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(57) Rezumat:

Prezenta inventie se refera la un sistem si o metoda de
imunoanaliza in flux, pentru determinare de micotoxine.
Conform inventiei, sistemul de imunoanaliza este for-
mat dintr-o pompa peristaltica multicanal (P), un flux
purtator (a) in care se injecteaza, prin intermediul unei
valve (l), un amestec preincubat, format din proba de
analizat, un antigen marcat cu peroxidaza si un anticorp
specific, 0 minicoloand (PG) incércata cu un suport
insolubil, pe care este imobilizata proteina G, un flux de
solutie de apa oxigenata (b), un flux de solutie de
luminol (¢), o celuld de analizéd in flux (FC) si un tub
fotomultiplicator (FMT) operat de un computer (PC).
Metodade analiza conform inventiei se bazeaza pe
incubarea off-line a probei continand micotoxina, cu
cantitati precise de anticorp specific si de antigen
marcat, pana la atingerea echilibrului, in amestec avand
loc o competitie a antigenilor pentru anticorp; amestecul
se injecteaza Tn sistemul de imunoanaliza in flux, astfel
incat trece prin microcoloana cu proteina G, unde este
retinutd intreaga cantitate de anticorp sub forma de

complex, iar forma liberd a antigenului marcat este
eluata si cuantificata prin evaluarea activitatii enzimatice
a peroxidazei pe baza reactiei de chemiluminescenta,
marimea semnalului fiind proportionalda cu
concentratia antigenului din proba.
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SISTEM SI METODA DE IMUNOANALIZA IN FLUX PENTRU DETERMINARE DE
MICOTOXINE

Inventia se referd la o metoda si un sistem de imunoanaliza pentru determinarea unor

molecule mici de tipul micotoxinelor, in probe lichide, folosind principiul injectarii in flux si a
detectiei prin chemiluminescenta.

Micotoxinele sunt metaboliti secundari, extrem de toxici produsi de o gami foarte larga
de fungi filamentosi (Fusarium, Aspergillus, Penicillium) care infesteazd o serie de produse
vegetale cum ar fi cerealele, fructele, oleaginoasele, cafeaua, condimentele, atit in timpul
cultivarii, cat si al conservarii acestora. Proprietitile toxice ale micotoxinelor la oameni si
animale includ efecte neurotoxice, hepatotoxice, cancerigene, imunosupresive $i estrogenice.
Dintre cele cédteva sute de micotoxine identificate pand in prezent, aflatoxinele, ochratoxina A,
tricotecenele, zearalenona, fumonizinele i patulina sunt cu precadere monitorizate in produsele
alimentare si in furaje datoritd rdspandirii si efectelor lor toxice.

Deoarece limitele maxime admise ale micotoxinelor se situeazd in domeniul zecilor de
ppt (ng/L) pentru unele aflatoxine sau in domeniul ppb (ng/L) pentru Ocratoxina A si patulina,
detectia micotoxinelor necesitd sisteme de analizd extrem de sensibile. Au fost dezvoltate metode
si kit-uri rapide de screening a micotoxinelor bazate pe metode imunochimice de tipul ELISA
(Enzyme-linked immunosorbent assay) competitivd. Ca metode confirmatorii au fost dezvoltate
diverse metode cromatografice de tipul HPLC cu detector de fluorescentd, GC cu detector cu
capturd de electroni, GS/MS si LC/MS. Pentru acestea au fost stabilite o serie de protocoale de
clean-up a probelor pentru indepartarea matricei si / sau concentrarea micotoxinelor analizate.

Metodele ELISA si cele cromatografice sunt sensibile, dar prezintd si cateva dezavantaje:
necesitd echipamente si kit-uri de analizd scumpe; sunt mari consumatoare de timp datorita
timpului de incubare si / sau a etapelor de clean-up; nu sunt adecvate determindrilor direct pe
teren.

Pentru determinarea sensibild si rapidd a unor molecule mici cum sunt cele ale
micotoxinelor, ca o alternativa la metodele cromatografice si ELISA, au fost dezvoltate citeva
sisteme de imunoanalizd bazate pe principiul analizei in flux. Imunoanaliza prin injectare in flux
(FIIA — Flow injection immunoassay) combind imunoanaliza cu tehnica analizei prin injectare in

flux (FIA — Flow injection analysis). FIA este o metodd in flux continuu bazati pe introducerea
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unui volum precis de proba intr-un flux purtator nesegmentat. Proba, in drumul ei cétre celula de
analizd a detectorului, poate fi supusd in flux unor diverse operatii: diluare, filtrare, separare,
treceri prin microcoloane cu reactivi imobilizati, amestecare cu reactivi, etc.

Brevetul US 7087389 descrie un sistem de imunoanaliza in flux cu detectie vizuald aplicat
la determinarea rapida a Aflatoxinei Bl. Sistemul este bazat pe utilizarea unei membrane
microporoase cu anticorp imobilizat si a unui suport adsorbant de unica folosinta.

Se cunoaste un alt tip de sistem de imunoanalizd in flux pentru determinarea Aflatoxinei
M1 din lapte neprocesat (M. Badea, L. Micheli, M.C Messia, T. Candigliota, E. Marconi, T.
Mottram, M. Velasco-Garcia, D.. Moscone, G. Palleschi, "Aflatoxin M1 determination in raw
milk using a flow injection immunoassay system", Anal. Chim. Acta 520, 2004, p. 141 — 148).
Acest sistem este prevazut cu detectie electrochimica, fapt care ingreuneaza extinderea acestuia la
determinarea altor micotoxine prezente in probe alimentare lichide de tipul vin, bere, sucuri
datoritd prezentei unui numar mare de interferenti electrochimici.

Problema tehnicd pe care o rezolvd inventia constd in realizarea unui sistem de
imunoanaliza prin injectare in flux cu detectie chemiluminometrica §i dezvoltarea unei metode
pentru determinarea sensibild a micotoxinelor din probe lichide complexe cu un minim de
pregitire a acestora. Detectia chemiluminometrica prezintd urmatoarele avantaje: sensibilitate si
selectivitate deosebite date de reactia de chemiluminescenta; nu este influentata de prezenta unor
compusi electrochimic activi (comparativ cu metodele cu detectie electrochimica); se pot analiza
si probe colorate (spre deosebire de metodele cu detectie spectrofotometrica).

Sistemul de imunoanaliza in flux conform inventiei este format dintr-o pompa peristaltica
multicanal (P), un flux purtdtor (a) in care se injecteazd prin intermediul unei valve de injectare
(I) un amestec pre-incubat format din proba de analizat, antigen marcat cu peroxidaza si anticorp
specific, o minicoloana (PG) impachetatd cu Proteina G imobilizata pe un suport insolubil, un
flux de solutie de apa oxigenata (b), un flux de solutie de luminol (¢), o celuld de analiza in flux
(FC) si un tub fotomultiplicator (PMT) cuplat la un computer (PC).

In figura 1 este reprezentat schematic sistemul de imunoanalizi in flux cu detectie
electrochimicd. Tuburile pompei peristaltice sunt din tygon si au diametrul interior de
0,7...1,8mm. Curgerea solutiilor se realizeazi prin tuburi de PTFE cu diametrul intre 0,2 si 0,8
mm. Valva de injectare I este o valva rotativd cu 6 cai, realizatd din inox si este prevdzutd cu un

septum special ce permite injectarea unor volume mici de ordinul 5..25 pL cu ajutorul unei
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seringi de sticla tip Hamilton. Valva este actionatd manual pe pozitiile incarcare — injectare.
Microcoloana PG este realizatd din PTFE sau sticld, are diametrul interior de 2..5 mm si
lungimea de 10..50mm. Coloana este impachetati cu proteind G imobilizatd pe un suport
insolubil de agaroza reticulata cu o capacitate de legare de cel putin 35 mg IgG / mL suport, dupa
care se inchide la cele doua capete cu frite din PTFE cu porozitatea de 100 um. Coloana este
inseratd in sistemul de imunoanalizd prin intermediul unor conectori adecvati. Celula de analiza
in flux este formatd dintr-un tub de PTFE cu lungimea de 50 cm dispus in forméa de spirala si
atasat de o suprafatd reflectorizantd tip oglinda pentru amplificarea luminii emise. Celula de
analizd in flux este montatd in mod etans in fata ferestrei circulare a tubului fotomultiplicator
pentru a impiedica pierderile de lumind emisa, precum si patrunderea luminii din exterior. Se
utilizeaza un tub fotomultiplicator Hamamatsu (Japonia) cu un diametru al ferestrei active de 25
mm. Operarea tubului fotomultiplicator se realizeazd prin simpla cuplare a acestuia la un PC si
accesarea software-ului aferent. Potentialul aplicat tubului fotomultiplicator este de 800...1000 V,
iar intensitatea radiatiei emise este Inregistratd de asemenea prin intermediul softului specific
tubului fotomultiplicator.

Fluxul purtitor a este constituit dintr-o solutie tampon de Hepes 10...100mM cu pH 7...8
ce contine Tween si MgCl,. Fluxul b este format dintr-o solutie proaspata de apd oxigenatd
10...25 mM preparatd in apa bidistilata. Fluxul ¢ este constituit din luminol 0,2...1 mM preparat
in tampon Hepes cu pH 7....9.5. Debitul fiecérui flux in parte este de 0,05...0,2 mL/min.

Metoda de analizd conform inventiei se bazeaza pe incubarea offline a probei ce contine
micotoxina de analizat (antigenul, Ag) cu cantititi cunoscute si precise de anticorp specific (Ab)
si de antigen marcat cu peroxidaza (Ag*) pand la atingerea echilibrului, in acest amestec avand
loc o competitie intre antigen si antigenul marcat pentru anticorp. Prin intermediul valvei de
injectare I, se introduce in sistemul de analizd un flux un volum de 5...25 pL din amestecul
preincubat astfel incét si treaca prin minicoloana in care este imobilizati proteina G. In coloana
va fi retinuta intreaga cantitate de anticorp aflat sub forma de complex antigen-anticorp (AgAb)
sl antigen marcat — anticorp (Ag*Ab) datoritd afinitatii extrem de mari a proteinei G pentru
regiunea constantd (Fc) a imunoglobulinelor. Din coloané va fi eluatd numai forma nelegati de
anticorp a antigenului. Forma liberd a antigenului marcat eluat este cuantificata prin evaluarea in

flux a activitatii enzimatice a peroxidazei pe baza reactiei de chemiluminescenta cu luminol si
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apd oxigenatd. Miarimea semnalului de chemiluminescentd este proportionald cu concentratia

antigenului din proba.

Nu este necesard regenerarea coloanei cu proteind G dupa fiecare proba, aceasta putind fi
utilizatd pentru 30 — 80 determiniri succesive, in functie de cantitatea de anticorp folosita.

Pregatirea probei pentru analizd presupune doua etape: filtrare si diluare cu o solutie ce
are aceeasi compozitie cu a fluxului purtétor.

Sistemul de analiza si metoda pot fi utilizate pentru determinarea oricdrei micotoxine
pentru care existd disponibili anticorpi si conjugate micotoxind — peroxidaza. Avand In vedere
varietatea mare a acestora, atdt pentru variantele comerciale, cit si pentru cele generate /
sintetizate in laboratoarele proprii, pentru aplicarea metodei de analiza este necesarad parcurgerea
urmatoarelor etape:

L. Selectarea concentratiei / dilutiei de lucru a conjugatului micotoxind — peroxidaza (Ag*).
Prin injectarea in sistemul de analizd a acestei solutii se va obtine un peak caracteristic
analizei prin injectare in flux a carui Indltime va fi notatd Sag+ (unitdti arbitrare de
luminescenta).

II. Selectarea concentratiei / dilutiei de lucru a anticorpului astfel incat sa fie asigurata o
competitie intre micotoxind §i conjugat. Aceasta se realizeazd prin incubarea offline a
unor solutii de conjugat (cu concentratia de lucru selectatd) cu anticorpul specific in
diverse concentratii. Dupd atingerea echilibrului de formare a complexului Ag*Ab
amestecurile preincubate sunt injectate in sistemul de imunoanaliza si sunt inregistrate
semnalele de chemiluminescentd corespunzdtoare ce vor fi notate Sag++ap. Reprezentarea
graficd a raportului (Sag++ab / Sag*) X 100 in functie de concentratia / dilutia anticorpului
este fitatd In imunoanaliza folosind o ecuatie logistica cu patru parametri. Concentratia /
dilutia de lucru a anticorpului corespunde unei capacitati de legare a Ag* de 40 — 60 %.

III. Realizarea graficului de calibrare pentru micotoxina analizati. Se incubeazd, pand la
atingerea echilibrului, cantitati diferite de standard de micotoxind cu concentratiile de
lucru de anticorp si conjugat. Solutiile preincubate se injecteazd in sistemul de
imunoanaliza si se Inregistreazd semnale de chemiluminescenta ce vor fi notate
Sag+ag*+ab. Se reprezinta grafic raportul (Sag+ag*+ab / Sag+) X 100 in functie de concentratia

de micotoxini si se fiteazd de asemenea conform unei ecuatii logistice cu patru parametri.
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Pentru exemplificarea realizarii inventiei in continuare sunt descrise sistemul §i metoda de
imunoanalizd in flux pentru determinarea Aflatoxinei Bl (AFBI). S-a utilizat sistemul de
imunoanaliza cu detectie chemiluminometrica prezentat In fig. 1. Ca reactivi de imunoanalizi s-
au utilizat un conjugat comercial de AFB1 marcat cu peroxidaza (Ag*) ce provine dintr-un kit
ELISA de imunoanalizd pentru AFB1 produs de R-Biopharm (Germania) si un anticorp
monoclonal anti-AFB1(Ab) produs de HyTest Ltd (Finlanda). Ca dilutie de lucru a Ag* s-a
utilizat dilutia de 1/50 a conjugatului initial. Pentru identificarea concentratiei optime de anticorp
au fost incubate timp de 60...120 minute solutii ale acestuia cu concentratia cuprinsi intre 0,005
pg/mL si 10 pg/mL in prezenta conjugatului Ag* (dilutie de lucru), timp in care a fost atins
echilibrul de formare a complexului Ag*Ab. Amestecurile preincubate au fost injectate in
sistemul de imunoanalizd in flux si au fost inregistrate semnalele de chemiluminescenta
corespunzatoare. In fig. 2 este prezentatd grafic dependenta (Sagr+ab / Sag*) X 100 de concentratia
anticorpului, pe baza cdruia a fost selectatd concentratia de lucru a anticorpului de 0,35 pg/mL.
Graficul de calibrare pentru AFB1 s-a realizat in conditiile de lucru selectate si este reprezentat in
fig. 3. Concentratiile de AFB1 din probele reale sunt determinate pe baza utilizarii ecuatiei

logistice cu patru parametri ce descrie curba de calibrare.
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REVENDICARI

1. Sistem de imunoanalizd in flux a micotoxinelor din probe lichide cu detectie
chemiluminometricd caracterizat prin aceea ca este realizat dintr-o pompa peristaltica
multicanal (P), un flux purtitor (a) de solutie tampon de Hepes 10...100mM cu pH 7...8 ce
contine Tween si MgCl, in care se injecteazd prin intermediul unei valve de injectare (I) un
volum de 5..25 pL. de amestec format din proba de analizat, antigen marcat cu peroxidaza si
anticorp specific pre-incubat timp de 30...120 min, o minicoloand (PG) impachetatd cu proteina
G imobilizatad pe un suport insolubil, un flux de solutie de apa oxigenata 10...25 mM (b), un flux
de solutie luminol de 0,2...1 mM preparat in tampon Hepes cu pH 7....9.5 (¢), o celuli de analiza
in flux (FC) si un tub fotomultiplicator (PMT) cuplat la un computer (PC).

2. Metoda de imunoanaliza in flux a micotoxinelor din probe lichide caracterizati prin
aceea ca se realizeazi prin incubarea offline a probei filtrate si diluate ce contine micotoxina
(Ag) cu cantitati cunoscute si precise de anticorp specific (Ab) si de antigen marcat cu peroxidaza
(Ag*) timp de 30...120 min péna la atingerea echilibrului, in acest amestec avind loc o competitie
intre antigen si antigenul marcat pentru anticorp, amestecul este injectat in sistemul de
imunoanalizd in flux astfel incat sd treaca prin minicoloana in care este imobilizatd proteina G
unde va fi retinutd intreaga cantitate de anticorp aflat sub forma de complex antigen-anticorp
(AgAb) si antigen marcat — anticorp (Ag*Ab), iar forma libera a antigenului marcat este eluatd si
cuantificatd prin evaluarea activitatii enzimatice a peroxidazei pe baza reactiei de
chemiluminescentd cu luminol si apa oxigenata, mirimea semnalului de chemiluminescenti fiind

proportionald cu concentratia antigenului din proba.
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