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Esquema de la clase

• Inmunoensayos: 
principio de funcionamiento 
como se generan
que información producen 
que cuidados hay que tener
diferentes formatos

• Cómo se comparan sus resultados con respecto a  métodos 
analíticos (HPLC, MALDI-TOF).



Bastante generales
sensibles , sencillos

Distintas metodologías para la determinación de cianotoxinas

•Métodos biológicos 

•Métodos bioquímicos

•Métodos Inmunológicos

•Métodos Instrumentales
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Consideraciones previas sobre el muestreo

• Es muy difícil tomar una muestra representativa en presencia de  
floraciones. 

• Para la evaluación 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.

Donde tomar la 
muestra?



¿Qué toxinas medimos? 

Toxinas libres

Toxinas 
intracelulares

Toxina total
m

c

Los distintos métodos analíticos 
determinan toxinas en solución



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

Valores guía de la OMS 

Microcistinas

Agua potable

< 1 mg/L MC-LR

Aguas recreacionales (niveles de riesgo)

Bajo:    2-4 mg/L, efectos de irritación piel, 
alergia

Medio: 20 mg/L, posible hepatotoxicidad por    
ingestión

Alto: 20-2000 mg/L espumas (scums) 



Los inmunoensayos (ELISA) como herramientas analíticas

Análisis instrumental: Separación Inmunoensayos: Reconocimiento específico
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Análisis instrumental: Separación Inmunoensayos: Reconocimiento específico

Los inmunoensayos (ELISA) como herramientas analíticas
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Ab (anticuerpo)   +     Ag (analito)                Ac-Ag

• Alta Afinidad (Baja K D) 10-9- 10-11

• Especificidad: amplia o de grupo

Los inmunoensayos como herramientas analíticas

CARACTERÍSTICAS CLAVE DE 
LA UNIÓN Ag-Ac



Los inmunoensayos como herramientas analíticas

• Desventajas

• Largo tiempo de desarrollo

• Un ensayo por compuesto o grupo de 
compuestos

• Posible efecto matriz?

• Ventajas

• Alta sensibilidad y especificidad

• Menor pretratamiento de la muestra

• Permite el procesamiento en paralelo de 
un alto número de muestras

• Adaptables a aplicaciones de campo

• Simples y fáciles de instrumentar en 
laboratorios con poco equipamiento

• Costo-efectivos…..Bajo costo?

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

Costo/ muestra análisis en el laboratorio
propio

ELISA  comercial USD 20 – 50

ELISA  desarrollo propio* < USD 1 

*No incluye el costo de desarrollo

Costo/ muestra análisis
contratados

LC-MS/MS 150-400   USD

ELISA 20-150 USD 

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



Ejemplo de un inmunoensayo para microcistinas

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 unión al 
mismo.

Anticuerpo
Antígeno de competición:
microcistina unida 
covalentemente a una proteína 
(carrier)

Microcistina presente en 
la muestra a medir

Segundo 
anticuerpo



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

(adsorbida en la placa)

Sensibilización de la placa



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

(adsorbida en la placa)

En auscencia de MC

Substrato

En prescencia de MC

Concentración

Substrato



Etapas en el desarrollo de un inmunoensayo: conjugación a proteínas
carrier

Las moléculas pequeñas como las microcistinas y otras cianotoxinas no 
son immunogénicas y deben ser conjugadas a proteínas para obtener 

anticuerpos

AD4G2 

S

OVA

OVA



Hapteno

Proteína carrier usada 
en la inmunización

Inmunógeno para la producción de 
anticuerpos

= MC-LR

Antígeno de coating

BSA

Proteína carrier usada para 
inmovilizar el hapteno

Conjugado protéico para la 
generación de señal

OVA

OVA

Etapas en el desarrollo de un inmunoensayo: conjugación a proteínas
carrier



Etapas en el desarrollo de un inmunoensayo: generación de 
anticuerpos

Anticuerpos policlonales Anticuerpos monoclonales

Poblacion heterogénea de anticuerpos Poblacion homogenea de anticuerpos



Monoclonales

• Suministro Ilimitado

• Producción altamente reproducible

• Más especificos (menor reactividad 
cruzada con otros analitos)

Policlonales

• Baratos

• Desarrollo más rápido

y más sencillo

• Costosos 

• Desarrollo lento y con 
mayores dificultades 
técnicas

• Suministro limitado

• Baja reproducibidad
entre diferentes lotes

• Potencial reactividad 
cruzada con otros 
analitos



La curva típica del ensayo de MC desarrollado en 
Uruguay
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20% inhibición

80% inhibición

Para la adaptación en un formato de “kit” 
los puntos que definen la región dosis 
respuestas entre el 20-80% de inhibición 
se suministran como soluciones 
preparadas de estándar. La concentración 
de la muestra problema se obtiene por 
interpolación.

IC50 = 0.35 mg/L ± 0.07

Límite de cuantificación 0.1 mg/L



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

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

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

Chorus and Bartram, WHO 1999



¿Cómo 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 iónica
• material orgánico
• proteínas, lípidos etc.

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

Evaluación:

• El paralelismo de la curva estandar
con y sin matriz

• Si no se dispone de matriz blanco, 
entonces ensayos de fortificación de 
muestras. 
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Para una dada muestra la apreciación del efecto matriz, por ejemplo, requiere el 
entendimiento del principio de funcionamiento del kit y del disponer de estándares 
de MCs para evaluar este efecto. 

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

Concentración

¿Cómo sabemos que el valor del ELISA de una muestra se 
debe al contenido de MC y no a componentes de la matriz?

10 20.5

→M1

M1 + 1 ng/mL →

Curva de calibración 
en buffer

Curva de calibración 
en la muestra



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



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



La reactividad cruzada y verificación de Kits por EPA

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 
Método de referencia: 

ISO 20179:2005

EPA METHOD 544. 
DETERMINATION OF MICROCYSTINS AND NODULARIN IN

DRINKING WATER BY SOLID PHASE EXTRACTION AND
LIQUID CHROMATOGRAPHY/TANDEM MASS SPECTROMETRY

(LC/MS/MS)

Version 1. February 2015



ELISA de nueva generación utilizando nanobodies

Conventional
IgG

Conventional
IgG

Camelid HcAbCamelid HcAb

NanobodyNanobody

MC

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

MC



ELISA de nueva generación utilizando nanobodies

MC

Pírez et al. Anal. Chem. 2017

Nanobody MC-LR ELISA
LD = 0.05 µg/L

Congener cross-reactivity (%)

Microcystin Clon A2 Clon H11 Polyclonal

MC-LR 100 100 100

MC-DMLR 79 88 109

MC-LA 30 36

MC-LY 6 22 76

MC-HtyR 61 79 135

MC-YR 37 43 78

MC-LW 6 70 58

MC-WR 33 56 57

MC-DMRR 43 84 49

MC-RR 45 106 78

MC-LF 6 2 83

Inmunocromatografia de flujo lateral (Clon A2)
Tiras nitrocelulosa con BSA-MC, conjugado de 
revelado estreptavidina marcada con carbón. 
a: En ausencia de MC libre, 
b: en presencia de MC libre. LD 0.5 ng/mL



Nuevo anticuerpo monoclonal  de 
llama más selectivo para MCs

• Comparación con Respuesta Teórica  de MCs individuales 
por LC MSMS



Análisis MALDI-TOF

Matrix-Assisted Laser Desorption/ 
Ionization (desorción/ionización láser asistida por matriz)

Microflex :  MALDI con 
reflector.



Síntesis de Stds. Internos: reacción tiol-eno

• MC: RR o YR

• Tiol: Mercaptoetanol



MALDI cuantitativo: resultados de MCs
individuales en pocos  minutos

• Desarrollo de Estándares internos facilmente sintetizable para  MALDI-TOF cuantitativo de  
MCs

• Microlitros de muestras de agua sin tratar  analizadas en minutos
• Límites de detección (MDLs)  para las diferentes variantes menores a 5 μg/L  (30 veces más 

bajo que previos reportes).
• Recuperación de analito de muestras ambientales adicionadas:  80 -119%.

• Método de alto rendimiento para rápido 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



Comparación Q MALDI y LC MS/MS



Índice Similaridad Q MALDI – LC MS/MS 
Muestras ambientales

Índice Similaridad (%)

Rango  MC mg/L LR RR YR
0 a 20 100,0 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 83,3 -

Global 100,0 86,2 91,4

Coeficiente 
Correlación 
(Pearson)

0,978 0,928 0,874



Las metodologías a usar para la mejor evaluación de 
riesgo dependen de la toxina

Métodos indirectos:

Estimación de biomasa 

• Pigmentos (espectrofotometría, fluorometría)

• Recuento celular (microscopía)

Moleculares

• Amplificación de genes especie-específicos (16S rRNA) o de clusters
vinculados a la síntesis de cianotoxinas, ej.  (PCR, multiplex PCR, qPCR, 
microarrays, NGS)

Determinación 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

• Capacitación de personal de Compañía 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
Compañía Nacional de Energía, embalses del Rio Negro (Baygorria
and Bonete y Palmar)

• Dirección General de Salud Ambiental (DIGESA), Lima, Perú.

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

Lago Amatitlán
Petapa, Guatemala.

Montevideo, diciembre de 2017



Gracias!
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Relación entre la sensibilidad y selectividad de 
distintos métodos analíticos para microcistinas

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

LC-MS/MS

Q MALDI 


