o pesticidas. Estos compuestos, segln su efectividad particular
contra insectos, acaros, ratas, caracoles, o nematodos, reciben los nombres especificos de
insecticidas, acaricidas, raticidas o rodenticidas, caracolicidas o molusquicidas, y nematicidas,
respectivamente. También se incluye a los herbicidas y fungicidas que se utilizan para combatir
las malezas y las enfermedades fungicas, respectivamente.” Hoy en dia los plaguicidas se usan
para controlar una gran variedad de plagas antes de que estas puedan dafar los cultivos. Los

mas utilizados son los herbicidas, fungicidas e insecticidas.

1.1.1. Los herbicidas

El uso de herbicidas ha causado cambios significativos en los sistemas de produccidn de
todos los principales cultivos a nivel mundial. El control quimico altamente efectivo de las
malezas ha reemplazado el control manual, animal y mecanico, ha aumentado la
productividad, y también ha permitido el desarrollo de granjas de mayor extensidon y una
mejora substancial para los agricultores. Sin embargo, los herbicidas no han tenido solamente
el resultado en la extincidon de malas hierbas, sino que también han causado, junto con otros
factores influyentes una continua seleccion de plantas resistentes. Como consecuencia, estas
plantas con tales propiedades de supervivencia pueden convertirse en dominantes y
distribuirse en dreas cada vez mas grandes.® Los primeros casos de resistencia a herbicidas se
informaron alrededor de 1970, desde entonces la resistencia de las malezas mono vy
dicotiledéneas a los herbicidas se ha convertido en un problema creciente en todo el mundo. A
finales de 2010, la encuesta internacional de malezas resistentes a herbicidas registré 348
biotipos resistentes a herbicidas, con 194 especies de malezas, 114 dicotiledéneas y 80

monocotiledéneas.’
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1.1.2. Los fungicidas

El primer fungicida que se descubrié a principios del siglo XIX fue lima-azufre, presentado
por William Forsyth y recomendado para el control de las enfermedades de los arboles frutales

1011 £l termino fungicida no solamente se refiere a un producto que

de mildiu polvoriento.
tiene la capacidad de destruir hongos, sino que incluye también todos aquellos compuestos
gue pueden proporcionar resistencia a la planta huésped o que convierten el medio en un
lugar inadecuado para el desarrollo y crecimiento del organismo infeccioso. El siguiente hito
fue el introducido por Millardet en 1885 de la mezcla de Burdeos, una preparacién a base de
cobre utilizado para combatir el patégeno de mildiu recién introducido Plasmopara viticola en
vifiedos."

Los primeros fungicidas organicos (compuestos organomercuriales) fueron introducidos
para el tratamiento de semillas de cereales a principios del siglo XX, y desde los compuestos
organicos de la década de 1930, como los ditiocarbamatos y las ftalimidas se han convertido
en herramientas importantes para el control de enfermedades de plantas. El modo de accién
de estos fungicidas se describe como “multisitio” ya que inhiben simultdneamente un rango de

enzimas y estructuras celulares y proporcionan una proteccion preventiva de las plantas contra

diversas enfermedades de forma sistémica, en la superficie de la planta.*

1.1.3. Los insecticidas

Los insecticidas constituyen recursos de primera importancia contra las plagas, tanto
porque sus efectos son mas rapidos que cualquier otra forma de represién como por ser
facilmente manejables. Se considera que su utilizacién, conjuntamente con la de otros
plaguicidas, ha jugado un rol importante en el incremento de la productividad agricola de las
ultimas décadas, sobre todo en los paises mas tecnificados. En la actualidad se cuenta con una
gran cantidad de compuestos insecticidas con caracteristicas toxicoldgicas, fisicas y quimicas
muy diversas. Miles de nuevos productos son investigados anualmente en busca de nuevas
propiedades y algunos de ellos llegan a incorporarse al mercado después de muchos afos de
experimentacion. Entre los paises productores de insecticidas mas importantes estan los
Estados Unidos, Alemania, Japdn, Rusia, Suiza, Italiay Holanda.’

Las primeras aplicaciones de insecticidas modernos fueron tan especuladoras que muchas
esperanzas se cifraron en la posibilidad de erradicar las principales plagas.
Desafortunadamente después de algo mas de cuatro décadas de aquellos resultados
extraordinarios, se ha podido comprobar que los problemas causados por las multiples plagas

no han desaparecido y, por el contrario, en muchos casos se han agravado. La utilizacién de los
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insecticidas trajo consigo fendmenos nuevos, no previstos, como el desarrollo de resistencias y
la aparicién de nuevas plagas por la destruccién de sus enemigos naturales.

En la actualidad la pérdida de eficacia, aparicion de nuevas plagas, contaminacion del
medioambiente, destruccién de la fauna silvestre, y los peligros de intoxicacién, son
fendmenos comunes ligados al uso de insecticidas. A pesar de todo ello, la agricultura
moderna dificilmente podria mantener rendimientos altos sin el uso razonable de estos
productos. Muchos de los problemas citados se han derivado del mal empleo y uso excesivo de
insecticidas y plaguicidas en general. Aun hoy, mucha gente, incluyendo agricultores vy
profesionales no bien enterados, cree que el combate de las plagas por medio de insecticidas
es algo simple y basta con seguir las instrucciones de los envases o, lo que es peor, creer que
"si poco es bueno, mucho es mejor". De esta manera aumentan dosis innecesariamente o
mezclan productos sin ninguna racionalidad, para estar seguros de no fallar con el tratamiento.

La era de los insecticidas modernos en la agricultura se inicié inmediatamente después de
terminada la segunda guerra mundial. El descubrimiento de la accién insecticida del dicloro
difenil tricloroetano (DDT) en 1939 y del hexacloruro de benceno (BHC) en 1941 permitio su
uso para combatir insectos vectores de enfermedades que afectaban a las tropas aliadas.
Rapidamente su uso se extendid al combate de plagas agricolas y del ganado, y aflos mas tarde
su uso se habia generalizado en casi todos los paises del mundo. Al grupo de los insecticidas
clorados pronto se unié el grupo de los fosforados, posteriormente los carbamatos y mas
recientemente los piretroides estables.’

Haciendo referencia al autor citado en el ultimo parrafo, los insecticidas presentan
grandes variaciones en cuanto a su estabilidad quimica y fisica, lo que afecta al tiempo y las
condiciones de su almacenamiento, asi como su efecto residual en la planta. Expuestos al
medio ambiente, los insecticidas con alta tension de vapor resultan volatiles y se disipan mas
rapidamente que aquellos con baja tensiéon de vapor. Por otro lado, los factores fisicos,
quimicos y bioldgicos del medio ambiente también influyen marcadamente en la estabilidad y
persistencia de los productos. Entre estos factores se encuentran la temperatura, luz, radiacién
ultravioleta, los agentes oxidantes, hidrolizantes y reductores y el pH del medio; asi como los
fermentos y los microorganismos desintegradores.

En la utilizacién de un insecticida es importante considerar que el efecto residual
prolongado confiere un mayor periodo de proteccién a las plantas, pero al mismo tiempo
afecta mds gravemente la fauna benéfica y dificulta su recuperacién, incrementa el peligro de
los residuos toxicos sobre las plantas y requiere de un mayor intervalo entre la ultima
aplicacion y la cosecha. Lo contrario puede indicarse para los productos de escaso poder

residual.
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1.2. Spirotetramat

1.2.1. Descripcion

En los uUltimos afos, tres insecticidas con nuevo modo de accién han sido desarrollados
por Bayer CropScience AG: spirodiclofen, spiromesifen y spirotetramat. Los tres insecticidas se
derivan de tiolactomicina, un producto natural que es un antibiético de tiolactona inicialmente
aislado de una bacteria del suelo, Nocardia sp.***

Spirotetramat, abreviado como SP en la presente tesis doctoral, es un nuevo insecticida
que pertenece quimicamente a la clase del &cido tetramico espirociclico y derivados.*®” SP es
el nombre registrado de cis-4-(ethoxycarbonyloxy)-8-methoxy-3-(2,5-xylyl)-1-azaspiro[4.5]dec-
3-en-2-one (IUPAC), con un peso molecular de 373.48 g/mol. SP es activo contra los insectos
que chupan y perforan, como los dcaros, pulgones y moscas blancas, al actuar como inhibidor
interrumpiendo la biosintesis de lipidos. Es un insecticida sistémico que penetra en las hojas de
las plantas cuando se rocia. En las plantas se hidroliza a la forma endlica mediante la escisién
del grupo etoxicarbonilo central. El enol es mas estable debido a que el doble enlace estd en
conjugacién con el grupo amida y el anillo del benceno.’®*

SP es un insecticida de tipo sistémico que se aplica a la planta y es absorbido por las hojas,
tallos, corteza y raices. Ademads, SP tiene propiedades de translocacidn; es decir, una vez que
ha penetrado en la planta, la molécula se hidroliza a su forma de enol en la posicién C-4, y
como acido débil mas polar, este compuesto puede moverse tanto acropetalmente via xilema
como basipetalmente via floema.” De esta manera los agentes activos del insecticida circulan
por la savia haciéndola téxica para los insectos que intentan succionarla.”® Esta propiedad
incrementa su eficacia en cualquier parte de la planta, aportando protecciéon a los nuevos

brotes u hojas que aparecen después de la aplicacién,” y permitiéndole acabar con las plagas

que son dificiles de alcanzar, como el chinche harinero de la uva Planococcus ficus.

1.2.2. Caracteristicas fisicoquimicas

El aspecto de SP es de color blanco a beige claro, disponible en estado sélido o en forma
liquida, su olor es débil, con un valor de pH 4.5 y con una densidad de 1.07 g/cm® a 20 °C.
Respecto al umbral olfativo, no presenta olor caracteristico tanto de la sustancia activa pura
como la fabricada. Su coeficiente de particidon n-octanol/agua a 20 °C 'y pH 7 es Kow 324 y su
presion de vapor extrapolable 5.6x10° Pa a 20 °, 1.5x10® Pa a 25 °Cy de 1.5x10° Pa a 50 °C, la
densidad relativa de la sustancia activa purificada a 20 °C es de 1.23, la temperatura de fusiéon
a presidn atmosférica es de 142 °C, su temperatura de auto-inflamacién no se ha observado

hasta el punto de fusién (mayor a 40 °C dado que el principio activo es un sélido) o hasta la
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temperatura maxima de prueba, 401 °C. SP no es explosivo y no tiene propiedades oxidantes.
El principio activo es bastante soluble en disolvente polar organico como diclorometano,
dimetilsufléxido o acetona y ligeramente soluble en solventes no polares como n-hexano. Su
solubilidad en agua depende del pH y varia de 19.1 mg/L, a pH 9, a 33.5 mg/L a pH 4. Posee
una constante de disociacidén acido-base (pKa) a 25 °C de 10.7. Su estabilidad permite el
almacenamiento en condiciones practicas y comerciales. En definitiva, las propiedades indican

que no se deben tener problemas particulares cuando se utiliza como se recomienda.?**

1.2.3. Toxicidad

Los valores de referencia toxicoldgicos establecidos para SP también son aplicables a los
metabolitos. La Autoridad Europea para la Seguridad de los Alimentos (EFSA, del inglés
European Food Safety Authority) concluye que la ingesta de residuos a corto y largo plazo
resultante del uso de SP en el grupo de frutas y bayas pequefias de acuerdo con lo previsto, es
poco probable que las practicas agricolas represente un riesgo para la salud de los
consumidores.

En el afio 2016 la EFSA evalud el perfil toxicoldogico de SP en el marco de la revision por
pares en virtud del Reglamento (CE)N° 1107/2009 donde los datos fueron suficientes para
derivar una Ingesta Diaria Aceptable de 0.05 mg/kg de peso corporal por dia y una Dosis de
Referencia Aguda de 1.0 mg/kg de peso corporal. Ademas, en dicho informe se presenta el
estudio del metabolismo de SP en cultivos primarios; se investigd en grupos de frutas de,
raices, hojas y legumbres/oleaginosas, después de aplicaciones foliares.

La toxicidad se mide a través de la dosis letal media (DLsy) o de la concentracion letal
media (CLsg). Sobre su toxicidad oral aguda es mayor a 2000 mg/kg (ratas hembras), su
toxicidad cutanea es mayor a 4000 mg/kg (macho/hembra). Respecto a la toxicidad aguda por
inhalacidn es mayor a 3 mg/L con un tiempo de exposicidn de 4 h en forma de aerosol liquido.
Basado en un estudio respecto a la evidencia global de una serie de pruebas in vitro e in vivo,
SP no es mutagénico/genotdxico y tampoco es carcinogénico sobre estudios de alimentacién
de por vida en ratas y ratones. SP causd toxicidad en el desarrollo solo a niveles de dosis
tdéxicos para las ratas, causando retraso en el crecimiento fetal, ademas de la histopatologia

. , , . 2221
testicular observada después de la exposicidon subcrdnica y crénica.”™

Ambos parametros
(DLsp y CLsp), varian conforme a multiples factores como la presentacién del producto (sélido,
gel, liquido, gas, polvo, entre otros), la via de entrada (oral, dérmica, respiratoria), la
temperatura, la dieta, la edad, el sexo. Al basarse en la observacién de especies animales, es
importante sefialar que estos indicadores no proporcionan informacién sobre los efectos

, . . . .. , 2
crénicos, ni sobre la citotoxicidad de algiin compuesto.”
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1.2.4. Spirotetramat-enol y otros metabolitos

Luego de la absorcion por el organismo, SP es transformado a una forma mads polar,
llamada spirotetramat-enol (SP-enol), mediante la hidrdlisis del grupo etil carbonato (Figura
1.1). Dicha hidrélisis también ocurre en el medioambiente debido a que SP es un compuesto
termolabil que se degrada a temperatura ambiente, y mas aun bajo condiciones alcalinas. SP-
enol es el metabolito principal de SP, pero no es el Unico, también se forman otros derivados
menores como SP-enol-glucdsico (SP-glu), SP-cetohidrdoxido (SP-ceto) y SP-monohidréxido (SP-

mono).*

OH

Figura 1.1. Estructuras quimicas de spirotetramat (izquierda) y spirotetramat-enol
(derecha).

Las principales reacciones metabdlicas implican la escisién hidrolitica del grupo
etilcarbonato para formar el SP-enol, que se degrada aun mds por oxidacién o reduccion para
formar los metabolitos SP-ceto y SP-mono.* %

Estudios previos sobre la evaluacion de los residuos y basado en los documentos
1607/V1/97 de la Comision Europea de 1999, y las recomendaciones establecidas en los
informes JMPR (Joint Meeting on Pesticide Residues) de la FAO y la OMS del aiio 2004 y 2007,
se estudid el metabolismo de SP en cuatro grupos de plantas; semillas oleaginosas
(legumbres), semillas de algoddn y cultivos frondosos de lechuga, hortalizas de raiz (papa) y
cultivos frutales (manzana). Los estudios se realizaron con un total de 2 a 3 aplicaciones
foliares. En todos los casos el SP fue el componente predominante de los residuos, que
representaron entre el 20% y el 72% de residuo radioactivo total (TRR) en la mayoria de las
muestras, excepto en las semillas de algodén y las hortalizas de raiz donde casi no se detectd y
los residuos estaban compuestos principalmente por el metabolito SP-enol con un 40% a 66%
de TRR. El metabolito SP-enol y su conjugado glucurénico también se identificaron
principalmente en lechuga, hojas de algodén y manzana. Los otros dos metabolitos SP-ceto y
SP-mono representaron menos del 20% en todos los cultivos.

Sobre la base de estos estudios, la definicién de residuo de SP para la evaluacién de
riesgos se ha propuesto como la suma de SP, SP-enol, SP-glc, SP-ceto y SP-mono, expresada

como SP, suponiendo que todos los metabolitos son de toxicidad similar.”’ No obstante, para
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fines analiticos practicos la definicidn de residuo en productos de origen vegetal se ha limitado
a la suma de SP y SP-enol expresada como SP, ya que ambos compuestos representan la mayor
parte de los residuos. Ademds, como los residuos de SP no son estables en condiciones de
almacenamiento congelado y se degradan a SP-enol, es necesario incluir este metabolito en la

definicion del residuo para monitoreo.*

1.2.5. Usos agroquimicos

Los plaguicidas se aplican exhaustivamente en vifiedos ya que son un cultivo sensible,
sujeto al ataque de muchas plagas, las mismas que pueden disminuir la produccién de uva y
vino causando importantes pérdidas econdmicas.”® Ademads, se aplican mediante diversos
métodos en actividades de tipo forestal, granjas, habitats acuaticos, vias y carreteras, zonas
urbanas y jardines, entre otros.

SP se comercializa bajo el nombre de Movento para uso mundial contra la mosca blanca,
afidos, escamas y otras plagas de insectos chupadores de cultivos agricolas.”® Su eficacia de
aplicacién varia de bueno a excelente en un amplio espectro de plagas incluidos los pulgones
(Aphis spp., Myzus spp., Dysaphis spp., Toxoptera spp., Phorodon humuli), Pemphigidae
(Eriosoma spp., Pemphigius spp.), pulgones de raiz (Phylloxera spp.), psilidos (Psylla spp.,
Paratrioza cockerelli), escamas (Ceroplastes spp., Pulvinaria spp., Aonidiella spp.,
Quadraspidiotus spp., Orthezia praelonga), insectos harinosos (Pseudococcus spp., Planococcus
spp.) y moscas blancas (Bemisia spp., Trialeurodes vaporariorum). Debido a que no presenta
reactividad cruzada con otras clases quimicas existentes, SP tendrad un gran valor y serd una
nueva herramienta muy Util para manejar la resistencia a los insecticidas en muchos cultivos y
plagas en todo el mundo.

Actualmente, SP se esta utilizando mundialmente en cultivos de frutas de pepita, frutas
de hueso, citricos, uvas, almendras, nueces, lUpulo, té, verduras, algoddn y frutas tropicales.19
Ademads se estd empezando a utilizar en India, China, EE.UU. y Brasil para frenar la expansién
del dragdén amarillo o HLB (Candidatus Liberibacter spp.) puesto que esta destruyendo los
cultivos de citricos. EL dragdn amarillo es considerada la enfermedad mads destructiva para los
citricos en el mundo debido ya que causa la muerte del arbol de forma inevitable. Esta bacteria
es transmitida por un insecto, denominado psilido asiatico de los citricos (Diaphorina citri), en

30-31

climas calientes y por el psilido Trioza erytreae en climas mas frios. De esta manera, la

aplicacion de SP permite erradicar a sus vectores principales.
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1.2.6. Legislacion

La Unién Europea (UE), el 20 de noviembre de 2013, mediante su reglamento de
ejecucion (UE) N°1177/2013, aprobd la comercializaciéon de SP para uso fitosanitario con
arreglo al Reglamento de la comision Europea (CE) N°1107/2009 del parlamento Europeo y del

Consejo.*

De esta manera la sustancia activa SP, especificada en el anexo | de dicho
reglamento, quedo aprobada en las condiciones fijadas.

El limite maximo de residuos (LMR), es la concentracién maxima de residuos del
ingrediente activo o metabolito de un plaguicida en un producto agricola, expresada en
miligramos de sustancia quimica por kilogramo de producto (mg/kg) o partes por millén (ppm).
La EFSA, ha definido el residuo de SP para fines analiticos en frutas y hortalizas como la suma
de SP y SP-enol. Seguin la Regulacién (EC) 822/2009, aprobada por la Comisidn Europea el 27
de agosto de 2009 y revisada en el afio 2016 donde se propone 2 mg/kg como LMR para SP

uva de mesa y de vinificacién.>

1.3. Anatoxina-a

1.3.1. Descripcion

La anatoxina-a (2-acetil-9-azabiciclo[4.2.1]non-2-eno) es una amina secundaria biciclica
cuyo estereoisdmero dextrogiro es el que se encuentra en la naturaleza (Figura 1.2). Esta
considerada una de las cianotoxinas mas tdxicas que se pueden encontrar en agua dulce.** El
primer caso confirmado de intoxicacidn por anatoxina-a se produjo en Canada en los afios 60,
donde causd la muerte de ganado vacuno. En aquel momento, debido a su elevada toxicidad,
se denomind a la sustancia causante todavia no identificada como Very Fast Death Factor,
debido a que inyectada intraperitonealmente en ratones, éstos morian en menos de cinco
minutos.” La elevada potencia que tiene anatoxina-a como neurotoxina (DLs, intraperitoneal
en ratones: 250 pg/kg) se debe a que es un agonista de la acetilcolina, uniéndose de forma
irreversible al receptor nicotinico de acetilcolina a nivel intramuscular, lo que bloquea el canal
de sodio e impide la repolarizacién de la membrana, causando sobreestimulacion muscular

que provoca convulsiones, paralisis y finalmente la muerte por parada cardiorrespiratoria.*
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Figura 1.2. Estructura quimica de (+)-anatoxina-a.

Las neurotoxinas cianobacterianas por tanto interfieren con el sistema nervioso,
interrumpiendo la propagacién normal del nervio impulsor de las neuronas a los musculos. A
pesar de que aln no se ha documentado ninglin evento mortal en humanos por la ingestién de
anatoxina-a, es elevado el riesgo potencial, sobre todo para poblaciones como las ubicadas en
la zona de México Oeste y grandes lagos de los EE.UU. y Canada,* asi como en algunas
regiones de Nueva Zelanda, Francia, Alemania y Australia, en donde la anatoxina-a es la

3839 Quizas el caso

biotoxina encontrada con mas frecuencia y a concentraciones mas elevadas.
mas llamativo de entre los recientes fue en noviembre de 2013 que consistid en la muerte
repentina de mas de 100 alces cerca de un abrevadero artificial en un area rural de una
pequefia localidad de Nuevo México en EE.UU. Ademas, existen evidencias considerables de
intoxicaciones en seres humanos por la ingesta accidental de esta cianotoxina que han
terminado en cuadros clinicos incapacitantes, principalmente por bafiistas y personas que
realizan actividades recreativas en lagos y rios.***

Las floraciones de cianobacterias pueden crear numerosos problemas estéticos vy
relacionados con la salud. Las floraciones causan una ofensa a los olores y claridad del agua
dulce reducida, lo que resulta una disminucién del valor recreativo de lagos y embalses
afectados. La aparicién y eventual colapso y descomposicion de las floraciones de
cianobacterias pueden conducir a un agotamiento significativo del oxigeno disuelto
incrementando las concentraciones de amoniaco en el agua, provocando la muerte de peces.*
Los tratamientos de agua potable también pueden verse afectados negativamente. Prevenir la

formacién de floraciones es el método mads eficiente para evitar cianobacterias vy

contaminacion por toxinas del agua potable.

1.3.2. Incidencia

Las cianobacterias son un grupo de algas procariotas (tanto unicelulares como
pluricelulares) que realizan fotosintesis oxigénica con un registro fosil desde el Precambrico.

Desde entonces han tenido mucho tiempo para propagarse por todos los ambientes acudticos
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de todas las partes de la tierra, en sus lagos, rios, lagunas, humedales, mares, e incluso algunas
viven de forma subaérea en una diversidad de sustratos y emplean la humedad atmosférica.
Se encuentran distribuidas en todos los continentes y en todas las latitudes; algunas de sus
especies habitan en condiciones muy extremas, como manantiales termales por encima de 80
°C, en rocas de desiertos extremadamente cdlidos o extremadamente frios, regiones
tropicales, en la Antartida, lagos hipersalinos, pantanos o en biotopos de zonas volcanicas.”**

El desarrollo mundial de las floraciones (periodo de grandes crecimientos de algas y otros
microorganismos que pueden afectar la calidad del agua y al funcionamiento de los sistemas
acudticos) de cianobacterias ha aumentado significativamente en el medio marino y aguas
continentales desde finales del siglo pasado debido a la eutrofizacion del agua. Este fendmeno
se ve favorecido por la capacidad de las cianobacterias planctdnicas para sintetizar vesiculas de
gas que les permite flotar en la columna de agua. Ademas, las cianobacterias benténicas que
proliferan en el fondo de lagos, rios y aguas costeras forman esteras densas cerca de la costa.
La proliferacion masiva es de interés publico con respecto a la capacidad de ciertas
cianobacterias para producir compuestos hepatotdxicos y neurotdxicos que pueden afectar la
salud publica, actividades humanas y animales salvajes.*

La anatoxina-a y su andlogo la homoanatoxina-a son producidas por un elevado niumero
de especies de cianobacterias. La distribucién de cianobacterias productoras de estos
compuestos es mundial e incluye cianobacterias plancténicas filamentosas como
Dolichospermun spp., Aphanizomenon spp., Cuspidothrix issatschenkoi, Planktothrix rubescens,
Oscillatoria spp., Arthrospira fusiformis y varias Oscillatoria spp. bentdnicas, asi como
Phormidium favosum, entre otras. Todas ellas son capaces de producir estas neurotoxinas, y se
han identificado tanto en aguas dulces como en aguas salobres/marinas en casi todas las
regiones geograficas del planeta.

En condiciones naturales, la concentracién de anatoxina-a disuelta en el agua liberada por
estos microorganismos suele ser muy baja, entre 0.1 y 10 pg/L; sin embargo, esos valores
tienden a incrementarse cuando la floracién envejece o empieza a declinar. Asi pues, la
liberacion de la toxina parece ocurrir principalmente, o de manera exclusiva durante la
senescencia, muerte v lisis celular, mas que por excrecién continua al entorno.*

Diferentes cepas de cianobacterias con varios niveles de produccidn de neurotoxinas
aparecen y pueden coexistir en el mismo depésito de agua.”’ Por ejemplo, el 25% de las
muestras recolectadas en lagos alemanes y los reservorios fueron positivos.*® Sin embargo, en
lagos finlandeses y portugueses, en aguas naturales y reservorios artificiales de agua dulce,

aproximadamente el 60% de las cepas fueron capaces de producir anatoxina-a y el rango de
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concentracién en la biomasa de cianobacterias fue muy amplio (0.06-24.6 pg por cada gramo
de peso seco).**°

Debido a la ausencia de estudios toxicoldgicos rigurosos, son pocos los paises que han
establecido regulaciones sobre los niveles maximos permisibles de anatoxina-a en aguas. En
EE.UU., algunos estados han adoptado como valor provisional de referencia 1 pg/L como nivel
maximo aceptable de esta cianotoxina en aguas de abastecimiento publico, y de 75 pg/L en
aguas de uso recreativo.”® Otros paises, como Canadd y Nueva Zelanda, consideran como
valores guia de seguridad concentraciones de anatoxina-a en agua potable de 3.7 y 6.0 pg/L,
respectivamente.” Haciendo referencia a los niveles maximos permisibles mencionados
anteriormente, se ha llegado a registrar concentraciones superiores a 1 mg/L de anatoxina-a
libre, un valor al menos 100 veces superior al recomendado por los diferentes organismos
oficiales considerando que el agua potable se atribuye a su papel excepcional como base para
la vida, con un consumo diario en el rango de litros, de tal manera que las personas eviten la
exposicién cuando esta contaminada.>

Respecto a la regulacién sobre la presencia de anatoxina-a en alimentos, son pocos los
paises donde existe algun tipo de legislacion. En EE.UU., sélo California proporciona valores
guia de seguridad de cianotoxinas en pescado para consumo humano, estableciendo como

umbral de seguridad una concentracién de anatoxina-a de 1100 ng/g (peso humedo).>?

En Espafia, las aguas superficiales son la principal fuente de agua potable y recreativa,
siendo la mayor parte de esta agua almacenada en depdsitos. Los lagos no son abundantes y
los rios estan en su mayoria represados con el objetivo de almacenar agua para los meses de
verano cuando la lluvia es muy escasa o practicamente ausente en algunas regiones. No
obstante, en los ultimos afios se ha demostrado que las microcistinas estan bastante

extendidas en el pais, pero no se dispone de datos sobre la incidencia de anatoxina-a.>**°

1.4. Métodos analiticos instrumentales

1.4.1. Determinacion de spirotetramat en alimentos

Una de las principales etapas de vigilancia en la seguridad quimica de los alimentos, es la
obtencidn de datos acerca de los niveles de determinadas sustancias que pueden estar
presentes en los alimentos (contaminantes, residuos, aditivos, entre otros). La obtencién de
estos datos es el resultado de un proceso minucioso que comienza con la seleccién y
validacién de un método analitico cuya ejecucidn ha de ser controlada de manera permanente.

Para una correcta seleccién de un método analitico (entendido como método el conjunto
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sucesivo de las fases indicadas de extraccidn, purificacion, determinacion, deteccién y/o
cuantificacion), es preciso considerar todos aquellos factores que pueden influir en la validez
del resultado, en relacién a los motivos que dan origen a su demanda.

Cualquier método analitico antes de ser utilizado debe ser validado; es decir, se realizan
las comprobaciones que aseguran que el método es cientificamente correcto en las
condiciones en que va a ser aplicado. En el proceso de validacion se comprueban sus
caracteristicas técnicas en cuanto a selectividad y sensibilidad, linealidad, limites de deteccién,
determinacidon o cuantificacion, exactitud y precisidn, siguiendo normas internacionales o
directivas comunitarias.> El proceso para determinar la exactitud de los métodos se lleva a
cabo con materiales de referencia certificados, si es posible, o con muestras enriquecidas
artificialmente en el caso de no disponer de los materiales de referencia adecuados. La
precision del método se calcula mediante el andlisis repetido de una misma muestra.
Idealmente, los porcentajes de recuperacion obtenidos se deben mantener en el intervalo 80-
120%, y los coeficientes de variacion deben ser inferiores al 20%.

El andlisis de residuos y contaminantes en los alimentos supone la determinacién de
sustancias que se encuentran en cantidades muy pequefias (del orden de mg/kg o pg/kg) en
matrices muy complejas, generalmente sdélidas o semi-sélidas. Por lo tanto, generalmente es
preciso realizar en primer lugar una extraccion cuantitativa de la sustancia y/o purificar, y a
veces concentrar, el extracto obtenido antes de proceder a su deteccion y cuantificacion. La
extraccién y purificacion previas se realizan mediante diferentes procedimientos segun el tipo
de muestra; como por ejemplo, la extraccién en fase liquida (LPE) con disolventes organicos,
extraccién en fase solida (SPE), extraccion en fase sélida dispersa (dSPE), extraccion con fluidos
supercriticos, etc.”

Se conoce que la cromatografia permite separar los componentes de una mezcla por
interaccion simultdanea de los mismos con una fase estacionaria y una fase movil, por lo que
resulta ideal para muestras que contienen varios tipos de residuos. Es por ello que para
realizar el anadlisis de residuos de plaguicidas normalmente se recurre a las técnicas
cromatograficas, como son la cromatografia de liquidos de alta eficacia (HPLC) y la
cromatografia de gases (GC). Para el andlisis de residuos de SP se han descrito métodos
basados en ambos métodos cromatograficos.

Hoy en dia se han desarrollado una serie de métodos para el analisis de SP, SP-enol y
otros metabolitos en distintas matrices alimentarias mediante una técnica cromatografica u
otra, que dependiendo de la complejidad de la matriz, ésta es tratada de una u otra forma. En
tal virtud, la gran mayoria de los métodos que se pueden encontrar y que se han descrito para

el analisis de SP en alimentos son multirresiduo, los mismos que hacen referencia a alguna
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técnica cromatografica con deteccion por espectrometria de masas, siendo el niumero de
analitos por cada método desde unos pocos hasta muchos.

Estudios sobre la persistencia de residuos de SP se han llevado a cabo en chili, algodén y
mango>**® ya que es importante obtener la mayor cantidad de informacién para determinar el
intervalo de seguridad previo a la cosecha para que los residuos de plaguicidas en el producto
cosechado tengan una concentracion por debajo de los LMR. Los residuos de SP y SP-enol se
extrajeron y se purificaron utilizando el método QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective,
Rugged and Safe). Otro ejemplo, el realizado en la India por Mohapatra y colaboradores,*
quienes determinaron la presencia de SP, SP-enol e imidacloprid en uva. Las muestras fueron
extraidas y purificadas por el método QUEChERS y analizadas por cromatografia de gases con
espectrometria de masas.

Sin embargo, las técnicas cromatograficas convencionales a pesar de su elevado poder
analitico, presentan varios inconvenientes lo que las hace poco aptas para algunas
aplicaciones; es asi, que éstos métodos no resultan ser los mds adecuados cuando se desea
realizar un analisis rapido de una sola especie en un elevado conjunto de muestras. Asimismo,
su utilizacién requiere de equipos altamente sofisticados y por ende de un elevado coste, por
lo que deben ser manejados y controlados por personas altamente capacitadas y cualificadas.
Por otro lado, y desde el punto de vista mds prdctico, es necesario realizar un tratamiento
previo de las muestras incluyendo en todos los casos una etapa de extraccién con disolventes
organicos acompafiada de la etapa de limpieza, incrementando ain mas el coste y el impacto
ambiental. Con todos los inconvenientes descritos, se hace mas que necesario la busqueda de
métodos analiticos rapidos, seguros, sencillos y fiables a la hora de empleados, ademas de ser
portatiles y econdmicos para complementar de esta manera las técnicas cromatograficas mas

habituales.

1.4.2. Determinacion de anatoxina-a en aguas

Del grupo de biotoxinas de origen cianobacteriano, la anatoxina-a fue la primera en ser
estructuralmente elucidada. Desde entonces, los métodos analiticos para su identificacion se
han ampliado y sobre todo mejorado de manera notable, a tal punto de constituirse en una de
las principales herramientas con las que disponen las autoridades competentes para poder
garantizar la seguridad de los ciudadanos.

Los métodos cromatograficos son altamente capaces de determinar varios analitos de
manera simultanea, con gran sensibilidad, selectividad y reproducibilidad. En el caso de las
biotoxinas debido al caracter polar de la mayoria de ellas, la cromatografia en fase liquida es la

utilizada de manera mas amplia como método de separacion que la cromatografia en fase
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gaseosa. Pese a las modernas prestaciones que actualmente poseen los equipos
cromatograficos, la anatoxina-a particularmente es un analito dificil de analizar, debido a su
caracter polar, tamafio pequefio y ausencia de grupos fluorescentes. La Tabla 1.2 muestra
algunas técnicas analiticas cromatograficas de referencia para la determinacién de anatoxina-
a.

Tabla 1.2. Técnicas cromatograficas para la deteccién y cuantificacidon de anatoxina-a

Método Preparacion de la Referencia
analitico Matriz LOD/LOQ muestra bibliografica
Agua 0.2/0.58 pg/L WCX SPE 60
HPLC-FLD Pescado 80/170 ng/g WCX SPE 60
Agua 5-7 ug/L MCX SPE 60
GC-MS Agua 2 ng/mL SPME 61
CZE+MEKC Cianobacteria 1-4 ug/mL Extracto crudo 62
Agua Solo Sin tratamiento 61
MALDI-TOF
deteccion
LC-MS/MS Agua <0.5 pg/L MCX SPE 6
1.9/5.0 . L.
UPLC-MS/MS Agua Filtraciéon + 39
ng/mL concentracién

HPLC: Cromatografia Liquida de Alta Eficacia; FLD: Deteccion de Fluorescencia; GC-MS: Cromatografia de
Gases-Espectrometria de Masas, CZE+MEKC: Electroforesis en Zona Capilar + Cromatografia
Electrocinética Micelar, MALDI-TOF: Espectrometria de Masas por lonizacion/Desorcion Asistida por
Matriz con Tiempo de Vuelo, LC-MS/MS: Cromatografia Liquida con Espectrometria de Masas en
Tdndem, UPLC-MS/MS: Cromatografia Liquida de Eficacia Ultraelevada-Espectrometria de Masas, SPE:
Extraccion en Fase Solida, SPME: Microextraccion en Fase Solida, WCX: Intercambio Cationico Débil,
MCX: Intercambio Catidnico Mixto.

1.5. Métodos inmunoquimicos aplicados al andlisis de pequeifias moléculas orgdanicas

1.5.1. Antecedentes historicos

Las técnicas para la determinacién de contaminantes organicos en alimentos son
fundamentalmente de dos tipos: cromatogrificos y de reconocimiento molecular.”® El
reconocimiento molecular es el fenédmeno mediante el cual una especie quimica es reconocida
e identificada selectivamente por un receptor adecuado. Entre los sistemas biolégicos en que
se da este tipo de procesos estan las enzimas, anticuerpos o receptores celulares capaces de
identificar de manera selectiva a un sustrato, antigeno u hormona, respectivamente.64

Los métodos de reconocimiento molecular, basados en técnicas que emplean receptores,
ya sean estos aptameros, polimeros de impresién molecular, proteinas de membrana o

transportadoras y muy especialmente anticuerpos, son considerados la mejor opcién cuando

~ 37 ~



es necesario realizar un elevado nimero de analisis en tiempos cortos o en entornos poco
dotados técnicamente. En este sentido, los métodos inmunoanaliticos o inmunoensayos se
basan en la unidn selectiva, reversible y no covalente entre un antigeno y un anticuerpo que lo
reconoce con una elevada afinidad.

El concepto de inmunoensayo se describidé por primera vez en 1945 cuando Landsteiner
sugirié que los anticuerpos podrian unirse selectivamente a moléculas pequefias (haptenos)
cuando se encontraran conjugadas con una molécula transportadora mas grande.” Este
concepto especifico de hapteno fue mas tarde explorado por Yalow y Berson a finales de la
década de 1950, y tuvo lugar en un inmunoensayo aplicado a la monitorizacidn de insulina en

humanos.®®®’

Dicho trabajo prepard el escenario para el avance rapido de los métodos
inmunoquimicos para uso clinico. La primera aplicacién de los métodos inmunoquimicos hacia
los plaguicidas no fue sino hasta 1970 cuando Centeno y Johnson desarrollaron anticuerpos
selectivamente para el malation.®® Afios mas tarde se desarrollaron radioinmunoensayos para
. . . . 69-70 . . .
aldrin y dieldrin, y para paration. Posteriormente en 1972, Engvall y Perlman introdujeron

el uso de enzimas como etiquetas para inmunoensayo.’*”?

Desde entonces, y debido a la gran
versatilidad para adaptarse a multiples formatos de ensayo, los métodos inmunoquimicos han
encontrado un gran numero de aplicaciones, tanto a nivel analitico como preparativo sobre
todo en aquellos casos en los que es necesario el andlisis rapido de un gran numero de
muestras o para realizar determinaciones preliminares fuera del laboratorio.”

Hoy en dia, estos métodos alternativos se presentan como una gran opcidn para su uso y
aplicacion en multiples campos, siendo su principal caracteristica el ser rapidos, y entre cuyas
ventajas estan la posibilidad de liberar lotes rdpidamente, ahorro de coste, una importante
disminucién del trabajo manual, optimizacidn y racionalizacidon del recurso humano, uso de
equipos semiautomaticos o automaticos, facilidad en la ejecucién de los ensayos, analisis de
cantidades importantes de muestras, menor uso de espacios en los laboratorios, bajo impacto
ambiental, rapidez en la entrega de los resultados, disponibilidad de ensayos sensibles y con
un bajo limite de deteccidn, y optimizacién de los recursos.”*”®

Una de las principales caracteristicas de los inmunoensayos, es su elevada capacidad de
analisis de muestras, lo cual los hace particularmente adecuados para estudios de monitoreo a
gran escala. Ademas, los métodos inmunoquimicos tienen la ventaja de adaptarse a una serie
de formatos de ensayo, de este modo es posible desarrollar inmunoensayos de bajo coste,
portatiles y faciles de usar. Su principal inconveniente son las interferencias, pero
generalmente se pueden evitar por la dilucion simple de la muestra; sin embargo, las

interferencias causadas por los componentes de la matriz pueden variar de una muestra a

otra, especialmente en muestras de alimentos. Dentro de las desventajas de estos métodos
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alternativos se podria decir la falta de disponibilidad de reactivos adecuados y la escasa
regulacién oficial. En general se utilizan como métodos cualitativos o semi-cuantitativos. No
obstante lo anterior, la tecnologia inmunoquimica hoy en dia estd suficientemente avanzada
para que algunos inmunoensayos se puedan usar para obtener resultados cuantitativos con
sensibilidad, exactitud y precisidn similares o mayores que otros métodos analiticos. Por otro
lado, hay que tener en cuenta que el inmunoensayo claramente no es el mejor método
analitico para todo tipo de analitos, en todas las situaciones; por ejemplo, la cromatografia de
gases sigue siendo el método de eleccidn para el andlisis de compuestos volatiles. Sin
embargo, la tecnologia de inmunoensayos es importante para el analista porque le sirve de
complemento para los métodos clasicos, proporcionando asi una estrategia analitica adicional
para muchos compuestos y quizas el Unico analisis analitico razonable de eleccion para

otros.”®”’

1.5.2. Inmunorreactivos

Lo primero que se debe hacer para desarrollar un método inmunoquimico, es la
obtencidn de anticuerpos especificos para el analito de interés, que habitualmente se lleva a
cabo mediante la inmunizacién de animales de laboratorio. Por otro lado, cuando el analito de
interés es un compuesto de bajo peso molecular, como es el caso del insecticida SP y la
cianotoxina anatoxina-a, no tiene actividad inmunogénica por lo que para obtener anticuerpos
es necesario preparar conjugados en los que un analogo de la molécula de interés quede unido
covalentemente a una molécula de gran tamafio transportadora que si es inmunogénica. No
obstante, dicho acoplamiento solo es posible si la molécula contiene algin grupo quimico
reactivo o activable. Por otro lado, si este es el caso, puede ser interesante mantener dicho
grupo quimico accesible para su interaccién con el anticuerpo. En consecuencia, se impone la

necesidad de sintetizar un andlogo funcionalizado de la molécula de interés.

1.5.2.1. Haptenos

Un hapteno es una sustancia quimica de pequefio peso molecular (menor de 2000 Da)
qgue por si misma no induce a la formacion de anticuerpos (no es inmunogénica) pero que
puede ser reconocida por un anticuerpo (es antigénica). Sobre su aplicacidon y contexto en los
inmunoensayos para moléculas pequefias, el término hapteno se utiliza para designar a un
compuesto sintético capaz de imitar la estructura quimica del analito problema a detectar y

que al mismo tiempo permite el acoplamiento a una proteina. Dicho en otras palabras, el
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hapteno es el que permite la obtencién de anticuerpos capaces de reconocer al analito debido
a la similitud estructural entre ellos.

La capacidad de generar anticuerpos de exquisita especificidad y afinidad, juega un papel
critico en una gran variedad de campos que van desde anticuerpos cataliticos hasta el
inmunodiagnéstico,”® y para ello es fundamental un correcto disefio de haptenos. En la década
de 1920, Karl Landsteiner, examind la posibilidad de si un anticuerpo anti-hapteno podia
unirse a otros haptenos con estructura ligeramente distinta dando lugar a una reaccién
cruzada. Para ello estudié las modificaciones que permitian o prevenian una reaccién cruzada
aportando de esta manera informacion sobre la especificidad de la interacciéon antigeno-
anticuerpo. El trabajo realizado por Landsteiner demostrd la gran especificidad del sistema
inmunitario para reconocer pequefias variaciones estructurales en los haptenos, asi como la
enorme cantidad de epitopos (porcion de una molécula que es reconocida por el sistema
inmunitario) capaces de ser identificados.”® Mediante el uso de métodos fisicoquimicos, los
quimicos han ayudado a definir a nivel molecular la relacién entre la estructura de un hapteno
y las propiedades de unidn de los anticuerpos que un hapteno genera. La especificidad y
afinidad, son dos propiedades de los anticuerpos que continta fascinando hoy en dia a los
guimicos, tanto como intrigaron a Karl Landsteiner.

De la estructura quimica de los haptenos sintetizados dependerdn en gran medida las
propiedades de los anticuerpos que se producen por parte del organismo inmunizado, razén
por la que esta primera etapa correspondiente a la sintesis de haptenos merece especial
atencién y se convierte asi, en la mayoria de los casos, en la etapa determinante para
desarrollar inmunoensayos. En tal virtud, el hapteno debe poseer una estructura quimica lo
mas parecida al analito de interés, pudiendo preservar los principales grupos de la molécula,
su conformacion, distribucion electréonica y las propiedades hidrofdbicas de la molécula

.78 De esta manera resulta légico pensar que, si el hapteno es muy similar al analito,

origina
los anticuerpos generados hacia dicho hapteno deberan reconocer también al analito con
elevada afinidad y especificidad.

El acoplamiento quimico de un hapteno a una proteina transportadora genera un
conjugado hapteno-portador que constituye el inmundgeno. La inmunizacién con tal
conjugado produce anticuerpos especificos para tres tipos de antigenos: anticuerpos contra el
hapteno, anticuerpos contra el portador y anticuerpos contra el hapteno y el portador.®* Por
ello, para favorecer la obtencién de anticuerpos contra el hapteno es importante separarlo de
la proteina mediante un brazo espaciador, evitando también el enmascaramiento de ciertas

partes del hapteno por proximidad al sitio de unién con la proteina. Ademads, es importante

que el brazo espaciador no contenga elementos fuertemente inmunogénicos por si mismos,

~ 40 ~



como son anillos aromaticos, dobles enlaces conjugados o heteroatomos, ni tampoco que sea
excesivamente polar, lo que podria cambiar la distribucion electrénica de la molécula y desviar
la respuesta inmunitaria hacia el brazo espaciador en lugar de hacia la parte del hapteno que
imita al analito. La aproximacién mas extendida es la introduccion de una cadena
hidrocarbonada lineal totalmente saturada de entre 3 y 6 atomos de carbono.

Para el acoplamiento (conjugacion) es necesario que el hapteno posea grupos
funcionales, tales como —COOH, —NH,, —OH o —SH, capaces de reaccionar con alguno de los
grupos disponibles en las cadenas laterales de los aminoacidos de las proteinas
transportadoras. Landsteiner propuso que “la especificidad de un anticuerpo se dirige
fundamentalmente hacia la porcidn del hapteno mas alejada del brazo espaciador que une el
hapteno a la proteina transportadora”,®” sugiriendo que la regién de la molécula més alejada a
la proteina estaria mas accesible durante la respuesta inmunitaria, permitiendo al anticuerpo
interaccionar fuertemente y desarrollar un paratopo (sitio de unién) mas restrictivo. Por ello,
dicho grupo funcional debe estar localizado en el extremo del brazo espaciador. El grupo
funcional mas habitual es el grupo carboxilo dada la facilidad de conjugacién que éste presenta
con los grupos amino libres de los aminoacidos basicos de las proteinas portadoras,

fundamentalmente lisinas, a través de la formacidon de un enlace amida.

1.5.2.2. Bioconjugados

Para la obtencidn de anticuerpos contra un determinado hapteno es necesario que su
acoplamiento a una proteina sea de manera covalente, de tal forma que al utilizar el complejo
proteina-hapteno como inmundgeno, se desencadene la respuesta inmunitaria deseada.
Ademas, para favorecer la generacidn de anticuerpos hacia el hapteno y no hacia la proteina
conviene que la densidad hapténica, o relacion molar hapteno-proteina (RM), sea elevada. Son
los grupos funcionales del hapteno que definen la seleccién del método que se utilizara para
conjugar el hapteno a los grupos funcionales del portador.®

El analisis de proteinas a través de un inmunoensayo se puede realizar mediante ensayo
tipo sandwich, ya que debido a su gran tamafo poseen varios epitopos que permiten la unién
de varias moléculas de anticuerpo a una molécula de proteina de manera simultanea. En
cambio, los compuestos de bajo peso molecular constituyen un Unico epitopo, y por lo tanto
no pueden interaccionar de manera simultdnea con dos moléculas de anticuerpo. La estrategia
que se sigue en este caso es recurrir a ensayos competitivos mediante la utilizaciéon de
antigenos que mimetizan el analito y que compiten con el analito libre por unirse al

anticuerpo. Generalmente dichos competidores son conjugados proteicos de haptenos
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sintéticos. Por lo tanto, a parte del inmundgeno, se requiere la preparacion de un tipo de
conjugado proteina-hapteno adicional, los conjugados de ensayo.

La RM de un conjugado proteina-hapteno es un pardmetro cuya determinacién es
considerada de interés, debido a que su valor 6ptimo es diferente en funcion de su finalidad.
Por ejemplo, un conjugado con fines de inmunizacién requiere un valor moderadamente
elevado de RM y poder favorecer la exposicion del hapteno al sistema inmunitario, mientras
que para conjugados destinados a ser empleados en inmunoensayos competitivos, es
recomendable un valor mas moderado de RM. La RM puede estimarse mediante
espectrometria UV/vis cuando el hapteno absorbe radiacién en esta region del espectro
electromagnético. Por otro lado, la elevada capacidad actual de los equipos que hacen uso de
técnicas como espectrometria de masas MALDI-TOF permite una medida precisa de la masa de
macromoléculas, por lo que éstas también pueden emplearse para el cdlculo de la densidad
hapténica de un conjugado.®

Las proteinas que se utilizan con mayor frecuencia para la conjugacion covalente de los
haptenos son las albiminas, seroalbimina bovina (BSA), ovoalbumina (OVA), conalbimina
(CONA) y seroalbumina humana (HSA). Los criterios de seleccién se basan en su elevada
inmunogenicidad, solubilidad y facilidad de conjugacidn. Algunas de las caracteristicas mas
destacables por las que la BSA es la proteina mas utilizada son: elevado nimero de residuos de
lisina disponibles, tolerancia a cargas hapténicas altas sin pérdida de solubilidad, elevada
estabilidad fisica y quimica, disponibilidad y bajo coste. Asimismo, con esta proteina se facilita
la determinacidn del nimero de moléculas acopladas, y ademads, presenta amplia tolerancia a
diferentes disolventes organicos, en los cuales normalmente son solubles los haptenos, tales

como piridina, DMSO y DMF.*®

1.5.2.3. Anticuerpos

Los anticuerpos, conocidos también como inmunoglobulinas, son glicoproteinas
generadas por los sistemas inmunitarios de animales vertebrados para combatir entidades
extrafias que pueden dafiar al huésped. Son producidos por linfocitos B, y estan programados
para identificar y eliminar especialmente el agente invasor. En humanos hay cinco clases
diferentes de anticuerpos (IgG, I1gM, IgA, 1gD e IgE) que se caracterizan en funcién de su
estructura, funcién y localizacién. Las IgG son la clase de inmunoglobulinas mas abundante,
representando el 80% del total de las inmunoglobulinas en suero. Se considera la opcién mas
interesante para las aplicaciones en inmunoquimica debido a su alta tasa de sintesis, tamafio

pequefio y estabilidad.®’
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Tipicamente, una IgG esta compuesta por dos cadenas pesadas idénticas (de 50 kDa cada
una) y dos cadenas ligeras idénticas (de 25 kDa cada una), que estan estabilizadas y conectadas
entre si mediante enlaces disulfuro entre cadenas e intracadenas. Ademas, las dos cadenas
pesadas estan asociadas a polisacaridos. Los anticuerpos tienen dos funciones fundamentales,
de reconocimiento y unién de antigenos, que llevan a cabo mediante los extremos
aminoterminales de las cadenas, de secuencia variable y de la que depende la especificidad, y
una funciéon efectora, realizada por el extremo carboxiterminal de las cadenas pesadas, en el
fragmento constante de la molécula, que difiere segun se trate de cadenas ligeras k o A.%

El anticuerpo esta formado por una regién correspondiente al fragmento cristalizable (Fc)
y dos regiones correspondientes al fragmento de unidn al antigeno (Fab) conectadas entre si
por una region bisagra (Figura 1.3). Funcionalmente, en la regidn Fc es donde estan localizadas
las funciones efectoras (unién del complemento, uniéon a receptores en macréfagos o
receptores celulares) y los sitios de glicosilacion, desempefiando un papel importante durante
la activacidon de la respuesta inmune. En cambio, en cada regidn Fab se localiza el sitio de unidn
al antigeno. La regién de la bisagra imparte flexibilidad a los brazos Fab que se requiere para
interactuar eficientemente con el antigeno. En general, los dos brazos de unién del antigeno,

junto con la region constante, forman una estructura en forma de Y.

Zona de enlace (:’

st % Enlace azufre-azufre

%
s,
Zona de enlace Reg_ién
del complemento flexible
Zona de enlace Regién del
del macréfago vastago

Lado carbohidrato |
de la cadena

Figura 1.3. Representacion esquematica de una inmunoglobulina tipo IgG.

La mayor parte de la estructura del anticuerpo es constante y sélo los extremos de los
fragmentos Fab presentan regiones variables. En base a la composicidn de aminoacidos de
cada cadena, estas se subdividen en regiones constantes y variables. Los extremos variables de
la cadena ligera y la cadena pesada se denominan V, y V,, respectivamente. En esta zona se
produce la interaccidon con el antigeno, por lo que constituye la porcidn mas pequeiia del
anticuerpo necesaria para su actividad, proporcionando un grado excepcional de versatilidad.
Cada cadena pesada y cadena ligera contiene tres regiones hipervariables (HV) o regiones

determinantes de complementariedad (CDR) separadas entre si por cuatro regiones marco
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(FR). La diversidad en la union al antigeno es aportada por las CDR que contienen altos niveles
de variaciones de aminodcidos en comparacién con las FR que se conservan de forma
comparativa en la naturaleza.

Los anticuerpos se pueden clasificar en tres tipos diferentes: policlonales, monoclonales y
recombinantes. Los anticuerpos policlonales (pAbs) son una mezcla heterogénea de
anticuerpos producidos por diferentes linfocitos B en respuesta a un antigeno. Debido a su
heterogeneidad, los pAbs tienen afinidades y especificidades diferentes hacia multiples sitios o
epitopos en el antigeno. Los pAbs son los mas faciles de generar y producir. Para generarlos,
primero un huésped adecuado se inmuniza con el antigeno seleccionado (a intervalos
deseados) para inducir a los linfocitos B a producir inmunoglobulinas capaces de reconocer ese
antigeno. Generalmente se usan adyuvantes junto con el antigeno para aumentar la respuesta
inmunitaria al antigeno. Una vez que se genera un titulo de anticuerpo deseado (niveles de
anticuerpos especificos en el suero del huésped), se recoge sangre del animal, se separa el
suero (llamado antisuero) y se aislan los anticuerpos mediante precipitacion de proteinas v,
ocasionalmente es posible una mayor purificacion mediante cromatografia de afinidad. El
animal mds utilizado para obtener pAbs es sin duda el conejo, por su intensa respuesta a
inmundgenos, por aportar una cantidad importante de suero, y por ser facil de manejar y
estabular. No obstante, también se usan cabras, ovejas, ratas, perros y burros, entre otros
mamiferos. De manera alternativa, los pAbs pueden producirse en pollos. La forma
predominante de anticuerpo de pollo es la inmunoglobulina Y (IgY). Cuando se inmuniza un

9

pollo, se generan anticuerpos séricos que se transfieren a la yema de huevo.* Estos

anticuerpos se acumulan en altas concentraciones en la yema de huevo (como IgY) y por tanto
pueden aislarse facilmente.”*

Los anticuerpos monoclonales (mAbs) se producen utilizando la tecnologia de hibridomas
desarrollada por Niels K. Jerne, Georges J. F. Kohler y César Milstein, basada en la
inmortalizacion de linfocitos B, y por la que se les concedié el Premio Nobel en Fisiologia o
Medicina en 1984. La produccidn de mAbs utilizando dicha tecnologia es un proceso de trabajo
intensivo y de multiples etapas que requiere meses de dedicacion desde la inmunizacién hasta
la clonacién y estabilizacidon definitiva del hibridoma. Los pasos basicos involucrados son la
preparacion del antigeno, la inmunizacién de los animales hasta obtener titulos apropiados, la
recoleccidn del bazo de los huéspedes inmunizados, la fusidn de linfocitos con mielomas para
la generacidon de hibridomas, su seleccidn y subclonacién, y finalmente, la expansion del
hibridoma y la purificacién de los anticuerpos producidos a partir del sobrenadante de cultivo.

Los protocolos de inmunizacién y fusién celular pueden variar de un laboratorio a otro, pero

en general los huéspedes reciben inyecciones con el inmundégeno en una emulsidon con

~ 44 ~



adyuvante cada 2-3 semanas después de la inmunizacién inicial.”*®* El animal mas utilizado es
el ratdn ya que genera anticuerpos de muy elevada afinidad y especificidad, es pequefio y por
lo tanto facil de manejar y estabular, y sobre todo porque existen todo tipo de reactivos
disponibles para la generacién de mAbs de ratdn (como por ejemplo los mielomas de ratén
genéticamente adecuados para la fusion celular) y para su uso en inmunoensayos.

Los anticuerpos recombinantes (rAbs) son la udltima generacion de anticuerpos,
producidos utilizando técnicas de biologia molecular y/o tecnologia de ADN recombinante. En
2018, la importancia de este enfoque fue reconocida por la concesién del Premio Nobel en
Quimica a Gregory P. Winter y George Smith por sus contribuciones al desarrollo de elementos
clave para el cribado y la ingenieria de anticuerpos. Esta tecnologia requiere recuperar y
amplificar genes de anticuerpos, combinarlos y clonarlos en un vector adecuado para generar
bibliotecas de anticuerpos de presentacién molecular.”

Los pAbs, mAbs y los rAbs poseen distintas ventajas e inconvenientes. La eleccion de
generar un tipo particular de anticuerpo u otro se reduce a unos pocos criterios esenciales, es
decir, los costos asociados, el tiempo de generacidn y la aplicacidon prevista del anticuerpo

generado. Algunas diferencias claves se destacan en la Tabla 1.3.

Tabla 1.3. Ventajas y limitaciones de diferentes tipos de anticuerpos.

Anticuerpo Anticuerpo

Caracteristicas policlonal Anticuerpo monoclonal recombinante

Tiempo de produccion Corto Largo Corto a moderado

Facilidad de produccion Muy facil Dificil Facil

Costo de produccidn Bajo Moderado a alto Bajo a moderado

Estabilidad Alta Moderada Depende del
formato

Numero de animales Alto Moderado Bajo a ninguno

necesarios para la

produccién

Variaciones de lote a lote Si No No

Suministro Limitado llimitado llimitado

Analisis detallado de Imposible Posible Posible

anticuerpos
Especificidad del epitopo

Poliespecifico

Monoespecifico

Monoespecifico

Especificidad del antigeno Moderada Alta Alta
Afinidad Variable Moderada a alta Moderada
Generacion de anticuerpos  Imposible Posible Posible
del isotipo deseado

Capacidad de reticular Si No No
antigenos

Modificacién genética Imposible Posible sélo cuando se  Posible

convierte a rAb
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1.5.3. Métodos inmunoanaliticos

El principio de los inmunoensayos se basa en la interaccidon antigeno-anticuerpo; la unién
de ellos es un proceso reversible en el que estan involucradas interacciones no covalentes.”
Los reactivos estdn en un estado de equilibrio que se caracteriza por la ley de la accién de
masas. Las primeras aplicaciones de los inmunoensayos en laboratorios clinicos a menudo
implicaban la deteccidn con compuestos radiactivos. Estos radioinmunoensayos (RIA) han sido
reemplazados por inmunoensayos enzimaticos (EIA), que ofrecen una deteccién de antigenos
facil y no peligrosa para la salud. Para ello, las moléculas enzimaticas se conjugan con
anticuerpos primarios o secundarios, o con analogos del analito. Un anticuerpo que se une
especificamente a su antigeno se denomina anticuerpo primario y un anticuerpo que se une a
un anticuerpo se llama anticuerpo secundario. Cuando se afade el sustrato adecuado, la
enzima cataliza la produccién de un producto final coloreado, que se puede visualizar y
cuantificar. Las enzimas mas utilizadas son la fosfatasa alcalina (AP) y la peroxidasa de rabano
picante (HRP).”

Los inmunoensayos se pueden clasificar en funcién de si es necesario o no separar el
complejo anticuerpo-antigeno del anticuerpo y del antigeno libres para la obtencidon de una
sefial que se pueda correlacionar con la concentracién de antigeno. Cuando la deteccidn de la
sefial se realiza a partir de la mezcla de inmunorreaccion se habla de un ensayo homogéneo.
Un ejemplo de inmunoensayo enzimatico en fase homogénea es el EMIT (Enzyme Multiplied
Immunassay Technique). Mientras que se denomina ensayo heterogéneo a aquél en el que
para poder cuantificar el analito es necesario separar el producto de la reaccion
inmunoquimica, lo que se puede conseguir mediante la inmovilizacion de uno de los
inmunorreactivos sobre un soporte sélido.

Dentro de las principales ventajas del ensayo homogéneo son su simplicidad, al no
requerir etapas adicionales de lavado o separacién, y por otro lado su rapidez, ya que el
equilibrio se alcanza en un tiempo menor al encontrarse todos los inmunorreactivos en
disolucion.”® Un ejemplo es el inmunoensayo de polarizacién de la fluorescencia (FPIA de sus
siglas en inglés, Fluorescence Polarization ImmunoAssay). En cuanto a los ensayos en fase
heterogénea, son los mas utilizados, ya que por lo general proporcionan una mayor
sensibilidad y son menos susceptibles a sufrir interferencias de la muestra.”

La mayoria de los métodos inmunoanaliticos ligados a enzimas requieren la separacion del
complejo anticuerpo-antigeno de las moléculas de anticuerpo y/o antigeno que no han
reaccionado, y por lo tanto son ensayos que tienen lugar en fase heterogénea. Tales sistemas

se denominan ensayos de inmunoadsorcidon en fase sélida ligados a enzimas (ELISA de sus
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siglas en inglés, Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay).” Sin duda el método ELISA es el que
mayor éxito ha alcanzado de todos los métodos inmunoquimicos existentes, y actualmente es
uno de los mas utilizados.

Como se ha explicado anteriormente, la naturaleza monovalente de las moléculas
organicas pequefias para interaccionar con los anticuerpos obliga a que los ensayos sean de
tipo competitivo. En un inmunoensayo competitivo, tal como indica su nombre, el analito de
interés compite con un conjugado de ensayo por los sitios de unién del anticuerpo, que debe
encontrarse en concentracion limitante para que la competicion sea real, de tal manera que la
sefial se genere a partir de la cantidad de conjugado que ha interaccionado con el anticuerpo.
El método ELISA competitivo es sin lugar a dudas el método inmunoanalitico mas empleado
para el analisis de pequefias moléculas organicas dada la facilidad, versatilidad y rapidez con

que se obtienen los resultados.'®

Los biosensores son dispositivos analiticos conformados por un elemento bioldgico de
reconocimiento, como los anticuerpos, asociado a un mecanismo de deteccién e
interpretacion de la senal obtenida producto de la interaccién entre el analito y el dispositivo
analitico, constituyéndose en una herramienta para inspeccionar la calidad y los procesos con
un panorama prometedor con respecto a los métodos tradicionales, en cuanto a especificidad,
sencillez, respuesta clara y real en las areas ambiental, clinica y de alimentos. Entre las ventajas
de los biosensores para el aseguramiento de la calidad fisicoquimica, microbiolégica y la vida
de los alimentos, se destacan: alta sensibilidad, selectividad y reproducibilidad, debido a que
las mediciones de nutrientes, micronutrientes, contaminacién por residuos, toxinas y
productos metabdlicos se encuentran en concentraciones a nivel de trazas.'**'%

Una forma de caracterizar la interaccién antigeno-anticuerpo es su evaluacién desde los
puntos de vista cinético y termodinamico. Asi, los parametros de mayor interés que pueden
proporcionar estudios de este tipo son las constantes de velocidad y de equilibrio asociadas al
proceso. Dada la gran diversidad existente de métodos inmunoquimicos, esta informacion
puede ser Util para decidir posteriormente si un anticuerpo es adecuado o no para el método
que se desea desarrollar, o si seria mas adecuado para otra técnica. Por ejemplo, un
anticuerpo capaz de unirse de forma rapida e intensa al antigeno seria muy util para ELISA,
pero no tanto para el desarrollo de una columna de inmunoafinidad, puesto que quedaria
excesivamente retenido sobre el lecho cromatografico siendo dificil su posterior elucidn.

Una técnica relativamente reciente que permite la determinacién de estas constantes es
la resonancia de plasmones superficiales (SPR, por sus siglas en inglés, Surface Plasmon

Resonance). Dicho fendmeno fisico fue inicialmente observado a principios del siglo XX por R.

W. Wood,'® vy tras varias décadas de investigacién fue implementada entre 1980 y 1990 como
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técnica de andlisis. Mediante SPR, es posible seguir en tiempo real una interaccién entre dos
biomoléculas sobre la superficie de un chip sin necesidad de utilizar ningln tipo de marcaje,

situacién que la convierte en una técnica analitica de gran interés.

1.6. El inmunoensayo enzimatico de adsorcién en microplaca

Como ya se ha indicado, la técnica ELISA es una de las mds empleadas en inmunoquimica.
Se basa principalmente en llevar a cabo la reaccidon antigeno-anticuerpo en fase heterogénea,
con uno de los componentes inmovilizado sobre un soporte sélido y con el otro
inmunorreactivo, no inmovilizado, marcado por una enzima. Posteriormente, se evalua el
grado de reconocimiento a través de la adicién de un sustrato de la enzima de marcaje dando
lugar a una sefal. Si el sustrato es cromogénico la sefial serd la absorbancia de la disoluciéon
coloreada resultante. Alternativamente se utilizan sustratos fluorogénicos o luminogénicos con
los que se puede conseguir aumentar la sensibilidad del ensayo. Aunque existen distintos
soportes, la manera mds habitual es que los inmunoensayos enzimaticos se realicen en
microplacas de poliestireno, de tal manera que la inmovilizacién de uno de los
inmunorreactivos generalmente se produce por adsorciéon pasiva o por captura indirecta
mediante un anticuerpo secundario inmovilizado.

La funcién de la superficie del soporte sélido es tan crucial como la del complejo antigeno-
anticuerpo con el que interactua. Es importante considerar la superficie como un componente
integral de cualquier inmunoensayo tipo ELISA debido a su efecto sobre las biomoléculas, ya
que éstas pueden o no unirse a la matriz, su orientacién y conformacidn, y por tanto su
capacidad de interactuar, pueden verse afectadas, y ademds su accesibilidad a las moléculas
en disolucién es menor que si el ensayo se desarrolla en fase homogénea. Este fendmeno de
unién a un soporte sélido esta controlado por las propiedades quimicas y fisicas de la
superficie y de la biomolécula, pero puede ser modulado por otros factores como el pH, la
fuerza idnica, los detergentes y la temperatura del medio de reaccién.™™

Aunque para el desarrollo de inmunoensayos tipo ELISA se ha utilizado un gran namero
de enzimas, las mas comunes son la peroxidasa del rabano picante (HRP) y la fosfatasa alcalina
(AP). En el caso de la HRP, la deteccién colorimétrica de la actividad se realiza mediante la
oxidacion de una serie de sustratos tales como OPD (o-fenilenodiamina), ABTS (acido 2,2'-
azinodi-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) o TMB (3,3',5,5'-tetrametilbencidina). La OPD es un
sustrato incoloro que, al ser oxidado por la peroxidasa empleando el H,0, como receptor de
electrones, da lugar a un compuesto de color anaranjado que muestra un maximo de

absorcién a 492 nm en medio acido. En lo que respecta a la AP, esta enzima cataliza en medio
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basico la hidrdlisis de ésteres de fosfato de sustratos como el PNPP (p-nitrofenilo fosfato) o el

BCIP (bromocloroindolilo fosfato), produciéndose productos de hidrdlisis coloreados.'®>*”’

1.6.1. El ELISA competitivo

El ELISA competitivo utiliza dos inmunorreactivos, el anticuerpo y el conjugado de ensayo,
para la determinacién del analito. Para que ocurra la competicidon entre el conjugado de
ensayo y el analito por unirse al anticuerpo es necesario que este Ultimo se encuentre en
cantidades limitantes. En ausencia de analito se formard la maxima cantidad posible de
complejo anticuerpo-conjugado, dando lugar a lo que se conoce como la sefial maxima del
ensayo (An:). Por otro lado, la presencia de analito desplazara al conjugado reduciendo la
sefial, hasta llegar al valor minimo cuando el primero se encuentre en exceso. De esta manera,
cuanto mayor sea la cantidad de analito que se une al anticuerpo, menor sera la de conjugado,
y viceversa. La sefial generada en un ELISA competitivo es inversamente proporcional a la
concentracién de analito.

La representacién en escala semilogaritmica de la seial de un ELISA competitivo frente a
la concentracién de analito da lugar a una curva decreciente sigmoidea. Esta representacion
suele llamarse curva de inhibicidn, ya que representa el grado de inhibicidn de la interaccién
entre el anticuerpo y el conjugado debido a la presencia del analito. Una curva de inhibicidn
viene definida por cuatro parametros (Figura 1.4): la asintota superior, que corresponde a la
sefial maxima (Ans), la asintota inferior, que representa la sefial minima (An,,) o ruido de
fondo, la concentracién en el punto de inflexién y la pendiente de la curva en dicho punto.
Generalmente, se toma el valor de la concentracién de analito en el punto de inflexion de la
curva como una referencia de la sensibilidad del ensayo, siendo ésta tanto mayor cuanto
menor sea el valor de dicha concentracidn. Tradicionalmente este valor equivale a la ICsp, ya
que coincide con la concentracién que proporciona una inhibicién de la A,:x del 50% si el valor
de la sefal minima tiende a cero. Ademas, cuando el ensayo se lleva a cabo en condiciones
limitantes dicho valor constituye una estimacidn bastante cercana de la constante de equilibrio
(Ko).

Otros parametros analiticos de interés son el limite de deteccién (LOD) del inmunoensayo
y el rango de cuantificacidn. El LOD se define como la concentracién minima de analito que
puede ser detectada con fiabilidad. Una forma habitual de calcular dicho valor es determinar la
ICy, es decir la concentracion de analito que produce un 10% de inhibicion de la reaccion
anticuerpo-conjugado, y que se corresponde con el 90% de la sefial maxima. Por otro lado, el
rango de cuantificacién o de trabajo comprende aquellas concentraciones de analito cuyas

medidas son de una precision suficiente para satisfacer las necesidades particulares del
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analista. La concentracion mas baja del mismo se denomina limite de cuantificacion (LOQ). En
general, se asume que el intervalo de trabajo estd comprendido entre las concentraciones de
analito que reducen la sefial maxima entre el 20% y el 80%.'% La Figura 1.4 resume todos los

pardmetros mencionados para un ensayo competitivo tipo ELISA.
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Figura 1.4. Curva de inhibicién sigmoidea obtenida de un inmunoensayo competitivo tipo
ELISA. Se representa en escala semilogaritmica la sefial frente a la concentracién de
analito. Los colores rojo, verde y azul resaltados corresponden a los parametros de 1Cs,
LOD e intervalo de trabajo, respectivamente. Las asintotas correspondientes a la sefial
maxima (Ans) Y minima (A,) de la curva también se han resaltado.

1.6.2. Formatos

Todos los inmunoensayos tipo ELISA competitivo tienen en comun al menos tres etapas:
el recubrimiento o tapizado inicial de la superficie de los pocillos, la competicién entre analito
y conjugado por unirse al anticuerpo, y el revelado de la actividad enzimatica. Cabe recalcar
que después de cada etapa del ensayo se realiza un lavado de los pocillos, el cual tiene como
finalidad eliminar todo aquello que no haya quedado retenido. Dentro de esta técnica, existen
diferentes formatos dependiendo del inmunorreactivo que se inmoviliza (el anticuerpo o el
conjugado de ensayo) y del modo en que se realiza el marcaje enzimatico.'®”

En el formato de anticuerpo inmovilizado (Figura 1.5), el hapteno se acopla de manera
covalente a una enzima (trazador enzimatico). De este modo el marcaje es directo sobre uno

de los inmunorreactivos, por lo que este formato de manera mas sencilla se denomina directo.
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La utilizacién de un conjugado no enzimatico para llevar a cabo la deteccién de manera
indirecta es factible, pero tendria poco sentido. En el formato directo, para la etapa de
competicion se mezclan en el pocillo el analito y el trazador enzimdatico — con adicidn
simultanea o no —, donde ambos compiten por los sitios de unidn del anticuerpo inmovilizado
de modo que, en funcién de la concentracidén de analito libre presente en la muestra, quedara
una determinada cantidad de conjugado enzimatico retenido.

Por otro lado, el anticuerpo puede ser inmovilizado de manera indirecta empleando un
anticuerpo de captura que reconoce al anticuerpo primario, o mediante algin receptor
inespecifico, como la estreptavidina y proteina G o A. Esta inmovilizacion mediante captura
resulta muy util para revertir posibles alteraciones en el funcionamiento del anticuerpo como
consecuencia de su inmovilizacién directa sobre la placa. En el formato directo con captura, el
anticuerpo se suele afadir al pocillo antes de la etapa de competicion, pero también es posible
incubarlo con el analito en presencia o no del trazador enzimatico antes de depositarlo en el
pocillo, o mezclarlo simultdaneamente con el analito y el trazador enzimatico en el pocillo
pretapizado.

En el formato de conjugado inmovilizado el anticuerpo primario esta en disolucion (Figura
1.6). Generalmente el marcaje enzimatico se lleva a cabo indirectamente mediante la
utilizacion de un conjugado enzima-anticuerpo secundario que reconoce al anticuerpo
primario. Es por ello que este formato se conoce como formato indirecto. No obstante,
también es posible el marcaje directo del anticuerpo primario. En la etapa de competicion se
afiaden al pocillo una cantidad limitante de anticuerpo primario y el analito, de tal manera que
se establece una competencia entre el conjugado inmovilizado y el analito en disolucién por
unirse al anticuerpo primario. En tal virtud, cuanto mas analito libre haya en disolucién, menos
anticuerpo se unird al conjugado inmovilizado y viceversa. Posteriormente a la etapa de
lavado, se adiciona el anticuerpo secundario marcado enzimaticamente. La diferencia
metodolégica con el formato directo es que el indirecto implica una etapa de incubacién masy
un lavado adicional de los pocillos.

Existe otra manera muy Util si se desea disminuir el tiempo del ensayo indirecto conocido
como formato indirecto de una sola etapa, en el que tanto el anticuerpo primario como el
secundario se adicionan simultdneamente, pudiendo obtener en ocasiones ensayos con una

el epe .. . 110-11
sensibilidad muy similar al ensayo de dos etapas consecutivas.™****
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Figura 1.5. Representacion esquematica de un ELISA competitivo en formato de
anticuerpo inmovilizado con deteccidn directa. Representacién modelo tomada de la tesis
doctoral de la Dra. Rosario Lopez Moreno, Valencia 2012.
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conjugado inmovilizado con deteccidn indirecta. Representacion modelo tomada de la
tesis doctoral de la Dra. Rosario Lopez Moreno, Valencia 2012.
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Estos formatos de ELISA competitivo presentan ventajas e inconvenientes referidas a
pardmetros tales como el nimero de etapas necesarias y por ende al tiempo para cada uno de
ellos (sobre todo en el formato indirecto), la concentracion de anticuerpo empleada (mayor en
el formato directo), la robustez, influencia de factores externos, como por ejemplo la matriz
analizada, o la tolerancia a disolventes organicos, que junto con la sensibilidad y la selectividad
obtenida determinan la eleccidon final del formato empleado para el desarrollo de un

inmunoensayo.

1.6.3. Etapas del desarrollo de un inmunoensayo

En general, los métodos inmunoquimicos para estudio de moléculas organicas pequefias
poseen un esquema comun y bien establecido, que se inicia con el disefio y la sintesis de
haptenos, la preparacién de bioconjugados, y la generacién de anticuerpos especificos del
analito de interés segln se ha descrito en el aparado 1.5.2.

Los anticuerpos obtenidos se evalian frente a los conjugados disponibles mediante ELISA
competitivo bidimensional en los formatos deseados. Esto se realiza con el objetivo de
seleccionar las mejores combinaciones anticuerpo/conjugado que dan lugar a curvas de
inhibicidon con el menor valor de ICsy y con el valor de la pendiente de la curva sigmoidea lo
mas cercano a 1.0. Luego de obtener las mejores combinaciones de anticuerpo/conjugado, se
seleccionan para ser reensayadas optimizando las concentraciones de inmunorreactivos
necesarias y mas bajas para obtener un valor de A s entre 1.0y 1.3.

Dentro de las propiedades mds importantes para caracterizar un anticuerpo son su
afinidad y especificidad hacia el analito de interés. En este sentido, la afinidad de un
anticuerpo se define como la suma de todas las fuerzas repulsivas y atractivas (enlaces de
hidrégeno, fuerzas electrostaticas, de van der Waals y/o hidrofdbicas) que se producen entre
el sitio de uniéon del anticuerpo (paratopo) y el correspondiente determinante antigénico
(epitopo), y que normalmente se expresa como Kp, la misma que esta estrechamente
relacionada de con uno de los pardmetros analiticos, la ICs,. Por otro lado, y como se ha dicho
anteriormente, la especificidad es la capacidad que posee un anticuerpo para distinguir entre
varios antigenos o analitos que poseen estructuras similares; esto se debe realizar con
conjugados homélogos mediante estudios de reactividad cruzada (RC) con otros analitos de
estructura quimica similar al analito de interés.'*> Generalmente, lo ideal es que un anticuerpo
sea lo mas especifico posible para evitar posibles interferencias debidas al reconocimiento de
compuestos con estructuras similares a las del analito.

La sensibilidad de un inmunoensayo competitivo depende de la relacion existente entre la

afinidad del anticuerpo hacia el analito de interés y hacia el conjugado de ensayo. En un ELISA
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competitivo, la sensibilidad esta estrechamente relacionada con la capacidad que tiene el
analito para desplazar la interaccidn entre el conjugado competidor y el anticuerpo, lo que se
puede determinar por el balance entre los equilibrios analito-anticuerpo y conjugado-
anticuerpo. Por lo tanto, cualquier limitacidon del equilibrio de reconocimiento molecular
anticuerpo-conjugado influird en el aumento de la sensibilidad.'”® De esta manera, una
estrategia que puede proporcionar los ensayos mas sensibles es la heterologia, basada en el
uso de conjugados competidores con haptenos heterdlogos.

La definicion de heterologia viene determinada por la naturaleza del hapteno del
conjugado competidor que interviene en el inmunoensayo. De esta manera, un conjugado
homdlogo se define como aquel que lleva el mismo hapteno que el conjugado empleado en la
inmunizacion de la cual proviene el anticuerpo. Por el contrario, en el conjugado heterdlogo
presenta un hapteno estructuralmente distinto al hapteno del inmundgeno. Dado que un
hapteno heterdlogo tedéricamente es reconocido en menor medida que un hapteno homalogo,
la interaccion anticuerpo-analito resulta indirectamente favorecida, de manera que se observa
un aumento aparente de la afinidad del anticuerpo hacia el analito, lo que dard lugar a un
incremento en la sensibilidad del inmunoensayo.

Las heterologias mas frecuentes implican la introduccién del brazo espaciador en

79-117-119

diferentes posiciones (heterologia de posicion del espaciador) , cambios en la longitud o

estructura de éste (heterologia de brazo espaciador)™***

e inclusive modificaciones pequenas
en el esqueleto del hapteno que mimetiza el analito (heterologia estructural).'®® En este punto
cabe remarcar la importancia que adquiere de nuevo el disefio y la sintesis de haptenos para la
consecucién de un inmunoensayo con las propiedades analiticas deseadas.

La selectividad de un inmunoensayo competitivo depende de la especificidad del
anticuerpo. En los ensayos que utilizan un anticuerpo policlonal, la selectividad también esta
determinada por su afinidad hacia el conjugado de ensayo.'”® La selectividad de los ensayos se
evalia mediante el empleo de distintos compuestos como competidores, lo que permite
conocer cuales son los mds adecuados para el objetivo perseguido, ya sea un ensayo especifico
o genérico. Este Ultimo tipo de inmunoensayo resulta especialmente Gtil para realizar un
cribado inicial con un elevado niumero de muestras en las que se sospecha de la presencia de
compuestos pertenecientes a una misma familia. "%

Para continuar con la optimizaciéon y desarrollo de los inmunoensayos se realiza un
estudio de caracterizacidon con el fin de evaluar su comportamiento frente a la variacién de

pardmetros fisicoquimicos como la temperatura, el tiempo de incubacion, el pH, la fuerza

idnica, la presencia de disolventes organicos, entre otros, ya que pueden afectar el
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reconocimiento molecular. Ademas, es posible mejorar la sensibilidad de un inmunoensayo
competitivo mediante la optimizacién de dichos parametros.'?’

Antes de proceder a la realizacion del inmunoensayo es preciso establecer un
procedimiento de preparacion de las muestras. Si estas son liquidas pueden analizarse en
muchos casos directamente o luego de hacer una diluciéon empleando el tampdén mas
adecuado, aunque también se puede analizar un extracto organico derivado de la muestra. La
obtencidn de extractos es necesaria para el analisis de muestras sdlidas y semisdlidas. En el
caso de la extraccion de residuos de plaguicidas en alimentos, el método de extraccidon oficial
de la EFSA y de la AOAC, es el conocido como QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged
and Safe).>**?#1% En resumen, consta de dos etapas, una primera etapa de extraccién liquida
con acetonitrilo seguida de una fase de limpieza del extracto mediante extraccién en fase
sélida por dispersién con una mezcla de aminas primarias y secundarias (PSA) y/o carbdn
activo. El procedimiento de cada una de las etapas del método QUEChERS, se detallaran mas
adelante en el apartado de materiales y métodos. La aplicacion de las muestras podria
conllevar la aparicién de interferencias relacionadas con la propia naturaleza de la matriz y del
extracto alterando el resultado final, dando lugar a lo que se conoce como efecto matriz. Para
esto, se busca la forma de eliminar dicho efecto y poder realizar los ensayos de manera
correcta, pudiendo hacer esto en muchos casos a través de una dilucién.

Llegados a este punto, es preciso comprobar si el inmunoensayo desarrollado proporciona
resultados cuantitativos fiables o bien si su cardcter es semi-cuantitativo o simplemente
cualitativo. Para esto existen diferentes métodos, uno de los cuales consiste en el analisis de
muestras fortificadas con una concentracién conocida de analito (muestras dopadas),

permitiendo de esta manera determinar la exactitud y precision del método desarrollado.**® L

a
validacién de los inmunoensayos constituye la uUltima etapa en el desarrollo de un método
inmunoquimico. Para ello, se puede validar nuevos métodos mediante el analisis de muestras
de concentracion desconocida y la comparacion estadistica de los resultados obtenidos con los
que proporciona un método analitico de referencia como los mencionados en la Tabla 1.2.
Cabe mencionar que, en esta fase de validacién, es necesario analizar un numero
estadisticamente significativo de muestras con varias repeticiones (3 a 5). Estos estudios

permiten determinar las caracteristicas analiticas de cada ensayo, como son los limites de

deteccion y de cuantificacidn, rangos de trabajo, exactitud y precision.
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1.7. La inmunocromatografia de flujo lateral

La importante y creciente demanda de pruebas rdpidas ha estimulado cada vez mas el
desarrollo de nuevas técnicas en diagndstico clinico, ambiental, monitoreo y analisis de
alimentos. Hasta el momento, una variedad de técnicas, incluida la cromatografia de gases
acoplada a detectores de espectrometria de masas (GC-MS), la cromatografia liquida de alta
presion (HPLC) con diferentes detectores, como los de UV, diodos o espectrometria de masas,
incluso con detectores en tandem (HPLC-MS/MS), el ensayo de inmunoadsorcion ligado a
enzimas (ELISA) y los biosensores, se han utilizado para detectar pequeiias moléculas. La
mayoria de estas técnicas son especificas y sensibles, requiriendo un cierto tiempo,
instrumentacién costosa y personal mds o menos especializado. Comparado a los métodos
analiticos convencionales, los inmunoensayos de flujo lateral (LFIA, de sus siglas en inglés,
Lateral Flow ImmunoAssay) poseen muchas ventajas en términos de bajo coste, facil
operacién, respuesta in situ y resultados rapidos y visuales.'® 3%

Los primeros ensayos de flujo lateral surgieron a finales de la década de 1960.
Posteriormente, en 1976 se comercializd el primer ensayo de flujo lateral para detectar
gonadotropina cordnica humana (hCG) en orina, conocido mundialmente como test del
embarazo, siendo el mds importante y sobre todo el mas utilizado hasta la fecha. A partir de
entonces, esta tecnologia se ha venido utilizando ampliamente en la deteccién de diversas
moléculas orgdnicas de bajo peso molecular como marcadores de cdncer, micotoxinas, drogas,

metales pesados, antibidticos y plaguicidas, entre otros.*” Un gran nimero de publicaciones

133-135 5

cientificas en el area del diagnéstico de la medicina, , veterinaria,"® en el control de

I*"138 o en la seguridad alimentaria,”**"* han sido un claro

drogas,136 analisis medioambienta
ejemplo de la importancia que han alcanzado los métodos inmunocromatograficos durante los
ultimos afos.

Inicialmente las técnicas inmunocromatograficas fueron disefiadas para realizar un
estudio de cribado previo de muestras con fines cualitativos, pudiendo obtener informacién en
un tiempo muy corto, reduciendo asi de manera considerable el coste en este tipo de andlisis.
Sin embargo, en los Ultimos afios se ha demostrado que esta tecnologia puede ser adaptada
para el andlisis semi-cuantitativo de diversos compuestos de bajo peso molecular.***™*°

Los dispositivos de flujo lateral se pueden presentar en dos configuraciones posibles. La
mas utilizada en ensayos clinicos es la configuracién en casete, en la cual todos los
componentes estan ensamblados y contenidos dentro de una carcasa de plastico, con un

receptaculo donde se deposita la muestra y una ventana donde se leen los resultados. En este

tipo de inmunoensayo generalmente la cromatografia tiene lugar en posiciéon horizontal. Para
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la presente tesis doctoral se desarrollaron inmunoensayos de flujo lateral en la configuracién
de tiras reactivas (dipsticks en inglés) o tiras inmunocromatograficas (ICS, de sus siglas en
inglés, ImmunoChomatography Strips) para ensayos competitivos dado que se estudiaron
analitos con un bajo peso molecular, puesto que las moléculas pequefias no pueden unirse a
dos anticuerpos de manera simultanea.”™ En este tipo de inmunoensayo la cromatografia
tiene lugar en posicidn vertical.

Existen numerosos formatos posibles de tiras reactivas en funcidon del inmunorreactivo
que estd marcado. En el formato mas habitual, el anticuerpo es el que esta marcado y forma
parte de la fase mévil, mientras que el conjugado de ensayo se inmoviliza sobre la membrana
de nitrocelulosa para formar la linea test. La linea control habitualmente se prepara con un
anticuerpo secundario que reconoce al primario. Ambas lineas se sitlan a una distanciade 10y
15 mm, respectivamente, de la base de la membrana de nitrocelulosa. Para llevar a cabo el
ensayo, el anticuerpo especifico marcado se mezcla con la muestra. Al insertar la tira en la
mezcla de reaccién el liquido fluye por capilaridad por los diferentes componentes de la tira
inmunocromatografica.

Es importante describir los componentes basicos o materias primas que proporcionaran
una maxima calidad y menor costo para un ensayo de flujo lateral, entre los que se encuentran
(Figura 1.7):

Almohadilla de muestra. Constituida principalmente de celulosa y/o vidrio, y es la parte de
la tira que entrara en contacto con la muestra para iniciar el ensayo. Su funcién principal es
transportar la muestra hacia los otros componentes de la tira inmunocromatografica y ejercer
un cierto filtrado de la muestra. La almohadilla de muestra, debe ser capaz de transportar la
muestra hasta la tira de forma suave, continua y sobre todo de manera homogénea.

Membrana de nitrocelulosa. El material clave para un ensayo de flujo lateral, es la
membrana de nitrocelulosa. Esta membrana proporciona el lugar donde ocurre la
cromatografia y la reaccién anticuerpo-conjugado.*** Estas membrana, sobre la cual se dibujan
las lineas test y control, estd disponible en diferentes tamafios de poro lo que determina el
flujo lateral; asi una membrana ideal debe proporcionar soporte y buena unién para capturar

diferentes proteinas.’

Finalmente, una dispensacion adecuada de los biorreactivos, el secado

y el bloqueo juegan un papel importante en la mejora de la sensibilidad del ensayo.
Almohadilla absorbente. Funciona como sumidero al final de la tira ayudando a mantener

el flujo del liquido sobre la membrana y evitando su retorno. Su capacidad para retener el

liqguido puede desempefiar un papel importante en los resultados del ensayo.
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Tarjeta adhesiva. Los tres componentes anteriores estan fijados o montados sobre un
soporte adhesivo. Los materiales utilizados para la tarjeta adhesiva suelen ser flexibles y no
deben interferir con el ensayo de flujo lateral. Se trata de un componente pasivo que solo
debe proporcionar una plataforma para el montaje adecuado de todos los componentes. Por

lo tanto, el respaldo de la tarjeta sirve como soporte facilitando de esta manera el manejo de

la tira.
Almohadilla Membrana Almohadilla
absorbente nitrocelulosa muestra
1 vy N |
\T.:Tlr A, \
; A s -
T:Eet? nea | Lnea Conjug?do Resultado Resultado
e contro test NP-anticuerpo positivo negativo

Figura 1.7. Esquema de una tira inmunocromatografica y sus componentes. Vision de unas
tiras reactivas de ensayos con o sin analito.

Respecto a los reactivos de marcaje empleados en un ensayo de flujo lateral, la oferta es
muy amplia, incluyendo nanoparticulas de oro y plata, particulas magnéticas, nanoparticulas
de carbdn, nanoparticulas de latex, quantum dots, entre otros. Cualquiera de los reactivos
para el marcaje empleado, este debe ser detectable a concentraciones muy bajas y debe
retener sus propiedades tras la conjugacion con las moléculas de biorreconocimiento; ademas
que sea facil en la conjugacién con las biomoléculas y que presente estabilidad durante un

periodo de tiempo mds largo con caracteristicas deseables.™

En el desarrollo de la presente
tesis doctoral, se emplearon las nanoparticulas de oro por ser las mas usadas en un ensayo de
flujo lateral. EI oro coloidal es inerte y proporciona perfectas particulas esféricas. Estas
particulas tienen una afinidad muy alta hacia las biomoléculas y se pueden funcionalizar
facilmente. Sus propiedades dependen del tamafio y forma.”>***®

Las tiras se preparan dispensando sobre la membrana de nitrocelulosa una disolucién de
GAM para la linea control, mientras que para la linea test se dispensa el conjugado de BSA
seleccionado para cada caso. Consta ademas de una fase mévil, formada por un bioconjugado
NP-mAb preparado afiadiendo volimenes pequefios de una dilucién de mAb sobre la
preparacion diluida de las NPs. Cuando la tira se coloca en la solucién de prueba, la solucién

ingresa a la almohadilla de depdsito solubilizando el anticuerpo marcado que se une al analito

objetivo. Este complejo analito-anticuerpo fluye con la muestra liquida lateralmente a lo largo
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de la superficie de la tira. Un ensayo de flujo lateral puede proporcionar una determinacién de
si/no sobre la presencia del analito objetivo (ensayo cualitativo) o un resultado umbral (ensayo
semi-cuantitativo), en un tiempo de entre 5 a 10 min.'® La presencia de color rosa en la linea
control indica un resultado positivo cuando la linea test no lo presenta (no inhibicion),
mientras que la presencia de color rosa en la linea test indica inhibicion parcial o total cuando
la linea control no lo presenta o en su defecto es muy bajo. Finalmente, la presencia de color
rosa en las dos lineas indica un resultado negativo en ausencia de analito (Figura 1.7). Cada
inmunoensayo es una sola unidad que permite pruebas manuales de una muestra
individual.™*®

Los principales pasos en el desarrollo de un inmunoensayo de flujo lateral son:
preparacion del anticuerpo marcado, optimizacién de la dispensacion sobre la membrana de
los conjugados de bioreconocimiento de las moléculas tanto en la linea de test como control,
ensamblaje de todos los componentes en la tarjeta adhesiva y finalmente, optimizacién de las
condiciones de ensayo.

En la presente tesis doctoral se desarroll6 un ensayo inmunocromatogréfico para
determinar residuos del insecticida SP en alimentos y otro para analizar la presencia de la
cianotoxina anatoxina-a en agua, siguiendo la normativa de la Comisidon Europea para la
validacién de bioensayos de cribado rapidos y semi-cuantitativos para la determinacidon de

contaminantes en alimentos.”’
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2. OBIJETIVOS

El trabajo realizado en esta tesis doctoral tiene como objetivo central el desarrollo de

métodos inmunoquimicos para el andlisis, con elevada sensibilidad y selectividad, del

insecticida spirotetramat y la cianotoxina anatoxina-a en muestras de origen alimentario y

aguas, permitiendo de manera rdpida, econdmica y sencilla su determinacién adecuandose la

legislacién europea.

En tal virtud, la tesis consta de dos partes, y en cada una se han planteado los

siguientes objetivos especificos:

PARTE |. DESARROLLO Y VALIDACION DE INMUNOENSAYOS PARA EL ANALISIS DE RESIDUOS

DEL INSECTICIDA SPIROTETRAMAT EN ALIMENTOS

K/
0‘0

Estudiar la correlacién estructura-funcién de los haptenos disponibles de
spirotetramat mediante el analisis de la afinidad y especificidad de los anticuerpos
policlonales generados, y de este modo identificar los inmundégenos mas adecuados
para generar anticuerpos de elevadas prestaciones, y si es posible disefiar nuevos
haptenos heterélogos.

Evaluar nuestra coleccién de anticuerpos monoclonales y de bioconjugados de
spirotetramat en términos de afinidad y especificidad, y seleccionar parejas de
inmunorreactivos para el desarrollo de inmunoensayos de elevada sensibilidad y
selectividad.

Caracterizar inmunoensayos basados en anticuerpos monoclonales empleando
diversos formatos de ELISA competitivo:

o Optimizar las condiciones de ensayo.

o Establecer un procedimiento rapido y sencillo para el analisis simultdneo de
spirotetramat y spirotetramat-enol.

o Determinar la precisidon y exactitud de los inmunoensayos seleccionados y
validar los resultados empleando muestras de uva y derivados de la uva con
residuos de spirotetramat.

Desarrollar un inmunoensayo de flujo lateral para el andlisis rapido y portatil de
residuos de spirotetramat en muestras de vino, y su validacion siguiendo la normativa
vigente sobre limites maximos de residuos y sobre métodos de cribado para el analisis

de contaminantes quimicos en alimentos.
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PARTE Il. DESARROLLO Y VALIDACION DE INMUNOENSAYOS PARA LA CIANOTOXINA
ANATOXINA-A EN MUESTRAS DE AGUA

¢+ Evaluar nuestra coleccion de anticuerpos monoclonales y bioconjugados de anatoxina-
a en términos de afinidad y especificidad, y seleccionar parejas de inmunorreactivos
para el desarrollo de inmunoensayos.

«+ Caracterizar inmunoensayos tipo ELISA competitivo desde el punto de vista de la
sensibilidad y la selectividad, asi como estudiar la influencia de diferentes factores
fisicoquimicos y de matrices de agua diversas sobre los pardmetros analiticos del

ensayo.

X3

%

Determinar la precision y la exactitud de los inmunoensayos desarrollados para el

analisis de anatoxina-a en muestras de aguas de diversa procedencia.

X3

%

Desarrollar un inmunoensayo de flujo lateral para el andlisis rapido y portatil de
anatoxina-a en muestras de agua, y su validacidn siguiendo la normativa vigente sobre

métodos de cribado para el andlisis de contaminantes quimicos.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Reactivos e instrumentos

3.1.1. Reactivos generales

Los estandares analiticos de SP (CAS 203313-25-1, Mw 373.44 g/mol), SP-enol (CAS
203312-38-3, Mw 301.38 g/mol), SP-ceto (CAS 1172134-11-0, Mw 317.38 g/mol), SP-mono
(CAS 1172134-12-1, Mw 303.40 g/mol) y SP-glu (CAS 1172614-86-6, Mw 463.52 g/mol) se
obtuvieron de Merck (Darmstadt, Alemania). Se prepararon varias disoluciones stock
concentradas (10 y 100 mM) de dichos estandares en N,N-dimetilformamida (DMF) de Acros
Organics, New Jersey (EE.UU.) en viales de vidrio de color dmbar y se almacenaron a -20 °C.
Asimismo, se emplearon una serie de estandares analiticos disponibles en el laboratorio,
como: spirodiclofen (CAS 148477-71-8, Mw 411.32 g/mol), maneb (CAS 12427-38-2, Mw
265.30 g/mol como mondmero), deltamethrin (CAS 52918-63-5, Mw 505.20 g/mol),
propamocarb (CAS 24579-73-5, Mw 188.27 g/mol), spiroxamine (CAS 118134-30-8, Mw 297.48
g/mol), spiromesifen (CAS 283594-90-1, Mw 370.48 g/mol), azoxystrobin (CAS 131860-33-8,
Mw 403.39 g/mol), boscalid (CAS 188425-85-6, Mw 343.21 g/mol), cyprodinil (CAS 121552-61-
2, Mw 225.29 g/mol), fludioxonil (CAS 131341-86-1, Mw 248.19 g/mol), fenhexamid (CAS
126833-17-8, Mw 302.20 g/mol), trifloxystrobin (CAS 141517-21-7, Mw 408.37 g/mol),
pyrimethanil (CAS 53112-28-0, Mw 199.25 g/mol), pyraclostrobin (CAS 175013-18-0, Mw
387.82 g/mol), dimoxystrobin (CAS 149961-52-4, Mw 326.39 g/mol), imidacloprid (CAS
138261-41-3, Mw 255.66 g/mol), fenhexamid (CAS 126833-17-8, Mw 302.20), fenamidone
(CAS 161326-34-7, Mw 311.40 g/mol), thiabendazole (CAS 148-79-8, Mw 201.25 g/mol), o-
fenilfenol (CAS 108-95-2, Mw 94.11 g/mol), chlorothalonil (CAS 1897-45-6, Mw 265.91 g/mol),
mandipropamid (CAS 374726-62-2m, Mw 411.88 g/mol), fenpropimorph (CAS 67564-91-4, Mw
303.48 g/mol) y procimidona (CAS 62-53-3, Mw 93.13 g/mol), los cuales fueron suministrados
por Sigma-Aldrich (Madrid). Los estandares analiticos de (+)-anatoxina-a y (-)-anatoxina-a, se
obtuvieron en forma de clorhidrato, mientras que la (+)-homoanatoxina-a y (-)-
homoanatoxina-a se obtuvieron en forma de trifluoroacetato en el Departamento de Quimica
Orgénica de la Universitat de Valéncia segun se describe en Addante-Moya y colaboradores.™®
Se prepararon disoluciones stock a 100 mM en DMF y se almacenaron también a -20 °C.

Las sales de fosfato monosddico monohidrato y de fosfato disédico dodecahidrato, asi
como el Tris (tris(hidroximetil)Jaminometano), calidad AnalaR NORMAPUR, fueron adquiridas
de VWR Prolabo (Leuven, Bélgica). EI HEPES (acido 4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il)etano-1-

sulfénico) se compré a PanReac AppliChem (Barcelona). La ovoalbimina (OVA, grado V), la
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peroxidasa de rabano picante (HRP, tipo VI-A) y el Tween-20 se obtuvieron de Sigma-Aldrich
(Madrid). La seroalbumina bovina (BSA, fraccién V) fue suministrada por Roche Applied
Science (Mannheim, Alemania). Los disolventes organicos, metanol, etanol y acetonitrilo grado
HPLC, empleados para la caracterizaciéon fisicoquimica y la extraccion de muestras, se
compraron a Scharlau (Barcelona). La suspensién concentrada de SP al 10% (p/v) empleada
para el tratamiento de uvas (Movento® Gold) fue adquirida de Bayer AG (Leverkusen,

Alemania).

3.1.2. Instrumentos

La purificacion de los conjugados se llevd a cabo con un equipo AKTA Purifier de GE
Healthcare (Uppsala, Suecia) equipado con un detector UV a 280 nm. Para lavar las
microplacas se utilizaron lavadores automaticos modelo ELx405 adquiridos de BioTek
Instruments (Winooski, VT, EE.UU.). Los espectros UV/Vis de los conjugados y la absorbancia
de los ensayos ELISA se determinaron con un espectrofotdmetro PowerWave HT, también de
BioTek Instruments, equipado con un monocromador para la lectura de microplacas de 96
pocillos.

Los espectros de masas de los conjugados proteina-hapteno se obtuvieron en un equipo
TOF/TOF™ 5800 de ABsciex (Framingham, MA, EE.UU.) mediante desorcidn-ionizacién laser
asistida por matriz con detector de tiempo de vuelo (MALDI-TOF, del inglés Matrix-Assited
Laser Desorption/lonization Time of Flight). La matriz se obtuvo a partir de una disolucion de
acido sinapinico de Bruker (Billerica, MA, EE.UU.) a 5 mg/mL y acido 2,2,2-trifluoroacético
(TFA) al 0.1% (v/v) en CHsCN/H,O 7:3 (v/v). La mezcla de calibracion TOF/TOF™ fue
proporcionada también por ABsciex.

El analisis de muestras mediante HPLC-MS/MS en fase reversa se llevd a cabo en un
cromatégrafo Acquity de Waters (Milford, MA, EE.UU.) equipado con un sistema binario de
suministro de disolvente, acoplado a un detector de espectrometria de masas de triple
cuadrupolo TQD provisto con una fuente de electrospray Z-spray. Se empled una columna
Bridged Ethylene Hybrid C18 (50x2.1 m, tamafio de particula 1.7 um) también de Waters como
fase estacionaria. La ionizacién por electrospray se llevé a cabo en modo positivo a 120 °C
aplicando al capilar un voltaje de 3 kV, con un flujo de gas en el cono de 35 L/h y utilizando
nitrogeno a 300 °C como gas de desolvatacion a un flujo de 680 L/h.

El equipo utilizado para dispensar los inmunorreactivos sobre la membrana de LFIA fue
una dispensadora modelo ZX1010 con dos cabezales de contacto tipo Frontline HR™ de Biodot
(Irvine, CA, EE.UU.). Para cortar las tiras se adquirié una guillotina modelo CM5000 también de

Biodot.



3.1.3. Disoluciones y tampones

Las disoluciones acuosas y tampones utilizados en el presente trabajo fueron preparadas
en agua purificada con un equipo MilliQ de Merck-Millipore (Burlington, MA, EE.UU.). A

continuacién, se describe su composicién:

e Tampodn de tapizado de carbonato: Tampdn carbonato-bicarbonato sédico 50 mM, pH 9.6.
e Tampon de tapizado de fosfato: Tampdn fosfato sédico 10 mM, pH 7.4.

® PB: Tampodn fosfato sédico 100 mM, pH 7.4.

® PBS: Tampodn fosfato sédico 10 mM, pH 7.4, con NaCl 140 mM.

e PBS-T: PBS con Tween-20 al 0.05% (v/v).

e PBS2x-T: PBS al doble de concentracion, pH 7.4, con Tween-20 al 0.05% (v/v).

e Disolucion de lavado: NaCl 150 mM y Tween-20 al 0.05% (v/v).

e Disolucion de revelado: OPD a 2 mg/mLy H,0, al 0.012% (v/v) en tampdn de revelado.
e Tampon de revelado: Citrato sédico 25 mM y fosfato sédico 62 mM, pH 5.4.

e Disolucion de parada: H,SO, 1 M.

® SAS: Disolucion saturada de sulfato amonico.

e Tampodn Tris de dilucion: Tris-HCl 200 mM, pH 8.0, con 280 mM NacCl.

e Tampon Tris de ensayo: Tris-HCl 100 mM, pH 8.0, 140 mM NaCl y 0.05% Tween-20 (v/v).

3.1.4. Haptenos, bioconjugados y anticuerpos

En este trabajo se emplearon cuatro haptenos derivados de SP, cuyas estructuras
qguimicas se representan en la Figura 3.1, preparados en el Departamento de Quimica Orgdnica
de la Universitat de Valéncia por los profesores Antonio Abad Somovilla y Consuelo Agullé
Blanes. La principal diferencia estructural entre SPm, SPo y SPc estriba en la posicién del brazo
espaciador. Ademas, el hapteno SPh presenta el brazo espaciador en la misma posicion que el

hapteno SPc pero no contiene el grupo carbonato que si estd presente en los otros tres

haptenos.
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Figura 3.1. Estructura quimica de los haptenos de spirotetramat.
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Los haptenos SPm, SPo y SPc formaban parte de los conjugados de BSA empleados en la
inmunizacion de animales de laboratorio y la obtencidon de pAbs y mAbs llevados a cabo con
anterioridad a la presente tesis doctoral. Por otro lado, se emplearon bioconjugados de OVA'y
HRP de los haptenos SPm, SPo y SPc obtenidos en estudios anteriores. Adicionalmente,
durante la presente tesis doctoral se prepararon nuevos bioconjugados del hapteno SPh.

De igual manera, se emplearon dos haptenos derivados de anatoxina-a, ANm y ANc
(Figura 3.2), los cuales formaban parte de los conjugados de BSA empleados en estudios de
inmunizacion de animales de laboratorio para la obtencién de mAbs. Finalmente, como en el
caso anterior, se emplearon bioconjugados de OVA y HRP de los haptenos ANm y ANc
preparados en el Departamento de Quimica Organica de la Universitat de Valencia por el Dr.

Guillermo Quifiones Reyes.

ANmM ANC
MW 365.35 MW 238.29
F4CCOO" ., o
H,* OH JL
N2 Q N — /O OH
O N

\ \

Figura 3.2. Estructura quimica de los haptenos de anatoxina-a.

Los anticuerpos de SP estudiados fueron seis pAbs — dos obtenidos con el conjugado de
BSA del hapteno SPm (llamados SPm#1 y SPm#2), dos con el de SPo (SPo#1 y SPo#2) y otros
dos con el de SPc (SPc#l y SPc#2) — mas seis mAbs — tres generados con el conjugado de SPm
(SPm#23, SPm#25 y SPm#216) y tres con el de SPo (SPo#227, SPo#237 y SPo#243), todos ellos
obtenidos en nuestro laboratorio con anterioridad a este estudio. EI nombre de cada
anticuerpo indica el hapteno cuyo conjugado se empled para la inmunizacidn del animal del

cual proviene.

Para los estudios con anatoxina-a se emplearon cuatro mAbs (ANm#38, ANm#39,
ANm#44 y ANm#325) asi como el trazador enzimatico del hapteno homélogo HRP-ANm y los
bioconjugados de OVA y BSA del hapteno heterélogo ANc. Los anticuerpos, haptenos y

bioconjugados de anatoxina-a fueron preparados por el Dr. Guillermo Quifiones Reyes.*

3.1.5. Materiales para los inmunoensayos en microplaca

La o-fenilenodiamina (OPD), el H,0, (30%, v/v) y el suero bovino adulto (SBA) fueron
adquiridos a Merck (Darmstadt, Alemania). El pAb de cabra anti-inmunoglobulinas de conejo

conjugado a HRP (GAR-HRP) se comprdo a BioRad (Madrid). EI pAb de conejo anti-
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inmunoglobulinas de ratén conjugado a HRP (RAM-HRP) fue obtenido de Dako (Glostrup,
Dinarmarca). El pAb de cabra anti-inmunoglobulinas de ratén (GAM) se adquirié de Jackson
Immunoresearch Laboratories Inc (West Grove, PA, EE.UU.). Las placas Costar® de poliestireno
high-binding de 96 pocillos de fondo plano (ref. 3590) fueron suministradas por Corning

(Corning, NY, EE.UU.).

3.1.6. Materiales para los inmunoensayos de flujo lateral

Se emplearon membranas de nitrocelulosa de elevada adsorcion de proteinas (ref.
70CNPH-N-S540) de 25 mm de ancho y 15 um de tamano de poro, provenientes de la empresa
MDI Advanced Microdevices PVT LTD. (Ambala Cantt, India). Como almohadilla de muestra se
usé papel de celulosa de 17 mm de ancho compradas a la empresa Millipore Corporation
(Billerica, MA, EE.UU.), y como almohadilla de absorcién se usé celulosa de 43 mm adquirida a
Ahlstrom-Munksjo (Helsinki, Finlandia). Para ensamblar los componentes de las tiras se usaron
tarjetas adhesivas de 7.8x30 cm como soporte compradas a la empresa Kenosha (Amstelveen,
Paises Bajos). Para la preparacion de disoluciones de anticuerpos se empled Biostab
Peroxidase Conjugate Stabilizer de Sigma-Aldrich (Madrid). Las nanoparticulas (NP) de oro
coloidal utilizadas fueron bioconjugados de GAM de 40 nm que se adquirieron de BBI Solutions

(Parkway, Reino Unido).

3.1.7. Muestras de alimentos y aguas

Las muestras de alimentos empleadas fueron vinos y zumos comerciales (blancos y tintos)
de la marca Fidencio y Don Simdn, respectivamente, comprados en una cadena de
supermercados local. En todos los casos se utilizd el mismo lote de vinos y zumos. Se empled
polivinilpolipirrolidona (PVPP) de 110 um de tamafio de particula adquirida en Sigma-Aldrich
(Madrid) para la limpieza de los zumos y los vinos. Ademds, se compraron uvas blancas de
origen Chile y tintas de origen Alicante. Las uvas fueron trituradas y homogenizadas utilizando
una batidora de marca De’Longhi (Treviso, Italia). La extraccion se llevé a cabo con acetonitrilo
grado HPLC de Scharlab (Barcelona). El gel adsorbente de aminas primarias/secundarias (PSA)
de 40-60 um para la limpieza de muestras mediante extraccién en fase sélida, asi como el
sulfato de magnesio anhidro se obtuvieron también de Scharlab.

Las muestras de agua se recogieron de cuatro lugares con caracteristicas diferentes: agua
de cisterna, agua de balsa de riego, agua del lago de Sant Vicent de Lliria y agua del rio Turia.
Todas ellas se filtraron con filtros hidrofilicos de PVDF de 0.45 um de tamafio de poro, tipo

Millex-HV de la marca Millipore (Burlington, MA, EE.UU.), y se almacenaron a 4 °C.
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3.2. Preparacion de bioconjugados del hapteno SPh

3.2.1. Preparacion del conjugado de BSA

Se preparé una disolucion 50 mM en DMF del éster de N-hidroxisuccinimidilo del hapteno
SPh (SPh-NHS), preparado, purificado y caracterizado en el Departamento de Quimica Organica
de la Universitat de Valéncia. A 1 mL de una disolucién de BSA (15 mg/mL) en tampdn PB, en
viales de vidrio dmbar, se afiadieron 136 pL de la disolucidn de éster activo lentamente (gota a
gota), con agitacidén constante y vigorosa. Por tanto, se emplearon 30 mol de hapteno por mol
de proteina. La reaccidon de conjugacion se incubd toda la noche (16 h aproximadamente) a
temperatura ambiente y con agitacion suave. Transcurrido este tiempo, los conjugados se
purificaron por cromatografia de filtracion empleando 3 columnas Sephadex G-25 HiTrap
Desalting de 5 mL cada una, dispuestas en serie, adquiridas a GE Healthcare (Uppsala, Suecia).
Para la elucién se empled PB con un flujo de 5 mL/min. Tras el proceso de purificacidn, las
fracciones que contenian el conjugado de BSA se juntaron y se llevaron a una concentracion
final de 1 mg/mL con PB considerando que no hubo pérdidas. Esta disolucion se esterilizé

usando filtros estériles de Millipore Millex-HV (PVDF) de 0.45 um, y se almacené a -20 °C.

3.2.2. Preparacion del conjugado de OVA

A partir de una disolucién 50 mM en DMF del hapteno SPh activado y purificado, se
tomaron 122 plL y se afiadieron lentamente (gota a gota), con agitacion constante y vigorosa, a
un volumen de 1.8 mL de una disoluciéon de OVA (15 mg/mL) en tampdn PB, usando viales de
vidrio ambar. Por tanto, se emplearon 10 mol de hapteno por mol de proteina. La reaccién de
conjugacion se incubo toda la noche (16 h aproximadamente) a temperatura ambiente y con
agitacién suave. Posteriormente se procedid a la purificacion del conjugado como se ha
descrito para el conjugado de BSA. Las fracciones que contenian el conjugado se juntaron vy se
llevaron a una concentracién final de 1 mg/mL en tampdn PB, se afiadié timerosal hasta el

0.01% (v/v), y se almacend a -20 °C.

3.2.3. Preparacion del conjugado de HRP

A partir de una disolucién 5 mM del hapteno SPh activado y purificado en DMF (se utilizd
una dilucion 1/10 de la disolucién 50 mM preparada para los otros conjugados), se tomaron
100 plL y se afiadieron lentamente (gota a gota), con agitacién constante y suave, sobre 0.9 mL
de una disolucién de HRP a una concentracion de 3 mg/mL en tampdn PB, en viales de vidrio
ambar. En este caso se emplearon 8 mol de hapteno por mol de proteina. La reaccién de

conjugacion se incubo toda la noche (16 h aproximadamente) a temperatura ambiente y con
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agitacién suave. Posteriormente, el trazador enzimatico se purificd siguiendo el procedimiento
descrito anteriormente, si bien en este caso se emplearon 2 columnas HiTrap en serie. Se
juntaron las fracciones que contenian el trazador y se afiadié un volumen de PBS que contenia
BSA 1% (p/v) y timerosal 0.02% (p/v), y la disolucién final se almacend a 4 °C en tres viales de
vidrio color ambar. La concentracién final del trazador enzimdatico HRP-SPh se determind a

partir de la absorbancia del conjugado a 400 nm, que después de diluir fue de 0.5 mg/mL.

3.3. Procedimientos de ELISA competitivo

3.3.1. Formato de anticuerpo inmovilizado con deteccion directa

En este formato de ensayo, denominado mayormente formato directo, el tapizado se
realizd a 4 °C con las placas tapadas durante toda la noche, utilizando 100 pL por pocillo de una
disolucién de anticuerpo especifico en tampdén de tapizado de carbonato. Luego de la
incubacioén, la placa se lavé cuatro veces con disolucién de lavado. La etapa de competicidon se
llevd a cabo mezclando en cada pocillo 50 puL de disolucion de patrén de analito, muestra o
blanco diluido en PBS o agua MilliQ y 50 uL de trazador enzimatico diluido en PBS-T o PBS2x-T.
Posterior a la incubacién de 1 h a temperatura ambiente, la placa se lavé nuevamente como se
describié anteriormente. La presencia de trazador enzimatico retenido en los pocillos por el
anticuerpo se reveld colorimétricamente mediante la adicién de 100 pL por pocillo de
disolucién de revelado preparada en ese momento, y la reaccion enzimatica se detuvo a los 10
min con 100 pL por pocillo de disolucién de parada. Seguidamente, y en el menor tiempo
posible, se leyd la absorbancia a 492 nm de los pocillos utilizando la absorbancia a 650 nm

como referencia.

3.3.2. Formato de anticuerpo de captura con deteccion directa

Los pocillos de la placa se tapizaron mediante incubacién durante toda la noche a 4 °C con
las placas tapadas conteniendo 100 pL por pocillo de disolucion de GAM a 1 pg/mLo GARa 1
pug/mL para los estudios con mAbs o pAbs, respectivamente, en tampdn de tapizado de
carbonato. Luego de la incubacidn, la placa se lavé cuatro veces con disolucidn de lavado y se
adicionaron 100 plL por pocillo del anticuerpo especifico diluido en PBS-T o PBS2x-T. Tras
incubar las placas durante 1 h a temperatura ambiente y después lavarlas nuevamente como
se ha venido mencionando, se llevaron a cabo la etapa de competicién y el resto de las etapas

del inmunoensayo tal como se ha descrito en el formato anterior.
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3.3.3. Formato de conjugado inmovilizado con deteccion indirecta

En este formato de ELISA competitivo, también conocido como formato indirecto, el
tapizado de los pocillos de la placa se efectué a temperatura ambiente durante toda la noche
utilizando el conjugado OVA-hapteno diluido en tampdn de tapizado de fosfato para los
ensayos de SP o en tampdn de tapizado de carbonato para los ensayos de anatoxina-a, y
dispensando 100 pL de disolucién de conjugado por pocillo. Seguidamente, la placa se lavé
cuatro veces con disolucion de lavado como se ha descrito para los otros formatos. La etapa de
competicion se efectud al mezclar en cada pocillo 50 uL de patrén de analito, muestra o blanco
diluido en PBS o agua MilliQ y 50 pL de anticuerpo especifico diluido en PBS-T o en PBS2x-T.
Tras incubar la placa 1 h a temperatura ambiente, nuevamente se lavé la misma cuatro veces
con la correspondiente disolucién. Después se afiadieron 100 pL por pocillo de disolucién de
anticuerpo secundario (RAM-HRP diluido 1/2000 en PBS-T para los ensayos con mAbs o GAR-
HRP diluido 1/10000 en PBS-T con un 10% (v/v) de SBA para ensayos con pAbs). Una vez
incubada la placa durante 1 h a temperatura ambiente, se lavé por ultima vez y se generd y

midié la sefal del ensayo tal como se ha descrito para el formato directo.

3.4. Caracterizacion de bioconjugados y anticuerpos

3.4.1. Determinacion de la carga hapténica de los bioconjugados

La RM conseguida, es decir el nimero de moléculas de hapteno acopladas por molécula
de proteina, se determind en el Servicio de Protedmica de la Universitat de Valéncia mediante
espectrometria de masas MALDI-TOF. Para ello se dializé exhaustivamente (5x1 L durante 24
h) una alicuota de 100 uL de disolucién de cada conjugado (50 o 100 pg) frente a agua MilliQ.
La dialisis de los conjugados se llevé a cabo en mini casetes de dialisis Slide-A-Lyzer® MINI de
300 uL de capacidad, equipados con membranas permeables a moléculas de peso molecular

inferior a 10 kDa, que fueron adquiridas de Thermo Scientific (Rockford, IL, EE.UU.).

3.4.2. Isotipacion de anticuerpos monoclonales

La isotipacidon de las cadenas pesadas de los mAbs se efectud con el kit de isotipacion
Calbiochem® Hybridoma Subisotyping Kit para inmunoglobulinas de ratén de Merck-Millipore
(Darmstadt, Alemania). Para la isotipacion de las cadenas ligeras se emplearon anticuerpos de
Rockland Immunochemicals Inc. (Limerick, PA, EE.UU.). El ensayo se llevd a cabo mediante
ELISA no competitivo con deteccidn indirecta, siguiendo las instrucciones del fabricante de los
kits. Por un lado, se emplearon seis anticuerpos de conejo anti-cadena pesada de

inmunoglobulina de ratén (RAM-antiH) capaces de reconocer cadenas pesadas de tipo yl

~ 70 ~



(1gG1), v2a (1gGs,), v2b (1gGy), v3 (1gGs), u (IgM) y a (IgA). Por otro lado, se emplearon dos
anticuerpos de conejo anti-cadena ligera de inmunoglobulina de raton (RAM-antil) para el
reconocimiento de cadenas ligeras de tipo k y A.

Protocolo para la isotipacion. Cada mAb se diluyé a 1 pg/mL en tampdn de tapizado de
carbonato y se distribuyeron 100 pL por pocillo en 8 pocillos. Tras incubar la placa a 4 °C
durante toda la noche, se lavd 4 veces con disolucién de lavado. Posteriormente se afiadié a
cada pocillo 100 pL de disolucion del correspondiente RAM-antiH (diluciones 1/2) o RAM-antiL
(anti-k diluido 2.4x10° veces y anti-A 4x10* veces) en PBS-T, y se dejé incubar la placa a
temperatura ambiente durante 1 h. Tras lavar la placa, se afadieron 100 plL por pocillo de
GAR-HRP (suministrado con el kit) diluido 4x10* veces en PBS-T, y se incubd la placa a
temperatura ambiente durante 1 h. Tras un ultimo lavado, la sefal se generd y registré como

se describe en el apartado 3.3.1.

3.4.3. Evaluacion de la afinidad de los anticuerpos

ELISA competitivo bidimensional directo con o sin captura. Cada anticuerpo se confrontd
con su trazador homdélogo siguiendo el protocolo descrito en el apartado 3.3 para estos
formatos. En el caso de los ensayos con pAbs de SP se evaluaron diluciones desde 1/3000 a
1/30000, mientras que cuando se utilizaron mAbs, tanto de SP como de anatoxina-a, las
concentraciones estudiadas fueron desde 10 hasta 300 ng/mL. Las concentraciones de
trazador ensayadas estuvieron entre 10 y 300 ng/mL en la etapa de competicién. Cada
anticuerpo fue evaluado frente a siete disoluciones patrén de analito mas un blanco,
preparadas por dilucién en serie partiendo de 10000 nM con un factor de dilucién de 10. Se
consideré que los anticuerpos con mayor afinidad hacia el analito fueron aquellos que
presentaron valores de ICs, menores.

ELISA competitivo bidimensional indirecto. Cada anticuerpo se ensayé frente a su
conjugado de tapizado homdlogo siguiendo el protocolo descrito en el apartado 3.3.3. Para
ambos tipos de anticuerpo se tapizé con disoluciones de conjugado a 100, 1000 o 3000 ng/mL.
La etapa de competicion se llevd a cabo con diluciones de pAb para SP de 1/3000, 1/10000,
1/30000 y 1/100000. En el caso de los estudios con mAbs, tanto de SP como de anatoxina-a, se
evaluaron concentraciones de anticuerpo especifico entre 10 y 300 ng/mL. La preparacion de
las disoluciones patrén de analito y la estimacion de la afinidad se realizé de igual modo que

en el formato anterior.
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3.4.4. Evaluacion de la especificidad de los anticuerpos

El estudio de especificidad se llevé a cabo mediante ensayos de reactividad cruzada (RC)
empleando conjugados homélogos en el formato directo o directo con captura. Se emplearon
las concentraciones éptimas de inmunorreactivos determinadas anteriormente por ensayo
bidimensional. De este modo, se evalud el reconocimiento mostrado por los anticuerpos de SP
hacia sus principales metabolitos (SP-enol, SP-ceto, SP-mono y SP-glu) asi como hacia
sustancias con alguna similitud estructural (spirodiclofen, spiromesifen y spiroxamine). En el
caso de los mAbs de anatoxina-a, se ensayaron la (+)-anatoxina-a, la (-)-anatoxina-a, la (+)-
homoanatoxina-a y la (-)-homoanatoxina-a. Con este propdsito se prepararon disoluciones
patrén en PBS de cada uno de los compuestos analizados y se determinaron los valores de ICsq
para cada analito. La RC (%) para cada compuesto, indicativa del grado de interaccién de los

anticuerpos hacia el mismo, se calculé mediante la siguiente expresion:

RC= [(ICs (analito)/1Csq (andlogo)]*100 Ecuacién 1

3.5. Caracterizacidon de inmunoensayos en microplaca

3.5.1. Optimizacion de inmunorreactivos y seleccion de inmunoensayos

Cada anticuerpo se evaludé frente a todos los conjugados heterélogos disponibles
mediante ELISA competitivo bidimensional, en los tres formatos descritos en la seccién 3.3,
preparando los inmunorreactivos segun se detalla en el apartado 3.4.3. De este modo se
seleccionaron las parejas anticuerpo/conjugado que daban lugar a curvas de inhibicién con el
menor valor de ICs,. Para seleccionar los mejores inmunoensayos también se considerd que las
concentraciones de inmunorreactivos necesarias para obtener un valor de A entre 0.8 y 1.3
fuesen lo mas bajas posibles, y que el valor de la pendiente de la curva sigmoidea fuese lo mas

cercano posible a 1.0.

3.5.2. Determinacion de la sensibilidad y selectividad de los inmunoensayos

Una vez que los inmunoensayos se seleccionaron para ser desarrollados segun el método
ELISA competitivo, para cada uno se evalué la serie de patrones de analito que mejor permitié
definir la curva estandar. Se llevaron a cabo los inmunoensayos como fueron descritos en el
apartado 3.3, usando las concentraciones de inmunorreactivos (anticuerpo y conjugado)
Optimas en cada caso. El primer punto de la curva se prepard a partir de una disolucion stock
de concentracién mil veces superior, previamente preparada en DMF. Las disoluciones patrén

fueron preparadas por dilucion en serie del patrén de mayor concentracion, mas un blanco,
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evaluando diferentes factores de dilucién. Cada punto se analizé por triplicado en pocillos
adyacentes. La seiial del ensayo se monitorizé espectrofotométricamente en modo dual a 492
nm, empleando 650 nm como longitud de onda de referencia. Los valores de absorbancia
obtenidos con los patrones a partir de los ensayos competitivos se representaron frente al
logaritmo de la concentracién de analito, resultando en una curva de inhibicién sigmoidea al
ajustarlos matematicamente con el programa estadistico SigmaPlot 14.0 de SPSS Inc. (Chicago,

IL, EE.UU.) a la siguiente ecuacidn logistica de cuatro parametros para curvas estandar:
y =d+ [(a-d)/(1+(x/c)®)] Ecuacién 2

donde y es el valor de absorbancia obtenida frente a una concentracién x de analito, a es la
asintota superior de la curva correspondiente a la absorbancia obtenida en ausencia de analito
(Amsx), b es la pendiente de la curva en el punto de inflexion, c es la concentracion de analito
en el punto de inflexiéon y d es el valor de la asintota inferior correspondiente al ruido de
fondo. El pardmetro c equivale al valor de ICs, cuando d es cercano a cero.

Para seleccionar la curva estandar éptima se usd como criterio la presencia de la mayor
cantidad de puntos en el intervalo IC;, — 1C, mds uno o dos puntos en la asintota inferior y de
dos a tres puntos en la asintota superior. El valor de ICsy se tomd como el parametro indicativo
de la sensibilidad del inmunoensayo. El limite de deteccién (LOD) de los ensayos tipo ELISA en
microplaca se establecid como la concentracién de analito que generd un 10% de disminucion
de la sefial maxima (ICy). El intervalo de trabajo para la determinacion de la concentracion de
analito se establecié entre los valores de IC,, e ICqq —valores de concentracidén de analito que
produjeron un 20% y un 80% de reduccidén de la A, respectivamente.

La selectividad de los inmunoensayos seleccionados se determiné mediante el calculo de
la RC (%) hacia otras sustancias potencialmente presentes en las muestras empleando la

ecuacion 1 descrita en el apartado 3.4.4.

3.5.3. Estudio de la influencia del pH

Los inmunoensayos que fueron seleccionados en sus respectivos formatos se realizaron
segln se ha descrito en la seccidn 3.3, utilizando las concentraciones de inmunorreactivos
Optimas en cada caso. Para cada valor de pH ensayado, la competicién se efectué mezclando
50 pL por pocillo de disoluciones patrén en agua MilliQ con 50 pL por pocillo de disoluciéon del
inmunorreactivo de competicién disuelto en el tampdn a dicho pH preparado de tal manera
que la fuerza idnica, la concentracidn total del sistema tampdn y la concentracién de Tween-20

en ensayo fuesen iguales a las de la mezcla PBS/PBS-T 1:1 (v/v) (162 mM, 10 mM y 0.025%
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(v/v), respectivamente). Los valores de pH ensayados fueron de 6.0, 6.5, 7.0, 7.4, 8.0 y 8.5. En
todos los casos se usé tampdn fosfato y se empled como referencia el pH de 7.4.

Con este objetivo, se prepard una disolucidon precursora de la especie acida a 40 mM
(NaH,PQO,) y otra de la especie basica a 40 mM (Na,HPQ,), que se mezclaron lentamente entre
ellas hasta obtener el tampdén con el pH deseado, y se midié el volumen. A continuacidn, se
afiadié Tween-20 al 5% (v/v) para alcanzar un 0.05% (v/v) de concentracion final y NaCl 1 M
para obtener una fuerza idnica final de 324 mM. Finalmente se afiadié agua MilliQ para que el
tampon fosfato quedase a 20 mM. El volumen final debe ser el doble que el volumen medido

al ajustar el pH.

3.5.4. Estudio de la influencia de la fuerza ionica

En el estudio de la influencia de la fuerza idnica sobre los ELISAs seleccionados, los
inmunorreactivos se disolvieron en diversos tampones fosfato con concentraciones variables
de NaCl y preparados de tal manera que el pH, la concentracién del tampdn fosfato y la
concentracidon de Tween-20 en ensayo fueran siempre iguales a las de la mezcla PBS/PBS-T 1:1
(v/v) (7.4, 10 mM y 0.025% (v/v), respectivamente). Para este estudio se preparé una
disolucién precursora de NaH,PO, 40 mM vy otra de Na,HPO, 40 mM. Estas disoluciones se
mezclaron lentamente entre si hasta obtener el tampdn deseado con un pH de 7.4. A
continuacidn se separaron seis alicuotas y se afiadié Tween-20 al 5% (v/v) a cada una de ellas
para obtener una concentracién de 0.05% (v/v), considerando que el volumen final serd el
doble del inicial. Después se adjunté NaCl 1 M hasta alcanzar la correspondiente cantidad
prefijada de NaCl (50, 100, 200, 280, 400, 500 mM) y las mezclas se diluyeron con agua MilliQ
hasta alcanzar el volumen deseado. El inmunoensayo se llevé a cabo mezclando 50 uL por
pocillo de disoluciones patrén en agua MilliQ con 50 pL por pocillo de disolucion del
inmunorreactivo de competicidon disuelto en el tampdn a ensayar. Como fuerza idnica de
referencia se empled la del tampdn PBS (162 mM). La fuerza idnica de dichos tampones en

ensayo se muestra en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1. Concentracidn de NaCl y fuerza
idnica en ensayo de los tampones estudiados.

NaCl (mM) I (mM)
25 47
50 72
100 122
140 162
200 222
250 272
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3.5.5. Tolerancia a disolventes orgdnicos

Se llevd a cabo un estudio para evaluar la influencia ejercida por diferentes disolventes
organicos sobre los pardmetros analiticos de los inmunoensayos (An:x € 1Cso) seleccionados.
Los disolventes evaluados fueron etanol y acetonitrilo. Los patrones de analito se prepararon
en agua MilliQ con diferentes concentraciones del disolvente orgdnico en estudio. La
competicion se realizé mezclando 50 uL por pocillo de disolucidn de patrén con disolvente y 50
pL por pocillo del inmunorreactivo de competicién en PBS2x-T. Los porcentajes de disolventes
evaluados en ensayo fueron de 0.5%, 1%, 2%, 5% y 10% (v/v). Ademas, se incluyeron patrones

sin disolvente como control, también en agua MilliQ.

3.6. Procedimiento de hidrélisis de spirotetramat

3.6.1. Optimizacion de las condiciones de hidrdlisis

El estudio de hidrdlisis de SP conllevod la realizacién de una serie de etapas cuyo objetivo
final fue convertir SP en SP-enol. En primer lugar, se evaluaron varias disoluciones de NaOH a
diferente concentracién para diluir extractos de uva, vino y zumos de uva. Por otra parte, para
verificar la hidrdlisis de SP mediante ELISA competitivo, las disoluciones patrén de SP en agua
se diluyeron 1/5 en NaOH 40 mM, se incubaron a temperatura ambiente durante un cierto
tiempo, y a continuacién se diluyeron 1/2 en tampdn Tris de dilucion. Las disoluciones patrén
hidrolizadas y tamponadas se ensayaron por duplicado en pocillos adyacentes empleando los
inmunoensayos optimizados. Las disoluciones de anticuerpo o trazador enzimatico se
prepararon en tampdn Tris de ensayo. Las curvas de inhibicidn resultantes se compararon con

las obtenidas utilizando patrones de SP-enol tratados del mismo modo y de SP sin tratar.

3.6.2. Evaluacién mediante HPLC-MS/MS

Se prepard una muestra de agua MilliQ dopada con SP a 50 pg/mL, la cual se diluy6 1/2 en
NaOH 40 mM y se incubd 10 min a temperatura ambiente, e inmediatamente se acidificé con 1
volumen de acido citrico 40 mM. A continuacidn, se transfirieron 10 uL de la mezcla sobre 990
pL de acetonitrilo, y se secé con MgS0O, anhidro. Como controles se utilizaron agua dopada con
SP-enol a 50 pug/mL y agua sin dopar, que se trataron con NaOH y &cido citrico como la
muestra dopada con SP. Ademas, cada una de las muestras siguié un procedimiento paralelo, a
modo de control, en el que tan solo se diluyeron con agua en vez de tratarlas con sosa.

Los extractos orgdnicos se analizaron por cromatografia de liquidos acoplada a un
detector de espectrometria de masas en tandem empleando el equipo y la columna descritos

en el apartado 3.1.2. Se emplearon ocho patrones con mezclas iguales de SP, SP-enol, SP-ceto
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y SP-mono entre 0.1 y 300 ng/mL de cada analito en acetonitrilo. Se inyectaron 5 pL de cada
muestra a una temperatura de columna de 45 °C. La fase movil consistié en una mezcla binaria
de agua con 0.2% (v/v) de acido férmico (eluyente A) y acetonitrilo (eluyente B). El tiempo
total de la cromatografia fue de 8 min, con un perfil cromatografico consistente en 5% de B
durante 3 min, 95% de B durante 0.5 min y 5% de B durante 4.5 min. El flujo se establecid en
0.3 mL/min. Los espectros de masas se adquirieron con ionizacién positiva en modo de
seguimiento multiple de fragmentos (MRM, del inglés Multiple Reaction Monitoring) usando
un tiempo de retraso entre canales de 0.02 s. Los tiempos de retencién de los analitos y los

iones monitorizados para su cuantificacion se muestran en la Tabla 3.2.

Tabla 3.2. Pardmetros para la cuantificacion de SP y sus principales

metabolitos.

Voltaje de Energia de
Compuesto  tg (min) cono (V) colisién (eV) lones®
SP 3.59 35 20 374 (330.09; 302.10)
SP-enol 2.96 40 25 302 (270.09; 216.04)
SP-ceto 3.09 30 12 318 (300.08; 268.10)
SP-mono 2.84 30 25 304 (130.90; 118.90)

% lon molecular [M+H]" y entre paréntesis los iones secundarios empleados en la cuantificacion.

3.7. Validacion de inmunoensayos en microplaca para spirotetramat

3.7.1. Extraccion de muestras de uva

Los extractos de uva se obtuvieron a partir de muestras comerciales de uva blanca de
Chile o tinta de Alicante mediante el procedimiento de extraccion QUEChERS, siguiendo el
método oficial AOAC 2007.01 de la Asociacidn Internacional de Quimicos Analiticos Oficiales y
basandose en la publicacién de Mohapatra y colaboradores.” Las uvas se trituraron durante 2
min con la batidora, se transfirieron 15 g de uvas homogenizadas a tubos de polipropileno de
50 mL de capacidad y se afadieron 15 mL de acetonitrilo grado HPLC. Posteriormente los
tubos se agitaron enérgicamente durante 1 min con ayuda de un agitador vortex.
Seguidamente se agregaron 6 g de MgS0O, anhidro y 1.5 g de NaAcO, y se agitaron igualmente
en el vortex durante 2 min. Posteriormente los tubos se centrifugaron a 2700 g durante 10 min
usando una centrifuga ROTOFIX 32A de marca Hettich (Tuttlingen, Alemania). El sobrenadante
se transfirid a un tubo de centrifuga de 15 mL de capacidad, al que se le agregaron 200 mg de
PSA y 600 mg de MgS0, anhidro. Los tubos se agitaron nuevamente en el vortex durante 1 min
y se volvieron a centrifugar tal como se hizo en la fase de extraccién. La fase orgdnica se

separd y se almacend a -20 °C.
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3.7.2. Estudio del efecto matriz

Se analizé la influencia de la matriz del extracto QUEChERS de uva blanca de Chile en
acetonitrilo y de muestras de vino y zumo de uva, libres de residuos de SP — verificado por
HPLC-MS/MS segun se describe en el apartado 3.6.2 —, sobre los parametros analiticos de los
inmunoensayos seleccionados y optimizados segin el método ELISA competitivo. Para llevar a
cabo este estudio se prepararon series de patrones de SP-enol en cada una de las muestras.
Posteriormente se diluyeron 1/5, 1/10, 1/20, 1/50 y 1/100 con NaOH 40 mM, se incubaron
durante 10 min a temperatura ambiente, y finalmente se diluyeron 1/2 con tampdn Tris de
dilucién. Como control se prepararon patrones de SP-enol en agua MilliQ que se diluyeron 1/2
en NaOH 80 mM siguiendo el mismo protocolo que con las muestras. La etapa de competicion
se realizd6 mezclando en cada pocillo 50 uL de patrén de SP-enol asi preparado y 50 pL del
inmunorreactivo de competicion en tampdn Tris de ensayo. Cada punto se analizé por
triplicado en pocillos adyacentes. La dilucion minima requerida para la determinacion precisa
de ambos analitos de estudio se determind comparando los parametros analiticos (A € 1Cso)

de las curvas de inhibicion obtenidas en las matrices diluidas con los de la curva control.

3.7.3. Andlisis de muestras fortificadas

La exactitud y precisién de los inmunoensayos en microplaca desarrollados fue evaluada
mediante el analisis de muestras de extractos de uva blanca de Chile, vinos y zumos
fortificadas. Ademas, se incluyeron como control muestras sin dopar que se analizaron vy
trataron igual que las muestras fortificadas. Las muestras de matriz fortificada se prepararon a
2.5, 5,10, 25, 50, 100, 250 y 500 ng/mL de SP, SP-enol o una mezcla 1:1 (p/p) de SP + SP-enol.
Seguidamente las muestras dopadas se diluyeron 1/5 (1/25 para los extractos) y 1/50
utilizando una disolucién de NaOH 40 mM vy se incubaron a temperatura ambiente durante 10
min. Terminada la etapa de hidrdlisis, cada muestra se diluyé a la mitad en tampdn Tris de
dilucion. Adicionalmente las muestras se limpiaron con un PVPP al 3% (p/v), agitando
enérgicamente y posteriormente centrifugando como se ha descrito en el apartado anterior.
Las disoluciones de anticuerpo y de trazador enzimdtico para la etapa competitiva se
prepararon en tampon Tris de ensayo. Cada muestra se analizd por triplicado en pocillos
adyacentes. El valor promedio de la absorbancia proporcionado por cada muestra se interpold
en una curva estandar de SP-enol incluida también por triplicado en la misma placa. Los
patrones de SP-enol se prepararon en agua MilliQ, se diluyeron 1/5 con NaOH 40 mM y
después de incubar 10 min a temperatura ambiente se diluyeron 1/2 con tampén Tris de

dilucién. Los valores de recuperacion (%) se calcularon con la siguiente férmula:
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Recuperacion = ([SP-enol]esa/[analito]ortificada) ¥ 100 Ecuacion 3

3.7.4. Andlisis mediante HPLC-MS/MS

Se utilizaron uvas tintas de Alicante que fueron tratadas en el laboratorio con una
suspensidn concentrada comercial (Movento® Gold de Bayer) que contiene un 10% (p/v) del
insecticida SP. Se prepararon tres disoluciones en agua de grifo a 10, 80 y 160 mg/L, y se
rociaron las uvas con la ayuda de un nebulizador manual. A continuacién, se recogieron
muestras de bayas de uva sin tratar como blanco y bayas tratadas, separandolas del raspén, las
cuales se trituraron y se extrajeron por QUEChERS como se ha descrito en el apartado 3.7.1. El
dia después del primer tratamiento, las muestras tratadas se volvieron a tratar como el primer
dia y se recogieron muestras de nuevo. Ademas, cada uno de los extractos de las muestras se
diluyd 1/10 en acetonitrilo para obtener nuevas muestras. Como control se extrajeron
muestras de uva sin tratar. Las muestras se analizaron por ELISA competitivo y por
cromatografia de liquidos acoplada a un espectrometro de masas en tandem. El analisis de los
extractos mediante HPLC-MS/MS se realizd por triplicado como se ha descrito en el apartado
3.6.2 empleando curvas estandar de SP y SP-enol. Los patrones de estos analitos se prepararon
como una mezcla a partes iguales de cada uno de ellos en acetonitrilo, y por dilucidn seriada a
partir del mas concentrado, en el rango entre 1 y 2500 ng/mL. Para el analisis mediante
inmunoensayo las muestras se diluyeron 1/1000 en NaOH 40 mM y se incubaron 10 min a
temperatura ambiente. A continuacion, se diluyeron 1/2 con tampdn Tris de dilucién. El
anadlisis mediante inmunoensayo se llevd a cabo por quintuplicado, seglin se describe en el
apartado anterior, utilizando una curva estandar de SP-enol. El sesgo de los resultados
observados entre ambos métodos se calculdé como el cociente de la media de las
concentraciones obtenidas. La correlacion de datos se analizd por regresion lineal utilizando el

programa SigmaPlot.

3.8. Validacién de inmunoensayos en microplaca para anatoxina-a

3.8.1. Estudio del efecto matriz

Las matrices evaluadas fueron agua de cisterna, agua de balsa de riego, agua de lago y
agua de rio descritas en el apartado 3.1.7. Primero se prepararon diluciones seriadas en agua
MilliQ de cada matriz de agua filtrada, que se emplearon para la preparacidn de patrones de
(+)-anatoxina-a. Se evaluaron factores de dilucion de la matriz de 1/5, 1/10, 1/50, 1/100 y
1/500, y se incluyeron patrones de (+)-anatoxina-a en agua MilliQ como control. La etapa de

competicion se realizd mezclando en cada pocillo 50 pL de patrén y 50 L del inmunorreactivo
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de competicién en PBS2x-T. La dilucion minima requerida para la eliminacion de los efectos
matriz se determind comparando los parametros analiticos (Ansx € ICso) de las curvas de

inhibicion obtenidas en las matrices diluidas con los de la curva control.

3.8.2. Andlisis de muestras fortificadas

La exactitud y precisién de los ELISAs desarrollados fue evaluada mediante el andlisis de
muestras de aguas fortificadas. Se doparon los cuatro tipos de aguas descritas anteriormente
utilizando una disolucidén stock concentrada de (+)-anatoxina-a a 200 pg/mL en DMF. Las
concentraciones de fortificacién fueron 0.5, 1, 2.5, 5, 10, 25, 50, 100, 250 y 500 ng/mL. Las
muestras dopadas se diluyeron 1/5 y 1/100 con agua MilliQ antes de su analisis mediante los
inmunoensayos ELISA previamente optimizados.

Para este estudio, el inmunoensayo en formato de anticuerpo de captura con deteccion
directa se modificod incorporando una etapa de bloqueo. Después del tapizado, cada pocillo
recibié 150 pL de disolucidn de BSA al 2% (p/v) en PBS y se incubd durante 1 h a temperatura
ambiente. El resto de etapas se realizaron segun el procedimiento descrito en el apartado
3.3.2. La etapa competitiva se llevd a cabo con 50 uL por pocillo de muestra fortificada diluida
o patrén mas 50 pL por pocillo de disolucidon de anticuerpo, para el ensayo en formato
indirecto, o 50 pL por pocillo de disolucién de trazador enzimdtico, para el ensayo en formato
de captura, ambos preparados en PBS2x-T. Cada punto se analizé por triplicado en pocillos
adyacentes. Como control se incluyeron muestras sin fortificar. El valor promedio de la
absorbancia proporcionado por cada muestra diluida se interpold en una curva estandar de
(+)-anatoxina-a preparada en agua MilliQ e incluida también por triplicado en la misma placa.
Los valores de recuperacidn (%) se calcularon mediante la ecuacién 3 descrita en el apartado

3.7.3.

3.9. Desarrollo de ensayos inmunocromatograficos

3.9.1. Preparacion de las tiras reactivas

Se prepararon tiras funcionalizadas con GAM para la linea de control y con BSA-SPh o BSA-
ANc para la linea de test de los inmunoensayos para SP y anatoxina-a, respectivamente,
usando membranas de nitrocelulosa para ensayos rapidos. Las lineas control y test se situaron
a 15 y 10 mm de la base de la membrana, respectivamente. La velocidad de dispensacion de
reactivos sobre la membrana fue de 0.5 pulL/cm. GAM se dispensé utilizando una disolucion a 1
mg/mL en tampdn fosfato de sodio 100 mM, pH 7.4, con 150 mM NaCl. Los conjugados de
BSA-SPh y BSA-ANc se dispensaron empleando disoluciones a 0.5 mg/mL y 1.0 mg/mL,
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respectivamente, en el mismo tampdn de dispensacion que GAM. La membrana con los
inmunorreactivos inmovilizados se secd a temperatura ambiente durante 1 h y se colocé sobre
un soporte adhesivo a 15 mm de la base. A continuacién, se pegé la almohadilla de muestra en
la parte inferior de la membrana con un solapamiento de 2 mm, y en la parte superior se situd
la almohadilla absorbente montando 3 mm encima de la membrana. Cuando todos los
elementos de la tira estuvieron pegados, se cortaron tiras de 0.4 cm con la guillotina y se

almacenaron a 4 °C en tubos opacos con desecante.

3.9.2. Preparacion del bioconjugado con oro coloidal

Los anticuerpos seleccionados, que se encontraban a 1 mg/mL precipitados SAS, se
diluyeron en Biostab (1/10). Las NP de oro coloidal funcionalizadas con GAM se diluyeron
(1/10) en tampdn HEPES 10 mM, pH 7.4. El mAb especifico se marcé con las NP afiadiendo una
disolucién de anticuerpo SPm#23 o de ANm#38 a diferentes concentraciones sobre la
preparacion de NP e incubando a temperatura ambiente durante 1 h. Posteriormente se
afiadid Tween-20 hasta alcanzar una concentracion final de 0.05% (v/v). Los bioconjugados de

oro coloidal resultantes (NP-mAb) se guardaron a 4 °C.

3.9.3. Optimizacion de las condiciones de ensayo

La mezcla (100 pL) de muestra o disolucién patréon y bioconjugado NP-mAb se incubd 5
min a temperatura ambiente en un pocillo de microplaca de poliestireno. La cromatografia se
desarrolld en posicion vertical mediante insercion de la tira reactiva en el pocillo. Al cabo de 10
min a temperatura ambiente se extrajo la tira y se separd la almohadilla de muestra para parar
el flujo. Las tiras se escanearon y la sefial en el rojo, verde y azul (RGB, del inglés Red, Green,
Blue) obtenida se leyd con el programa Imagel v1.52a. Los valores resultantes se utilizaron
para calcular primero el cociente T/C entre la sefial de linea test y la de la linea control, y a
continuacién el porcentaje de inhibicion calculado como el cociente entre el valor de T/C
obtenido a una concentracidn determinada de analito y el valor de T/C obtenido a 0 ng/mL de
analito. Se estudié la influencia de la cantidad de NP, el pH y la fuerza idnica. Para ello se
llevaron a cabo ensayos a tres concentraciones de analito: una baja donde habia poca
inhibicién, otra alta donde habia aproximadamente un 50% de inhibicién y finalmente el
control sin analito.

Para la optimizacién de la cantidad de NP se ensayaron diferentes proporciones de la
preparacion de NP-mAb y de tampdn de ensayo. La mezcla se incubd 5 min a temperatura

ambiente antes de insertar la tira.
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Para la optimizacién del pH en los ensayos de SP, se prepararon disoluciones tampdn de
Tris-HCI 100 mM a diferentes valores de pH, se ajustd el pH con HClI 10 M y se aiadié NaCl
concentrado para mantener constante la fuerza iénica en 87 mM. Los tampones fosfato para el
ensayo de anatoxina-a se prepararon mezclando una disolucion de la especie acida (NaH,PO,
20 mM) con otra de la especie basica (Na,HPO, 20 mM), hasta alcanzar el pH deseado, y a
continuacién afadiendo el volumen necesario de Tween-20 al 5% (v/v) y NaCl concentrado
para alcanzar una concentracién de Tween-20 final de 0.05% (v/v) y una fuerza iénica de 162
mM al diluir con agua MilliQ para alcanzar la concentracidn deseada de 10 mM del tampdn
fosfato.

En la optimizacién de la fuerza iénica del inmunoensayo de SP se prepararon también
disoluciones tampdn de Tris-HCl 100 mM, pH 8.0, con Tween-20 al 0.05% (v/v) y diferentes
concentraciones de NaCl. Los tampones fosfato para el ensayo de anatoxina-a se prepararon
mezclando una disolucién de la especie acida (NaH,PO, 20 mM) y otra de la especie basica
(Na,HPO, 20 mM), hasta alcanzar un pH de 7.4. A continuacidn se afiadio el volumen necesario
de NaCl concentrado hasta alcanzar la concentracién deseada y el volumen de Tween-20 al 5%

(v/v) para alcanzar una concentracién final de 0.05% (v/v).

3.9.4. Validacion de los ensayos inmunocromatogrdficos

Las matrices seleccionadas para validar el ensayo de flujo lateral para SP fueron el vino
blanco y tinto de la marca comercial Fidencio, los mismos que se emplearon para estudios de
efecto matriz y de recuperaciones mediante ELISA competitivo. Las muestras se doparon con
SP o SP-enol a diferentes concentraciones. Para su andlisis directo se diluyeron 1/10 con
tampon Tris-HCl 100 mM, pH 8.0, con 60 mM NaCl y 0.05% (v/v) Tween-20. Ademds, muestras
de vino dopadas se analizaron después de aplicar una etapa de hidrdlisis. Para ello, cada dia
antes del andlisis se diluyeron 1/5 en NaOH 40 mM, y pasados de 10 min a temperatura
ambiente se diluyeron 1/100 con el tampdn anterior. Finalmente, 90 uL de muestra diluida,
tratada o sin tratar, se depositd en un pocillo de una microplaca de poliestireno y se afiadieron
10 pL de preparacién de bioconjugado NP-mAb preparado como se describe en el apartado
3.9.2.

Para validar el inmunoensayo de flujo lateral de anatoxina-a, las matrices ensayadas
fueron las cuatro aguas empleadas para estudios mediante ELISA competitivo (agua de
cisterna, agua de balsa de riego, agua de lago y agua de rio). Las matrices filtradas se doparon
a diferentes concentraciones de (+)-anatoxina-a y se diluyeron directamente 1/2 en tampdn

fosfato 20 mM, pH 7.4, con 100 mM NaCl y 0.05% (v/v) de Tween-20. A continuacion, 80 pL de
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muestra se mezclaron en un pocillo de microplaca con 20 uL de preparacién de NP-mAb
preparado como se ha descrito anteriormente.

Cada muestra se analizd con las tiras reactivas una o dos veces al dia durante 5 dias
consecutivos con el fin de obtener 20 lecturas independientes para un mismo tipo de muestra
(vino blanco o vino tinto para los estudios con SP, y agua para los estudios con anatoxina-a). La
inmunocromatografia tuvo lugar en posicion vertical durante 10 min a temperatura ambiente.
Después de extraer la almohadilla de muestra se leyd la sefial de la linea test y la linea control
como se describe en el apartado 3.9.3. El valor umbral de la sefal para distinguir entre
muestras positivas y negativas se determiné siguiendo el criterio publicado por la Comisiéon
Europea para la validacion de métodos de cribado semi-cuantitativos con respuesta

inversamente proporcional para el anélisis de pequefias moléculas organicas:*’

Umbral = RSTC + t‘Valor(f) * SDSTC Ecuacién 4

donde Rsrc es la media de los valores de T/C de las muestras que contienen el analito a una
determinada concentracion de cribado (STC, del inglés Screening Target Concentration), t-valor
es el valor de un test t-Student de una cola para una tasa f de falsos negativos con 19 grados
de libertad, y SDsic es la desviacion estdandar de Rsre. Para calcular la tasa de falsos
sospechosos, el valor de t para métodos semi-cuantitativos con respuesta inversamente

proporcional a la concentracién de analito se determiné segln la ecuacion:
t-valor = (mediacer, — umbral)/SDcero Ecuacion 5

donde mediac, es la media de los valores de T/C obtenidos para las muestras sin dopar y
SDeero €s la correspondiente desviacion estdndar. El valor de t obtenido se empled para
determinar la tasa de falsos sospechosos para una distribucién de una cola en la funcién DIST-T

del programa Microsoft Excel (Redmond, WA, EE.UU.).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

PARTE |. DESARROLLO Y VALIDACION DE INMUNOENSAYOS PARA SPIROTETRAMAT

4.1. Evaluacion de la afinidad de los anticuerpos policlonales y la sensibilidad de los
inmunoensayos seleccionados
Existe una grande y extensa lista de referencias bibliograficas en las que se ha descrito el
desarrollo de inmunoensayos con elevada sensibilidad y selectividad basados en el uso de

159182 En Ja presente tesis doctoral se

pAbs para la determinacién de residuos agroquimicos.
considerd conveniente evaluar en primer lugar la afinidad de los pAbs hacia SP y SP-enol dado
que constituyen un reflejo directo de la respuesta inmunitaria del animal a un determinado
inmundgeno, lo que permite establecer una correlacion entre la estructura del hapteno y las
caracteristicas de los anticuerpos generados.

Los seis antisueros disponibles para SP — dos obtenidos con el conjugado de SPo (SPo#1 vy
SPo#2), dos con el de SPc (SPc#l1 y SPc#2) y dos de SPm (SPm#l1 y SPm#2) — fueron
caracterizados mediante ELISA competitivo en diferentes formatos. Por una parte, se
realizaron ensayos en formato de anticuerpo inmovilizado con deteccién directa, en los que el
reconocimiento del analito se produjo sobre la superficie del soporte sélido recubierta por el
anticuerpo, incorporando en la etapa de competicion del ensayo el trazador enzimatico.
Ademas, se realizaron ensayos en el formato de anticuerpo de captura con deteccién directa,
formato que incorpora una etapa adicional (pretapizado con GAR) para inmovilizar el
anticuerpo indirectamente en la placa de ELISA. Asimismo, se realizaron ensayos en formato
de conjugado inmovilizado con deteccién indirecta, en los que la interaccién anticuerpo-
analito tuvo lugar en disolucidn y la actividad enzimatica se introdujo por adicién de un
anticuerpo secundario marcado con peroxidasa, capaz de reconocer el anticuerpo especifico
retenido en la superficie del pocillo tras la etapa de competicidn.

La afinidad de los anticuerpos por el analito se estimo en todos los casos a partir del valor
de ICso. Dado que las reacciones de reconocimiento molecular en equilibrio con anticuerpos se
caracterizan generalmente por constantes de asociacién muy elevadas, la determinacion de la
afinidad se lleva a cabo con concentraciones pequeiias de anticuerpo, conjugado y analito.
Para encontrar las condiciones 6ptimas, se llevaron a cabo ensayos ELISA competitivos
bidimensionales, en los que se realizaron combinaciones variadas de la concentracién de
anticuerpo y de conjugado, y con cada combinacién se ensayd un conjunto de patrones de SP
o SP-enol compuesto por un blanco y 7 disoluciones estandar preparadas de manera seriada

con un factor de dilucidon de 10. Para cada combinacion se obtuvo una curva de inhibicidn con
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cada analito y se determind la ICsq. Los ensayos se llevaron a cabo empleando conjugados
tanto homologos (con el mismo hapteno que el conjugado de inmunizacién) como heterdlogos
(con un hapteno diferente al del inmundgeno), lo que permitié, en el primer caso (conjugado
homélogo) establecer correlaciones entre la respuesta inmunitaria y las estructuras de los
haptenos, y en el segundo caso (conjugados heterdlogos) estudiar los grupos funcionales
inmunodeterminantes en la interaccidon anticuerpo-conjugado, y de manera importante
seleccionar las parejas anticuerpo/conjugado que proporcionan la mayor sensibilidad de los

inmunoensayos.

4.1.1. Formato de anticuerpo inmovilizado con deteccion directa

Los ensayos fueron realizados en microplacas empleando diluciones 1/3000 y 1/10000 de
pAb en tampdén de tapizado de carbonato, pH 9.6, para el recubrimiento inicial de las
superficies de los pocillos, y disoluciones de trazador enzimatico a 10, 30, 100 y 300 ng/mL en
la etapa de competicidn con los analitos SP y SP-enol. Cada combinacion se situd en una de las
columnas de la placa, y en cada una de ellas se ensayd la misma serie de patrones de analito
preparada como se ha descrito anteriormente. De este estudio se obtuvo una coleccién de
curvas de inhibicion de las que se selecciond la combinacion anticuerpo/trazador que
proporcionaba la curva de inhibicién con el menor valor de ICsp.

De esta manera, y en primera instancia, se llevd a cabo la caracterizacion de los seis pAbs
generados para SP y SP-enol, frente a los trazadores enzimaticos basados en los tres haptenos
disponibles hasta el momento (HRP-SPo, HRP-SPc y HRP-SPm). Las condiciones dptimas de
inmunorreactivos y los valores de 1C;, obtenidos para cada par anticuerpo/trazador se

muestran en la Tabla 4.1.

Tabla 4.1. Caracterizacion de los anticuerpos policlonales de spirotetramat mediante ELISA
competitivo bidimensional en formato directo con conjugados homadlogos y heterdlogos (n=3).

Trazadores enzimaticos

HRP-SPo HRP-SPc HRP-SPm

ICso’ ICso ICso  1Csp ICso  1Cso
pAb [pAb]® [HRP]b SP  SP-enol [pAb] [HRP] SP  SP-enol [pAb] [HRP] SP  SP-enol
SPo#1 10 30 165 10.8 10 300 K - 10 300 - -
SPott2 3 300 233 19.6 3 300 - - 3 300 - -
SPc#1 10 300 - - 3 300 - - 10 300 - -
SPc#2 3 300 - - 3 300 - - 3 300 - -
SPm#1 10 300 - - 10 300 - - 3 300 119.7 24.6
SPm#2 3 300 - - 3 300 - - 10 100 197.4 20.9

® Factor de dilucién del anticuerpo x10°. ® Concentracién de conjugado de HRP expresada en ng/ml. © Valores
expresados en nM. “No se obtuvo sefial.
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De los resultados mostrados en la Tabla 4.1 se puede mencionar que los anticuerpos
generados con BSA-SPo y BSA-SPm reconocieron al menos a su trazador homologo, y por tanto
qgue dichos inmundgenos fueron capaces de inducir respuesta inmunitaria. En este caso, el
valor de A, de la curva de inhibicién seleccionada con el anticuerpo SPo#1 fue de 0.69,
mientras que el de SPo#2 fue de 1.02. Los valores de A, de las curvas seleccionadas con los
anticuerpos de SPm estuvieron entre 0.9 y 1.3. Con estos cuatro pAbs, los valores de ICs, se
situaron en el rango nanomolar para SP-enol, observandose una mayor afinidad hacia este
metabolito que hacia SP. Por otro lado, ninguno de los dos antisueros generados con BSA-SPc
reconocid a su trazador homdlogo en este formato. El reconocimiento de trazadores
heterdlogos fue nulo en todos los casos, como es habitual en este formato de ensayo para

conjugados con el brazo espaciador en posicion heteréloga.

4.1.2. Formato de anticuerpo de captura con deteccion directa

En este formato se realizd una etapa previa conocida como el pretapizado que tuvo lugar
en la placa ELISA con GAR en tampdn carbonato, pH 9.6. Se estudiaron diluciones de 1/3000,
1/10000 y 1/30000 de pAb para la etapa de captura, y disoluciones de trazador enzimatico a
10, 30, 100 y 300 ng/mL en la etapa de competicion con los analitos SP y SP-enol. Cada
combinacion de inmunorreactivos se ensayd con una serie de disoluciones estandar de analito,
incluyendo un blanco, como se ha descrito anteriormente, y se selecciond la curva estandar
que poseia el menor valor de ICs.

De esa manera se llevé a cabo la caracterizacion de los pAbs generados para SP y SP-enol
frente a los trazadores enzimaticos basados en los tres haptenos disponibles en aquel
momento (HRP-SPo, HRP-SPc y HRP-SPm). Las condiciones 6ptimas de inmunorreactivos y los

valores de ICsy obtenidos para cada par anticuerpo/trazador se muestran en la Tabla 4.2.

Tabla 4.2. Caracterizacion de los anticuerpos policlonales de spirotetramat mediante ELISA
competitivo bidimensional en formato directo de captura con conjugados homdlogos y
heterélogos (n=3).

Trazadores enzimaticos

HRP-SPo HRP-SPc HRP-SPm

|CsoC ICso ICso ICso ICso ICso
pAb [pAb]® [HRP]b SP  SP-enol [pAb] [HRP] SP SP-enol [pAb] [HRP] SP  SP-enol
SPo#1 30 100 113  1.50 3 300 K - 3 300 - -
SPo#2 3 300 381 227 3 300 - - 3 300 - -
SPc#1 3 300 - - 3 300 - - 3 300 - -
SPc#2 3 300 - - 3 300 - - 3 300 - -
SPm#1 3 300 - - 3 300 - - 10 100 122 12.2
SPmi#2 3 300 - - 3 300 - - 10 100 83.9 25.0

® Factor de dilucién del anticuerpo x10°. ° Concentracién de conjugado de HRP expresada en ng/ml. ¢ Valores
expresados en nM. “No se obtuvo sefial.
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Como cabia esperar, los anticuerpos generados con los inmundgenos de SPo y SPm fueron
capaces de reconocer a su trazador homadlogo. En este caso, los valores de A de las curvas
seleccionadas fueron de 1.07 y 0.56 con los anticuerpos SPo#1 y SPo#2, respectivamente. Sin
embargo, como en el formato anterior, los anticuerpos derivados de BSA-SPc no reconocieron
a su trazador homoélogo. En cuanto a los anticuerpos de SPm, los valores de A, se situaron
entre 0.9y 1.1. Por otro lado, los valores de ICsy para cada par de anticuerpos generados con el
mismo inmundgeno fueron semejantes, y fueron bastante mas bajos para SP-enol que para SP,
independientemente del inmundgeno del que derivan. Los valores de ICsy, encontrados para
SP-enol se situaron en el rango de nanomolar. Por otro lado, los conjugados heterdlogos no
fueron reconocidos por los pAbs generados, como se ha observado con el formato directo sin
captura. La utilizacidn del anticuerpo de captura ha permitido mejorar el valor de ICs, para SP-

enol con el anticuerpo SPo#1, alcanzando una sensibilidad importante.

4.1.3. Formato de conjugado inmovilizado con deteccion indirecta

Con el objetivo de continuar con la caracterizacién de los pAbs, se realizd un estudio
mediante ELISA competitivo bidimensional en el formato indirecto. Para ello se ensayaron
disoluciones de conjugado OVA-hapteno a 10, 100 y 1000 ng/mL para el recubrimiento de los
pocillos, preparadas en tampdn carbonato, pH 9.6, o en tampdn fosfato, pH 7.4. Las diluciones
de pAb utilizadas fueron de 1/3000, 1/10000, 1/30000 y 1/100000 para la etapa de
competicion con SP o SP-enol. Las diferentes combinaciones de inmunorreactivos se
ensayaron como fue descrito en el formato directo, y se selecciond la curva de inhibicién que
poseia el menor valor de ICsq y cuyo valor de A, fue superior a 0.8 y lo mas cercano posible a
1.0. Los datos obtenidos con los distintos antisueros frente a dos conjugados de diferente RM

del hapteno SPo se resumen en la Tabla 4.3.
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Tabla 4.3. Caracterizacion de los anticuerpos policlonales de spirotetramat
mediante ELISA competitivo bidimensional en formato indirecto con el conjugado
OVA-SPo (n=3).

OVA-SPo (RM=4)

Tapizado pH 9.6 Tapizado pH 7.4
ICso”  ICso ICso ICso
pAb [pAbJ® [OVA]b An:ix  SP  SP-enol [pAb] [OVA] A SP SP-enol
SPo#1 100 10 0.92 561 36.6 100 10 1.42 n.i.t 97.7
SPo#2 10 10 1.32 963 56.2 10 10 1.08 805 70.3
SPc#1 3 1000  -° 3 1000 -
SPc#?2 3 1000 - 3 1000 -
SPm#1 3 1000 - 3 1000 -
SPm#2 3 1000 - 3 1000 -
OVA-SPo (RM=0.4)
Tapizado pH 9.6 Tapizado pH 7.4
ICso  1Cso ICso ICso
pAb [pAb] [OVA] A, SP SP-enol [pAb] [OVA] Anax SP SP-enol
SPo#1 10 1000 1.15 n.i. n.i. 100 1000 1.03 n.i. n.i.
SPo#?2 10 1000 0.99 n.i. n.i. 30 1000 1.10 n.i. n.i.
SPc#l n.e. n.e.
SPc#2 n.e. n.e.
SPm#1 n.e. n.e.
SPm#2 n.e. n.e.

® Factor de dilucién del anticuerpo x10°. ° Concentracién de conjugado de OVA expresada en
ng/mL. ¢ Valores expresados en nM. 9 La reduccién de la sefial con 10* nM de analito fue escasa o
hula. © No se obtuvo sefial. " No ensayado.

Dada la inestabilidad del grupo carbonato del hapteno SPo, se evaluaron dos tampones de
tapizado de diferente pH. En ambos casos se observd un elevado reconocimiento del
conjugado de tapizado de RM 4 con los antisueros SPo#1 y SPo#2, por lo que fue necesario
utilizar concentraciones de tapizado muy bajas (10 ng/mL), y ademas, para SPo#1, fueron
necesarias diluciones elevadas de anticuerpo. Bajo estas condiciones, tan solo se observo
inhibicion destacable con SP-enol, si bien los valores de ICs, fueron moderados. En
consecuencia, se evalué un conjugado menos marcado, con RM de 0.4, pero se dejo de
observar inhibicién con SP-enol, probablemente debido al aumento necesario de la
concentracidn de conjugado para obtener un valor de A.x cercano a 1.0. Estos resultados
fueron independientes del pH del tampdn de tapizado. Finalmente, se observé que los
anticuerpos obtenidos con los conjugados de los haptenos SPc y SPm no reconocieron el
conjugado de SPo.

Los seis anticuerpos también se ensayaron frente a los conjugados de SPc y SPm
tapizando en tampdn carbonato, pH 9.6, y en iguales condiciones en tampdn fosfato, pH 7.4.
En ambos casos se emplearon disoluciones de conjugado OVA-hapteno a 1, 10, 100, 1000 y
3000 ng/mL. Las diluciones de pAb utilizadas fueron de 1/3000, 1/10000 y 1/30000 para la
etapa de competicion con el analito. De todas las combinaciones y concentraciones de

inmunorreactivos ensayadas, se seleccionaron las que proporcionaron un menor valor de ICs
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para una sefal de A, mayor de 0.8 y lo mas cercana a 1.0 posible. Los resultados de dicho
estudio se resumen en la Tabla 4.4.

El anticuerpo SPo#1 reconocié el conjugado OVA-SPc tan solo si se tapizaba a pH 7.4,
mientras que el anticuerpo SPo#2 practicamente no reconocidé dicho conjugado en ningln
caso. Los anticuerpos SPc#l y SPc#2 reconocieron a su conjugado homdélogo tanto tapizando a
pH basico como neutro, lo que indica que la inmunizacién tuvo lugar con el conjugado BSA-SPc
(esto no se pudo observar en los formatos directos). Los anticuerpos SPm#1 y SPm#2
reconocieron OVA-SPc si el tapizado se realizé a pH 7.4. Estos resultados parecen indicar que a
pH bdsico el hapteno SPc probablemente se hidroliza liberando la molécula de SP-enol y
quedando tan sélo el brazo espaciador unido a la proteina. En cuanto a la inhibicidn con SP o
SP-enol, el antisuero SPo#1 aportd una ICsy aceptable para ambos compuestos, si bien el
antisuero SPo#2 no lo hizo. Los anticuerpos de SPc no reconocieron ni a SP ni a SP-enol, lo que
de nuevo sugiere una posible hidrélisis in vivo, durante la inmunizacién, del hapteno del
conjugado inmunizante BSA-SPc. Finalmente, los valores de I1Cs, observados con los antisueros

de SPm combinados con el tapizado de OVA-SPc fueron elevados.

Tabla 4.4. Caracterizacion de los anticuerpos policlonales obtenidos para spirotetramat
mediante ELISA competitivo bidimensional en formato indirecto con los conjugados OVA-
SPcy OVA-SPm (n=3).

OVA-SPc
Tapizado pH 9.6 Tapizado pH 7.4

ICso” 1Cso ICso ICso
pAb [pAb]® [OVA]b Anmix SP SP-enol [pAb] [OVA] Anmix SP SP-enol
SPotitl 3 3000 - 3 3000 1.02 9.47 3.60
SPoit2 3 3000 - 3 3000 0.28 9.96 20.1
SPc#1 3 3000 1.06 n.i.t n.i. 3 100 1.56 n.i. n.i.
SPc#2 10 3000 1.67 n.i. n.i. 10 100 1.03 n.i. n.i.
SPmitl 10 3000 - 10 100 0.96 91.5 157
SPmi2 10 3000 - 10 100 1.43 122 53.2

OVA-SPm
Tapizado pH 9.6 Tapizado pH 7.4

1Cso 1Cso ICso ICso
pAb [pAb] [OVA] AL SP SP-enol [pAb] [OVA] Anmix SP SP-enol
SPo#1 3 3000 - 3 10 1.26 417 67.8
SPoi2 3 3000 - 3 100 1.35 170 25.7
SPc#1 3 3000 - 3 3000 -
SPc#2 3 3000 - 3 3000 -
SPmitl 30 10 1.63 n.i. n.i. 30 10 1.57 n.i. 482
SPmi#2 100 10 0.88 n.i. n.i. 100 10 0.93 n.i. 301

® Factor de dilucién del anticuerpo x10°. ° Concentracién de conjugado de OVA expresada en ng/mL. © Valores
expresados en nM. 9 No se obtuvo sefial. © La reduccién de la sefial con 10° nM de analito fue escasa o nula.
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El conjugado OVA-SPm no fue reconocido por los antisueros de SPo ni SPc tapizando a pH
9.6 (Tabla 4.4). Tapizando a pH 7.4, tan solo los anticuerpos de SPo pasaron a reconocer este
conjugado, si bien los valores de ICsy observados fueron elevados para SP y modestos para SP-
enol. Por otro lado, los anticuerpos de SPm reconocieron a su conjugado homologo
independientemente del pH del tampdn de tapizado, pero tan solo a pH 7.4 se encontrd
inhibicidon con SP-enol, aunque con valores de ICsqg muy elevados.

Segun estos estudios, el hapteno SPo parece ser el mds indicado para obtener anticuerpos
de elevada afinidad para SP, y sobre todo para SP-enol. En cambio, el hapteno SPc no fue una
buena aproximacion para la obtencidn de anticuerpos frente a dichos analitos. Por otro lado, el
hapteno SPm generd anticuerpos con muy elevada afinidad hacia el conjugado, pero no hacia
el analito en disoluciéon. En cuanto a heterologias, el hapteno SPc fue una buena opcién para el
anticuerpo SPo#1, y fue el Unico reconocido por los anticuerpos de SPm. Los ensayos mas
sensibles, tanto para SP como para SP-enol, se obtuvieron con el anticuerpo SPo#1 combinado
con el trazador homdlogo en el formato que utiliza anticuerpo de captura y con el conjugado

de SPc en formato indirecto.

4.2. Evaluacidon de la especificidad de los anticuerpos policlonales y la selectividad de los

inmunoensayos seleccionados

En el momento de desarrollar un inmunoensayo y desde un punto de vista analitico, el
reconocimiento de compuestos no deseados diferentes al analito en estudio por parte de los
anticuerpos constituye una fuente de interferencias potencial en el ensayo, y por tanto una
fuente de errores a la hora de cuantificar el analito. De tal manera, es preciso asegurar que el
anticuerpo reconoce de manera exclusiva a la molécula de interés, incluso en presencia de
otros compuestos con estructura semejante. Una forma de poder estimar de manera
cuantitativa el grado de especificidad de un anticuerpo, consiste en llevar a cabo un
inmunoensayo competitivo frente al analito de interés y otro frente al compuesto con el que
se quiere comparar, en igualdad de condiciones, y obtener los correspondientes valores de ICs
para calcular el cociente entre ellos. Este cociente, usualmente expresado como porcentaje, se
denomina reactividad cruzada (RC), y su valor es tanto mas alto cuanto mayor es el
reconocimiento del compuesto estudiado por parte del anticuerpo, siendo un 0% el valor
minimo correspondiente a un reconocimiento nulo de dicho compuesto. La especificidad de un
anticuerpo se debe estimar utilizando un ensayo con conjugado homdlogo ya que, como es
sabido, la RC de los ensayos con pAbs es dependiente del conjugado empleado. Asi, se
procedid a determinar la capacidad del antisuero SPo#1 para reconocer otras sustancias

distintas de SP. Con el resto de antisueros no se abordd el presente estudio debido a la escasa
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afinidad mostrada hacia SP y SP-enol. Este estudio de RC se realizé con los cuatro principales
metabolitos de SP (SP-enol, SP-ceto, SP-glu y SP-mono) en el formato de captura con trazador
homdlogo.

Por otro lado, se determind la RC del otro inmunoensayo mas sensible, el de formato
indirecto con conjugado heterdlogo con el mismo antisuero, que ademas en los ensayos
bidimensionales presentd un reconocimiento mas genérico de SP y SP-enol que el ensayo con
conjugado homdlogo. De esta manera, se obtuvieron los respectivos valores de RC mostrados

en la Tabla 4.5.

Tabla 4.5. Reactividad cruzada de SPo#1 con los metabolitos de spirotetramat (n=3).

Ensayo de captura homélogo® Ensayo indirecto heterc’:logob
Analito ICso (NM) RC1 (%) RC 2 (%) ICs (NM)  RC1 (%) RC 2 (%)
SP 113 100 13 9.47 100 38
SP-enol 1.50 7533 100 3.60 263 100
SP-glu 68.0 166 2.2 157 6.0 2.3
SP-ceto 3771 3.0 <0.1 1948 0.5 0.2
SP-mono 1563 7.2 0.1 >10000 <0.1 <0.1

® Dilucién 1/30000 del antisuero SPo#1 y trazador enzimatico homdlogo a 100 ng/mL. ® Dilucién 1/3000
del antisuero SPo#1 y tapizado con OVA-SPc a 3000 ng/mL con tampdn a pH 7.4.

El anticuerpo SPo#1 resultd ser bastante especifico de SP-enol, con una RC del 1.3% hacia
SP, considerando SP-enol como el analito de referencia (RC 2 en la Tabla 4.5). Este antisuero
reconocia ligeramente mejor a SP-glu que a SP, mientras que SP-ceto y SP-mono
practicamente no fueron reconocidos. Como cabia esperar la RC observada fue dependiente
del conjugado de ensayo. En el ensayo indirecto con conjugado heterdlogo, SP y SP-enol
fueron reconocidos de manera mas semejante, con un valor de RC para SP cercano al 40%.
Desafortunadamente, SP-ceto y SP-mono presentaron valores de RC despreciables y la RC con
SP-glu se mantuvo a niveles muy bajos. La utilizacidon de un conjugado con el brazo espaciador
en la posicién del sustituyente etilcarbonato, permitié obtener valores de ICsq mas similares
para SP y SP-enol que en el ensayo con conjugado homdélogo (Tabla 4.5) si bien no se consiguio

gue reconociese significativamente los otros tres metabolitos.

4.3. Caracterizacion de inmunoensayos tipo ELISA basados en anticuerpos policlonales

Las interacciones anticuerpo-analito y anticuerpo-conjugado pueden verse afectadas de
forma muy significativa por las propiedades del medio en el que tienen lugar. Parametros
como el pH, la fuerza idnica y la presencia de disolventes orgdnicos, afectan habitualmente al
funcionamiento de los inmunoensayos, incidiendo de forma directa sobre la sensibilidad (ICs)

y la sefal (An:). Las muestras a analizar, ya sean ambientales o de alimentos, pueden
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presentar valores de pH y fuerza idnica muy diferentes a los del tampdn en el que se preparan
las disoluciones patrén, por lo general un tampdn fosfato formulado en condiciones
fisiolégicas (pH 7.4 y fuerza idnica 162 mM). Ademds, en el caso de plaguicidas, el
procedimiento mas habitual de extraccién implica el uso de disolventes orgdnicos, por lo que
se hace necesario conocer hasta qué punto es compatible con la interaccién antigeno-
anticuerpo.

Los dos ensayos finalmente seleccionados a partir de los estudios de evaluacién de la
afinidad y especificidad de los anticuerpos empleaban el pAb SPo#l, uno en formato de
captura con trazador homodlogo y el otro en formato indirecto con el conjugado del hapteno
heterdlogo SPc. Estos inmunoensayos fueron sometidos a estudios de caracterizacidon de
diversos factores fisicoquimicos que habitualmente pueden influir en la sefial y sensibilidad de
un inmunoensayo. Los factores evaluados fueron la fuerza idnica, el pH y la presencia de

diferentes disolventes organicos.

4.3.1. Estudio de la influencia del pH

Como control, todos los ensayos se realizaron previamente en un medio basado en
tampon fosfato (PBS), y por tanto en condiciones fisioldgicas de pH y fuerza idnica (/), con
valores de 7.4 y 162 mM, respectivamente. Para estudiar la influencia del pH, se prepararon
curvas de inhibicidn en agua MilliQ y se mezclaron con disoluciones del inmunorreactivo de
competicion en tampdn fosfato, cubriendo valores de pH de 6.0, 6.5, 7.0, 7.4, 8.0 y 8.5,
preparados de tal modo que en todos los casos se mantuviese la concentracién del tampdn (10

mM) y la fuerza idnica (162 mM).
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Figura 4.1. Influencia del pH en la etapa de competicidn sobre los valores de la A y de la
ICso de los inmunoensayos competitivos seleccionados para el insecticida SP y su
metabolito SP-enol. Los valores estdn referidos al comportamiento en PBS y son la media
de tres experimentos independientes.

La Figura 4.1 muestra la variacidon relativa de los valores de la A y de la ICso para SP y
SP-enol en los dos inmunoensayos competitivos seleccionados respecto a los valores
obtenidos en PBS (pH 7.4). Obviamente, la variacion de la Az en funcion del pH fue la misma
independientemente del analito ensayado. No obstante, se representa la A,s obtenida en
ambos casos para mayor control de los resultados.

Para el ensayo de captura con conjugado homodlogo (SPo#1/HRP-SPo) se presentaron
variaciones significativas de la A, a valores de pH mas 4cidos. Ademas, la IC5, para SP se vio
incrementada de manera importante a valores de pH por debajo de 7.4. En cambio, la IC5, para
SP-enol no se alteré marcadamente dentro del rango de pH estudiado.

En el ensayo indirecto con conjugado heterdlogo (SPo#1/OVA-SPc), se observd un
comportamiento mas estable al aumentar o disminuir el pH respecto al ensayo en PBS (Figura
4.1). Asi, tanto la A,z como las ICsy para SP y SP-enol disminuyeron ligeramente cuando el
ensayo se llevd a cabo en tampdn con valores de pH mas bajos. Por otro lado, al aumentar el
pH no se observaron diferencias significativas. Por tanto, el ensayo indirecto se mostré mas

robusto frente a cambios de pH que el de captura. Un dato importante a destacar es el

~ 92 ~



aumento de la A, y la disminucidn de las ICs, de ambos ensayos al aumentar el pH, por lo que
se podria modificar en este sentido las condiciones del ensayo para optimizar asi la

sensibilidad.

4.3.2. Estudio de la influencia de la fuerza idnica

Luego que se evalud la influencia del pH sobre los valores de la A,s; e ICso de los
inmunoensayos seleccionados, se realizd un estudio equivalente para determinar el efecto de
la fuerza idnica. En este caso, el inmunorreactivo de competicion se disolvié en tampones
fosfato con concentraciones variables de NaCl preparados de tal manera que en todos los
casos fuesen constantes en el ensayo tanto el pH (7.4) como la concentracidn total del tampdn
fosfato (10 mM). De esta manera se abarcd un rango de valores de concentracién de NaCl en

ensayo desde 25 hasta 250 mM.

En la Figura 4.2 se representa graficamente la influencia de esta variable sobre los
inmunoensayos seleccionados. Como se ha indicado anteriormente, la variacién de la A,; en
funcién de la concentracion de NaCl es independiente del analito ensayado. No obstante, se

representa la A,; obtenida en ambos casos para mayor control de los resultados.
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Figura 4.2. Influencia de la fuerza idnica en la etapa de competicién sobre los valores de
A € 1Cso de los inmunoensayos competitivos seleccionados para el insecticida SP y su

metabolito SP-enol. Los valores estdn referidos al comportamiento en PBS y son la media
de tres experimentos independientes.

Para el ensayo de captura (SPo#1/HRP-SPo), la disminucion de la fuerza idnica indujo
cambios importantes en la ICs, tanto para SP como para SP-enol. La A,.;, aumento ligeramente
mientras que los valores de ICso de ambos analitos disminuyeron drdsticamente. Por otro lado,
la Ansx disminuyd vy las ICso aumentaron ligeramente con el incremento de la fuerza idnica. En
todo caso, modificaciones de la concentracion de NaCl por encima de 140 mM no tuvieron un

impacto relevante sobre el ensayo de captura. Estos resultados indican que es posible mejorar

la sensibilidad de este inmunoensayo mediante la reduccion de la fuerza idnica.

— = IC/IC,, (PBS) * 100

—a— IC,,/IC,, (PBS) * 100

En el ensayo indirecto con el conjugado heterdlogo (SPo#1/OVA-SPc) se observd que

modificaciones de la concentracion de NaCl por debajo de 140 mM aumentaron tanto la A, s

como los valores de ICsq para SP y SP-enol (Figura 4.2). A valores de fuerza idnica mas elevados

los cambios de la A,.s Y las ICsg para ambos analitos no se vieron tan alterados.
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En resumen, los dos inmunoensayos estudiados se mostraron sensibles principalmente a
la disminucién de la fuerza idnica, mientras que el aumento de dicho pardmetro ejercié una

influencia ligeramente menor sobre ambos ensayos.

4.3.3. Tolerancia a disolventes orgdnicos

Se llevd a cabo un estudio de tolerancia a la presencia de dos disolventes de extraccion
habituales, como son el metanol y el acetonitrilo, y también se estudio la influencia del etanol
dado que algunas matrices alimentarias como el vino contienen dicho compuesto.

Este estudio se realizé preparando disoluciones patréon de SP y SP-enol en agua MilliQ
conteniendo diferentes concentraciones del disolvente orgdnico a evaluar, mientras que las
diluciones de los trazadores enzimdticos y de los anticuerpos se prepararon en PBS2x-T. Las
Figuras 4.3 y 4.4 muestran el efecto de la presencia de disolvente a varias concentraciones
(0.5, 1, 2, 5y 10% (v/v) en ensayo) sobre las caracteristicas analiticas de los inmunoensayos
seleccionados para la determinacion de SP y SP-enol. De nuevo, se representa la variacion de
la Ansx €n funcidn de la concentracién del disolvente para ambos analitos con el fin de tener un
mayor control del experimento, ya que los resultados deben ser idénticos.

El ensayo de captura con trazador homdlogo para SP y SP-enol (SPo#1/HRP-SPo) resultd
ser bastante tolerante a la presencia del disolvente metanol hasta un 5% (Figura 4.3). A
concentraciones por encima de dicho porcentaje, no se observé mayor variacion de la seial
maxima, mientras que las ICs, para ambos compuestos se vieron afectadas negativamente.
Respecto al etanol, concentraciones crecientes de este disolvente disminuyeron
paulatinamente la A,; Yy aumentaron los valores de ICs, sobre todo para SP-enol. Finalmente,
con el disolvente acetonitrilo, la A,; s mantuvo constante hasta un 2% de disolvente, y la ICsq
para SP aumentd de manera importante, mientras el aumento de la ICsq para SP-enol fue mas
moderado. En definitiva, para el ensayo de captura el disolvente mejor tolerado fue el
metanol. Las concentraciones de etanol y acetonitrilo se deberian mantener por debajo del 1%

para evitar interferencias.

El ensayo indirecto (Figura 4.4) con conjugado heterdlogo para SP y SP-enol (SPo#1/0VA-
SPc) resulté ser bastante tolerante a la presencia de metanol, etanol y acetonitrilo en el rango
de concentracién estudiado, ya que la presencia de hasta un 10% de ellos no dio lugar a
grandes cambios en la sefial maxima. Respecto a la IC5, no se observaron grandes variaciones
para SP con un 10% de metanol y con hasta un 5% para SP-enol. La presencia de etanol no
alteré de manera importante la ICsy para SP, en cambio concentraciones superiores a un 2%

disminuyeron la sensibilidad del ensayo hacia SP-enol. La tolerancia al acetonitrilo fue
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semejante a la observada con etanol. Dado que este inmunoensayo tiene una RC aproximada

del 40% para SP, se podria pensar en anadir una pequena cantidad de disolvente al ensayo

para igualar los valores de ICsq para SP y SP-enol.
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Figura 4.3. Influencia de tres disolventes organicos en la etapa de competicidn sobre los
valores de A, e IC5o en el ensayo de captura para el insecticida SP y su metabolito SP-
enol. Los valores corresponden a la media de tres experimentos independientes.
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Figura 4.4. Influencias de tres disolventes organicos en la etapa de competicion sobre los
valores de A, € IC5q en el ensayo indirecto para el insecticida SP y su metabolito SP-enol.
Los valores corresponden a la media de tres experimentos independientes.

4.3.4. Evaluacion del efecto matriz en zumos de uva y vinos

A menudo, la propia matriz a analizar provoca interferencias en los inmunoensayos
debido tanto a parametros fisicoquimicos (pH, fuerza idnica, disolventes, etc.) como la
presencia de determinados compuestos propios del alimento que pueden interferir en el
resultado del analisis, dando lugar a lo que se conoce como efecto matriz. En los
inmunoensayos, los limites de deteccidon suelen ser muy bajos, por lo que este efecto podria
corregirse si la muestra se diluye lo suficiente, pudiendo o no incluir un sencillo paso de

. .z o . , .z 163-1
filtracién para eliminar particulas en suspensién.'®"*
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responsable de gran parte de los efectos matriz observados por lo que una adecuada

tamponacion resulta adecuado.
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Figura 4.5. Efecto matriz para los zumos y vinos (blancos y tintos) sobre los
inmunoensayos seleccionados para SP y SP-enol utilizando el pAb SPo#l. El fondo
resaltado en verde corresponde al intervalo £+20% de variacién del valor de referencia.

Con el fin de encontrar la dilucién minima de la muestra necesaria para corregir el efecto
matriz en los inmunoensayos seleccionados, se ensayaron patrones de SP y SP-enol en
presencia de diferentes proporciones de la muestra estudiada, y las curvas de inhibicion
resultantes se compararon con la curva estandar obtenida en ausencia de matriz. Se estudio el
efecto matriz de vinos blancos y tintos, asi como zumos blancos y tintos sobre los ensayos

seleccionados. Las muestras sin analito se diluyeron 5, 10, 50, 100 y 500 veces en agua MilliQ.
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La variacion del valor de A,; y de los de las ICsq para SP y SP-enol, normalizados respecto a los
correspondientes valores obtenidos en tampdn, se muestran en la Figura 4.5.

Con el ensayo indirecto (SPo#1/0VA-SPc) se estudio la influencia de las mismas matrices
(Figura 4.5). Los valores de A, e ICs,, tanto para SP como para SP-enol, se vieron menos
afectados que en el ensayo de formato de captura, si bien en general una diluciéon de 50 veces
parecia ser recomendable para eliminar el efecto matriz. El efecto matriz sobre la ICsq para SP
fue mas acusado cuando se ensayé zumo tinto, hasta el punto que a diluciones bajas los datos
no se pudieron ajustar a una curva sigmoidea.

Los inmunoensayos optimizados y caracterizados utilizando pAbs para SP no se validaron
para el analisis de residuos en muestras de alimentos, ya que dichos estudios se realizaron con
mAbs por ser el tipo de bioreceptores mayormente aceptados para el desarrollo de métodos
inmunoanaliticos con fines practicos. No obstante, estos resultados podrian ser interesantes

para futuros estudios.

4.4. Obtencion de conjugados con el hapteno SPh

Los resultados con los pAbs indicaban claramente que SPc podia ser un buen heterdlogo
debido a la posicion del brazo espaciador. Por ello se disefié un nuevo hapteno, SPh, analogo a
SPc pero sin el grupo carbonato con el objetivo de conferirle mayor estabilidad. El hapteno SPh
fue sintetizado y caracterizado por los profesores Consuelo Agulléd Blanes y Antonio Abad
Somovilla del Departamento de Quimica Organica de la Universitat de Valencia. Desde alli se
nos aportd el éster de N-hidroxisuccinimidilo del hapteno que se disolvio en DMF para su

conjugacién a BSA, OVA y HRP.
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Figura 4.6. Espectros de masas obtenidos por MALDI-TOF de los conjugados BSA-SPh,
OVA-SPh y HRP-SPh (en verde) y sus correspondientes proteinas de referencia (en azul). i
Basado en los iones doblemente cargados de la proteina y del conjugado.

La relacion molar hapteno-proteina determinada por MALDI-TOF/MS fue de 17.9, 10.5 y
1.2 para los conjugados BSA-SPh, OVA-SPh y HRP-SPh, respectivamente. Estos valores estan
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dentro del rango 6ptimo de densidad hapténica para conjugados empleados en ELISA y LFIA

competitivos. En la Figura 4.6 se representan los espectros obtenidos con cada conjugado.

4.5. Evaluacion de la afinidad de los anticuerpos monoclonales y la sensibilidad de los

inmunoensayos seleccionados

La generacién de mAbs es un proceso que requiere una mayor inversion de tiempo y de
dinero que la obtencién de pAbs, debido a que es necesario realizar una serie de etapas de
cultivo y seleccién de lineas celulares posteriores a la inmunizacién. Por ello, es importante
una seleccion previa de aquellos inmundgenos con los que existe una mayor probabilidad de
generar una buena respuesta inmunitaria, para lo que pueden servir los resultados obtenidos
en la caracterizacion de pAbs generados a partir de los conjugados disponibles.**®

Con el objetivo de obtener mAbs para SP, previamente a la presente tesis, se inmunizaron
hembras de ratdn con los conjugados BSA-SPo y BSA-SPm, ya que son los que mejores
resultados aportaron con policlonales, y se realizaron dos fusiones celulares a partir de ratones
inmunizados con cada inmundgeno. En total se disponia de 6 mAbs, tres obtenidos a partir del
conjugado de SPo (SPo#227, SPo#237 y SPo#243) y tres a partir del de SPm (SPm#23, SPm#25 y
SPm#216). La coleccién de mAbs se encontraba precipitada con sulfato aménico saturado [1:1,

16> Ademds, en el momento de realizar este

(v/v)], lo que garantiza su estabilidad durante afios.
estudio, se disponia de conjugados de ensayo de los tres haptenos empleados para la
inmunizacion (SPo, SPc y SPm), y también se prepararon conjugados de un nuevo hapteno
(SPh) analogo a SPc. Por tanto, la caracterizacién de mAbs se llevé a cabo con los conjugados
de SPo, SPc, SPm y SPh.

Para lograr una adecuada estimacién de la afinidad fue necesario trabajar a las
concentraciones de inmunorreactivos éptimas para cada anticuerpo, ya que los valores de ICsg
de las curvas de inhibicidn resultan como consecuencia de un minucioso balance de las
concentraciones de los inmunorreactivos que participan en el ensayo. En este sentido, un
ensayo competitivo bidimensional consiste basicamente en ensayar en una misma placa de
ELISA varias disoluciones de anticuerpo a diferente concentracién frente a varias disoluciones
de conjugado de tapizado o de trazador enzimatico a diferente concentracién, dependiendo
del formato empleado, y evaluando con cada combinacidon la respuesta a una serie de
patrones de analito que den lugar a una curva de inhibicion completa. De esta manera se
genera una curva estandar de analito para cada combinacidn de reactivos, lo que propicia una
estimacidon mas precisa de la afinidad de los anticuerpos. Todos los trabajos de caracterizacion

realizados para determinar la afinidad de los mAbs hacia los analitos de estudio se llevaron a
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cabo mediante ELISA competitivo bidimensional en los tres formatos de ELISA descritos en la
seccion de Materiales y Métodos.

El propdsito del estudio de caracterizacidn de los mAbs fue principalmente la seleccion de
las mejores parejas de inmunorreactivos y la busqueda de las condiciones éptimas para el
desarrollo de inmunoensayos de elevada sensibilidad, mas que la evaluacion de la respuesta
inmunitaria, como se realizé con los pAbs. Sin embargo, de alguna manera se intentd

encontrar correlaciones entre los resultados y la estructura de los haptenos de inmunizacién.

4.5.1. Formato de anticuerpo inmovilizado con deteccion directa

En este formato de ensayo, se emplearon disoluciones de mAb de 300 y 1000 ng/mL en
tampdn de tapizado, pH 9.6, para el recubrimiento inicial de la superficie de los pocillos de la
placa ELISA. En la etapa de competicién se emplearon los trazadores enzimaticos de los
haptenos SPo, SPc, SPm y SPh a 10, 30, 100 y 300 ng/mL. Cada una de las combinaciones
resultantes se evalud frente a una serie de siete disoluciones patréon de SP o SP-enol y un
blanco. La informacién obtenida de todas las curvas de inhibicién resultantes permitid
establecer las condiciones de ensayo para lograr la mayor sensibilidad posible, relacionada con
la afinidad del anticuerpo hacia el trazador y hacia el analito. Cabe recordar que, en este
formato, la inmovilizacidn directa del anticuerpo sobre la placa puede alterar la actividad del
anticuerpo. De esta manera se evaluaron los mAbs generados para SP y SP-enol, obteniéndose

los resultados presentados en la Tabla 4.6.

Tabla 4.6. Caracterizacion de anticuerpos monoclonales de spirotetramat mediante ELISA
competitivo bidimensional en formato directo con conjugados homdlogos y heterdlogos
(n=3).7

Trazadores enzimaticos

HRP-SPo HRP-SPm HRP-SPh

ICso”  1Cso” ICso  1Cso ICso  1Cso
mAb [mAb]b [HRP]° SP SP-enol [mAb] [HRP] SP SP-enol [mAb] [HRP] SP SP-enol
SPo#227 1000 300 e - 1000 300 - - 1000 300 - -
SPo#237 300 30 38.2 9.87 1000 300 - - 1000 300 - -
SPo#243 1000 300 - - 1000 300 - - 1000 300 - -
SPm#23 1000 300 - - 300 100 21.0 247 300 100 9.98 0.66
SPm#25 1000 300 - - 1000 300 - - 1000 300 - -
SPmi#216 1000 300 - - 1000 300 - - 1000 300 - -

® Los valores de A, estuvieron entre 0.8 y 1.3. ® Concentracién del anticuerpo en ng/mL. ¢ Concentracién de
conjugado de HRP expresada en ng/mL. “ Valores expresados en nM. © La sefial fue inferior a 0.8.

En este formato, ningln anticuerpo reconocié el trazador de SPc por lo que los
correspondientes resultados no se incluyen en la Tabla 4.6, y la mayoria de anticuerpos fueron

incapaces de reconocer ningun trazador; tan sdlo con los anticuerpos SPo#237 y SPm#23 se
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alcanzaron A.; mayores de 0.8 en combinacidn con su correspondiente conjugado homalogo.
Los anticuerpos de SPo no reconocieron los trazadores heterélogos de SPm o SPh, y los de SPm
no reconocieron el trazador de SPo. Unicamente el anticuerpo SPm#23 reconocié al trazador
con el hapteno heterdlogo SPh. Por otro lado, los valores de ICsy observados fueron bastante
mas bajos para SP-enol que para SP. Con el anticuerpo SPo#237 y su trazador homdlogo, la ICsq
para SP-enol fue de 10 nM, mientras que con el anticuerpo SPm#23 fue de 2 nM con el
trazador homdlogo y de 0.7 nM con el heterdlogo HRP-SPh. Asi pues, el anticuerpo SPm#23
parece ser el que presenta mayor afinidad hacia SP y SP-enol, y claramente su combinaciéon

con el trazador heterdlogo aportd el inmunoensayo mds sensible en este formato.

4.5.2. Formato de anticuerpo de captura con deteccion directa

En el formato de anticuerpo de captura con deteccién directa, las concentraciones de
mAb utilizadas fueron de 100 y 1000 ng/mL sobre microplacas pretapizadas con GAM en
tampdn de tapizado, pH 9.6. Para la etapa de competicién se emplearon concentraciones de
trazador enzimatico de 10, 30, 100 y 300 ng/mL. lgual que en el anterior formato, cada una de
las combinaciones resultantes se ensayd frente a una serie de disoluciones patrén de analito a
siete concentraciones diferentes y un blanco. La informacién obtenida permitié establecer las
condiciones de ensayo para lograr la mayor sensibilidad, relacionada con la afinidad del
anticuerpo hacia el trazador y el analito, y sin la influencia de la inmovilizacién directa del
anticuerpo a la superficie de la placa. Asi, se evaluaron los mAbs generados para SP y SP-enol,

obteniendo los resultados recogidos en la Tabla 4.7.

Tabla 4.7. Caracterizacion de anticuerpos monoclonales de spirotetramat mediante ELISA
competitivo bidimensional en formato directo de captura con conjugados homdlogos vy
heterélogos (n=3).7

Trazadores enzimaticos

HRP-SPo HRP-SPm HRP-SPh

ICso”  1Cso” ICso  1Cso ICso  1Cso
mAb [mAb]b [HRP]° SP SP-enol [mAb] [HRP] SP SP-enol [mAb] [HRP] SP SP-enol
SPo#227 1000 300 - - 1000 300 - - 1000 300 - -
SPo#237 100 30 44.1 8.56 1000 300 - - 1000 300 - -
SPo#243 1000 300 n.if 8.08 1000 300 - - 1000 300 - -
SPm#23 1000 300 - - 100 30 33.7 283 100 30 8.50 0.55
SPm#25 1000 300 - - 1000 300 - - 1000 300 - -
SPmi#216 1000 300 - - 1000 300 n.i. 10.8 1000 300 - -

® Los valores de A, estuvieron entre 0.8 y 1.3. ® Concentracién del anticuerpo en ng/mL. ¢ Concentracién de
conjugado de HRP expresada en ng/mL. 9 Valores expresados en nM. ° La sefial fue inferior a 0.8. "La reduccién de
la sefial con 10* nM de analito fue escasa o nula.
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De nuevo, no se obtuvo sefial con el trazador de SPc por lo que no se muestra en la Tabla
4.7. El reconocimiento de conjugados se observd con los mismos anticuerpos que en el
anterior formato; si bien, dos anticuerpos (SPo#243 y SPm#216) pudieron reconocer a los
trazadores homologos gracias a la utilizacién del anticuerpo de captura. Por otra parte, el
reconocimiento de conjugados heterdlogos fue escaso. Esta observacidn esta relacionada con
las limitaciones que suelen encontrarse en el formato directo, con o sin captura, en lo que
respecta al reconocimiento de trazadores heterdlogos, particularmente con heterologia de
posicion de brazo espaciador, y que ademds son mucho mds acusadas con mAbs que con pAbs
debido probablemente al hecho de que reconocen un solo epitopo.''® Como cabia esperar, los
valores de ICs5y para SP fueron mayores que para SP-enol en todos los casos también en este
formato. El valor de ICsy con el anticuerpo SPo#237 y su trazador homodlogo, fue
aproximadamente de 9 nM para SP-enol; mientras que con el anticuerpo SPm#23 la ICs, para
SP-enol fue de casi 3 nM con su trazador homélogo. Estos resultados parecen confirmar que el
anticuerpo con mayor afinidad hacia SP y SP-enol es el SPm#23.

De manera evidente, SPm#23 con el trazador heterdlogo de SPh aporté el inmunoensayo
mas sensible desarrollado en este formato con mAbs, con un valor de ICs, de 0.6 nM. Por lo
tanto, este inmunoensayo fue escogido para estudios posteriores. La utilizacién del anticuerpo
de captura no aportd grandes incrementos en la sensibilidad de los mejores ensayos respecto
al formato directo sin captura, pero si que permitid disminuir las concentraciones de

inmunorreactivos (mAb y/o trazador).

4.5.3. Formato de conjugado inmovilizado con deteccion indirecta

Para la caracterizacién de mAbs mediante ELISA competitivo en el formato indirecto la
superficie de los pocillos se recubrié inicialmente con conjugado OVA-hapteno a cuatro
concentraciones (100, 300, 1000 y 3000 ng/mL) en tampdn fosfato, pH 7.4, y en la etapa de
competicion se evaluaron las disoluciones estandar de analito frente a cuatro concentraciones

de anticuerpo (10, 30, 100 y 300 ng/mL). Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla 4.8.

Todos los anticuerpos generados respondieron a la presencia del conjugado homdlogo como
era esperable. Los anticuerpos SPo#237, SPm#23 y SPm#25 reconocieron el conjugado de SPc
(datos no mostrados en la Tabla 4.8). Por otro lado, el anticuerpo SPo#237 ademas reconocio
el conjugado heterdélogo OVA-SPm, y todos los anticuerpos de SPm reconocieron el conjugado
OVA-SPo. Como se observd en los anteriores formatos, el anticuerpo SPm#23 reconocié al
conjugado heterdlogo de SPh, y ademas en este formato dicho conjugado también fue

reconocido por el anticuerpo SPo#237. De nuevo, la inhibicién observada fue mucho
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mayor con SP-enol que con SP, o incluso este ultimo no disminuyd la A, en algunas
combinaciones anticuerpo/conjugado. Segun los ensayos con el conjugado homdlogo, los
mAbs SPo#237 y SPm#23 fueron los anticuerpos con mayor afinidad hacia SP-enol. Respecto a
los ensayos con conjugados heterélogos, los valores de ICs, con el conjugado OVA-SPc fueron
elevados para SP (> 30 nM) y de 5 nM o superiores para SP-enol (datos no mostrados en la
Tabla 4.8). El ensayo mas sensible se obtuvo con el anticuerpo SPo#237 combinado con el
conjugado heterdlogo OVA-SPh, cuando la ICs, fue de 0.8 nM para SP-enol.

Tabla 4.8. Caracterizacidn de los anticuerpos monoclonales de spirotetramat mediante ELISA
competitivo bidimensional en formato indirecto con conjugados homdlogos y heterdlogos
(n=3).?

Conjugado de tapizado

OVA-SPo OVA-SPm OVA-SPh

ICso”  ICso” ICso  1Cso ICss  1Cso
mAb [mAb]b [OVAI° SP SP-enol [mAb] [OVA] SP SP-enol [mAb] [OVA] SP SP-enol
SPo#227 30 100 nif 80.5 300 3000 - - 300 3000 - -
SPo#237 30 100 174 8.93 300 3000 124 1.06 100 100 17.2 0.80
SPo#243 30 100 n.i. 29.4 300 3000 - - 300 3000 - -
SPm#23 30 3000 n.i. 4.58 30 100 n.i. 7.29 100 1000 n.i. 13.8
SPm#25 30 100 n.i. n.i. 30 100 n.i. n.i. 300 3000 - -
SPm#216 300 1000 n.i. 76.1 30 100 n.i. n.i. 300 3000 - -

® Los valores de A, estuvieron entre 0.8 y 1.3. ® Concentracién del anticuerpo en ng/mL. ¢ Concentracién de
conjugado de OVA expresada en ng/mL. 4 Valores expresados en nM. ° La reduccién de la sefial con 10° nM de
analito fue escasa o nula. " La sefial fue inferior a 0.8.

La heterologia, como era de esperar en este formato, permitié un cierto aumento de
sensibilidad con algunos anticuerpos, siendo éste considerable con SPo#237, e incluso se
pudieron mantener bajas las concentraciones dptimas de inmunorreactivos. En definitiva, el
inmunoensayo con el mAb SPo#237 y el conjugado heterélogo OVA-SPh se selecciond para su

desarrollo y validacién en muestras.

4.6. Evaluacion de la especificidad de los anticuerpos monoclonales y la selectividad de los

inmunoensayos seleccionados

Empleando la misma estrategia que se aplicé con los pAbs, se estimé la especificidad de
los mAbs generados determinando su RC en ensayos con el trazador homélogo en el formato
directo. Para este estudio tan solo se incluyeron los anticuerpos SPm#23 y SPo#237, ya que el
resto de mAbs presentaron muy baja afinidad hacia SP o SP-enol. Se ensayaron los principales
metabolitos de SP, asi como otros compuestos estructuralmente relacionados o que podrian
estar presentes en alimentos, tales como, dimoxystrobin, spiromesifen, boscalid, spiroxamine,
propamocarb, deltametrin, cyprodinil, imidacloprid, azoxystrobin, fludioxonil, pyraclostrobin,

fenhexamid, fenamidona, pyrimethanil, spirodiclofen, thiabendazol, o-fenilfenal,
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chlorothalonil, mandipropamid, fenpropimorph y procimidona. Los resultados obtenidos con

los metabolitos de SP se recogen en la Tabla 4.9.

Tabla 4.9. Reactividad cruzada de los anticuerpos monoclonales en el
formato directo con trazador homélogo.

SPm#23 SPo#237
Analito ICso(nM) RC1(%) RC2(%) ICso(nM) RC1(%) RC2 (%)
SP 21.0 100 11.8 38.2 100 25.8
SP-enol 2.47 850 100 9.87 387 100
SP-glu 48.3 435 5.11 62.4 61.2 15.8
SP-ceto 10849 0.19 0.02 2020 1.89 0.49
SP-mono 1306 1.61 0.19 2452 1.56 0.40

El comportamiento de los dos mAbs fue muy semejante en cuanto al reconocimiento de
los metabolitos de SP. Como se observd anteriormente en los ensayos bidimensionales, ambos
monoclonales reconocian SP-enol con mayor afinidad que SP, siendo esta diferencia mas
acusada con SPm#23. En el presente estudio se ha observado que la RC de SPm#23 y SPo#237
hacia SP-glu fue cercana al 50% tomando SP como referencia. En cambio, la RC con SP-ceto y
SP-mono fue muy baja o despreciable. Ademas, ninguno de los dos anticuerpos reconocid a
ninguno de los compuestos evaluados por su similitud estructural o por su potencial presencia
en alimentos, mencionados en el parrafo anterior.

En paralelo se evalué la RC de los inmunoensayos que se seleccionaron para su
optimizacion y validacidn con muestras de alimentos. Los resultados se recogen en la Tabla
4.10.

Tabla 4.10. Reactividad cruzada de los inmunoensayos
seleccionados con anticuerpos monoclonales.

Ensayo de captura® Ensayo indirecto®
Analito ICso(nM) RC1 (%) RC2 (%) ICso (nM) RC1 (%) RC2 (%)
SP 8.50 100 6.47 17.2 100 4.65
SP-enol 0.55 1545 100 0.80 215 100
SP-glu 20.2 42.1 2.72 33.9 50.7 2.36
SP-ceto 2602 0.32 <0.1 1423 1.21 <0.1
SP-mono 1089 0.78 <0.1 1550 1.11 <0.1

? Ensayo con SPmi23 y HRP-SPh. b Ensayo con SPo#237 y OVA-SPh.

En ambos inmunoensayos, SP-enol fue mucho mejor reconocido que SP y que los demas
metabolitos. La RC con SP, tomando como referencia SP-enol, fue cercana al 5%, y fue muy
baja o despreciable para el resto de metabolitos (Tabla 4.10), por lo que se puede considerar

qgue ambos ensayos son casi selectivos de SP-enol. Debido al cambio de formato, la RC
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observada con estos inmunoensayos fue ligeramente diferente que con los conjugados

homdlogos en formato directo, si bien se mantuvieron dentro de un mismo orden.

4.7. Caracterizacion de inmunoensayos tipo ELISA basados en anticuerpos monoclonales

De igual manera como se realizdé con los anticuerpos policlonales, se llevd a cabo la
caracterizacion de inmunoensayos tipo ELISA utilizando anticuerpos monoclonales de SP. Para
estos estudios se escogieron dos inmunoensayos, ambos con el conjugado de SPh, en
diferentes formatos. El primero es un ensayo en formato directo con anticuerpo de captura
usando el mAb SPm#23, mientras que el segundo es un ensayo indirecto con el monoclonal
SPo#237. Se estudié la influencia de factores como el pH, la fuerza idnica y la presencia de
disolventes orgdnicos sobre los principales parametros analiticos de los inmunoensayos. Las
muestras a analizar pueden presentar valores de pH y fuerza idnica muy diferentes a los del
tampdn en el que se preparan normalmente las disoluciones patrén. Por lo general un tampén
fosfato formulado en condiciones fisioldgicas (pH 7.4 y fuerza idnica 162 mM) resulta ser el
mas utilizado. Ademas, las muestras pueden contener etanol o pequenas cantidades de
disolvente empleado en la extraccién de los residuos. Finalmente, cabe destacar que el estudio
de todos estos factores se puede entender como un proceso de optimizacion en el que,
ademas de conocer las caracteristicas del ensayo, se pueden encontrar condiciones mas

adecuadas para el mismo.

4.7.1. Estudio de la influencia del pH

Para estudiar la influencia del pH, se prepararon disoluciones patron del analito en agua
MilliQ y se mezclaron con diferentes disoluciones del inmunorreactivo de competicion en
tampon fosfato, cubriendo valores de pH de 6.0, 6.5, 7.0, 7.4, 8.0 y 8.5, preparados de tal
modo que en todos los casos se mantuviese la concentracién del tampdn (10 mM) y la fuerza

idnica (162 mM).

La Figura 4.7 muestra la variacién relativa sobre los valores de A, € ICso de los
inmunoensayos competitivos seleccionados respecto a los valores obtenidos en PBS (pH 7.4),
tanto para SP como para SP-enol. Obviamente, la variacion de la A; en funcion del pH fue la
misma independientemente del analito ensayado. No obstante, se representa la As obtenida

en ambos casos para mayor control de los resultados.
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Figura 4.7. Influencia del pH en la etapa de competicidn sobre los valores de A, € IC5, de
los inmunoensayos competitivos seleccionados para SP y SP-enol. Los valores estan
referidos al comportamiento en PBS y son la media de tres experimentos independientes.

En el ensayo de captura (SPm#23/HRP-SPh) no se presentaron variaciones significativas en
los rangos de pH ensayados sobre los valores de A y de ICsq tanto para SP como para SP-
enol. Cabe mencionar que a valores de pH por debajo de 7.4 la IC5, aumento ligeramente, no
asi con la A, que se mantuvo casi constante. En el ensayo indirecto (SPo#237/0OVA-SPh)
tampoco se presentaron variaciones significativas sobre la A, y los valores de ICsq para SP y
SP-enol en los rangos de pH ensayados, observandose un comportamiento muy estable al
aumentar o disminuir el pH respecto al ensayo en PBS. Tan solo se observd una bajada de la
ICsq para SP-enol a pH 6.0. Con estos resultados se optd por seguir caracterizando ambos

inmunoensayos a pH 7.4.

4.7.2. Estudio de la influencia de la fuerza idnica

Una vez evaluada la influencia del pH sobre los valores de A.,: e ICso de los
inmunoensayos seleccionados, se realizé un estudio equivalente para determinar el efecto de
la fuerza idnica. El inmunorreactivo de competicion se diluyé en diferentes disoluciones
tampones fosfato con concentraciones variables de NaCl, preparados de tal manera que en
todos los casos fuesen constantes en el ensayo tanto el pH (7.4) como la concentracion total
del tampdn fosfato (10 mM). El rango de concentraciones de NaCl ensayado fue desde 25

hasta 250 mM.
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En la Figura 4.8 se representa la influencia de esta variable sobre los inmunoensayos
seleccionados para ambos analitos. De nuevo se representa la A, obtenida en ambos casos

para mayor control de los resultados.
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Figura 4.8. Influencia de la fuerza idnica en la etapa de competicién sobre los valores de
Ani € ICso de los inmunoensayos competitivos seleccionados para SP y SP-enol. Los
valores estan referidos al comportamiento en PBS y son la media de tres experimentos
independientes.

En el ensayo de captura (SPm#23/HRP-SPh) la variacion de la fuerza idnica produjo
cambios significativos sobre la A, Particularmente, el valor de la A,s fue mayor cuanto
mayor era la concentracion de NaCl en el tampdn. En cambio, el valor de ICs, se vio menos
afectado al variar la fuerza idnica. Tan solo a concentraciones bajas de NaCl se observd una
bajada importante del valor de IC5, para SP-enol. En el ensayo indirecto (SPo#237/0VA-SPh) se
observé que a concentraciones de NaCl por debajo de 140 mM, la As aumentaba ligeramente
y la ICsq, tanto para SP como para SP-enol, crecia significativamente. El incremento de la
concentracién de NaCl por encima de la del PBS no alteré de manera importante los valores de
Anmax € 1Csq.

Con los resultados obtenidos en estos dos estudios de caracterizacién fisicoquimica, se

puede concluir que la variacién del pH o el incremento de la fuerza iénica debidos a la muestra
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no deberian ser un problema para la determinacidon de ninguno de los dos analitos con los

inmunoensayos estudiados.

4.7.3. Tolerancia a disolventes orgdnicos

El objetivo principal de los inmunoensayos estudiados es su aplicacién a muestras
alimentarias que pudieran contener residuos del insecticida SP. El analisis mediante
inmunoensayos de muestras sélidas requiere realizar previamente un proceso de extraccion
de los posibles residuos presentes en la muestra utilizando un disolvente orgdnico,
preferiblemente que sea capaz de mezclarse con el agua. Esto implica que el ensayo podra
tener lugar en presencia de una pequefa concentracién del disolvente de extraccion, el cual
puede llegar a influir en las propiedades del ensayo. En cambio, para muestras liquidas se
puede llevar a cabo el inmunoensayo mediante dilucién directa de la muestra y su correcta
tamponacién en ensayo. No obstante, hay que tener en cuenta que algunas muestras pueden
incorporar de manera intrinseca componentes similares a los disolventes de extraccién, como
es el caso del etanol en los vinos. Por todo lo mencionado se llevéd a cabo un estudio de
tolerancia a la presencia de dos disolventes de extraccién habituales, como son el metanol y
acetonitrilo, y también de etanol.

Este estudio se llevé a cabo preparando curvas de inhibicién en agua MilliQ que contenian
diferentes concentraciones del disolvente organico a evaluar mientras que las disoluciones de
los trazadores enzimaticos y de los anticuerpos se realizaron en PBS2x-T. Las Figuras 4.9 y 4.10
muestran el efecto de varias concentraciones de metanol, etanol y acetonitrilo sobre las
caracteristicas analiticas de los ensayos directo de captura e indirecto, respectivamente,
seleccionados para la determinacidon de SP y SP-enol. Como anteriormente, se representa la
A.s obtenida en los estudios con ambos analitos para mayor control de los resultados, si bien
su variacion es independiente del analito estudiado.

La tolerancia de este ensayo a metanol y etanol fue muy semejante (Figura 4.9). El valor
de A disminuyd progresivamente al aumentar la concentracidon de estos disolventes.
Ademas, el valor de ICs, tanto para SP como para SP-enol, aumentd con la concentracién de
disolvente, sobre todo con etanol. Concentraciones de etanol o metanol de hasta el 1% (v/v)
podrian ser tolerables por este inmunoensayo ya que la bajada del valor de la A; y la subida
del de la IC5y se mantuvo dentro del +20%. En cambio, el acetonitrilo tuvo una influencia mas
importante sobre la A.;, que sobre la IC5,. Como con los anteriores disolventes, el aumento de
la concentracion de acetonitrilo provoco la caida de la sefial mientras que la ICs, se mantuvo

dentro de un rango de variacién aceptable para ambos analitos. En este caso, el inmunoensayo
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podria tolerar entre un 1% y un 2% (v/v) de disolvente de extraccidn sin que la variacion del

valor de A fuese superior al 20%.
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Figura 4.9. Influencia de la presencia de disolventes orgdnicos en la etapa de competicién
sobre los valores de A, € ICsq del ensayo de captura para SP y SP-enol. Los valores
corresponden a la media de tres experimentos independientes.
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Ensayo Indirecto
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Figura 4.10. Influencia de la presencia de disolventes organicos en la etapa de

competicién sobre los valores de A, e ICso del ensayo indirecto para SP y SP-enol. Los

valores corresponden a la media de tres experimentos independientes.

Finalmente, el ensayo indirecto (SPo#237/OVA-SPh) demostré ser mas tolerante a la
presencia de los tres disolventes (Figura 4.10). El valor de A, varié poco dentro del rango de
concentracién de los tres disolventes estudiados. El valor de ICs, para SP tampoco cambid
significativamente en el rango de concentraciones de metanol y etanol estudiado. En cambio,
la presencia de estos dos disolventes alterd ligeramente el valor de I1Cs de SP-enol. En cuanto
al acetonitrilo, concentraciones crecientes de disolvente disminuyeron ligeramente el valor de

ICso para SP y aumentaron el correspondiente valor para SP-enol. Este inmunoensayo podria

tolerar hasta un 2% (v/v) o mas de cualquiera de estos disolventes.
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En conclusién, el ensayo en formato indirecto se revelé mas tolerante a la presencia de
pequefias cantidades de etanol, metanol o acetonitrilo en la etapa de competicién. Por otro
lado, la elevada sensibilidad de los inmunoensayos permitira diluir las muestras o los extractos

suficientemente para que la concentracién de disolvente en ensayo sea baja.

4.8. Validacion de inmunoensayos tipo ELISA basados en anticuerpos monoclonales

La finalidad de un inmunoensayo es que pueda ser utilizado como método analitico para
la determinacién del compuesto en estudio en muestras reales. Por ello, una vez caracterizado
y optimizado es necesario demostrar su aplicabilidad mediante el andlisis de muestras en las
que esté presente el analito de interés. En este sentido, en el presente trabajo se abordd la
validaciéon de los ensayos seleccionados para el andlisis de residuos de SP con dos
aproximaciones complementarias. Por una parte, se evalud la exactitud y la precision de cada
inmunoensayo mediante estudios de recuperacién llevados a cabo con matrices fortificadas, y
por otra parte se analizaron muestras ciegas semejantes a las de campo para posteriormente

comparar los resultados con los obtenidos mediante un método de referencia.

4.8.1. Obtencion de muestras

Para validar los inmunoensayos desarrollados se decidié emplear muestras de uva, zumo
de uva y vino, ya que SP se emplea en Europa para combatir plagas de insectos en vifiedos. El
LMR europeo actual para SP en uva es de 2 mg/kg. Siendo asi y considerando las caracteristicas
de los ensayos desarrollados, deberia ser posible cuantificar concentraciones de analito a
dichos limites legales.

Debido a la naturaleza propia de la uva, para su analisis fue necesario emplear una técnica
de extraccién. Dado que actualmente la mayoria de los trabajos descritos para la
determinacion de SP y SP-enol utilizan el método QUEChERS para la extraccién de ambos

HI6E12 acte fue el método de extraccion

compuestos de las matrices alimentarias,
seleccionado.

El extracto de uva se obtuvo a partir de las correspondientes muestras homogenizadas. El
método QUEChERS consta de una primera etapa de extraccion con acetonitrilo, en la que se
afiade acetato sddico y sulfato de magnesio, de donde luego de agitar la mezcla vigorosamente
y su posterior centrifugacion, se recoge el sobrenadante. En la segunda etapa, la fase organica
se seca huevamente empleando sulfato de magnesio y se limpia mediante extraccién en fase

solida dispersa (dSPE) utilizando PSA, donde nuevamente se agita y se centrifuga dicha mezcla.

De esta manera se consigue un extracto purificado en acetonitrilo que contiene los residuos de
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plaguicidas de la muestra original. Estos extractos se guardaron a -20 °C. Las muestras de
zumo y vino no siguieron tratamiento de extraccidn alguno. Tanto los extractos de uva como
las muestras de zumo y vino se diluyeron para su analisis mediante los inmunoensayos

seleccionados.

4.8.2. Estudios para la hidrdlisis controlada de spirotetramat

Dado que los inmunoensayos seleccionados presentaban una elevada sensibilidad hacia
SP-enol y una RC de aproximadamente el 5% con SP, se decidid poner a punto un
procedimiento para hidrolizar SP, de modo que la totalidad del residuo de dicho insecticida
presente en el ensayo estuviese en forma de SP-enol. Cabe recordar que la definicidon de
residuo de SP en productos vegetales con fines analiticos es la suma de la concentracion de SP

mas SP-enol.?*

Ademas, es sabido que SP se hidroliza rdpidamente a pH basico mientras que
SP-enol es mas estable.'®’

Para el estudio de la hidrdlisis controlada de SP se puso a punto un procedimiento que
permitiese transformar SP en SP-enol rapidamente y con elevada eficiencia, realizando el
menor numero de etapas posible. En primer lugar, se buscé una disolucidn alcalina con un pH
suficiente para hidrolizar SP en poco tiempo y que pudiese ser tamponada después de la etapa
de hidrdlisis para llevar el pH cercano a la neutralidad, necesario para el correcto
funcionamiento del inmunoensayo. Para la hidrélisis se descarté el uso del tampdn glicina, pH
12, ya que dificultaba poder bajar el pH después de la etapa de hidrdlisis para realizar el
inmunoensayo. Para la tamponacién se descarté el uso de tampones fosfato porque la elevada
concentracién de sales de fosfato necesaria (200 mM aproximadamente) hubiese
incrementado mucho la fuerza idnica (cerca de 450 mM). Por tanto, se escogio diluir las
muestras en una disolucién de NaOH para hidrolizar SP de manera controlada, y utilizar
tampon Tris-HCI 200 mM, pH 8.0, para la tamponacidn posterior de las muestras. La fuerza
idnica de dicho tampdn es de 53.5 mM por lo que se puede ajustar a una fuerza idnica préxima
a la del PBS afadiendo NaCl. El aumento del pH de ensayo de 7.4 (PBS) a 8.0 no deberia ser un
problema para el correcto funcionamiento de los inmunoensayos seleccionados, como se vio
en los estudios de caracterizacién de la influencia del pH.

En primer lugar, se determind la minima concentracion de NaOH necesaria para alcanzar
un pH cercano a 12 al diluir extracto de uva, vino y zumo de uva en una disolucion alcalina, ya
que a este pH la hidrdlisis de SP es rapida y completa. Las muestras se diluyeron 1/5y 1/50 en
NaOH 20, 40, 45 o 50 mM, y se midio el pH. A continuacidn, se determind el pH resultante al
mezclar 1:1 la dilucidn alcalina con tampdn Tris-HCl 200 mM, pH 8.0. Segun se muestra en la

Tabla 4.11, con la sosa 20 mM no se alcanzd un pH suficientemente alcalino en la etapa de
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hidrélisis para que la reaccién fuese rapida. En cambio, con sosa 40 mM se alcanzd un pH entre
11.4 y 13.0 al diluir con las muestras. En el otro extremo, con la sosa 50 mM los valores de pH
obtenidos fueron muy semejantes, entre 11.7 y 13.1. Por otro lado, después de tamponar, el
pH obtenido estuvo en torno a 8.2 con la muestra diluida 1/5 en sosa 40 mM, mientras que
con la dilucién 1/50 en la misma sosa el pH final fue aproximadamente de 8.4 — este es el
mismo valor de pH que se obtiene al mezclar 1:1 NaOH 40 mM con el tampdn de dilucién.
Resultados parecidos se observaron con las muestras diluidas 1/5 y 1/50 en sosa 45 mM vy
tamponadas. Finalmente, con las muestras diluidas 1/50 en sosa 50 mM el pH después de
tamponar fue cercano a 8.5. Con estos resultados, se escogid la disolucion de NaOH 40 mM
para diluir las muestras y obtener asi la hidrélisis de SP, y el tampén Tris para bajar el pH antes

del ensayo.

Tabla 4.11. Valores de pH de las muestras diluidas en disoluciones de NaOH a diferente
concentracién y después tamponadas por dilucién 1/2 con Tris-HCI 200 mM, pH 8.0.

20 mM 40 mM 45 mM 50 mM

DIl  Muestra HP T H T H T H T
1/5  Vino blanco 836  8.02 1255 821 12.75 822 12.80 8.24
Vino tinto 9.80 8.01 1256  8.22 12.70 822 12.80 8.23
Zumoblanco  9.05  8.02 1157 822 11.70  8.22 11.80 8.23
Zumo tinto 8.17 8.02 11.40 823 11.57 822 11.70 823
Extractouva  12.46  8.07 12.70  8.21 12.70  8.25 12.80 8.30
1/50 Vino blanco e - 13.00 8.38 13.07  8.40 13.07 8.48
Vino tinto - - 13.01 8.38 13.07 8.42 13.07 8.46
Zumo blanco - - 12.92  8.40 13.00 8.42 13.02  8.47
Zumo tinto - - 12.92 838 13.00 8.42 13.02 847
Extracto uva - - 12.55 8.33 12.60 8.41 12.61 8.45

® Factor de dilucién de la muestra en disolucion alcalina. ° Etapa de hidrdlisis. © Etapa de tamponacién. 9 No
ensayado.

A continuacién, se estudid el proceso de hidrélisis de SP mediante ELISA competitivo,
empleando disoluciones patrén de dicho analito a diferente concentracion preparadas en agua
MilliQ. Cada disolucion se diluyé 1/5 con NaOH 40 mM y se incubd 10, 30 o 60 min a
temperatura ambiente. Como control positivo se analizaron disoluciones patrén de SP-enol
preparadas del mismo modo, y como control negativo se emplearon disoluciones patron de SP
no tratadas con sosa (diluidas en agua MilliQ). Después de la etapa de hidrdlisis, cada patron se
diluyé 1/2 con tampdn Tris de dilucién (200 mM Tris-HCI, pH 8.0, con NaCl 280 mM) y se
ensayaron mediante los inmunoensayos ELISA optimizados. La disolucién de anticuerpo y la de
trazador enzimatico se prepararon en tampdn Tris de ensayo (Tris-HClI 100 mM, pH 8.0, con
NaCl 140 mM y Tween-20 al 0.05%). De este modo la etapa de competicién en ELISA se llevé a

cabo a pH 8.1y con una fuerza idnica aproximada de 171 mM.
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Como se puede ver en la Figura 4.11, la curva de inhibicion obtenida después de hidrolizar
SP durante 10 min es practicamente equivalente a la curva de SP-enol preparada del mismo
modo. A tiempos de incubacidn mayores no se observaron diferencias. Por lo tanto, el
procedimiento de hidrdlisis optimizado consistird en diluir las muestras en NaOH 40 mM e

incubar a temperatura ambiente, y transcurridos 10 min diluir 1/2 con tampdn Tris de dilucién.
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Figura 4.11. Estudio de hidrdlisis de SP empleando una disolucién alcalina para diluir los
patrones y tamponando con Tris de dilucion.

La hidrdlisis de SP y la obtencién de SP-enol mediante el procedimiento optimizado se
verificé por HPLC-MS/MS. En este estudio se utilizd acido citrico para bajar el pH con el
objetivo de obtener un valor lo suficientemente bajo que nos asegurara la parada de la
reaccion de hidrélisis y no interfiriese con la fase movil. En la Tabla 4.12 se observa el
resultado de aplicar el procedimiento de hidrélisis optimizado a una disolucion de SP (muestra
A). Claramente se puede observar como SP se transforma casi por completo en SP-enol, con
una recuperacion del 93%. En cambio, con el control de SP no hidrolizado (muestra B) se
recuperd aproximadamente un 90% en forma de SP. Los controles llevados a cabo con
disoluciones de SP-enol siguiendo el mismo procedimiento de hidrdlisis (muestra C) o sin el
tratamiento (muestra D) revelaron que el patron inicial se mantenia intacto, con
recuperaciones del 120% y 115%, respectivamente. De esta manera se demostro la eficiencia
del procedimiento optimizado para transformar SP en SP-enol mediante hidrdlisis en medio
alcalino.

Tabla 4.12. Concentracidén de SP y sus metabolitos (ng/mL) en

muestras de agua fortificada después del tratamiento con NaOH
y analizadas por HPLC-MS/MS.?

A B C D
Spirotetramat 0.03 109.4 0.02 0.00
SP-enol 116.7 1.44 149.1 142.8
SP-ceto 0.09 0.08 0.39 0.43
SP-mono 0.01 0.12 0.02 0.02
Recuperacién (%) 93.4 88.8 119.6 114.6
® A: SP hidrolizado; B: SP sin hidrdlisis; C: SP-enol hidrolizado; D: SP-enol sin

hidrdlisis.
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4.8.3. Evaluacion del efecto matriz de extractos de uva, zumos de uva y vinos

Como caracteristica comun a todos los métodos analiticos que hacen uso de curvas de
calibrado, la diferencia de composicidon existente entre dichos patrones y las muestras a
analizar es una fuente de error. Ello se debe a que ciertos componentes de la muestra pueden
interferir de manera notable en el resultado del analisis, dando lugar a lo que se conoce como
efecto matriz. Ademas, el tratamiento con NaOH para la hidrélisis de SP, puede ser el origen de
interferencias. En el caso de los inmunoensayos, los limites de detecciéon son generalmente
muy bajos por lo que el efecto deberia poder corregirse si la muestra se diluye lo suficiente.®

De esta manera y con el fin de obtener la dilucion minima de la muestra necesaria para
corregir el efecto matriz en los inmunoensayos desarrollados, se ensayaron diferentes
disoluciones patréon de SP-enol preparadas en cada matriz o en agua MilliQ como control. Para
este estudio se evalud el efecto matriz de 5 muestras: extracto de uvas blancas de origen Chile,
vino blanco, vino tinto, zumo blanco y zumo tinto. Cada disolucion patrén se diluyé 1/5, 1/10,
1/20, 1/50 y 1/100 con NaOH 40 mM vy se incubd a temperatura ambiente durante 10 min. El
control en agua sin matriz se diluyé 1/2 con NaOH 80 mM. A continuaciéon, cada disolucidn,
incluido el control, se diluyd 1/2 en tampdn de dilucién. En consecuencia, la concentracion de
NaOH en muestra durante la etapa de hidrélisis osciléd entre 32 mM y 40 mM, como en el
estudio de pH de la Tabla 4.11, por lo que las diferencias del pH y de la fuerza idnica en ensayo
seran despreciables. No obstante, estas pequefias diferencias no se esperaba que tuviesen
efectos significativos sobre la An: 0 1a ICsq del ensayo, segln los estudios de caracterizacién de
la influencia de dichos parametros fisicoquimicos llevados a cabo con anterioridad.

Por otro lado, en estudios preliminares se observé que los efectos de la matriz del vino se
podian disminuir mediante el tratamiento con PVPP, por lo que se determind la cantidad de
PVPP necesaria y suficiente para limpiar las muestras de zumos y vinos luego de ser
hidrolizadas y tamponadas. Se ensayaron proporciones de 1%, 3% y 5% (p/v) de PVPP para el
tratamiento de la muestra.

Para evaluar el efecto matriz se compararon las curvas de inhibicién resultantes en
presencia de matriz con la curva estandar obtenida en ausencia de matriz. Debido a la
importancia que tiene la A, y la 1C5o, conviene realizar una representacion grafica de la
variacion de dichos pardmetros en funcién del factor de dilucién de la matriz, la cual permita
estimar la minima diluciéon recomendable. Para ello se determinaron los cocientes Ansx/Amsx €N
tampon e 1Cso/1Cso en tampdn. De este modo se observd que con 3% o 5% (p/v) de PVPP los
efectos matriz de los zumos y los vinos eran menores que con 1%. Las Figuras 4.12 y 4.13

muestran los resultados obtenidos con los ensayos optimizados en formato de anticuerpo de
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captura e indirecto cuando las muestras se trataron con una disolucién alcalina para la
hidrolisis de SP, después se tamponaron y finalmente las muestras de zumos y vinos se

limpiaron con 3% (p/v) de PVPP.
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Figura 4.12. Efecto matriz de los vinos y zumos (blancos y tintos) y del extracto de uvas
sobre el ensayo en formato de captura. El fondo resaltado en verde representa el
intervalo 0.8-1.2 de la variacidn de los valores de A, e ICsq, tomando como referencia la

curva estandar obtenida en tampodn.

De este modo se observé que el efecto matriz del extracto de uva, de los zumos blancos y
tintos y del vino blanco sobre los principales pardmetros analiticos del ensayo de captura fue
muy bajo. Con tan solo una dilucién 1/10 fue posible disminuir su influencia sobre la A Y la
ICso para SP-enol. En cambio, el vino tinto mostré un mayor efecto matriz sobre la sefial
maxima de este inmunoensayo. No obstante, la variacién del valor de IC5, se mantuvo dentro

de limites razonables a partir de una dilucion 1/10.
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Figura 4.13. Efecto matriz de los vinos y zumos (blancos y tintos) y del extracto de uvas
sobre el ensayo en formato indirecto. El fondo resaltado en verde representa el intervalo
0.8-1.2 de la variacién de los valores de A, s e ICso, tomando como referencia la curva

estandar obtenida en tampon.
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Por su parte, el efecto matriz de los vinos, zumos y extracto de uva sobre los principales
parametros analiticos del ensayo indirecto (Figura 4.13) para SP-enol fue practicamente nulo
con las diluciones estudiadas, a excepcién del vino tinto, donde presenté un importante efecto
matriz sobre la sefial mdxima. Sin embargo, no se observd efecto matriz significativo del vino
tinto sobre la ICsq para SP-enol si la muestra se diluia al menos 5-10 veces. Con los resultados
obtenidos, se puede concluir que los inmunoensayos de captura e indirecto desarrollados para

SP-enol son adecuados para el analisis de muestras de los alimentos estudiados.

4.8.4. Curvas estdndar y condiciones éptimas de ensayo

En resumen, la preparacion de la muestra consistird en las siguientes etapas:

a) Extraccion de muestras de uva segun el método QUEChERS.

b) Dilucidn de extractos de uva, zumos y vinos en NaOH 40 mM e incubacidn durante 10
min a temperatura ambiente.

c) Dilucién 1/2 en tampdn de dilucién (Tris-HCI 200 mM, pH 8.0, con 280 mM Nacl).

d) Limpieza con 3% (p/v) de PVPP, solo para muestras de zumos y vinos.

En base a los resultados para la hidrdlisis controlada de SP y el procedimiento optimizado
para eliminar los efectos matriz, y teniendo en cuenta los resultados de caracterizacion
fisicoquimica de los inmunoensayos, se establecieron las condiciones dptimas de ensayo y se
determinaron los parametros analiticos de las curvas estandar de SP-enol resultantes para los

dos inmunoensayos seleccionados.

En la Tabla 4.13 se resumen los principales parametros analiticos para la determinacién
de residuos de SP como SP-enol mediante ELISA competitivo. Ambos inmunoensayos
presentaron una elevada sensibilidad hacia SP-enol, con valores de ICs, muy semejantes, en el
orden de subnanomolar. La pendiente del ensayo en formato indirecto es mas cercana a la
unidad que la del ensayo de captura, lo que hace que el LOD calculado sea aproximadamente
de la mitad (0.01 ng/mL) y el rango dinamico mas amplio. No obstante, el ensayo en formato
de captura se revelo ligeramente mas preciso que el indirecto con CV intra e interdia para la

A Y 12 ICso por debajo del 10%.
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Tabla 4.13. Condiciones de ensayo y parametros analiticos de los
inmunoensayos optimizados usando patrones de SP-enol diluidos 1/5 en

disolucidn alcalina (n=5).

120 —,
-
80 4
i: 60 4
<
40 4
20 4
ol
0 102 10° 100 10° 102
[SPenol] (nM)
Formato Directo con captura Indirecto
mAb SPm#23 SPo#237
100 ng/mL 30 ng/mL
Conjugado HRP-SPh OVA-SPh
30 ng/mL 100 ng/mL
Tampdn de ensayo 100 mM Tris-HClI, pH 8.0, 100 mM Tris-HCI, pH 8.0,
140 mM NacCl, 140 mM NacCl,
0.05% Tween 20 0.05% Tween 20
Amix 0.901 +0.044 0.957 +£0.126
ICsq SP-enol (nM) 0.414 +0.005 0.403 £ 0.040
ICso SP-enol (ng/mL) 0.125 +0.007 0.120+0.013
Pendiente -1.430+£0.112 -1.041 £ 0.095
Anmin 0.001 £ 0.003 -0.010+0.012
LOD (ng/mL) (ICy0) 0.022 + 0.004 0.014 + 0.004
Rango dinamico (ng/mL)
(1C50—1Cq0) 0.048-0.318 0.031-0.913
Precision entre dias
Anix (%) 4.7 13.1
ICs0 (%) 7.9 9.2
Precisidn intradia
Anmax (%) 2.9 15.3
ICs0 (%) 9.7 10.4
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4.8.5. Andlisis de muestras fortificadas

Una vez estudiado el efecto matriz de los extractos de uvas, zumos y vinos, y establecidas
las condiciones dptimas de ensayo, se procedié a la determinacion de la exactitud y precision
de los inmunoensayos seleccionados. Esto se llevd a cabo mediante el analisis de muestras
dopadas con cantidades conocidas de SP, SP-enol o una mezcla 1:1 de los dos analitos. A las
muestras citadas se les anadid diferentes cantidades del analito en estudio en cada caso.
Posteriormente se diluyeron 5, 25 o 50 veces en NaOH 40 mM, y se incubaron durante 10 min
a temperatura ambiente. A continuacidn, cada una de las diluciones se tamponaron diluyendo
1/2 con tampon Tris de dilucion, y las muestras de zumo y vino fueron tratadas con un 3%
(p/v) de PVPP. Se recogié el sobrenadante y se analizd mediante los inmunoensayos
desarrollados.

Se consideré como limite de cuantificacidn (LOQ) la concentracidn mas baja ensayada con
la que se obtuvo una recuperacion en el intervalo de 80% a 120%, y a su vez con un coeficiente
de variacién inferior al 20%. Las Tablas 4.14 y 4.15 resumen los valores de recuperaciones
encontrados en los extractos de uva, vinos y zumos, tanto para SP, SP-enol y la mezcla, en los
ensayos de captura e indirecto, respectivamente.

El ensayo de captura (Tabla 4.14) con el anticuerpo SPm#23 y el trazador heterélogo HRP-
SPh mostré una elevada capacidad para cuantificar SP, SP-enol o la mezcla de ambos en un
amplio rango de concentraciones en las muestras de alimentos estudiadas. Los valores de
recuperacion estuvieron fundamentalmente en el rango de 80-120%, con coeficientes de
variacion inferiores al 20%. El ensayo mostrd un excelente comportamiento en el andlisis de
zumos Yy vinos siendo posible el analisis entre 2.5 y 500 ng/mL de analito en todos los casos.
Para los extractos de uva el LOQ fue de 5 ng/mL. Estos valores estan muy por debajo de los

LMR europeos para SP en uva (2 pg/mL).
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Tabla 4.14. Valores de recuperacion y coeficientes de variacion obtenidos
con muestras fortificadas para el ensayo competitivo de captura (n = 3).

SP SP-enol SP+SP-enol (1:1)

R cv R cv R v
Muestra [A'  fd° (%) (%) fd. (%) (%) fd (%) (%)
Extracto 25 25 ¢ - 25 - - 25 - -
uvas 50 25 1139 103 25 1217 83 25 1213 7.3

10 25 99.7 93 25 1134 12.0 25 1139 183
25 25 107.2 12.8 25 1129 55 25 1165 14.2
50 50 92.7 6.6 50 999 71 50 942 171
100 50 98.1 109 50 996 83 50 988 18.9
250 50 856 85 50 983 7.1 50 912 139
500 50 837 1.7 50 96.2 96 50 919 146

Zumo 2.5 5 884 2.7 5 116.5 4.8 5 815 63
blanco 5.0 5 90.6 4.5 5 113.6 6.8 5 849 2.2
10 5 98.5 134 5 114.0 5.8 5 88.7 10.8
25 5 99.9 115 5 1125 103 5 88.5 17.3

50 50 1020 6.5 50 1064 5.2 50 837 31
100 50 1153 113 50 1093 8.6 50 894 9.1
250 50 102.8 10.8 50 970 75 50 838 139
500 50 854 84 50 973 108 50 898 6.8

Zumo 2.5 5 98.4 5.2 5 1129 1.7 5 923 153
tinto 5.0 5 92.0 43 5 115.2 2.7 5 88.5 15.6
10 5 1015 8.0 5 1155 3.7 5 87.8 6.5
25 5 103.0 4.7 5 1180 1.3 5 828 7.1

50 50 1099 9.8 50 106.6 2.2 50 885 7.2
100 50 109.6 3.4 50 1055 3.5 50 89.7 28
250 50 103.7 3.0 50 1033 1.4 50 828 87
500 50 86.1 3.0 50 115.0 3.7 50 854 2.0

Vino 2.5 5 1154 2.9 5 113.2 103 5 1159 56
blanco 5.0 5 106.8 5.9 5 1139 113 5 1043 16.6
10 5 1066 2.2 5 1153 14.1 5 89.6 13.4
25 5 1008 9.2 5 1054 8.5 5 829 45

50 50 932 88 50 104.5 10.9 50 950 25
100 50 102.1 43 50 1034 6.1 50 883 75
250 50 933 38 50 104.7 2.0 50 811 64
500 50 86.2 10.3 50 0911 1.2 50 817 9.0

Vino 2.5 5 108.3 10.1 5 107.8 14.7 5 1204 5.9
tinto 5.0 5 976 11.4 5 107.2 154 5 1179 16.8
10 5 969 14.2 5 113.3 18.6 5 1031 8.7
25 5 93.0 10.8 5 109.7 5.6 5 926 8.7

50 50 89.6 14.2 50 969 14.2 50 101.0 10.9
100 50 91.7 105 50 104.3 10.5 50 985 9.9
250 50 882 113 50 1073 181 50 940 108
500 50 881 23 50 984 13 50 945 20.0

. . b . . .
® Concentracién de analito en ng/mL. ° Dilucién de la matriz en NaOH. © Valores de
.. d
recuperacion. ~ Fuera de rango.
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Tabla 4.15. Valores de recuperacion y coeficientes de variacion obtenidos
con muestras fortificadas para el ensayo competitivo indirecto (n = 3).

SP SP-enol SP+SP-enol (1:1)

R cv R cv R cv
Muestra [A'  fd” (%) (%) fd. (%) (%) fd (%) (%)

Extracto 25 25 1015 83 25 110.7 10.2 25 941 15.0
uvas 50 25 1019 89 25 871 131 25 113.0 8.6
10 25 896 15 25 99 34 25 959 159

25 25 884 7.7 25 974 7.2 25 911 15.2

50 50 83.7 111 50 103.7 14.8 50 878 5.1

100 50 808 0.5 50 1014 16.0 50 988 16.5

250 50 888 151 50 999 151 50 903 159

500 50 914 6.6 50 1024 193 50 882 04

Zumo 2.5 5 120.0 14.2 5 1152 5.7 5 - -

blanco 5.0 5 110.3 45 5 1133 6.1 5 1200 8.9
10 5 1133 6.6 5 1184 5.5 5 116.2 4.0
25 5 1135 6.9 50 100.8 7.2 50 1048 6.0

50 50 1074 0.9 50 943 093 50 107.7 9.0
100 50 1152 7.9 50 99.0 17.8 50 979 59
250 50 1194 16.6 50 1009 93 50 108.7 17.5

500 50 - - 50 109.1 5.7 50 119.8 14.7
Zumo 2.5 5 109.6 24.1 5 1154 1.6 5 - -
tinto 5.0 5 102.7 13.2 5 113.0 3.9 5 - -
10 5 103.1 136 5 1190 11 5 - -

25 5 118.7 9.0 5 1193 45 50 1179 146

50 50 104.1 19.1 50 97.0 9.7 50 1115 31
100 50 98.2 137 50 915 193 50 1119 51
250 50 1108 4.8 50 100.0 21.8 50 1132 3.4
500 50 117.2 10.5 50 1111 5.9 50 113.0 838

Vino 2.5 5 89.4 343 5 86.1 19.1 5 99.3 137
blanco 5.0 5 90.0 15.6 5 83.4 85 5 99.8 16.8
10 5 97.2 126 5 89.8 17.5 5 1086 8.4
25 5 102.9 13.6 5 975 85 5 1188 83

50 50 1019 175 50 949 175 50 983 16.0
100 50 965 43 50 86.9 438 50 1054 7.4
250 50 882 20.0 50 80.7 17.8 50 116.7 9.5
500 50 101.2 5.6 50 918 65 50 111.8 111

Vino 2.5 5 83.1 286 5 80.5 16.8 5 1111 5.9
tinto 5.0 5 83.9 21.0 5 80.5 11.8 5 1091 4.6
10 5 98.5 11.8 5 835 2.2 5 115.7 129
25 5 999 8.8 5 1041 3.3 5 1171 6.9

50 50 83.7 17.6 50 874 19.9 50 113.7 10.0
100 50 946 14.9 50 832 1.7 50 98.0 9.7
250 50 980 9.9 50 87.7 83 50 951 163
500 50 850 83 50 102.0 15.4 50 1226 16.6

. . b . . .
® Concentracién de analito en ng/mL. ° Dilucién de la matriz en NaOH.  Valores de
.. d
recuperacion. ~ Fuera de rango.

En el ensayo indirecto (Tabla 4.15) con el anticuerpo SPo#237 y el conjugado heterdlogo
OVA-SPh los valores de recuperacion para el extracto de uvas fueron excelentes en el rango de

fortificacion estudiado. Esta muestra pudo cuantificarse de manera exacta y precisa hasta 2.5
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ng/mL de SP, SP-enol y la mezcla de SP+SP-enol. Para la determinacion en zumos (blancos y
tintos), se observaron mayores interferencias. Asi, los valores de recuperacién obtenidos con
la mezcla de analitos a bajas concentraciones estuvieron fuera de rango particularmente con el
zumo tinto. En cualquier caso, los valores de recuperacién fueron muy buenos en el rango de
fortificacion entre 25 y 250 ng/mL, tanto para SP como para SP-enol y la mezcla de los dos
analitos en ambos zumos. Finalmente, para los vinos (blancos y tintos) los valores de
recuperacion fueron muy buenos en todo el rango de fortificacion estudiado, si bien a 2.5
ng/mL de SP los coeficientes de variacién fueron algo elevados. Este formato de ensayo
también mostré una elevada capacidad para cuantificar SP y SP-enol en extractos de uva
alcanzando un LOQ de 2.5 ng/mL. Para zumos el LOQ fue mayor (25 ng/mL), mientras que para
vinos el LOQ se podria fijar en 5 ng/mL. De nuevo, estos valores estan muy por debajo de los

LMR autorizados en uva.

4.8.6. Estudio comparativo con HPLC-MS/MS usando muestras ciegas

Muestras de uva tinta de origen Alicante fueron rociadas con un preparado comercial de
SP (muestras ciegas) y fueron ensayadas mediante ELISA competitivo, utilizando el
inmunoensayo desarrollado en formato directo con anticuerpo de captura, y mediante HPLC-
MS/MS como método de referencia. Se aplicaron tres tratamientos durante dos dias
consecutivos con el fin de obtener muestras con una variedad de contenidos de residuos.
Ademas, cada muestra se diluyé 1/10 para tener muestras menos concentradas. En total se
obtuvieron 13 muestras: tres del primer tratamiento (M1-M3) y tres del segundo (M4-M6) mas
las diluciones de cada una de ellas (M7-M12) y un blanco (MO0). Los extractos QUEChERS se
emplearon para el analisis cromatografico y se prepararon siguiendo el procedimiento

optimizado de hidrdlisis para ELISA. Los resultados encontrados se incluyen en la Tabla 4.16.

En todos los casos, la concentracidon de residuo de SP encontrada estuvo por debajo del
LMR europeo. Considerando que el LOQ del método de referencia es 7.7 ng/mL (calculado
como 10 veces la desviacion estandar del cero), parece que existe una ligera sobreestimacion
con este método. Por otro lado, el elevado CV obtenido con MO (68%) por ELISA es una
indicacion de que la concentracion de la muestra se encuentra fuera del rango de
cuantificacion, como es el caso de MO0. Segun el método de referencia, la concentracion de
residuo en el conjunto de muestras, medida como la suma de SP+SP-enol, varié entre 15 y
1200 ng/mL, aproximadamente. Segun el método inmunoquimico, la concentracidon de residuo
oscilé entre 11 y 1190 ng/mL. El sesgo entre ambos métodos se mantuvo mayoritariamente

dentro del rango 80%-120%, tan solo en dos puntos el sesgo fue de aproximadamente del 75%.
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Tabla 4.16. Analisis comparativo de resultados obtenidos mediante ELISA
competitivo y HPLC-MS/MS en muestras de uva ciegas.

HPLC-MS/MS (n=3) ELISA competitivo (n=5) Sesgo
Muestra [RI (ng/mL)  CV (%) [R] (ng/mL) CV (%) (%)
MO 8.60 8.95 9.59 67.99 111.6
M1 441.81 6.18 400.79 7.03 90.7
M2 299.42 4.08 251.03 6.79 83.8
M3 138.88 4.47 106.37 3.80 76.6
M4 1205.60 7.29 1187.15 4.69 98.5
M5 712.02 6.04 732.49 7.48 102.9
M6 216.35 1.69 187.72 6.10 86.7
M7 41.37 3.19 37.82 6.80 91.3
M8 28.89 3.43 24.29 3.95 84.1
M9 15.11 4.37 11.27 5.06 74.8
M10 128.19 1.05 109.69 1.02 85.6
M11 69.82 0.74 66.52 5.46 953
M12 21.36 2.29 17.98 4.00 84.1

? Concentracién de residuo medida como la suma de SP+SP-enol.

1400

Direct cELISA (ng/mL)

0 T T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200 1400

HPLC-MS/MS (ng/mL)

Figura 4.14. Regresion lineal e intervalo de confianza del 95% de los resultados obtenidos
por ELISA competitivo (n=5) y un método de referencia (n=3) a partir del andlisis de
extractos de uva contaminada con SP.

Los resultados obtenidos por ELISA competitivo se compararon mediante regresion
lineal con los del método de referencia (Figura 4.14). La formula de la recta resultante tuvo
una ordenada en el origen de -13.05 y una pendiente de 0.995. El intervalo de confianza del
95% para la ordenada en el origen fue entre -28.400 y 2.299, y el de la pendiente estuvo entre
0.959 y 1.031. Por lo tanto, el rango de confianza de la ordenada en el origen incluye el valor 0
y el de la pendiente incluye el valor 1. Estos resultados validan el método inmunoquimico

desarrollado para el andlisis de residuos de SP en uva.
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4.9. Desarrollo de un inmunoensayo de flujo lateral

4.9.1. Preparacion de las tiras inmunorreactivas y del anticuerpo marcado con oro coloidal

La linea control de las tiras se prepard dispensando sobre la membrana de nitrocelulosa
una disolucion de GAM a 1 mg/mL, mientras que para la linea de test con el conjugado BSA-
SPh se ensayaron dos disoluciones de 0.5 y 1 mg/mL. La dispensaciéon de GAM y del conjugado
sobre la tira se llevd a cabo empleando disoluciones de cada inmunorreactivo en tampén
fosfato de elevada fuerza idnica (I = 373 mM). Por otro lado, el bioconjugado NP-mAb se
prepard anadiendo pequeiios volimenes de dilucién del mAb SPm#23 sobre la preparacidn
diluida de las NPs, e incubando a temperatura ambiente. La dilucién del anticuerpo se preparé
en Biostab (0.1 mg/mL) diluyendo directamente del lote que se encontraba precipitado en SAS
a 1 mg/mL. Las NPs conjugadas a GAM se diluyeron 1/10 en HEPES 10 mM, pH 7.4. Se
ensayaron tres concentraciones de anticuerpo (200, 500 y 1000 ng/mL). La cantidad de NP-
mAb estudiada para la fase mavil fue de 10, 15 y 25 pL, las cuales se mezclaron en un pocillo
de microplaca con el tampdn que contenia SP o SP-enol y se incubaron 5 min a temperatura
ambiente antes de insertar la tira inmunorreactiva. El volumen final en el pocillo de dicha

mezcla donde ocurrié la reaccién anticuerpo-analito fue de 100 pL.

4.9.2. Optimizacion del ensayo

De las dos concentraciones de conjugado BSA-SPh ensayadas para la preparacién de la
linea test, la de 0.5 mg/mL aportd una sefial suficientemente elevada para la lectura visual de
los resultados, por lo que se selecciond para seguir con el desarrollo del inmunoensayo. Por
otro lado, el bioconjugado NP-mAb preparado a 0.5 pg/mL de anticuerpo fue el que
proporciond los mejores resultados de sefial, tanto en la linea test como en la de control
cuando la inhibicién de la sefial de la linea test es completa. Para la optimizacion de la cantidad
de bioconjugado NP-mAb, asi como de los diferentes pardmetros fisicoquimicos estudiados, la
sefial de cada linea se leyd con un escaner, se calculd el cociente T/C entre la sefial de la linea
test (T) y la de control (C), y se determind el porcentaje de disminucion de dicho valor respecto
al blanco a dos niveles de concentracion de analito (0.3 y 1.0 ng/mL de SP 0 0.1y 0.3 ng/mL de
SP-enol).

En primer lugar, se optimizd la cantidad de bioconjugado NP-mAb en la mezcla de
reaccioén. Para ello se ensayaron diferentes volumenes de la preparacién del complejo con oro
coloidal (5, 10, 15 y 20 uL) en HEPES 10 mM, pH 7.4, mezclados con una disolucién del analito
en Tris-HCl 100 mM, pH 8.0, con 60 mM NaCl y 0.05% (v/v) de Tween-20. Se empled tampdn

Tris ya que este fue el que se optimizd para los estudios de recuperacion con los
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inmunoensayos desarrollados mediante ELISA competitivo. El volumen final de la reacciéon fue

siempre de 100 pL. En la Figura 4.15 se representan los resultados de este estudio.
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Figura 4.15. Variacion del cociente T/C y del porcentaje de inhibicion empleando distintas
cantidades de NP-mAb. Las concentraciones de SP y SP-enol indicadas son en ensayo. Las
figuras de la derecha muestran una fotografia de las tiras después del ensayo con 10 uL de
preparacién de bioconjugado de oro a (de izquierda a derecha) 1.0, 0.3 y 0 ng/mL de SP
(figura superior) y a 0.3, 0.1 y 0 ng/mL de SP-enol (figura inferior).

El valor de T/C disminuyd cuando se emplearon cantidades crecientes de conjugado NP-
mAb, debido al incremento de la sefal de la linea control. Ademads, la mayor inhibicion se
observo con la cantidad mas pequefia ensayada de NP. Esto indicaria que existe un exceso de
anticuerpo, y por lo tanto el volumen dptimo de preparaciéon de bioconjugado de oro seria 5
pL. Sin embargo, con dicha cantidad de NPs la sefial era muy baja para ser leida de visu.
Consecuentemente, se selecciond un volumen de NP-mAb de 10 pl ya que aportd un elevado

valor de T/C, y con un factor de inhibicién cercano al 50% con 0.3 y 0.1 ng/mL de SP y de SP-

enol, respectivamente. Se observd que la sensibilidad del inmunoensayo hacia SP-enol fue
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ligeramente mayor que hacia SP. Como se puede observar en las fotografias la sefial de la linea
control es altamente dependiente de la sefal de la linea test, de modo que a mayor

concentracién de analito aumenta el valor de Cy disminuye el de T.
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Figura 4.16. Variacion del cociente T/C y del porcentaje de inhibicidon para las distintas
concentraciones de NaCl ensayadas. Las concentraciones de SP y SP-enol indicadas son en
ensayo. Las figuras de la derecha muestran una fotografia de las tiras después del ensayo
con tampdn conteniendo 60 mM de NaCl a (de izquierda a derecha) 1.0, 0.3 y 0 ng/mL de
SP (figura superior) y a 0.3, 0.1 y 0 ng/mL de SP-enol (figura inferior).

Con el objetivo de definir la disolucidn tampdn a utilizar en estudios posteriores, se realizd
el estudio de la fuerza idnica. Para esto se ensayaron tampones Tris-HCI 100 mM, pH 8.0, con
0.05% (v/v) de Tween-20 conteniendo NaCl a 10, 30, 60 y 120 mM. La Figura 4.16 recoge los
resultados de este estudio. Se pudo observar la variacidn de la sefial y de la sensibilidad del
inmunoensayo en funcién de la concentracién de NaCl. Claramente, a una concentracién de

NaCl de 60 mM se obtuvo el mayor cociente T/C y la mayor inhibicion tanto con SP como con

SP-enol. Dicho tampdn presenta una fuerza iénica de 87 mM.

Finalmente se realizé un estudio de la influencia del pH del tampdn de ensayo sobre la

sefial y la sensibilidad del inmunoensayo. Para esto se emplearon diversas disoluciones
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tampon de Tris-HCl 100 mM, a diferentes valores de pH, con 0.05% (v/v) de Tween-20. Se
prepararon tres disoluciones tampén ajustando el pH a 7.4, 8.0 y 8.5 con HCI 10 M, y se aiiadio
la cantidad de NaCl correspondiente para alcanzar una concentracidon de NaCl de 35 mM para
el de pH 7.4, de 60 mM para el de pH 8.0 y de 92 mM para el de pH 8.5. Para el cdlculo se tuvo
en cuenta la cantidad de HCI empleada para ajustar el pH. De este modo todos los tampones

presentaron una fuerza idnica constante.

La Figura 4.17 recoge los resultados obtenidos para el estudio del pH. Se observd poca
variacion del cociente T/C y del porcentaje de inhibicidn en funcion del pH, dentro del rango
estudiado. Nuevamente la inhibicién cercana al 50% tuvo lugar a 0.3 ng/mL para SP y a 0.1

ng/mL para SP-enol. Por ello se decidié continuar con el tampdn Tris-HCI 100 mM a pH 8.0.

En conclusién, el inmunoensayo de flujo lateral optimizado para la determinacidon de
residuos de SP utiliza tiras inmunocromatograficas preparadas con GAM (linea control) y con el
conjugado BSA-SPh (linea test) como se ha descrito anteriormente. La fase moévil es una mezcla
de 10 plL de preparacion de bioconjugado NP-mAb (OD=1.0), preparado a una concentracion
de anticuerpo de 0.5 pug/mL, y de 90 pL de muestra diluida en tampdn Tris-HCl 100 mM, pH
8.0, con 60 mM de NaCl y 0.05% (v/v) de Tween-20. Antes de insertar la tira reactiva, la mezcla
se debe incubar 5 min a temperatura ambiente. La inmunocromatografia se desarrolla durante
10 min en posicion vertical, y para finalizar el ensayo se retira la almohadilla de muestra. Antes
de leer la sefial de cada linea, como se ha descrito con anterioridad, se debe secar la

membrana con un flujo de aire a temperatura ambiente.
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Figura 4.17. Variacion del cociente T/C y del porcentaje de inhibicion para los distintos
valores de pH ensayados. Las concentraciones de SP y SP-enol indicadas son en ensayo.
Las figuras de la derecha muestran una fotografia de las tiras después del ensayo con
tampdn de pH 8.0 a (de izquierda a derecha) 1.0, 0.3 y 0 ng/mL de SP (figura superior) y a
0.3, 0.1y 0 ng/mL de SP-enol (figura inferior).

En la Figura 4.18, se presenta un ejemplo de la variacién de la sefial de las lineas test y
control, asi como la variacién del cociente T/C en funcidén de la concentracidn de analito. Bajo
estas condiciones, y a partir de las curvas de inhibicion de T/C para SP y SP-enol, la media de
los valores de ICs, de cinco experimentos independientes fue de 0.45 y 0.38 ng/mL,
respectivamente. En este estudio se pudo observar que la sefial de la linea control es muy baja

en ausencia de analito.
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Figura 4.18. Variacion de la sefial de la linea control (azul), linea test (rojo) y del cociente
T/C (verde) en funcién de la concentraciéon de SP (grafico superior) y SP-enol (grafico
inferior). A la derecha se muestran las tiras reactivas después del ensayo en orden
decreciente (de izquierda a derecha) de concentracion de analito a 10, 3, 1, 0.3, 0.1, 0.03,
0.01y 0 ng/mL.

4.9.3. Validacion con muestras de vino

La validacién de los inmunoensayos de flujo lateral se llevé a cabo con dos muestras de
vino blanco y dos de vino tinto siguiendo las directrices de la UE para la validacion de métodos
de cribado semi-cuantitativos para el analisis de pequefias moléculas organicas.”’ Segun este
documento, los resultados del estudio se deben ajustar a un intervalo de confianza del 95%; es
decir, el porcentaje de falsos negativos y de falsos sospechosos no debe superar el 5%.

Con este fin se llevaron a cabo dos estudios, uno a bajas concentraciones de analito para
evaluar el efecto matriz de la muestra sobre el inmunoensayo y otro a concentraciones
elevadas, equivalentes a los niveles legales de residuos. El objetivo en cada caso fue
determinar el umbral de corte del cociente T/C, es decir, el valor de la sefial expresada como
T/C que nos permitirad distinguir entre muestras negativas y muestras sospechosas de contener
residuos por encima de una concentracién determinada de analito que Illamamos
concentracion de cribado, o STC (del inglés Screening Target Concentration).

El primer estudio se realizd con vinos blancos y tintos dopados a 20 y 10 ng/mL con SP o
SP-enol, respectivamente. Las muestras se diluyeron 1/10 con tampdn Tris-HCl 100 mM, pH

8.0, con 60 mM NaCl y 0.05% (v/v) Tween-20, y a continuacion se mezclé 90 uL de dicha
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dilucion con 10 pl de la preparacion de conjugado NP-mAb. Cada muestra de vino, dopada o
sin dopar, se analizd dos veces al dia durante cinco dias consecutivos (n=20) segun se
recomienda en la Regulaciéon Europea mencionada. Las sefiales de las lineas test (T) y control
(C) se utilizaron para determinar el cociente T/C. La Figura 4.19 representa los valores de T/C
obtenidos para las muestras de vino blanco y tinto sin analito y a los niveles de fortificacidon

mencionados con cada analito, asi como los umbrales de corte resultantes.
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Figura 4.19. El grafico muestra los umbrales de corte y los valores de T/C para muestras de
vino blanco y de vino tinto sin dopar y dopadas con SP o SP-enol. Las fotografias son un
ejemplo de los resultados obtenidos para SP a (de izquierda a derecha) 20 y 0 ng/mL
(fotografia de la izquierda) y para SP-enol a 10 y 0 ng/mL (fotografia de la derecha) para
vino blanco (grupo superior) y vino tinto (grupo inferior).

El valor promedio del cociente T/C y el CV obtenido con las muestras de vino blanco sin
dopar fueron de 14.5 y 25%, respectivamente. El analisis estadistico de t-Student de los valores
de T/C obtenidos con vinos blancos reveld que para una concentracion de cribado de 20 ng/mL
de SP, el umbral de corte — asumiendo un 1% de falsos negativos — es de 7.2 (datos en negrita

en la Tabla 4.17). Con esta sefial de corte, la probabilidad de obtener falsos sospechosos es de
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menos del 3%. Es decir, situando el umbral de corte en 7.2, la probabilidad de que una
muestra de vino blanco con 20 ng/mL de SP o mas sea detectada como positiva es del 99% y la
probabilidad de que una muestra de vino blanco sin SP sea clasificada como sospechosa de
contener dicho insecticida es muy baja. Por otro lado, para una concentracidon diana de 10
ng/mL de SP-enol, el umbral de T/C para distinguir las muestras sospechosas de las negativas
es de 3.2 — asumiendo un 1% y menos de un 3% de falsos negativos y de falsos sospechosos,
respectivamente. En la Tabla 4.17 también se aporta el umbral de corte para el intervalo de
confianza del 95%, asi como la probabilidad correspondiente de obtener falsos sospechosos.
En definitiva, el inmunoensayo estudiado tiene un comportamiento excelente para el andlisis
de SP y SP-enol a las concentraciones ensayadas en vino blanco diluido tan solo 10 veces, no
solo en el intervalo de confianza del 95% de falsos negativos y falsos sospechosos, sino incluso

en el intervalo de confianza del 99% para falsos negativos.

Tabla 4.17. Parametros estadisticos para la determinacidn de SP y SP-enol mediante
inmunocromatografia de flujo lateral en muestras de vino (n = 20).

Vino blanco Vino tinto
stC’ STC sTC’ STC
SP SP-enol SP SP-enol
20 ng/mL 10 ng/mL 20 ng/mL 10 ng/mL

Valor promedio de T/C 4.4 1.8 1.7 1.0
CV (%) 24.8 30.9 13.5 12.5
Umbral (1% falsos negativos) 7.2 3.2 2.3 1.3
Falsos sospechosos (%) 2.7 2.7 18.7 2.0
Umbral (5% falsos negativos) 6.3 2.7 2.1 1.2
Falsos sospechosos (%) 1.6 2.2 9.8 1.0

® Concentracién de cribado, del inglés Screening Target Concentration.

Respecto a los vinos tintos, la media de los valores de T/C en las muestras sin analito fue
de 2.7, con un CV muy bueno del 16%. Esta baja sefial puso en evidencia las interferencias de
los vinos tintos sobre el inmunoensayo. Con estos vinos, el umbral del cociente T/C para
muestras con SP a una concentracién de cribado de 20 ng/mL — asumiendo un porcentaje de
falsos negativos del 5% — fue de 2.1 (Tabla 4.17). Con dicho umbral, la probabilidad de falsos
sospechosos fue un poco mds elevada que con los vinos blancos, de casi el 10%. En cambio, el
umbral de la sefial para vinos dopados con SP-enol a 10 ng/mL fue de 1.3, con una
probabilidad muy baja de falsos negativos y falsos sospechosos, del 1% y 2%, respectivamente.
El inmunoensayo mide bien SP-enol a la concentracién ensayada con tan solo una dilucion de
10 veces del vino tinto, pero requeriria diluciones mayores para determinar adecuadamente

20 ng/mL de SP.
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A continuacion, se llevd a cabo la validacion del inmunoensayo a niveles de concentracion
de analito equivalentes a los exigidos por la legislacidon. Dado que el LMR europeo para SP en
uva de vinificacidn es de 2000 ng/mL y que el factor de transferencia de la uva al vino es de
aproximadamente 0.5, la concentracion de cribado (STC) se fijé en 1000 ng/mL. Ademas, dado
gue el inmunoensayo presentaba una sensibilidad diferente hacia SP y SP-enol, y que la
definicion de residuo para fines analiticos es la suma de ambos compuestos, se empleé el
procedimiento de hidrdlisis optimizado para los estudios con ELISA.

De este modo, con el objetivo de determinar el valor de la sefial (T/C) que nos sirva como
umbral de corte para detectar muestras de vino sospechosas de contener residuos de SP a
niveles no permitidos, determinados como la suma de SP+SP-enol, se doparon dos vinos
blancos y dos tintos con SP o SP-enol y se diluyeron 1/5 en NaOH 40 mM. Después de incubar
10 min a temperatura ambiente, las muestras se diluyeron 1/100 en tampdn Tris-HCl 100 mM,
pH 8.0, con 60 mM de NaCl y 0.05% (v/v) de Tween-20, y cada muestra se analizé dos veces al
dia durante cinco dias consecutivos (n=20). En la Figura 4.20 se muestran los valores de T/C
obtenidos con las muestras libres de analito y con las muestras dopadas con SP a una
concentracion igual a la STC (1000 ng/mL) y a 1/2 de la STC (500 ng/mL), asi como el umbral de
corte resultante para cada tipo de vino.

El valor promedio de T/C de las muestras de vino blanco sin residuos fue de 10.5 y el CV
fue de 37%. Cuando la concentracién de insecticida era igual a la concentracién de cribado
(STC), la inhibicidn fue practicamente completa (Figura 4.20), tal y como estaba calculado, con
un valor promedio de T/C de 0.3 (casi ausencia de sefial). El andlisis estadistico de t-Student de
los valores de T/C obtenidos con vinos blancos revelé que, para una concentracion diana de
1000 ng/mL, el umbral de corte para dicho cociente es de 0.6 — asumiendo un 1% de falsos
negativos. Es decir, la probabilidad de que una muestra con 1000 ng/mL dé un resultado
equivalente al cero es del 1% (datos en negrita en la Tabla 4.18). Con esta sefial de corte, la
probabilidad de que un vino sin residuos pueda ser clasificado como sospechoso es de menos
del 2% (falsos sospechosos), y la probabilidad de que una muestra con un residuo de SP
equivalente a 500 ng/mL (1/2 de STC) sea clasificada como sospechosa es descartable (de
0.03%). En la Tabla 4.18 también se aporta el umbral de corte resultante al considerar un 5%
de falsos negativos, y la probabilidad correspondiente de falsos sospechosos, como exige la
legislacién. En este caso, los resultados son parecidos a los obtenidos con un intervalo de

confianza del 99%.
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Figura 4.20. Umbrales de corte y valores de T/C para muestras de vino blanco y de vino
tinto libres de residuos o dopados con SP a 1000 ng/mL (STC) y a 500 ng/mL (1/2 STC),
obtenidos después de ser sometidas a una etapa de hidrdlisis alcalina y una de dilucion.

Las fotografias son un ejemplo de los resultados obtenidos con vinos dopados con SP a (de
izquierda a derecha) 1000, 500 y 0 ng/mL.

Tabla 4.18. Validacién del inmunoensayo de flujo lateral para determinar residuos
de SP como la suma de SP+SP-enol en muestras de vino dopadas con SP (n = 20).

Vino blanco Vino tinto
STC” 1/2 STC STC 1/2 STC
Valor promedio de T/C 0.3 2.0 0.4 1.5
CV (%) 45.7 17.0 22.0 16.0
Umbral (1% falsos negativos) 0.6 2.8 0.6 2.1
Falsos sospechosos (%) del cero 1.7 3.4 2.0 4.5
Falsos sospechosos (%) de 1/2 STC 0.03 - 0.06 -
Falsos negativos parciales (%) de STC - 0.00 - 0.00
Umbral (5% falsos negativos) 0.5 2.8 0.5 1.9
Falsos sospechosos (%) del cero 1.7 3.1 1.9 4.1
Falsos sospechosos (%) de 1/2 STC 0.01 - 0.03 -
Falsos negativos parciales (%) de STC - 0.00 - 0.00

® La concentracién de cribado, del inglés Screening Target Concentration, se fijé en 1000 ng/mlL.
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Asimismo, cuando el analito se encontraba a 1/2 de la concentracién diana en vinos
blancos, se observé una disminucion de sefial importante (T/C = 2.0) respecto al cero, que
ademas visualmente fue claramente diferente de la inhibicion total (Figura 4.20). Finalmente,
la probabilidad de que un vino blanco sin residuos sea clasificado entre los que contienen
residuos — pero por debajo de la concentracién de cribado — es del 3.4% (falsos sospechosos
del cero con 1/2 de STC), en el intervalo de confianza del 99% para los falsos negativos. En el
caso contrario, la probabilidad de que un vino blanco con 1000 ng/mL sea clasificado entre los
que contienen residuos — pero a niveles por debajo de la concentracidon de cribado (falso

negativo parcial) — es nula en cualquiera de los intervalos de confianza estudiados.

En cuanto al vino tinto, la media de T/C y el CV en el cero fueron de 8.5 y 42.0%,
respectivamente. Con estos vinos, el valor promedio de la sefial a la concentracion de cribado
fue ligeramente mayor que con los vinos blancos, aunque sigue siendo muy baja (T/C = 0.4),
practicamente sin sefial; es decir, inhibicidn casi completa como se esperaba (Figura 4.20). De
este modo, el umbral de corte para un 1% de falsos negativos a 1000 ng/mL fue de 0.6, con
una probabilidad de falsos sospechosos del 2% (Tabla 4.18). En otras palabras, si fijlamos el
umbral de corte en un valor de T/C = 0.6, la probabilidad de que un vino tinto con una
concentracién de residuos de SP que supera los limites legales dé como una muestra que no
contiene residuos es del 1%, mientras que la probabilidad de que una muestra sin residuos sea
clasificada como sospechosa es del 2%. Estos resultados son equivalentes a los obtenidos con
los vinos blancos, por lo que se podria aplicar el mismo umbral de corte para ambas matrices
alimentarias. En la Tabla 4.18 también se aporta el umbral de corte para vinos tintos
resultante al considerar un 5% de falsos negativos, y la probabilidad correspondiente de falsos
sospechosos, segun exige la legislacion. En este caso, los resultados son muy semejantes a los
obtenidos con el intervalo de confianza del 99% para falsos negativos.

Con los vinos tintos, la probabilidad de que una muestra que contiene residuos de SP a
una concentracion equivalente a 1/2 de la concentracion diana sea clasificada como
sospechosa es del 0.06%, es decir casi nula, en el intervalo de confianza del 99% (Tabla 4.18).
El promedio de la sefial a 1/2 de la STC fue de 1.5, por lo tanto, visualmente diferente del cero
y de la inhibicion completa (Figura 4.20). Finalmente, la probabilidad de que un vino tinto sin
residuos de SP sea clasificado entre los que contienen residuos — pero por debajo de la
concentracion de cribado — es del 4.5% (falsos sospechosos del cero con 1/2 de STC), en el
intervalo de confianza del 99% para los falsos negativos. En el caso contrario, la probabilidad

de que un vino tinto con 1000 ng/mL sea clasificado entre los que contienen residuos — pero a
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niveles por debajo de la concentracién de cribado (falso negativo parcial) — es cero en
cualquiera de los intervalos de confianza estudiados.

En definitiva, si una muestra de vino blanco o tinto, analizada siguiendo el procedimiento
establecido, da un valor de T/C de 0.6 o inferior, podemos decir que la muestra contiene
residuos de SP a una concentracion igual o superior a 1000 ng/mL con una confianza del 99%.
Por otro lado, si una muestra da un valor de T/C entre 0.6 y 3.1 en vinos blancos y entre 0.6 y
2.1 en vinos tintos, muy probablemente contiene residuos de SP, pero no incumple la
normativa. En términos visuales, una inhibicion completa o casi completa de la sefal indica
que con toda seguridad la muestra incumple los limites legales, mientras que, si hay una
inhibicidn parcial de la sefial, podemos estar seguros que la muestra contiene residuos de SP

por lo que quizd sea necesario determinar su concentracién mediante un método cuantitativo.
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Figura 4.21. Umbrales de corte y valores de T/C para muestras de vino blanco y de vino
tinto libres de residuos o dopados con SP-enol a 1000 ng/mL (STC) y a 500 ng/mL (1/2
STC), obtenidos después de ser sometidas a una etapa de hidrdlisis alcalina y una de
dilucién. Las fotografias son un ejemplo de los resultados obtenidos con vinos dopados
con SP-enol a (de izquierda a derecha) 1000, 500 y O ng/mL.
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En paralelo también se llevé a cabo el mismo estudio con muestras de vino blanco y
tinto, dopadas con SP-enol y siguiendo el mismo tratamiento de hidrdlisis y dilucién. En
la Figura 4.21 se muestran los resultados obtenidos y en la Tabla 4.19 se enumeran los
valores de los umbrales de corte y las probabilidades de falsos negativos y falsos
sospechosos calculadas en dos intervalos de confianza (95% y 99%) para muestras de

vino blanco y tinto dopadas con SP-enol a 500 y 1000 ng/mL.

Tabla 4.19. Validacién del inmunoensayo de flujo lateral para determinar residuos
de SP como la suma de SP+SP-enol en muestras de vino dopadas con SP-enol (n =

20).
Vino blanco Vino tinto
STC’ 1/2 STC STC 1/2 STC
Valor promedio de T/C 0.2 2.0 0.4 1.7
CV (%) 27.3 20.7 25.7 24.4
Umbral (1% falsos negativos) 0.4 3.1 0.6 2.7
Falsos sospechosos (%) del cero 0.9 3.6 0.3 2.5
Falsos sospechosos (%) de 1/2 STC 0.05 - 0.8 -
Falsos negativos parciales (%) de STC - 0.00 - 0.00
Umbral (5% falsos negativos) 0.4 2.8 0.5 2.4
Falsos sospechosos (%) del cero 0.8 3.0 0.3 1.8
Falsos sospechosos (%) de 1/2 STC 0.04 - 0.5 -
Falsos negativos parciales (%) de STC - 0.00 0.00

? La concentracién de cribado, del inglés Screening Target Concentration, se fijé en 1000 ng/mL.

Los resultados obtenidos al dopar con SP-enol fueron muy semejantes a los obtenidos
cuando los vinos se doparon con SP. Por lo tanto, podemos afirmar que el método
desarrollado permite determinar de manera semi-cuantitativa residuos de SP como la suma de
SP+SP-enol. Por otro lado, el LOD visual (vLOD) de este inmunoensayo, definido como la
concentracién de analito que produce una disminucién casi total de la sefial de la linea test, se
puede establecer en 1000 ng/mL (Figuras 4.20 y 4.21). Estos resultados demuestran la validez
del inmunoensayo de flujo lateral desarrollado para detectar de manera rdpida y sencilla
muestras de vinos con residuos del insecticida SP a niveles equivalentes a los LMR, tal y como

establece la legislacidn vigente en la Unidn Europea.
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PARTE Il. DESARROLLO Y VALIDACION DE INMUNOENSAYOS PARA ANATOXINA-A

4.10. Evaluacién de la afinidad de los anticuerpos monoclonales y la sensibilidad de los

inmunoensayos seleccionados

Los cuatro mAbs disponibles en el laboratorio (ANm#38, ANm#39, ANm#44 y ANm#325)
para anatoxina-a se ensayaron mediante ELISA competitivo bidimensional. La evaluaciéon de la
afinidad de los mAbs hacia anatoxina-a se llevd a cabo en base a los valores de I1Csy obtenidos
con el trazador homdlogo (HRP-ANm) en el formato directo y el formato de captura, ya que el
trazador de ANc no fue reconocido. Ademas, basandose en un estudio preliminar los cuatro
anticuerpos se ensayaron frente al conjugado heterélogo OVA-ANc en el formato indirecto
debido a que fue el conjugado con el que se observé mayor sensibilidad hacia la cianotoxina en
este formato. Como habitualmente, para cada combinacién anticuerpo/conjugado se
determinaron las condiciones dptimas para obtener una curva estandar con el menor valor de

ICso y cuyo valor de A, fuese superior a 0.8 y lo mas cercano posible a 1.0.

4.10.1. Formato de anticuerpo inmovilizado y anticuerpo de captura con deteccion directa

Para el formato de anticuerpo inmovilizado se empled una disolucion de mAb a 1000
ng/mL en tampon de tapizado, pH 9.6, para el recubrimiento de la superficie de los pocillos de
la placa ELISA. En el formato de anticuerpo de captura, la placa ELISA se pretapizé con una
disolucién de GAM a 1000 ng/mL en el mismo tampdn, y las disoluciones de mAb estudiadas se
prepararon a 300, 500 y 1000 ng/mL. Para la etapa de competicién se emplearon disoluciones
de trazador enzimatico a 30 y 100 ng/mL. Cada una de las combinaciones resultantes se
ensayo frente a un conjunto de patrones de (+)-anatoxina-a preparados por dilucion en serie

del primer patrén, mas un blanco.

Tabla 4.20. Caracterizacion de anticuerpos monoclonales de anatoxina-a
mediante ELISA competitivo bidimensional en formato directo y de captura
con conjugado homélogo (n=3).°

Formato directo Formato de captura
mAb [mAb]®  [HRP-ANm]®  ICs° [mAb]  [HRP-ANm]  ICs
ANmM#38 1000 30 8.42 500 30 3.61
ANmM#39 1000 30 11.0 300 100 4.24
ANmM#44 1000 100 591 300 30 2.15
ANmM#325 1000 30 8.66 1000 30 3.50

® Los valores de A, fueron mayores de 0.8. ® Concentracién del anticuerpo en ng/mL. ©
Concentracion de conjugado de HRP expresada en ng/mL. “ Valores expresados en nM.
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La informacion extraida de las curvas de inhibicién obtenidas permitid establecer las
concentraciones éptimas de inmunorreactivos para lograr la mayor sensibilidad, relacionada
con la afinidad del anticuerpo hacia el analito y hacia el conjugado. De esta manera, se
evaluaron los cuatro mAbs disponibles para anatoxina-a con el trazador homdlogo,

obteniéndose los resultados resumidos en la Tabla 4.20.

Los resultados obtenidos demuestran que todos los mAbs presentaron una elevada
afinidad hacia la (+)-anatoxina-a, con valores de ICsy del orden de nanomolar. La sensibilidad
de los inmunoensayos fue mayor en formato de captura que en formato directo. Ademas, en
general el consumo de anticuerpo y/o de trazador enzimatico fue menor también en dicho
formato. El anticuerpo ANm#44 aportd los ensayos mas sensibles para (+)-anatoxina-a en
ambos formatos, con valores de ICsy entre 2 y 6 nM. Con estos resultados, se escogié los
inmunoensayos con los anticuerpos ANm#38 y ANm#44 en formato de captura para llevar a

cabo estudios posteriores de caracterizacidn fisicoquimica y validacidn con muestras.

4.10.2. Formato de conjugado inmovilizado con deteccion indirecta

En el formato indirecto, la caracterizacién de mAbs mediante ELISA competitivo se realizd
con el conjugado heterdlogo OVA-ANc a partir de disoluciones en tampdn de tapizado a tres
concentraciones (30, 100 y 1000 ng/mL), y en la etapa de competicion se evaluaron
disoluciones de anticuerpo a tres concentraciones distintas (30, 100 y 1000 ng/mL) frente a
una serie de disoluciones patrén de (+)-anatoxina-a, mas un blanco. Los resultados obtenidos a

partir de este estudio se resumen en la Tabla 4.21.

Tabla 4.21. Caracterizacién de anticuerpos monoclonales de
anatoxina-a mediante ELISA competitivo bidimensional en
formato indirecto con conjugado heterélogo (n=3).?

mAb [mAb]° [OVA-ANC] ICsp”
ANm#38 100 100 3.52
ANm#39 25 300 3.26
ANm#44 50 2000 1.37
ANmM#325 1000 30 4.78

b .
® Los valores de A, fueron mayores de 0.8. ° Concentracién del

anticuerpo en ng/mL. © Concentracién de conjugado de OVA expresada en
ng/mL. “ Valores expresados en nM.

Tal y como se esperaba, todos los mAbs fueron capaces de reconocer al hapteno
heterdlogo en gran medida. Los valores de ICs, obtenidos fueron muy semejantes con los
cuatro anticuerpos. Cabe sefialar que las concentraciones dptimas de conjugado OVA-ANc con

el anticuerpo ANm#44 y de anticuerpo ANm#325 fueron elevadas. Finalmente, los
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inmunoensayos con los anticuerpos ANm#39 y ANm#44 fueron seleccionados en este formato

para continuar con los estudios de caracterizacion fisicoquimica y validacién con muestras.

4.11. Evaluacion de la especificidad de los anticuerpos monoclonales y la selectividad de los
inmunoensayos seleccionados
La especificidad de los mAbs de anatoxina-a se evalud en ELISA competitivo en el formato
de anticuerpo de captura con el trazador homdlogo. En todos los casos se emplearon las
condiciones 6ptimas determinadas para cada combinacién anticuerpo/trazador. Para ello se
determind la RC frente al enantiémero (-)-anatoxina-a y los andlogos (+)-homoanatoxina-a y (-
)-homoanatoxina-a con respecto a (+)-anatoxina-a. Los resultados obtenidos se recogen en la

Tabla 4.22.

Tabla 4.22. Reactividad cruzada (%) de los anticuerpos monoclonales en
formato de captura con trazador homélogo (n=3).

ANm#38 ANm#39 ANm#44 ANmM#325

ICso RC ICs, RC ICso RC ICso RC

Analito (nM) (%) (nM) (%) (nM) (%) (nM) (%)
(+)-Anatoxina-a 3.61 100 424 100 215 100 3.50 100
(-)-Anatoxina-a 1045 0.35 1124 0.38 643 0.33 990 0.35

(+)-Homoanatoxina-a  2.54 142 2.75 154 1.84 117 2.13 164
(-)-Homoanatoxina-a 417  0.87 441 0.96 316 0.68 332 1.05

Los cuatro anticuerpos monoclonales fueron altamente especificos del enantidmero
dextrégiro de cada toxina, con valores de RC con el levégiro por debajo del 1%
mayoritariamente. Ademds, todos ellos reconocieron ligeramente mejor la (+)-
homoanatoxina-a que la propia (+)-anatoxina-a, un resultado léogico dada la estructura del
hapteno ANm.

Dado que no se disponia de estandares analiticos de otras cianotoxinas, la evaluacién de
la selectividad de los inmunoensayos seleccionados frente a sustancias potencialmente
presentes en muestras de agua se limité a la (+)-homoanatoxina-a. La RC de los
inmunoensayos seleccionados en formato indirecto con conjugado heterdlogo fue semejante a
la referida en la Tabla 4.22 como cabia esperar, ya que la RC de los anticuerpos monoclonales

es independiente del formato y del conjugado de ensayo.

4.12. Caracterizacion de inmunoensayos tipo ELISA

Siguiendo la misma mecdanica de trabajo realizada en la Parte | de la presente tesis
doctoral con los mAbs del insecticida SP, se llevd a cabo la caracterizacion de inmunoensayos

en microplaca para anatoxina-a. Se caracterizaron cuatro inmunoensayos tipo ELISA
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competitivo, dos en formato de captura (mAbs ANm#38 y ANm#44 con el trazador homodlogo
HRP-ANm) y dos en indirecto (mAbs ANm#39 y ANm#44 con el conjugado heterélogo OVA-
ANCc). Se evaluaron factores fisicoquimicos como el pH, la fuerza idnica y la presencia de
disolventes orgdnicos (metanol y acetonitrilo) que pueden afectar de manera directa la
sensibilidad (ICs) y la sefial maxima (A.:) del inmunoensayo. Se tomé como tampdn de
referencia el PBS (pH 7.4 y fuerza idnica 162 mM). El estudio de estos factores ayuda al
proceso de optimizacidon conociendo asi las caracteristicas del ensayo y estableciendo las

condiciones mas idéneas para el mismo.

4.12.1. Estudio de la influencia del pH y de la fuerza iénica

Para llevar a cabo este estudio, se prepararon disoluciones patrén de (+)-anatoxina-a en
agua MilliQ y se mezclaron con disoluciones del inmunorreactivo de competicidn en tampdn
fosfato, cubriendo valores de pH de 6.0, 6.5, 7.0, 7.4 y 8.5, y concentraciones de NaCl en el
rango desde 25 hasta 250 mM. Al preparar los tampones con diferente pH, la fuerza idnica se
igualé mediante la adicién de NaCl. Los patrones de analito se prepararon en agua MilliQ y el
trazador enzimdtico o el anticuerpo se prepararon en cada uno de los tampones ensayados.
Estas disoluciones tampdn fueron preparadas de tal manera que mantuvieran en todos los
casos la concentracion del tampdn fosfato (10 mM) en ensayo. Las Figuras 4.22 y 4.23,
representan la variacidn relativa de los valores de A e ICso observada en cada uno de los
inmunoensayos competitivos seleccionados para anatoxina-a respecto a los valores obtenidos

en PBS.

En los ensayos con formato de captura (Figura 4.22) no se observaron variaciones de la
Anix € ICso en el intervalo de pH ensayado, revelandose de este modo la robustez de estos
inmunoensayos a cambios de pH. Asimismo, el aumento de la fuerza idnica no presentd
cambios importantes ni en la A ni en la ICso con el anticuerpo ANm#38, y tan solo produjo un
ligero aumento de la ICso a valores extremos con el anticuerpo ANm#44. Por otro lado, a bajas
concentraciones de NaCl tanto la A,:; como la ICsy del ensayo con ANm#38 disminuyeron,

mientras que la A,; aumentd y la ICsy disminuyd en el ensayo con ANm#44.
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Captura con ANm#38 Captura con ANm#44
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Figura 4.22. Influencia del pH y de la concentracion de NaCl en la etapa de competicidon
sobre los valores de A € ICso en los ensayos seleccionados para anatoxina-a en formato
directo con captura con los anticuerpos ANm#38 y ANm#44. Los valores estan referidos al
comportamiento en PBS y son la media de tres experimentos independientes.

En el formato indirecto (Figura 4.23) se observaron diferencias importantes de
comportamiento frente al pH y la fuerza idnica entre los inmunoensayos seleccionados. La A,
y la ICsq del inmunoensayo con el anticuerpo ANm#39 disminuyeron en la misma medida
conforme aumenté el pH del tampdn. En cambio, el inmunoensayo con ANm#44 se reveld mas
robusto en el intervalo de pH estudiado. Las diferencias mas relevantes se encontraron en el
estudio de la fuerza idnica. Mientras que el inmunoensayo con ANm#39 fue sensible a la
variacion de la concentracion de NaCl, el ensayo con ANm#44 solo vio modificada la A, y la

ICso a los valores mas extremos ensayados.
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Figura 4.23. Influencia del pH y de la concentracidon de NaCl en la etapa de competicion sobre los
valores de A,: € ICs, en el ensayo indirecto para anatoxina-a. Los valores estan referidos al
comportamiento en PBS y son la media de tres experimentos independientes.

4.12.2. Tolerancia a disolventes orgdnicos

Dependiendo de las condiciones en que pudiera encontrarse anatoxina-a podria ser
necesario aplicar procesos de extraccion mediante disolventes organicos. Por ello se realizdé un
estudio de tolerancia de los inmunoensayos seleccionados a la presencia de disolventes de
extraccién habituales como son el metanol y acetonitrilo. Este estudio se realizé preparando
los patrones de (+)-anatoxina-a en agua MilliQ conteniendo diferentes concentraciones del
disolvente orgdnico a evaluar, mientras que las disoluciones del trazador enzimatico para los
ensayos de captura y las de los anticuerpos para los ensayos indirectos se realizaron en PBS2x-
T. Las Figuras 4.24 y 4.25 resumen el efecto de ambos disolventes sobre las caracteristicas

analiticas de los inmunoensayos en los diferentes formatos.
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Figura 4.24. Tolerancia a los disolventes organicos en la etapa de competicion sobre los
valores de la A,i; e ICso en el ensayo de captura para anatoxina-a. Los valores
corresponden a la media de tres experimentos independientes.

En cuanto a los ensayos en formato de captura (Figura 4,24), se observé una mayor
tolerancia al metanol que al acetonitrilo. El anticuerpo ANm#38 resulté tolerar hasta un 2% de
metanol, en cambio el anticuerpo ANm#44 toleré hasta un 10% de metanol con pocas
variaciones en la A, Y la ICso. Por el contrario, ninguno de los dos inmunoensayos tolerd

mucho mas de un 0.5% de acetonitrilo, como es habitual con este disolvente.
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Indirecto con ANm#39 Indirecto con ANm#44
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Figura 4.25. Tolerancia a los disolventes organicos en la etapa de competicion sobre los
valores de la A, € ICso en el ensayo indirecto para anatoxina-a. Los valores corresponden
a la media de tres experimentos independientes.

En cuanto a los inmunoensayos seleccionados en formato indirecto (Figura 4.25), el
anticuerpo ANm#39 resultd ser muy tolerante a la presencia del disolvente metanol, mientras
gue con el anticuerpo ANm#44 la variacion de la Ans Y 1a 1Cso fue mayor a 1% que a 10% de
metanol. De igual manera que en los ensayos con el anterior formato, el disolvente acetonitrilo

fue muy mal tolerado disminuyendo rapidamente la Az y aumentando la 1Cs,.

4.13. Validaciéon de inmunoensayos tipo ELISA

El objetivo de un inmunoensayo es que pueda ser empleado como método analitico para
la determinacidn del compuesto en estudio en muestras. Por ello, una vez caracterizados y
optimizados los ensayos seleccionados, fue necesario demostrar su aplicabilidad mediante el

anadlisis de muestras en las que esté presente el compuesto de interés.

4.13.1. Obtencion de muestras

Para proceder con la validacion de los inmunoensayos desarrollados se emplearon cuatro
muestras de agua de diferente procedencia (agua de cisterna, agua de balsa de riego, agua de
lago y agua de rio). Dadas las caracteristicas de estas muestras, se decidid hacer una etapa de

filtracidn con el objetivo de eliminar cualquier particula en suspensidn, obteniendo una
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muestra mas limpia para ser ensayada. Las aguas fueron filtradas utilizando filtros Millipore
Millex-HV hidréfilos de PVDF de 0.45 um de poro, y después se guardaron a 4 °C para
posteriormente ser ensayadas mediante los ELISA seleccionados en las condiciones y en los

formatos establecidos previamente.

4.13.2. Evaluacion del efecto matriz de muestras de agua

Para corregir el efecto matriz en los inmunoensayos desarrollados se decidié diluir la
muestra en agua MilliQ. De este modo, se determind la dilucién minima necesaria. Se
ensayaron una serie de patrones de (+)-anatoxina-a en presencia de diferentes diluciones de
cada matriz estudiada, para posteriormente comparar los parametros de las curvas estandar
obtenidas con los de la curva estandar obtenida en ausencia de matriz. Cada muestra se diluyd
en agua MilliQ a 1/5, 1/10, 1/50, 1/100 y 1/500, y con dichas diluciones se prepararon las
disoluciones patron. Las Figuras 4.26 y 4.27 resumen los resultados del efecto matriz sobre la

A (graficos situados a la izquierda) y la ICsq (graficos situados a la derecha).
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Figura 4.26. Efecto matriz de diferentes tipos de aguas sobre los parametros analiticos de
los inmunoensayos seleccionados en formato directo con captura para anatoxina-a. El
fondo resaltado en verde corresponde al intervalo +20% de variacion.
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En los ensayos en formato de captura (Figura 4.26) para anatoxina-a no se observé efecto

matriz de ninguna de las cuatro muestras de agua sobre la A ni sobre la ICsy, incluso a bajas

diluciones en la mayoria de las muestras, en ninguno de los dos inmunoensayos evaluados.
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Figura 4.27. Efecto matriz de diferentes tipos de aguas sobre los parametros analiticos de

los inmunoensayos seleccionados en formato indirecto para anatoxina-a. El fondo

resaltado en verde corresponde al intervalo £20% de variacion.

Finalmente, en los ensayos de formato indirecto (Figura 4.27) para anatoxina-a tampoco

se observé efecto matriz de las muestras de agua ensayadas sobre la A de ninguno de los

ensayos estudiados. Respecto a la ICso se observd un ligero efecto matriz en el agua de cisterna

en ambos inmunoensayos.

4.13.3. Curva estdndar y pardmetros analiticos

De los cuatro inmunoensayos caracterizados, se seleccionaron dos en formatos diferentes

para su validacién con muestras: el de captura con el anticuerpo ANm#38 y el indirecto con el
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anticuerpo ANm#39. En la Tabla 4.23 se muestran las curvas estandar obtenidas en
condiciones optimizadas y se enmumeran las condiciones de ensayo y los parametros

analiticos que los caracterizan.

Tabla 4.23. Condiciones de ensayo y parametros analiticos de los
inmunoensayos optimizados para anatoxina-a (n=4).

120 —
100
80 4
ic, 60 4
<
40 4
20 4
o — —
0 102 10 10° 10 10? 10
[Anatoxina-a] (nM)
Formato Directo con captura Indirecto
mAb ANmM#38 ANmM#39
500 ng/mL 25 ng/mL
Conjugado HRP-ANmM OVA-ANc
70 ng/mL 300 ng/mL
Tampdn de ensayo 10 mM fosfato, pH 7.4, 10 mM fosfato, pH 7.4,
140 mM NaCl, 140 mM NaCl,
0.05% Tween 20 0.05% Tween 20
A 1.136 +0.108 1.072 +0.058
ICso (NM) 3.411 +0.562 4.814 +0.661
ICso (ng/mL) 0.688 +0.113 0.971+0.133
Pendiente -1.083 £ 0.127 -0.962 + 0.083
Anin 0.009 £ 0.013 0.003 £0.012
LOD (ng/mL) (I1Cy0) 0.093 £ 0.033 0.099 £ 0.022
Rango dinamico (ng/mL)
(1C50—1Cq0) 0.191-5.776 0.228-9.921
Precision entre dias
Anmax (%) 9.5 5.5
ICs0 (%) 16.5 13.7
Precision intradia
Anix (%) 10.6 3.7
ICso (%) 6.0 1.7

Ambos inmunoensayos mostraron valores de ICsy en el orden de nanomolar y pendientes
de aproximadamente 1.0, y con rangos dindmicos de mas de un orden de magnitud. Los
valores de LOD calculados pare estos ensayos estuvieron alrededor de 0.1 ng/mL. Finalmente,
la precision de los pardmetros A, e ICso fue muy buena, tanto en medidas entre dias como

intradia, particularmente con el ensayo indirecto.
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4.13.4. Andlisis de muestras fortificadas

La determinacion de la precisién y exactitud del método se llevé a cabo mediante un
estudio de recuperaciones en muestras fortificadas. Para ello, de los cuatro inmunoensayos
caracterizados, se seleccionaron dos en formatos diferentes: el de captura con el anticuerpo
ANm#38 y el indirecto con el anticuerpo ANm#39. En primer lugar, se doparon las cuatro
muestras de agua con cantidades conocidas de (+)-anatoxina-a (0.5, 1, 2.5, 5, 10, 25, 50, 100,
250 y 500 ng/mL). Seguidamente, las muestras dopadas fueron diluidas 5 y 100 veces en agua
MilliQ, y se analizaron mediante los inmunoensayos desarrollados comparando las
concentraciones encontradas respecto a las reales mediante el calculo de los coeficientes de
recuperacion. Se considerd como limite de cuantificacién la concentracién mas baja ensayada
con la que se obtuvo una recuperacion en el intervalo de 80% a 120%, y a su vez con un
coeficiente de variaciéon inferior al 20%. La Tabla 4.24 recoge los valores de recuperaciones
encontrados en los ensayos seleccionados para anatoxina-a en formato de captura e indirecto.

En todas las muestras de agua, ambos ensayos mostraron una elevada capacidad para
cuantificar anatoxina-a entre 0.5 y 10 ng/mL con una dilucién de 5 veces, y entre 25 y 500
ng/mL con una dilucidn de 100 veces, con valores de recuperacion en el rango de 80-120% y
coeficientes de variaciéon inferiores al 20%. Por lo tanto, el limite de cuantificacidon de esta
toxina con los dos inmunoensayos evaluados se puede establecer en 0.5 ng/mL. Por lo tanto,
los inmunoensayos desarrollados son completamente validos para monitorizar la presencia de
dicho contaminante a concentraciones realmente bajas en muestras de agua de manera

sencilla y rapida.
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Tabla 4.24. Valores de recuperacidn y coeficientes de variacidn
obtenidos con muestras fortificadas para los ensayos
competitivos de captura e indirecto (n = 3).

Ensayo de Ensayo
captura Indirecto
Muestra [A]° £d”  RY(%) CV(%) R(%) CV(%)
Agua de 0.5 5 117.4 9.9 103.8 7.8
cisterna 1.0 5 103.3 5.1 92.9 5.9
2.5 5 98.0 9.4 95.9 8.9
5.0 5 94.8 8.9 96.5 14.1
10 5 95.1  11.6 nr
25 100 93.1 4.6 89.6 4.8
50 100 94.2 8.1 89.2 8.9
100 100 89.8 5.6 90.6 12.7
250 100 90.9 14.6 97.3 14.7
500 100 85.9 19.7 100.2 9.9
Agua de 0.5 5 107.7 14.7 109.9 11.9
balsa de 1.0 5 105.3 9.8 101.1 10.5
riego 2.5 5 98.5 10.1 98.5 7.9
5.0 5 95.2 9.1 99.1 8.8
10 5 93.1 7.4 nr
25 100 91.2 11.0 88.7 7.8
50 100 100.9 10.1 87.3 6.0
100 100 96.6 10.3 85.9 4.1
250 100 95.8 11.0 91.9 2.2
500 100 90.9 14.9 88.8 54
Agua de 0.5 5 106.4 15.7 101.2 9.9
lago 1.0 5 92.1 11.2 94.8 8.9
2.5 5 96.3 2.9 94.4 12.3
5.0 5 94.8 4.7 98.8 11.8
10 5 98.3 6.6 nr
25 100 96.2 8.8 82.9 8.7
50 100 102.4 3.3 86.6 10.0
100 100 98.8 8.6 90.2 10.9
250 100 102.1 10.4 95.7 9.8
500 100 100.8 13.7 98.6 3.9
Agua de 0.5 5 112.3 15.4 105.9 7.4
rio 1.0 5 86.3 13.8 94.1 5.3
2.5 5 99.1 11.8 92.1 7.3
5.0 5 100.1 8.0 93.5 8.2
10 5 97.1 5.6 nr
25 100 102.2 17.2 84.1 54
50 100 104.7 11.5 86.3 8.9
100 100 97.5 6.6 82.0 11.9
250 100 96.4 3.1 85.2 7.8
500 100 95.3 8.7 86.9 11.4

. 2 . b . ./ .
® Concentracién de analito en ng/mL. ° Factor de dilucién de la matriz en
agua MilliQ. © Valores de recuperacién. ° Determinaciones no realizadas.
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4.14. Desarrollo de un inmunoensayo de flujo lateral

4.14.1. Preparacion de las tiras y del anticuerpo marcado con oro coloidal

EL procedimiento de preparacion para la linea control de las tiras se llevd a cabo
dispensando sobre la membrana de nitrocelulosa una disolucion de GAM a 1 mg/mL, mientras
que para la linea de test con el conjugado BSA-ANc a dos concentraciones, 0.5 y 1 mg/mL. La
dispensacién de GAM vy del conjugado sobre la tira se llevd a cabo empleando disoluciones de
cada inmunorreactivo en tampdn fosfato de elevada fuerza idnica (/ = 373 mM). Por otro lado,
el bioconjugado NP-mAb se prepard anadiendo pequenos volimenes de dilucién del mAb
ANmM#38 sobre la preparacion diluida de las NPs, e incubando a temperatura ambiente. La
dilucién del anticuerpo se preparé en Biostab (0.1 mg/mL) diluyendo directamente del lote
gue se encontraba precipitado en SAS a 1 mg/mL. Las NPs con GAM se diluyeron 1/10 en
HEPES 10 mM, pH 7.4. Se ensayaron tres concentraciones de anticuerpo (500, 1000 y 2000
ng/mL). El volumen final en el pocillo de dicha mezcla donde ocurrid la reaccién anticuerpo-

analito fue de 100 pL.

4.14.2. Optimizacion del ensayo

En primer lugar, se ensayaron diferentes volimenes de la preparacion del conjugado NP-
mADb (entre 10 y 25 pL) que se mezclaron con la disolucién que contenia (+)-anatoxina-a a una
determinada concentracidn en PBS, hasta alcanzar un volumen total de 100 pL. Se leyd la senal
con ayuda de un escaner y se representd el cociente de la sefial de las lineas test y control
(T/C) y el porcentaje de inhibicion en funcién del volumen de coloide de NPs empleado. Las
Figuras 4.28, 4.29 y 4.30 resumen los resultados cuando el estudio se llevd a cabo en presencia

de 0.8 y 4 ng/mL de (+)-anatoxina-a, mas un blanco.

Segln se muestra en la Figura 4.28, en ausencia de analito, el cociente T/C fue
practicamente constante, mientras que el valor de T/C a 0.8 ng/mL de anatoxina-a aument¢ al
aumentar la cantidad de NPs debido principalmente al incremento de la sefial de la linea test.
La mayor inhibicion a 0.8 ng/mL de analito se obtuvo con 10 pL de preparado de NP-mAb; sin
embargo, se optd por utilizar 20 uL para poder tener una buena lectura de visu. En estas
condiciones se obtuvo una inhibicién en torno al 50% cuando la reaccién se realiz6 con 0.8
ng/mL de analito. Con 4 ng/mL, la inhibicién fue practicamente total, como se puede observar
en la fotografia situada a la derecha. En cambio, a 0.8 ng/mL la intensidad de la linea control

fue claramente superior a la de la linea test.
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Figura 4.28. Variacion del cociente T/C y del porcentaje de inhibicién para las distintas
cantidades de NP-mAb ensayadas. Las concentraciones de analito son en ensayo. En la
fotografia de la derecha se muestra el resultado obtenido con 20 uL de preparacion de
conjugado NP-mAb a, de izquierda a derecha, 4, 0.8 y 0 ng/mL de anatoxina-a.
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Figura 4.29. Variacion del cociente T/C y del porcentaje de inhibicidn en funcién de la
concentracion de NaCl en el tampdn. Las concentraciones de analito son en ensayo. En la
fotografia de la derecha se muestra el resultado obtenido con un tampdn que contenia 50

mM de NaCly, de izquierda a derecha, 4, 0.8 y 0 ng/mL de anatoxina-a.

Asimismo, se llevd a cabo un estudio de la influencia de la fuerza idnica, empleando

tampones fosfato 10 mM, pH 7.4, con NaCl a 50, 100, 140 y 200 mM. El estudio se realizd en

presencia de (+)-anatoxina-a a 0.8 y 4 ng/mL, mas un blanco (Figura 4.29). En este estudio se

observé un efecto negativo creciente al aumentar la concentracién de NaCl. A 50 mM de NacCl

el valor de T/C en ausencia de analito fue mayor, ya que se obtuvo la mayor sefial en la linea

test. Dicha concentracién de NaCl, la minima estudiada, fue dptima ya que el porcentaje de

inhibicion a 0.8 ng/mL de anatoxina-a fue el mas elevado. Por otro lado, el aumento de la

concentracién de NaCl disminuyo ligeramente el valor T/C en presencia de dicha concentracion
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de analito. A 4 ng/mL la inhibicidn fue practicamente completa a cualquier concentracion de
NaCl ensayada, como se puede observar a modo de ejemplo en la fotografia de la derecha.
Definida la concentracidon de NaCl en 50 mM para el tampdn fosfato 10 mM, se llevd a
cabo el estudio de la influencia del pH. Para esto se prepararon varios tampones fosfato con
valores de pH de 6.5, 7.0, 7.4, 8.0 y 8.5, manteniendo constante la fuerza idnica, y
posteriormente se ensayaron de manera simultdnea en las condiciones fijadas previamente

frente a dos concentraciones de (+)-anatoxina-a, mas un blanco (Figura 4.30).
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Figura 4.30. Variacion del cociente T/C y del porcentaje de inhibicion para los distintos
valores de pH ensayados. Las concentraciones de analito son en ensayo. En la fotografia
de la derecha se muestra el resultado obtenido con un tampdn de pH 7.4 conteniendo, de
izquierda a derecha, 4, 0.8 y 0 ng/mL de anatoxina-a.

Segun este estudio se observa que la variacién del pH en el rango estudiado no tuvo
influencia sobre el cociente de la seiial de las lineas test y control del inmunoensayo, asi como
sobre el porcentaje de inhibicidén a dos concentraciones de anatoxina-a. Bajo estas condiciones
se observo una inhibicion cercana al 50% con 0.8 ng/mL de analito. De esta manera, el tampén
fosfato 10 mM, pH 7.4, con 50 mM de NaCl podria considerarse como el tampdn éptimo para
el andlisis de anatoxina-a mediante el inmunoensayo desarrollado.

En conclusion, el inmunoensayo de flujo lateral optimizado para la determinacién de
anatoxina-a utilizara tiras inmunocromatograficas preparadas con GAM (linea control) y con el
conjugado BSA-ANCc (linea test), como se ha descrito anteriormente. La fase movil constara de
una mezcla de 20 uL de preparacién de bioconjugado NP-mAb (OD = 1.0), preparado a una
concentracién de anticuerpo de 1 pg/mL, y de 80 pL de muestra diluida en tampdn. Antes de
insertar la tira reactiva, la mezcla se deberd incubar 5 min a temperatura ambiente. La

cromatografia se desarrollard durante 10 min en posicion vertical, y para finalizar el ensayo se
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retirard la almohadilla de muestra. Previo a la lectura de la sefial de cada linea, como se ha
descrito con anterioridad, se debera secar la membrana con un flujo de aire a temperatura
ambiente.

En la Figura 4.31, se presenta un ejemplo de la variacidn de la sefial de las lineas test y
control, asi como la variacién del cociente T/C en funcién de la concentracion de analito. Bajo
estas condiciones, y a partir de la curva de inhibicién de T/C para anatoxina-a, la media de los
valores de ICsq de cinco experimentos independientes fue de 0.6 ng/mL. En este estudio se
pudo observar una cierta dependencia de la sefial de la linea control, de modo que, aunque su
sefial es menor, sigue presentando sefial incluso en ausencia de analito cuando la sefial de la

linea test es maxima.
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Figura 4.31. Variacion de la sefial de la linea control (azul), linea test (rojo) y del cociente
T/C (verde) en funcién de la concentracién de anatoxina-a. A la derecha se muestran las
tiras reactivas después del ensayo en orden decreciente, de izquierda a derecha, de
concentracién de analito a, 100, 20, 4, 0.8, 0.16, 0.032, 0.006 y 0 ng/mL.

4.14.3. Validacion con diferentes tipos de agua

La validacion del inmunoensayo de flujo lateral desarrollado para el analisis de anatoxina-
a en muestras de agua se llevd a cabo siguiendo las directrices de la UE para la validacion de
métodos de cribado semi-cuantitativos para determinar pequefias moléculas organicas
(Regulacién (EU) No 519/2014). Cada una de las muestras de agua filtrada se fortificd a 1y 2
ng/mL con (+)-anatoxina-a. Las muestras se diluyeron 1/2 con tampédn fosfato 20 mM, pH 7.4,
con 100 mM NaCl y 0.05% (v/v) Tween-20, y cada dilucion (80 pL) se mezcld con la preparacion
de conjugado NP-mAb (20 pL). El ensayo se llevd a cabo, con las cuatro muestras dopadas y
con un blanco, una vez al dia durante cinco dias consecutivos (n=20). La sefial de las lineas test

y control se utilizé para determinar el cociente T/C. La Figura 4.32 representa los valores
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obtenidos de T/C para las cuatro muestras sin analito y a los dos niveles de fortificacion

mencionados.
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Figura 4.32. Valores de T/C y umbral de corte para muestras de agua que contienen
anatoxina-a a 1y 2 ng/mL, y sin la toxina.

El valor promedio del cociente T/C y el CV obtenido con las muestras de agua libres de
toxina fueron de 1.69 y 8.7%, respectivamente. Los correspondientes valores alcanzados con
las muestras contaminadas con anatoxina-a a 1 y 2 ng/mL se muestran en la Tabla 4.25. El
analisis estadistico de t-Student de los valores de T/C indicd que, si consideramos una
concentracion de cribado (STC) de 1 ng/mL y un intervalo de confianza del 95%, el umbral de
corte de la sefial es de 1.7. No obstante, con dicho umbral casi un 38% de muestras sin
cianotoxina se clasificarian como sospechosas de contener anatoxina-a (falsos sospechosos).
En cambio, si el umbral de T/C se establece en un valor de 1.3, el ensayo permite distinguir
como positiva una muestra con 2 ng/mL de dicha cianotoxina con una probabilidad en ambos
sentidos del 99%; es decir, con tan solo un 1% de falsos negativos y con un 1% de falsos
sospechosos. Ademas, con dicho umbral, el 41% de las muestras con 1 ng/mL serian
etiquetadas como sospechosas (datos en negrita en la Tabla 4.25), lo que aumentaria la

probabilidad de detectar muestras que contienen anatoxina-a.

~ 155~



Tabla 4.25. Validacion del inmunoensayo de flujo lateral para
anatoxina-a en muestras de agua (n = 20).

STC’ STC
1ng/mL 2ng/mL

Valor promedio de T/C 1.4 1.0

CV (%) 12.4 11.8

Umbral (1% falsos negativos) 1.8 13

Falsos sospechosos (%) del cero 72.2 1.0

Falsos sospechosos (%) de 1 ng/mL - 41.3
Falsos negativos parciales (%) de 2 ng/mL 0.00 -

Umbral (5% falsos negativos) 1.7 1.2

Falsos sospechosos (%) del cero 37.6 0.2

Falsos sospechosos (%) de 1 ng/mL - 21.6
Falsos negativos parciales (%) de 2 ng/mL 0.00 -

® Concentracién de cribado, del inglés “Screening Target Concentration”.

El inmunoensayo con tiras reactivas desarrollado permite analizar de manera semi-
cuantitativa la presencia de anatoxina-a a bajas concentraciones en tan solo 10 min. Cualquier
muestra que aporte un valor de T/C inferior a 1.3 serd sospechosa de contener esta
cianotoxina. La cuantificacion exacta y precisa de dichas muestras se podria llevar a cabo
mediante uno de los ELISA competitivos desarrollados en este estudio.

Finalmente, como se puede ver en la Figura 4.33, el limite de deteccién visual (vLOD) —
definido como la minima cantidad de analito que produce un cambio evidente a simple vista
de las sefiales del ensayo — fue de 3 ng/mlL, lo que valida el inmunoensayo desarrollado para su

utilizacion in situ como método cualitativo de analisis.

Figura 4.33. Limite de deteccidn visual para, de izquierda a derecha, agua de cisterna,
balsa de riego, lago y rio, a 3 ng/mL (tira de la izquierda) y 0 ng/mL (tira de la derecha) de

anatoxina-a.
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5. CONCLUSIONES

En general, los resultados obtenidos en la presente tesis doctoral demuestran que el
principal objetivo se pudo cumplir, ya que se desarrollaron inmunoensayos tipo ELISA
competitivo y LFIA para el analisis del insecticida spirotetramat en alimentos, y para la
cianotoxina anatoxina-a en agua. Dichos inmunoensayos proporcionaron una elevada
sensibilidad y selectividad, con exactitud y precision a niveles comparables a los métodos
analiticos establecidos, y con limites de cuantificacién o concentracién de cribado adecuados a
la legislacion europea.

Se observé que la especificidad de los anticuerpos policlonales generados se dirigid
principalmente hacia el metabolito spirotetramat-enol, si bien spirotetramat también fue
reconocido en determinadas condiciones. Los estudios con anticuerpos policlonales
permitieron seleccionar los conjugados de los haptenos SPo y SPm como candidatos mas
idéneos para la inmunizacién de animales y la generacidon de anticuerpos monoclonales.
Ademas, estos estudios condujeron al disefio de un nuevo hapteno heterélogo (SPh) que fue
fundamental para el desarrollo de inmunoensayos de elevada sensibilidad para el analisis de
spirotetramat.

Se ha demostrado la aptitud de dos anticuerpos monoclonales (SPo#237 y SPm#23) en el
desarrollo de inmunoensayos tipo ELISA en diferentes formatos para la determinacion de
residuos de spirotetramat, con valores de IC5y en el orden de subnanomolar. Como era de
esperar en base a los resultados con policlonales, los anticuerpos monoclonales también
reconocieron spirotetramat-enol con mayor afinidad que spirotetramat.

Se ha puesto a punto un procedimiento de hidrélisis controlada de spirotetramat para
transformarlo de manera rdpida y cuantitativa en spirotetramat-enol, y asi poder cuantificar
simultdneamente en forma de spirotetramat-enol los residuos de este insecticida en muestras
de alimentos, tal y como exige la legislacién europea para la determinacién de residuos de
spirotetramat con fines de control de calidad en alimentos de origen vegetal.

Los inmunoensayos tipo ELISA competitivo desarrollados permiten la cuantificacion de
spirotetramat, spirotetramat-enol y mezclas de ambos compuestos de manera exacta y
precisa, con limites de cuantificacion de 2.5 ng/mL en uva, zumo de uva y vinos, tanto blancos
como tintos. Estos valores estdn muy por debajo de los limites maximos de residuos
establecidos en la legislacién europea para spirotetramat en uva (2000 ng/mL), lo que

demuestra la aplicabilidad de los inmunoensayos desarrollados.
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Se ha validado un inmunoensayo tipo ELISA competitivo en formato directo con
anticuerpo de captura para la cuantificacién de residuos del insecticida spirotetramat en forma
de spirotetramat-enol en muestras de uva, empleando muestras ciegas contaminadas con
spirotetramat en un amplio rango de concentracién y mediante comparacion de los resultados
con los obtenidos con un método analitico de referencia como es HPLC-MS/MS.

Adicionalmente, se ha desarrollado un inmunoensayo de tipo LFIA para el analisis rdpido y
portatil de residuos de spirotetramat en muestras de vino, con un tratamiento sencillo de la
muestra, de manera que se permite identificar visualmente, como la suma de spirotetramat
mas spirotetramat-enol, muestras contaminadas a una concentracion de cribado de 1000
ng/mL — equivalente al limite maximo de residuos europeo extrapolable a este alimento —, y
ajustandose al intervalo de confianza del 95% exigido por la legislacion para métodos de
cribado semi-cuantitativos.

En el caso de anatoxina-a, se han desarrollado inmunoensayos en diferentes formatos de
ELISA competitivo con valores de ICs; del orden de nanomolar. Estos inmunoensayos
reconocieron el esteroisémero natural de anatoxina-a y el de su analogo, la homoanatoxina-a,
pero no los correspondientes isémeros levdgiros no naturales, demostrando la elevada
estereoespecificidad de los anticuerpos monoclonales de nuestra coleccidn.

Mediante el analisis de muestras de agua de diferente procedencia fortificadas con
anatoxina-a, y sin mas tratamiento de muestra que una simple filtracién, se demostrd la
capacidad de los inmunoensayos desarrollados para el analisis de esta toxina con elevada
exactitud y precision, y con un limite de cuantificacion de 0.5 ng/mL, en ensayo ELISA
competitivo tanto en formato directo como indirecto.

Finalmente, se ha desarrollado un inmunoensayo tipo LFIA para el andlisis rapido y semi-
cuantitativo de la cianotoxina anatoxina-a en muestras de agua de diferente procedencia, con
un umbral de corte instrumental que permite detectar muestras con 2 ng/mL de dicha toxina
con una fiabilidad del 99%, y muestras con 1 ng/mL con una probabilidad del 40%, mientras

que el limite de deteccion visual fue de 3 ng/mL.
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