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Se disefié un ELISA-inhibicién para calcular los titulos de
prolaminas de trigo, avena, cebada y centeno (TACC) inmovi-
lizando las prolaminas de esos cereales, haclemlolas reaccio-
nar con un antisuero esa reaccion

was inhibited with solutions of each different prolamine. Glia-
din was titrated using each of the other three immobilized
pmlammes to select the one that generated the maximum

with this i The results showed that in all

con de las
ensayos de titulacién de gliadina utilizando las diferentes
prolaminas de avena, cebada y centeno {(ACC) inmovilizadas
para seleccionar Ja que genera la mixima sensibilidad en esta
técnica. Los resultados de este experimento muestran que en
todos los casos el 50 % de inhibicién se observé con solucio-
nes de gliadina de concentracién menor que 4 pg/ml. Cuando
la prolamina inmovilizada era la de avena este nivel de inhibi-
cién se logré con una concentracién de 780 ng/mi de gliadina.
Comparando este resultado con el obtenido utilizando gliadina
inmovilizada en el mismo ensayo (8,5 ug/ml), se observa que
1a sensibilidad aumenta 10 veces al cambiar la gliadina por la
prolamina de avena en la fase solida.

También se calcularon con esta técnica los titulos de las
prolaminas de ACC, utilizando estas proteinas en fase sélida.
Los un mdximo de cuando

cases 50 % inhibition was observed with less than 4 pg/ml
gliadin solutions. When immovilized oats prolamine was used,
50 % inhibition was observed with a 780 ng/ml gliadin solu-
tion. Comparisson of this result with that obtained with im-
mobilized gliadin (8,5 pg/ml), shows a tenfold increase in
sensitivity using oats prolamine instead of gliadin in the solid
phase.

The oats, rye and barley prolamines were titrated by this
technique using each of these prolamines in solid phase. The
results showed that maximum sensitivity was obtained when
the same prolamine is used in both phases. In these cases
50 % inhibition was observed with 24 pg/ml, 32 pug/ml and
40 pgjml of oats, rye and barley prolamines respectively.
Using immobilized gliadin, it was not possible to obtain any
inhibition usmg solutions of any other prolamines up to a
24 pg/ml.

se us6 la misma proteina en solucién y en fase solida, obser-
vandose en esas condiciones que el 50 % de inhibicion para
las prolaminas de ACC se obtiene con 24 pg/ml, 32 pg/ml y
40 pg/ml, respectivamente, Usando gliadina inmovilizada e
inhibiendo la reaccién con las prolamimas de avena, cebada
y centeno, no se observé ninguna inhibicién con 24 pg/ml de
cualquiera de estas proteinas.

En este trabajo se describe un nuevo disefio experimental
del ELISA-inhibicién para la deteccion de prolaminas de

We report here a new experimental design of inhibition-
ELISA to detect oats, barley rye and wheat prolamines that
increases significatly both sensitivity and specificity of the
assay, taking proffit of the difference in relative avidity of
antigliadin antibodies with the different prolamines.

INTRODUCCION
La enfermedad celiaca es una intolerancia permanen-

TACC que permite i

ificidad del andlisis, valié: de las di rela-
twas de avidez de un antisuero antigliadina frente a las
diferentes prolaminas alimentarias.

High sensmve and specxﬁc enzymelmmunonssuy for
in food for coeliac

patients
An inhibition-ELISA was designed to tltrate oats, 1ve,

te a las prol de TACC que constituyen la frac-
ci6n proteica soluble en etanol al 70 % del gluten de
estos cereales’.

La existencia de estas proteinas en la dieta de enfer-
mos celiacos (EC) provoca cambios a nivel de la mucosa
del intestino deigado tales como atrofia de las vellosida-
des intestinales e infiltracién linfocitaria, paralelamente
a la aparicién de un sindrome malabsortivo. Este dafio
es revertido por una dieta libre de gluten con lo que el
intestino se vuelve estructuralmente normal y la absor-

barley and wheat
and their reaction with an antigliadin polyclona] antiserum

Correspondencia y solicitud de separatas: A. Nieto.
Citedra de Inmunologia. Facultad de Qui

ica,
Gral, Flores 2124. +.P. 11800 Montevideo, Uruguay.

* Este trabajo ha sido financiado con fondos de la Agencia Sueca para
Investigacion y Cooperacién (SAREC), de fa Fundacion Internacional
para la Ciencia (IFS; Grant Bf1.038-2), de la Comunidad Econdmica
Europea (Grant CI1.0120.U [h]), de] Programa de Desarrollo de las
Ciencias Bdsicas (PNUD, Project URU/84/002) y de la Universidad
de Ia Repiblica.

9

cién de ali es

Los alimentos 11bres de gluten son esenciales para los
enfermos celiacos ya que trazas de estas proteinas
pueden provocar recaida en pacientes tratados®* ya
que la ingesta de gluten para estos enfermos puede
asociar complicaciones mayores que la deficiencia nu-
tricional, tales como enfermedades neopldsicas, linfo-
mas, tumores de intestino delgado, etc.56,

Todo esto hace necesario contar con técnicas sensi-
bles y especificas que permitan determinar si un ali-
mentc estd exento de gluten. Estas son ain mas nece-
sarias en paises subdesarrollados donde no se cuenta en
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el mercado con alimentos especificos para el consumo
de EC. Un alimento se considera exento de gluten
cuando el contenido de estas proteinas no excede de
1 mg/100 g de producto seco’. La técnica de referencia
aconsejada por la OMS para el control de estos alimen-
tos es el sandwich-ELISA, cuyo limite de deteccién es
de 15 mg/g de producto seco’. Freedman et al3, utili~
zando anticuerpos monoclonales antigliadina, han de-
tectado 15 ng/ml de gliadina, por sandwich-ELISA,
pero la sensibilidad de este andlisis es mucho menor
para las prolaminas de avena, cebada y centeno. Resul-
tados similares han obtenido Troncone et al' con la
misma técnica, pero utilizando un antisuero policlonal
antigliadina. En un ELISA-inhibicién estos autores
describen la inhibicién del 50 % de la reaccién con
312 ng/ml de gliadina en solucion’. Otras técnicas como
el radioinmunoandlisis (RIA)® han sido ensayadas para
la deteccién de prolaminas, pero presentan el mismo

MATERIALES Y METODOS

Antigenos

Los antigenos utilizados fueron gliadina (Sigma, EE.UU.),
prolaminas de avena, cebada y centeno extraidas de los res-
pectivos granos y zeina extraida de harina de maiz. La solu-
cion de gliadina se preparé disolviendo ésta en etanol
al 70 %.

Las prolaminas de ACC se obtuvieron a partir de los
granos, sometidos a molienda y tamizado (malla: 0,14). De
100 mg de estas harinas se extrajeron las prolaminas con
1 ml de etanol al 70 % y agitacién en vértice durante
10 minutos, se clarific por centrifugacién y filtrado. La
solucién de reina se prepard de manera andloga a partir de
harina de maiz. Se determiné la concentracion de proteinas
tatales de los extractos por el método de Bradford'?, utilizan-
do giliadina como referencia.

Los extractos alcohdlicos preparados de esa manera fueron
luego diluidos al décimo en PBS (pH: 7,2) y luego diluidos a la

problema de la baja ibilidad para las prolaminas de
ACC.

En este trabajo se describe un ELISA-inhibicién que
hace uso de las diferentes prolaminas inmovilizadas
para diferenciar las prolaminas de TACC entre siy de
proteinas no tdxicas, permitiendo identificar el cereal
contaminante en un alimento. Ademds, se describe que
la sensibilidad del andlisis para detectar gliadina se
puede incrementar notoriamente inmovilizando prola-
mina de avena en lugar de gliadina para aprovechar la
menor avidez por la prolamina de avena de los anticuer-
pos antigliadina,

deseada en PBS o en PBS-0,05% T-1% se-
roalbimina bovina (PBS-T-BSA) segun fueran utilizados para
sensibilizar la fase sélida o para inhibir la reaccidn a ésta, res-
pectivamente.

Sueros

Se hiperinmunizaron conejos {New Zealand, 2,5 kg) con
una emulsién de 5 mg/ml de gliadina en PBS: adyuvante
completo de Freund (1:1); de acuerdo con el siguiente proto-
colo: el dia O se inyectd 1 ml de la emulsion antigénica, por
via i.m. en cada muslo. En el dia 7 se inyectaron 0,5 m! de la
misma emulsion en cada paleta por la misma via, el dia 14 se
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Fig. 1 Deteccidn de prola-
minas de TACC por ELL
SA-inhibicion utilizando
gliadina inmovilizada. En
ordenadas se observa la in-
hibicidn de la reaccidn de
un antisuero antigladina
con gliadina inmoviliza-
da, usando en cada caso
soluciones de gliadina,
prolamings de ACC y zei-
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tan las diferentes prolami-
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Fig. 2. Deteccion de gliadi-
na utilizando prolaminas
de TACC inmovilizadas.
En ordenadas se observa
la inhibicidn de la reac-
cion de un antisuero anti-
gliading con gliadina,
prolaminas de ACC y zei-
na inmovilizadas, utili-
zando soluciones de gliadi-
na en las mnuntmcxone:
indicadas en abcisas.
diferentes curvas rzprz:en-
tan los resultados obteni-
dos utilizande las diferen-
tes prolaminas inmovili-
zadas.

Fig. 3. Deteccion de gliadi-
na utilizando prolamina
de avena inmovilizada.
En ordenadas se observa
la inhibicion de la reac-
cign de un antisuero anti-
gliadina con la prolamina
de avena inmovilizada,
usando soluciones de glia-
ding en las concentracio-
nes indicadas en abeisas.
En el recuadro inferior iz-
quierdo se observa el grafi-
co ampliado para 0-20 %
de inhibicion y 0-200 ng/
ml de inhibidor.

inyecté 1 ml de la misma por via subcutdnea, en varios puntos
a lo largo del flanco derecho de la columna, el dia 21 se
realizé la misma operacién sobre el flanco izquierdo y, final-
mente, el dia 28 se inyect6 1 ml intramuscular en cada muslo.

EN ALIMENTOS PARA CELIACOS
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A los 64 dias se realiz6 la extraccion de sangre.

"

ELISA

La titulacién de este sucro se realizé por ELISA'L, Breve-
mente, sobre placas de microtitulacion (NUNC, Dinamarca),
sensibilizadas incubando 100 pl de solucién de gliadina
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Fig. 4. Deteccion de prola-
minas de TACC utilizan-
do la proteina homologa
inmovilizada. En ordena-
das se observa la inhibi-
cion de la reaccion de un
antisuero antigliading
con gliadina, prolaminas
de ACC y zeina inmovili-
zadas, con soluciones de
gliadina, prolaminas de
ACC y zeina, respectiva-
mente, en las concentra-

# Gliadina
@ Prolamina de cebada
W Prolamina de centeno
O Profamina de avena
60/ A Zeina
=
8
o
a
£ 40
2
3
®
20
o
o 10 20 30 10 50
Concentracion (ug/mi)

T ciones indicadas en abci-
sas. Las diferentes curvas
representan las inhibicio-
nes hmpologas para cada

(70 pg/mi)*? durante 12 horas a temperatura ambiente en
camara himeda, se incubaron diferentes diluciones en PBS-
T-BSA del suero a titular (3 horas, 37 °C, cdmara himeda),
fuego se incubaron (12 horas, 4 °C, cdmara himeda) 100
wlfpocillo de una dilucidn adecuada de antiinmunoglobulinas
de conejo conjugadas a PO y se revels la reaccion enzimtica
con H,0,, DMAB, MBTH®

Este suero fue asi mlsmo titulado contra la zeina y las
prolaminas de ACC, por la técnica anteriormente descrita,
inmovilizando por adsorcién en las mismas condlcxones Ja ze-
inay las inas de ACC a una de 70 pug/ml.

ELISA-inhibicion
La lxtulaclon de prolaminas se realiz por ELISA, utilizando
le cada {con unos limites de
3ng/ml a 1,6 mg/ml) para inhibir la reaccién del antisuero
con la prolamina inmovilizada.

Deteccion de las prolaminas de TACC utilizando
gliadina en fase sdlida

Se sensibilizaron placas con gliadina como se describic
previamente y se incubaron en cada pocillo 50 pl de solucio-
nes de diferente concentracién de gliadina a los que en todos
los casos se afiadieron 50 pul de una dilucién del antisuera
cuya concentracion era el doble de la que genera una DO 1,0
en ELISA. El resto del procedimiento es igual a Ja determina-
cién del titulo de Ac por ELISA.

De manera aniloga, se inhibi6 la reaccicn del antisuero a la
gliadina inmovilizada utilizando soluciones de diferente con-
centracién de zeina y de las prolaminas de avena, cebada y
centeno.
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Deteccidn de gliadina utilizando prolaminas
de avena, cebada y centeno en fase solida

Se sensibilizaron placas con 70 pg/ml de cada una de las
siguientes proteinas: zeina y prolaminas de ACC. Luego se
in] la reaccion del antisuero con las diferentes proteinas
mmovlllzadas usando seluciones de gliadina de diferente con-
centracién, de acuerdo con la metodologia ya descrita.

Deteccidn de prolaminas de avena, cebada y centeno
utilizando la proteina homsloga en fase silida

Sobre placas sensibilizadas con 70 pg/ml de cada una de las
diferentes prolaminas de ACC o de zeina se inhibi6 la reaccién
del antisuero, por el mismo procedimiento descrito anterior-
mente, utilizando soluciones de diferente concentracion de la
proteina homéloga a la inmovilizada. La reaccion del antisue-
ro con cada proteina en fase sélida se inhibié con soluciones
de diferente concentracién de todas las proteinas en estudio.

RESULTADOS

Deteccion de prolaminas de TACC
por ELISA-inhibicién utilizando gliadina
inmovilizada

E150 % de inhibicién de la reaccién del antisuero con
gliadina inmovilizada se observé con una solucién de
8,5 pg/ml de gliadina (fig. 1), mientras que cuando se
inhibi6 esa reaccién usando soluciones de zefna o de las
prolaminas de ACC no se logré el 50 % de inhibicion en
ninguno de los casos. Se utilizaron soluciones de estas

12
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TABLA L. Concentracmnes (pg/ml) de las e las i que inhiben el 50 % de la
reaccion de un frente a las di inas en fase sélida
Proteina en solucién
Proteina " Prolamina Prolamina Prolamina "
en fase sélida Cladina de cebada de centeno de avena Zeina
Gliadina 85 - - - -
Prolamina
de cebada <4 32 54 100 -
Prolamina <4 _ 48 _ _
de centeno
Prolamina 0,78 100 - 24 -
de avena
Zeina - - - - -

proteinas de concentracién menor o igual a 160 pg/ml,
aungue en la figura 1 sélo se exponen los resultados
hasta 24 pg/ml.

Estos resultados plantean la necesidad de incremen-
tar la sensibilidad del analisis tanto para gliadina como
para las prolaminas de ACC.

Aumento de la sensnblhdad del anallsls
de gliadina usando pr 2
inmovilizadas

Es probable que el antisuero contra gliadina tenga
mayor avidez por la gliadina que por las otras prolami-
nas alimentarias. Por esta razn, se inmovilizaron cada
una de las prolaminas de avena, cebada y centeno en
fase solida para ensayar la deteccidn de gliadina. Los
resultados de este experimento estdn resumidos en
la ﬁgura 2. Se observé que el 50 % de inhibicién de la
reaccién con prolaminas de ACC inmovilizadas se obtu-
vo utilizando concentraciones de gliadina inferiores a
las que se usaron al inmovilizar gliadina. Cuando se
inmovilizé la prolamina de avena, cebada o centeno, el
50 % de inhibicién de la reaccidn se observé en todos
los casos con concentraciones de gliadina en solucién
menores de 4 pg/ml (fig. 2), mientras que cuando se
inmovilizé gliadina el 50 % de inhibicién se observé con
una solucién de 8,5 pgfml de gliadina, La sensibilidad
mayor se observé inmovilizando la prolamina de avena,
en cuyo caso el 50 % de inhibicién se logré con 780
ng/ml de gliadina. En este caso ademds se logré una
inhibicién del 10 % de la reaccién (minima lectura signi-
ficativa) con una solucién de gliadina de 24 ng/ml
(fig. 3).

Determinacion de cada una de las prolaminas
de ACC usando las prolaminas homélogas
inmovilizadas

Si el antisuero antigliadina tiene una avidez mayor
por la gliadina que por las prolammas de ACC, seria
posible Ia ibi d ién de
estas pr i il do la en lugar
de gliadina. De acuerdo con esta hipétesis se inmovili-
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zaron cada una de las prolaminas de ACC y se inhibie-
ron sus reacciones con el antisuero utilizando en cada
caso soluciones de la prolamina homéloga y comparan-
do esta inhibicién con la observada utilizando soluciones
de las otras prolaminas. Los resultados se resumen en
la figura 4 y en la tabla 1. En los casos en que se
inmovilizaron las prolaminas de avena, cebada y cente-
no y se utilizo la prolamina homdloga como inhibidora,
€l 50 % de inhibicién se observé con concentraciones de
24 pg/ml, 32 pug/ml y 40 pg/ml, respectivamente (fig.
4, tabla I). En los casos de inhibicién cruzada (p. ej.,
prolamina de avena en fase sdlida y prolamina de ceba-
da en solucién) se necesité una concentracién de inhibi-
dor superior a la correspondiente a la prolamina homé-
loga para inhibir el 50 % de la reaccién. En algunos
casos no se logré esa inhibicién, incluso utilizando con-
centraciones de hasta 160 pg/ml (tabla I).

DISCUSION

En este amculo se describe una modlﬁcaclon del
ELISA-i que es una ya utilizada
para la deteccién de gliadina'. Se trata de un nuevo
disefio que permite aumentar significativamente la sen-
sibilidad del andlisis y, ademds, identificar y calcular los
titulos de la prolamina del cereal contaminante en una
muestra de alimento. Este disefio implica inhibir la
reacci6n de un antisuero policlonal antigliadina con las
prolaminas de los diferentes cereales en fase solida,
utilizando soluciones de diferentes concentraciones de
las prolaminas tanto homdélogas como heterélogas.

En la figura 1 quedan reflejadas las limitaciones del
método cuando se utiliza dnicamente gliadina en fase
sblida. En primer lugar, la sensibilidad obtenida con
esta técnica para detectar gliadina es baja, ya que el
50 % de inhibicion de la reaccion del antisuero antiglia-
dina a la gliadina inmovilizada se logra con 8,5 ug/ml de
gliadina. En segundo lugar, este andlisis no permite
detectar las prolaminas de avena, cebada y centeno,
que también son toxicas para los enfermos celiacos. Se
observa que con soluciones de 24 pg/ml de estas prola-
minas no es posible apreciar una inhibicién significativa
de la reaccién, que sélo se logra con concentraciones
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muy altas, no llegdndose en ninguno de los casos a
inhibir el 50 % de la reaccion.

En este experimento se utilizé un antisuero antiglia-
dina y los resultados obtenidos sugieren que la avidez
de este suero por la gliadina es mayor que por las otras

ci6én observados con las diferentes prolaminas inmovili-
zadas (tabla I). Es de destacar, ademds, que la sensibili-
dad para las prolaminas toxicas distintas de la gliadina
podria incrementarse utilizando anticuerpos frente a
éstas y no frente a la gliadina.

proteinas alimentarias. Esto muestra que la
del andlisis para la gliadina aumentaria si se utilizaran
las prolaminas de avena, cebada o centeno inmoviliza-
das y se inhibiera con soluciones de gliadina su reaccién
con los anticuerpos antigliadina. Ejecutando ese experi-
mento, sus resultados (fig. 2) muestran que utilizando
gliadina para inhibir la reaccién de los Ac antigliadina
con las de ACC i se tuvieron
que utilizar soluciones de gliadina de concentracion
menor de 4 pg/ml para inhibir el 50 % de la misma y,
en cambio, usando gliadina en fase sélida el 50 % de
inhibicién se logré con 8,5 pg/ml. Utilizando la prolamni-
na de avena inmovilizada, el 50 % de inhibicidn se
observé con 780 ng/ml de gliadina (fig. 3), lo que indica
una sensibilidad 10 veces mayor que al utilizar gliadina
inmovilizada. Este limite de deteccidn estd condiciona-
do por la calidad del antisuero, ya que Troncone et al',
utilizando gliadina inmovilizada, obtienen un 50 % de
inhibicién con 312 ng/mi, en lugar de con 8,5 pg/ml
como en nuestro laboratorio, por lo que cabria esperar
que con un mejor antisuero y con avena en fase sélida la
sensibilidad fuese atin mayor.

Es de destacar asi mismo, que el perfil de inhibicién
observado en la figura 3 podria sugerir dos poblaciones
de anticuerpos dirigidos contra determinantes antigéni-
cos diferentes. Este hecho, sumado a las probables
diferencias de avidez relativa de los anticuerpos frente
a la gliadina y a la prolamina de avena, sugiere que
la purificacién del Ac podria permitir el aumento de la
sensibilidad del andlisis. Otra altematwa serfa usar
Ac lonales contra la corr fraccién
antigénica.

La otra limitacién del ELISA-inhibicién (fig. 1) es que
usando gliadina inmovilizada no es posible detectar las
prolaminas de ACC. A partir de la hipétesis de que el

no mostrados) se observé
que concem:acmnes de hasta un 35 % de alcohol no
afectan la unién del Ac a las prolaminas inmovilizadas;
sin embargo, al aumentar la relacion extracto alcohéli-
cofPBS-T-BSA no aumenta la inhibicién a la fase sélida,
como podria esperarse, probablemente por la pérdida
de epitopes conformacionales de gliadina en solucién
con concentraciones mis elevadas de alcohol.

En sintesis, se describe un nuevo disefio experimen-
tal para la deteccién de prolaminas que permite aumen-
tar la sensibilidad y especificidad del andlisis al valerse
de las diferencias de avidez relativa de los Ac antigliadi-
na frente a las diferentes prolaminas en TACC.
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detectar cada una de estas p
prolamina homdloga en vez de gliadina. Por ello se
Llevé a cabo el andlisis ELISA- lnhlblCIOn con cada una

de las prol de ACC i do su
reaccién con el antisuero por medio de soluciones de
i 6| Al esta inhibicién con la

observada utilizando soluciones de las otras prolami-
nas se observé que (fig. 4, tabla I) la sensibilidad en
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