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                Métodos Analíticos
   Hay diferentes técnicas utilizadas para la detección de gluten en los
   alimentos:
   Ensayo inmunoenzimático ELISA
   Consiste en un ensayo basado en el principio inmunológico del
   reconocimiento y unión de los anticuerpos a las moléculas que
   reconocen como extrañas (antígeno).
   En el caso de la detección del gluten se utilizan anticuerpos que
   reconocen fragmentos presentes en las proteínas del gluten (antígeno).
   En este ensayo se produce una unión del anticuerpo al antígeno sobre
   una superficie a la que previamente el anticuerpo o el antígeno se ha
   unido. Alguno de los componentes del ensayo se encuentra unido a una
   enzima que catalizará la formación de un producto coloreado, que podrá
   ser cuantificado mediante la medida de la luz absorbida por dicho
   compuesto (espectrofotometría).
   Existen 2 tipos de ensayos ELISA:
     * 
       Ensayo tipo sándwich: se utilizan 2 anticuerpos, el anticuerpo
       primario y el anticuerpo secundario, unido a la enzima. En este
       ensayo se establece la unión directa del gluten a los dos
       anticuerpos, quedando el antígeno “atrapado” entre ambos.
     * 
       Ensayo competitivo: se incuba la muestra con el anticuerpo para
       después añadir esta preparación sobre una superficie recubierta de
       antígeno de tal forma que se une a la superficie el anticuerpo
       libre no unido al gluten de la muestra.
   Finalmente, se detecta la cantidad de anticuerpo libre. Cuanto más
   anticuerpo libre es detectado, menos cantidad de gluten contiene la
   muestra.
   Métodos de detección:
     * 
       Skerrit: el método detecta prolaminas del trigo y centeno
       resistente a alta temperatura.
     * 
       R5: basado en el anticuerpo R5, que reconoce un fragmento de 5
       aminoácidos ampliamente repetido en el gluten. Este método permite
       la detección de gluten de trigo, centeno y cebada, incluso después
       del tratamiento de los alimentos con calor. Para detectar gluten
       de avena se ha desarrollado un ensayo Elisa específico para avena.
       La sensibilidad de este método es de 3 ppm de gluten. Este método
       esta recomendado por el Codex Alimentarius por ser el que da mayor
       grado de fiabilidad en lo que respecta a la cuantificación e
       identificación de la estructura del analito.
   Puntos fuertes: simple en su realización, rápido, económico, alta
   sensibilidad, no produce reacciones cruzadas frente a prolaminas no
   tóxicas de maíz o arroz
   Puntos débiles: pueden producirse falsos negativos cuando se
   desnaturalizan las proteínas por cambios de presión, temperatura o
   concentración de sales.
   PCR
   Consiste en la obtención de múltiples copias de un fragmento
   específico de ácido desoxirribonucleico (ADN).Mediante PCR se puede
   detectar gluten de manera indirecta.
   Puntos fuertes: sensibilidad muy alta en la detección del ADN, permite
   identificar la especie de la que proviene el gluten presente, muy útil
   para identificar el origen de una contaminación cruzada.
   Puntos débiles: se requiere tiempo y personal cualificado en el
   análisis, técnica indirecta para detectar el gluten ( no cuantifica la
   presencia de gluten)
   WESTERN BLOT
   Consiste en un inmunoensayo diseñado para detectar proteínas en
   muestras complejas. Consta de varias etapas y normalmente se utiliza
   como prueba confirmatoria de los resultados de un ELISA cuando se
   detecta presencia de gluten.
   Puntos fuertes: altamente específico y sensible, adecuado para
   determinar el contenido de gluten en alimentos crudos y procesados.
   Puntos débiles: método lento, se requiere formación y especialización
   adecuada de los analistas.
   ESPECTROMETRÍA DE MASAS
   Se utiliza para medir la masa molecular de compuestos químicos o
   biológicos, deducir datos estructurales e identificarlos. Esta técnica
   puede aplicarse a la detección de gluten en extractos de cereales.
   Puntos fuertes: rapidez, reproducibilidad, precisión.
   Puntos débiles: instrumentación compleja, equipamiento costoso, no es
   una técnica cuantitativa, etc
   CROMATOGRAFÍA
   Método físico de separación, en el que los componentes se distribuyen
   en dos fases, la fase móvil y la estacionaria. Se puede detectar la
   presencia de gluten y cuantificar su concentración.
   Puntos fuertes: gran capacidad para la separación de distintos
   péptidos
   Puntos débiles: se requiere mucho tiempo, difícil de automatizar para
   muchas muestras
   TIRAS INMUNOCROMATOGRÁFICAS
   Es un método muy sencillo y rápido. El gluten debe extraerse de la
   muestra del alimento utilizando una disolución de extracción. Después
   de la extracción, la muestra se aplica sobre la tira, donde se
   encuentran los anticuerpos que reconocen el gluten unidos a esferas
   coloreadas de látex. El gluten unido a estos anticuerpos se desplaza a
   través de la tira en un proceso cromatográfico de separación.
   Las tiras permiten detectar el gluten sin necesitar complejo material
   de laboratorio. La detección ofrece un resultado positivo o negativo
   para el gluten pero no permite conocer su concentración.
   Puntos fuertes: método muy sencillo, rápido, interpretación visual.
   Puntos débiles: no permite conocer la concentración de gluten en la
   muestra.
   LABORATORIOS QUE UTILIZAN EL R5 ELISA
   LABORATORI DE L’AGÈNCIA DE SALUT PÚBLICA DE BARCELONA
   Edifici Peracamps
   Av. De les Drassanes, 13
   08001 Barcelona
   Tel. 934 439 400
   Fax. 934 430 611
   www.aspb.es
   [email protected]
   LABORATORIO DE DIAGNÓSTICO GENERAL
   ==================================
   Comte Borrell 111, baixos
   08015 Barcelona
   Tel. 932 384 175 – 932 173 840
   Fax. 932 388 035 – 934 151 044
   www.ldggrup.net
   LABORATORIOS DR. ECHEVARNE
   ==========================
   Provença 312, Baixos
   08037 Barcelona
   Tel. 935 040 100
   Fax. 932 154 838
   [email protected]
   www.echevarne.com
   CEINAL S.A.
   Longitudinal 8, nº 26
   Mercabarna
   08040 Barcelona
   Tel. 932 632 454
   Fax. 932 632 646 / 932.632.646
   www.ceinal.com
   [email protected]
   BIOTECNAL
   =========
   Cabrera 9-11
   Pol. Ind. Sudoeste
   08192 Sant Quirze del Vallès (Barcelona)
   Tel. 93 721 12 55
   Fax. 93 721 12 53
   [email protected]
   IMBIOSIS S.L.
   Marconi 1 – Parque Tecnológico de Madrid
   28760 Tres Cantos, Madrid
   Tel. 91 804 92 64
   Fax. 91 804 92 63
   www.imbiosis.com
   NEOTRON SpA
   Oriol Biosca Bou
   Tel. 661 38 94 36
   [email protected]
   LABORATORIOS QUE VENDEN LOS KITS PARA EL R5 ELISA
   -------------------------------------------------
   INGENASA
   ========
   Hnos García Noblejas 39, 8ª
   28037 Madrid
   Tel. 913 680 501
   Fax. 914 087 598
   www.ingenasa.es
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