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Esquema de la clase

* |Inmunoensayos:
principio de funcionamiento
COmMO se generan
que informacion producen
que cuidados hay que tener
diferentes formatos

« Cbomo se comparan sus resultados con respecto a métodos
analiticos (HPLC, MALDI-TOF).



Distintas metodologias para la determinacidon de cianotoxinas

*Métodos bioldgicos

!
bioensayos

*Métodos bioquimicos

Bastante generales

*Métodos Inmunolégicos sensibles , sencillos

Métodos Instrumentales

Métodos
fisicoquimicos




Consideraciones previas sobre el muestreo

el

Donde tomar la
muestra?

Es muy dificil tomar una muestra representativa en presencia de
floraciones.

Para la evaluacion de riesgos es importante muestrear y analizar las
zonas de acumulaciones.

Dependiendo del objetivo del estudio puede interesar tomar muestras
a diferentes profundidades y a diferentes horas del dia.



; Qué toxinas medimos?

Toxina total

Los distintos métodos analiticos
determinan toxinas en solucion




Se requieren métodos muy sensibles para poder detectar los
valores guia para agua potable o recreacional

Office of Water

e | United States
\_ Environmental Protection SeDELan0s
\’ Agency

Valores guia de la OMS 2015 Drinking Water Health Advisories for

Two Cyanobacterial Toxins

Microcistinas

<1 ug/L MC-LR Microcystins
A . | ivel de ri Children pre-school age and 0.3 ua/L
guas recreacionales (niveles de riesgo) younger (under 6 years old) -3 g
Bajo:  2-4 ug/L, efectos de irritacion piel, Sebicolsne:dildrenit years —
alergia and older) -6 1g
Medio: 20 ug/L, posible hepatotoxicidad por Cylindrospermopsin
mgeStlon Children pre-school age and 0.7 ua/L
younger (under 6 years old) -I'Hg
Alto: 20-2000 pg/L espumas (scums)
School-age children (6 years
and older) 3.0 il

Table 1. U.S. EPA’s National 10-Day Health Advisories



Absorbance at 220 nm

Los inmunoensayos (ELISA) como herramientas analiticas

Analisis instrumental: Separacion Inmunoensayos: Reconocimiento especifico

CI,CH

0.0595

0.0495 H O
o
/
H
0.0395 HO\©
0.0295
r 50
tao R
0.0195 Iy
tao =
c
k=l
20 8
0.0095 g
10
—J




Absorbance at 220 nm

Los inmunoensayos (ELISA) como herramientas analiticas

Analisis instrumental: Separacion Inmunoensayos: Reconocimiento especifico
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Los inmunoensayos como herramientas analiticas

Ab (anticuerpo) + Ag (analito) ? Ac-Ag

CARACTERISTICAS CLAVE DE
LA UNION Ag-Ac

« Alta Afinidad (Baja K ) 10-°- 10-"1

» Especificidad: amplia o de grupo



Los inmunoensayos como herramientas analiticas

 Ventajas

« Alta sensibilidad y especificidad
* Menor pretratamiento de la muestra

* Permite el procesamiento en paralelo de

un alto numero de muestras

 Adaptables a aplicaciones de campo
« Simples y faciles de instrumentar en

laboratorios con poco equipamiento
« Costo-efectivos.....Bajo costo?

 Desventajas

 Largo tiempo de desarrollo

 Un ensayo por compuesto o grupo de
compuestos

 Posible efecto matriz?

Los inmunoensayos permiten obtener datos
con muy baja una baja inversion inicial y bajo
costo operativo.

Costo/ muestra analisis

contratados
LC-MS/MS 150-400 USD
ELISA 20-150 USD

http://neiwpcc.org/neiwpcc_docs/Cyano-
ServicesList-2016_FINAL.pdf

Costo/ muestra analisis en el laboratorio
propio

ELISA comercial USD 20 - 50
ELISA desarrollo propio* < USD 1

*No incluye el costo de desarrollo



Ejemplo de un inmunoensayo para microcistinas

Segundo
anticuerpo

Microcistina presente en
la muestra a medir

Anticuerpo ]

Antigeno de competicidén:
microcistina unida
covalentemente a una proteina
(carrier)

En el formato que se muestra la microcistina libre e
inmovilizada compiten por el anticuerpo.

En otros formatos, el anticuerpo se encuentra
inmovilizado, y un conjugado microcistina-enzima y la
microcistina de la muestra compiten por la unién al
mismo.




El inmunoensayo para microcistina es un ensayo de competicion por el
anticuerpo entre la microcistina libre (en la muestra) e inmovilizada
(adsorbida en la placa)

Sensibilizacion de la placa



El inmunoensayo para microcistina es un ensayo de competicion por el
anticuerpo entre la microcistina libre (en la muestra) e inmovilizada
(adsorbida en la placa)

En auscencia de MC



El inmunoensayo para microcistina es un ensayo de competicion por el
anticuerpo entre la microcistina libre (en la muestra) e inmovilizada
(adsorbida en la placa)

En auscencia de MC En prescencia de MC

Absorbancia

Concentracion



Etapas en el desarrollo de un inmunoensayo: conjugacion a proteinas
carrier

Las moléculas pequeias como las microcistinas y otras cianotoxinas no  —"—,
son immunogeénicas y deben ser conjugadas a proteinas para obtener
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Etapas en el desarrollo de un inmunoensayo: conjugacion a proteinas
o 3 B carrier
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Proteina carrier usada para
inmovilizar el hapteno

Proteina carrier usada

. o . Conjugado protéico para la
en la inmunizacion

generacioén de senal

Inmundogeno para la produccion de
anticuerpos




Etapas en el desarrollo de un inmunoensayo: generacion de
anticuerpos

Anticuerpos policlonales Anticuerpos monoclonales

"!b\ f . (-
S )

. 1. Tumor cells are injected into a mouse to
‘ stimluate production of B cells, which produce
different types of antitumor antibodies.

2. Immortalized
myeloma cells
are collected.

5B C %— Myeloma cell
v N /L
3. The B cells are fused
. with the myeloma cells
Hybrid A to produce immortalized,
antibody-producing

Hybrid B hybrid cells.

Antibody
B cell

4. The hybrid cell that
produces the needed

antibody is selected - p F
and cloned to produce J(. J(. (. (.
unlimited quantities of

a monoclonal antibody .
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Poblacion heterogénea de anticuerpos Poblacion homogenea de anticuerpos



Policlonal vs Monoclonal

VENTAJAS

Policlonales

Baratos
Desarrollo mas rapido
y mas sencillo

Suministro limitado

Baja reproducibidad
entre diferentes lotes

Potencial reactividad
cruzada con otros
analitos

DESVENTAJAS

Monoclonales

Suministro llimitado
Produccion altamente reproducible

Mas especificos (menor reactividad
cruzada con otros analitos)

Costosos

Desarrollo lento y con
mayores dificultades
tecnicas



La curva tipica del ensayo de MC desarrollado en
Uruguay

0,7 =
Para la adaptacion en un formato de “kit”

los puntos que definen la region dosis
respuestas entre el 20-80% de inhibicidn
se suministran como soluciones
preparadas de estandar. La concentracion
de la muestra problema se obtiene por
interpolacion.
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Reactividad cruzada para MCs y nodularina del
ensayo policlonal desarrollado

Microcistina | % Reactividad cruzada
MC-LR 100
MC-DMLR 109
MC-RR 78
MC-DMRR 49
MC-YR 78
MC-LF 83
MC-LY 76
MC-LW 58
MC-WR 57
MC-HtyR 135
Nodularina 80

% Cross-reactivity: (IC50 MC-LR/IC50 MC X)*100

.Representa una medida global de
las variantes presentes en la
muestra en funcion de su elevada
reactividad cruzada.

. . Molecular || Toxicity P
| Microcystin weight LDso? Organism Reference(s)
MCYST-LA 909 50 M. aeruginosa®, |Botes et al., 1984; Kaya
M. viridis® and Watanabe, 1990
MCYST-LAba 923 NR M. aeruginosa® |Gathercole and Thiel,
1987
[MCYST-LL | 951 +  IM. aeruginosa® |Craig et al., 1993
[MCYST-AR | 952 250 |Microcystis spp.® [Namikoshi et al., 1992a
[MCYST-YA | 959 NR |M. aeruginosa® |Botes et al., 1985
MCYST-LR 994 50 M. aeruginosa®, |Botes et al., 1985;
A. flos-aquae® Rinehart et al., 1988;
M. viridis® Krishnamyrthy et al.,
1989; Watanabe et al.,
1988
(D-Asp’]MCYST-LR 980 160-300 JA. flos-aquae®, |Krishnamyrthy et al.,
M. aeruginosa®, |1989; Cremer and
M. viridis®, O. Henning, 1991; Harada
agardhir et al., 1990b; 1991a;
Luukkainen et al., 1993
[Dha’]IMCYST-LR 980 250 M. aeruginosa®, |Harada et al., 1991b;
Anabaena sp., |Sivonen et al., 1992a;
O. agardhir Luukkainen et al., 1993
[DMAdda’]MCYST-LR 980 90-100 |Microcystis Namikoshi ef al., 1992a;
spp.®, Nostoc Sivonen et al., 1992b
sp.°
MCYST-RR 1,037 600 M. aeruginosa®, |Kusumi et al., 1987,
M. viridis®, Painuly et al., 1988;
Anabaena sp.° |Watanabe ef al., 1988;
Sivonen et al., 1992a
|[(62)-Adda”]MCYST-RR | 1,037 >1,200 §M. viridis® [Harada et al.,, 1990a,b
MCYST-YR 1,044 70 M. aeruginosa®, |Botes et al., 1985;
M. viridis® Watanabe et al., 1988

Chorus and Bartram, WHO 1999




;. Como sabemos que el valor del ELISA de una muestra se

debe al contenido de MC y no a componentes de la matriz?
Puede darse por:

« Compuestos relacionados
» material particulado

. pH

« fuerza idnica

* material organico

* proteinas, lipidos etc.

En el caso de espumas o matas, la
alta concentracion permite diluir la
muestra y disminuir el efecto matriz

Evaluacion:

* El paralelismo de la curva estandar
con y sin matriz

» Si no se dispone de matriz blanco,
entonces ensayos de fortificacion de
muestras.



;. Como sabemos que el valor del ELISA de una muestra se
debe al contenido de MC y no a componentes de la matriz?
Para una dada muestra la apreciacion del efecto matriz, por ejemplo, requiere el

entendimiento del principio de funcionamiento del kit y del disponer de estandares
de MCs para evaluar este efecto.

(1} . .,
T Curva de calibracion
c
® en buffer
0
[
9
2 Curva de calibracion
en la muestra
M1 Hx ........................

M1 + 1 ng/mL —)>-< ........ ............. :

| .

2 Concentracion

Cuando el efecto de la matriz es importante, entonces debe considerarse la
utilizacion de técnicas de limpieza de la muestra (clean-up)



Ensayo utilizado para el monitoreo de playas y de plantas de agua
potable

Bandera
sanitana:
Significa que

la playa no esta
apta para banos.

y (%
§ %,
‘w?f), @ Represa hidroekctrica
i




Journal of Environmental Management 114 (2013) 63—-71

Contents lists available at SciVerse ScienceDirect

Journal of Environmental Management

journal homepage: www.elsevier.com/locate/jenvman

Limited analytical capacity for cyanotoxins in developing countries may hide
serious environmental health problems: Simple and affordable methods may
be the answer

Macarena Pirez *P, Gualberto Gonzalez-Sapienza®, Daniel Sienra ¢, Graciela Ferrari %¢, Michael Last/,
Jerold A. Last', Beatriz M. Brena®<*

*Cdtedra de Bioquimica, Departamento de Biociencias, Facultad de Quimica, Universidad de la Republica, Montevideo, Uruguay

b Cdtedra de Inmunologia, Departamento de Biociendias, Facultad de Quimica, Universidad de la Republica, Montevideo, Uruguay
“Servidio de Calidad y Control Ambiental, Departamento de Desarrollo Ambiental, Intendencia Municipal de Montevideo, Uruguay
4 Laboratorio Tecnolégico del Uruguay (LATU), Uruguay

“Direccion Nacional de Recursos Acudticos (DINARA), Ministerio de Ganaderia y Agricultura, Uruguay
! Department of Pulmonary and Critical Care Medicine, School of Medicine, University of California Davis, Uni

El ELISA desarrollado hizo posible la
implementacion de un programa de
monitoreo sostenible. Los datos revelaron
niveles extremadamente altos de toxinas en
las espumas cianobacterianas.




La reactividad cruzada y verificacion de Kits por EPA

With over 80+ microcystin and 10+ nodularins, most cross-reactivities are unknown!

Percent Cross-Reactivity

Microcystin Assays MCLA MCLF MCLR MCRR MCLW MCLY MCYR NODR

Monoclonal Assays

Abraxis-DM 48 72 100 53 102 NA 64 76
Polyclonal Assays

Abraxis-ADDA 125 108 | 100 01 114 NA s1 | 169

Beacon B - 100 87 NA NA s |R

Envirologix 62 NA 100 54 NA Na [ o

Strategic Diagnostics - NA 100 97 NA NA 82 66

U.S. ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY

Environmental Technology Verification Program

Contactus  Search: O All EPA @ This Area Gd
You are here: EPA Home » Research » ETV » Advanced Monitoring Systems Center » Verified Technologies

Advanced Monitoring Systems Center
Verified Technologies

Where You Live The Advanced Monitoring Systems Center has verified technologies in the categories listed below. Each category includes a variety of
Verification Conters documents, such as verification reports and statements, test/quality assurance plans and verification protocols.

Basic Information

US-EPA- Method 546: Determination of Total Microcystins and Nodularins in Drinking
Water and Ambient Water by Adda Enzyme-Linked Immunosorbent Assay —

Agosto 2016




HPLC-UV EPA METHOD 544.

DETERMINATION OF MICROCYSTINS AND NODULARIN IN

Método de referencia: DRINKING WATER BY SOLID PHASE EXTRACTION AND

LIQUID CHROMATOGRAPHY/TANDEM MASS SPECTROMETRY

ISO 20179:2005 (LC/MS/MS)

W English ~

11 International Organization for Standardization ETHOD 544

When th ewo rld agrees DETERMINATION OF MICROCY STINS AND NODULARIN IN DRINKING WATER
BY SOLID PHASE EXTRACTION AND LIQUID CHROMATOGRAPHY/TANDEM
MASS SPECTROMETRY (L C/MS/MS)

Standards All about ISO Taking part Store Q
1. SCOPE AND APPLICATION

Standards catalogue Publications and products 11  Thisis aliquid chromatographyitandem mass spectrometry (LC/MS/ME) method for
determination of mi crocystins and nodularin (combined intracellular and extracellular)
in drinking water. Accuracy and precision data have been generated inreagent water,

# ) Store ) Standards catalogue ) Browse by ICS 7 13 » 13.060 ) 13.060.50 » ISO/CD 22104 and fimshed gound and swrface waters for compounds histedinthe table below.

ISO/CD 2210a Chemical Abstract Services

Analyte Registry Number (CASRN)

Nater quality -- Determinat f M T [ T radcrocystin-La (IMZ-Li) 96180-1-9

microcystin-LF (MC-LF) 154037-70-4

mjcn;cysﬁn.LR (WMC-LR) 101043-37-2

microcystin-LY (MC-LY) 123304109

microcystin-RR (MC-RR) 111755-37-4

microc ystin- YR (MC-YR) 101064-48-6

nodularin-R (NOD) 118399-22-7

al iniormatio Check out our FAQs

[
)

Current status : Under development

Customer care 12, TheMinmum Reporting Level (MRL) is the lowest analyte concentration that meets
Data Quality Obyjectives (DQOS) that are developed based on the irtended use of this
method. The single laboratory lowest concentration MRL (LCMRL) is the lowest true
concentration for which the future recovery1s predicted to fall, with high confidence

. (99%), between 50 and 150% recovery. Single laboratory LCMRL s for analytes in this

PTG method range from 2.9-22 ngfl, and are listed in Table 5. The procecure used to

determine the LCMRL is described el sewhere !

Edition: 1

Technical Committee : ISO/TC 147/5C 2 Physical, chemical and biochemical methods

ICS : 13.060.50 Examination of water for chemical substances

1.3, Laboratories using this method will not be required to determine the LCMRL for this
method, but will need to demonstrate that their laboratory MRL meets the require-
ments describedinSection® 2.4

areviewed every Syears 14, Determining the Detection Limit(DL) for analytes in this methodis optional (Sect
30.99 Commities 9.2.6). Detection limit is defined as the statistically cal culated minimum concentration
po i e that can be measared with 99% confidence that the reported value is greater thanzero?

The DL is compound dependent and is dependent on extraction efficiency, sample
matrix, fortification concentration, and ingnament performance. DL s for analytesin
this method range from 1 2-46 ng/L, and are listedin Table 5.

aa

Now under development

©150/CD 22104 Version 1. Feﬁuary 2015




ELISA de nueva generacion utilizando nanobodies

Conventional Camelid HcAb
IgG

Nanobody MC-LR ELISA
Limit of Detection = 0.05 pg/L



ELISA de nueva generacion utilizando nanobodies

Congener cross-reactivity (%)

Nanobody MC-LR ELISA
LD = 0.05 ug/L

Pirez et al. Anal. Chem. 2017

Inmunocromatografia de flujo lateral (Clon A2)
Tiras nitrocelulosa con BSA-MC, conjugado de
revelado estreptavidina marcada con carbon.
o a: En ausencia de MC libre,

BSA-MC |

Menbrana darroceiosa < b: en presencia de MC libre. LD 0.5 ng/mL

a b




Nuevo anticuerpo monoclonal de
llama mas selectivo para MCs

 Comparacion con Respuesta Teodrica de MCs individuales
por LC MSMS

Monoclonal (Nanobody de llama)
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Analisis MALDI-TOF

Rel Intensity
A

wl

10000 20000 30000 40000 50000 60000

Soft Laser Desorption

Microflex : MALDI con
reflector.

Matrix-Assisted Laser Desorption/
lonization (desorcion/ionizacion laser asistida por matriz)



Sintesis de Stds. Internos: reaccion tiol-eno
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MALDI cuantitativo: resultados de MCs
individuales en pocos minutos

IS

. Dl
'Eﬁﬂg i

Desarrollo de Estandares internos facilmente sintetizable para MALDI-TOF cuantitativo de
MCs

Microlitros de muestras de agua sin tratar analizadas en minutos

Limites de deteccion (MDLs) para las diferentes variantes menores a 5 pg/L (30 veces mas
bajo que previos reportes).

Recuperacion de analito de muestras ambientales adicionadas: 80 -119%.

m/z

Metodo de alto rendimiento para rapido screening de muestras
superficiales directas con bajo costo operativo

Roegner, A., Pirez M., Puschner, B., .Brena,B., Gonzalez-Sapienza, G. Toxicon 2014 Feb;78:94-102



Comparacion Q MALDIy LC MS/MS

Qe MOGGL)
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Indice Similaridad Q MALDI - LC MS/MS
Muestras ambientales

indice Similaridad (%)

Rango MC pg/L LR RR YR
0a20 100,0 86,7 100,0
21 a 200 100,0 90,0 91,7
201 a 1000 100,0 83,3 84,6
1001 a 5000 100,0 33,3 -

Global 100,0 86,2 91,4




Las metodologias a usar para la mejor evaluacion de
riesgo dependen de la toxina

Métodos indirectos:
Estimacion de biomasa

» Pigmentos (espectrofotometria, fluorometria)

» Recuento celular (microscopia) -
L
| '?; ‘
Moleculares PR
« Amplificacion de genes especie-especificos (16S rRNA) o de clusters
vinculados a la sintesis de cianotoxinas, €j. (PCR, multiplex PCR, gPCR,
microarrays, NGS)

(b) (meyy M. . 55 kb
(o (< > oop, > [ty

Determinacion de toxinas (directos)
* Microcistinas: ELISA, Fosfatasa,- LC MS/MS
* Cilindrospermopsinas: ELISA, LC MS/MS
« Saxitoxinas: LC MS/MS

V. Gaget et al, Water Research, 2017, 227-238.



La experiencia con estos ensayos se ha difundido en cursos
nacionales y regionales

« Capacitacion de personal de Compania Nacional de Agua Potable y
Laboratorio de control de agua de playas Montevideo-Uruguay

 Monitoreo de Aguas de embalses y plantas de agua potable de la
Compafia Nacional de Energia, embalses del Rio Negro (Baygorria
and Bonete y Palmar)

« Direccion General de Salud Ambiental (DIGESA), Lima, Peru.

* Autoridad para el Manejo Sustentable de la Cuenca de Lago de
Amatitlan (AMSA). Ciudad de Guatemala,Guatemala.




Curso-Taller Interdisciplinario de Posgrado PEDECIBA

Clanotoxmas en sistemas acuatlcos
Metodologias de monitoreo y analisis

Montevideo, 4-8 de diciembre de 2017

. T
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Relacion entre la sensibilidad y selectividad de
distintos metodos analiticos para microcistinas
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Sensitivity

MMPB (2-methyl-3-methoxy-4-phenylbutyric acid) un producto de oxidaciéon de microcistinas que se determina por GC



