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RESUM

Durant els altims cinc anys hom ha
observat un important increment en el
nombre de treballs en el camp de les
técniques immunoenzimatiques, com
son els immunoassaigs (EIA, Enzyme
Immunosorbent Assay) per detectar
pesticides. La tecnologia dels EIA es co-
neix des de fa uns vint anys; de fet, és
una tecnica prou acurada i sensible,
molt utilitzada en els diagnostics clinics
i veterinaris; per tant, és logic i, de fet,
inevitable emprar aquestes teécniques
en el camp del medi ambient.

Els EIAs son tecniques basades en
anticossos, que combinen les propietats
d'uni6é dels analits als anticossos amb
els avantatges d’amplificaci6 del senyal
d’'un enzim. Al nostre laboratori estem
aplicant aquestes técniques immunoen-
zimatiques des de fa més d’'un any. Els
anticossos emprats presenten la parti-
cularitat de trobar-se units a particules
magnetiques que fan que els resultats
obtinguts siguin més pulcres i precisos
comparats amb altres tipus d’ELISAs.
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RESUMEN

Durante los tltimos cinco anos se
ha observado un incremento importan-
te en el nimero de trabajos en el cam-
po de las técnicas inmunoenzimaticas,
como son los inmunoensayos (EIA,
Enzyme Immunosorbent Assay) para
detectar pesticidas. La tecnologia de los
EIA se conoce desde hace unos veinte
anos; de hecho, es una técnica bastante
meticulosa y sensible, muy utilizada en
los diagnosticos clinicos y veterinarios;
por tanto, es logico y, de hecho, inevi-
table utilizar estas técnicas en el campo
del medio ambiente.

Los EIAs son técnicas basadas en
anticuerpos, que combinan las propie-
dades de union de los analitos a los an-
ticuerpos con las ventajas de amplifica-
cion de la senal de una enzima. En
nuestro laboratorio estamos aplicando
estas técnicas inmunoenzimaticas des-
de hace mas de un ano. Los anticuerpos
utilizados presentan la particularidad
de encontrarse unidos a particulas mag-
néticas que hacen que los resultados
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obtenidos sean mas pulcros y precisos
comparados con otros tipos de ELISAs.

PALABRAS CLAVE: ELISA, EIA, inmu-
noensayo, particulas magnéticas.

ABSTRACT

During the last five years there has
been seen a significant increase in the
number of papers in the field of immu-
noenzymatic techniques, such as im-
munoassays (EIA, Enzyme Immunosor-
bent Assay) to detect pesticides. EIA
technologies have been known for
twenty years. In fact, it is a through and
sensitive technique very widely used in
clinical and veterinary diagnosis. Con-
sequently, the use of these techniques
in the environmental field is logical
and, in fact, unavoidable.

The EIA techniques are based on
antibodies and they combine the pro-
perties of the union of analytes to anti-
bodies with the advantages of signal
enlargement of an enzyme. In the labo-
ratory, these immunoenzymatic techni-
ques have been used for over a year.
The antibodies used have the peculia-
rity of being linked to magnetic parti-
cles, making the results more through
and accurate when compared with
other ELISAs.

KEY WORDS: ELISA, EIA, immunoas-
say, magnetic particles.
1. INTRODUCCIO

Els nivells de pesticides als sols so-
len ésser determinats per extraccié amb
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dissolvents o, més recentment, per ex-
traccio en fluid supercritic (SFE). La de-
teccié i quantificacié d’aquests pestici-
des es realitza actualment amb metodes
cromatografics, com son la cromatogra-
fia liquida (HPLO) i la cromatografia de
gasos (GC). No obstant, als tltims cinc
anys s’ha produit un important incre-
ment en el nombre de treballs que uti-
litzen les teécniques immunoenzimati-
ques, com soOn els immnoassaigs (EIA,
Enzyme Immunosorbent Assay) per de-
tectar pesticides.

Els immunoassaigs son una de les
tecniques actuals més eficaces i empra-
des en la quimica clinica. Els EIAs sOn
técniques basades en anticossos, que
combinen les propietats d’'uni6 dels ana-
lits als anticossos amb els avantatges
d’amplificacié del senyal d’'un enzim.
Presenten una serie d’avantatges quan es
comparen amb els metodes de cromato-
grafia liquida i de gasos. Son metodes
senzills (es poden aplicar al camp), sen-
sibles (amb limits de deteccié que sovint
son inferiors als 10-20 ng/L), rapids (per-
meten d’analitzar centenars de mostres
per dia), son extraordinariament selec-
tius, a causa de la interaccié antigen/anti-
c0s, i s6n barats (5-15 $ enfront 100 US $
quan la determinacio es realitza per GC o
HPLO). La reaccié immunoquimica con-
tribueix a I'alta selectivitat, com a conse-
quencia de extraordinaria capacitat dis-
criminatoria dels anticossos, i de l'alta
sensibilitat, per la poderosa capacitat ca-
talitica dels enzims.

La utilitzacié6 dels immunoassaigs
per a la quantificacié de compostos or-
ganics no és una nova tecnologia. Ac-
tualment més de la meitat del total dels
immunoassaigs clinics del mercat s’han
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TAULA 1.

Avantatges i desavantaiges dels EIA

Avantatges

Desavantatges

— Simplicitat i facilitat d’ds

— Especificitat de I'analit

— Elevada capacitat per al tractament d’'un gran nombre
de mostres

— Minima preparaci6 de la mostra

— Baix limit de detecci6

— Baix cost per mostra

— Aplicabilitat

— Cost de desenvolupament i temps

— Interferéncies

— Nova tecnologia en el camp agroquimic i del medi
ambient

construit per analits amb un baix pes
molecular, la qual cosa representa
aproximadament 580.000.000 de dolars
en vendes als Estats Units en 1990.
Molts dels formats d’immunoassaig que
s’han aplicat exitosament en el camp
clinic poden ésser transferits directa-
ment a l'analisi ambiental. Els assaigs
poden ésser quantitatius o bé de scree-
ning (qualitatius).

Els immunoassaigs clinics es diferen-
cien dels ambientals perque els primers,
molt freqiientment, quantifiquen com-
postos polars a matrius sanguinies o d’o-
rina. En canvi, les aplicacions ambientals
i alimentaries dels immunoassaigs, fre-
qientment requereixen el desenvolupa-
ment d’anticossos contra analits que son
lipofilics i que es troben associats a ma-
trius de diversa complexitat com els sedi-
ments i de greixos animals.

Una de les raons per les quals els
immunoassaigs son atractius per al des-
envolupament de metodes de scree-
ning de camp és que en la majoria dels
casos les matrius ambientals o fisiologi-
ques poden ésser analitzades amb poca
preparacié de la mostra. Aix0, no obs-
tant, depeén de I'anticos, de I'analit i del
format de l'assaig.
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Malgrat tot el que s’ha explorat dins
del camp de la quimica analitica, els im-
munoassaigs encara es consideren un
metode analitic nou, tot i que ja tenen
meés de tres decades d’historia des dels
treballs pioners de Yalow i Berson als
anys cinquanta. A hores d’ara existei-
xen moltes variacions sobre la técnica,
pero resten els principis, i totes les va-
riacions van dirigides cap a 'augment
de lafinitat dels anticossos wversus els
antigens complementaris. Com qualse-
vol técnica analitica, els immunoassaigs
presenten avantatges i desavantatges
(vegeu taula 1.

Els ELISAs (Enzyme Linked Immno-
sorbent Assays) es basen en la combina-
ci6 d’anticossos lligats a suports solids,
amb reaccions enzimatiques sensibles,
per a produir sistemes capacos de de-
tectar nivells molts baixos de composts
quimics. La técnica que emprem al nos-
tre laboratori es basa en la utilitzacié de
particules magnétiques com a suport
solid 1 un medi de separaci6 en un sis-
tema ELISA per detectar pesticides. Les
particules magnetiques subministren el
suport solid per als anticossos. Com a
consequiencia que els anticossos es tro-
ben uniformement dispersats a tota la
reaccidé de mescla, permeten reaccions
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FIGURA 1. Components de
limmunoassaig per a pesticides

Anticds associat a
particula magnética

Pesticida conjugat

> amb un enzim
) Pasticida
1 Cromogen/Substracte
| Producte colorejat

cinetiques rapides. A més, aquest siste-
ma contribueix a separar 'enzim lliure
del lligat, rad per la qual és un metode
molt simple i de facil utilitzacio.

Fins ara, en els immunoassaigs
s’han aplicat una gran varietat de meto-
des de separacio, que inclouen tubs re-
coberts, sistemes de particules i meto-
des de separacid basats en doble
anticos. Els sistemes de tubs i micropla-
ques recobertes permeten la separaci
de la etiqueta lliure i unida sense centri-
fugacio, perd presenten dos desavan-
tatges principals: primer, que la superfi-
cie del tub/placa limita la quantitat
d’anticos que es pot emprar a la reac-
cio; segon, que l'anticos es troba massa
lluny dels antigens i alenteix la reacci6
entre 'anticods i I'antigen. Els sistemes
de particules normalment es dipositen
durant I'assaig i han d’ésser centrifugats
per a separar 'etiqueta lliure de la uni-
da. Finalment, els métodes de doble
anticos requereixen un periode addi-
cional d’incubacio per al segon anticos.
El sistema de particules magnéetiques
que utilitzem al nostre laboratori resol
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aquests problemes comuns als immu-
noassaigs.

2. METODOLOGIA

La utilitzacié d’aquest sistema per a
la detecci6 i quantificacié d'un pestici-
da consta de diferents passos. A la figu-
ra 1 es mostren els diferents compo-
nents d'un ELISA.

Al primer pas (figura 2a), s’afegeix
el pesticida que volem detectar junta-
ment amb el pesticida marcat amb un
enzim a un tub que conté anticossos
enganxats a particules magnéetiques.
Tant el pesticida com el pesticida mar-
cat (conjugat) competeixen pels llocs
d’'unié a lanticos sobre les particules
magnetiques. Aquesta reaccié immuno-
logica continua durant 15-30 minuts
(depenent del tipus de pesticida).

Al segon pas (figura 2b), s’aplica un
camp magnetic per retenir les particu-
les magnetiques (amb pesticida i pesti-
cida marcat units als anticossos sobre
les particules, proporcionalment a llur
concentracio original) al tub i permetre
decantar l'excés de reactius. Després
de la decantacio, les particules son ren-
tades dos cops amb una soluci6 de
rentat.

Al tercer pas (figura 20), la presén-
cia de pesticida marcat es detecta afe-
gint el substrat de 'enzim, peroxid d’hi-
drogen i el cromogen 3, 3, 5, %
—Tetrametilbenzidina (TMB), que gene-
ren un producte acolorit. Després d’una
curta incubacié (20 minuts), es para i
s’estabilitza la reacci6é de color afegint-
hi acid. Considerant que el pesticida
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FIGURA 2a. Reacci6 immunologica

FIGURA 2b. Separaci6 miljancant
particules magnetiques

FIGURA 2c. Desenvolupament
del color

marcat ha estat en competicié amb el
pesticida de la mostra pels llocs de I'an-
ticos, el desenvolupament del color és
proporcional al pesticida marcat amb
I'enzim i inversament proporcional a la
concentracio del pesticida de la mostra.

Dossiers Agraris ICEA - Sols contaminats

3. DISCUSSIO

Al nostre grup s’esta realitzant una
tasca amb kits comercials per a I'analisi
de diferents pesticides a aigiies, aixi
com la wvalidaci6 amb les técniques
convencionals de cromatografia liquida
i de gasos (Gascon i Barceld, 1994;
Gascon et al, 1995a; GascoOn et al.,
1995 b, Marco et al., 1995; Oubifa et al.,
1995a; Oubina et al., 1995b). A hores
d’ara hem comencat a treballar amb la
comparacié de dues tecniques d’ex-
traccio, SFE (Supercritical Fluid Extrac-
tion) i Soxhlet, amb la deteccié per
GC-NPD i ELISA. Els immunoassaigs,
tant comercials com no comercials,
s’han comprovat en experiments de
camp amb sols per diferents grups du-
rant el periode 1989-1993. Com a
exemple tenim dos estudis (Leavitt et
al., 1991; Goh et al., 1991). Les mostres
de soOls varen ésser recollides, extretes i
mesurades amb EIA. Com a metode de
referéncia s’utilitza GC. La correlacio
entre les dades trobades en ambdos
metodes va ésser elevada, encara que
en una serie d’experiments (Leavitt et
al., 1991) els valors del EIA varen ésser
menors que els del GC, a causa de l'e-
fecte de recuperacio, mentre que en
una altra serie d’experiments (Goh et
al., 1991) va succeir el contrari, proba-
blement per l'efecte de la reactivitat
creuada. La conclusid que se’n va deri-
var va ésser que I'EIA esta indicat per a
la determinaci6 d’atrazina a mostres de
sol. Altres exemples de determinaci6 a
sols de diferents pesticides son Goh et
al., 1992; Lawruk et al., 1993; Hill et al.,
1994. D’altra banda, també s’han realit-
zat nombrosos estudis amb altres pro-
ductes, com son els PCBs (Harrison i
Melnychuk, 1995).
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4. CONCLUSIONS

La disponibilitat de kits comercials
d’'immunoassaig per a I'analisi de pesti-
cides i contaminants quimics perillosos
al mercat és una clara indicacidé que
aquesta tecnologia té un lloc propi al
camp del medi ambient com un metode
per a complementar les teécniques anali-
tiques convencionals. Malgrat que és
una tecnica relativament nova en el
camp de l'analisi de pesticides, els im-
munoassaigs es perfilen com una tec-
nologia amb molt futur, especialment
als assaigs de camp, on es poden elimi-
nar els costos derivats de lanalisi de
mostres negatives. Els kits d'immunoas-
saig que es troben en aquests moments
al mercat estan dissenyats per ésser su-
ficientment sensibles per a l'assaig de
mostres directament sense cap necessi-
tat de realitzar passos de concentracié o
clean-ups. A més, entre els beneficis
d’aquestes tecniques es troba el seu alt
grau d’especificitat, que permet a I'ana-
lista analitzar moltes mostres amb poca
o cap preparacié d’aquestes.

Els ELISAs sOn rapids, selectius,
sensibles i analiticament valids, pero
s’hauria d’emprar més esfor¢ en el des-
envolupament d’algunes arees, que in-
clourien nous sistemes per a pesticides
que son dificils de determinar pels me-
todes convencionals i la utilitzacié d’an-
ticossos pel clean-up de la mostra
abans del test convencional. D’altra
banda, el desenvolupament d’ELISAs
multianalit sembla que és una linia de
recerca que té molt de futur en aquest
camp (Brecht i Abuknesha, 1995). Mal-
grat tot, es necessitaria estar més fami-
liaritzat, no només amb I'ELISA, sind
també amb altres conceptes i técniques
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immunolégiques i bioanalitiques. I és
clar que el futur pertany a la biotecno-
logia i ciéncies afins.
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