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(57) Rezumat:

Inventia se refera la un procedeu de obtinere a unuitest
rapid imunocromatografic Tn flux lateral pentru detectia
simultana a doi markeri cardiaci: complex de troponine
(cTn complex: Ctnl-cTnT- ¢TnC) si proteina de legare
a acizilor grasi (H-FABP). Procedeul, conforminventjei,
consta in etapele: tratarea membranelor de proba si
membranelor conjugat prin imersare Tn solutii obtinute
in house, prepararea solutiilor de anticorpi de captura
de concentratii 1 mg/ml in buffer de imobilizare, printa-
rea acestora pe membrana de test, uscare si amba-
larea acestora in pungi sigilate de desicant, obtinerea
bioconjugatelor prin incubarea nanoparticulelor de aur
cu anticorpii de detectie specifici Ctn complex si

H-FABP, blocarea site-urilor nespecifice, centrifugarea
si depunerea conjugatelor pe membrana de conjugat si
uscarea membranei la 37°C timp de 45 min, urmaté de
asamblarea master sheet-ului si taierea strip-urilor la
4mm pentru testarea testului rapid imunocromatografic,
cu probe de sdnge imbogatite cu antigene specifice cTn
complex si H-FABP cu concentratii cuprinse intre 0,78
si 12,5 ng/ml, rezultédnd o limita de detectie la aproxi-
mativ 1 ng/ml.
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Figuri: 2
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PROCEDEU DE OBTINERE TEST IMUNOCROMATOGRAFIC RAPID PENTRU
DETECTIA COMPLEXULUI DE TROPONINE (cTnI-¢cTnT-TnC) SI H-FABP DIN
SANGE/SER

DESCRIERE INVENTIE

Inventia se referd la procedeul de obtinere a testului imunocromatografic rapid pentru
detectia markerilor cardiaci: complex de troponine (cTn complex: ¢Tnl-cTnT-TnC) si proteina
de legare a acizilor grasi (H-FABP).

Infarctul miocardic acut (IMA) este o problema majord a sistemului de sdnitate public si
principala cauzd a morbiditdtii si mortalitdtii (Smolina et al., 2012). Conform raportului OMS
(2019) se estimeaza ca 17,8 milioane de persoane au murit in 2017 de boli cardiovasculare (care
includ boli coronariene si accident vascular cerebral). Dintre aceste decese, se estimeaza céd 7,3
milioane au fost cauzate de boala coronariand si 6,2 milioane au fost datorate infarctului
miocardic. Boala coronariani a fost cotatd pe primul loc, iar IMA ca avéand cel mai mare procent
de decese datorate bolii coronariene (OMS). Posibilitatea determindrii timpurii i rapide a
dignosticului IMA este extrem de importantd pentru stabilirea terapiei ce urmeaza a fi aplicata,
cu scopul de a salva viata pacientilor.

Recomandarile diagnosticului initial sunt monitorizarea ECG si obligatoriu (conform
protocoalelor OMS), efectuarea analizelor sanguine de rutind pentru markerii cardiaci. Acestia
sunt: troponinele cardiace (T si I), CK-MB: (CreatinKinaza MB), mioglobina, Heart Fatty Acid
Binding Protein (H-FABP). IMA este o urgentd medicald; dacd nu se intervine rapid (in cateva
ore) cu tratament, pacientul isi pierde viata. Determinarea markerilor se face cdt mai repede
posibil si in timpul fazei acute (Ibanez et al., 2017). S-a demonstrat ca determinarea complexului
de troponine cTnl-cTnT-TnC (ITC) creste specificitatea in stabilirea diagnosticului IMA.
Realizarea unor teste rapide imunocromatografice care sa determine complexul (ITC) prezent in
sangele/serul pacientilor cu infarct, va aduce un real beneficiu. In prezent, nu exista un test rapid
care sa detecteze simultan complexul de troponine (cTnl-cTnT-TnC) si H-FABP in IMA.

In unitatile de ingrijiri intensive cardiovasculare, dozarea troponinei la internare si,
eventual, repetarea la 3-12 ore reprezintd o misura necesari si obligatorie. in raport cu tipul de
pacienti internati in urgentd, valorile crescute ale ¢Tn pot fi prezente si la pacientii cu patologii
non-coronariene. Diagnosticarea i aplicarea promptd a tratamentului cresc sansele de
supravietuire, iar excluderea infarctului miocardic poate reduce numarul de interndri in unitatile
de terapie intensiva.

Problema tehnici pe care o rezolva inventia de fatd constd in detectia simultani a doi
markeri cardiaci importanti: ¢cTn complex (cTnl-cTnT-TnC) si H-FABP pe aceasi membrana de
test cu sensibilitate si specificitate ridicate in diagnosticul infarctului miocardic. Pentru a atinge
performantele dorite, este necesar ca in timpul fiecarei etape ale procesului tehnologic sa existe
control de verificare si de minimizare a aparitiei eventualelor riscuri.

Testele LFIA constau din segmente individuale, respectiv membrane, realizate din
diverse materiale. Proba este plasatd pe o0 membrand de proba pre-tratatd. Conjugatul este aplicat
pe membrana de conjugare, care este de obicei din fibra de sticld sau poliester, si interactioneaza
cu analitul prezent in probd, migrand in zona de reactie formatd dintr-o membrand poroasd de
nitroceluloza (van Amerongen si colab., 2018). Membrana analiticd contine anticorpi, proteine
sau antigene imobilizati prin procesul de printare. Acestea servesc la captarea analitului si la
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conjugare prin interactiuni specifice procesului cromatografic. La capétul benzii se afla
membrana absorbanta care colecteazé excesul (O'farrell, 2013)

Obtinerea testului rapid imunocromatografic in flux lateral - LFIA, presupune in
general parcurgerea urmitoarelor etape:

— Tratarea membranelor cu solutii preparate “in house” care contin detergenti,
agenti de blocare si conservanti;

— Uscarea si ambalarea membranelor tratate;

— Prepararea solutiilor de anticorpi §i printarea acestora pe membrana de test (din
nitrocelulozi);

— Uscarea si ambalarea membranelor de test;

— Conjugarea nanoparticulelor de aur (materiale de detectie) cu anticorpii si
pulverizarea acestora pe membrana conjugat, urmatd de etapa de uscare a
membranei conjugat;

— Asamblare master sheet si tdierea acestuia in stripuri de 4 mm;

— Testare propriu-zisa.

Ca principiu, testul rapid pentru detectia complexului de troponine (cTnl-cTnT-TnC) si
H-FABP este dezvoltat dupa cum urmeaza:
¢ Linia de control (C) care contine anticorpi IgG anti-soarece
e Liniile de testare (T'1 si T2) formate din anticorpi cTn complex si H-FABP.
Bioconjugatele sunt obtinute prin adsorbtia fizici a anticorpilor de nanoparticulele de aur
(AuNPs). De obicei, optimizarea acestui tip de proces de conjugare se poate face prin testarea
diferitelor valori ale pH-ului in apropierea punctului izoelectric al moleculei de legare.
Orientarea anticorpilor poate fi controlatd prin ajustarea cu atentie a pH-ului intre 5-8,5, ceea ce
modifica sarcina de suprafata a glicoproteinei si determina o buna legare la AuNPs stabilizate cu
citrat. S-au testat conjugate obtinute la pH 5, pH 6 si pH 8,5 si s-au observat rezultate mai bune
pentru conjugatele preparate la pH 5.
S-au preparat probe de sdnge imbogitite cu urmaitoarele concentratii de antigene cTn

complex si H-FABP:

- 12,5ng/mL

- 6,25 ng/mL

- 3,12 ng/mL

- 1,56 ng/mL

- 0,78 ng/mL
Fiecare concentratie a fost testatd stabilind limita de detectie a testului rapid LFIA la aproximativ
1 ng/mL.

Figurile reprezentative realizdrii testului rapid imunocromatografic in flux lateral pentru
detectia cTn complex si H-FABP conform inventiei sunt urmétoarele:

Fig. 1. Stabilirea valorii optime a pH-ului in procesul de bioconjugare, prin testarea conjugatelor
cupH 5, pH 6 si pH 8,5.

Fig. 2. Determinarea limitei de detectie din probe de sange imbogétite cu antigene specifice cTn
complex si H-FABP cu concentratii cuprinse intre 12,5-0,78 ng/mL.

A



RO 136006 A0

Exemplu:

1. Tratarea membranelor cu solutii preparate “in house”

Tratarea membranelor de probd si membranelor conjugat s-a efectuat prin imersarea
acestora in solutii obfinute din urmatoarele:
- agent tensioactiv: Polisorbat
- agent de blocare: Albumina sericd bovind
- conservant: Azida de sodiu.
Dupa imersarea membranelor in solutiile de tratare, acestea sunt uscate la etuvd si ambulate in
pungi sigilate cu desicant.

2. Prepararea solutiilor de anticorpi si printarea acestora pe membrana de test

Solutiile de anticorpi au fost preparate in bufferul de imobilizare care contine: tampon
fosfat salin, sucroza si etanol.

S-au preparat doua solufii de anticorpi:
- o solutie 1 mg/mL anticorp de capturd anti-cTn complex
- 0 solutie 1 mg/mL anticorp de captura anti-H-FABP
Solutiile de anticorpi au fost depuse pe membrana de test, dupd care aceasta a fost uscata
la etuva si ambalatd in pungd sigilata cu desicant.

3. Obtinerea conjugatelor si depunerea pe membrana conjugat

Pentru obtinerea conjugatelor s-au folosit nanoparticule de aur cu dimensiuni de 40 nm
(OD 1). Protocolul de conjugare constd in urmaétoarele etape:

- Cate 1 mL AuNPs este incubat cu o cantitate optima de anticorp de detectie din fiecare
marker cardiac (¢Tn complex si H-FABP).

- Dupa o ord se adaugd 1% de solutie de BSA si se incubeazi timp de 30 minute la
temperatura camerei.

- Dupa perioada de incubare, amestecul a fost centrifugat la 10.000 rpm timp de 20 de
minute la 4 °C pentru a se asigura cd anticorpii nelegati au fost indepértati.

- Precipitatul de anticorp-AuNPs a fost resuspendat intr-o solutie de tampon conjugat care
contine detergent, agent de blocare §i conservant.

- Conjugatele se depun pe membrana de conjugare si se usucd la 37°C timp de 45 de
minute in etuva.

- Membrana de conjugare uscatd se depoziteaza In punga sigilatd cu desicant.

4. Etapa de asamblare master sheet si tiierea acestuia in stripuri de 4 mm

Master sheet-ul este alcdtuit din membrana de probd, membrana conjugat, membrana de
test s1 membrana de absorbtie lipite pe cardul de suport. Fiecare componenta se suprapune cu 2-3
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mm astfel incat proba de analizat sd migreze de-a lungul stripului. Master sheet-ul este taiat in
stripuri de 4 mm.

5. Etapa de testare

Limita de detectie s-a determinat prin prepararea unor probe de sidnge imbogafite cu
antigene specifice cTn complex (cTnl-cTnT-TnC) si H-FABP cu urmaétoarele concentratii: 12,5
ng/mL, 6,25 ng/mL, 3,12 ng/mL, 1,56 ng/mL, 0,78 ng/mL. S-au inoculat 5 teste rapide cu 80 pL
din fiecare concentrafie. Rezultate au fost citite dupd 15 minute. Din analiza comparativa a celor
5 rezultate reiese cd limita de detectie este de aproximativ 1 ng/mL.
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PROCEDEU DE OBTINERE TEST IMUNOCROMATOGRAFIC RAPID PENTRU
DETECTIA COMPLEXULUI DE TROPONINE (cTnI-cTnT-TnC) SI H-FABP DIN
SANGE/SER

REVENDICARI

1. Revendicarea se referda la procedeul prin care se realizeazd testul rapid
imunocromatografic in flux lateral pentru detectia simultana a doi markeri cardiaci: complex de
troponine (cTn complex: ¢Tnl-cTnT-TnC) si proteina de legare a acizilor grasi (H-FABP), test
rapid care se realizeazd astfel: tratarea membranelor de proba si membranelor conjugat prin
imersarea acestora in solutii obtinute “in house”, urmati de prepararea solutiilor de anticorpi de
capturd de concentratii 1 mg/mL in bufferul de imobilizare si printarea acestora pe membrana de
test, uscarea $i ambalarea acestora in pungi sigilate cu desicant, In continuare are loc etapa de
obtinere a bioconjugatelor utilizind nanoparticule de aur cu dimensiuni de 40 nm (OD 1) prin
incubarea acestora cu anticorpii de detectie specifici cTn complex (¢Tnl-¢cTnT-TnC) si H-FABP
la pH optim, urmand blocarea situsurilor nespecifice cu solutie de BSA 1%, apoi centrifugarea
si reluarea bioconjugatului in solutie de reluare conjugat urmati de depunerea conjugatelor de
membrana de conjugat si uscarea membranei la 37°C timp de 45 de minute in etuva si apoi
asamblarea master sheet-ului si tdierea stripurilor la 4 mm, urméind testarea testului rapid
imunocromatografic cu probe de sdnge imbogatite cu antigene specifice cTn complex si H-FABP
cu urmaétoarele concentratii: 12,5 ng/mL, 6,25 ng/mL, 3,12 ng/mL, 1,56 ng/mL, 0,78 ng/mL si
apoi determinéand limita de detectie la aproximativ 1 ng/mL.
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