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Com s’ha d'ahordar 'analisi d'al-lergens
i la interpretacio dels seus resultats?
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Resum: Aquest article recull principalment la presentacio que amb el mateix titol es
va realitzar a Ulnstitut Quimic de Sarria de Barcelona, en el marc del XI Food
Studies: Focus on Food Allergens, el 22 de novembre de 2007. Es fa una revisio de les
tecniques analitiques disponibles per a la deteccio d’al-lérgens i es discuteix la
necessitat real i urgent d”’homogeneitzacio de criteris, tecniques i estandards.

SuMMARY: The present paper corresponds to the referenced title lecture given within
the XI Food Studies: Focus on Food Allergens, November 22"%, 2007, at the Institut
Quimic de Sarria in Barcelona. Available analytic techniques for allergen detection
are reviewed and an actual and urgent need for homogenization of approaches,

techniques and standards is discussed.

PARAULES CLAU: ingredients al-lergenics, tecniques analitiques (metode ELISA,

metode PCR), kits de seleccio.

PER QUE ANALITZEM
AL-LERGENS?

n els dltims anys, s’ha detec-

tat un augment progressiu

de laincidencia de les al-ler-

gies a productesiingredients
alimentaris. Dades recents apunten
que prop d'un 2 % dels adults i en-
treun 6 % iun 8 % de la poblacid in-
fantil pateix alguna al-lergia alimen-
taria. Pero la reaccié al-lergica de
cada individu és extremament va-
riable, podent anar des de simpto-
mes lleus i que practicament passen
desapercebuts fins a possibles xocs
anafilactics de greus conseqiiencies.
Aixi, doncs, és molt dificil establir
uns patrons de conducta al respec-
te, aixi com realitzar treballs de diag-
nosi i investigacié. Es per aixo que
la principal eina de la qual es dispo-
sa per evitar situacions de risc és

la informaci6: cada vegada es fa
més evident la necessitat per part
d’aquests individus afectats de co-
neixer la realitat dels aliments que
consumeixen i, d’aquesta manera,
evitar la seva exposicié a proteines
al-lergeniques de manera inadver-
tida.

Des de I’any 2003,' la Uni6 Euro-
pea va imposar la necessitat d'indi-
car en I'etiquetatge dels productes la
possible presencia dels ingredients
al-lergenics seglients o dels seus de-
rivats:

a) cereals que continguin glu-
ten,

b) fruits de closca,

C) crustacis,

d) api,

1. Directiva 2003/89, traslladada al nos-
tre pafs pel Reial decret 2220/2004 i modifi-
cada posteriorment per la Directiva 2006/142.
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Kits ELISA: el gran avantatge
d'aquest metode analitic es la seva
capacitat de detectar directament

la proteina al-lergenica

e) ous,

f) mostassa,

g peix,

h) seésam,

i) cacauets,

J) anhidrid sulfurés i sulfits,

k) soja,

) tramussos,

m) llet i derivats (inclosa la lac-
tosa),

n) mol-luscs.

Sino s'implanten i validen els sis-
temes de control adequats, existeix
la possibilitat de contaminacié amb
ingredients al-lergenics no desitjats
en algun moment de la llarga cade-
na productiva. En efecte, hem de te-
nir present el recorregut que realit-
zen els ingredients alimentaris fins
que els ingerim:

a) Recollida i transport de materies
primeres en un moén globalitzat en el
qual pot ser habitual traslladar en un
mateix mitja de transport ingredients
al-lergenics i d’altres que no ho sén.

b) Emmagatzematge i fabricacio
en industries de transformacié que
no sempre tenen o no sempre po-
den tenir linies dedicades exclusiva-
ment a la fabricaci6 de productes
sense risc al-lergenic.

¢) Neteja de linies.

d) Utilitzacié d’ingredients, ad-
ditius o aromes que contenen
I'al-lergen de manera inadvertida.

Per aquestes raons, en els tltims
anys, I'analisi i la deteccié d’al-ler-
gens en aliments ha experimentat

un fort desenvolupament, amb
I'aparici6 al mercat de nous sistemes
de detecci6 i ampliant la seva apli-
cabilitat a noves matrius i nous in-
gredients.

COM ELS ANALITZEM?

Existeixen en I'actualitat nombrosos
sistemes de deteccié en funcié de
l'al-lergen o matriu a analitzar. Els
metodes més habituals serien:

a) Metodes de tipus ELISA, que
detecten una proteina o fragment
proteic.

b) Metodes de PCR, que detecten
la presencia d’ADN que pot produ-
ir les proteines al-lergeniques.

¢) Metodes quimics especifics
per alalactosa (cromatografia o me-
tode enzimatic) i per als sulfits (des-
til-lacio i valoracio).

Tanmateix, podem citar altres
tecniques més especifiques i de
menor aplicacié avui dia, pero
que poden ser habituals per a de-
terminades combinacions analit-
matriu:

a) Immunoassaig de flux lateral
(tests qualitatius de presencia/ab-
sencia), forca utilitzat en el cas del
gluten.

b) PCR-ELISA, una combinacio
de les tecniques citades anterior-
ment.

c) Western-blot i altres tecniques
d’electroforesi.

El PCR (Polymerase Chain Reaction)
detecta un fragment de TAIDN

d) Biosensors o «xips», una tec-
nica for¢a recent i encara en desen-
volupament.

Ens centrarem a continuacio en
les dues tecniques més utilitzades,
descrivint-ne les caracteristiques
principals:

a) Kits ELISA: el gran avantatge
d’aquest metode analitic €s la seva
capacitat de detectar directament
la proteina al-lergenica. Es tracta
d’una teécnica senzilla, facilment im-
plantable en un laboratori, rapida
i que, a més, permet quantificar la
preséncia de la proteina al produc-
te analitzat. Molt breument, el seu
funcionament podria resumir-se de
la manera segiient:

1) Extracci6 de la fracci6 proteica.

2) Contacte i reaccio especifica
de la proteina (antigen) amb un an-
ticos marcat enzimaticament.

3) Deteccié del compost anti-
gen-anticos mitjangant reaccio co-
lorimetrica.

4) Quantificaci6 respecte el se-
nyal d'un estandard.

Pero el gran problema que plan-
teja aquesta tecnica €és que no exis-
teixen criteris uniformes pel que fa
als seus parametres de funciona-
ment entre els diferents productes
disponibles al mercat, podent portar
de vegades a interpretacions confu-
ses dels seus resultats, tal com es
descriura més endavant. D’altra
banda, els kits ELISA no estan dis-
ponibles per a tots els al-lergens,
ates que, per al seu desenvolupa-
ment, és necessari disposar d’anti-
gens i anticossos molt especifics de
les proteines a detectar, cosa que no
sempre és possible. Com ja hem in-
dicat al principi, la investigaci6 en el
camp de les reaccions al-lergiques és
complexa i dificil, i no sempre es co-
neixen les proteines responsables
de la reaccio.

b) PCR (Polymerase Chain Reac-
tion): a diferencia de la técnica an-
terior, detecta un fragment de
I'ADN. En ser aquest més resistent
termicament que les proteines, per-
met detectar la presencia de subs-
tancies al-lergeniques fins i tot si les
proteines han quedat desnaturalit-
zades. A més, és aplicable a un gran
nombre de matrius i d’al-lergens.
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Esquematicament, el protocol de
treball seria:

1) Extracci6 i purificacio.

2) Multiplicaci6 d'una part (se-
qliencia) de 'ADN mitjangant PCR.

3) Marcatge del fragment am-
plificat amb un compost fluores-
cent que permet la seva deteccid.

Els principals inconvenients
d’aquesta técnica sén el seu preu,
la seva complexitat instrumental i la
seva incapacitat per quantificar de
manera absoluta I'analit detectat al
producte analitzat. Els resultats so-
len expressar-se com a copies de
I'ADN detectat i amplificat, i no hi
ha correlacio directa entre aquesta
dadaiels mil-ligrams d’al-lergen per
quilo de producte analitzat. D’altra
banda, la presencia d’ADN d'una
varietat al-lergenica no implica ne-
cessariament que la o les proteines
causants de les reaccions al-lergi-
ques hagin de ser codificades i pu-
guin, en conseqiiéncia, provocar els
problemes.

Pero, independentment del me-
tode escollit, a’hora de dur a terme
una analisi d’al-lergens, és singu-
larment important disposar d'un
protocol de mostreig adequat i
representatiu, en funcié del tipus
de mostra que ens disposem a ana-
litzar:

a) En materia primera: la mostra
ha de ser representativa del lot re-
but. Es habitual analitzar lots im-
portants formats per nombrosos
envasos, per la qual cosa s’Thaura de
garantir que la mostra presa no pro-
vingui inicament d'una seccié6 par-
cial del lot.

b) En producte acabat: en una in-
distria que produeixi, en una ma-

A l'hora de dur a terme una
analisi d'al-lergens, és
sinqularment important disposar
d'un protocol de mostreig adequat

i representatiu

teixa linia, productes amb i sense
al-lergens, sempre s’hauran d’ana-
litzar les primeres unitats del pro-
ducte sense al-lergen fabricades des-
prés de la produccié amb al-lergen,
perque seran les unitats amb més
risc de contaminacio.

¢) En aigiies de rentat o desinfec-
cié: sempre s’hauran d’analitzar les
tdltimes abans d’iniciar la produccio
per tal de garantir que no queda
rastre de producte conflictiu abans
de comencar a produir.

d) En superficies: és igualment
aconsellable controlar les superfi-
cies de treball, podent prendre una
mostra mitjancant tampons.

QUE ES EL QUE MESUREM?

Uns dels principals reptes a resoldre
en el futur, esperem que immediat,
és lainterpretaci6 i 'homogeneitza-
cio dels resultats analitics obtinguts
mitjan¢ant I'ds de la tecnica ELISA,
la més utilitzada actualment.

A tall d’exemple i endinsant-nos
una mica més en la qiiestié analiti-
ca, esrecullen ales taules 112 les da-
des de tres fabricants diferents de

Taura 1. Comparativa de kits de detecci6 de cacauet

kits ELISA per ala deteccid ila quan-
tificacié de presencia de cacauet i
llet en aliments, respectivament.

Podem observar clarament I'ab-
soluta heterogeneitat dels princi-
pals parametres de 'assaig, aixo és,
la molecula detectada (anticos),
I'expressio de resultats (estandard) i
les quantitats minimes quantifica-
bles (LOQ).

Per exemple, a la taula 1 (kits de
deteccio de cacauet), els fabricants
B i Cno analitzen la mateixa prote-
ina, amb la qual cosa els resultats no
seran comparables. En aquest cas
concret, les dues proteines citades
no tenen el mateix comportament
pel que fa a la seva resisténcia al
tractament termic, i la seva analisi
en producte acabat pot portar a re-
sultats molt dispars, si bé ambdds
assaigs tracten de detectar presen-
cia de cacauet en productes ali-
mentaris.

A més, I'expressio de resultats
és variable en funci6 del fabricant.
Aixi, es pot veure que el fabricant A
utilitza un limit expressat en mil-
ligrams de cacauet i el C, en mil-li-
grams de proteina de cacauet, per
no parlar del B, que utilitza com a re-

Fabricant A Fabricant B Fabricant C

Anticos Policlonal especific de Policlonal especific Especific d’Ara h2
proteines de cacauet de Conarachina (Ara h1)
(incloses Ara h1,Ara h2)

Estandard Extracte de cacauet Conarachina purificada Proteina de cacauet
en solucié aquosa

LOQ 2,5 mg/kg de cacauet 1 mg/kg de NIST SRM2387 1 mg/kg de proteina

mantega de cacauet

de cacauet
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Taura 2. Comparativa de kits de detecci6 de llet

Fabricant A Fabricant B Fabricant C
Anticos Caseina bovina B-lactoglobulina B-lactoglobulina ?
(B-L+CAS?)
Estandard Llet en pols B-lactoglobulina B-lactoglobulina Llet en pols desnatada
desnatada en solucié en solucié
LOQ 1 mg/kg de lleten pols 0,1 mg/kg 0,2 -5 mg/kg 2,5 mg/kg de llet

de b-lactoglobulina
(segons matriu)

de b-lactoglobulina

en pols desnatada

ferencia un producte acabat, com
ara una mantega de cacauet. Utilit-
zar, doncs, la frase «El meétode ha de
detectar menys d’'1 ppm (mg/kg)»
és, en aquest cas, clarament insufi-
cient, ates que s’hauria d’especificar
«1 ppm (mg/kg) de que?».

Enel casdelalletiels seus al-ler-
gens, la situacio és més complexa, ja
que ens trobem davant de dos tipus
de fraccions proteiques al-lergeni-
ques, les lactoglobulines i les casei-
nes, i també de la lactosa, que esta
igualment inclosa entre les substan-
cies a declarar en I'etiquetatge dels
productes. La primera pregunta ha
de ser: que volem analitzar? Caseina,
lactoglobulina o lactosa? Les dues
primeres si poden detectar-se i
quantificar-se mitjancant la tecnica
ELISA, pero no la tercera, per a la
qual haurem d’optar per un metode
cromatografic o enzimatic.

Respecte a les dades recollides a
la taula 2, hi detectem des de falta
d’'informaci6 de la o les proteines
detectades (fabricant C) fins a
I'existencia, en el cas del fabricant A,

d'un kit per a cada allergen i
I'expressio de resultats, en un cas en
mg/kg del mateix al-lergen i en I'altre
en mg/kg de llet en pols.

Es, doncs, necessari disposar en
tot moment de la informaci6 clara i
concisa del que s’esta analitzant, ja
que, si no, podem arribar a situa-
cions incongruents en les quals
s'estiguin comparant resultats que
formalment tenen el mateix objectiu
analitic, pero els analits dels quals
(molecules detectades) siguin dife-
rents.

En contraposicié amb aquesta si-
tuacio, podem destacar el cas de
I'analisi de gluten (al-lergen del blat).
Per la incidencia de la malaltia celia-
ca, és potser I'al-lergen que s’analitza
de manera més habitual des de fa
més temps, i aixo fa que, almenys a
Espanya, existeixi un «consens» sobre
l'anticos i 'estandard a utilitzar. Es
tracta de I'anticos R5, desenvolupat i
patentat pel doctor Méndez de la
Unitat de Gluten del Centro Superior
de Investigaciones Cientificas, i de
I'estandard certificat del Prolamin

Les tecniques analitifues per a la
deteccio d'al-lergens es trohen
en ple desenvolupament, pero
existeix una necessitat real
i urgent d homogeneitzacio
de criteris, tecniques i estandards

Working Group. Aquest metode ana-
litic, a més, ha estat adoptat, després
de llargs anys de discussions, per la
Comissi6 de Metodes del Codex Ali-
mentarius, donant-se per primera
vegada «oficialitat» a un metode de
deteccié d’al-lergens. I, tanmateix,
I'anticos R5 també té els seus detrac-
tors, i als Estats Units o en alguns pai-
sos del nord d’Europa no gaudeix
del reconeixement unanime de la
comunitat cientifica.

CONCLUSIONS

Les tecniques analitiques per ala de-
teccié d’al-lergens es troben en ple
desenvolupament, pero existeix una
necessitat real i urgent d’homoge-
neitzacié de criteris, tecniques i es-
tandards. Es tracta d'una tasca ardua
i dificil, atesa la gran variabilitat amb
que les al-lergies afecten a la pobla-
cié. I des del punt de vista dels as-
saigs analitics que trobem al mercat,
també és evident que una unificacio
de parametres pot arribar a ser difi-
cilment compatible amb el desen-
volupament de noves tecniques o
nous anticossos en 'ambit indus-
trial per part de les empreses fabri-
cants.

Tota aquesta situacio porta a la
necessitat de disposar sempre de
personal expert i de I'assessorament
de tecnics especialistes per poder
planificar amb eficacia, eficiencia i
rigor els controls que han de per-
metre controlar la presencia d’al-ler-
gens en productes alimentaris i fa-
cilitar aixi, als individus afectats, un
major control de la seva alimentacio
i, en definitiva, una major seguretat
alimentaria.
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