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El uso de pruebas de diagndstico en el punto de atencién (Point-of-Care - POC) se define como la préctica
de realizar ensayos a partir de especimenes clinicos al lado de o cerca del paciente, bajo la premisa que los
resultados de las pruebas estaran disponibles de inmediato, o dentro de un periodo de tiempo muy breve
(usualmente minutos), con el objetivo de proveer informacién dtil al personal de salud en la toma de
decisiones referentes al diagndstico y tratamiento. Los inmunoensayos de flujo lateral (lateral flow
immunoassays, LFIA), y los ensayos de inmunoaglutinacion (1A) se encuentran entre los métodos de
diagnostico POC mas establecidos que se hayan aplicado con éxito en entornos remotos con poca 0
ninguna infraestructura de laboratorio (zonas rurales sin conexién directa con centros médicos, zonas de
emergencia o paises en vias de desarrollo). Actualmente, los latex poliméricos son objeto de un interés
creciente por sus aplicaciones en el campo de la biomedicina como soportes de biomoléculas, debido a la
versatilidad de las polimerizaciones en medio disperso para producir particulas de latex con distribucion
de tamafio de particula, tipo y densidad de grupos superficiales controlados.

La tecnologia aqui presentada se basa en el disefio y puesta a punto de un dispositivo de LFIA y de un
ensayo de IA a través de la utilizacién de proteinas antigénicas recombinantes especificas de zoonosis
endémicas de la Argentina, y de particulas de latex, disefiadas, sintetizadas y caracterizadas en nuestro
Grupo. El desarrollo involucra las siguientes etapas:

1) Sintesis y caracterizacién de particulas de latex: se sintetizaron y caracterizaron particulas de
latex con funcionalidad carboxilo de diferentes tamafios y color (Figura 1a). La sintesis de particulas
blancas con morfologia “core-shell” se realiz6 mediante copolimerizacion en emulsién “semibatch” de
estireno y acido metacrilico sobre siembras monodispersas de poliestireno y en ausencia de emulsificante;
mientras que para la sintesis de particulas coloreadas, primero se sintetizé el monomero coloreado a partir
de fucsina basica y metacrilato de glicidilo y luego se realizé una copolimerizacion “batch” de estireno, el
monomero coloreado y acido metacrilico, empleando MA-80 como emulsificante. En todos los casos,
previo al uso de los latex producidos se procedié a su caracterizacion: i) superficial (densidad de carga y
densidad de grupos funcionales mediante titulacién conductimétrica, concentracién critica de coagulacion
y potencial zeta); y ii) morfoldgica (tamafios medios y distribucion por microscopia TEM y/o SEM,
dispersién de luz dindmica y turbidimetria). Entre las ventajas que presentan las particulas de latex
respecto a otros nanomateriales que pueden ser utilizados en el disefio de pruebas POC, se destaca la
posibilidad de obtenerlas en gran cantidad, con tamafio y dispersidad deseada, en una amplia gama de
colores y con la funcionalidad (aldehido; carboxilo; acetal; hidroxilo; clorometilo; amino) y carga
superficial requerida.

2) Obtencion de complejos latex-proteina: se realizd el acoplamiento covalente de la proteina
recombinante especifica de la zoonosis a determinar sobre los grupos carboxilos superficiales de las
particulas de latex en experimentos de tipo “batch”, bajo agitacion y a temperatura ambiente. Para este
proceso, denominado sensibilizacién, se efectué simultaneamente la activacion de los grupos carboxilo,
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utilizando una carbodiimida soluble en agua. La union covalente, a diferencia de la adsorcion fisica, es
maés fuerte, estable y se puede inducir una orientacion preferencial de la proteina sobre la superficie. En
consecuencia, se evitan los problemas de relajacion, desorcién, intercambio con otras moléculas y
compromiso de los sitios bioldgicamente activos con la superficie, que presenta la adsorcidn fisica.

iii) Busqueda de las condiciones dptimas de aplicacién: la puesta a punto de un inmunoensayo es
compleja debido a la gran cantidad de componentes criticos involucrados para producir un reactivo
funcional. Cambiar un material o reactivo afecta el rendimiento de otros. En nuestro caso, se emplearon
sueros controles y se evalud la influencia de distintas condiciones sobre los inmunoensayos de 1A'y LFIA,
tales como: concentracién del complejo latex-proteina; dilucion del suero; composicion de los buffers
utilizados; tiempo de lectura del resultado entre otras, hasta encontrar aquellas que permitan obtener la
sensibilidad y especificidad deseadas.

iv) Aplicacion frente a un panel de sueros: utilizando las condiciones éptimas antes estudiadas, se
evalud el desempefio de los complejos latex-proteina obtenidos en ensayos de IA y LFIA, frente a un
pequefio panel de sueros previamente clasificados mediante técnicas de referencia.

El trabajo desarrollado permitié obtener particulas de tamafio, funcionalidad, estabilidad coloidal e
incorporacién de color adecuadas para su utilizacion en ensayos de diagndéstico. Sobre la base de estas
particulas y de distintas proteinas antigénicas se sintetizaron complejos para una variedad de aplicaciones,
que incluyeron la deteccion de Chagas, Toxoplasmosis, Leptospirosis, Leishmaniosis Canina y
Paratuberculosis Bovina. En todos los casos, la proteina unida covalentemente representé mas del 90% de
la proteina unida total. En los ensayos de 1A, se observé una discriminacion significativa entre el suero
positivo y el negativo después de 2 minutos; pudiendo extenderse la lectura hasta los 8-10 minutos. En el
caso de los ensayos de LFIA, la lectura se llevé a cabo a los 10 minutos de poner en contacto la muestra
con la tira reactiva. La presencia de dos lineas (linea de test "T" y linea control "C") es indicativa de que la
muestra es positiva, mientras que presencia de solo la linea C es indicativa de que la muestra es negativa y
de que el test funciond correctamente. Con ambas técnicas se consiguieron valores de sensibilidad y
especificidad superiores al 85%. En la Figura 1b se muestran resultados de ambos ensayos para la
deteccion de Leishmaniosis Canina.
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Figura 1. a) Diferentes latex obtenidos durante el desarrollo del trabajo; b) Aplicacion de los complejos
latex-proteinas en ensayos de 1A y LFIA utilizando sueros previamente clasificados.

Los resultados obtenidos, indican que los reactivos generados a partir de las particulas de latex presentan
resultados prometedores para ser aplicados en el disefio de kits de diagndstico répido.
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