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(B) SDS-PAGE and Western Blot analysis of the supernatant from one selected clone
transformed with pMJA302 (line 1, single domain antibody fragment MW ~ 15 kDa)
and the scFv used as positive control (line 2, single-chain antibody fragment
MW ~30 kDa). The PVDF membrane was revealed with a rabbit polyclonal

Figure 4. Bar charts and pictures illustrating the expression levels of the P. pastoris transformed
clones. (A) Luminescence signals obtained from the supernatants of 24 induced clones
transformed with the Lucia expression vectors (pMJA311 and pMJA312) and 24
induced clones transformed with the red fluorescent proteins (RFP) expression vectors
as negative control. (B) Picture of flasks exhibiting coloured cells after the induction
of two different clones transformed with the expression vectors of the red (mCherry)
and orange (DsRed-Express2) fluorescent proteins. (C) Comparison of the fluorescence
signals obtained for the supernatants and cell cultures of 24 induced clones
transformed with the mCherry expression vectors (pMJA304 and pMJA309).
(D) Comparison of the fluorescence signals obtained for the supernatants and cell
cultures of 24 induced clones transformed with the DsRed-Express2 expression vectors
(PMJA313 ANA PMJASTA).coooeerrieeerrirneserrissseessissssessisssssssissessssasssssssasssssssasssssssanssssssanssssssansssssssnessssssnessssssssesses 150

Figure 5. (A) SDS-PAGE and Western Blot analysis of Ni-column purified supernatant from one
selected clone transformed with pMJA304: (lines 1-6) different fractions of the purified
dAb8E-mCherry (MW~37.7 kDa), (line 7) flow-through of the column and (line 8) PBS.
The PVDF membrane was revealed with a rabbit polyclonal anti-HisTag-HRP
antibody. (B) Picture of a glass vial containing the purified dAbS8E-mCherry protein
and a representative image of the structure of this kind of chimeric nanobodies
(Rothbauer et al,, 2006). (C) Amino acid sequence of the dAb8E-mCherry recombinant
protein. Red amino acids in bold correspond to the peptides identified by
MALDI-TOF/TOF mass spectrometry and the underlined amino acids correspond to
the complementary determining regions of the variable domain of the heavy chain
(CDR1-3) in the dAb sequences according to IMGT system. (D) ELISA analysis of
two-fold PWG-gliadin serial dilutions by means of the purified dAb8E-mCherry
revealed with the anti-HiSTAG-HRP ANEIDOAY. .....ceerreerrreerossirissirisssirisssesisssesisssessssesisssssinssssinssssanssssans 151

Figure 6. Scheme of the site-directed mutagenesis of the pMJA304 plasmid to remove the
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Figura 14.  Representacion esquemdtica de la regién del ADN ribosémico en especies vegetales.
Se muestra la repeticién en tdndem dentro de un determinado locus cromosémico
de las regiones codificantes (18S-5.85-26S), separadas dentro de un mismo bloque
por los espaciadores internos de la transcripcion (ITS1 e ITS2) y entre bloques
mediante la regién espaciadora intergénica (IGS) (adaptada de Poczai et al,. 2010).
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Resumen

UTILIZACION DE TECNICAS GENETICAS Y ANTICUERPOS RECOMBINANTES PARA LA
DETECCION DE ALERGENOS ALIMENTARIOS DE ORIGEN VEGETAL

El correcto etiquetado de los alimentos es un elemento fundamental para garantizar la
seguridad alimentaria y prevenir los fraudes comerciales. En este marco, el Reglamento (CE)
178/2002 reconoce a los consumidores el derecho a estar debidamente informados respecto
alos alimentos que adquieren para que puedan elegir con conocimiento de causa los productos
adecuados a sus necesidades. Este hecho se hace especialmente relevante en el caso de
personas que sufren algun tipo de alergia alimentaria dado que, en estos individuos, incluso
pequefias cantidades del alérgeno pueden desencadenar una reaccidén adversa severa. Para
proteger alos consumidores alérgicos, el Reglamento (UE) 1169/2011 establece un total de 14
grupos de ingredientes que obligatoriamente deben declararse en el etiquetado de los
productos que los contengan por ser los causantes de una elevada parte de las reacciones
alérgicas humanas. Para dar cumplimiento a estas normativas, las industrias y agencias
encargadas de la seguridad alimentaria deben disponer de técnicas analiticas sensibles y
especificas para identificar aquellos alérgenos que puedan estar presentes, tanto de forma

voluntaria como accidental, en los productos alimenticios.

Las metodologias mas extendidas para la deteccidn de alérgenos en alimentos se basan en
el analisis del ADN o de las proteinas. Entre las primeras, las técnicas de PCR (reaccién en
cadena de la polimerasa) en tiempo real con sondas especificas son las mas empleadas debido
a su rapidez, especificidad y sensibilidad. Por otra parte, destacan también técnicas como la
amplificacion dependiente de ligasa de multiples sondas (MLPA) que permiten la detecciéon
simultdnea de varias dianas, si bien su desarrollo y aplicacién al andlisis de alérgenos
alimentarios es atin escasa. Con relacion a los métodos basados en el analisis de proteinas, los
ensayos de inmunoabsorcién ligados a enzimas (ELISA) tienen una amplia aceptacion debido
a su rapidez, sencillez, sensibilidad y capacidad de automatizacion. No obstante, la mayoria
presentan los inconvenientes inherentes a la utilizacion de anticuerpos producidos en
animales de experimentacién. En este sentido, el desarrollo de inmunoensayos basados en
anticuerpos recombinantes que no dependen de inmunizaciones in vivo es aun incipiente y
proporciona una novedosa y prometedora alternativa para la deteccion de alérgenos

alimentarios.
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Teniendo en cuenta estos aspectos, en esta Tesis Doctoral se han empleado diferentes
metodologias, genéticas e inmunolégicas, para la deteccién de especies vegetales con potencial
alergénico en alimentos. En primer lugar, se ha abordado el desarrollo de dos sistemas de
MLPA para la deteccién simultanea de girasol, amapola, lino, sésamo y soja (MLPA de semillas)
y de cereales de declaracién obligatoria en el etiquetado de alérgenos: trigo, cebada, centeno y
avena (MLPA de cereales). Asimismo, se ha desarrollado una técnica de PCR en tiempo real con
sondas de hidroélisis Tagman para la deteccion conjunta de las tres principales especies de
cereales con gluten (trigo, cebada y centeno). Por ultimo, empleando la tecnologia de phage
display, se ha disefiado una nueva estrategia para la obtencién de anticuerpos recombinantes
que puedan emplearse en técnicas de ELISA para la deteccién de gluten en alimentos. Ademas,
haciendo uso de las ventajas de esta tecnologia, se han obtenido vectores de expresion para la
produccion en la levadura Pichia pastoris de los anticuerpos recombinantes frente al gluten
fusionados a proteinas con propiedades luminiscentes con el fin de desarrollar nuevas

metodologias analiticas basadas en las propiedades inherentes de estos anticuerpos.

A continuacién se resumen los principales resultados obtenidos tras la consecucién de los

objetivos mencionados:

(1) El sistema MLPA de semillas, disefiado en la region espaciadora interna de la
transcripcién (ITS) del ARN ribosémico (ARNr) de girasol, amapola, lino, sésamo y soja,
demostré un adecuado potencial para la deteccién multiple y especifica de ADN procedente de
estas especies vegetales. El andlisis de una matriz alimentaria enriquecida con diferentes
concentraciones de las especies de interés y tratada a 180 °C/10 min, permitié establecer el
limite de deteccién (LOD) de la técnica en 10 mg/kg. La aplicabilidad del sistema de MLPA se
corrobor6 mediante el analisis de 56 productos comerciales y la posterior confirmacién de los
resultados por PCR en tiempo real, evidenciando la presencia de una o mas especies

alergénicas no declaradas en un 35,7 % de las muestras analizadas.

(2) El sistema MLPA de cereales, disefiado en la region ITS del ARNr de avenay cebada, y en
los genes de la glutenina de bajo peso molecular del trigo y la w-secalina de centeno, consigui
la deteccion simultanea y especifica de ADN procedente de diferentes cultivares de las especies
de interés. El LOD de la técnica se establecid en este caso en 50 mg/kg, tras el analisis de una
matriz alimentaria enriquecida con diferentes concentraciones de las especies diana y tratada
a 180 °C/10 min. El analisis de 40 productos comerciales y la confirmacidn de los resultados
mediante PCR en tiempo real, corroboro la adecuada aplicabilidad de la técnica, que evidenci6

la presencia de cereales alergénicos no declarados en un 25 % de las muestras analizadas.
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(3) El sistema de PCR en tiempo real disefiado en la regién ITS del ARNr para la deteccién
de cereales con gluten, permiti6 la amplificacion especifica de trigo, cebada y centeno con una
eficiencia homogénea para todos los cultivares analizados. El analisis de una mezcla binaria de
harina de maiz enriquecida con diferentes concentraciones de un homogeneizado de las tres
especies de cereales (wheat/barley/rye mixture, WBRm) indicé que la sensibilidad de la técnica
dependia de la intensidad del tratamiento térmico aplicado a las muestras. Por tanto, el LOD
del ensayo se estableci6 en el intervalo de 10-50 mg/kg de WBRm, equivalente a una
concentracion teoérica de gluten de 1-5 mg/kg. La aplicabilidad del método de PCR en tiempo
real se demostro mediante el analisis de 220 productos comerciales y la posterior validacion
de los resultados obtenidos empleando el inmunoensayo oficial de ELISA basado en el
anticuerpo R5 para la determinacion de gluten en alimentos. El sistema de PCR desarrollado,
fundamentado en la seleccién de dos valores umbrales de Cp, permitié la discriminacion
cualitativa de alimentos con niveles de cereales con gluten potencialmente peligrosos para los

consumidores sensibles (Cp < 26) y alimentos libres de gluten (Cp > 33).

(4) El cribado de una genoteca no inmune de anticuerpos de dominio dnico (dAbs) mediante
seleccion por afinidad frente a un péptido sintético con repeticiones aminoacidicas presentes
en las prolaminas del gluten, permitio el aislamiento de dos fago-anticuerpos (dAb8E y dAb4B)
especificos para la deteccion de gluten procedente de trigo, cebada y centeno. El
fago-anticuerpo dAb8E mostré las mejores cualidades para ser empleado como sonda de
afinidad para el andlisis de gluten en alimentos mediante ELISA. EI LOD fue de 0,01 pg/mL
cuando se analizaron diluciones seriadas del estandar de gliadina-PWG (Prolamin Working
Group) y de 0,15 mg/g al analizar mezclas binarias de WBRm en una matriz de harina de arroz.
Estos resultados evidenciaron el potencial de la técnica de ELISA basada en el fago-anticuerpo
dAbSE para la detecciéon de gluten en alimentos hasta una concentracion de 20 mg/kg. El
andlisis comparativo de 50 productos comerciales mediante el inmunoensayo desarrollado y
el ELISA comercial basado en el anticuerpo R5, mostré una buena correlacién entre los

resultados obtenidos por ambas técnicas.

(5) Las secuencias codificadoras de los anticuerpos recombinantes especificos de gluten
(dAb8E y dAb4B) se clonaron exitosamente en vectores de expresion para ser producidos en
P. pastoris como proteinas de fusién a tres proteinas con propiedades luminiscentes: la
luciferasa Lucia y las proteinas rojas fluorescentes mCherry y DsRed-Express2. La induccién
de clones de P. pastoris transformados con las diferentes construcciones genéticas indic6é que

esta levadura es capaz de secretar anticuerpos funcionales fusionados a la proteina mCherry,



Resumen

a diferencia de los anticuerpos quiméricos dAb-DsRed-Express2 que parecen retenerse en el

interior celular.

El andlisis de los resultados obtenidos evidencia que las técnicas propuestas en esta Tesis
Doctoral ofrecen un enorme potencial para la detecciéon de alérgenos alimentarios. Las
metodologias genéticas desarrolladas poseen una especificidad y sensibilidad adecuadas para
garantizar el cumplimiento de las normas de etiquetado vigentes en la Unién Europea y
mejorar la trazabilidad y autenticidad de los productos comercializados. Asimismo, la
estrategia de obtencién de fragmentos de anticuerpos a partir de genotecas de fagos
recombinantes y su posterior modificacion funcional mediante la fusion genética con proteinas
luminiscentes, se presenta como una potente herramienta en el desarrollo de métodos
inmunolégicos para la deteccién de gluten en alimentos evitando el empleo de animales de

experimentacion.
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USE OF GENETIC TECHNIQUES AND RECOMBINANT ANTIBODIES FOR DETECTION OF
PLANT FOOD ALLERGENS.

Correct food labelling is a critical element to ensure food safety and prevent commercial
fraud. In this framework, Regulation (EC) 178/2002 recognises consumer’s right to be
well-informed about the food they purchase so that they can choose the products that best
meet their needs. This fact is especially relevant for people suffering from food allergies since
in these individuals even small amounts of the allergen can trigger a severe adverse reaction.
To protect allergic consumers, Regulation (EU) 1169/2011 establishes a total of 14 groups of
ingredients that must be declared on the labelling of foodstuffs, as they are responsible for a
high proportion of human allergic reactions. To comply with these regulations, industries and
food agencies must be provided with sensitive and specific analytical techniques to identify

those allergens that may be voluntarily or accidentally present in food products.

The most widespread methodologies for detection of allergens in foods are based on DNA
or protein analysis. Among DNA-based techniques, real-time PCR (polymerase chain reaction)
with specific probes are the most commonly used due to their speed, specificity and sensitivity.
In addition, techniques such as multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA) that
allow simultaneous detection of several targets are also of particular interest, although their
development and application to food allergen analysis is still scarce. With regard to
protein-based methods, enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA) are widely accepted
due to their speed, simplicity, sensitivity and automation capacity. However, most show the
inherent drawbacks of employing antibodies raised in animals. In this sense, the development
of immunoassays based on recombinant antibodies that do not depend on in vivo
immunizations is still incipient and provides a novel and promising alternative for the

detection of food allergens.

Considering these aspects, different genetic and immunological methodologies have been
employed in this Doctoral Thesis for detection of plant species with allergenic potential in
foods. Firstly, the development of two MLPA systems has been addressed for the simultaneous
detection of sunflower, poppy, flaxseed, sesame and soy (“seeds MLPA”) and allergenic cereals
requiring mandatory labelling: wheat, barley, rye and oats (“cereals MLPA”). In addition, a real-
time PCR with Tagman hydrolysis probes has been developed for the concurrent detection of
the three main gluten-containing cereal species (wheat, barley and rye). Finally, by means of

phage display technology, a new strategy has been designed to produce recombinant
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antibodies that can be used in ELISA techniques for the detection of gluten in foods. Moreover,
taking advantage of this technology, expression vectors have been obtained for production of
recombinant antibodies against gluten fused to proteins with luminescent properties in the
yeast Pichia pastoris in order to develop new analytical methodologies based on the inherent

properties of these antibodies.

The main results obtained in relation to the above mentioned objectives are summarised

below:

(1) The seeds MLPA system, designed in the internal transcribed spacer (ITS) region of the
ribosomal RNA (rRNA) of sunflower, poppy, flaxseed, sesame and soy, demonstrated an
adequate potential for the multiple and specific detection of DNA from these plant species. The
analysis of a food matrix enriched with different concentrations of the target species and
treated at 180 °C/10 min, allowed to establish the limit of detection (LOD) of the method in
10 mg/kg. The applicability of the MLPA system was corroborated through the analysis of 56
commercial food products and the subsequent confirmation of the results by real-time PCR,
evidencing the presence of one or more undeclared allergenic species in 35,7 % of the analysed

samples.

(2) The cereals MLPA system, designed in the rRNA ITS region of oats and barley, and in the
genes of the low molecular weight glutenin of wheat and the w-secaline of rye, allowed
simultaneous and specific detection of DNA from different cultivars of the target species. In this
case, the LOD of the technique was established at 50 mg/kg, upon analysis of a food matrix
enriched with different concentrations of the target species and treated at 180 °C/10 min. The
analysis of 40 commercial food products and the validation of the results by real-time PCR
confirmed the adequate applicability of the technique, which evidenced the presence of

undeclared allergenic cereals in 25 % of the analysed samples.

(3) The real-time PCR system designed in the rRNA ITS region for detection of the main
gluten containing-cereals, allowed the specific amplification of wheat, barley and rye with a
homogeneous efficiency for all the tested cultivars. The analysis of a maize-based binary
mixture spiked with different concentrations of a mixture of the three cereal species
(wheat/barley/rye mixture, WBRm) indicated that the sensitivity of the technique was affected
by the intensity of the heat treatment applied to the samples. Therefore, the LOD of the assay
was established in the range of 10-50 mg/kg of WBRm, content which could be theoretically
equated to 1-5mg/kg of gluten. The applicability of the real-time PCR method was
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demonstrated through the analysis of 220 commercial food products and the subsequent
validation of the obtained results using the official R5-ELISA immunoassay for gluten
determination in foods. The developed real-time PCR system, based on the selection of two Cp
threshold values, allowed qualitative discrimination of foods with potentially harmful levels of

gluten-containing cereals for sensitive consumers (Cp < 26) and gluten-free foods (Cp > 33).

(4) The screening of a naive single-domain antibody (dAb) library against a synthetic
peptide of amino acid repeats present in the gluten prolamins, enabled the isolation of two
phage antibodies (dAb8E and dAb4B) specific for detection of gluten from wheat, barley and
rye. The phage-antibody dAb8E exhibited the most suitable attributes to be used as affinity
probe for the analysis of gluten in foods by ELISA. The LOD was 0.01 pg/mL when analysing
serial dilutions of the PWG (Prolamin Working Group)-gliadin standard and 0.15 mg/g of
WBRm when rice based binary mixtures were tested. These results highlighted the potential
of the ELISA methodology based on the antibody dAb8E-phage for the detection of gluten in
foods up to a concentration of 20 mg/kg. Comparative analysis of 50 commercial food products
by means of the developed immunoassay and the commercial ELISA based on R5 antibody,

showed a good correlation between the results obtained by both techniques.

(5) The coding sequences of the gluten-specific recombinant antibodies (dAb8E and dAb4B)
were successfully cloned into expression vectors to be produced in P. pastoris as fusion
proteins to three proteins with luminescent properties: the luciferase Lucia and the red
fluorescent proteins mCherry and DsRed-Express2. The induction of P. pastoris clones
transformed with the different genetic constructs indicated that this yeast is able to secrete
functional antibodies fused to the mCherry protein, as opposed to the dAb-DsRed-Express2

chimeric antibodies that seem to be retained inside the cell.

Analysis of the results obtained demonstrates that the techniques proposed in this work
possess significant potential in the field of food allergen detection. The developed genetic
methodologies provide adequate specificity and sensitivity to ensure compliance with
European labelling rules and to improve traceability and authenticity of marketed products.
Likewise, the production of antibody fragments from recombinant phage libraries and their
subsequent functional modification through genetic fusion with luminescent proteins is
proposed as a powerful tool in the development of immunological methods for the detection

of gluten in foods avoiding the use of experimental animals.
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L EXPOSICION GENERAL DEL PROBLEMA A INVESTIGAR

El aumento en la incidencia de diversas reacciones adversas a los alimentos observado en
las ultimas décadas conlleva una importante preocupacidn, tanto para la poblacién general
como para la industria alimentaria y las autoridades sanitarias. En este sentido, el diagndstico
cada vez mas frecuente de alergias e intolerancias alimentarias, ha reforzado la importancia de
verificar la autenticidad y el correcto etiquetado de los alimentos. Por ello, para proteger a los
consumidores sensibles es especialmente importante asegurar la trazabilidad de todos los
ingredientes empleados en la preparacién de un alimento y su declaracién en un etiquetado
veraz y libre de ambigiiedades, sobre todo en el caso de los componentes potencialmente

alergénicos.

Debido a que en la actualidad no existe tratamiento para la mayoria de las reacciones de
hipersensibilidad a los alimentos, la principal medida de control consiste en evitar la
exposicidn involuntaria de los consumidores sensibles a los alérgenos alimentarios. Desde la
implantacion del Reglamento (UE) 1169/2011, que establece la obligatoriedad de declarar los
ingredientes recogidos en su Anexo II, la informacién disponible en el etiquetado de los
alimentos relativa a los alérgenos ha mejorado significativamente. Sin embargo, no siempre es
facil garantizar la ausencia de un determinado ingrediente alergénico, ya que en ocasiones éste
puede estar presente en el alimento de manera accidental y, como consecuencia, no aparecer
reflejado en el etiquetado. En este sentido, el tltimo informe anual de la Comisién Europea
sobre el Sistema de Alerta Rapida para Alimentos y Piensos (RASFF) mostr6 un preocupante
numero de notificaciones por la presencia de alérgenos alimentarios ocultos, entre los que la
leche, el gluten, la soja y los frutos de cascara son los mas frecuentemente comunicados. La
industria y las autoridades competentes se enfrentan, por tanto, al reto de asegurar una gestion
adecuada del riesgo de alergenicidad en toda la cadena alimentaria, desde los ingredientes
hasta los productos comercializados. En este escenario, la Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria (EFSA) considera una linea prioritaria de actuacion la investigacién en métodos
fiables de deteccién y cuantificacién de componentes alergénicos en los alimentos, tanto
aquellos de declaraciéon obligatoria como otros alérgenos emergentes que también pueden

causar reacciones graves en consumidores sensibles.

Teniendo en cuenta las consideraciones anteriores, en la presente Tesis Doctoral se han
abordado los siguientes objetivos: (1) desarrollo de metodologias de MLPA para la deteccién
simultdnea de especies vegetales como girasol, amapola, lino, sésamo, soja y cereales de
declaracién obligatoria (trigo, cebada, centeno y avena) en alimentos; (2) desarrollo de una
técnica de PCR en tiempo real para la deteccion conjunta de ADN procedente de los principales

cereales con gluten (trigo, cebada y centeno) en alimentos; (3) puesta a punto de una estrategia
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de seleccién de fago-anticuerpos recombinantes para la deteccién de gluten en alimentos a
partir del cribado mediante phage display de una genoteca de fagos comercial; y (4) obtencion
de vectores de expresién para la produccién, empleando como sistema de expresién la
levadura P. pastoris, de anticuerpos recombinantes con propiedades luminiscentes frente al

gluten.

Para llevar a cabo los objetivos mencionados ha sido necesaria la consecucién de los

siguientes objetivos especificos:

OBJETIVO 1. Empleo de técnicas de MLPA para la deteccién maultiple en alimentos de
especies vegetales alergénicas como girasol, amapola, lino, sésamo y soja (MLPA de semillas)
y cereales de declaracion obligatoria en el etiquetado: trigo, cebada, centeno y avena (MLPA de

cereales).

1.1. Seleccién de marcadores genéticos adecuados y disefio de parejas de hemi-sondas de

hibridacién especificas para cada una de las especies vegetales objeto de estudio.

1.2. Desarrollo de dos sistemas de MLPA (semillas y cereales) empleando las hemi-sondas

disefiadas para la deteccién simultanea de las especies diana en alimentos.

1.3. Evaluacién de la aplicabilidad de las metodologias de MLPA desarrolladas para la
deteccion de los alérgenos de interés en productos comerciales y validacion de los resultados

obtenidos mediate técnicas de PCR en tiempo real.

OBJETIVO 2. Empleo de una técnica de PCR en tiempo real con sondas de hidrélisis
Tagman® para la deteccién conjunta del grupo de los cereales con gluten (trigo, cebada y

centeno) en alimentos.

2.1. Selecciéon de marcadores genéticos adecuados y disefio de cebadores especificos y

sonda de hidrolisis Tagman® para la amplificaciéon conjunta de trigo, cebada y centeno.

2.2. Desarrollo y validacion del sistema de PCR en tiempo real empleando los cebadores y

sonda de hidrdlisis disefiados para la deteccion de las especies diana en alimentos.

2.3. Evaluacion de la aplicabilidad de la técnica de PCR en tiempo real desarrollada para la
deteccion de trigo, cebada y centeno en productos comerciales, y posterior validacion de los
resultados obtenidos con el inmunoensayo oficial de ELISA para la determinacion de gluten en

alimentos.
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OBJETIVO 3. Obtenciéon de fago-anticuerpos recombinantes mediante la tecnologia de
expresion de proteinas heterodlogas en la superficie de fagos (phage display) para su empleo

como sondas de afinidad en técnicas de ELISA para la deteccion de gluten en alimentos.

3.1.Seleccién de fragmentos de anticuerpos de dominio tinico (dAb) mediante phage display
en funcién de su afinidad por un péptido sintético que comprende repeticiones aminoacidicas

presentes en el gluten.

3.2. Caracterizacién de los fago-anticuerpos aislados a través del analisis de sus secuencias
nucleotidicas y seleccién del clon que presente mejores caracteristicas analiticas para detectar

de manera especifica y sensible el gluten presente en trigo, cebada y centeno.

3.3. Evaluacién de la aplicabilidad del fago-anticuerpo seleccionado para su empleo en una
técnica rapida de ELISA para la determinacion de gluten en productos comerciales y posterior
validaciéon de los resultados obtenidos con el inmunoensayo oficial de ELISA para la

determinacién de gluten en alimentos.

OBJETIVO 4. Modificacion funcional de los anticuerpos recombinantes frente al gluten
mediante la obtencién de vectores de expresién para la produccion en la levadura Pichia

pastoris de fragmentos de anticuerpos fusionados a proteinas con propiedades luminiscentes.

4.1. Obtenciéon de vectores de expresion adecuados para la expresion extracelular
empleando P. pastoris de las secuencias de los dAbs especificos de gluten fusionadas
genéticamente a la luciferasa Lucia y a las proteinas rojas fluorescentes mCherry y

DsRed-Express2.

4.2. Induccién de los clones de P. pastoris transformados con las diferentes construcciones
para evaluar la capacidad de secrecion de las proteinas de fusion disefiadas al emplear como

sistema de expresion esta levadura metilotrofica.
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II. 1. REACCIONES ADVERSAS A LOS ALIMENTOS

En las dltimas décadas, la oferta de productos alimenticios disponibles en la dieta de los
paises desarrollados se ha ampliado notablemente. Ello ha determinado un considerable
aumento en la prevalencia de reacciones adversas a los alimentos, término que engloba tanto
a las alergias como a las intolerancias alimentarias, entre otras patologias. Una reacciéon
adversa a un alimento se define como cualquier respuesta clinicamente anormal que puede
atribuirse a la ingestién, contacto o inhalacién de dicho alimento, los derivados del mismo o un
aditivo que lo contenga, cuyo mecanismo puede tener, o no, un componente inmunolégico

(Cianferoni y Spergel, 2009; Montalto et al, 2008; Ruiz-Sanchez et al., 2018).

Los grandes avances en el conocimiento de las reacciones adversas a los alimentos han
promovido diversas iniciativas para unificar la nomenclatura empleada en su denominacion.
La Academia Europea de Alergia e Inmunologia Clinica (EAACI, European Academy of Allergy
and Clinical Immunology) propuso en 2001 una serie de definiciones, revisadas en 2003 por la
Organizacion Mundial de Alergia (WAO, World Allergy Organization) (Johansson et al, 2001;
2004). En esta clasificacion se propone una primera diferenciacién entre reacciones adversas
toxicas y no toxicas (Figura 1). Las primeras estan producidas por alimentos que contienen
toxinas, metales pesados, plaguicidas o sustancias con actividad farmacolégica, entre otros. En
estos casos, a pesar de que la sintomatologia puede variar segtn el individuo, es comin que
afecte a todos aquellos que consuman el alimento si la cantidad ingerida es lo suficientemente
alta. Las reacciones no toxicas se describen bajo el amplio término de hipersensibilidad
alimentaria y dependen de la susceptibilidad individual del consumidor. Cuando la reaccién de
hipersensibilidad estd iniciada por mecanismos inmunolégicos, se conoce como alergia
alimentaria. Por el contrario, la hipersensibilidad no alérgica, cominmente denominada
intolerancia alimentaria, engloba a un conjunto de patologias asociadas con mecanismos muy
diversos de origen no inmunolégico (Besler, 2001; Rosas, 2006; Ruiz-Sanchez et al, 2018). Esta
clasificacién fue asimismo aceptada en 2010 por un panel de expertos del Instituto Nacional de
Alergia y Enfermedades Infecciosas (NIAID, National Institute of Allergy and Infectious
Diseases) (Sicherer y Sampson, 2018).
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REACCIONES ADVERSAS A LOS ALIMENTOS
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Figura 1. Clasificacion de las reacciones adversas a los alimentos (Johansson et al, 2004; Rosas, 2006).

I. 1. 1. Alergia alimentaria

El término de alergia alimentaria recoge a aquellas reacciones adversas a un alimento en las
que se ha comprobado que existe una respuesta inmunitaria implicada en su patogénesis, por
lo que se producen Unicamente en individuos previamente sensibilizados. Se han descrito
diversos factores, tanto genéticos como ambientales, que junto a una serie de caracteristicas
antigénicas de las proteinas alimentarias influyen en el desarrollo de la alergia alimentaria. En
1963, los inmundlogos britanicos Philip G. H. Gell y Robert R. A. Coombs propusieron una
clasificaciéon de las reacciones alérgicas que, a dia de hoy, sigue empleandose (Figura 1). De
este modo, dependiendo de los componentes del sistema inmunitario que inician la respuesta,
pueden darse cuatro tipos de hipersensibilidades: tipo I o inmediata (mecanismo mediado por
inmunoglobulinas IgE), tipo II o citotéxica (mecanismo mediado por inmunoglobulinas IgG e
[gM), tipo III o de inmunocomplejos (mecanismo mediado por complejos inmunitarios
antigeno-IgG/IgM) y tipo IV o retardado (mecanismo mediado por linfocitos T). La
hipersensibilidad no mediada por IgE recoge las reacciones de tipo II, Il y IV. Ademas, ciertas
enfermedades presentan una patogénesis donde intervienen mecanismos mixtos como la
esofagitis y gastroenteritis eosinofilicas, la dermatitis atépica y el asma alérgico (Macias-

Iglesias, 2018; Uzzaman y Komarow, 2013). En todos estos procesos, lo que se produce de
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manera general es una pérdida de la tolerancia a un determinado componente alimentario

(Renzetal, 2017, Ahrens et al., 2016).

Las alergias alimentarias representan un problema de salud publica importante,
particularmente en los paises desarrollados donde se ha observado un paulatino aumento de
su prevalencia a nivel mundial en las altimas décadas (Figura 2) (de la Cruz et al, 2018; Nwaru
etal,2014; Renzetal, 2017). Este hecho es especialmente alarmante en el caso de la poblaciéon
infantil ya que, si bien la prevalencia en adultos es de aproximadamente un 2-4 %, se estima
que alrededor del 6-8 % de los nifios padecen alergias alimentarias y, hasta un 3 %, ha
experimentado complicaciones sanitarias (Gupta et al, 2011; Rona et al, 2007; Taylor-Black y
Wang, 2012; Zuidmeer et al, 2008). Concretamente en Europa, se calcula que alrededor de
20 millones de ciudadanos sufren o han sufrido a lo largo de su vida algin tipo de alergia
alimentaria. El hecho de que la poblacién adulta presente una menor incidencia que la infantil
refleja cémo ciertos individuos acaban desarrollando una tolerancia natural al alimento por
mecanismos que, a dia de hoy, no se conocen del todo (Ahrens et al., 2016). No obstante, cada
vez se comprenden mejor los posibles factores de riesgo cuyo control podria ayudar a prevenir
la alergia a los alimentos en el futuro, como el exceso de higiene, la influencia del microbioma,
la insuficiencia de vitamina D, el menor consumo de dacidos grasos poliinsaturados y
antioxidantes, o el riesgo de retrasar la ingesta de determinados alérgenos en los primeros
meses de vida (Allen y Koplin, 2012; Cochrane et al, 2009; Renz et al, 2017; Sicherer y
Sampson, 2018). Asimismo, las variaciones en la dieta y la modificacién de los métodos de
procesado de los alimentos también podrian ser factores ambientales influyentes en el

desarrollo de alergias alimentarias (EFSA, 2014).

Los alérgenos son sustancias extrafias al organismo que poseen la capacidad de generar una
respuesta inmunoldgica exacerbada. La patogénesis de una alergia alimentaria comienza con
un proceso de sensibilizacion que tiene lugar principalmente a través del tracto
gastrointestinal, aunque en algunas ocasiones se puede producir sensibilizacién por via
pulmonar frente a alérgenos alimentarios que poseen reactividad cruzada con el polen de
algunas plantas (Uzzaman y Komarow, 2013). Practicamente todos los alérgenos que producen
una sensibilizacion a través del tracto gastrointestinal presentan caracteristicas moleculares
que incrementan su estabilidad térmica y su resistencia a la digestion acida o enzimatica
(proteasas). Por el contrario, los alérgenos vegetales relacionados con el polen poseen una
menor estabilidad, por lo que solo inducen sindrome de alergia oral y a menudo pierden su
capacidad inmunogénica con el cocinado. Los alérgenos alimentarios se engloban en un

numero limitado de familias proteicas atendiendo a secuencias de aminoacidos compartidas y
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estructuras tridimensionales conservadas, por lo que frecuentemente una misma familia
comparte la ruta de sensibilizacion. Las principales familias de alérgenos de origen animal son
las tropomiosinas, las caseinas y las parvalbiminas. Por su parte, las especies de origen vegetal
poseen diferentes alérgenos clasificados dentro las siguientes superfamilias: las prolaminas
(que engloban a las proteinas transportadoras de lipidos no especificas, a las albiiminas 2S o
las proteinas inhibidoras de la a-amilasa/tripsina), las cupinas (globulinas 7S y 115), los
homoélogos de Bet v 1 y proteinas de defensa como las proteasa de cisteina (Breiteneder y Mills,

2014; Breiteneder y Radauer, 2004; Villafio et al,, 2012).

-\‘/. i
o _r

g BRI W ... .08 O

Prevalencia de la alergia
alimentaria (tltima década)

] <3%
w 3-59%
6-10 %
>10 % f &  §

Sin datos ,

Figura 2. Diagrama de la prevalencia mundial de la alergia alimentaria (adaptada de Renz et al., 2017).

A pesar de que existe una gran cantidad de sustancias potencialmente alergénicas en los
alimentos (principalmente de naturaleza proteica), el 90 % de las reacciones adversas estan
causadas por un numero reducido de ellos. Se trata de ocho grupos de alimentos conocidos
como “the big eight”: leche de vaca, huevo, pescado, crustaceos, cacahuetes, soja, frutos de
cascaray trigo (Alves et al., 2016). En un estudio reciente realizado en Europa, se describe una
prevalencia en los ultimos afios de entre el 0,1 y el 0,6 % para cada uno de estos grupos de
alimentos, lo que supone una prevalencia global en la poblacién de aproximadamente un 6 %

(Nwaru et al., 2014). En general, la mayoria de nifios alérgicos a la leche, huevo, soja y trigo
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desarrollan tolerancia a estos alimentos durante la primera década de vida, mientras que las
alergias a los frutos de cascara, cacahuete, sésamo, pescado, mariscos y crustaceos, suelen
permanecer en la edad adulta (Savage y Johns, 2015; Sicherer y Sampson, 2018; Waserman et

al,, 2018).

II.1.1.1. Alergia alimentaria mediada por IgE (hipersensibilidad tipo I)

La hipersensibilidad de tipo I esta desencadenada por una respuesta humoral a un antigeno
mediada por inmunoglobulina E. Se trata del tipo de reaccién adversa mas cominmente
asociada con la alergia alimentaria y los sintomas suelen aparecen rapidamente (entre varios
minutos y dos horas tras la ingesta), por lo que también se conoce como hipersensibilidad de
tipo inmediata. Esta reaccién requiere, en cualquier caso, una primera exposicién al alérgeno
capaz de producir la sensibilizacion del individuo, que en muchas ocasiones puede haber sido
asintomatica (Berciano y Caro, 2008; Cianferoni y Spergel, 2009; Sicherer y Sampson, 2018).
Esta primera etapa de sensibilizacién o de induccién comienza con la absorcién del alérgeno a
través del epitelio intestinal, de manera que accede ala mucosa donde se encuentran las células
efectoras del sistema inmunitario. Cuando se produce el contacto con el alérgeno, los
linfocitos B secretan grandes cantidades de IgE especificas que circulan por todo el organismo
a través del torrente sanguineo. Cuando estos anticuerpos se unen a los receptores de alta
afinidad de mastocitos y basoéfilos se considera que estas células se han sensibilizado frente al
alérgeno que ha provocado la produccién de IgE. En el caso de una segunda exposicion al
alérgeno alimentario (o a un epitopo similar presente en otro antigeno), se produce la
denominada fase de provocacién o fase efectora, que induce la degranulaciéon de estos
mastocitos y basoéfilos sensibilizados y la liberacién de mediadores que acttian como sustancias
inflamatorias que desencadenan la reaccion alérgica. En esta fase, se produce la liberacién de
mediadores quimicos preformados como la histamina, triptasa y quimasa, y la sintesis de novo
de mediadores como el factor activador de plaquetas y los metabolitos lipidicos derivados del
acido araquidoénico (leucotrienos, prostaglandinas, etc.). Todo este proceso desencadena en las
diferentes respuestas fisiolégicas de la reaccidén alérgica (vasodilataciéon, aumento de la
permeabilidad vascular, activacién de los nervios nociceptores, etc.) (Cianferoni y Spergel,

2009; Renz et al., 2017).

Las manifestaciones clinicas de la alergia alimentaria inmediata pueden desencadenar
sintomas de diferente severidad que afectan tanto a la piel como a los sistemas respiratorio,
digestivo y cardiovascular (Tabla 1) (Waserman et al., 2018). A excepcién de las migrafias, no

suelen producirse efectos sobre el sistema nervioso central y tampoco es frecuente que
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provoquen asma o rinitis. La aparicidon de estos sintomas no es dosis-dependiente; es decir,
una minima ingesta de la sustancia téxica podria desencadenar los sintomas. Ademas, el nivel
de sensibilidad a un mismo alérgeno puede variar en varios 6rdenes de magnitud en funciéon
de la susceptibilidad individual. En los casos mas severos, el individuo puede sufrir un cuadro
fatal conocido como anafilaxia, que se define como una reaccién de hipersensibilidad grave,
potencialmente mortal, generalizada o sistémica, que suele presentarse dentro de un lapso de
tiempo limitado tras la exposicion al antigeno. La ingesta de cacahuetes esta descrita como la
causa mas comun de muerte por anafilaxia alimentaria, pero también puede deberse al
consumo de otros alimentos como frutos de cascara, soja, sésamo, huevo, marisco y pescados

(Villafio et al., 2012).

El diagnéstico de una alergia alimentaria no suele basarse en una tnica prueba. Entre las
mas utilizadas se encuentran el test por puncion (SPT, skin prick test) y la determinaciéon de
IgEs especificas en el suero de los pacientes, que permiten ademas reconocer frecuentemente
el alimento implicado y el posible mecanismo inmunoldgico subyacente (Berciano y Caro,
2008; Renz et al., 2017; Rosas, 2006; Savage y Johns, 2015). En casos dudosos en los que el
historial del paciente constata la presencia de una alergia alimentaria, también se puede
recurrir a pruebas de provocaciéon oral controladas, dietas de eliminacién de alimentos o
grupos de alimentos y diarios que reflejen la dieta seguida y los sintomas desarrollados

(Sicherer y Sampson, 2014; Soares-Weiser et al., 2014).

A nivel mundial, la mayor prevalencia de alergia alimentaria mediada por IgE se da en
Australia, donde un 10 % de la poblacién infantil ha sido diagnosticada con esta patologia
(Renz et al,, 2017; Sicherer y Sampson, 2018). Sin embargo, otras areas desarrolladas como
Europa y los Estados Unidos tienen una prevalencia poblacional menor, estimada en el
intervalo de 1-5 % (Rosas, 2006). A pesar de ello, se debe tener en cuenta que los estudios
sobre prevalencia son a menudo imprecisos dado que, para permitir una correcta comparativa,
deberian estar basados en metodologias armonizadas como la prueba de provocacién oral
doble ciego controlada por placebo (DBPCFC, double-blind placebo-controlled food challenge)
(Alleny Koplin, 2012; Waserman et al., 2018). En este sentido, existe una clara sobreestimacién
de la prevalencia de la alergia alimentaria, y se calcula que aproximadamente solo un tercio de
las alergias auto-informadas se han confirmado en las pruebas de provocacion oral (Macias-

Iglesias, 2018).
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Tabla 1. Manifestaciones clinicas de las alergias alimentarias (Waserman et al,, 2018).

Hipersensibilidad Hipersensibilidad no

ShES s cnine mediada por IgE mediada por IgE

Dérmicas

Urticaria
Angioedema
Eritema

>

Prurito

MoK X XX
>

Lesiones eccematosas

Respiratorias

Edema laringeo
Rinorrea
Broncoespasmos
Congestion nasal
Tos

MoK X X X X

Disnea
Digestivas
Angioedema

Inflamacidn de la lengua
Vémitos

>

Diarrea

K X X X
>

Dolor

Cardiovasculares

>

Sincope

>

Hipotensién
Taquicardia X

Reacciones generales

>

Anafilaxia

>

Anafilaxia inducida por el ejercicio
Anafilaxia inducida por AINEs, aspirina o X

alcohol

I.1.1.2. Alergia alimentaria no mediada por IgE

Gran parte de las reacciones alérgicas no mediadas por IgE se producen mediante un
mecanismo de hipersensibilidad de tipo IV, donde los linfocitos T son los principales
mediadores de la reaccion inflamatoria. Dado que los sintomas pueden aparecer desde horas
hasta semanas después de la ingesta del alimento, también se conoce como hipersensibilidad

alimentaria retardada, lo que suele dificultar su diagnoéstico. Existen evidencias que sugieren
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que las enfermedades alérgicas gastrointestinales no mediadas por IgE estan fuertemente
asociadas con la disfuncién de la barrera epitelial gastrointestinal (Uzzaman y Komarow,

2013).

Entre los trastornos que abarca este tipo de hipersensibilidad se encuentran principalmente
patologias gastrointestinales, siendo la enfermedad celiaca una de las mas conocidas. Otras
enfermedades gastrointestinales asociadas a este tipo de hipersensibilidad son el sindrome de
enterocolitis inducida por proteinas alimentarias (FPIES, food protein-induced enterocolitis
syndrome), la proctocolitis alérgica, la enteropatia inducida por proteinas alimentarias o la
anemia por deficiencia de hierro inducida por proteinas de la leche de vaca. Ademas, también
se han descrito dentro de este grupo manifestaciones cutdneas como la dermatitis por contacto
y la dermatitis herpetiforme (conocida como la enfermedad celiaca de la piel), y pulmonares
como el sindrome de Heiner. El diagnéstico de estas patologias es mas complejo que el de las
asociadas a la hipersensibilidad mediada por IgE, ya que frecuentemente se requiere de
técnicas invasivas para obtener un diagnoéstico fiable. Por ello, es importante entender los
sintomas que desencadenan los diferentes desordenes clinicos asociados con la alergia
alimentaria (Tabla 1) y normalmente es necesaria la exclusién diagndstica de otras
enfermedades no alérgicas con sintomatologia similar. Ademas, la implicacién de un alimento
concreto en este tipo de alergias solo se puede determinar a través del historial clinico y la
evolucion del paciente en dietas de eliminacion y provocaciéon (Connors et al.,, 2018; Sicherer y

Sampson, 2018).

Aunque pueden producirse por diferentes tipos de alimentos, la mayoria de las reacciones
de hipersensibilidad retardada estan causadas por la leche de vaca, 1a soja, el trigo y el huevo.
Tras su diagnéstico, los pacientes deben eliminar de la dieta el alimento que causa la reaccidn.
Sin embargo, dado que algunas de estas patologias se resuelven en los primeros afos de vida,
en algunos casos se recomienda reintroducir el alimento pasado el tiempo para comprobar si

se ha adquirido tolerancia al mismo (Nowak-Wegrzyn et al., 2015).

II. 1. 2. Hipersensibilidad no alérgica a los alimentos

Comunmente conocida como intolerancia alimentaria, la hipersensibilidad no alérgica a los
alimentos comprende aquellas respuestas adversas a un alimento que se originan por un
mecanismo no inmunolégico. Este tipo de patologias representa un elevado porcentaje de las
reacciones adversas humanas producidas por los alimentos (Montalto et al., 2008; Ortolani y

Pastorello, 2006). Las intolerancias alimentarias pueden ser de tipo farmacoldgico, metabélico
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o de idiosincrasia indeterminada (con mecanismo desconocido o de origen multiple). Una
intolerancia farmacolégica estd causada por una hiperreactividad a sustancias que se
encuentran de manera natural en los alimentos (como histamina, fenilalanina y tiamina),
originando diversas manifestaciones en determinados individuos incapaces de metabolizarlas
correctamente. Las intolerancias metabélicas ocurren cuando el individuo presenta un déficit
de ciertos componentes (generalmente enzimas) necesarios durante el proceso de digestion o
absorcién del alimento. Este es el caso de la conocida intolerancia a la lactosa, que afecta a una
alta proporcién de la poblacién mundial que carece de la enzima lactasa. La sintomatologia es
similar a la de una reacciéon alérgica, con la diferencia de que su intensidad es
dosis-dependiente y, por tanto, la persona afectada podra ingerir pequefias dosis del alimento
en cuestidn sin presentar ningin sintoma. En los pacientes con intolerancias alimentarias,
también existe un componente genético o epigenético que origina una determinada
predisposicién del individuo. A diferencia del tratamiento de la alergia alimentaria, que
requiere la retirada de la dieta del alérgeno sospechoso, algunos individuos con intolerancias
alimentarias pueden seguir un tratamiento farmacolégico basado en la administracion de las
enzimas necesarias para facilitar la adecuada digestion, absorcién y metabolizaciéon de las
sustancias causantes de la intolerancia (Cianferoni y Spergel, 2009; Montalto et al., 2008;

Ortolani y Pastorello, 2006; Rosas, 2006; Ruiz-Sanchez et al., 2018).

II. 1. 3. Reacciones adversas relacionadas con el consumo de cereales con gluten

Los cereales se consumen de manera habitual en la dieta, dado que constituyen una de las
principales fuentes de hidratos de carbono, proteinas y fibra para la nutricién humana
(McKevith, 2004). El endospermo de los cereales esta principalmente compuesto por almidon
y una compleja mezcla de proteinas que presentan un alto grado de polimorfismo. Segun el
método de fraccionamiento de Osborne, estas proteinas pueden clasificarse atendiendo a su
solubilidad en: albiminas (solubles en agua), globulinas (solubles en soluciones salinas),
prolaminas (solubles en etanol al 60-70 % o 1-propanol al 50 %) y glutelinas (solubles en
acidos y bases diluidos, o soluciones alcohdlicas con detergentes o agentes reductores) (Hajas
etal, 2018, Osborne, 1924). Las albuminas y globulinas desempefian principalmente funciones
estructurales, mientras que las prolaminas y glutelinas sirven como fuente de nitrégeno para
el crecimiento de la planta, por lo que se clasifican dentro de las proteinas de almacenamiento
de la semilla (Kucek et al, 2015). En los cereales pertenecientes a la tribu Triticeae (trigo,
cebada y centeno), esta fracciéon proteica insoluble en agua integrada por prolaminas y

glutelinas es conocida como gluten (Shewry, 2019).
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El gluten se define como la “masa elastica que queda tras el lavado de la harina de trigo para
eliminar el almidon y otros constituyentes solubles” (Shewry et al., 2002). EI término gluten
deriva del latin “glutinis” que significa “cola o pegamento” y hace referencia a un conjunto de
proteinas que presentan importantes propiedades funcionales para la producciéon de

alimentos como el pan.

Las prolaminas (llamadas asi por su alto contenido en prolina y glutamina) son proteinas
monoméricas que contribuyen a la cohesién y extensibilidad del gluten, propiedades que
confieren a la masa panificable su caracteristica viscosidad y capacidad de esponjarse. Su
elevado contenido en prolina provoca que las prolaminas sean altamente resistentes a la
digestién proteolitica completa por las peptidasas gastricas y pancredticas. Esta circunstancia
conduce a la formacién de péptidos de gran tamafio (hasta 50 aminoacidos) que se acumulan
en el intestino y pueden provocar una reaccién adversa en individuos sensibles. Las prolaminas
poseen un peso molecular entre 30-60 kDa y se pueden subdividir, atendiendo a su movilidad
electroforética, en alfa (o), beta (), gamma (y) y omega (w) (Tatham et al,, 2000). Segun el
cereal del que provengan, las prolaminas adquieren diferentes nombres: gliadinas (trigo),
secalinas (centeno), hordeinas (cebada) y aveninas (avena) (Biesiekierski, 2017; Wieser,

2007).

Por su lado, las glutelinas desempefian un papel importante en el mantenimiento de la
elasticidad y la fuerza del gluten, permitiendo a los productos panificados mantener su forma
final. Se corresponden con un grupo de proteinas poliméricas muy heterogéneo, formadas por
subunidades enlazadas por puentes disulfuro que pueden separarse mediante electroforesis
en mas de una docena de fracciones de diferentes pesos moleculares: glutelinas de alto peso
molecular (HMW, high molecular weight) entre 80-120 kDa y glutelinas de bajo peso molecular
(LMW, low molecular weight) entre 30-45 kDa. En el caso particular de trigo, estas proteinas se
conocen con el nombre de gluteninas (Balakireva y Zamyatnin, 2016; Bruins-Slot et al., 2016;

Cebolla et al.,, 2018; Kucek et al., 2015; Mujico, 2007).

Hoy en dia, el consumo de cereales con gluten se ha relacionado con el desarrollo de una
gran diversidad de patologias entre las que destacan la alergia al trigo, la enfermedad celiaca y
la sensibilidad al gluten no celiaca (Valenti et al., 2017; Vaquero et al., 2015). En febrero de
2011, tras la reunién de un panel de 15 expertos en la materia, se propuso una clasificaciéon de
estos trastornos en funciéon del mecanismo de respuesta del sistema inmunolégico frente a los
componentes alimentarios que desencadenan la reaccién adversa (Sapone et al,, 2012). La

alergia al trigo engloba un conjunto de manifestaciones en las que los mecanismos de accién
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implican una hipersensibilidad mediada por IgE, mientras que la enfermedad celiaca se incluye
dentro de las patologias de base autoinmune desencadenadas por la ingesta de cereales con
gluten. Por ultimo, la sensibilidad al gluten no celiaca (SGNC) es una entidad recientemente
adoptada para definir un tipo de trastorno que no presenta una patogénesis ni autoinmune ni
de hipersensibilidad mediada por IgE (Climaco-Henggeler et al., 2017; Hadjivassiliou et al.,
2015; Sapone et al.,, 2012; Scherf et al., 2015).

II.1.3.1. Alergia al trigo

La alergia al trigo se define como una reaccién de hipersensibilidad de tipo inmediato hacia
las proteinas del trigo, por lo que cominmente se presenta al poco tiempo de producirse la
ingesta. Dependiendo de la ruta de exposicion al alérgeno, se pueden producir diferentes tipos
de manifestaciones. Por ejemplo, su ingestiéon puede ocasionar la clasica alergia alimentaria
(con manifestaciones cutdneas, gastrointestinales y/o respiratorias) o la denominada
anafilaxia inducida por ejercicio dependiente de trigo (WDEIA, wheat-dependent
exercise-induced anaphylaxis). Si la via de exposicién es inhalatoria puede causar alergia
respiratoria (comtinmente conocida como “asma del panadero”) o rinitis, y cuando el alérgeno
contacta con la piel puede provocar urticaria y dermatitis atépica (Inomata, 2009; Sotkovsky
etal, 2011). Las pruebas cutdneas y los estudios seroldgicos de IgEs no arrojan datos para un
diagnostico preciso de estas condiciones, por lo que la prueba diagnéstica mas fiable es la
provocacion oral. La alergia al trigo afecta especialmente en etapas tempranas del desarrollo
humano, con una prevalencia de entre un 2-9 % en nifios, si bien se estima que sélo entre un
0,5-3 % de los pacientes mantienen esta sensibilidad en su edad adulta (Leonard et al.,2017;
Sapone et al., 2012). La sintomatologia observada incluye las tipicas reacciones alérgicas de
aparicién inmediata (urticaria, angioedema, obstruccién bronquial, nduseas, dolor abdominal),
pero algunas veces aparecen sintomas pasadas unas 24 horas de la ingesta, como
complicaciones gastrointestinales y exacerbacién de la dermatitis atépica (Inomata, 2009).
Una de las manifestaciones mas severas de la alergia al trigo es la WDEIA, que afecta con mayor
frecuencia a adolescentes y adultos cuando el consumo de este cereal va acompafiado de otros
cofactores como la realizacion de ejercicio, el uso de medicamentos (aspirina y
antiinflamatorios no esteroideos o AINEs) o la ingesta de alcohol. Los pacientes con WDEIA
presentan diferentes sintomas clinicos, desde urticaria local o generalizada hasta disnea,
hipotensidn, colapso y shock (Chinuki y Morita, 2012; Feldweg, 2017; Scherf et al, 2015;
Seoane-Rodriguez et al., 2016).
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Se han identificado multitud de proteinas del trigo potencialmente activadoras de la
respuesta inmune (Pastorello et al.,, 2007; §otkovsk}'/ et al, 2011). Entre ellas, destacan los
inhibidores de la a-amilasa/tripsina (ATIs, amylase-trypsin inhibitors), unas proteinas de la
familia de las albiminas que suponen entre un 2-4 % del contenido proteico del trigo y
desempefian funciones de defensa en la planta (Biesiekierski, 2017). Estas proteinas son las
principales responsables de la alergia alimentaria que cursa con dermatitis atdpica. Otro grupo
importante son las proteinas transportadoras de lipidos, como el alérgeno Tri a 14 que esta
implicado tanto en el desarrollo de la alergia alimentaria como del asma del panadero, o el
Tri tu 14 recientemente identificado por Safi et al. (2019) en las variedades de trigo duro. Se
ha observado que las IgEs de pacientes con alergia al trigo reconocen también otras proteinas
como las f3-amilasa-peroxidasas, las tiorredoxinas (Tria 25), las serpinas (inhibidores de
proteasas de serina) y proteinas de la fraccién del gluten como las gluteninas de bajo peso
molecular y las o-/w-gliadinas. En especial, la w5-gliadina (Tri a 19) se ha identificado como el
principal alérgeno del trigo en el desarrollo de la WDEIA y la urticaria por contacto (Inomata,

2009).

II.1. 3. 2. Enfermedad celiaca

La enfermedad celiaca es una patologia autoinmune sistémica que afecta aproximadamente
aun 1 % de la poblacién mundial y que produce una enteropatia inflamatoria crénica debido a
la ingesta de gluten en individuos genéticamente predispuestos. Esta prevalencia varia en
funciéon del sexo (60-70 % de los pacientes celiacos son mujeres), la edad (se da
mayoritariamente en nifios) y la localizaciéon geografica (incidencias mas altas en Europa,
Oceania y Asia). Estos datos convierten a la enfermedad celiaca en la afecciéon croénica
gastrointestinal mas frecuente en humanos. Ademas, se sospecha que debido a la dificultad del
diagndstico y a la existencia de formas de la enfermedad con pocos o ninglin sintoma
(enfermedad celiaca silente, latente y potencial), el nimero de individuos afectados se
encuentra subestimado (Elli et al., 2015; Ferguson et al., 1993; Haboubi et al.,, 2006; Lionetti et
al,, 2015; Singh et al., 2018).

El desarrollo de la enfermedad celiaca estd gobernado por una combinacion de factores de
riesgo, tanto genéticos como ambientales. La predisposiciéon genética juega un papel
fundamental en el curso de esta patologia, ya que esta fuertemente asociada a la existencia en
los individuos afectados de determinadas variantes de las moléculas del sistema del antigeno
leucocitario humano (HLA) de clase 1I, denominadas HLA-DQ2 y HLA-DQ8. (Koehler et al,

2014; Lebwohl et al, 2018). La presencia de estos haplotipos es condicién necesaria, pero no
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suficiente, para que se desarrolle la enfermedad celiaca, habiéndose descrito otros factores
ambientales, ademads de la exposicion al gluten, que podrian estar relacionados con la aparicién
de la enfermedad celiaca: edad de introduccién del gluten en la dieta, episodios previos de
infecciones gastrointestinales (rotavirus, infecciéon por Campylobacter, etc.), uso de
antibiéticos y de inhibidores de las bombas de protones o la microbiota intestinal (Bouziat et

al.,, 2017; Ortiz et al., 2017; Tye-Din et al., 2018).

A diferencia de lo que ocurre en la alergia al trigo, la enfermedad celiaca no es una reaccién
de hipersensibilidad dependiente de IgE, sino que la exposicion a fragmentos de gluten en el
epitelio del intestino delgado es lo que origina la activacién inmunolégica de los linfocitos T
(De Re et al, 2013). Tras la ingesta de gluten, se produce un aumento de la permeabilidad del
intestino cuando el receptor de quimiocinas CXCR3 reconoce ciertos fragmentos proteicos no
digeridos, hecho que induce la liberacién de zonulina (proteina encargada de modular la
permeabilidad de las uniones estrechas entre las células de la pared intestinal). Mientras que
para la mayoria de personas no tiene ninguna consecuencia, en individuos cuyo sistema
inmunitario reconoce al gluten como un agente extrafio, el paso de estos fragmentos desde el
lumen hasta la lamina propia es capaz de desencadenar un proceso inflamatorio. Ademas,
durante la fase aguda de la enfermedad, los péptidos del gluten pueden también atravesar la
barrera intestinal por la via transcelular a través del receptor de transferrina CD71 (Figura 3)

(Hernandez, 2015; Leonard et al.,, 2017).

Las cascadas de reacciones que se originan involucran tanto al sistema inmune innato como
al adaptativo. La inmunidad innata juega un papel critico en la iniciaciéon de la enfermedad
celiaca. La produccién de citoquinas, como la interleuquina-15 (IL-15) o el a-interfer6n
(TNF-a), activan la respuesta inmunitaria que culmina en la produccién de linfocitos
intraepiteliales y el reclutamiento de neutrdfilos a través de la produccion de IL-8. Sin embargo,
el mecanismo mas caracteristico de esta enfermedad implica al sistema inmune adaptativo y
es dependiente de que se produzca la deamidacion de los péptidos de gluten por accion de la
transglutaminasa tisular (tTG), identificada como el autoantigeno de la enfermedad celiaca
(Dieterich et al.,, 1997). Esta enzima convierte los residuos de glutamina en acido glutamico, lo
que aumenta la carga negativa del péptido y su afinidad para interactuar con los receptores
HLA-DQ2/DQ8 expresados en la superficie de las células presentadoras de antigenos (CPAs).
Las CPAs presentan estos péptidos a los linfocitos T CD4+, lo que induce su activacion y
proliferacién en células efectoras Thl que estimulan la produccion de citoquinas
pro-inflamatorias como el interferén-y (IFN-y), TNF-q, IL-18 e IL-21. Ademas, la diferenciaciéon

de linfocitos B en células plasmaticas produce la secrecion de anticuerpos
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anti-transglutaminasa (anti-TtG) y anti-péptidos de gluten deamidados. El resultado de este
proceso es la liberacién de mediadores de dafio tisular que inducen un estado inflamatorio en
la mucosa intestinal, originando una hiperplasia de las criptas con atrofia subtotal o total de las
vellosidades intestinales. A pesar de que la enfermedad primeramente afecta a la integridad de
la pared intestinal causando sintomas digestivos, el proceso inflamatorio puede extenderse a
otros 6rganos como piel y articulaciones (Bruins-Slot et al, 2016; Lebwohl et al,, 2018; Leonard

etal, 2017; Ortiz et al, 2017).
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Figura 3. Translocacién del gluten desde el lumen hasta la Idmina propia a través de mecanismos
paracelulares y transcelulares. Cascada de reacciones desencadenadas por el sistema inmune innato y
adaptativo tras la exposicion a fragmentos de gluten. LIE: linfocitos intraepiteliales; tTG: transglutaminasa
tisular; CPA: célula presentadora de antigeno.

Las manifestaciones clinicas de la enfermedad celiaca son muy variables (Tabla 2). Algunas
de las presentaciones mas clasicas suelen darse mayoritariamente en la poblacion infantil,
como por ejemplo diarrea, distensién abdominal, falta de apetito o retraso en el crecimiento
debido a la malabsorcion intestinal. Sin embargo, la poblaciéon adulta afectada por esta
patologia suele presentar sintomas de naturaleza extraintestinal, como anemia, osteoporosis,
dolor de cabeza y articular, fatiga e incluso manifestaciones neuroldgicas. Ademas,

determinados grupos de riesgo presentan una mayor probabilidad de desarrollar la
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enfermedad celiaca, como los pacientes con enfermedades autoinmunes (diabetes mellitus
tipo 1, tiroiditis autoinmune, enfermedad inflamatoria intestinal, hepatitis crénica o
enfermedad de Addison) o cromosomopatias (sindrome de Down, de Turner o de Williams)

(Connors et al., 2018; Ortiz et al., 2017).

Tabla 2. Manifestaciones clinicas de la enfermedad celiaca y principales grupos de riesgo (adaptada de
Connorsetal, 2018).

Sintomas clasicos Sintomas no clasicos Sintomas neuroldgicos
Distension abdominal Anemia ferropénica Ataxia

Dolor abdominal Estomatitis aftosa Neuropatia periférica
Diarrea crénica Defectos dentales del esmalte Depresion

Anorexia Estrefiimiento crénico Ansiedad

Irritabilidad Menarquia retrasada Fatiga

Pérdida de peso Infertilidad Epilepsia con calcificaciones
Debilidad muscular Artritis/artralgias occipitales

Dermatitis herpetiforme Osteoporosis/osteopenia

Vomito persistente y recurrente
Estatura baja
Sindrome del intestino irritable

Niveles anormales de enzimas
del higado

Grupos de riesgo

Familiares de primer grado de pacientes celiacos

Pacientes con enfermedades asociadas:

Enfermedades autoinmunes Neuroldgicas y psiquiatricas Otras enfermedades
Dermatitis herpetiforme Encefalopatia progresiva Sindrome de Down
Diabetes tipo | Sindrome cerebeloso Fibrosis quistica

Déficit selectivo de IgA Demencia con atrofia cerebral Sindrome de Turner
Tiroiditis Leucoencefalopatia Sindrome de Williams
Sindrome de Sjogren Epilepsia y calcificaciones Enfermedad de Hartnup
Enfermedad inflamatoria Cistinuria

intestinal

Lupus eritematoso sistémico
Enfermedad de Addison
Nefropatia por IgA

Artritis reumatoide

Cirrosis biliar primaria

Psoriasis y alopecia areata
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En el pre-diagnéstico de esta enfermedad interviene principalmente el andlisis serologico
de los anticuerpos IgA anti-transglutaminasa (anti-tTG), los IgA anti-endomisio y anticuerpos
IgA e IgG frente a péptidos de gluten deamidados. Debido a que los pacientes celiacos presentan
frecuentemente déficit de IgA, para validar los resultados se debe determinar conjuntamente
el nivel total de estas inmunoglobulinas. Sin embargo, el examen endoscépico y la biopsia
duodenal contintian siendo la mejor forma de confirmacién de la enfermedad, ya que permiten
observar la lesiéon y analizar la morfologia de la mucosa intestinal. Finalmente, en casos
dudosos y en aquellos que muestran discordancias entre el resultado serolégico y la biopsia
intestinal, puede ser de utilidad la determinacion de la presencia de los alelos HLA-DQ2/DQ8

en los pacientes (Ortiz et al., 2017).

II. 1. 3. 3. Sensibilidad al gluten no celiaca

La sensibilidad al gluten no celiaca (SGNC), también conocida como sensibilidad al trigo no
celiaca, es una entidad emergente que ha sido mal definida durante décadas. Los pacientes
diagnosticados con SGNC presentan sintomas gastrointestinales (dolor abdominal, distension
abdominal, diarrea, etc.) y extraintestinales (bradipsiquia o "foggy-brain", cefaleas, dolores
articulares, fatiga, depresion, etc.) que responden rapidamente a la retirada y reintroduccion
de gluten en la dieta. Sin embargo, no manifiestan las lesiones tipicas de la mucosa duodenal ni
la serologia caracteristicas de la enfermedad celiaca. De este modo, la ausencia en este tipo de
pacientes de los mecanismos caracteristicos de la celiaquia y de la alergia al trigo (resultados
negativos de IgE), sitila a la comunidad cientifica ante un nuevo concepto de trastorno
alimentario no del todo conocido, asociado con la ingesta de cereales con gluten (Sapone et al.,
2012; Volta y De Giorgio, 2012). Debido a la ausencia de marcadores especificos, existe una
evidente falta de consenso en el diagnéstico de esta enfermedad que, a dia de hoy, se
fundamenta principalmente en un diagnéstico de exclusion de otros trastornos relacionados y
en la mejoria clinica tras retirar el gluten de la dieta (Biesiekierski et al,, 2011; Catassi y Fasano,
2010). A pesar de que la patogénesis de la SGNC no se ha precisado, se piensa que, a diferencia
de la enfermedad celiaca, involucra principalmente a mecanismos del sistema inmunitario
innato con liberacién de IL-15 y estimulacion de linfocitos intraepiteliales (Climaco-Henggeler

etal, 2017; Molina-Infante et al., 2014).

La SGNC no se ha vinculado exclusivamente a las proteinas de gluten. Otras proteinas como
los ATIs o las aglutininas del germen del trigo (Barbaro et al, 2018; Junker et al, 2012), asi
como determinados compuestos no proteicos como los oligosacaridos, disacaridos,

monosacaridos y polialcoholes fermentables o FODMAPs (fermentable oligo-, di-, and
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mono-saccharides and polyols), parecen jugar un papel fundamental en el desarrollo de la
enfermedad (Catassi et al., 2015; Dieterich et al., 2018). Por lo tanto, los estudios actuales sobre
las restricciones dietéticas en la SGNC no permiten concluir de forma definitiva si es la retirada
del gluten, la exclusion del trigo o una dieta baja en FODMAPs lo que realmente beneficia a los
pacientes (Imperatore et al., 2016; Molina-Infante et al.,, 2014). Ademas, a diferencia de la
enfermedad celiaca, que implica una enteropatia intestinal crénica, algunos trabajos sugieren
que la SGNC podria ser una condicion transitoria, por lo que se recomienda comprobar los
efectos de la reintroduccion del gluten en la dieta pasados 1-2 afios del comienzo del

tratamiento (Polanco-Allué y Martinez-Ojinaga, 2014).

Se estima que la proporcién de individuos afectados con SGNC es incluso superior a la de la
enfermedad celiaca, con prevalencias que oscilan entre el 0,6-6 % de la poblacién (Climaco-
Henggeler et al., 2017). Sin embargo, la dificultad de obtener un diagnostico fiable de esta
enfermedad, muchas veces estrechamente solapado con las manifestaciones clinicas de la
celiaquia y el sindrome del intestino irritable, provoca que su verdadera prevalencia sea

todavia incierta (Molina-Infante et al., 2014).

El Unico tratamiento disponible para los pacientes que padecen cualquiera de las
mencionadas patologias relacionadas con el consumo de cereales con gluten, es la estricta
adherencia a una dieta libre de estos ingredientes. De este modo, eliminando de la dieta el trigo,
la cebaday el centeno, se logra recuperar la funcionalidad de la mucosa intestinal y la remision
completa de los sintomas (Koehler et al, 2014; Lebwohl et al, 2018; Ortiz et al., 2017).
Actualmente, sigue existiendo una gran controversia en lo que se refiere a la seguridad de
incluir la avena dentro de la dieta libre de ingredientes con gluten. La avena es el cereal mas
estrechamente relacionado con el grupo de los cereales con gluten (tribu Triticeae), pero
pertenece a una tribu separada denominada Aveneae dentro de la misma subfamilia (Pooideae)
(Figura 4) (Balakireva y Zamyatnin, 2016; Mamone et al., 2011; Vaquero et al, 2015). El hecho
de que la avena esté filogenéticamente mas alejada de la tribu Triticeae determina que sus
prolaminas presenten menos homologias con las prolaminas del trigo, cebada y centeno. En
este sentido, su contenido en prolina y glutamina es inferior al de estos ultimos cereales, lo que
podria contribuir a su menor toxicidad. Sin embargo, diversos trabajos sugieren que la avena
es capaz de desencadenar la reacciéon inmunoldgica en algunos pacientes celiacos como
consecuencia de la activacion de las células T de la mucosa intestinal (Lundin et al,, 2003; Tuire
etal, 2012). Por el contrario, numerosos estudios clinicos afirman que la avena pura es segura
para la mayoria de los individuos sensibles (80 %) y que su toxicidad estaria ligada a

determinados cultivares de avena y, fundamentalmente, a la contaminacion con otras fuentes
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de cereales a lo largo de la cadena alimentaria (Comino et al., 2013, 2015; Diaz-Amigo y
Popping, 2013; Holm et al., 2006; Kaukinen et al., 2013; Kemppainen et al., 2007; Pinto-Sanchez
etal, 2017).

Dado el alto contenido de la avena en proteinas, lipidos, vitaminas, minerales y fibra, se ha
descrito que su inclusién en una dieta libre de gluten permite mejorar el estado nutricional de
los pacientes celiacos, elevando su calidad de vida y la aceptabilidad de los alimentos
formulados especificamente para este colectivo (Fric et al., 2011; Pulido et al., 2009). Por todo
ello, el control de las posibles fuentes de contaminacién cruzada con otros cereales durante el
cultivo de la avena y de todo el proceso de elaboracion y manipulacién de los productos hasta
su envasado, ha permitido la formulacion de productos a base de avena aptos para aquellos

consumidores celiacos no sensibles a este cereal (Comino et al., 2015; Rosell et al., 2014).

Gramineae
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Figura 4. Arbol filogenético de los cereales mds comiinmente empleados en alimentacién humana. F:
familia, SF: subfamilia, T: tribu, G: género, NC: nombre comtn (adaptada de Mamone et al.,, 2011).

II. 1. 4. Marco legislativo: informacion alimentaria facilitada al consumidor

En los ultimos afios, se han realizado grandes avances en el estudio de terapias alternativas
para el tratamiento de la alergia alimentaria, como son la inmunoterapia oral, sublingual y
epicutanea o las vacunas con péptidos y proteinas modificadas (Renz et al., 2017; Sicherer y
Sampson, 2014). En el caso particular de la enfermedad celiaca, se siguen estudiando
diferentes estrategias que abordan desde la detoxificacion del gluten de la dieta, hasta el uso
de probidticos, parasitos intestinales (hookworms), vacunas (Nexvax2) o farmacos que
permitan modular la respuesta inmune (Croese et al.,, 2015; Gil-Humanes et al., 2014; Goel et
al., 2016; Krishnareddy y Green, 2017; Nylund et al., 2016; Shewry y Tatham, 2016; Tye-Din et

al., 2018). A pesar de todos estos avances, la inica medida realmente eficaz para proteger a los
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consumidores que sufren alguna alergia alimentaria es, a dia de hoy, la estricta adherencia de
por vida a una dieta de exclusién del ingrediente que desencadena la reaccién (Mills et al.,

2004; Ortolani y Pastorello, 2006; Sampson et al., 2014).

Para lograr un alto nivel de proteccion de los consumidores, el Reglamento (CE) 178/2002
del Parlamento Europeo y del Consejo de 28 de enero de 2002, establece que uno de los pilares
de la legislacion alimentaria es mantenerles debidamente informados para que puedan elegir
con conocimiento de causa los alimentos que adquieren. En los dltimos afios, la disponibilidad
de informacidn sobre la gestién de la presencia de alérgenos en los alimentos ha mejorado
significativamente, existiendo diversas disposiciones legislativas, europeas y nacionales, que
rigen los procesos de produccidn, distribucién, publicidad y venta de alimentos. Entre ellas, el
Reglamento (UE) 1169/2011 sobre informacioén facilitada al consumidor, aplicable desde el 13
de diciembre de 2014, establece un total de 14 grupos de ingredientes o sustancias con
demostrado potencial alergénico (Anexo II del Reglamento, Figura 5) que deben declararse
obligatoriamente en el etiquetado de los productos alimenticios que los contengan,
independientemente de la concentracidn final encontrada en el mismo (a excepcion del didxido
de azufre y sulfitos). Asimismo, el Real Decreto 126/2015 extiende esta informacion
obligatoria a los alimentos que se presenten sin envasar, tanto al consumidor final como a las
colectividades, en los envasados en los lugares de venta a peticion del comprador o por los
titulares del comercio al por menor, y en los contemplados en los supuestos anteriores y
ofrecidos para la venta mediante comunicacién a distancia. Recientemente, el 13 de julio de
2017,1a Comisién Europea adopté la Comunicacién 428/1 objeto de consulta publica con el fin
de ayudar a los consumidores, operadores alimentarios y autoridades nacionales a entender y

aplicar estos nuevos requisitos en materia de seguridad alimentaria.

La elaboracion de esta lista de ingredientes de declaracion obligatoria esta basada en
dictdmenes cientificos adoptados por la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA,
European Food Safety Authority) para reunir aquellos alérgenos catalogados como prioritarios,
es decir, atendiendo a su prevalencia, gravedad de las reacciones que provocan y dosis umbral
(en caso de conocerse) (EFSA, 2014; Gendel, 2012). Sin embargo, se ha descrito un amplio
espectro de frutas, verduras, semillas, especias y carnes, que también poseen potencial
alergénico (Breiteneder y Mills, 2014). En este sentido, los cambios alimentarios debidos a la
incorporacion de nuevos productos, la elaboracion de recetas extranjeras, asi como la
adherencia a nuevas tendencias alimentarias (vegetarianismo, veganismo, productos
organicos, etc.), pueden conllevar la introduccidén de nuevos ingredientes alergénicos en la

dieta humana. Por lo tanto, la Comisiéon Europea no descarta que el listado de ingredientes de
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alérgenos de declaracidn obligatoria pueda actualizarse en un futuro préximo para tener en
cuenta los dltimos avances cientificos y conocimientos técnicos al respecto, tal y como recoge

el Articulo 21 del Reglamento (UE) 1169/2011.

CEREALES ]
[CON GLUTENI} [ CRUSTACEOS J [ HUEVOS ] PESCADOS ]

I-

PRODUCTOS
DERIVADOS

FRUTOS DE
2
[ CACAHUETE ] [ SOJA ] [ LECHE ] { CASCARA? ] [ APIO ]

[ MOSTAZA ][ SESAMO ][ SULFITOS* ] [ ALTRAMUZ ][ MOLUSCOS ]

: trigo, centeno, cebada, avena, espelta, kamut o sus variedades hibridas

: incluida la lactosa

: avellana, nuez, anacardo, pacana, nuez de Brasil, pistacho, nuez de macadamia
: unicamente en concentraciones superioresa 10 mg/kg o 10 mg/L de SO, total

Figura 5. Representacién de los 14 grupos de ingredientes de declaracion obligatoria recogidos en el
Reglamento (UE) 1169/2011 (Anexo 1I) por causar alergias o intolerancias alimentarias.

A pesar del marco normativo vigente, la eleccion de productos adecuados para los
consumidores alérgicos no siempre es una tarea facil, ya que los alérgenos pueden estar
presentes en el alimento de forma oculta como resultado de su presencia involuntaria o no
declarada en las materias primas empleadas en su elaboracién y, consiguientemente, no
aparecer reflejados en el etiquetado (Afiibarro et al., 2007; Puglisi y Frieri, 2007; Spanjersberg
et al, 2010). Aunque los productores de alimentos se esfuerzan cada vez mas por adherirse a
unas buenas practicas de fabricacion, los ingredientes alergénicos pueden acabar de manera
accidental en los alimentos por diversos factores como las contaminaciones cruzadas
derivadas del uso compartido de equipos y plantas de procesado, los errores previos de
declaracién cometidos por los proveedores o el uso de aditivos y materiales reciclados (Allen
et al.,, 2013). Ademas, la sustitucion fraudulenta de un ingrediente por otro de menor valor

econdmico, especialmente en el caso de productos procesados en los que es dificil reconocer
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las caracteristicas de los ingredientes, puede conllevar también la omisiéon de ingredientes

alergénicos en el etiquetado (Alves et al., 2016; Charlebois et al., 2016; Danezis et al., 2016).

La legislacion actual no establece las dosis umbrales de referencia para los alérgenos
alimentarios, ni la forma de proceder cuando se produce una contaminacién accidental. Este
hecho, unido a la incertidumbre sobre los riesgos para la salud de los consumidores sensibles
asociados con la ingesta de incluso minimas cantidades del componente alergénico, ha llevado
a la industria alimentaria a adoptar el denominado etiquetado voluntario o preventivo para
advertir de la posible presencia de alérgenos no declarados en la lista de ingredientes (Soon y
Manning, 2017). Sin embargo, la falta de directrices para la aplicacion consistente de este tipo
de etiquetado ha conducido al uso abusivo del mismo. Esto limita considerablemente el
numero de productos seguros disponibles para la poblaciéon alérgica y conlleva
frecuentemente a que este tipo de mensajes sea ignorado, con el consiguiente riesgo asociado
con el consumo del alimento (Ward et al., 2010). En este sentido, la EAACI y el sistema VITAL
(Voluntary Incidental Trace Allergen Labelling) de la industria australiana Allergen Bureau, han
establecido dosis umbrales de algunos alérgenos principales que no causarian efectos adversos
en el 95% de los consumidores sensibles y que podrian, por tanto, emplearse para

proporcionar una mayor seguridad y credibilidad a este tipo de declaracion (Allen et al., 2013).

En el caso de la poblacién celiaca, una estricta dieta de exclusion de gluten permite
recuperar la normalidad de las microvellosidades intestinales, con una remisién completa de
los sintomas en la mayoria de los pacientes (Akobeng y Thomas, 2008). Por el contrario, una
mala adherencia a la dieta se ha asociado con un aumento en la incidencia de padecer
complicaciones graves como adenocarcinoma y linfoma de células T asociado a enteropatia
(Al-Bawardy et al., 2017). Una dieta estricta sin gluten es por lo general dificil de cumplir, ya
que esta proteina no se encuentra solo en derivados de cereales facilmente reconocibles
(harinas, panes, bolleria, pastas, cervezas, etc.), sino también en numerosos aditivos
(espesantes, potenciadores del sabor, emulsionantes, ingredientes de relleno, etc.) empleados
en la elaboracién de una gran variedad de productos alimenticios, ademas de en suplementos
nutricionales, medicamentos y cosméticos (Bruins-Slot et al, 2016). Por otra parte, es
frecuente encontrar contaminaciones de gluten en los granos naturalmente libres de este
componente (avena, arroz, maiz, trigo sarraceno, quinoa, etc.) como consecuencia de la
rotacion de los cultivos o el uso de las mismas instalaciones para su molienda, procesado o
transporte (Hernando et al., 2008; Kanerva et al., 2006; Martin et al., 2010; Remington, 2013;
Scherfy Poms, 2016).
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Con el fin de proteger a la sociedad celiaca, el Codex Alimentarius (Codex Standard
118-1979 de 2008) y los Reglamentos (CE) 41/2009 y (UE) 828/2014, establecen que s6lo
podran ser etiquetados como libres de gluten aquellos productos alimentarios que, tal y como
se venden al consumidor final, no superen los 20 mg de gluten/kg de producto (Catassi et al,
2007). Asimismo, en el caso de aquellos productos constituidos por uno o mas ingredientes
procedentes de cereales con gluten que hayan sido especificamente tratados para reducir su
contenido en gluten a un nivel comprendido entre 20 y 100 mg/kg, podran ser etiquetados con
la mencién “muy bajo contenido en gluten”. La existencia de estos niveles de actuacion
determina el estdndar que deben cumplir los métodos de deteccion de gluten en alimentos, si
bien algunos organismos de certificacion solo otorgan la mencién “sin gluten” a productos con
concentraciones inferiores a 10 mg/kg (como la Federacion de Asociaciones de Celiacos de

Espafia, FACE).

Para minimizar la exposicién involuntaria de los individuos sensibles a los alérgenos
alimentarios, la industria sigue esforzandose en mejorar los planes de gestion de alérgenos
implantados dentro de sus programas de inocuidad alimentaria. Esta responsabilidad debe
cumplirse mediante la aplicacién de un programa de prerrequisitos y su integracién en el
sistema de Andlisis de Peligros y Puntos de Control Critico (APPCC) de la empresa, abarcando
todas las operaciones que se realizan en la industria, desde la evaluacién de proveedores de
materias primas, hasta la fabricaciéon y envasado del producto terminado. Ademas de un
correcto etiquetado, los elementos criticos para una adecuada gestion de alérgenos
alimentarios incluyen el control de materias primas y proveedores, la formulaciéon de
productos, el control del personal (formacion y capacitaciéon), el disefio y mantenimiento de
equipos e instalaciones, el control del proceso de fabricacién y la aplicaciéon de procedimientos

de limpieza validados (de la Cruz et al., 2018).

Actualmente, son numerosos los organismos que ofrecen guias para un mejor cumplimiento
de la legislacion relativa al control de alérgenos alimentarios, como la FDA (Food and Drug
Administration), la FSA (Food Standards Agency) o la FDE (FoodDrink Europe). Asimismo,
estdndares de certificaciéon de seguridad alimentaria mundialmente extendidos, como los
desarrollados por BRC (British Retail Consortium) o IFS (International Featured Standards),
incluyen cldusulas con protocolos detallados acerca del manejo y gestion de los alérgenos en

las instalaciones de las industrias alimentarias.

40



1L INTRODUCCION

IL. 2. METODOS ANALITICOS PARA LA DETECCION DE ALERGENOS ALIMENTARIOS

El peligro asociado a la presencia de alérgenos no declarados en los alimentos ha impulsado
la necesidad de disponer de metodologias fiables para detectar y cuantificar estos
componentes en los alimentos. Este tipo de andlisis requiere de una alta sensibilidad y
especificidad, ya que los alérgenos pueden encontrarse en cantidades traza dentro de un

alimento formado por varios ingredientes (Parker et al., 2015).

En funcién del alérgeno a analizar, el tipo de matriz alimentaria en la que se encuentre y los
tratamientos tecnolégicos aplicados al producto, se han abordado diferentes estrategias
analiticas para la deteccién de ingredientes alergénicos. Dichas estrategias pueden basarse en
la deteccién de las proteinas alergénicas (métodos directos), o bien ir dirigidas a la deteccién
de un marcador que indique la presencia de un determinado ingrediente (métodos indirectos),
generalmente la molécula de ADN. Entre los métodos directos mas empleados se encuentran
el ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA, Enzymed-Linked Immunosorbent
Assay) y la espectrometria de masas (MS, Mass Spectrometry). En cuanto a los métodos
genéticos, la mayoria se basan en la amplificacién de fragmentos especificos mediante la
reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR, Polymerase Chain Reaction), principalmente a través
de la técnica de PCR en tiempo real. Sin embargo, cabe mencionar que hay también disponibles
otras técnicas inmunoldégicas, fisicoquimicas y genéticas que pueden emplearse para el analisis
de alérgenos alimentarios (Tabla 3) (EFSA, 2014; Heick et al., 2011; Kirsch et al., 2009; Luber
et al, 2014; Monaci y Visconti, 2009; Scherfy Poms, 2016).

Tabla 3. Métodos empleados en la deteccién de alérgenos alimentarios (adaptado de EFSA, 2014).

Analisis de proteinas Analisis de ADN

Métodos inmunoldgicos Métodos fisico-quimicos Métodos basados en la PCR

ELISA Electroforesis en gel de PCR convencional

poliacrilamida (SDS-PAGE)

Dispositivos de flujo lateral PCR en tiempo real

Cromatografia liquida de

Inmunotransferencia Amplificacion isotérmica

(o Western Blot) alta eficacia (HPLC) mediada por loop (qLAMP)
Dot-blot Electroforesis capilar MLPA

Biosensores de proteinas Espectrometria de masas PCR-ELISA

Microarrays de proteinas Biosensores de ADN

Microarrays de ADN
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Independientemente de su base analitica, la técnica seleccionada debe sustentarse en un
método de extracciéon que proporcione un elevado porcentaje de recuperacion de la molécula
diana (proteina o ADN) y debe cumplir los criterios de sensibilidad, especificidad y robustez
(repetibilidad y reproducibilidad) necesarios para generar resultados fiables. Hay que sefialar
que, para la mayoria de alérgenos, se desconoce la dosis minima que desencadena la reaccion
alérgica y esta dosis frecuentemente varia con la susceptibilidad individual y el alérgeno en
cuestion. A pesar de ello, existe un consenso que establece que para proteger a la mayor parte
de los individuos sensibles, los métodos dirigidos al analisis de alérgenos alimentarios deben
alcanzar limites de deteccidn de entre 1 y 100 mg/kg del ingrediente alergénico o entre 1y
10 mg/kg de una determinada proteina o fraccion proteica alergénica (Allen et al., 2013; Alves
etal, 2016; Blom et al.,, 2013). Adema4s, para asegurar la adecuada aplicabilidad de la técnica,
es necesario estudiar el posible efecto de la matriz alimentaria y del procesado en la

determinacién del componente alergénico (Poms et al, 2004a).

Una de las mayores limitaciones en la cuantificacidn de alérgenos alimentarios es la escasez
de materiales de referencia certificados (CRMs, Certified Reference Materials) disponibles
comercialmente. Para poder utilizarse en el desarrollo y validaciéon de un método analitico, los
CRMs deben poseer una composicion bien establecida y suficientemente homogénea. A pesar
de que existen materiales de referencia para la mayoria de los alérgenos prioritarios, hasta la

fecha inicamente se ha certificado un CRM para la deteccién de cacahuete (IRMM-481).

II.2.1. Técnicas basadas en la deteccion de ADN

La mayor estabilidad térmica de la molécula de ADN en comparacion con las proteinas y la
disponibilidad de un mayor nimero de dianas a las que dirigir el analisis, han impulsado el
empleo de diversas metodologias genéticas para la deteccién de alérgenos en los alimentos,
constituyendo una aproximaciéon relativamente nueva en un campo tradicionalmente
dominado por el empleo de los inmunoensayos (Monaci y Visconti, 2010; Poms et al., 2004b).
Las técnicas genéticas se han empleado con éxito en areas como la verificacion de la
autenticidad de los ingredientes empleados en su elaboracién y la deteccién de contaminantes
y agentes patogenos (Holzhauser y Roder, 2014; Mafra et al., 2008; Stowianek y Majak, 2011).
Sin embargo, se debe tener en cuenta que, al tratarse de métodos indirectos, en el caso del
analisis de alérgenos alimentarios lo que detectan es la presencia de fragmentos de ADN del

ingrediente alergénico, pero no la propia proteina causante de la alergia.
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II.2.1.1. PCRyPCR en tiempo real

Los métodos genéticos mas empleados en el andlisis de alimentos se basan en la
amplificacién de fragmentos especificos de ADN mediante la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR), bien a través de técnicas de PCR convencionales o de punto final (end-point
PCR) que generan resultados cualitativos, o mediante la técnica de PCR en tiempo real, dotada
de potencial cuantitativo. Los andlisis de ADN comprenden tres etapas fundamentales: la
extraccion y purificacion del ADN, la amplificacién mediante PCR de secuencias especificas y la

deteccién del ADN amplificado.

Kary B. Mullis recibi6 el Premio Nobel de Quimica de 1993 en reconocimiento a su trabajo
en la década de los ochenta sobre la amplificacién in vitro de ADN (Mullis et al., 1986). La PCR
consigue la amplificacion selectiva de una secuencia de ADN mediante una reaccién enzimatica
con una polimerasa termoestable y oligonucleétidos especificos (cebadores o iniciadores de la
reacciéon) que hibridan en regiones del ADN diana que flanquean el fragmento a amplificar
(amplicdén). La acumulacién exponencial del amplicon se consigue gracias a ciclos repetitivos
de enfriamiento y calentamiento que implican la desnaturalizacién de la doble hélice molde, la
hibridacién de los cebadores y la extension de estos cebadores por la polimerasa de ADN. Como
los nuevos productos sintetizados en cada ciclo sirven de molde para el siguiente, el nimero
de fragmentos se duplica en cada ciclo permitiendo alcanzar niveles detectables tras repetir

entre 20-40 ciclos.

La metodologia de PCR convencional se basa en la visualizacién de los resultados de
amplificacién mediante la separacion electroforética de los productos de PCR en geles de
agarosa y tincién con un agente fluorescente o mediante electroforesis capilar (Cheng et al.,
2016; Lian y Zeng, 2017). En 1993, Higuchi y colaboradores desarrollaron un revolucionario
ensayo cinético capaz de monitorizar el transcurso de la PCR al registrar, tras cada ciclo de
amplificacidn, el incremento de fluorescencia generado por el bromuro de etidio que se

intercala en el ADN de doble cadena producido (Higuchi et al., 1993).

En los ultimos afios, los sistemas de PCR en tiempo real han ido evolucionando hasta
practicamente sustituir a los métodos de PCR convencional como técnicas mucho mas rapidas
y precisas, ya que permiten realizar la amplificacion y deteccién en un tinico paso. Para ello, los
equipos utilizados incorporan detectores de fluorescencia que permiten monitorizar la
presencia de los fluorocromos empleados para visualizar el transcurso de la reaccion. El valor
numérico, que se corresponde con el nimero del ciclo en el cual el nivel de fluorescencia

sobrepasa un determinado nivel umbral definido por el usuario, se denomina Ct (cycle
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threshold, o ciclo umbral) o Cp (crossing point, o punto de cruce) y puede relacionarse con la
concentracion de la especie diana presente en la muestra. Entre las principales ventajas que
presenta la técnica de PCR en tiempo real en comparacion con la PCR convencional, destacan:
(1) visualizacion del progreso de la PCR conforme se producen los sucesivos ciclos de
amplificacién, (2) obtencién de un resultado numérico que facilita la cuantificacién de ADN
diana inicial en las muestras, (3) reduccién del tiempo necesario para el analisis, (4)
minimizaciéon de la posibilidad de contaminacién con ADN exdgeno al realizarse todo el

proceso en un mismo tubo y (5) posibilidad de automatizacion.

A dia de hoy, existe una amplia variedad de estrategias para medir los productos de PCR
generados en la reaccién. Uno de los procedimientos mas extendidos por su simplicidad
consiste en el empleo de intercaladores de ADN (bromuro de etidio, SYBR Green®, etc.). Sin
embargo, este tipo de marcaje presenta el inconveniente de que detecta la acumulacion de
productos de PCR, tanto especificos como inespecificos. En este sentido, el empleo de sondas
con marcacion fluorogénica permite mejorar la especificidad de los sistemas de PCR en tiempo

real.

A diferencia de las técnicas que emplean sistemas no especificos para monitorizar la
reaccion de PCR, las sondas de hidrolisis TagMan® hibridan especificamente con la secuencia
de ADN diana, evitando falsos positivos si se generan productos de PCR inespecificos o dimeros
de cebadores (Salihah et al, 2016). Estas sondas estan formadas por oligonucledtidos
marcados con dos fluorocromos llamados donador (reporter) y receptor (quencher), situados
respectivamente en los extremos 5’ y 3". Cuando la sonda se encuentra integra, la proximidad
de ambos fluorocromos provoca un fendmeno denominado transferencia de energia de
resonancia fluorescente o transferencia de energia de resonancia de Foster (FRET, Féster
Resonance Energy Transfer) que bloquea la sefial del donador debido al solapamiento entre su
espectro de excitacion y el espectro de emision del receptor, anuldndose asi la fluorescencia de
la sonda. Durante la reaccién de extension de los cebadores, si la sonda ha hibridado con la
secuencia diana, se produce su hidroélisis debido a la actividad 5’-exonucleasa de la Taq
polimerasa. Este hecho provoca la liberacion del donador que, al separarse del agente receptor,
comienza a emitir fluorescencia permitiendo detectar la generacién de los productos de PCR a
través del incremento de la sefial fluorescente (Nagy et al., 2017; Navarro et al., 2015). Uno de
los parametros criticos para el éxito de esta metodologia, consiste en emplear sondas de
hidrolisis con una temperatura de fusion superior a la de los cebadores de amplificaciéon para
garantizar que la sonda hibrida con la secuencia diana en primer lugar. De esta manera, dado

que la amplificacién del ADN se inicia tan pronto como se produce la hibridacién de los
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cebadores, la secuencia de hibridacion de la sonda no se enmascarara con el ADN sintetizado
de novo. Ademas, esta técnica permite la realizacidon de ensayos con capacidad de deteccion
multiple, ya que pueden emplearse fluoréforos que emitan luz de diferentes longitudes de onda
de modo que puedan ser recogidas en canales diferentes del fluorimetro (Koppel et al., 2010;

2012; Lépez-Calleja et al. 2015b; 2016).

Debido a su sencillez, rapidez, especificidad y sensibilidad, las técnicas genéticas basadas en
la PCR se han convertido en el método complementario a los ensayos inmunoldgicos mas
comunmente empleado para garantizar la autenticidad y seguridad de los productos
alimenticios (Mafra et al., 2008; Stowianek y Majak, 2011). En este sentido, los numerosos
trabajos publicados en el ambito de la deteccion de alérgenos alimentarios sittian a los analisis
de ADN entre las herramientas mas potentes y sensibles, alcanzando limites de deteccion en el
intervalo de 0,1-10 mg/kg (de la Cruz, 2017; Holzhauser y Rdéder, 2014; Martin-Fernandez,
2015; Monaci y Visconti, 2010). Ademas, diferentes casas comerciales disponen de kits de PCR
para la deteccion de alérgenos en alimentos, entre las que destacan R-Biopharm, 4Lab
Diagnostics, Innosieve Diagnostics y Mayflower Bioscience, por la amplia variedad de dianas de

deteccion que ofrecen.

Una alternativa diferente para detectar la presencia de secuencias de ADN amplificadas del
ingrediente alergénico es la técnica de PCR-ELISA, que combina la alta especificidad de las
técnicas genéticas con la simplicidad analitica de los ensayos ELISA. Para ello, el gen de interés
se amplifica mediante PCR en presencia de desoxiuridina trifosfato (dUTP) marcada con
digoxigenina. Los productos de PCR generados se incuban a continuaciéon con sondas
especificas marcadas con biotina en su extremo 5. Tras la hibridacién, las sondas se
inmovilizan sobre una superficie tapizada con estreptavidina y se procede como en un ELISA
convencional empleando un anticuerpo anti-digoxigenina para detectar los amplicones

inmovilizados mediante una reaccién colorimétrica (Holzhauser et al., 2002; Sue et al., 2014).

II. 2. 1. 2. Amplificacion dependiente de ligasa de multiples sondas

La amplificaciéon dependiente de ligasa de multiples sondas (MLPA, Multiplex Ligation Probe
Amplification), también conocida como amplificacion de sondas dependiente de ligandos
multiples, es una técnica capaz de detectar hasta 50 secuencias genémicas de ADN en una tinica
reaccion. Esta metodologia, patentada en 1996 por John Carrino, fue descrita por Schouten et
al. (2002) para la deteccion simultanea de mutaciones genéticas humanas y actualmente la

desarrolla y comercializa la empresa MRC-Holland. Las primeras aplicaciones de la MLPA se
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centraron en el campo del diagnéstico clinico enfocado a la detecciéon de variaciones en el
ndimero de copias del genoma y el estudio de mutaciones, duplicaciones, deleciones,
aneuploidias, SNPs (polimorfismos de un solo nucleétido) y aberraciones cromosdémicas

asociadas con diferentes enfermedades humanas.

La técnica de MLPA hace uso de dos hemi-sondas de oligonucledtidos para la deteccion de
cada secuencia de interés (Figura 6). Cada hemi-sonda consta de una region disefiada
especificamente para hibridar en regiones adyacentes del ADN diana (SHI o SHD) y una
segunda region complementaria a los cebadores de amplificacién (SCI o SCD). En una primera
etapa, el ADN de la muestra se desnaturaliza y se incuba con la mezcla de hemi-sondas MLPA.
Si la secuencia homologa esta presente en la muestra, los oligonucleétidos complementarios
de las hemi-sondas hibridan con secuencias inmediatamente adyacentes. La modificacién de
fosforilacion introducida en el extremo-5’ de la hemi-sonda derecha, permite que la enzima
ligasa fusione ambas hemi-sondas dando como resultado una sonda de tamafio Unico para cada
secuencia de nucleétidos diana. Dependiendo de las necesidades del experimento, el tamafio
de las hemi-sondas puede también modularse afladiendo un adaptador o secuencia de
nucleétidos de relleno (stuffer sequence) que sirva de espaciador entre las regiones
complementarias a los cebadores y las regiones de hibridacién con la secuencia diana. Como
todas las sondas ligadas poseen secuencias idénticas en sus extremos, la posterior
amplificacién mediante PCR se lleva a cabo empleando una misma pareja de cebadores
universales. Dado que cada hemi-sonda contiene la secuencia especifica de uno de los
cebadores, el éxito de la reaccion de amplificacion estd condicionado a la ligacién previa de
ambas hemi-sondas y, consiguientemente, el nimero de productos de amplificacién esta ligado
al numero de secuencias diana presentes en la muestra. Uno de los cebadores se encuentra
marcado con un fluoréforo que se incluira por tanto en el producto final tras el proceso de
amplificacién. Por ultimo, aprovechando la diferencia de tamafio de cada una de las sondas
MLPA, se puede estimar la cantidad de producto de amplificaciéon generado mediante un
andlisis de fragmentos por electroforesis capilar. Si alguna secuencia no esta presente en la
muestra, las hemi-sondas correspondientes no se ligaran y por consiguiente, al no amplificarse

exponencialmente, no generaran sefial.

Comparando la capacidad de multiplexing con respecto a los ensayos de PCR en tiempo real
multiple, la técnica de MLPA permite la deteccion de un mayor nimero de secuencias en una
misma reaccion. Ademas, al emplear una Unica pareja de cebadores, se simplifican los pasos
previos necesarios para optimizar las condiciones de la reaccién que maximizan la eficiencia

de la amplificacién (Képpel et al., 2012; Mustorp et al., 2011).
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Figura 6. Esquema de las hemi-sondas empleadas para la deteccion de secuencias especificas de ADN
mediante la técnica de MLPA.

Las primeras aplicaciones de la técnica de MLPA al andlisis de alimentos estuvieron
dirigidas a la deteccién de organismos modificados genéticamente (Ehlert et al., 2008; Guertler
et al., 2014; Holck et al.,, 2009; Moreano et al., 2006). La deteccion de alérgenos alimentarios
mediante esta técnica es todavia incipiente, pero los trabajos publicados en este area
demuestran el gran potencial de multideteccién de la técnica, que alcanza limites de deteccion
de 5-10 mg/kg de los ingredientes alergénicos (Ehlert et al, 2009; Mustorp et al, 2011;
Unterberger et al., 2014).

II. 2. 1.3. Amplificacion de ADN isotérmica mediada por bucle

La técnica de amplificaciéon de ADN isotérmica mediada por bucle (LAMP, Loop-Mediated
Isothermal Amplification), al igual que la PCR, tiene la capacidad de amplificar selectivamente
fragmentos especificos de ADN de la secuencia diana, con la ventaja de que la reaccion puede
completarse en un menor tiempo y empleando condiciones isotérmicas. Esta técnica emplea
enzimas como la Bst polimerasa aislada de Bacillus stearothermophilus o la Bsm polimerasa

aislada de Bacillus smithii, que presentan actividad enzimatica a 66 °Cy 63 °C, respectivamente.

47



1. INTRODUCCION

Una de las principales ventajas es que no requiere el uso de termocicladores, ya que los ensayos
pueden realizarse en dispositivos de calefaccion que mantengan una temperatura estable. La
efectividad de la técnica LAMP radica en el disefio de los cebadores. El método requiere el uso
de 6 cebadores diferentes: 2 cebadores externos (denominados F3 y B3), 2 cebadores internos
que contienen secuencias sentido y antisentido para favorecer la formacién de un bucle
(denominados forward internal primer o FIP y backward internal primer o BIP) y 2 cebadores
bucle que aceleran la reaccién de amplificacion (forward loop primer o FLP y backward loop
primer o BLP) (Figura 7). Los cebadores FLP y BLP se emplean tinicamente en la denominada

LAMP en tiempo real (QLAMP).
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Figura 7. Representacién esquemdtica de los cebadores empleados en la técnica de amplificacion
isotérmica mediada por bucle en tiempo real (qLAMP).

Aunque el disefio previo de los cebadores es mas complejo que en el caso de la PCR
convencional o en tiempo real, el manejo de la metodologia es muy sencillo y permite la
visualizacién directa (naked-eye) de los resultados debido a la liberacién de pirofosfatos que
originan turbidez en la mezcla de reaccién. Ademas, también pueden emplearse agentes
intercalantes para seguir la evolucion en tiempo real de la reacciéon de polimerizacion (Parida

etal. ,2008).

Las primeras aplicaciones de la técnica LAMP estuvieron encaminadas al diagnéstico de
enfermedades infecciosas (Wong et al, 2018) y tan solo recientemente ha empezado a
aplicarse al andlisis de alimentos en dreas como la deteccidn de microorganismos patégenos o
la deteccion de alérgenos alimentarios, entre otras (Focke et al,, 2013; Salihah et al,, 2016). La

técnica es rapida y especifica, no requiere instrumentaciéon compleja y aporta niveles de
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sensibilidad préximos a los de la PCR en tiempo real (D’Agostino et al., 2016; Garrido-Maestu

etal, 2018).

IL. 2. 2. Técnicas basadas en la deteccion de proteinas
II.2.2.1. Inmunoensayos

Los inmunoensayos son metodologias analiticas basadas en el reconocimiento especifico
entre un anticuerpo y su correspondiente antigeno. Los anticuerpos mas comunmente
empleados en este tipo de analisis son las inmunoglobulinas IgG producidas en animales o IgY
si proceden de la yema de huevo de gallinas inmunizadas. Cuando los anticuerpos se obtienen
a partir del suero de animales inmunizados, dado que un mismo antigeno puede contener
diferentes epitopos, el inmunégeno inducird la producciéon de anticuerpos con diferente
capacidad de reconocimiento. En esta situacién, las IgGs que se producen provienen de
diferentes clones de linfocitos B, por lo que se denominan anticuerpos policlonales y pueden
presentar especificidades diferentes. A partir de 1975, con la publicacién del trabajo sobre la
tecnologia de hibridomas, se impulsé el desarrollo de técnicas de inmunodetecciéon que
emplean anticuerpos monoclonales (Koéhler y Milstein, 1975). Los hibridomas son células
hibridas obtenidas tras la fusion de linfocitos extraidos del bazo de un animal con células
cancerosas inmortales de rapida reproduccién (mieloma). Mediante esta técnica, es posible
obtener anticuerpos procedentes de un Unico clon de células B, incrementando asi la
especificidad de los inmunoensayos. El descubrimiento de esta tecnologia supuso el
reconocimiento a sus creadores, Kéhler y Milstein, con el Premio Nobel en Fisiologia y Medicina
de 1984.

Las inmunoglobulinas IgG son tetrameros formados por cuatro cadenas polipeptidicas: dos
cadenas pesadas (440 aminoacidos) y dos cadenas ligeras (220 aminoacidos) unidas entre si
mediante puentes disulfuro. Ambos tipos de cadenas poseen una regiéon constante (C) en el
extremo carboxi-terminal y una region variable (V) en el extremo amino-terminal, que sera la
que determine la capacidad del anticuerpo para reconocer a un determinado antigeno. La
variabilidad de estas regiones V no se distribuye uniformemente, sino que se concentra en las
denominadas regiones hipervariables o regiones determinantes de la complementariedad
(CDR, complementary determining regions) que son las que configuran el sitio de uni6n al

antigeno (Figura 8) (Miersch y Sidhu, 2012; Zeng et al., 2012).

49



1. INTRODUCCION

La busqueda de alternativas a los anticuerpos producidos mediante inmunizaciéon de
animales de experimentacion, consecuentes con la vigente normativa sobre bienestar animal,
estd motivando incesantes avances en el campo de la tecnologia del ADN recombinante. Entre
ellos, destaca un nuevo tipo de sondas de afinidad alternativas a las inmunoglobulinas
convencionales: los fragmentos de anticuerpos recombinantes (de la Cruz et al., 2013a, 2015;
Hudson y Kortt, 1999; Jeong et al, 2011; Ledsgaard et al, 2018; Madrid et al., 2018). Existen
diferentes tipos de anticuerpos recombinantes, entre los que destacan los fragmentos de uniéon
al antigeno o Fab (fragment-antigen-binding), los fragmentos variables de cadena sencilla o
scFv (single chain variable fragment) y los anticuerpos de dominio Unico o dAb (single
domain-antibodies) (Figura 8) (Ghassabeh et al, 2013; Saerens et al, 2008; Weisser y Hall,
2009). Ademas, los anticuerpos también pueden reemplazarse por aptameros (acidos
nucleicos de cadena sencilla) y péptidos que reconocen una determinada diana proteica con

gran afinidad (Chen et al.,, 2011; Szeto et al., 2013; Zhang et al., 2019).

CDRs

VH

Fab
(50 kDa)
scFv VH
(25 kDa)
IgG dAb
(150 kDa) (15 kDa)

Figura 8. Representacion esquemdtica de una inmunoglobulina IgG y de algunos de los principales
fragmentos de anticuerpos empleados en técnicas inmunolégicas: fragmento de union al antigeno (Fab)
fragmento variable de cadena pesada (scFv) y anticuerpo de dominio tinico (dAb). VH: region variable de
la cadena pesada; CH(1-3): regién constante de la cadena pesada; VL: regién variable de la cadena ligera;
CL: regidn constante de la cadena ligera; CDR: regiones hipervariables o regiones determinantes de la
complementariedad. Puentes disulfuro indicados en amarillo.

En la actualidad, la técnica de ELISA es la mas reconocida y empleada en los analisis
rutinarios de alimentos, tanto en las empresas alimentarias como en las agencias reguladoras,
ya que posee una elevada sensibilidad y proporciona resultados rapidos y fiables. Ademas, es

una metodologia sencilla y de facil manejo que puede automatizarse para el andlisis de varias
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muestras a la vez (Bruins-Slot et al., 2016; Diaz-Amigo y Popping, 2013; Poms et al., 2004a).
Cuando se dispone de un estandar del analito, la técnica de ELISA permite la cuantificacién del
alérgeno por interpolacién de los valores de absorbancia generados en la curva de calibracién.
Sin embargo, dado que la determinacién puede verse afectada por el tipo de matriz alimentaria
y los métodos de procesado aplicados, la curva estdndar puede no ser completamente

representativa de la muestra analizada (Besler et al, 2001; Sathe et al., 2005).

Existen diversas variantes de las técnicas inmunoenzimaticas segun la fase sélida utilizada,
el componente de la reacciéon que se fija en primer lugar o si se emplean concentraciones
limitantes de antigeno o anticuerpo. Dentro de los formatos de ELISA mas extendidos en la
determinacién de alérgenos alimentarios destaca el tipo sandwich, que requiere un primer
anticuerpo (de captura) que inmoviliza los antigenos presentes en la muestra, y un segundo
anticuerpo (de deteccion) que detecta el complejo antigeno-anticuerpo formado. El principio
de la cuantificacion se basa en el empleo de marcadores enzimaticos para detectar la
interaccion antigeno-anticuerpo. El anticuerpo de deteccién se encuentra conjugado a una
enzima (generalmente la peroxidasa de rdbano o HRP), por lo que la adicién del sustrato
cromogénico produce una reaccion colorimétrica debido a la actividad enzimatica. No
obstante, cuando la muestra a analizar se encuentra altamente procesada se recomienda usar
el formato de ELISA competitivo, como ocurre por ejemplo con la deteccién de gluten en
productos hidrolizados (cervezas, siropes, malteados, etc.). En este caso, Unicamente se
requiere de un sitio de reconocimiento antigeno-anticuerpo, a diferencia del formato sandwich
que necesita dos epitopos intactos para poder desarrollarse. En este disefio, el anticuerpo
compite por su union al antigeno inmovilizado en la fase sélida o al antigeno de la muestra
presente en solucién, por lo que la absorbancia generada sera inversamente proporcional a la
concentracion de antigeno en la muestra (Mujico et al., 2012; Sajic et al., 2017; van Hengel,
2007). La sensibilidad alcanzada en los ensayos ELISA es generalmente muy buena, con limites
de deteccion de hasta 0,07-1,5 mg/kg en funcién del ingrediente alergénico y de la matriz

analizada (EFSA, 2014; Monaci y Visconti, 2010).

Ademas del ELISA, existen otros inmunoensayos que han ido ganando terreno gracias a su
alta sensibilidad, como los ensayos de quimioluminiscencia (CLIA, ChemiLuminescence
ImmunoAssay) y de inmunofluorescencia (FLISA, Fluorescence-Linked Immunosorbent Assay).
En estas técnicas, el anticuerpo se encuentra marcado, respectivamente, con una enzima que
cataliza una reaccién quimioluminiscente o con un fluoréforo, por lo que en lugar de medir un
cambio de color, lo que se genera es la emision de luz (Oelschlaeger et al.,, 2002; Qin y Jin-Ming,

2015; Yang et al., 2014).
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Una version simplificada de los ensayos de ELISA son las tiras reactivas (o dipsticks) y los
dispositivos de flujo lateral (DFL), paralos que de igual modo se dispone de formatos sandwich
y competitivo. Estos dispositivos presentan la ventaja de que son rapidos, baratos y faciles de
usar, ya que no requieren ningin tipo de instrumentaciéon. Sin embargo, son métodos
Unicamente cualitativos o semi-cuantitativos, por lo que no permiten conocer la concentracién
exacta de alérgeno en la muestra. La Figura 9 muestra un esquema de un DFL formado por una
membrana de nitrocelulosa o polifluoruro de vinilideno (PVDF) a través de la cual la muestra
asciende por capilaridad. En este tipo de dispositivos, la muestra se deposita en una superficie
absorbente adyacente a la almohadilla conjugada en la cual estan presentes los anticuerpos de
deteccién marcados con particulas coloreadas, enzimas o moléculas fluorescentes. Si la
muestra contiene el analito, se forma el complejo antigeno-anticuerpo que migra a través de la
membrana hasta llegar a una regién que contiene el anticuerpo de captura especifico (linea de
test), atrapando el complejo marcado. Por lo tanto, el nivel de coloracién de la linea de test sera
proporcional a la cantidad de analito presente en la muestra. Ademas, el dispositivo posee una
segunda regién donde se encuentran inmovilizados anticuerpos de captura frente al
anticuerpo de deteccidn (linea control), zona que tiene que desarrollar coloracion para dar el

resultado como valido (Rice y Lupo, 2014; Schubert-Ullrich et al, 2009; Yin et al., 2016).

Almohadilla Almohadilla
Almohadilla conjugada Linea de test absorbente
de muestra l l /

Membrana de Linea control Soporte
nitrocelulosa o PVDF

Figura 9. Esquema de un dispositivo de flujo lateral.

En el mercado hay disponibles kits comerciales para la detecciéon de los principales
alérgenos de declaracion obligatoria, basados tanto en ensayos de ELISA como en DFL, dos de
los inmunoensayos mas versatiles y estandarizados. El trabajo publicado recientemente por
Ross et al. (2018) incluye una interesante y actualizada revision de los kits comerciales mas
empleados para la deteccién de alérgenos como el gluten, soja, leche, huevo, cacahuete, frutos

de cascara (almendra, nuez de Brasil, anacardo, avellana, macadamia, pistacho, pifién, pacana
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y nuez), coco, sésamo, crustaceos, pescados, altramuz y mostaza. Entre las principales casas
que los comercializan se encuentran: R-Biopharm, Romer Labs, Neogen, Biomedal Diagnostics,
Immunolab, Crystal Chem, BioFront Technologies y ELISA Systems. Cabe mencionar que, debido
a la posible reactividad cruzada de los anticuerpos de estos inmunoensayos y a la variabilidad
observada entre los kits distribuidos por las diferentes casas comerciales, a menudo se
recomienda realizar un analisis de confirmacién de las muestras positivas mediante otras
técnicas no inmunolégicas como la espectrometria de masas o las técnicas genéticas (Croote y

Quake, 2016; Holzhauser, 2018; Platteau et al., 2011b; Tanner et al., 2013b).

II. 2. 2. 2. Espectrometria de masas

El gran avance tecnoldgico de la espectrometria de masas (MS) ha permitido comprender
mejor la compleja naturaleza de las proteinas, convirtiendo a esta técnica en una potente
herramienta de base no inmunoldgica parala deteccién de alérgenos alimentarios. Esta técnica
analitica se caracteriza por su rapidez, precision, alta sensibilidad, especificidad y
reproducibilidad y permite la identificacién inequivoca de multiples alérgenos y sus isoformas,
incluso en productos procesados en los que las modificaciones fisicas o quimicas pueden
afectar a la estabilidad de las proteinas. Aunque el tratamiento previo de la muestra es sencillo,
el andlisis por MS requiere el uso de una instrumentacién compleja, cuyo precio y
mantenimiento es considerablemente elevado. Este hecho, unido a la necesidad de personal
cualificado para realizar los andlisis, limita la utilidad de esta técnica para determinaciones

rutinarias (Croote y Quake, 2016; Monaci y Visconti, 2009; Sancho y Mills, 2010).

Los andlisis realizados mediante MS se apoyan en técnicas complementarias de
prefraccionamiento que permitan purificar la proteina de interés, como pueden ser la
electroforesis unidimensional o bidimensional y la cromatografia liquida. Un espectrémetro de
masas cuenta con tres componentes fundamentales: una fuente de ionizacién, un analizador
de masas y, finalmente, un detector. En el caso concreto del anélisis de alérgenos alimentarios,
las mas empleadas son las fuentes de ionizacidn suaves: desorcién/ionizacién laser asistida
por matriz (MALDI, Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization) y la ionizacién por
electroespray (ESI, ElectroSpray lonization). Una vez formados los iones, el analizador de
masas los separa en funcién de su relaciéon masa/carga (m/z.) Los analizadores de masas mas
utilizados son el cuadrupolo (Q, Quadrupole), 1a trampa de iones (IT, lon Trap), el tiempo de
vuelo (TOF, Time of Flight) y las combinaciones hibridas de los mismos (Bantscheff et al., 2007;
Domon y Aebersold, 2006).
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La técnica de MS puede emplear dos estrategias diferentes denominadas bottom-up (de
abajo a arriba) y top-down (de arriba abajo), en funcion de si se analizan las proteinas digeridas

o intactas, respectivamente.

Para llevar a cabo la determinacion de alérgenos alimentarios, generalmente se procede a
la digestion previa de la muestra con una o varias enzimas proteoliticas (estrategia bottom-up).
En esta estrategia, para identificar la proteina de la que proceden, los péptidos generados
pueden analizarse mediante MS a través del estudio de la huella peptidica (PMF, Peptide Mass
Fingerprint) o mediante espectrometria de masas en tindem (MS/MS) estudiando el patréon de
fraccionamiento de los péptidos (PFF, Peptide Fragment Fragmentation). Los espectros de
MS/MS ofrecen una gran cantidad de informacién estructural, consiguiendo en muchos casos
la secuenciacion completa de los péptidos de interés, asi como la identificacion de los eventos
postraduccionales que haya podido sufrir el alérgeno (Monaci y Visconti, 2009; Picariello et al.,
2011). Los ensayos bottom-up que emplean como método de separacién la cromatografia
liquida se engloban dentro de la denominada proteémica shotgun, y permiten la deteccién de
compuestos poco abundantes aunque con peor resolucién en comparaciéon con la
electroforesis bidimensional. Este tipo de analisis alcanza limites de deteccion del orden de
1-5 mg/kg del ingrediente alergénico, ya que los péptidos se separan mas eficazmente que las

proteinas (de la Cruz, 2017; EFSA, 2014).

Por otra parte, gracias al desarrollo de instrumentos de MS de alta resolucién, hoy en dia se
puede realizar el andlisis de proteinas intactas para estudiar los iones de fragmentacién
generados (estrategia top-down). Para ello, se requiere conocer perfectamente el alérgeno de
interés y disponer de estandares del analito. El método mas empleado se denomina
monitorizacion de reacciones multiples (MRM, Multiple Reaction Monitoring) y se engloba
dentro de los analisis de protedmica cuantitativa selectiva. El espectrometro de masas en el
que se realizan estos anadlisis es el triple cuadrupolo (QQQ), dénde el primer y tltimo Q acttian
como filtros de masa estaticos, y el segundo Q funciona como una célula de colisién para
fragmentar el i6n precursor en iones producto. De esta forma se consigue un método dirigido
a la determinacién de un péptido concreto presente en el alérgeno de interés, aumentando la
sensibilidad del analisis (Mamone et al, 2011; Planque et al., 2017). Ademas, esta técnica
permite monitorizar simultdineamente un gran nimero de péptidos aumentando aun mas la
selectividad y exactitud a la hora de cuantificar el alérgeno (Croote y Quake, 2016; Sancho y

Mills, 2010).
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El apoyo decisivo a los andlisis de proteinas mediante MS lo proporcionan, sin duda, las
herramientas bioinformaticas necesarias para la correcta interpretacidon de los espectros de
masas generados. Las identificaciones suelen realizarse automdaticamente a través de
programas informaticos potentes y comercialmente accesibles, como Mascot y SEQUEST, en
combinacién con bases de datos publicas continuamente actualizadas (NCBI y SwissProt)

(Picariello et al., 2011).

II. 2. 2. 3. Biosensores

Desde hace unos afios, los biosensores se estan perfilando como una tecnologia emergente
para el analisis de alérgenos alimentarios. Un biosensor estd compuesto por dos elementos
funcionales integrados: un receptor biologico disefiado para reconocer especificamente una
diana determinada y un transductor capaz de interpretar la reacciéon que se produce en el
receptor y generar una seflal cuantificable (Figura 10). De esta forma, el biosensor
proporciona una informaciéon cuantitativa o semi-cuantitativa del proceso que podra
relacionarse con la concentracidn del analito en la muestra. Segin la naturaleza del receptor y
del transductor, se han desarrollado una gran variedad de dispositivos biosensores. Dentro de
los receptores biologicos mas empleados, se encuentran los anticuerpos, las enzimas, las
secuencias de oligonucleétidos y los receptores proteicos. Por su lado, en funcién de la
naturaleza del transductor los biosensores se clasifican en dpticos, electroquimicos,
piezoeléctricos y termométricos (Alves et al., 2016; Campuzano et al., 2016; Prado et al., 2016;

Ross et al,, 2018; Yasmin et al,, 2016).

En comparacion con los métodos analiticos convencionales que a menudo conllevan varias
etapas y resultan laboriosos, el disefio de los biosensores proporciona un dispositivo portatil,
de facil manejo y que permite realizar analisis rapidos a un coste asequible (Gémez-Arribas et
al, 2018; Lin et al.,, 2017). En este sentido, una interesante alternativa a los ensayos de ELISA
aplicados al andlisis de alérgenos alimentarios consiste en el empleo de biosensores basados
en sistemas microfluidicos que permiten reducir considerablemente el tiempo de analisis y el
volumen de reactivos necesario, abaratando el coste del método sin comprometer su
sensibilidad (Chiriaco et al., 2015; Liu et al,, 2010; Luka et al., 2015; Weng et al,, 2016). La
mayoria de los biosensores desarrollados para la determinacién de ingredientes alergénicos
se basan en la deteccidn de las proteinas a través del uso de anticuerpos, los denominados
inmunosensores. No obstante, también se han desarrollado biosensores dirigidos a la

detecciéon de acidos nucleicos o genosensores, que permiten alcanzar limites de deteccién en
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el intervalo de 1-10 mg/kg del ingrediente alergénico (Lopez et al., 2014; Martin-Fernandez et

al, 2017; 2016; Neethirajan et al., 2018).

Receptorbiolégico Transductor

Molécula diana - Molécula no diana
@
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Figura 10. Representacion esquemdtica de un biosensor (adaptada de Yasmin et al. 2016).

Los biosensores 6pticos basados en la resonancia de plasmones superficiales (SPR, Surface
Plasmon Resonance) destacan entre los mas utilizados para el andlisis de alimentos. La SPR es
un fenémeno 6ptico que ocurre cuando la luz polarizada incide sobre una capa delgada
metdlica, generalmente de oro o plata, que se sitda entre un prisma y la muestra. Como el
prisma posee un mayor indice de refraccidn que la capa metdlica, la luz incide con un
determinado angulo en la interfase que se crea entre ambos. Para un determinado angulo de
incidencia, denominado angulo de resonancia, se produce la excitacion de un plasmoén
superficial (oscilaciones colectivas de los electrones de conduccién del metal). Este dngulo de
resonancia varia en funcion del indice de refracciéon del medio situado al lado opuesto de la
capa metalica. Cuando el analito interacciona con el elemento de reconocimiento (inmovilizado
sobre la superficie de oro) provoca un cambio del indice de refraccion en la superficie del metal
que conlleva un desplazamiento en el angulo de resonancia que es registrado por el detector.
Este sistema de detecciéon permite medir la muestra sin necesidad de complejos pasos previos
de purificacion y sin tener que emplear ningin marcaje para monitorizar la interaccién. Los
biosensores de SPR se han utilizado para la deteccién de los principales alérgenos alimentarios
(cacahuete, frutos de cascara, huevo, leche, marisco, pescados, altramuz, etc.) alcanzandose
limites de deteccidn inferiores a 5 mg/kg (Rebe Raz et al., 2010; Wammes et al., 2015; Zhou et
al., 2019).

Otro tipo de biosensor que no requiere ningtn tipo de marcaje para llevar a cabo la
deteccién del alérgeno es la microbalanza de cristal de cuarzo (QCM, Quartz Crystal
Microbalance). Estos biosensores estan basados en el efecto piezoeléctrico, fendmeno fisico

que presentan algunos cristales por el que adquieren una diferencia de potencial eléctrico
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entre algunas de sus caras al ser sometidos a una deformacidén mecanica. Un sensor tipo QCM
consiste en un disco delgado de cuarzo situado entre dos electrodos. Gracias a las propiedades
piezoeléctricas del cristal, cuando se aplica un voltaje entre los electrodos se produce una
deformacién del mismo que induce la aparicion de oscilaciones. La frecuencia de resonancia a
la que vibra el cristal de cuarzo es caracteristica del material y varia en funcién de la masa que
se haya depositado sobre él. De esta forma, el cambio de frecuencia registrado en el detector
serd proporcional a la cantidad de analito reconocido por el receptor biolégico del sensor
situado sobre el cristal, comportdndose como una balanza (Funari et al., 2017; Thakur y

Ragavan, 2013; Xiulan et al., 2010).

IL. 3. SISTEMAS DE PRODUCCION in vitro DE FRAGMENTOS DE ANTICUERPOS

En la actualidad, los anticuerpos disponibles para la determinacién de alérgenos en
alimentos se han obtenido mediante la inmunizacién de animales con extractos proteicos de la
especie de interés para la obtenciéon de sueros inmunes convencionales (anticuerpos
policlonales) o la extraccién de linfocitos B del bazo para generar hibridomas (anticuerpos
monoclonales). Sin embargo, desde la formulacién del “principio de las tres erres” de Russel y
Burch, la bioética trata de refinar y reducir el uso de animales de experimentacion, instando a
reemplazar su uso por otros procedimientos experimentales siempre que sea posible (Russel
y Burch, 1959). Esta necesidad se ve reflejada en la Directiva Europea 2010/63/EU,
transpuesta a la legislacion espafiola a través del Real Decreto 53/2013, por el que se
establecen las normas basicas aplicables para la proteccién de los animales utilizados en

experimentacion y otros fines cientificos.

En este sentido, las técnicas de ingenieria genética han evolucionado durante las ultimas
décadas para ofrecer estrategias innovadoras en la produccién y seleccién de anticuerpos
monoclonales que no requiera de la inmunizacién previa de animales. Ademas, el avance de la
ingenieria de anticuerpos ha permitido el disefio de nuevos sitios funcionales de unién a
antigenos conocidos como fragmentos de anticuerpos, que suponen una interesante
alternativa a las inmunoglobulinas naturales en el desarrollo de metodologias analiticas. Entre
las estrategias mas comunmente empleadas para la seleccidn de fragmentos de anticuerpos,
destaca la tecnologia de presentacion sobre fagos filamentosos o phage display, si bien existen
otros formatos de presentacién como los ribosomas y las superficies celulares (bacterias,
levaduras y células mamiferas) (de Marco, 2011; Sergeeva et al., 2006; Teixeira y Gonzalez-

Pajuelo, 2018; Uchanski et al., 2019).
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Los métodos de produccién de anticuerpos recombinantes son menos laboriosos y costosos
en comparacién con la tecnologia de hibridomas y, dado que no se generan en animales, pueden
obtenerse anticuerpos frente a todo tipo de dianas, incluyendo compuestos con baja capacidad
inmunogénica o que resultan toxicos o inestables en animales, asi como antigenos altamente
conservados y auto-antigenos. Otra de las principales ventajas de las técnicas in vitro es que
permiten un mayor control de la naturaleza de los anticuerpos producidos mediante la
manipulacién de las condiciones de seleccién, como por ejemplo a través de la incorporacién
de moléculas competidoras que modulen la afinidad hacia dianas o epitopos especificos vy,
puesto que pueden definirse las condiciones de produccidn, la variabilidad entre los diferentes
lotes es despreciable. Ademas, tanto la secuencia nucleotidica como proteica del anticuerpo
son conocidas, por lo que se puede garantizar su identidad en los diferentes lotes producidos
y se facilita la transmisién de conocimientos cientificos y tecnolégicos (Birch y Racher, 2006;
Hammers y Stanley, 2014; Hentrich et al., 2018; Hwang y Foote, 2005). Por ultimo, gracias a la
tecnologia del ADN recombinante, es posible incluir modificaciones funcionales en las
moléculas seleccionadas para dotar a los anticuerpos con diversas propiedades, como el
marcaje con dominios especificos que favorezcan su purificacidon, inmovilizaciéon o deteccion
en diversas aplicaciones analiticas y terapéuticas (de la Cruz, 2017; Joosten et al., 2003; Mori

et al, 2018; Panjideh et al.,, 2008).

II. 3. 1. Tecnologia de phage display

La tecnologia de presentacidn sobre fagos filamentosos o phage display nacié en 1985,
cuando George P. Smith demostr6 que los fagos M13 tenian la capacidad de expresar en su
superficie proteinas exdgenas al fusionar los genes que codifican para las proteinas de la
capside con el gen codificante de la proteina expresada (Smith, 1985). Posteriormente, esta
técnica surgié como una poderosa alternativa a la tecnologia de hibridomas para la produccién
de anticuerpos monoclonales mediante el cribado de genotecas combinatorias basadas en la
expresion de millones de fragmentos de anticuerpos diferentes sobre la superficie de fagos
(Huse et al., 1989; Parmley y Smith, 1988). Dada la gran relevancia que ha supuesto el
desarrollo de esta tecnologia, G. P. Smith y Gregory P. Winter (Laboratory of Molecular Biology)

han sido recientemente galardonados con el Premio Nobel de Quimica de 2018.

De las diferentes clases de bacteriéfagos que existen, los fagos filamentosos que tiene la
capacidad de infectar bacterias gram negativas mediante ciclos de replicacion no liticos, son
los mas empleados en phage display. Los fagos mejor caracterizados con este fin son el M13, Fl

y Fd, que dada su alta homologia genética (98 % del material genético compartido) son
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denominados en conjunto fagos Ff. Estos fagos infectan de manera especifica a células de
Escherichia coli que portan el plasmido conjugativo denominado factor de fertilidad o factor F.
Entre ellos, el fago filamentoso M13 es el vector de expresién mas cominmente empleado en
la construccién de genotecas recombinantes. Estos fagos estdn compuestos por una Unica
molécula de ADN monocatenario (ADNmc) circular (6-7 kilobases) y una capside de estructura
cilindrica de aproximadamente 7 nm de ancho y 900 nm de longitud. Esta cubierta alargada
consiste principalmente en miles de copias de la proteina mayor de recubrimiento pVII],
proteina estructural principal del fago que alberga el genoma virico (Figura 11). El resto de
proteinas de superficie se encuentran en los extremos del fago, compuestos por 5 copias de
cada una de las siguientes proteinas minoritarias: uno de los extremos esta formado por las
proteinas pVIl y pIXy el otro por las plll y pVI (Bratkovic, 2010; Sidhu, 2001; Smith y Petrenko,
1997; Teixeira y Gonzalez-Pajuelo, 2018).

plll pVI pVIII pVII pIX
Copias/virion: 5 5 2700 5 5
kDa: 42,5 12,4 5,2 3,6 3,7

Figura 11. Representacion esquemdtica de las cinco proteinas de recubrimiento del fago M13 (plll, pVI,
pVIII, pVII y pIX), niimero de copias de estas proteinas que contiene cada virion y su respectivo peso
molecular. ADNmc: ADN monocatenario.

Para realizar la presentacién de proteinas sobre la cubierta del fago, se han probado
fusiones covalentes con los cinco tipos de proteinas de recubrimiento mencionadas. Sin
embargo, las mas empleadas para la fusiéon de proteinas heterdlogas son la proteina
minoritaria plll (para la expresién de bajo nimero de copias) y la pVIII (para la expresion de
alto nimero de copias). La proteina plll, implicada en el proceso de infeccion de la bacteria,
posee unos 406 aminoacidos y esta constituida por tres dominios diferentes: dos dominios
N-terminal (N1 y N2) y un dominio C-terminal anclado en la cubierta del fago. En el momento

de la infeccidn, el dominio N2 interactta con el F-pilus, lo que provoca su retracciéon y permite
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al dominio N1 unirse a la proteina de membrana interna TolA del hospedador bacteriano
(Hentrich et al., 2018). En ese momento, el ADN virico penetra en el interior de la bacteria
donde se convierte en una doble hebra circular conocida como forma replicativa. En los
primeros momentos tras la infeccion, las hebras de ADNmc hijas se convierten a la forma
replicativa sirviendo asi de molde para la sintesis de hebras hijas adicionales. Este proceso de
replicacion se detiene al alcanzarse las 100-200 copias de ADN, momento en el cual el genoma
viral se ensambla con la capside proteica en la membrana bacteriana y se produce la liberaciéon
de nuevas particulas viricas. Aunque se ha observado una disminucién en la velocidad de
reproduccién de las células infectadas, al no tratarse de fagos liticos, el crecimiento bacteriano
continta, por lo que llegan a encontrarse facilmente titulos de 1012 particulas viricas por

mililitro de cultivo (Ledsgaard et al., 2018; Pande et al., 2010; Sergeeva et al., 2006).

A pesar de que es factible clonar la secuencia que codifica para la proteina exdégena
directamente en el genoma del fago, lo que originaria fagos con las cinco copias de plIl
expresando la proteina, esta estrategia esta frecuentemente limitada en funcién del tamafio de
la proteina hetero6loga. Dado que los fragmentos de anticuerpos poseen un tamafio que puede
interferir en la capacidad infectiva del fago o el correcto empaquetado de los viriones, la
alternativa mas comtinmente empleada consiste en emplear pldsmidos de menor tamafio
denominados fagémidos. Estos plasmidos contienen exclusivamente el gen que codifica para
la fusion de la proteina de recubrimiento plll y la proteina exdgena, ademas de un gen de
resistencia a antibiéticos, el origen de replicaciéon del fago y de la ADN polimerasa y la sefial de
empaquetamiento del fagémido (Miersch y Sidhu, 2012). Por lo tanto, para que se produzca el
correcto empaquetamiento del virion, es necesario que la bacteria portadora del fagémido
contenga la informacién genética del resto de proteinas de recubrimiento. Esta informacién la
proporciona el denominado fago auxiliar o fago helper, que posee una sefial de
empaquetamiento defectiva, por lo que se empaquetara preferentemente la informacion
genética del fagémido. Dado que el fago auxiliar posee un gen de resistencia a antibidticos
diferente al fagémido, esto permitira la seleccion exclusiva de aquellas bacterias que hayan
adquirido la informacién genética proporcionada por ambos. El fago resultante contendra
tanto proteinas plll que provengan del fago auxiliar (wild type) como del fagémido (fusionadas
a la proteina recombinante), dando lugar a un virién hibrido que contiene el genoma del

fagémido y que exhibe pocas copias de la proteina de fusion (Figura 12).
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Fago auxiliar Fagémido

Figura 12. Representacidén esquemdtica de un sistema de phage display con dos fuentes de proteina plll:
fago auxiliar y fagémido. El virién resultante presenta un fenotipo heterogéneo combinacién de ambos
genotipos. glll: gen que codifica para la proteina de recubrimiento plll; Kan y Amp: genes de resistencia a
la kanamicina y ampicilina, respectivamente.

IL. 3. 2. Biopanning

La tecnologia de phage display require, en primer lugar, de la existencia de una agrupacion
de fagos recombinantes o genoteca, que exprese en su superficie una gran diversidad de
proteinas exdégenas. De manera general, gracias a su accesibilidad al solvente, las proteinas
recombinantes expresadas por los fagos se comportan de igual manera que lo harian si no
estuvieran fusionadas al virion. Hoy en dia, hay disponibles diferentes tipos de genotecas de
fagos que expresan desde péptidos de secuencia aleatoria de una longitud definida, hasta
fragmentos de anticuerpos de diversa naturaleza (Fab, scFv, dAb, etc.), tanto humanos como

murinos (Hentrich et al., 2018; Rami et al., 2017).

El proceso de seleccion in vitro de fragmentos de anticuerpos llevado a cabo para obtener
los ligandos que exhiben una mayor afinidad por la molécula diana, se conoce como biopanning
(Figura 13). Esta estrategia comprende una serie de etapas que tratan de simular el proceso
de hipermutacion somadtica que tiene lugar in vivo, con el fin de seleccionar una subpoblacién
de fagos que presenten mayor afinidad por el ligando (Bradbury et al.,, 2011). En primer lugar,
la genoteca se incuba en presencia de la molécula diana, que se puede encontrar inmovilizada
sobre una superficie soporte o en solucidn. Las particulas de fagos que no interaccionan
especificamente con el ligando, son eliminadas mediante sucesivas etapas de lavado con el
objetivo de recuperar exclusivamente los fagos unidos a la molécula diana (mediante el uso de
enzimas proteoliticas o cambios bruscos en el pH o la fuerza i6nica del medio). Esta

subpoblacion de fagos recuperada, representa una fraccién de la genoteca inicial enriquecida
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en viriones que poseen la capacidad de reconocer el antigeno de interés, y que puede a su vez
amplificarse mediante la infeccion de nuevas células de E. coli. Una vez finalizado el proceso de
seleccion a través de multiples rondas sucesivas de biopanning, se lleva a cabo el aislamiento
de clones individuales para comprobar la funcionalidad de los fagos seleccionados mediante
técnicas inmunoldgicas (generalmente ELISA) e identificar la secuencia nucleotidica que
codifica para los fragmentos de anticuerpos de interés (Adda et al, 2002; Bakhshinejad et al.,

2016; Hoogenboom, 2005).

Esta técnica de obtencion de anticuerpos monoclonales mediante el uso de cultivos de
microorganismos, permite la produccién ilimitada de sondas especificas con protocolos
relativamente sencillos, por lo que el proceso es rapido, econémico y automatizable. Ademas,
dado que se dispone de la informacién genética del anticuerpo que reconoce a la molécula
diana, se puede recurrir a técnicas de maduracion in vitro de la afinidad para incrementar su
sensibilidad, su transformacién a diferentes formatos de anticuerpos o emplear diversos
sistemas de expresioén de proteinas recombinantes (bacterias, levaduras, hongos filamentos,

células, etc.) (de la Cruz, 2017; Rajput et al., 2014; Wemmer, 2008).
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Figura 13. Representacion esquemadtica del proceso de seleccion in vitro de anticuerpos recombinantes mediante el uso de fagémidos por phage display.
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This work describes a multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA) technique for the
simultaneous detection of five food allergens: sunflower, poppy, flaxseed, sesame and soy. Species-
specific MLPA half-probes were designed to detect the DNA from the targeted species. Ligated probes
were amplified by polymerase chain reaction (PCR) and amplicons were detected using capillary elec-
trophoresis. The specificity of the MLPA system was assessed against DNA from more than 50 plant and
animal species. The limit of detection (LOD) of the assay was determined to be 10 mg kg~ 'in a model
cookie experimentally spiked with different concentrations of the target species. The applicability of the
MLPA was demonstrated through the analysis of 56 different commercial products (breads, pastries,
cereals, chocolates, drinks, etc.), evidencing the presence of one or more undeclared allergenic in-
gredients in some of the tested samples. Real-time PCR assays were also performed to confirm and
complement MLPA results. The MLPA technique has proved as a qualified screening tool for determining
the presence of low amounts of sunflower, poppy, flaxseed, sesame and soy in processed foods.

Sesame (Sesamuin indicuim)
Soy (Glicine max)
Commercial food products
Food allergy

© 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Increased attention to food safety has stimulated the interest of
consumers and authorities towards authenticity and traceability of
food products and their ingredients. In recent years, food allergies
have constituted a major health concern in industrialized countries,
and it is estimated that may affect up to 3% of the adult population
and 6—8% of the children in Europe (Rona et al., 2007). The prev-
alence of allergies to certain plant species such as sunflower (Hel-
ianthus annuus), poppy (Papaver rhoeas), flaxseed (Linum
usitatissimum), sesame (Sesamum indicum) and soy (Glicine max)
has shown a positive tendency, associated with an increasing
consumption of the seeds and oil of these species in many foods
(bakery products, fast foods, vegetarian and ethnic dishes, etc.).
Sunflower seeds provide an excellent source of health benefiting
nutrients, but anaphylactic reactions ranging from mild to severe

Abbreviations: MLPA, multiplex ligation-dependent probe amplification; PAC,
positive amplification control.
* Corresponding author.
E-mail address: ilopezcalleja@vet.ucm.es (LM. Lopez-Calleja).

http://dx.doi.org/10.1016/j.foodcont.2016.06.014
0956-7135/@ 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.

symptoms have been described after their ingestion by sensitized
individuals (Axelsson, Thre, & Zetterstrom, 1994; Hernandez,
Esteve, & Pla, 2005). Similarly, poppy and flaxseed are highly
nutritious and relevant sources of minerals, vitamins and antioxi-
dants. However, allergic type 1 sensitivity to these seeds has also
been reported (Gall, 2000; Keskin & Sekerel, 2006; Leon, Rodriguez,
& Cuevas, 2002; Panasoff, 2008). Sesame allergy is also a rising
problem as new products and recipes are being introduced from
around the world on a regular basis. In the UK, a questionnaire-
based survey suggested that sesame was responsible for severe
reactions (Derby, Gowland, & Hourihane, 2005). Although systemic
reactions occur, a single case of death owing to an allergic reaction
to sesame has been reported (Pumphrey & Gowland, 2007). A
number of soybean products and ingredients is extensively used by
a large population worldwide, not only due to its nutrition and
health benefits, but also to the introduction of new food trends such
as vegetarianism and organic consumption. Nevertheless, soy is
considered a major food allergen and the number of patients with
allergy to soybeans has greatly increased in the last years (Bauer,
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Kirschbaum, Panter, Kenk, & Bergemann, 2011; Taramarcaz, Hauser,
& Eigenmann, 2001).

Since sunflower, poppy, flaxseed, sesame and soy are often
contained in a wide variety of commercial food products, it is
essential for those consumers which are at risk from suffering an
allergic reaction to be able to obtain information about these al-
lergens used as ingredients and/or as potential contaminants. In the
absence of effective means for combating the allergic responses in
sensitized consumers, avoiding the allergen containing food seems
the only option. However, this may turn difficult in commercial
processed products containing non declared allergens either added
deliberately or unintentionally if foods are cross-contaminated
during processing storage or shipping (Poms, Anklam, & Kuhn,
2004). In order to safeguard allergic consumers, the declaration
of allergenic ingredients used in the preparation of a food results an
imperative issue in many countries. According to European Union
legislation, 14 allergenic foods and food ingredients, including
sesame and soy (and other products thereof), have to be compul-
sorily given in the food ingredients label (Regulation 1169/2011/EC).
Although sunflower, poppy and flaxseed have not been yet included
in the list of allergenic ingredients that must be labeled, allergen
policies are always in a dynamic state, meaning that new allergens
appear and recognized allergens may gain or lose importance
depending on consumer habits and new technologies. In this sce-
nario, attention should be placed towards the future inclusion of
these and other emerging plant species in the positive list of food
ingredients or substances with known allergenic potential (EFSA,
2014). Considering these aspects, the development of suitable
analytical methods able to monitor and identify the presence of
allergens such as sunflower, poppy, flaxseed, sesame and soy in
foods is of prime importance to prevent food-safety risks in sen-
sitive individuals. The detection is, however, not an easy task since
minute amounts of one or more allergens are usually present in
complex and often highly processed food. Therefore, reliable
methods with high specificity and sensitivity, and preferably with
multiplexing capacity, are required (Baumgartner, Krska, & Welzig,
2007).

DNA-based methods have been increasingly used as valuable
alternatives to immunoassays for allergen detection, taking
advantage of the greater thermal stability of DNA molecules
compared to proteins. In the last years, real-time PCR technology
has proved to be a very effective tool for the detection of food al-
lergens (De la Cruz et al., 2013; Lopez-Calleja et al., 2013; Pafundo,
Culli, & Marmiroli, 2009). By combining several real time PCR
amplifications in one assay (multiplex real-time PCR), simulta-
neous detection of two or more targets can be achieved (Lopez-
Calleja, De la Cruz, Gonzdlez, Garcia, & Martin, 2015b, 2016,
2015a; Hashimoto, Makabe, Hasegawa, Sajiki, & Miyamoto, 2007;
Herndndez et al., 2005; Pafundo, Gulli, & Marmiroli, 2010). How-
ever, multiplex real time PCR may lead to different amplification
efficiencies for each target and the assays are laborious to validate.
Furthermore, the multiplex PCR format is not particularly flexible,
as it is based on single primer sets which cannot be removed or
added easily without influencing the whole assay. In this way, the
assay known as Multiplex Ligation dependent Probe Amplification
(MLPA), firstly described in 2002 by Schouten, McElgunn, Waaijer,
Zwijnenburg, Diepvens and Pals to detect copy number variations
in the human genome, is a high throughput and easy-to-learn
technique for detection of multiple DNA sequences providing a
flexible system that can be extended by adding further probes for a
higher level of multiplexing. While MLPA technique has been
mainly used for molecular diagnosis of human diseases (Gille et al.,
2002), its application has been recently extended to the analysis of
foods, including relative quantitation of GMO (Ehlert, Moreano,
Busch, & Engel, 2008; Moreano, Ehlert, Busch, & Engel, 2006) or
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simultaneous detection of DNA from allergenic food ingredients
(Ehlert, Demmel, Hupfer, Busch, & Engel, 2009; Mustorp,
Dromtorp, & Holck, 2011; Unterberger et al., 2014).

Considering all the previous aspects, this work describes the
development and evaluation of a MLPA screening system for the
simultaneous detection of DNA from sesame, flaxseed, poppy,
sunflower and soy in a variety of marketed foods. These five plant
species were chosen because they are known to elicit life threat-
ening anaphylactic reactions and since an increasing number of
retail foodstuffs may contain any of these seeds alone or in
combination.

1. Materials and methods
1.1. Sample selection

Sunflower, poppy, flaxseed, sesame and soy, together with
various commercial food products were purchased from different
local stores and several delicatessen markets. Moreover, a wide
range of plant (flesh and kernels) and animal (flesh) species was
also included in the assays for specificity control purposes (Table 1).

1.2. Preparation of reference spiked cookies

In order to check the performance and sensitivity of the assay to
detect the five targets simultaneously, and due to the lack of
appropriate reference materials, model cookie samples were
experimentally elaborated with different concentrations of the
target species (0.1-10,000 mg kg~ '). First, a 100 g mixture con-
taining 100,000 mg kg ! (10%) of each sunflower, poppy, flaxseed,
sesame and soy (referred as “10% cookie sample”), was prepared as
follows: 20 g of each target were ground with a Thermomixer
(Vorwerk, Wuppertal, Germany). Additionally, a dough was pre-
pared containing equal parts of wheat flour, sugar and butter. The
whole target seed mixture (100 g) and 100 g of dough were mixed
together using the Thermomix at maximum speed (9000 rpm) to
favor a complete homogenization. This 10% cookie sample and
sufficient amount of dough were then baked separately at 180 °C
for 20 min and ground afterwards, before performing the rest of the
model cookie spiking levels. For this purpose, 20 g of the corre-
sponding cookie concentration was successively spiked in 180 g of
dough and ground afterwards to ensure a thorough homogeniza-
tion of each sample until the lowest spiking concentration of
0.1 mgkg !

1.3. DNA extraction

Genomic DNA was digested and extracted using the Wizard DNA
Clean-up System kit (Promega, Madison, WI, USA) as described by
Lopez-Calleja et al. (2007). The DNA was eluted in 50 L of sterile
deionized water. DNA concentration and quality was determined
with a NanoDrop ND-1000 spectrophotometer (NanoDrop Tech-
nologies Inc., Montchanin, DE) and stored at —20 °C. Three DNA
replicates were extracted from each sample and a negative control
sample, which strictly contained the reagents used for the DNA
extraction procedure, was included in every DNA extraction.

14. Oligonucleotide half-probes and primers

Alignment and computer analysis of internal transcribed spacer
(ITS) sequences available in the NCBI (National Center for Biotech-
nology Information) database (http://www.ncbinlm.nih.gov)
allowed the design of 5 sets of MLPA probes specific for sunflower,
poppy, flaxseed, sesame and soy, according to the general sugges-
tions of MRC-Holland (Amsterdam, The Netherlands) (http://www.
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Table 1
Specificity of the Allergen-MLPA system.

Species Allergen-MLPA

Sesame Soybean

Sunflower Poppy Flaxseed PAC (18S)

Sesame (Sesamum indicum)
Soybean (Glycine max) - +
Sunflower (Helianthus annuus) - -
Poppy (Papaver rhoeas) - -
Flaxseed (Linum usitatissimum) = =
Walnut (Juglans regia) - -
Macadamia (Macadamia intergrifolia) - -
Cashew nut (Anacardium occidentale) - -
Almond (Prunus dulcis) - -
Hazelnut (Corylus avellana) - -
Peanut (Arachis hypogaea) - -
Pistachio (Pistacia vera) - -
Brazil nut (Bertholletia excelsa) - -
Pecan (Carya illinoinensis) - -
Green bean (Phaseolus vulgaris) - -
Green pea (Pisum sativum) - -
Chickpea (Cicer arietinum) - -
Lentil (Lens culinaris) - -
Tiger Nut (Cyperus esculentum) - -
Lupine (Lupinus albus) - -
Acorn (Quercus ilex) - -
Chestnut (Aesculus hippocastanum) - -
Pine nut (Pinus pinea) - -
Barley (Hordeum vulgare) - -
Oat (Avena sativa) - -
Rye (Secale cereal) - -
Rice (Oryza sativa) - -
Maize (Zea mays) - -
Wheat (Tritucum aestivum) - -
Cocoa (Theobroma cacao) — —
Grape (Vitis vinifera) - -
Pear (Pryus rosaceae) - -
Apple (Malus domestica) - -
Apricot (Prunus armeniaca) — -
Cherry (Prunus avium) - -
Sour cherry (Prunus cerasus) - -
Peach (Prunus pérsica) — -
Plum (Prunus domestica) - -
Banana (Musa cavendishii) - -
Kiwifruit (Actinidia deliciosa) - -
Watermelon (Citrullus lanatus) - -
Orange (Citrus Sinensis) - -
Potato (Selanum tuberosum) — -
Garlic (Allium sativum) - -
Onion (Allium cepa) = =
Eggplant (Solanum melongena) - -
Zucchini (Cucurbita pepo) - -
Tomatoes (Solanum lycopersicum) - -
Asparagus (Asparagus officinalis) - -
Carrot (Daucus sativus) - -
Olive (Olea europaea) - -
Cattle (Bos taurus) - -
Sheep (Ovis aries) - -
Goat (Capra hircus) - -
Swine (Sus scrofa domestica) — —

|
|
|
R

PAC: Positive amplification control for eukaryotics on the 185 rRNA gene.

mrc-holland.com/WebForms/WebFormMain.aspx). To avoid cross
homologies, the specificities of the probe sequences were evaluated
by BLAST search within NCBI GenBank by Beacon Designer soft-
ware. An additional probe set was designed based on conserved
nuclear 18S rRNA gene sequences from various plant and animal
species and was used as a positive amplification control (PAC) of the
MLPA reactions. The synthesis of the probes was performed by IDT
(Integrated DNA Technologies, lowa, USA) (https://eu.idtdna.com/
site). Primers for the PCR were included in the MLPA reagents kit
(MRC-Holland). Table 2 shows the sequences of the 6 MLPA probe
sets and primers, together with the GenBank accession numbers of
the selected targets and amplicons generated in the MLPA

reactions.
1.5. Multiplex ligation-dependent probe amplification

MLPA reactions were performed in a Progene Thermal Cycler
(Techne Ltd., Cambridge, UK), using the SALSA MLPA EK1 reagent
kit (MRC-Holland) according to the manufacturer’s instructions. All
components, except DNA mix, probe mix, water and TE buffer are
included in the SALSA MLPA EK1 reagent kit.

Routinely, 5 pL of sample DNA (20—100 ng) was denaturated at
95 °C for 5 min. A non-template control was used along the
experiment to discard possible contaminations. After the samples
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were cooled to 25 °C, 1.5 pl SALSA MLPA buffer and 1.5 pL probe
mix were added and incubated at 60 °C for 16 h, to achieve hy-
bridization. 5 fmol of each half-probe was used.

The ligation was performed by adding 3 L ligase buffer A, 3 uL
ligase buffer B, 25 H,0 and 1 plL Ligase-65 before incubating the
mixture for 15 min at 54 °C and then for 5 min at 98 °C to inac-
tivate the enzyme. The ligated probes are templates for the uni-
versal SALSA PCR primers mix. For subsequent PCR amplifications,
10 pL of polymerase mix (7.5 pL Hz0, 2 pL PCR Primer Mix and
0.5 uL SALSA polymerase) were added. The PCR amplification was
performed under the following conditions: 35 cycles of denatur-
ation at 95 °C for 30 s, annealing at 60 °C for 30 s and extension at
72 °C for 1 min, followed by 1 cycle of extension at 72 °C for
20 min. Finally, samples were cooled down to 4 °C and used for
fragment separation by capillary electrophoresis. To assess MLPA
reproducibility, two replicates of each DNA extract were analyzed
in each experiment.

93
99

86

107
119
127

94
101
108
120

128

size (bp) calculated/Observed

Amplicon
85

Target
sequences
185 rRNA

ITs
ITs
TS
ITS
ITs

1.6. Capillary electrophoresis

For each sample, 1 pL of the PCR reaction, 9 pL of HiDi form-
amide and 0.5 pL of Genescan 500 LIZ size standard were mixed.
The samples were denatured for 5 min at 95 °C and then cooled on
ice. The plate was run on a 3730 DNA analyzer (Applied Bio-
systems) and data were collected during fragment separation. The
injection time was 5—22 s, and the electrophoretic conditions
were as follows: run time 1800 s at 15,000 V; run current, 5 pA;
and 60 °C run temperature. GeneMapper 4.0 (Applied Biosystems)
was used to extract data on the height, area, and size of fluores-
cent PCR fragments in the obtained electropherograms.

TAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTATTGGACTTTGGGATGGTC

TAGATTGGATCTTGCTGGCAC

CAACTCGCGTGCTGTCGTGCCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC
GTGGCTTCTTTGTAAACTTAAAACGACTCTCGGTCTA

GATTGGATCITGCTGGCAC

GGGTTCCCTAAGGGTTGGATTGTCGATGCCTCACAATCAGA  ATTCATCTACCGTCGGGAGGGAGGGGATGACCACGGCTC

TTGACCCGCGAACTTGTTT

TGCCAACAAACTAACAAACCCCGGCATCTAGATTGG

ATCTTGCTGGCAC

ACCCGCTGAATTTAAGCATATCAATAAGCGTCT

AGATTGGATCTTGCTGGCAC
TAGATTGGATCTTGCTGGCAC

RPO (5—3')

1.7. Real-time PCR confirmatory assays

Tagman real-time PCR assays previously developed by our
group (Table 3) were performed to check the MLPA results. Duplex
PCR reactions for sesame/flaxseed and sunflower/poppy, and
simplex PCR reactions for soy were run under generic cycling
conditions using a LightCycler 2.0 Instrument (Roche Applied
Science, Penzberg, Germany).

2. Results and discussion

2.1. Choice of target sequences and design of the MLPA-based
detection system

Sunflower, poppy, flaxseed, sesame and soy MLPA probes were
designed upon published sequence data from the nuclear ITS1
region of ribosomal DNA (rDNA). Plants possess three nuclear ri-
bosomal genes (185-5.85-26S) which are repeated several hun-
dred to a few thousand times in the genome, and are typically
arranged within tandem arrays separated by different internal
transcribed spacer (ITS) regions. It is known that DNA sequences of
the rRNA coding genes are well-conserved between plants.
However, the ITS sequences are species-specific, providing this
region with a valuable potential for identification studies of
closely related species (Hirao, Watanabe, Temmei, Hiramoto, &
Kato, 2009; Pereira, Carneiro, & Amorim, 2008). Moreover, the
use of a multi-copy gene favors the recovery of at least a few DNA
copies when the targets are subjected to intense thermal treat-
ments, such as those applied to commercially processed foods
(Lopez-Calleja, De la Cruz, Gonzalez, Garcia, & Martin, 2016).
Considering these premises, specific ligation probes were
designed by choosing specific ITST regions on the vicinity or
overlapping with previously described PCR primer or probe
binding sites showing species-specific differences (Lopez-Calleja

GCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATT

GGGTTCCCTAAGGGTTGGATGTTGCGCCCCG
5'- GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGA - 3/

TTCGCGGTGTGCGCGCTGTTC

GGGTTCCCTAAGGGTTGGACACTCTGCGACCCC

GGGTTCCCTAAGGGTTGGATCACGACCAG
AGGTCAAGCGGGACT

TGGTGGTTGAACGCT
FlaxLPO[FlaxRPO  GGGTTCCCTAAGGGTTGGAGGGGCTTTGG

CTTAACTGTCAAGTCTC
GGGTTCCCTAAGGGTTGGAGGTGCCGCA

LPO (5 — 3)
FAM — 5 '-GGGTTCCCTAAGGGTTGGA - 3

Half-probe name
SesLPO/SesRPO
PopLPO/PopRPO
SunLPO/SunRPO
SoyLPO/SoyRPO
18SLPO/18SRPO

Target/GenBank accession nr
Sesame/JN115050
Flaxseed/F|169526
Poppy/X83836
Sunflower/KF767534
Soy/FI609734

Primer R -unlabeled

Primer F - labeled

185

Common half-probe sequences (primer binding sites) are marked in bold capitals.

Half-probes and primers used in the MLPA method.

Table 2
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Table 3
Description of the primers and probes used in the Tagman real time PCR confirmatory assay.
Primers Length (bp) Sequence (5 — 3')
SunflowerITsdir 18 TGGCTTCTTTGTAAACTT
SunflowerITSinv 15 TTICTTCATCGATGCG
PoppyITsdir 18 GGTCGGTCTAAACACAGG
PoppyITSinv 20 TGAAGAGAGACAACGAGTGT
SesamelTSdir 18 CCAGTGGTGGTTGAACGC
SesamelTSinv 19 CCTTTGGGTCCAACGTGAT
FlaxseedITSdir 18 AACCTGCTCGGCAGAATG
Flaxseed[TSinv 20 CCTAGAAGCACACCCAGCTT
SoylTSdir 18 TCCCGCGGGAGTCATCAC
SoyITSinv 22 CGCTACGTTCTTCATCGATGCG
185dir 16 TGGTGCCAGCAGCCGC
18Sinv 25 TCCAACTACGAGCTTTTTAACTGCA
Probes
SunflowerITSP 24 FAM-AACGACTCTCGGCAACGGATATCT-BBQ
PoppyITSP 19 HEX-GTCACGATTCGTGGTGGTC-BBQ
SesamelTSP 18 FAM-TCAACTCGCGTGCTGTCG-BBQ
FlaxseedITSP 19 HEX-AACTGTCGTTAAATGCGGG-BBQ
SoyITSP 22 FAM-TGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCT-BBQ
18sp 22 FAM-CGCTATTGGAGCTGGAATTACC-BBQ

Description Target gene/References  Fragment length (bp)
Sunflower-specific forward primer TS * 66
Sunflower-specific reverse primer

Poppy-specific forward primer s 72
Poppy-specific reverse primer

Sesame-specific forward primer s+ 84
Sesame-specific reverse primer

Flaxseed-specific forward primer ms® 72
Flaxseed-specific reverse primer

Soy-specific forward primer ITS © 89
Soy-specific reverse primer

Positive control forward primer 185 rRNA ™ 77
Positive control reverse primer

Sunflower probe s ®

Poppy probe Ims*

Sesame probe ms®

Flaxseed probe ms®

Soy probe ITs

Universal probe 185 rRNA™"

References

2 Lopez-Calleja et al., 2016.
b L4pez-Calleja et al., 2015b.
¢ Unpublished results.

et al,, 2015b, 2016). A total of five MLPA probe sets specific for each
sunflower, poppy, flaxseed, sesame and soy targets were designed
according to the general suggestions of MRC-Holland (Schouten
et al, 2002). Since PCR inhibition can result in negative test re-
sults, the inclusion of an additional set of conserved 18S rRNA
probes (positive amplification) is useful to evidence the presence of
amplifiable DNA in the samples.

The detection of each target sequence by MLPA requires the
design of two adjacent half-probes, a left probe oligonucleotide
(LPO) and a right probe oligonucleotide (RPO), containing their
respective target-specific hybridization sites together with iden-
tical universal primer binding sites (PBS) at their 5’- or 3'- ends. The
allergen-MLPA probes are chosen with a suitable number of nu-
cleotides to give amplicons that would be easily separated and
differentiated from each other. One of the primers is labeled with a
fluorescence dye which is included in the amplification products
during the PCR. When the adjacent half-probes bind to the target
and are ligated, ligation products of specific size for specific target
DNA are generated and can be detected by means of capillary gel
electrophoresis. Details of the selected target sequences and MLPA
primers and probes are listed in Table 2.

2.2. MLPA functionality and specificity

To check for possible cross homologies, the specificities of
sunflower, poppy, flaxseed, sesame and soy MLPA probe sequences
were first evaluated in silico by BLAST search within NCBI GenBank
by Beacon Designer software. Preliminary experiments using single
templates from known allergens in combination with single probe
sets gave single peaks with the expected sizes and showed that all
probe pairs amplified their specific targets (results not shown). The
functional performance of the MLPA system was then examined by
testing DNA extracts (adjusted to 20 ng/uL) of the five targets
simultaneously with the six probe sets. Species specific peaks close
to their calculated sizes (sunflower 108 nt/poppy 101 nt/flaxseed
94 nt/sesame 85 nt/soybean 120 nt/PAC 128 nt) were reproducibly
generated, and showed that the five selected allergens could be
detected concomitantly when present in a sample (Fig. 1). Differ-
ences between expected and observed amplicon size (peaks) are
commonly reported (Ehlert et al., 2008) and pose no problem as the

fragment lengths determined for each target are reproducible.

The varied number of plant and animal components that can be
present in commercial food products indicates the need to test the
cross reactivity of the MLPA system against a wide range of species.
Specificity of each MLPA probe set was therefore assessed by
analysis of DNA extracted from 46 plant species (target species not
included) and 4 animal species which constitute possible food in-
gredients. No unspecific peaks were obtained with any of the
probes, meeting the desired MLPA specificity requirements. The
positive amplification control (PAC) evidenced the presence of
amplifiable DNA in all the analyzed samples (Table 1).

2.3. MLPA sensitivity

Since suitable reference material containing representatives of
the target allergens was not available, the sensitivity of the MLPA
method was assessed using a model cookie that was self elaborated
by spiking a cookie matrix (dough) with different concentrations of
the target species (0.1-10,000 mg kg~ !). The spiked cookie was
used as reference of the hypothetical presence of any of the
target allergens at different concentrations in a food, either due to
deliberate incorporation or to unintended contamination. Starting
materials and ingredients of the cookie dough were preliminary
checked for the absence of any target species. Three independent
DNA extractions of each spiking level were analyzed in two repli-
cates per extraction using the MLPA. The limit of detection (LOD),
expressed as the lowest spiking concentration for which all the
results were consistently positive, was determined to be
10 mg kg (Fig. 2A).

Although the peak intensities varied somewhat depending on
the allergen, especially with soy which showed the lowest signal,
the overall assay sensitivity remained essentially unchanged when
varying the conditions of the MLPA reactions (e.g. probe concen-
trations). Despite the MLPA technique developed in this work does
not allow a quantitative estimate of the allergen concentration in a
sample, the results obtained suggest that the assay has the poten-
tial to screen for the presence of low amounts of sunflower, poppy,
flaxseed, sesame and soy in a complex matrix that resembles a
commercial food product.
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Fig. 1. Capillary electrophoresis of the MLPA system using a mixture of sunflower, poppy, flaxseed, sesame and soy DNAs (20 ng/ul) as template. All five targets plus the positive

amplification control (PAC) are detected in one experiment.

2.4. Analysis of commercial food products

To evaluate the applicability of the system for routine testing,
the MLPA technique was applied to the analysis of 56 commercial
food products (breads, pastries, cereals, chocolates, drinks, etc.) of
different brands, ascribed to three groups of label declarations: A)
foods that declare to contain sunflower, poppy, flaxseed, sesame
and/or soy; B) foods that declare “may contain” traces of sunflower,
poppy, flaxseed, sesame and/or soy. These products may or may not
state the presence of any of the targets in the labeling; C) foods that
do not declare sunflower, poppy, flaxseed, sesame and soy, nor their
traces in the labeling. Products are arranged by groups and label
statements and results are shown in Table 4. As can be seen, the
MLPA technique successfully detected the presence of the targeted
species (one or more) in all the products that declared their pres-
ence in the labels. The electropherograms of two representatives of
these samples are shown in Fig. 2 (products 4 and 9), to illustrate
the ability of the assay to detect multiple targets in a complex
commercial food matrix. However, 20 of the 56 (36%) food products
analyzed (products 7, 10, 11, 12, 15, 16, 17, 23, 26, 29, 30, 32, 34, 36,
39, 40, 42, 43, 45 and 46) showed distinct discordances between
the MLPA results and the labeling statements respecting the
declared targets, revealing the presence of undeclared sunflower,
poppy, flaxseed, sesame, and/or soy in such samples (Table 4). The
presence of non declared allergenic ingredients in these commer-
cial foods may be due to cross-contamination, since they were
produced by companies that process different seeds and products
in their facilities. This may happen when a production line cannot
be completely cleaned after producing an allergen containing
product, or due to cross-contact at some point of the raw material
or ingredient supply chains (Mustorp et al, 2011; Spanjersberg,
Knulst, Kruizinga, Van Duijn, & Houben, 2012). Moreover, the
omission of an allergen on a food label may result from their use as
additives in packaged food, the use of recycled materials, or sub-
stitution of a more valued ingredient by other of lower price when
it is not possible to recognize the characteristics of the ingredients
in processed products. Whichever the case, the degree of unde-
clared contamination found in the analyzed products may
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compromise the health of allergic individuals and, therefore,
detection methods should provide both, a selective detection and a
sensitive threshold level of the allergen/s in question. In this way,
the MLPA technique developed herein proved to be a useful
screening tool for the specific and simultaneous detection of low
amounts (LOD of 10 mg kg‘] ) of sunflower, poppy, flaxseed, sesame
and soy in a variety of commercial food products.

Because even small amounts of food allergens may cause a
serious disease in sensitized individuals, the precautionary warning
“may contain” is adopted as a voluntary health-protecting labeling
tool among factories with cross-contamination opportunities in
their manufacturing processes (Spanjersberg et al, 2012; Van
Hengel, 2007). However, in line with other studies (Pegels,
Gonzdlez, Garcia, & Martin, 2015), results obtained in the present
work suggest that the use of precautionary statements does not
always comply with the true allergic ingredients of a product,
leading to unnecessary restriction of consumer's choice (products
8,9,13, 14, 16, 20, 22, 23, 36 and 44).

To confirm and complement the results obtained by the MLPA
technique, the commercial food products shown in Table 4 were
further analyzed by two duplex (sesamefsoy and sunflower/flax-
seed) and a simplex (soy) Tagman real time PCR previously
designed by us. The majority of the MLPA and real time PCR results
were coincident, indicating an adequate correlation between both
techniques. However, in some commercial food products, certain
undeclared species did not yield a positive MPLA signal, but were
positively detected by the real-time PCR technique (products 5, 6,
11,17, 28 and 34). Discrepancies in these results may be justified by
the lower sensitivity achieved in the MLPA technique developed
(10mgkg™ 1), compared to that of 0.1 mg kg! reported for the real-
time PCR assays (Table 3), suggesting the presence of minute
amounts of the undeclared PCR-positive ingredients in these
samples.

The detection of allergens in food can be challenging, as often
various targets are present in trace amounts and are masked by the
food matrix. Moreover, as the number of food components with
allergenic potential increases, multiplex DNA-based methods are
preferable for enforcing the legislation in relation to labeling.
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Fig. 2. (A): Capillary electrophoresis after allergen MLPA of a model cookie spiked with sunflower, poppy, flaxseed, sesame and soy at 10 mg kg~' concentration. (B, C): MLPA
analysis of commercial food products 4, 8 respectively (Table 3).
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Results after MLPA and real time PCR analysis of 56 commercial food products.

No/product Target ingredients Precautionary Detection (MLPA) Detection (real time PCR)
declared on the labelling
label

Bread

1 Bread multicereal

[~

Bread roll

w

German bread

Rye sticks

NY style bagel
Poppy bagel

Bread sticks
Swedish flat bread

S-SR T RN

©o

Bread 5 seeds and cereal
10 Muesli bread
11 Pretzels

Cereals
12 Cereals with flaxseed

13 Granola Apple and cinnamon

14 Treacle and pecan
15 Cruesli
16 Muesli 4 nuts

17 Muesli chocolate amaranth
Nut bars

18 Muesli nut bar

19 Soy nut bar

20 Himalayan goji

21 Chocolate nut bar
22 Brazilian nut
23 Almond nut bar

24 Organic food bar Acai
Biscuits and cakes

25 Chocolate and oat biscuit
26 Chocolate noisettes biscuit
27 Whole wheat biscuit

28 Spelt and ginger

29 Rice cake

30 Chocolate macadamia
Chocolates and nougat

31 Gourmet chocolate

32 Peanut butter chocolate
33 Dark chocolate

34 Almond bonbon

35 70% cocoa
36 Peanut bonbon

37 Walnut and cream nougat
38 Diet chocolate

39 Orange with darlk chocolate
40 Nut chocolate

Beverages and yogurt

41 Tiger milk

42 Vanilla soy

43 Kamut and goyi milk

44 Yogurt with walnuts
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Sunflower,
flaxseed, sesame,
soy

Sunflower,
flaxseed, sesame
Sunflower,
flaxseed, soy
Poppy, sesame, soy
Sunflower, poppy
Poppy

Sunflower
Sunflower

Sunflower, poppy,

flaxseed, sesame
Soy

Flaxseed
Sunflower, flaxseed

Sunflower

Sunflower

Sesame, soy
Soy
Sunflower

Sunflower, soy
Sunflower

Sunflower sesame

Soy
Sunflower

Sunflower, soy
Soy
Sunflower

Soy

Sunflower
soy
Sunflower

May contain traces
of sesame and soy
May contain traces
of soy

May contain traces
of sesame

May contain traces
of sesame

May contain traces
of sesame

May contain traces
of nuts

May contain traces
of sesame and soy

May contain traces
of sesame and soy
May contain traces
of nuts and seeds
May contain traces
of sesame and soy
May contain traces
of tree nuts and soy

May contain traces
of sesame
May contain traces
of sesame

May contain traces
of other nuts

May contain traces
of peanuts and
nuts/cereals

May contain traces
of sesame

May contain traces
of other nuts

Sunflower, flaxseed, sesame, soy

Sunflower, flaxseed, sesame
Sunflower, flaxseed, soy

Poppy. sesame, soy

Sunflower, poppy

Poppy

Sunflower, flaxseed, sesame, soy
Sunflower

Sunflower, poppy, flaxseed, sesame

Soy, sunflower, sesame
Sunflower

Flaxseed, sunflower, soy
Sunflower, flaxseed

Sunflower

Sunflower, sesame, soy
Soy

Sesame

Sesame soy

Soy

Sunflower

Sunflower, soy

Sunflower

Sunflower, sesame, flaxseed

Soy
Sunflower, soy
Sesame

Sesame

Sesame
Sesame

Sunflower, soy
Soy, sesame
Sunflower

Soy, sunflower, poppy

Sunflower

Sunflower, sesame
Sunflower, sesame

Sunflower
S0y, sesame
Sunflower, sesame, soy

Sunflower, flaxseed, sesame, soy

Sunflower, flaxseed, sesame
Sunflower flaxseed, soy

Poppy, sesame, soy

Sunflower, poppy, sesame, soy
Poppy, sesame, soy

Sunflower, flaxseed, sesame, soy
Sunflower

Sunflower, poppy, flaxseed, sesame

Soy, sunflower, sesame
Sunflower, soy

Flaxseed, sunflower, soy
Sunflower, flaxseed

Sunflower

Sunflower, sesame, soy
Soy

Sesame, soy

Sesame, soy

Soy

Sunflower

Sunflower, soy

Sunflower

Sunflower, sesame, flaxseed

Soy
Sunflower, soy
Sesame

Sunflower, sesame

Sesame
Sesame

Sunflower, soy
Soy, sesame
Sunflower

Soy, sunflower, poppy, sesame

Sunflower

Sunflower, sesame
Sunflower, sesame

Sunflower
50y, sesame
Sunflower, sesame, soy
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Table 4 (continued )

No/product Target ingredients Precautionary Detection (MLPA) Detection (real time PCR)
declared on the labelling
label
May contain traces
of soy
45 Macadamia milk - May contain traces Sunflower, soy Sunflower, soy
of soy
46 Muesli yogurt - May contain traces Sesame, soy Sesame, soy
of sesame
47 Rice milk - - - -
Spread creams and sauce
48 Chocolate cream Soy — Soy Soy
49 Cashew cream — May contain traces Sesame Sesame
of sesame
50 Peanut cream — - — —
51 Pecan butter syrup - — — —
52 Tomato sauce - — - —
Ice creams
53 Praline ice cream - - - -
54 Chocolate fondant - - - -
55 Chocolate chip - - — _
56 Caramel and nuts - - - -
Recently, MLPA has proved to be a reliable approach for screening References

multiple food allergens, although these works are still scarce.
Among them, Ehlert et al. (2009), and Mustorp et al. (2011)
developed multiplex ligation-dependent probe amplification
(MLPA) assays for the simultaneous detection of different allergenic
plant ingredients in foods. The reported LOD varied from 5 to
1000 mg kg~ ! (Ehlert et al., 2009) and from 5 to 400 gene copies
(Mustorp et al, 2011), depending on the targeted allergen. Also,
Unterberger et al. (2014) described a LPA-based multiplex
screening system for the detection of DNA from fish, shellfish and
cephalopod species in food with LOD between 20 and 100 mg kg~ ..

Compared to other multiplex probe-based approaches such as
Tagman real-time PCR, the MLPA technique has a number of ad-
vantages: a) the probes are less expensive as merely the 5’-end of
the right probe needs a modification (phosphate); b) only minute
amounts of probes are used when setting up a probe mix and
therefore can be used for large sample number screenings; ¢) due to
small interaction between the ligation MLPA probes, the method
shows high reproducibility; d) possibilities for higher levels of
multiplexing exist since it is a flexible system that can be com-
plemented with further hybridization probes to broaden the range
of targets or, by the contrary, by removing probe pairs when
needed.

3. Conclusions

The MLPA system developed in this work has shown to be a
specific and sensitive method suitable for the simultaneous
detection of low levels of sunflower, poppy, flaxseed, sesame and
soy in processed food products. The assay proved to be reliable, fast
and easy to perform, and could be used as a complementary
screening tool in routine programs to monitor the compliance with
labelling rules regarding food allergens.
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A multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA) approach is described for the simultaneous
detection of DNA from four common cereal ingredients in foods: wheat, barley, rye and oats. The method
uses species-specific MLPA half-probes targeting DNA fragments from the ribosomal internal space
transcriber (ITS) region for the detection of barley and oats, and from the genes encoding the low mo-
lecular weight (LMW) glutenin and the w-secalin for wheat and rye, respectively. After hybridization, the
probes are ligated and amplified by polymerase chain reaction (PCR) into specific and size-differential
amplicons that are simultaneously detected by capillary electrophoresis. The cereal MLPA technique
showed an optimal specificity against a representative number of plant and animal species. A sensitive
detection of the targets (LOD of 50 mg kg~ !) was achieved in a reference model cake experimentally
spiked with different levels of each wheat, barley, rye and oats seeds. MLPA applicability was assessed
through the analysis of 40 commercial food products with different labeling declarations regarding the
targets (contain, may contain and do not declare/gluten free), indicating the presence of non-declared
cereal ingredients in some of the tested samples. MLPA results were further confirmed by simplex
Tagman real-time PCR assays. The described MLPA technique is a reliable and sensitive tool for screening
the presence of low amounts of wheat, barley, rye and oats in processed foodstuffs, contributing to
compliance with authenticity legal requirements and protecting consumers from fraudulent commercial
practices or adventitious contamination which may lead to allergic reactions associated to cereal proteins
ingestion.

© 2017 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

energy and nutrients, contributing to the diet with carbohydrate,
protein and fiber, as well as micronutrients such as B and E vita-

Correct and clear labeling of foods has become an essential issue
reclaimed both by consumers and food authorities and is a
requirement of current European legislation. Specifically, compli-
ance with Regulation (EU) No 1169/2011 relating to the provision of
food information to consumers is necessary to guarantee the
authenticity of food ingredients, prevent possible fraud sub-
stitutions and, especially in the case of allergic consumers, protect
them from potentially hazardous exposures (Luber et al., 2014;
OJEU, 2011; Poms, Klein, & Anklam, 2004).

Cereals are staple foods that constitute an important source of

* Corresponding author.
#* Corresponding author.
E-mail addresses: ainagarcia@ucm.es (A. Garcia-Garcia), gonzalzi@ucm.es
(L. Gonzalez).

http://dx.doi.org/10.1016/j.foodcont.2017.07.037
0956-7135/© 2017 Elsevier Ltd. All rights reserved.

mins, magnesium and zinc (McKevith, 2004). These beneficial
qualities make cereals very commonly used ingredients in a large
variety of items including bakery, desserts, dairy products, vege-
tarian dishes, etc. However, cereal mislabeling in foods may have
negative economic and health implications for consumers
(Charlebois, Schwab, Henn, & Huck, 2016). On the one hand, due to
their low cost, cereal kernels might substitute other plant species in
processed products in which it is impossible to recognize the
components. Moreover, certain cereals may cause adverse reactions
in some people because of their sensitivity to grain proteins
(Sicherer & Sampson, 2014). In this context, the European Union
(EU) legislation includes “cereals containing gluten, namely wheat
(such as spelt and khorasan wheat), rye, barley, oats or their hy-
bridized strains”, among the 14 substances or products that must
be mandatorily labeled to prevent food allergies and intolerances
(OJEU, 2014).
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Wheat, one of the major cereals in the world, is associated with
diverse food pathologies such as: i) wheat allergy, affecting
approximately to 0.4% of world population with symptoms domi-
nated by atopic dermatitis or digestive disorders and ii) celiac
disease, a chronic enteropathy produced by the exposure to gluten
proteins like glutenins and prolamins present mainly in wheat,
barley and rye (Kucek, Veenstra, Amnuaycheewa, & Sorrells, 2015;
Theethira & Dennis, 2015). Besides, cereal-dependent exercise-
induced anaphylaxis (CDEIA) is a rare condition that has been
associated with the ingestion of wheat, barley and rye when
combined with other predisposing cofactors such as physical ex-
ercise, consumption of nonsteroidal anti-inflammatory drugs and/
or alcohol and certain infectious conditions (Garcia-Menaya,
Chiarella, Cordobés-Duran, Mahecha, & Bobadilla-Gonzalez, 2016;
Scherf, Brockow, Biedermann, Koehler, & Wieser, 2016). Also, a
type 1 hypersensitivity to barley proteins has been described
(Curioni et al,, 1999). The inclusion of oats in the list of legislated
allergens remains controversial worldwide due to its lower prola-
min content compared with wheat, barley and rye, and the higher
tolerance of celiac patients to this protein (Garcia-Manzanares &
Lucendo, 2011). However, the frequent contamination of oats
with other cereals, together with the reported anaphylactic po-
tential of certain oats proteins justifies the mandatory declaration
of this cereal by EU food labelling rules (Hernando, Mujico, Mena,
Lombardia, & Méndez, 2008; Prados-Castano et al., 2016). There-
fore, performing sensitive and specific methodologies which allow
authentication of cereals like wheat, barley, rye and oats in foods
would ensure clear and accurate information to consumers,
contributing to avoid fraudulent misdescriptions and exposure to
allergenic ingredients that may be dangerous and even fatal for
sensitized individuals (Charlebois et al., 2016; Prado et al., 2015).

Food species authentication and allergen analysis is traditionally
focused on detecting protein molecules, mainly by different
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) platforms and, more
recently, through other proteomic approaches (Besler, 2001; Cucu
et al, 2012). Although nucleic acid strategies, especially those
based on the polymerase chain reaction (PCR), do not replace the
protein-based techniques, they are considered as advantageous and
highly powerful alternative tools in food testing procedures (Luber
et al., 2014; Lopez-Calleja, de la Cruz, Martin, Gonzdlez, & Garcia,
2015; Terzi et al, 2005). Particularly, thermal processes have
demonstrated a more drastic impact on the structure of protein
molecules compared to DNA, resulting in severe aggregation andfor
partial peptide hydrolysis that compromise detectability (Sathe,
Teuber, & Roux, 2005).

Along with the need for low sensitivities, a major analytical
challenge in current food authentication and traceability methods
relies in the fact that various food species are usually present
simultaneously in the same product, leading to an increased de-
mand for techniques with multi-detection capabilities (Garber
et al, 2016). During the last years, a number of multiplex real
time PCR assays have been reported for this purpose (Koppel, van
Velsen-Zimmerli, & Bucher, 2012; Lopez-Calleja et al., 2015).
However, multiplexing PCR is fraught with problems such as
frequent side reactions and preferential amplification of some DNA
templates in the sample mixture (Mustorp, Dremtorp, & Holck,
2011). In this context, the multiplex ligation-dependent probe
amplification (MLPA) is a newly developed technique that offers
high skill potential for the simultaneous amplification of several
target sequences (Ehlert, Demmel, Hupfer, Busch, & Engel, 2009;
Guertler, Goerlich, & Busch, 2014; Lépez-Calleja et al., 2017;
Mustorp et al., 2011; Schouten et al., 2002; Unterberger et al.,
2014). Nevertheless, the number of works in the field of food
control is still very scarce.

Considering all the above aspects, the aim of this work was to
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develop a MLPA system for the screening and simultaneous
detection of DNA from wheat, barley, rye and oats in a variety of
retail food products. Authenticity testing of cereals in foods is
necessary to comply with labelling rules and protect consumers
from deceiving commercial practices and potentially adverse
reactions.

2. Materials and methods
2.1. Sample selection

Reference samples of target seed cereals analyzed in this study
were provided by the Spanish National Center for Plant Genetic
Resources (CRF-INIA, Madrid, Spain). These included ten different
cultivars of each of the following cereal species: common wheat
(Triticum aestivum vuigare), spelt wheat (Triticum aestivum spelta),
durum wheat (Triticum turgidum durum), khorasan wheat (Triticum
turgidum turgidum), barley (Hordeum vulgare), rye (Secale cereale)
and oats (Avena sativa). Two cultivars of Triticale, a hybrid of wheat
and rye recently developed into a commercially viable crop, were
also provided. Besides, a wide range of non-target plant and animal
species were obtained from local retail stores to be analyzed in the
specificity assays (Table 1).

Forty commercial food products were selected from different
markets and organic food stores to include a wide representation of
samples showing different industrial processing treatments and
label declaration schemes regarding the target species.

2.2. Preparation of a reference model cake spiked with the target
cereals

A self-prepared model cake containing identical quantities of
the four cereals (common wheat, barley, rye and oats) was used to
determine the functionality and sensitivity of the MLPA assay. A
dough matrix was prepared by mixing proportionally maize flour,
sugar and butter. Maize flour was selected among different non-
target starting materials based in the absence of any MLPA back-
ground signal interference. Afterwards, to obtain an initial cake
sample containing 10% of every target cereal, 25 g of each common
wheat, barley, rye and oats seeds were grounded before mixing
them with 150 g of the dough matrix in a food processor (type
Thermomix, Vorwerk, Wuppertal, Germany) at maximum speed for
15 min to achieve a complete homogenization. This initial 10%
spiked mixture and sufficient amount of maize dough were baked
separately at 180 °C for 25 min and thoroughly grounded after-
wards. To obtain the rest of the model samples, the 10% cake level
was serially spiked in the maize dough at a final weight of 200 g to
achieve the desired concentration levels of each target cereal
(100 000, 10 000, 1000, 500, 100, 50, 10, 5,1, 0.5 and 0.1 mg kg ).
Due to the high fat content of the dough, and to ensure a complete
homogeneity, samples were frozen and grounded again with an IKA
A1l analytical mill (IKA®, Staufen, Germany) before been used for
the DNA extraction.

2.3. DNA extraction

Genomic DNA was obtained and purified from 200 mg of sample
employing the Wizard DNA Clean-up System kit (Promega, Madi-
son, WI, USA) as described by Pegels et al. (2011). The DNA was
eluted in 50 pL of TEg4 (10 mM TrisHCI, pH 8.2, and 0.1 mM EDTA) at
65 °C to provide samples of sufficient buffering capacity to prevent
depurination of DNA sample during the MLPA amplification step.
DNA concentration was measured with a NanoDrop ND-1000
spectrophotometer (NanoDrop Technologies Inc.,, Montchanin,
DE), normalized to 20 ng pL~' for the MLPA reaction and stored
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Table 1
Specificity of the cereal-MLPA system.

Species

Allergen-MLPA specific probes and target lengths (pb)

Wheat (135)

Barley (102) Rye (97) Oats (111) PAC18S (128)

Common wheat (Triticum aestivum vulgare)
Spelt wheat (Triticum aestivum spelta)
Khorasan wheat (Triticum turgidum turgidum)
Durum wheat (Triticum turgidum durum)
Barley (Hordeum vulgare)

Rye (Secale cereale)

Qats (Avena sativa)

Triticale (Triticosecale) +
Rice (Oryza sativa) -
Maize (Zea mays) —
Millet (Panicum miliaceum) -
Buckwheat (Fagopyrum esculentum) -
Amaranth (Amaranthus) -
Chia (Salvia hispanica) -
Quinoa (Chenopodium quinoa) —
Sesame (Sesamum indicum) -
Soybean (Glycine max) -
Sunflower (Helianthus annuus) -
Poppy (Papaver rhoeas) -
Flaxseed (Linum usitatissimum) -
Green pea (Pisum sativum) —
Chickpea (Cicer arietinum) -
Lentil (Lens culinaris) -
Bean (Phaseolus vulgaris) -
Walnut (Juglans regia) -
Macadamia (Macadamia intergrifolia) -
Cashew nut (Anacardium occidentale) —
Almond (Prunus dulcis) -
Hazelnut (Corylus avellana) -
Peanut (Arachis hypogaea) -
Pistachio (Pistacia vera) -
Brazil nut (Bertholletia excelsa) -
Pecan (Carya illinoinensis) -
Tiger Nut (Cyperus esculentum) -
Lupine (Lupinus albus) -
Acorn (Quercus ilex) -
Chestnut (Aesculus hippocastanum) -
Pine nut (Pinus pinea) -
Melon (Cucumis melo) -
Kiwifruit (Actinidia deliciosa) —
Coconut (Cocos nucifera) -
Mango (Mangifera indica) -
Tangerine (Citrus reticulada) -
Orange (Citrus sinesis) -
Potato (Solanum tuberosum) -
Garlic (Allium sativum) —
Onion (Allium cepa) -
Eggplant (Solanum melongena) -
Zucchini (Cucurbita pepo) -
Tomatoe (Solanum lycopersicum) -
Asparagus (Asparagus officinalis) -
Green bean (Phaseolus vulgaris) -
Green pepper (Capsicum annuum) -
Pumpkin (Cucurbita maxima) -
Carrot (Daucus sativus) -
Olive (Olea europaea) -
Cattle (Bos taurus) -
Sheep (Ovis aries) -
Goat (Capra hircus) -
Swine (Sus scrofa domestica) -

I+ 4+ +

[
I+ 1+
I+ 1

I
I
I

B i el i S S

PAC18S: positive amplification control for eukaryotes on the 185 rRNA gene.

at —20 °C until analysis. Unless otherwise stated, samples were
extracted by duplicate and a negative control sample was included
in every DNA extraction to verify the adequacy of the procedure.

2.4. Design of MLPA oligonucleotide probes

Wheat-, barley-, rye-, and oats-specific MLPA probes were
designed based on sequence data from the ribosomal DNA internal

transcribed spacer (ITS) region and the protein-coding genes for the
w-secalin and low-molecular-weight (LMW) glutenin. DNA se-
quences from the target cereals and other related plants available
on the NCBI (National Center for Biotechnology Information)
database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) were aligned and
analyzed to find suitable regions for the design of each probe set.
Specificity of the selected probes was evaluated in silico by BLAST
search within NCBI GenBank, to avoid interfering cross-reactivities.
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As far as possible, the oligonucleotide probe attributes were in
accordance with the general suggestions of MRC-Holland
(Amsterdam, The Netherlands) (http://www.mrc-holland.com/
WebForms/WebFormMain.aspx). An additional MLPA probe set
designed in the conserved 185 rRNA gene was included in all the
experiments as positive amplification control (PAC18S).

Table 2 shows the information about the MLPA probes and
primers sequences, selected target genes with their GenBank
accession numbers, and sizes of the amplicons obtained after the
MLPA reactions. Probes were purchased from IDT (Integrated DNA
Technologies, lowa, USA) (https://eu.idtdna.com/site). Primers for
the simultaneous amplification of all MLPA probe sets are
included in the MLPA reagents kit (MRC-Holland).

2.5. Multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA)
assay

All steps of the MLPA assay were performed in a single tube for
each sample using a 96-LifeEco Thermal Cycler (Bioer Technology,
Hangzhou, China), employing the SALSA MLPA EK1 reagent kit
(MRC-Holland) according to the manufacturer’s instructions. Re-
action components are included in the SALSA MLPA EK1 reagent
kit, excluding DNA sample, probe mix, water, TE and TEq; buffers.

Five microliter of sample DNA (20—100 ng) in TEp; was
denaturated at 95 °C for 5 min using 0.2 mL tubes. In all reactions,
a non-template control with 5 pL of TEg; was included to reveal
possible reagent contaminations. Samples were cooled down to
25 °C and removed from the thermocycler to add the hybridiza-
tion mix consisting on 1.5 pL of SALSA MLPA buffer and 1.5 pL of
synthesized probe mixture in TE. The optimized amount of each
MLPA half-probe in the mixture was: 0.05 fmol of oats-specific
probes, 0.1 fmol of barley-specific probes, 2.5 fmol of each
wheat- and rye-specific probes and 0.005 fmol of PAC18S probes.
Samples were heated at 95 °C for 1 min and incubated at 60 °C for
16 h to achieve hybridization. For the ligation reaction of the hy-
bridized probes, 32 pL of the Ligase master mix (3 L ligase buffer
A, 3 pL ligase buffer B, 25 uL H»0 and 1 pL Ligase-65) were added
and incubated for 15 min at 54 °C. To inactivate the enzyme, the
samples were heated at 98 °C for 5 min. Simultaneous amplifi-
cation of the ligation products was carried out with the universal
SALSA PCR primers by adding 10 pL of polymerase master mix
(7.5 uL Hz0, 2 pL PCR Primer Mix and 0.5 uL SALSA polymerase)
and running the following program: 35 cycles of amplification
(30 s at 95 °C for denaturation, 30 s at 60 °C for annealing and
1 min at 72 °C for extension) followed by a final extension at 72 °C
for 20 min and a cool down step to 4 °C. PCR products were stored
in the dark until further analysis. In each experiment, DNA ex-
tracts were analyzed in duplicate to evaluate the reproducibility of
the developed assay.

2.6. Capillary electrophoresis (CE)

One microliter of the amplified PCR product was used for
fragment separation by adding to the sample 9 uL of HiDi form-
amide and 0.5 pL of Genescan 500 LIZ size standard. Prior to the
analysis, DNA sample was denatured at 95 °C for 5 min and cooled
on ice. The CE plate was run on a 3730 DNA analyzer (Applied
Biosystems) under the following electrophoresis settings: run
temperature, 60 °C; injection time, 5—22 s; run time, 1800 s; run
voltage s, 15.0 kV and run current, 5 pA. Fluorescence data were
collected during fragment separation and Gene Mapper 4.0
(Applied Biosystems) and Peak scanner v1.0 software were used to
extract peak patterns and evaluate the height and size of fluo-
rescent PCR fragments in the electropherograms.
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Table 2

Probes and primers of the MLPA systems.

Amplicon size (bp)

Target gene or

Right Probe Oligonucleotide (RPO) (5 — 3')
region

Left Probe Oligonucleotide (LPO) (5" — 3")

Probe name

Target/Gen Bank accession

number

Calculated Observed

133

135

LMW glutenin

wheatLPO wheatRPO  GGGTTCCCTAAGGGTTGGAccattatGGCGACAAGTGC CCCTGGTTTGGAGAGACCATGGCAGCAGCAACCATT

Wheat U86029.1

ACtgatcagtcTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC

AATTGCGCAGATGGAGACTAGATGCAT

101

102

ITS-1

GGGTTCCCTAAGGGTTGGACTAGCTTGCTGGTCGTC  TATTTAATCCACACGACTCTCGGCAACGTCTAGATTGG

ACCTGTGTTGCAAATA

barLPO barRPO

Barley Fj593180.1

ATCTTGCTGGCAC

95

97

w-secalin

TATAGTACTAGACCGGTGGAgcctctcgTCTAGATTGGATCTT

GGGTTCCCTAAGGGTTGGACCATCGGAGGCC
AATCAAACAAAGAGA GCTGGCAC

tyeLPO ryeRPO

Rye AF000227.1

109

111

TAACGGTGCGCATGACGCTCCGACCGCGACCCCAGGTTCTAGATIGG  ITS-2

GGGTTCCCTAAGGGTTGGACTAGCCGGCGTGAT
GGCCTAGAATGACCCTTG ATCTTGCTGGCAC

o0atsLPO oatsRPO

Oats AY520821.1

127

128

GGGTTCCCTAAGGGTTGGAGGTGCCGCAGCCGCGGT TAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTATTGGACTTTGGGATGGTCTAG 18S rRNA

AATTCCAGCTCCAATAGCGTATATT

PAC18SLPO
PAC18SRPO

PAC18S

ATTGGATCTTGCTGGCAC

5'-GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGA-3'

Primer Rev (unlabeled)
Primer Fw (labeled)

6FAM-5'-GGGTTCCCTAAGGGTTGGA-3’

Target-specific hybridizing sequences are written in upper case, extension sequences (to achieve appropriate amplicon size and increase amplification efficiency) are in lower case and primer binding sites are in bold capitals. All

RPOs are 5'-phosphorylated.
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2.7. Real-time PCR confirmatory assays

To validate and confirm the MLPA results, a simplex real-time
PCR methodology based on hydrolysis Tagman probes previously
developed by our group (Pegels, Gonzdlez, Garcia, & Martin, 2015)
was performed. PCR reactions specific for wheat, barley, rye and
oats were run under therein described cycling conditions using a
LightCycler 2.0 Instrument (Roche Applied Science, Penzberg,
Germany).

3. Results and discussion
3.1. Selection of genetic markers and design of MLPA probes

In the work described herein, four MLPA probe sets were
designed upon different gene sequences for the specific and
simultaneous detection of wheat, barley, rye and oats species.
Several published PCR-based methods were consulted to help in
the selection of the most appropriate genetic markers for designing
the cereal MLPA half-probes (Dahinden, von Biiren, & Liithy, 2001;
Lopez-Calleja et al., 2015; Pegels et al., 2015; Sandberg, Lundberg,
Ferm, & Malmheden-Yman, 2003; von Biiren, Stadler, & Liithy,
2001; Zeltner, Glomb, & Maede, 2009). Among them, specific ri-
bosomal DNA (rDNA) sequences present in plants have proved
suitable to discriminate between species, and have been success-
fully used for the differential detection of certain allergenic in-
gredients in foods (Hirao, Watanabe, Temmei, & Hiramoto, 2009;
Lopez-Calleja et al,, 2015; Pegels et al., 2015). In particular, the ITS
region of the 185—5.85—26S nuclear rDNA has become one of the
most popular tools for phylogenetic inference in plants, posing a
high potential for identification studies of closely related species
(Alvarez & Wendel, 2003). Moreover, the multi-copy feature of ITS
sequences favors DNA amplification even from complex processed
food samples where DNA is degraded due to intense thermal
treatments, increasing assay sensitivity (Hirao et al, 2009).
Accordingly, in this work two MLPA probe sets specific for barley
and oats were designed upon sequence data available in GenBank
from the rDNA ITS regions (1 and 2), yielding expected amplicon
lengths of 102 and 111 bp, respectively. However, it should be noted
that the ITS marker did not show the optimal sequence arrange-
ment features required for the design of half-probe sets adaptable
to the differential detection of wheat and rye in the MLPA.

In the search for alternative markers to rDNA, the genes
encoding for cereal seed storage proteins (SSPs) are also reported as
candidate targets for diagnostic development and species identifi-
cation assays in plants (Martin-Ferndndez, de-los-Santos-Alvarez,
Lobo-Castanon, & Lopez-Ruiz, 2015; Mayer et al., 2012). Proteins
conforming the prolamins fraction are one of the best known SSPs
of cereal seeds and have shown to possess a related structure and
function in the Triticeae (wheat, barley, rye) taxonomic group,
suggesting a common evolutionary origin of these plants (Sandberg
et al., 2003; Shewry & Halford, 2002). Despite this conservative
attribute, specific primer sequences designed upon genes encoding
for cereal SSPs have demonstrated a good capability to discriminate
among various seed species with allergenic potential (Debnath,
Martin, & Gowda, 2009; Herndndez, Esteve, & Pla, 2005;
Sandberg et al, 2003). In this study, computer analysis of genes
coding for the different cereal prolamins (gliadin in wheat, secalin
inrye, hordein in barley and avenin in oats) allowed designing a rye
specific MLPA probe set in the w-secalin sequence, with a length of
97 bp. Besides, a wheat-specific oligonucleotide probe set was
designed upon the genes coding for another SSP, the low-
molecular-weight glutenin fraction, yielding an amplicon size of
135 bp in the four selected wheat species (common, spelt, durum
and khorasan wheat). Other studies have reported the glutenin

gene as an adequate marker for the identification of plants
belonging to the Triticum genus (Carloni et al., 2017; Terzi, Malnati,
Barbanera, Stanca, & Faccioli, 2003).

DNA deterioration caused by food processing and/or presence of
enzymatic inhibitors in the samples may be sources of false nega-
tive assay results. Therefore, correct interpretation of MLPA tests
implies to include an amplification control in the reactions. An
additional probe set previously designed by our group on a
conserved eukaryotic 185 rRNA gene sequence (Lopez-Calleja et al.,
2017) was employed as a positive amplification control (PAC) of the
MLPA reactions. Details of the five sets of MLPA probes used in this
study are shown in Table 2.

3.2. Evaluation of MLPA specificity

Possible cross homologies between DNA from wheats, barley,
rye, oats and other non-target plant and animal species were first
checked in silico by aligning the complete hybridizing sequence of
each probe (LHS and RHS) against sequences available at BLAST
search within the NCBI GenBank. Single DNA templates (20 ng)
extracted from the target cereals were preliminary analyzed in
independent reactions with each corresponding cereal MLPA probe
set in combination with the PACI8S system. As summarized in
Table 1, the four cereals were successfully detected, together with
the PACI18S, giving reproducible signals of the expected sizes
(wheats 135 nt, barley 102 nt, rye 97 nt, oats 111 nt, PAC18S 128 nt).
A slight shift (1-2 nt) of the theoretical length was commonly
obtained (Table 2) and was attributed to the different mobility of
DNA and/or the distinct labeling of the standard and the amplified
fragments, as reported by other authors (Ehlert et al, 2009;
Unterberger et al., 2014). Ten cultivars from each cereal species
were included in the assays and showed the corresponding
reproducible positive signals (results not shown). DNA extracts
from two Triticale cultivars also yielded the expected amplification
lengths with both wheat (135 pb) and rye (97 pb) probe MLPA
systems.

The great variety of ingredients found in complex foods high-
lights the need to perform cross-reactivity experiments against a
wide number of edible plant and animal species. Hence, each MLPA
probe set was checked against DNA extracts from various plant and
animal species that may be used as food ingredients. Results proved
that none of the cereal MLPA probes gave equivocal peaks when the
non-target species were tested, warranting an appropriate speci-
ficity of the MLPA technique for subsequent analysis of commercial
products. Positive signal of PACI8S evidenced the presence of
amplifiable DNA in all the tested extracts (Table 1).

3.3. Evaluation of MLPA multiplexing performance and sensitivity

Preliminary initial MLPA analysis (results not shown) using
wheat, barley, rye and oats DNA serial dilutions from 20 ng pL~!
and equal concentrations of the five probe sets (from 5 to 1 fmol) in
the same reaction, gave rise to five specific electrophoretic peaks in
the range of the expected molecular weights for each DNA target
(90—140 pb). However, remarkably stronger fluorescence signals
were obtained for oats and barley MLPA systems compared with
those for wheat and rye. The higher peak signals generated in oats
and barley may be attributed to the multi-copy nature of the ITS
region used as genetic marker in the probe design of these two
cereals, which helps to enhance assay sensitivity with respect to
wheat and rye SSP-based systems. So, to achieve consistent
detection of the four targets in a single reaction with more ho-
mogeneous signal intensities, concentrations of every oligonucle-
otide probe had to be optimized in the final hybridization reaction
mix (2.5-0.005 fmol), as described in materials and methods
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section. Five specific peaks of adequate intensities and near to the
theoretical sizes were generated when the optimized probe
mixture was employed, confirming the multiplexing feature of the
MLPA technique for the detection of wheat, barley, rye and oats
DNAs (Fig. 1A).

The field sensitivity of the MLPA technique was evaluated in a
reference self-prepared cake due to the lack of appropriate refer-
ence materials containing representative amounts of all the tested
species. A maize-based model cake spiked with different concen-
trations of the target cereals (100 000—0.1 mg kg~!) was tested
under the MLPA described conditions. The limit of detection (LOD),
expressed as the least concentration for which all probe sets give
consistently positive results, was determined from two indepen-
dent DNA extractions of each spiking level analyzed in duplicate. In
all cases, unspiked cake was included in the analysis. Fig. 1B (1—4)
shows the MLPA electropherograms obtained from the analysis of
spiked levels of 500 mg kg, 50 mg kg~! and 10 mg kg™, together
with the unspiked control dough. Peak signals under 2000 RFUs
were considered as negative and non-assigned signals correspond
to unspecific peaks due to overloaded system when the tested ce-
reals are present at the highest concentrations. Low peaks near to

the main specific signals (n-1) are attributed to the injection rate of
the sequencer andjor possible oligonucleotide impurities. In
agreement with our previous results, the signal decline observed in
the MLPA electropherograms when the spiked concentrations
decreased was more pronounced for wheat and rye than for barley
and oats. As consequence, the overall LOD of the MLPA technique
was set in 50 mg kg~ (0.005% w/w of each cereal, Fig. 1B 2), while
barley and oats species could be individually detected up to
10 mg kg~ ! (Fig. 1B 3).

3.4. Market analysis of foods for detection of wheat, barley, rye and
oats

The applicability of the MLPA technique developed in this work
was evaluated against DNA extracts obtained from 40 different
commercial food products including pastries, snacks, drinks,
chocolates, dairy products, baby foods, etc. All the samples
analyzed by MLPA were checked in parallel by four cereal-specific
real-time PCR systems previously developed by our group (Pegels
et al.,, 2015), in consonance with some studies that suggest that
confirming MLPA results by other techniques may be useful to
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Fig. 1. Electropherograms obtained from the MLPA analysis of (A) a mixture of wheat, barley, rye and oats DNAs (20 ng pL~") and (B) a self-prepared model cake with decreasing
spiked levels of the target cereals: (1) 500 mg kg, (2) 50 mg kg~ ' and (3) 10 mg kg ' (4) Un-spiked maize dough.

86



III. RESULTS AND DISCUSSION

274 A. Garcia-Garcia et al. / Food Control 84 (2018) 268—277

avoid potential artifacts and/or misinterpretations (Kim et al., 2016;
Lopez-Calleja et al., 2017).

The results obtained in this work are summarized in Table 3,
where samples were classified into three different groups accord-
ing to their label declaration regarding wheat, barley rye and oats:
A) products that declare to contain one or more of the target cereals
(samples 1-15); B) foods that declare “may contain wheat, barley,
oats, rye and/or gluten” (samples 16—25); C) products certified as
gluten free (samples 26—30) or without any declaration regarding
wheat, barley, rye, oats nor gluten (samples 31—40). It should be
noted that samples 14 and 15 placed in group A share the “may
contain” declaration of group B products.

As shown in the table, in all the products where one or more
target cereals appeared on the label (group A), the developed MLPA
technique satisfactorily revealed their presence. The electrophe-
rograms of four representative samples of this category containing
different kinds and number of cereal ingredients are shown in Fig. 2
(A-D) (products 3, 15, 8 and 12, respectively), illustrating the
multiplexing capability of the assay to detect DNA from several
targets in complex foods. Real-time PCR amplifications demon-
strated correlation with the MLPA detected cereals in the samples,
evidencing an absence of false positive results. Besides, as exem-
plified in Fig. 2 (C—E), a number of analyzed products falling in this
first category (e.g. products 8 and 12) as well as some samples from
group C (e.g. product 31) did not declare the presence of cereals
that were, in contrast, detected in the MLPA assay and confirmed by
the real-time PCR. All analyzed samples showed positive signals for
the PACI8S probe system, suggesting the correct performance of
DNA extraction and MLPA steps (annealing, ligation and amplifi-
cation) with no false-negative results. This is particularly relevant
to check the presence of amplifiable DNA in those products
declared free from the target cereals, where PACI8S signal should
be detected (e.g. sample 36, Fig. 2F). In addition, appropriate
interpretation of the results requires to be informed about the in-
gredients and processing characteristics of the samples, since DNA
degradation or the presence of inhibitors may cause a decrease in
the amplification efficiency (Schrader, Schielke, Ellerbroek, &
Johne, 2012).

The high and wide peaks observed in Fig. 2 electropherograms
could be attributable to the presumable higher level of declared
cereals in a real commercial product (e.g. Fig. 2A and B) in com-
parison to the reference model cake samples spiked with low
amounts of target (0.05%—0.001%) (Fig. 1B). Besides, the inherent
high sensitivity of barley and oat MLPA half-probes, together with a
possible relatively high level of barley and oat contamination could
explain the intense peaks achieved for these two cereals in prod-
ucts that do not declare their presence (e.g. products of Fig. 2C—E).

Consumers have the right to assure themselves that the food
they purchase is labeled authentically and demand more and more
transparency throughout the supply chain. Moreover, adverse re-
actions may arise in the allergic population which are only pre-
vented by strictly following an allergen-free diet, a lifelong
condition that cannot be fulfilled without assessing the traceability
of foods and their ingredients. However, this is not an easy task due
to the possible accidental exposure of consumers to undeclared
allergens (Buchanan et al., 2008). In the present work, excluding
category B products, a 33% (10 of 30) of the samples analyzed by
MLPA (4, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 31, 33 and 38) contained undeclared
wheat, barley, rye and/or oats ingredients. However, this percent-
age increases up to 60% (additional nine products: 11, 13, 14, 26, 27,
30, 34, 35 and 40) if real-time PCR results are considered. This
divergence is owed to the lower sensitivity achieved in the simul-
taneous detection of the target cereals by the MLPA technique
compared to the simplex species-specific real-time PCR assay
developed by Pegels et al. (2015), suggesting the presence of

minute amounts of undeclared cereals (below 50 mg kg‘l) in these
additional PCR-positive samples. In agreement with other author's
observations (Cho, Nowatzke, Oliver, & Garber, 2015; Garber et al.,
2016), the high proportion of commercial products evidencing
cereal ingredients not listed in the labels may be owed to fraudu-
lent practices, their use as additives, mislabeling of raw materials
or, more presumably, the chances of cross-contaminations to which
cereal kernels are susceptible during growing, harvesting and/or
production in facilities where both, allergenic and non-allergenic
ingredients coexist (Prado et al., 2015).

Because the absence of potentially harmful cross-contaminants
is not always guaranteed, even when industries adhere to good
cleaning procedures, a precautionary warning (“may contain”) may
be voluntarily adopted to avoid liability issues for allergic reactions.
However, the lack of legal requirements describing an appropriate
and proportioned use of this tool has negatively impacted on
consumers causing a considerable restriction of available safe
products or, on the contrary, a depreciation of the message
resulting in increased risk-taking (Barlow et al., 2015; Ward et al.,
2010). In the present study, only a 25% (3 of 12) of samples
analyzed in the “may contain” food label category (group B) gave
MLPA positive signals for any of the targets (samples 21, 22 and 24).
The real-time PCR assay again confirmed these results, allowing the
detection of trace amounts of undeclared target cereals in three
additional samples (14, 17 and 19) and rising up the percentage of
positive samples to 50% (6 of 12). These results are in line with
other works supporting the belief that the non-regulated precau-
tionary labeling frequently leads to uncontrolled overuse even
when the chance of contamination does not exist (Ward et al., 2010;
Woolfe & Primrose, 2004). However, a broader sample spectrum of
retail foods should be analyzed to provide more representative
conclusions in this regard.

As deduced from Table 3, an important percentage of discrep-
ancies between real-time PCR and MLPA results are related with
PCR detection of wheat species in commercial products where
MLPA did not reveal wheat's presence (samples 11, 13, 14, 17,19, 21,
27, 30, 31, 35 and 38). This result is in consonance with the lower
sensitivity achieved with the wheat-specific MLPA probe system
designed upon the LMW glutenin, and also supports the enhanced
detectability reported by Pegels et al. (2011) in the wheat real-time
PCR assay based on the multi-copy rDNA ITS region.

Whether their presence is deliberate or unintended, ingredient
omissions in the labels not only constitute unfair marketing prac-
tices, but can also be life-threating to unsuspecting allergic con-
sumers. Despite the great progress achieved during the last years in
the framework of food authentication procedures, reliable and
sensitive tools are still needed to enable accurate detection of food
components (Buchanan et al., 2008; Garber et al., 2016).

According to published works, ideal detection assay limits for
food allergens should be between 1 and 100 mg ngL for the
allergenic food or 1-10 mg kg~ ! for the protein fraction to protect
most sensitized consumers from severe allergic reactions (Alves,
Barroso, Gonzdlez-Garcia, Oliviera, & Delerue-Matos, 2016). The
overall LOD of the developed MLPA assay was set in 50 mg kg ! for
the four allergenic cereal species, and is in agreement with the
sensitivity thresholds reported by the few MLPA studies published
in this context until the date. For example, Ehlert et al. (2009),
Mustorp et al. (2011) and Lépez-Calleja et al. (2017) developed
ligation-dependent probe amplification approaches for the multi-
plex detection of several plant allergens in foods, and Unterberger
et al. (2014) focused on the simultaneous MLPA detection of aller-
genic fish, shellfish and cephalopod species, with LODs ranging
from 5 to 100 mg kg~

The proposed MLPA method does not improve the existing
sensitivity levels of most commercially available ELISAs and real-
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Fig. 2. Electropherograms obtained from the MLPA analysis of different commercial food products. A, B, C, D: products 3, 15, 8 and 12, respectively (Table 3), containing several
target cereals. E, F: products 31 and 36, respectively (Table 3), not containing wheat, barley, rye nor oats.

time PCR kits, which are mainly aimed at detection of either the
proteins from the gluten fraction or the DNA from the gluten-
containing cereals, essentially wheat, barley and rye. However,
compared with other molecular techniques, the proposed MLPA
technique allows sensitive screening of wheat, barley, rye and oats
with a multiplexing capacity that satisfies the challenge of
analyzing samples where various targets are usually present.
Moreover, the flexibility of the system facilitates to modify the
range of such targets, since hybridization probes can be individually
added or removed from the MLPA reaction according to the needs.

To the best of our knowledge, this is the first reported applica-
tion of the MLPA method to the simultaneous detection of cereal
species (wheat, barley, rye and oats) in complex foods. The good
specificity and sensitivity levels achieved in the MLPA technique
suggest its potential suitableness as a complementary screening
tool to assess compliance with food authenticity and labeling
requirements.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

This work reports a real-time PCR assay to specifically detect the presence of DNA from the main gluten-con-
taining cereals wheat, barley and rye (WBR) in foodstuffs. The WBR real-time PCR uses two specific primers and
a Tagman probe for amplification of a 118 bp DNA fragment common to the three target cereals on the ribosomal
internal transcribed spacer (ITS) region. In-house validation of the method was performed employing three
binary arrays containing different concentrations (100 000-10 mg/kg) of a wheat/barley/rye mixture in maize
flour: untreated, soft heat-treated at 160 °C/13 min and intense heat-treated at 200 °C/20 min. Results showed
optimal PCR amplification efficiency, reproducibility and sensitivity with an overall limit of detection of
10-50 mg/kg of the target cereals, theoretically equating to approximately 1-5 mg/kg of gluten. Applicability of
the assay was further assessed through a market analysis of 220 food products by the real-time PCR assay and the
official R5-based ELISA. Comparative results highlighted the ability of the proposed methodology as a highly
sensitive and robust procedure to detect the presence of potentially harmful concentrations of undeclared gluten-
containing cereals in some of the tested samples, supporting results of the immunological assays currently used

Keywords:

Tagman real-time PCR
Gluten-containing cereals
Gluten-related disorders
Commercial food products

for gluten determination in foods.

1. Introduction

Despite the worldwide valued beneficial properties of cereals, some
of their proteins have been linked to different human pathologies such
as celiac disease, wheat allergy and non-celiac gluten sensitivity (Elli
et al., 2015). Celiac disease is the most classic immune-mediated dis-
order related with gluten ingestion, approximately affecting 1% of the
general population (Valenti, Corica, Ricciardi, & Romano, 2017).
Mainly prolamins from wheat (gliadin), barley (hordein) and rye (se-
calin) have been proven to trigger the toxic reaction, whereas inclusion
of oats within the gluten-containing cereals group is still a controversial
matter (Fric, Gabrovska, & Nevoral, 2011). Even though oats prolamins
(avenins) have been thought to be toxic, an increasing number of stu-
dies claim that pure oats, not contaminated with other cereals, can be
safely consumed by the majority of celiac population (Comino, Moreno,
& Sousa, 2015).

Wheat allergy is known as an adverse immunological reaction to
gluten and other proteins found in wheat causing typical IgE-mediated
reactions such as swelling and itching of the lips and mouth, hives,
angioedema, bronchial obstruction, nausea or abdominal pain. On the

* Corresponding author.
E-mail address: gonzalzi@ucm.es (I. Gonzilez).
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other hand, non-celiac gluten sensitivity has been an intriguing and
poorly defined entity for decades with symptoms similar to those of
celiac disease. It is reported that the population impacted by this pa-
thology may be equal to or even exceeding the number of celiac in-
dividuals (Climaco-Henggeler, Verissimo, & Ramos, 2017).

To date the only treatment that resolves the symptoms of consumers
affected by these disorders is to follow a strict gluten-free diet. In this
context, both Codex Alimentarius and European Union Regulation (EU)
No. 828/2014, define “gluten-free” foods as those having 20 mg/kg or
less of gluten (OJEU, 2014) based on previous studies concluding that
celiac patients might tolerate levels under 50 mg per day of gluten
(Catassi et al., 2007). Nowadays, the official methods validated for
gluten detection in foods are based on enzyme-linked immunosorbent
assays (ELISAs) and lateral flow devices (Melini & Melini, 2018). The
ELISA method using the R5 monoclonal antibody raised against wheat,
barley and rye prolamins has been adopted as Type I method by the
Codex Alimentarius (Valdés, Garcia, Llorente, & Méndez, 2003). Im-
munological assays are well-accepted methods to track gluten con-
tamination owing to their easy handling and their availability as high
throughput commercial kits at a relatively low price. However,
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prolamin content estimation by means of these kits is influenced by
several factors (e.g. type of antibody, gluten extraction procedure, lack
of reference materials, etc.) which may lead to reproducibility dis-
crepancies when different ELISA kits are compared, as reported by
several authors (Bruins-Slot, Bremer, van der Fels-Klerx, & Hamer,
2015; Rzychon et al., 2017). Therefore, although detection of the of-
fending protein is desirable, alternative DNA-based approaches are
being increasingly adopted as complementary tools to support the re-
sults of the immunological tests (Luber et al., 2014).

To date, a number of PCR-based techniques have been used for the
detection of individual allergenic cereals in foods (mainly wheat) based
on species-specific nucleotide marker sequences (Mujico, Lombardia,
Mena, Méndez, & Albar, 2011; Pegels, Gonzdlez, Garcia, & Martin,
2015; Yamakawa et al., 2007; Zeltner, Glomb, & Maede, 2009). How-
ever, real-time PCR methodologies for the detection of the cereal spe-
cies group triggering gluten-related disorders (wheat, barley and rye)
have been less frequently reported (Garrido-Maestu, Azinheiro,
Fucinos, Carvalho, & Prado, 2018; Martin-Fernandez, Costa, Oliveira,
Lépez-Ruiz, & Mafra, 2015; Piknové, BreZzn4, & Kuchta, 2008), probably
due to the high level of polymorphism among the different cereal
species.

In the present study a Tagman real-time PCR methodology was
developed for the concurrent and specific amplification of DNA from
wheat, barley and rye, targeting DNA fragments from the ribosomal
internal transcribed spacer (ITS) region. The assay was applied for
screening of gluten-containing cereals in a wide representation of
commercial foods and results were compared to those obtained by the
official R5-based ELISA.

2. Materials and methods
2.1. Sample selection
Whole grain kernels from different cereal species were provided by

the Spanish National Centre for Plant Genetic Resources (CRF-INIA,
Madrid, Spain). These grains were used as reference samples in the

Table 1

LWT - Food Science and Technology 114 (2019) 108378

detection of the gluten-containing cereals and included seeds from ten
different cultivars of each of the cereal varieties, as well as two cultivars
of the hybrid Triticale (Table 1). Ten different cultivars of the three
most important gluten-free cereals (oats, maize and rice) were also
supplied by CRF-INIA to be included in the specificity assays. Ad-
ditionally, a wide range of other non-target plant and animal species of
commercial importance were purchased in local markets to be studied
for specificity purposes (Table 2).

A total of 220 commercial food products were acquired to include a
wide representation of products with different characteristics regarding
the target cereals. Table 6 includes a brief description of the retail
foods, which were classified by product type into separate labelling
categories.

2.2. Reference sample preparation

All cereal kernels were firstly individually and finely grounded with
an IKA All analytical mill (IKA®, Staufen, Germany). Cultivars be-
longing to the same cereal type were proportionally homogenized to
obtain six reference mixtures of grains from common, spelt, rivet and
durum wheats, barley and rye. Subsequently, these reference samples
were further combined to get a wheat-barley-rye mixture (WBRm)
which contains one third of each target cereal. An amount of the ob-
tained WBRm was subjected to two different heat treatments at 160 °C
for 13min and 200°C for 20 min in a conventional laboratory oven
(Heraeus, Thermo Scientific) on disposable baking trays.

Laboratory-scale binary mixtures containing different amounts
(100000, 10 000, 1000, 500, 200, 100, 50 and 10 mg/kg) of the raw and
both heat-treated WBR mixtures in a maize flour were prepared to a final
weight of 50 g. Maize flour was chosen as the non-target plant-matrix
based on the absence of any background signal interference when tested
with the WBR real-time PCR system. Experimental mixtures were
prepared by thoroughly mixing 5g of the initial WBRm with 45 g of
maize flour for 5 min. This first spiked level was then serial-diluted with
the calculated amount of the matrix to obtain the desired subsequent
concentration levels.

Specificity of the WBR real-time PCR system for the analysis of DNA extracts from the cereal seeds provided by the Spanish National Centre for Plant Genetic

Resources (CRF-INIA).

Scientific name (commen name) CRF-INIA codes ITS WBR.S.S. 185 rRNA P.A.C.
Triticum aestivum vulgare (common BGE000050 BGE041862 BGE041874 BGE041879 BGE041885 BGE041889 BGE041899 16.06 = 0.3° 13.84 = 0.2
wheat) BGE041906 BGE041919 BGE041992

Triticum aestivum spelta (spelt wheat) BGE001984 BGE002014 BGE012900 BGE012901 BGE012910 BGE012921 BGE012924 1541 = 0.2 13.87 = 0.4
BGE039057 BGE043370 BGE043412

Triticum turgidumn turgidum (rivet wheat) BGE000125 BGE000168 BGE015009 BGE019248 BGE015014 BGE002892 BGE018675 16.04 + 0.3 145 + 0.4
BGEO018677 BGE013087 BGE018647

Triticum turgidum durum (durum wheat) BGE000082 BGE019249 BGE015015 BGE009989 BGE009990 BGE009991 BGE000098 15.78 £ 0.2 14.30 £ 0.5
BGEO018601 BGE015385 BGE012331

Hordeum vulgare (barley) BGE043058 BGE043072 BGE043075 BGE043076 BGE043093 BGE043127 BGE043162 16.27 £ 0.5 14.01 £ 0.3
BGE043167 BGE043215 BGE043232

Secale cereale (rye) BGE004778 BGE002511 BGE002514 BGE003155 BGE018416 BGE013872 BGE026938 1553 £ 0.3 14.44 = 0.4
BGE029095 BGE035474 BGE040250

x Triticosecale (triticale)” BGE041948 BGE041949 15.81 = 0.08 14.02 x 0.02

Avena sativa (oats) BGE005391 BGE009630 BGE009725 BGE009728 BGE009754 BGE010445 BGE024680 - 13.65 = 0.3
BGE038608 BGE041952 BGE041967

Oryza sativa (rice) BGE043929 BGE043930 BGE043931 BGE043932 BGE043938 BGE043940 BGE043944 = 13.55 = 0.6
BGE043945 BGE043949 BGE043957

Zea mays (maize) BGEO018357 BGE040894 BGE043716 BGE044214 BGE044422 BGE005837 BGE006868 - 13.69 * 0.6

BGE006965 BGE006457 BGE006894

ITS WBR.S.S.: wheat/barley,/rye-specific real-time PCR system on the Internal Transcribed Spacer region.
18S rRNA P.A.C.: positive amplification control real-time PCR system for eukaryotes on the 185 rRNA gene.
Minus sign (—) indicates no positive signal after 35 PCR cycles.

? Average Cp value = SD shown for duplicate PCR reactions from each DNA extraction of the different cultivars provided by the CRF-INIA (n = 10, except for

triticale samples where n = 2).
 Hybrid of wheat and rye.
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Table 2
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List of heterologous plant and animal species which did not yield amplification signal when tested in the WBR real-time PCR specificity assays.

Species

Cereals and pseudocereals
Millet (Panicum miliaceum)
Chia (Salvia hispanica)

Nuts

Walnut (Juglans regia)
Almond (Prunus dulcis)
Pistachio (Pistacia vera)
Acorn (Quercus ilex)

Other plant species
Sesame (Sesamum indicum)
Poppy seeds (Papaver rhoeas)
Green pea (Pisum sativum)
Bean (Phaseolus vulgaris)
Melon (Cucumis melo)
Mango (Mangifera indica)
Peach (Prunus persica)
Potato (Solanum tuberosum)
Eggplant (Solanum melongena)
Pumpkin (Cucurbita maxima)
Olive (Olea europaea)

Cocoa (Threobroma cacao)
Animal species

Cattle (Bos taurus)

Swine (Sus scrofa domestica)

Buckwheat (Fagopyrum esculentum)
Quinoa (Chenopodium quinoa)

Macadamia (Macadamia intergrifolia)
Hazelnut (Corylus avellana)

Brazil nut (Bertholletia excelsa)
Chestnut (Aesculus hippocastanum)

Flaxseed (Linum usitatissimum)
Sunflower seeds (Helianthus annuius)
Chickpea (Cicer arietinum)

Green bean (Phaseolus vulgaris)
Kiwifruit (Actinidia deliciosa)
Tangerine (Citrus reticulada)
Sour cherry (Prunus cerasus)
Onion (Allium cepa)

Asparagus (Asparagus officinalis)
Tomato (Solanum lycopersicum)
Green pepper (Capsicum annuum)
Coffee (Coffea arabica)

Sheep (Ovis aries)
Poultry (Gallus gallus domesticus)

Amaranth (Amaranthus)
Teff (Eragrostis tef)

Cashew nut (Anacardium occidentale)
Peanut (Arachis hypogaea)

Pecan (Carya illinoinensis)

Pine nut (Pinus pinea)

Soybean (Glycine max)
Tiger Nut (Cyperus esculentum)
Lentil (Lens culinaris)
Mung bean (Vigna radiata)
Coconut (Cocos nucifera)
Orange (Citrus sinesis)
Banana (Musa acuminate)
Garlic (Allium sativum)
Zucchini (Cucurbita pepo)
Carrot (Daucus sativus)
Lupine (Lupinus albus)

Goat (Capra hircus)
Turkey (Melagris gallopavo)

Table 3
DNA sequences and description of the primers and probes used in this study.

Length (bp) Sequence (5' — 3) Description Target gene Amplicon length (bp)
Primers
WBR-ITSfw 18 ATGCGGCATCTGGTCCCT wheat/barley/rye-specific forward primer ITS2 118
WBR-ITSrev 20 CGGATGCACTGCRTTGATAA wheat/barley/rye-specific reverse primer
185fw 16 TGGTGCCAGCAGCCGC positive control forward primer 18S rRNA 77
18Srev 25 TCCAACTACGAGCTTTTTAACTGCA positive control reverse primer
Probes
WBR-ITSp 19 6FAM-CCGAAGATTGGGCTGCCGG-BBQ wheat/barley/rye probe ITS2
185p 22 6FAM-CGCTATTGGAGCTGGAATTACC-BBQ positive control probe 185 rRNA

Degenerate nucleotide R = A + G.

2.3. DNA extraction

Genomic DNA was obtained from the samples using the Wizard DNA
Clean-up System kit (Promega, Madison, WI, USA) as described by
Pegels et al. (2011). Unless otherwise stated, every sample was ex-
tracted by duplicate, including a negative control sample in every DNA
extraction.

2.4. Oligonucleotide primers and probes

The oligonucleotides used in the real-time PCR assay (Table 3) were
designed upon the Internal Transcribed Spacer-2 (ITS2) region sequences
from various plant species available in the NCBI (National Center for
Biotechnology Information) database. Sequence alignment analysis of
the ITS region from common wheat, durum wheat, rye, barley, oats,
rice, soy and maize allowed the design of two WBR-specific primers
(WBR-ITSfw and WBR-ITSrev) for the amplification of a 118 bp DNA
fragment common to wheat, barley and rye. A dual-labelled TagMan
probe (WBR-ITSp) with a reporter fluorophore at the 5'end (6-carbox-
yfluorescein, FAM) and a quencher fluorophore at the 3'end (Black-
berry, BBQ), was designed to anneal within the ITS2 nucleotide frag-
ment generated by amplification of the targets (Fig. 1).

As positive amplification control of the real-time PCR experiments,
a pair of universal primers (18Sfw/18Srev) and a TagMan probe (185p)
were used, targeting a 77 bp fragment on an eukaryotic conserved

sequence of 18S rRNA gene (Pegels et al., 2011). TagMan probes were
designed and synthesized by TibMolBiol (Berlin, Germany).

2.5. Real-time PCR setup

Real-time PCR was run under generic cycling conditions on the
LightCycler 2.0 Instrument (Roche Applied Science, Pensberg,
Germany) in a total reaction volume of 10 pL. The optimal concentra-
tions of primers and probe were experimentally determined to obtain
the lowest crossing point values (Cp) with the highest fluorescence:
500 nmol/L for both forward and reverse WBR-specific primers and
2.5 pmol of the WBR-TagMan probe. PCR reactions were carried out
using the LightCycler” TagMan” Master mix (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Germany) and 50 ng of genomic DNA from the purified
extracts. The following amplification program was run: initial dena-
turation of 10 min at 95 °C followed by 40 cycles at 95 °C for 10, 60 °C
for 30s and 72 °C for 1s. Samples were finally cooled down to 40 °C for
30s. This temperature program was used to amplify, in the same run,
the WBR real-time PCR system along with the 18S rRNA system with
the following conditions: 300 and 900 nmol/L for 18Sfw and 18Srev,
respectively, and 2 pmol of the 18S Tagman probe. Unless otherwise
indicated, all real-time PCR reactions were carried out in triplicate for
each DNA extraction. Negative and positive PCR controls containing
water and WBRm DNA extract respectively, were included in every PCR
run.
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Table 4

Analysis of DNA dilutions of the individual mixtures of wheat, barley and rye cultivars by WBR real-time PCR system.
pg DNA/reaction Common wheat (n = 10) Spelt wheat (n = 10) Rivet wheat (n = 10) Durum wheat (n = 10) Barley (n = 10) Rye (n = 10)
50 000 15.82 + 0.07 15.53 + 0.01 15.74 + 0.03 15.35 + 0.03 16.57 + 0.10 15.41 = 0.09
5000 19.46 + 0.09 19.09 = 0.06 19.29 * 0.04 19.06 * 0.03 20.21 + 0.03 19.17 = 0.09
500 23.42 = 0.04 23.18 + 0.01 23.37 + 0,06 23.29 = 0.09 24.05 + 0.01 23.10 = 0.07
50 27.66 = 0.02 28.72 + 0.03 28.72 + 0.03 27.59 * 0.10 28.82 = 0.01 28.12 * 0.06
25 29.33 = 0.01 30.29 = 0.10 29.98 + 0.06 29.91 = 0.05 30.34 + 0.03 30.43 = 0.08
10 31.10 = 0.07 32.31 = 0.03 32.21 = 0.08 31.68 = 0.06 32,37 £ 0.10 32.60 = 0.10
5 33.17 = 0.05 34.13 = 0.18 34.08 = 0.15 32.22 = 0.10 33.80 = 0.10 33.66 = 0.07
2.5 - - - - - -

Minus sign (—) indicates no positive signal after 35 PCR cycles.

Table 5

Trueness and repeatability of the WBR real-time PCR system.
Actual (%)" Untreated mixture Soft heat-treated mixture Intense heat-treated mixture

Mean predicted (%)" Bias (%) RSDr (%) Mean predicted (%)" Bias (%) RSDr (%) Mean predicted (%)" Bias (%) RSDr (%)

0.001 0.0011 9.5 9.1 0.00088 -12.8 1.7 0.0013 26.1 38.8
0.005 0.0054 7.7 4.4 0.0056 11.3 20.7 0.0036 —32.6 6.2
0.01 0.0093 -7.3 5.8 0.0108 7.7 3.0 0.013 26.1 14.0
0.02 0.018 -10.5 6.1 0.019 -51 9.1 0.018 —-10.5 3.1
0.05 0.044 -12.8 10.9 0.055 9.5 15.1 0.057 131 11.4
0.1 0.11 9.5 4.4 0.099 -1.0 10.3 0.11 9.5 7.7
1 1.07 6.8 10.3 0.93 -7.3 8.3 0.97 -3.0 10.6

RSDr: relative repeatability standard deviation.

? Actual target material content (%) in the reference binary mixture of wheat, barley and rye (WBRm) in maize flour.
b Estimated content (%) calculated from the average Cp value from triplicate PCR reaction of the DNA extractions.

2.6. Construction of standard curves and statistical data analysis

Preliminary experiments were carried out by analysing serial dilu-
tions of DNA extracts (2.5-50 000 pg of DNA) from each individual
cultivar mixture of the target cereal species: wheats (common, spelt,
rivet and durum), barley and rye (Table 4).

Subsequently, three standard curves were constructed after analysis
of the three arrays of reference binary mixtures containing increasing
amounts of WBRm (10-100 000 mg/kg): one untreated and two heat-
treated (160°C/13 min and 200°C/20min). There is a well-known
semi-logarithmic correlation between the Cp value and the theoretical
concentration of the target species in the sample ([ 1) as described in the
equation:

Cp=blog[]+a

where b is the slope and a is the intercept of the linear curve fitting.
Amplification efficiency (E) of the reaction was calculated by the fol-
lowing formula (ENGL, 2008):

E(%) = (10019 — 1).100

Statistical parameters such as linearity test, accuracy, precision and
sensitivity, were evaluated according to previously described methods
(Camacho, Torres, Gil, Obregén, & Ruz, 1993). For validation purposes,
three separate DNA extractions of each maize-based mixtures were
assayed in different days, using three replicates of each sample. The
practical limit of detection (LOD) was determined as the lowest WBRm
spiked level that could be reliably distinguished from the blank matrix
in at least 95% of the replicates. Trueness was estimated by calculating
the mean deviation to the true values in term of bias (%). Repeatability
was expressed as the relative standard deviation (RSDr) of the results
obtained in triplicate assays from three independent experiments to
assess the influence of random events (day of analysis, analyst, equip-
ment, etc.) in the data obtained.
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2.7. Comparative ELISA analysis

Commercial food products tested by the WBR real-time PCR were
also analysed by the official R5 antibody-based ELISA to estimate the
amount of gluten in the samples. RIDASCREEN" Gliadin kit (Art. No.
R7001) was obtained from R-Biopharm (Darmstadt, Germany) and
ELISA assays were performed following the enclosed user manual. The
limit of quantification as indicated by the manufacturer was 5 mg/kg of
gluten. Cubic spline function was used as calibration curve and gluten
results were interpreted using the R-Biopharm software RIDA SOFT
Win (Art. No. Z9996).

3. Results and discussion
3.1. Set up of a WBR real-time PCR on the ITS2 region

The primer/probe PCR system developed in the present work was
based on the Internal Transcribed Spacer-2 region and was designed upon
published sequences from different plant species. Along the plant
genome, this region appears repeated from several hundreds to thou-
sands of times in the intermediate sequences of the three nuclear ri-
bosomal genes (185-5.85-265), favouring good DNA recoveries and
enhancing PCR sensitivity (Lopez-Calleja, de la Cruz, Gonzdlez, Garcia,
& Martin, 2015; Pegels et al., 2015). Considering these premises, a set
of primers and a Tagman probe were successfully designed in a con-
served region among wheat, barley and rye ITS sequences (Fig. 1).

After in silico analysis of the targeted sequences with the BLAST
software tool (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), and due to the
close phylogenetic relationship among cereals, possible cross-reactivity
of the designed PCR system was experimentally checked against a wide
collection of plant and animal species employed for human consumption.

As summarized in Table 1, the WBR real-time PCR system developed
positively amplified the expected DNA fragment in the target cereals
(common, spelt, durum and rivet wheats, barley and rye, as well as
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Table 6

Results of the WBR real-time PCR analysis of 220 commercial products.
Number of samples ITS WBR.S.S. 18S rRNA
analysed P.A.C.

A) Commercial food products that declared wheat, barley, rye and/or gluten in the labelling

Nut bar 1 +(1) +(1)
Chocolate 2 +(2) +(2)
Breakfast cereal 4 +(4) +4)
Bulgur 1 +(1) +(1)
Couscous 1 +(1) +)
Soup 1 +(1) +(1)
Meat product 1 +(1) +(1)
Total 11 +(11) +(11)
B) Commercial food products that declared may contain traces of wheat, barley, rye and/or gluten
Rice cake 6 -(6) +(6)
Maize cake 7 -(7) +()
Pre-cooked meal 6 +(1)/-(5) +(6)
Breakfast cereal 5 +(2)/-(3) +(5)
Snack 4 +(1)/-(3) +(4)
Chocolate 2 -(2) +(2)
Spice 2 +(1)/-(1) +(2)
Yogurt 1 (1) +(1)
Seeds 3 +(1)/-(2) +(3)
Meat product 1 -(1) +(1)
Tapioca 1 -(1) +1)
Total 38 +(6)/-(32) +(38)
C) Commercial food products that did not declare wheat, barley, rye nor gluten
Rice cake 1 -(1) +0)
Maize cake 1 -(1) +)
Pre-cooked meal 8 -(8) +(8)
Breakfast cereal 17 +(14)/-(3) +017)
Nut bar 5 +(1)/-(4) +(5)
Snack 4 -(4) +4)
Chocolate 8 -(8) +(8)
Nougat 3 -(3) +(3)
Sauce 4 +(1)/-(3) +(4)
Beverage 10 +(5)/-(5) +(10)
Spice 2 +(2) +(2)
Flour 2 -(2) +(2)
Seed 3 -(2) +(3)
Meat product 1 -(2) +(1)
Total 69 +(23)/-(46) +(69)
D) Commercial food products labelled/certified as gluten free

Rice cake 3 -(3) +(3)
Maize cake 3 -(3) +(3)
Pre-cooked meal 2 -(2) +(2)
Breakfast cereal 9 -(9) +(9)
Nut bar 4 +(4) +4)
Bread 5 -(5) +(5)
Biscuit 7 +(1)/-(6) +(7)
Chocolate 1 -(1) +1)
Sauce 4 +(2)/-(2) +4)
Beverage 8 -(8) +(8)
Spice 1 -(1) +(1)
Flour 5 +(2)/-(3) +(5)
Pasta 4 +(2)/-(2) +(4)
Meat product 41 -(41) +(41)
Soluble coffee 1 -(1) +(1)
Baby food 2 -(2) +(2)
Quince jelly 2 -(2) +(2)
Total 102 +(1D/-(91) +(102)

ITS WBR.S.S.: wheat/barley/rye-specific real-time PCR system on the Internal
Transcribed Spacer region.

18S rRNA P.A.C.: positive amplification control real-time PCR system for eu-
karyotes on the 18S rRNA gene.

Plus sign (+) indicates positive amplification signal before 33 PCR cycles.
Minus sign (—) indicates no positive amplification signal after 33 PCR cycles.

triticale), with no amplification signal when testing the most consumed
gluten-free cereals (oats, rice and maize). The 185 rRNA control system
gave a forceful and consistent positive amplification signal in every
analysed sample (Table 1). Similar amplification results (data not
shown) were obtained for the rest of heterologous species summarized
in Table 2, confirming compliance with specificity requirements.
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3.2. Analysis of experimental reference binary mixtures: linearity test,
amplification efficiency and sensitivity

For a first evaluation of the performance and sensitivity of the WBR
real-time PCR, preliminary assays were carried out with serial dilutions
(2.5-50 000 pg) of the DNA extracts from each individual cultivar
mixture (Table 4). As can be seen in the table, despite the reported copy
number variation in the wheat genomic sequences owing to the ploidy
level of this plant (Shewry, Halford, & Lafiandra, 2003), a highly
homogenous amplification of DNA from all the gluten-containing cer-
eals was obtained. These results highlight the adequacy of the real-time
PCR system designed upon the ITS2 ribosomal region to simultaneously
detect the three target cereals with a comparable efficiency and a good
sensitivity level (5 pg of DNA per reaction).

Wheat, barley and rye kernels have been reported to yield protein
contents ranging from 8 to 15%, of which 80-90% represent gluten
proteins (Biesiekierski, 2017). In this study, concentrations of the
WBRm in the binary mixtures were selected to include representative
low spiked target levels, assuming the content of gluten proteins as an
overall of 10% of the cereal weight. Thereby the experimental binary
mixtures used for in-house experimental validation could be equated to
samples containing theoretical gluten contents of approximately
10 000, 1000, 100, 50, 20, 10, 5 and 1 mg/kg.

Fig. 2 shows the results after fitting a linear model to describe the
relationship between the Cp values and the logarithm of WBRm con-
centration in the three binary mixtures. Linear dynamic range covered
the three orders of magnitude of interest with good linear correlations.
The Cochran test demonstrated that Cp variances obtained for each
WBRm spiked level were homogeneous for a 0.05 significance level.
Regression analysis at 99% confidence level showed a statistically sig-
nificant relationship between both variables (P-values < 0.01) and the
lack-of-fit tests confirmed linear correlation as the most appropriate
model at a confidence level of 95%. The slopes of the linear equation
were —3.57 for the untreated mixture, —3.59 for the soft heat-treated
mixture and — 3.51 for the intense heat-treated mixture, which corre-
spond to amplification efficiencies of 90.6, 90 and 92.6%, respectively.
Hence, the real-time PCR assay developed in this work met the
minimum acceptance criteria of PCR efficiencies established between
90 and 110% with a linear correlation of r* > 0.98 for validation
purposes in real-time PCR tests (ENGL, 2008).

It is known that cereal seed production (flaking, extrusion, drying,
roasting, etc.) involve heat processing treatments which degrade the
DNA to a greater or lesser extent, leading to possible temperature-de-
pendent PCR amplification variabilities. As can be observed in Fig. 2,
results obtained for samples subjected to the soft heat-treatment
(160 °C/13 min) did not differ significantly from those of the untreated
mixture. However, a more aggressive heating (200 °C/20 min) do seem
to comparably affect PCR detectability of the 118 bp DNA fragment
showing a difference of about four Cp values for the same target con-
centration.

The practical LODs were estimated from the in-house validation
results as the minimum level concentration of the reference mixtures
that could be reliable distinguished from the non-target flour (Bustin
et al., 2009). The assay was able to detect up to 10 mg/kg (0.001%) of
the target cereals in the three batches of reference mixtures, yielding Cp
values of 31.98 + 0.11, 31.52 #+ 0.13 and 35.09 * 0.32 for the un-
treated, soft and intense heat-treated mixtures, respectively. However,
whereas reproducible amplifications were generated for this spiked
level in the untreated and soft heat-treated mixtures, the difficulty of
the PCR system to consistently amplify such low amount of degraded
DNA in the intense heat-treated mixture, led to establish an overall LOD
of 10-50 mg/kg of WBR cereals depending on the applied processing
treatment. These results suggested that, in the experimental model as-
sayed, the developed real-time PCR method would have the potential to
detect the presence of gluten-containing cereals up to a theoretical
gluten level of approximately 1-5mg/kg, broadly satisfying the

97



III. RESULTS AND DISCUSSION

A. Garcia-Garcta, et al.

WBR-ITSfw —

LWT - Food Science and Technology 114 (2019) 108378

Fig. 1. Deoxyribonucleic acid sequence alignment of the
ITS region PCR products from common wheat (Triticum
aestivum vulgare DQ981410.1), durum wheat (Triticum

T .
T & turgidum durum HQ285920.1), rye (Secale cereale
S. cereale AF303400.1), barley (Hordeum vulgare AJ608147.1), oats
H. vulgare . (Avena sativa AY520821.1), rice (Oryza sativa
A. sativa ceeeTT . cmmmmRLRAL L . <. CT..Cu JN402192.1), soy (Glycine max FJ609734.1) and maize
0. sativa = ‘... ACG.GC..C....ATC..... GGGCGCG. ++:Cu s+ TG.===....C...C..C (Zea mays DQ683016.1). Primers WBR-ITSfw and WBR-
G. max TTC..---....GCAAACATGTAAC. .TGTTG.T.CGC.G..TG.ATG...AC.T.C..C b highligh
Z. mays A.CA.T--...G--.TA.GCTT..T.T-——— T..G...C.TCC---T.A..TGGG. .c  1TSrev, and probe WBR-ITSp are highlighted.
Consensus GCTCC-nnCAACcnCCCTcancGGGAA-n-~-tCGGGATGCGGCATNnNCTGGTCCCLCGT
T. aestivum
T. durum
S. cereale
H. vulgare
A. sativa
0. sativa
G. max
Z. mays -—=GC..T..A.AC.-=-.C...=..G.CC—A..-..... ---TTTA.G..TAGT.G.A
Consensus nnnCnCtCAAGGGgCGGTGGGCCGAAGaTnGGGCTGCCGGCGLACCGeGeCGNGACACAG
«— WBR-ITSrev
T. aestivum
T. durum
S. cereale
H. vulgare 5060
A. sativa A BT C=
0. sativa “ .GGCTCT.GGC PP « PR
G. max —==+..s....ATGAG..A....CG.GA.C.AT.A.~-....GAG.—- -.G.T.A.TT
Z. mays TTT..T-C.AA.---..CTCTCAA.GGTG.GTAT.T...TGGG.-.C.T..TGTGRA.T.
Consensus CGCATGGTGGGC-GTCCTCGCTLTA-TCAANNCGCAGTGCATCCNGNCGCGCAGCCGGCA
Untreated Soft heat- Intense heat-
‘WBRm treated WBRm treated WBRm
(®) (@) @)
35 Slope -3.57+0.05 -3.59+0.06 -3.51+0.07
Lower cut-off Intercept 20.29 £ 0.09 19.98 £ 0.10 24.72£0.12
33 PO O S
r 0.992 0.993 0.983
31
Total number of samples 63 63 63
£ 29
= “C" Cochran 0.253* 0.344% 0.353*
-
e 27 $? comb 0.244 0218 0.328
25 |Upper cut-off AN Anova Test “F” regression | 5447.5%% 4115.0%* 2894 8+*
23 p-value 0.000 0.000 0.000
21 Anova Test “F” Lack of-Fit 2994+ 2.2]%** 2.19%**
19 p-value | 0.051 0.116 0.187
-4 3 =g -1 0 1 Discriminating capacity 0.093* 0.104* 0.135*

log,, wheat/barley/rye mixture (%)

$p<0.05 #*p<0.01 ***p>0.05

Fig. 2. Crossing point values (Cp) obtained from the analysis of reference wheat/barley/rye binary mixtures (WBRm) plotted versus the logarithm of the target
concentrations (0.001%, 0.005%, 0.01%, 0.02%, 0.05%, 0.1% and 1%) which could be theoretically equated to 1, 5, 10, 20, 50, 100 y 1000 mg/kg of gluten. Error
bars indicate the standard deviation and mean value derived from three independent DNA extractions of the untreated (@), soft heat-treated ((J]) and intense heat-
treated binary mixtures (A) in maize flour. Right chart summarizes the calculated in-house-validation parameters of the WBR real-time PCR system (linearity test,

regression line, and sensitivity).

maximum legislated threshold for dietary residual gluten.

The achieved sensitivity is comparable or superior to that of other
real-time PCR methods published for tracing gluten-containing cereals
in foods. Garrido-Maestu et al. (2018) and Martin-Fernandez et al.
(2015) reported detection thresholds of 50 mg/kg of wheat/barley/rye
in reference binary mixtures (corn and soy-based), targeting the a2-
gliadin sequence. Other works accomplishing simultaneous detection of
species, such as the Tagman real-time PCR based on the puroindoline b
gene sequences developed by Piknova et al. (2008) reported higher
detection limits of 200 mg/kg of the cereal species.
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3.3. Trueness and repeatability

Each target percentage was analysed in triplicate and the mean Cp
value obtained was interpolated in the previously obtained standard
curves to estimate the target content (Table 5). According to the ENGL
document, trueness should range from —25% to 25% and RSDr values
should be < 25%, criteria which is fulfilled in all the tested mixtures
except for the 10 mg/kg level of the reference mixture exposed to
200 °C/20 min.

Results obtained suggested that the proposed real-time PCR method
could be used to detect and estimate low amounts of gluten-containing
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cereals in a binary model subjected to a well-known specific treatment.
However, when applied to real commercial foods, the assay should be
accurately optimized for each particular product, which means taking
into account all the factors that might affect DNA target amplification
including matrix composition, presence of PCR inhibitors and proces-
sing treatments applied, among others. This observation is in agreement
with previous works addressing the unfeasibility of PCR-based meth-
odologies for quantitative DNA measurements in real food products
(Lépez-Calleja et al., 2015; Pegels et al., 2015).

3.4. Retail sample analysis by the WBR real-time PCR

Based on the linear operating range of the assay (Fig. 2), an em-
pirical assay threshold value was firstly established for a qualitative
sorting of the retail foods in terms of positive or negative detection of
the targets (Caraguel, Stryhn, Gagné, Dohoo, & Hammell, 2011). For
this purpose, a lower cut-off (Cp of 33) was set based upon the Cp
values obtained from the lowest WBR concentration (0.005%) that was
reliably detected in the binary mixture subjected to the most intense
heat-treatment, content which could be theoretically equated to 5mg/
kg of gluten. As shown in the figure, despite Cp values were still re-
gistered for samples with lower target DNA concentrations (e.g. intense
heat-treated 0.001% spiked level), amplification Cps above the estab-
lished lower threshold were not considered reproducible and were thus
assigned to samples yielding a PCR-negative result.

Among commercial food samples producing a positive detection
signal (Cp = 33), those presumably exceeding 20 mg/kg should be
considered as potentially harmful to sensitive consumers. In this con-
text, an upper threshold was set for classifying such “non-compliant”
samples, in this case based on the standard curves showing the higher
real-time PCR detectability (untreated and soft-heat treated). This
upper cut-off was set as Cp 26 (Fig. 2) so, products yielding Cp values
below this limit might be surpassing the established safety limit of
20 mg/kg of gluten (0.02% of the target cereals). Finally, food samples
yielding amplification Cp values between both set thresholds (33 and
26) would be considered as positively detected by the real-time PCR,
although their estimated wheat/barley/rye concentration would de-
pend upon the nature, characteristics and processing of each particular
sample.

As shown in Table 6, the WBR real-time PCR system successfully
detected the presence of the offending target cereals in the 11 analysed
retail foods from category A (declaring to contain the target cereals),
highlighting the ability of the method to detect the presence of the
gluten-containing cereals even in particularly complex food matrices
such as chocolates.

Whenever food industries cannot guarantee the absence of a
harmful ingredient belonging to the list of notifiable allergens, a pre-
cautionary labelling might be voluntarily adopted to warn sensitive
consumers. Of the 38 analysed samples fitting in this category
(Table 6B), only six (15.8%) showed Cp values below the established
threshold (Cp 33) to consider a sample as positively detected. In
agreement with other studies (Garcia-Garcia, Madrid, Garcia, Martin, &
Gonzalez, 2018; Pegels et al., 2015), these results revealed that only a
low percentage of the analysed samples bearing precautionary labelling
contain in fact the harmful ingredient, causing unnecessary restrictions
on food choice of sensitive individuals.

The analysis of products which did not declare wheat, barley, rye
nor gluten (Table 6C) suggested that 67% (46 of 69) of the samples
were correctly labelled since no PCR amplification was detected in any
of them. However, still a high proportion (33% of samples) produced a
positive signal in the WBR real-time PCR assay. It bears mentioning that
24 of the 69 selected products from this category declared oats in their
composition without showing explicit label indications about the pre-
sence or absence of gluten. In this regard, 19 of these oats-containing
samples (79%) generated positive amplifications in the WBR real-time
PCR assay, reflecting a high proportion of oats-based products showing
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wheat, barley and/or rye contamination. This circumstance may be
attributed to cross-contact events during growing, harvesting and pro-
cessing of cereal kernels and has prompted the inclusion of oats within
the mandatory allergens in European Regulations. However, the re-
ported high tolerance of celiac patients to oats prolamins (nearly 80%
of the celiac population) (Comino et al., 2015; Fric et al., 2011), to-
gether with the fact that official immunological methods for the
quantification of gluten are based on the detection of prolamins from
wheat, barley and rye species (excluding oats), justifies the need for
sensitive methodologies, like the real-time PCR described in this work,
that selectively detect these three main gluten-containing cereals.

As can be seen in Table 6D, of the 102 samples from the gluten-free
category, 10.8% generated positive PCR amplifications. The remaining
91 samples (including two belonging to a particular gluten-free certi-
fication for oats-based products), did not produce any amplification
signal, thus suggesting their suitability for consumption by sensitive
individuals.

For every analysed product, the 185 rRNA system revealed the
presence of amplifiable DNA corroborating the effectiveness of the DNA
extraction procedure and the absence of false-negative results derived
from PCR-inhibition. Besides, negative controls run in every assay ex-
cluded the possibility of sample contamination during experimental
manipulation. It should be stressed that the broad field work performed
with 220 retail foodstuffs to evaluate the applicability of the WBR real-
time PCR assay, adds a significant value when compared to other stu-
dies using only laboratory-scale samples and/or a low representation of
commercial foods (Garrido-Maestu et al., 2018; Martin-Fernandez et al.,
2015).

3.5. Comparative analysis of retail samples by PCR and ELISA

Since PCR instrumentation has recently become affordable for
routine laboratories, PCR-based techniques are increasingly being
adopted by governments and food industries as official methodologies
applied to verify food labelling and traceability requirements (e.g. de-
tection of processed animal proteins in feeds, detection of genetically
modified organisms or horse meat and fish species authentication).
However, despite the proven advantages of PCR-based methods, some
limitations exist when intended for the indirect detection of gluten. This
may be the case of challenging samples such as wheat starch-based
foods where gluten proteins may be absent, or highly hydrolysed pro-
ducts (beer, syrups and malt extracts) where degraded DNA may be
undetectable (Mujico et al.,, 2011). In these circumstances, im-
munological or mass-spectrometry-based analysis should be com-
plementarily performed to avoid possible misinterpretation of the PCR
results. Considering this, commercial food products were analysed with
the official R5-based immunoassay to support and validate real-time
PCR results.

Table 7 illustrates the Cp values of the PCR-positive foods (cate-
gories A, B, C, D) together with the gluten levels estimated by the R5-
based ELISA. As can be seen, immunological results clearly corrobo-
rated the presence of gluten in all the tested samples from category A,
with levels surpassing the highest calibration point of the standard
curve (80 mg/kg). In the case of PCR-positive products from categories
B, C and D, most of them were successfully detected by the ELISA assay.
However, as can be deduced from the table, a direct relationship or
equivalence between the Cp values and the gluten content could not be
established. This result is in agreement with other works reporting the
impossibility to set up a correlation between the amount of DNA and
protein content in foods tested respectively by real-time PCR and ELISA,
attributable to the different features and processing conditions of each
particular sample (Koppel et al., 2010; Mujico et al., 2011).

As can be seen in Table 7, eleven of the samples from groups B, C
and D were positively detected by the real-time PCR (Cp values ranging
from 27.8 to 32.2), but generated absorbance values below the LOQ of
the ELISA immunoassay. This mismatched result could be explained by
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Table 7
Comparative analysis of food retail samples by the WBR-specific PCR system
and the R5-based ELISA.

Commercial food product Cp value ITS WBR.S.S. Gluten content (mg/kg)

A) Commercial food products that declared wheat, barley, rye and/or gluten in the labelling

Pre-cooked meal-1 25.10 = 0.09 > 80
Pre-cooked meal-2 15.25 £ 0.07 > 80
Pre-cooked meal-3 19.62 £ 0.04 > 80
Breakfast cereal-1 21.88 = 0.01 > 80
Breakfast cereal-2 25.67 £ 0.06 >80
Breakfast cereal-3 25.51 = 0.01 > 80
Breakfast cereal-4 19.67 + 0.07 > 80
Breakfast cereal-5 17.3 = 0.1 > 80
Meat-product-1 28.88 + 0.02 > 80
Chocolate-1 18.05 = 0.02 > 80
Chocolate-2 19.3 = 0.1 > 80
B) Commercial food products that declared may contain traces of wheat, barley, rye and/or
gluten
Pre-cooked meal-1 27.81 = 0.08 < LOQ
Breakfast cereal-1 26.94 + 0.08 37.7 * 1.7
Breakfast cereal-2 30.05 = 0.09 131 * 0.2
Snack-1 25.70 + 0.07 > 80
Spice-1 30.2 £ 0.1 < LOQ
Seeds-1 31.3 £ 0.1 13.5 £ 0.3
C) Commercial food products that did not declare wheat, barley, rye nor gluten
Breakfast cereal-1" 29.12 + 0.01 >80
Breakfast cereal-2" 25.96 = 0.04 284 £ 1.3
Breakfast cereal-3 32.0 = 0.4 < LOQ
Breakfast cereal-4" 23.02 = 0.04 > 80
Breakfast cereal-5 25.80 + 0.07 453 * 0.8
Breakfast cereal-6' 29.54 + 0.03 > 80
Breakfast cereal-7" 24.56 + 0.01 425 + 0.5
Breakfast cereal-8° 27.5 = 0.4 > 80
Breakfast cereal-9' 25.49 + 0.08 > 80
Breakfast cereal-10° 26.70 + 0.05 63.2 + 1.8
Breakfast cereal-11" 28.82 + 0.05 > 80
Breakfast cereal-12° 31.1 = 0.4 20.7 £ 1.5
Breakfast cereal-13° 31.6 = 0.3 40.4 £ 2.3
Breakfast cereal-14" 27.89 £ 0.04 77.2 £ 3.0
Nut bar-1" 26.7 = 0.4 65.9 £ 2.8
Sauce-1 29.7 £ 0.9 < LOQ
Beverage 31.7 £ 0.5 10.0 £ 0.3
Beverage 28.75 £ 0.05 10.2 £ 0.6
Beverage-3° 26.65 = 0.06 156 £ 0.7
Beverage-4° 27.75 = 0.08 16.6 + 0.9
Beverage-5° 29.4 + 0.2 13.0 £ 0.3
Spice-1 31.90 = 0.01 < LOQ
Spice-2 29.5 = 0.4 < LOQ
D) Commercial food products labelled/certified as gluten free
Nut bar-1 30.6 = 0.5 127 + 1.4
Nut bar-2 29.05 + 0.05 15.6 + 0.8
Nut bar-3 29.86 + 0.08 304 + 15
Nut bar-4 31.3 = 0.1 132 = 1.3
Biscuit-1 32.10 = 0.05 < LOQ
Sauce-1 32.2 = 0.8 < LOQ
Sauce-2 30.2 = 0.1 < LOQ
Flour-1 32.0 £ 0.8 < LOQ
Flour-2 30.70 £ 0.06 < LOQ
Pasta-1 31.7 £ 0.9 103 £ 1.1
Pasta-2 31.6 = 0.4 82+ 09

ITS WBR.S.S.: wheat/barley/rye-specific real-time PCR system.
Results of R5-based ELISA are expressed as gluten content (mg/kg): < LOQ
means gluten content below the limit of quantification of 5mg/kg and > 80
means absorbance values exceeding the highest calibration point of the stan-
dard curve (80 mg/kg). Every sample was analysed in duplicate.

? Products made out of or containing oats which do not explicitly indicate
the presence or absence of gluten in their labelling.

the lower real-time PCR sensitivity (10 mg/kg of cereal, theoretically
equating to 1 mg/kg of gluten) compared to that of ELISA (5 mg/kg of
gluten) when foods lacking intensive processing treatments are to be
tested. Besides, the presence in these samples of amplifiable DNA from
wheat starch, which would not be detected in ELISA assays, cannot be
either discarded.
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Regardless unavoidable discrepancies among both techniques, it
should be remarked that all the PCR-positive samples yielding Cp va-
lues below the upper threshold of 26 were systematically detected by
the R5-based ELISA assay to contain gluten levels above the 20 mg/kg
limit (Table 7). Likewise, the 169 retail foods that were classified as
PCR-negative by means of the upper Cp threshold of 33 generated ab-
sorbance values below the LOQ of the ELISA assay (results not shown).

In light of these results, the implementation of the proposed real-
time PCR as a complementary method to the more traditional protein-
based assays used for gluten determination in foods would be based on
the qualitative assumption that samples yielding Cp values below 26
would comprise potentially harmful levels of gluten-containing cereals
for sensitive population. Besides, Cp values above the lower set cut-off
(Cps > 33) would correspond to negative samples for the presence of
wheat, barley and rye DNA, allowing to classify these samples as gluten-
free. The rest of the food samples (Cp values from 33 to 26) would be
considered as positively detected by the real-time PCR, although their
estimated wheat/barley/rye concentration would depend upon the
nature, characteristics and processing of each particular sample.

It should be borne in mind that quantification of gluten in foods
poses a significant challenge regardless of the analytical basis of the
selected method. For both, protein- and DNA-based techniques, some
degree of measurement uncertainty and discrepancy will always persist
due to a number of factors (gluten or DNA extraction procedures,
sample processing conditions, lack of reference materials, etc.).
Therefore, it is difficult to select an individual method that combines all
advantages for affordable, robust, and unequivocal detection and
quantification of the relevant allergenic components (Holzhauser,
2018). In conclusion, the WBR real-time PCR methodology developed
herein may be used as a valuable complementary option to support
results of the immunological assays currently used to track gluten
contamination in foods.
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Abstract

In this study, we demonstrated the feasibility of isolating recombinant phage-antibodies against gluten
from a non-immunized library of human single-domain antibodies (dAb). Phage display technology
enabled the selection of affinity probes by successive rounds of biopanning against a biotinylated
synthetic peptide comprising repetitive immunogenic gluten motifs. The analysis of a wide
representation of heterologous plant species corroborated that two of the isolated clones were specific
to wheat, barley and rye proteins. The phage antibody selected as the most appropriate clone for the
detection of gluten in foods (dAb8E-phage) was further applied in an indirect ELISA to the analysis of 50
commercial food samples. Although the limit of detection achieved did not improve those of current
immunoassays, the proposed methodology could provide new promising pathways for the generation
of recombinant antibodies which allow a comprehensive determination of gluten in foods, whilst

replacing the need for animal immunization.

Keywords

Gluten; celiac disease; phage display; single-domain antibody; antibody discovery; ELISA; allergen

labelling

1. Introduction common chronic gastrointestinal disorders that

approximately affects 1% of the general

Gluten is the general name used to describe a population (Koehler, Wieser, & Konitzer, 2014;

highly complex mixture of storage proteins Lionetti, Gatti, Pulvirenti, & Catassi, 2015).

mainly found in wheat, barley, rye and their Mainly gliadins, hordeins and secalins, the

hybridized strains (e.g. triticale, a cross between prolamins from wheat, barley and rye,

wheat and rye) (Biesiekierski, 2017; Kucek,
Veenstra, Amnuaycheewa, & Sorrells, 2015).
Several human pathologies have been linked
with the consumption of gluten-containing

cereals, such as celiac disease, one of the most

respectively, have been linked to trigger the
toxic reaction, whereas, the role of avenins
(prolamins from oats) is still a controversial
matter (Comino, Moreno, & Sousa, 2015).

Nowadays, specific cultivars of oats grown under
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1. Introduction

Adverse reactions to food, which affect a
significant percentage of the world population,
have become a major economic concern because
they are responsible for a significant number of
hospitalizations and food recalls. Specifically,
the ingestion of gluten-containing cereals can
trigger an array of different conditions,
collectively designated as “gluten-related
disorders”, that include different autoimmune
disorders (i.e. coeliac disease, dermatitis
herpetiformis and gluten ataxia), wheat allergy
and the controversial non-coeliac gluten
sensitivity (NCGS) (Elli et al,, 2015; Sapone et al,,
2012). In all cases, the only effective treatment
for patients suffering from these pathologies is
the complete withdrawal of gluten from the diet.
Therefore, the development of methods that
allow detection and quantitative determination
of gluten has gained importance in the last
decades (Al-Bawardy et al, 2017; Melini &
Melini, 2018).

Enzyme-linked immune-sorbent assay (ELISA)
is the technique mostly used for routine analysis
of allergens in foods for its high sensitivity and

ability to process a large number of samples at a

time (EFSA, 2014; Poms, Klein, & Anklam, 2004).
Nevertheless, ELISA procedures can be tedious,
time-consuming, and produce unexpected cross-
reactions if the employed antibody is not fully
characterized (e.g. polyclonal antibodies). Most
of these disadvantages might be overcome as a
result of the significant progress made in the
generation of monoclonal antibodies (mAbs)
and molecular engineering techniques
(Ledsgaard, Kilstrup, Karatt-Vellatt, McCafferty,
& Laustsen, 2018; Morino et al., 2001). In these
sense, antibody fragments are widely accepted
as a valuable tool in modern immunological
determination since they provide small and
highly specific reagents against the target
antigen  (Saerens, Huang, Bonroy, &
Muyldermans, 2008). Furthermore, their fusion
to fluorescent or bioluminescent proteins offers
an interesting alternative for the development of
new biosensing devices and fluorescence-linked
immune-sorbent assays (FLISA) which do not
require the binding of secondary antibodies and
enzyme reactions (Sakamoto etal., 2010; Yang et
al, 2014). These labelled antibodies can be
obtained by chemical conjugation with organic
fluorescent dyes, such as FITC, CY-3 or CY-5.
several

However, this approach has

disadvantages such as the requirement of
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El objetivo general de esta Tesis Doctoral ha consistido en el empleo de metodologias,
genéticas e inmunoldgicas, para la deteccion de diferentes especies vegetales con potencial
alergénico en los alimentos. Con relacién a las técnicas genéticas, se han desarrollado en primer
lugar sistemas de amplificacién dependiente de ligasa de multiples sondas (MLPA) para la
deteccién simultdnea de especies como el girasol, amapola, lino, sésamo, soja y cereales de
declaracién obligatoria (trigo, cebada, centeno y avena). Por otra parte, debido al aumento en
la incidencia de patologias asociadas al consumo de cereales con gluten, y a la creciente
tendencia a evitar la inclusién de este componente en la dieta, también se ha desarrollado una
técnica de PCR en tiempo real para la detecciéon conjunta de ADN procedente de las tres

principales especies de cereales con gluten (trigo, cebada y centeno).

Con relacién a las técnicas inmunoldgicas, y en el contexto de la importancia del andlisis y
trazabilidad del gluten en alimentos, en este trabajo se ha llevado a cabo una nueva estrategia
de obtencién de anticuerpos monoclonales de dominio inico (dAb) para la deteccién de esta
proteina a partir de una genoteca sintética de fago-anticuerpos recombinantes. Este método de
seleccion de anticuerpos permitira el uso posterior de técnicas de ingenieria genética que
introducen modificaciones funcionales en la secuencia nucleotidica codificante de los
anticuerpos para mejorar su aplicabilidad en diferentes estrategias analiticas para la deteccion

de gluten en alimentos.

Para cumplir los objetivos mencionados, ha sido necesaria la consecucion de los siguientes

objetivos parciales:

1. Empleo de técnicas de amplificacién dependiente de ligasa de multiples sondas (MLPA)

para la deteccion de ingredientes alergénicos de origen vegetal en alimentos:

a. Sistema de MLPA para la detecciéon simultinea de ADN procedente de girasol,

amapola, lino, sésamo y soja en alimentos (sistema MLPA de semillas).

b. Sistema de MLPA para la deteccidn simultdnea de ADN procedente de trigo, cebada,

centeno y avena en alimentos (sistema MLPA de cereales).

2. Empleo de técnicas de PCR en tiempo real con sondas fluorescentes Tagman® para la

deteccion conjunta de cereales con gluten (trigo, cebada y centeno) en alimentos.

3. Seleccién de anticuerpos monoclonales de dominio tinico mediante la tecnologia de phage
display para la deteccion de gluten en alimentos a partir del enriquecimiento por afinidad

frente a un péptido sintético de una genoteca naive de fago-anticuerpos recombinantes.
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4. Obtencién de vectores de expresién para modificar funcionalmente los anticuerpos
recombinantes obtenidos frente al gluten mediante su fusién a proteinas con propiedades

luminiscentes y la posterior produccién empleando la levadura Pichia pastoris.

A continuacion se resumen y valoran los principales resultados obtenidos en la

consecucion de los objetivos planteados en esta Tesis Doctoral.

IV.1. EMPLEO DE TECNICAS DE AMPLIFICACION DEPENDIENTE DE LIGASA DE
MULTIPLES SONDAS (MLPA) PARA LA DETECCION DE INGREDIENTES
ALERGENICOS DE ORIGEN VEGETAL EN ALIMENTOS

Uno de los grandes retos en el andlisis de alérgenos radica en la necesidad de detectar bajas
concentraciones de un determinado ingrediente en el alimento. Ademas, es frecuente que un
producto alimenticio pueda contener mas de un componente o ingrediente que cause alergias
o intolerancias alimentarias. Este hecho hace que los ensayos de deteccion de una tinica diana
puedan ser, a veces, insuficientes desde un punto de vista practico. Por este motivo, cada vez
se esta impulsando mas el desarrollo de metodologias analiticas que ofrezcan la posibilidad de
detectar, de forma rapida y especifica, varias dianas a la vez. Entre ellas, la técnica de
amplificacién dependiente de ligasa de multiples sondas (MLPA) se ha empleado en los tltimos
afios en el area del analisis de alimentos para aplicaciones como la detecciéon de organismos
modificados genéticamente (Ehlert et al, 2008; Guertler et al, 2014; Holck et al, 2009;
Moreano et al.,, 2006; Ujhelyi et al., 2012) y la identificacién de especies alergénicas, tanto
vegetales como animales (Ehlert et al, 2009; Mustorp et al, 2011; Unterberger et al., 2014).
Esta técnica genética no amplifica directamente la secuencia genémica diana, sino el producto
resultante de la ligacion de parejas de hemi-sondas que hibridan en regiones adyacentes del
ADN de interés. De esta manera, mediante el disefio de hemi-sondas MLPA de tamafio variable
con extremos 5’ y 3’ comunes que posibilitan la amplificacién conjunta con un dnico par de
cebadores, se puede conseguir la deteccién de varias secuencias de ADN en una misma

reaccion.

En primer lugar, se procedié mediante esta técnica a la deteccién simultinea de ADN
procedente de girasol (Helianthus annuus), amapola (Papaver rhoeas), lino (Linum
usitatissimum), sésamo (Sesamum indicum) y soja (Glicine max) en productos alimenticios. La
reciente tendencia de incorporar semillas y sus respectivos aceites en la dieta ha ido asociada
con un aumento en la incidencia de reacciones de hipersensibilidad causadas por su ingesta, si

bien la frecuente falta de informacidn dificulta la identificacion del agente causal y conlleva a
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la subestimacion de los casos registrados (Patel y Bahna, 2016). Hasta la fecha, los estudios
epidemioldgicos acerca de la alergenicidad de este tipo de semillas son escasos y la mayoria se
centran en el sésamo, cuya prevalencia se estima en un 0,1-0,2 %, aunque se han observado
importantes diferencias geograficas (Adatia et al., 2017; Dalal et al, 2012). En paises como
Israel y Arabia Saudi el sésamo es uno de los alérgenos que mas frecuentemente causa
reacciones anafilacticas. La creciente introduccién de este ingrediente en numerosos paises
europeos explica su presencia dentro de la lista de ingredientes de declaracién obligatoria del
Reglamento (UE) 1169/2011. A pesar de que este listado no recoge a otras semillas con
demostrado potencial alergénico como el girasol, la amapola o el lino (Axelsson et al. , 1994;
Gall, 2000; Keskin y Sekerel, 2006; Panasoff, 2008), la Comisién Europea establece que podra
ser reexaminado y actualizado en funcion de los dltimos avances cientificos y conocimientos
técnicos. Por ello, no se descarta que en un futuro, estos y otros alérgenos emergentes pasen a
formar parte de los ingredientes de declaracién obligatoria en el etiquetado de alimentos.
Asimismo, la soja también se ha reconocido como uno de los vegetales alergénicos de mayor
importancia y frecuencia en los alimentos, siendo uno de los ingredientes que més casos de
alergia produce en nifios, con prevalencias que varian entre el 0,4 y el 1,2 % (Cordle, 2004;
Kattan et al., 2011). Teniendo en cuenta estas consideraciones, disponer de metodologias
analiticas que permitan detectar especies alergénicas como el girasol, amapola, lino, sésamo y
soja, ayudara a verificar la autenticidad de los productos alimenticios, previniendo a los
consumidores de posibles fraudes econémicos y reacciones adversas relacionadas con su
consumo. Para facilitar la discusién conjunta de los resultados, a lo largo de este capitulo se
usara la terminologia “sistema MLPA de semillas” para hacer referencia a esta parte del trabajo
aplicada a las especies mencionadas, si bien el término de “semilla” no englobaria

adecuadamente a la soja, que pertenece a la familia de las leguminosas Fabaceae.

Por otro lado, se emple6 la técnica de MLPA para la detecciéon simultanea de ADN
procedente de los siguientes cereales con gluten (en adelante “sistema MLPA de cereales”):
trigo (Triticum aestivum vulgare, Triticum aestivum spelta, Triticum turgidum turgidum y
Triticum turgidum durum), cebada (Hordeum vulgare), centeno (Secale cereale) y avena (Avena
sativa). La presencia no declarada en alimentos de estas especies vegetales puede suponer para
los consumidores importantes implicaciones sanitarias debido a las diferentes patologias
asociadas a su consumo, como son la alergia al trigo, la enfermedad celiaca, la sensibilidad al
gluten no celiaca o la anafilaxia dependiente de cereales inducida por el ejercicio. En este
marco, un etiquetado veraz y libre de ambigiiedades también permite evitar el fraude
econémico y facilitar que la industria alimentaria pueda competir en igualdad de

oportunidades en el mercado. Ademas, el 13 de julio de 2017, la Comisién Europea adopté una
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notificacion relativa a la informacion alimentaria facilitada al consumidor sobre las sustancias
o productos que causan alergias o intolerancias donde se especifica que “en caso de que los
ingredientes se produzcan a partir de cereales que contengan gluten, deben declararse con una
denominacion que haga referencia clara al tipo especifico de cereal, es decir, trigo, centeno,
cebada o avena”. Por tanto, es necesario el desarrollo de metodologias analiticas capaces de
detectar estas cuatro especies de cereales de manera diferenciada, y que permitan verificar el

origen de los ingredientes empleados en la elaboracién de los productos alimenticios.

En los siguientes apartados se discuten de manera conjunta los resultados obtenidos en la
puesta a punto de los dos sistemas de MLPA desarrollados y su aplicacion a la deteccién de

especies vegetales potencialmente alergénicas en alimentos.

IV. 1. 1. Desarrollo de los sistemas MLPA de semillas y de cereales

La deteccion mediante la técnica de MLPA de los diferentes ingredientes alergénicos que
puede contener un alimento requiere, en primer lugar, de la eleccién de marcadores genéticos
adecuados para el disefio de hemi-sondas que permitan la hibridacion especifica con el ADN
procedente de las especies de interés. Una primera aproximacién para la eleccién de dichos
marcadores ha consistido en estudiar regiones de ADN ya empleadas con éxito en trabajos
previos de nuestro grupo de investigaciéon encaminados a la deteccion y diferenciacion
genética de especies vegetales en alimentos. Con este fin, se han publicado varios estudios que
abordan el desarrollo de técnicas de PCR en tiempo real basados en la region espaciadora
interna de la transcripcién del ADN ribosomal (ITS, Internal transcribed spacer) (de la Cruz et
al, 2013b; Lopez-Calleja et al.,, 2013, 2014, 2015a, 2015b, 2016; Pegels et al, 2015). Por ello,
esta region de ADN ha sido el marcador genético seleccionado en primer lugar para el disefio
de las sondas especificas del sistema MLPA de semillas y dos de las sondas del sistema MLPA

de cereales (avena y cebada).

Las especies vegetales poseen tres genes nucleares ribosomales (18S-5.8S-26S) entre los
que se intercalan los espaciadores internos ITS1 e ITS2. Esta disposicion en tdndem se repite
desde cientos a miles de veces dentro de un determinado locus cromosémico, separada

mediante la regién espaciadora intergénica (IGS, Intergenic spacer) (Figura 14).

Muchos estudios filogenéticos usan como fuente de informacién los genes del ARN
ribosémico (ARNr), probablemente debido a que estas regiones desempefian una misma

funcién en todos los organismos vivos (Alvarez & Wendel, 2003; Coleman, 2015). Asi, la
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informacién que proporciona el locus del ARNr se ha empleado en diferentes estudios
taxondémicos gracias a que sus secuencias presentan distintos niveles de conservacién. Por un
lado, las regiones codificantes (18S-5.85-26S) forman parte de las secuencias genémicas mas
conservadas dentro de las especies eucariotas. Por el contrario, los espaciadores internos que
conforman la region ITS junto con el gen 5.8S del ARNr, presentan un mayor grado de
variabilidad nucleotidica, hecho que ha permitido llevar a cabo con éxito estudios evolutivos
desde niveles mas genéricos hasta el nivel de especie (estudios de especiacion y biogeografia)
(Poczai y Hyvonen, 2010). Esta caracteristica convierte a la regién del ITS del ARNr en una
buena candidata para el disefio de oligonucleétidos especie-especificos que permitan la
diferenciacion de especies, incluso en los casos de elevada relacion filogenética. Ademas, la
seleccion de marcadores genéticos de caracter multicopia, como las regiones del ARNr o los
genes de mitocondrias y cloroplastos, incrementa de 10 a 100 veces los limites de deteccion
alcanzados en los ensayos genéticos (Holzhauser y Roder, 2014). Concretamente, en el analisis
de productos alimenticios mediante técnicas de amplificacion por PCR, donde las muestras han
podido someterse a tratamientos térmicos intensos que degradan la molécula del acido
nucleico, esta estructura multicopia permite la recuperacién de mayores concentraciones de
ADN. A todo lo expuesto anteriormente hay que sumar la posibilidad que ofrece el gen del ARNr
de disefar cebadores universales en las regiones conservadas que flanquean la region ITS, lo
que permite facilmente su amplificacion y, dado su bajo tamafio (650-900 pb), su

secuenciacion.

IGS IGS
|

ITS2

185 ADNr 5.85§ ADNr 26S ADNr

Figura 14. Representacion esquemadtica de la regién del ADN ribosémico en especies vegetales. Se muestra
la repeticién en tdndem dentro de un determinado locus cromosémico de las regiones codificantes
(18S5-5.85-265), separadas dentro de un mismo bloque por los espaciadores internos de la transcripcion
(ITS1 e ITS2) y entre bloques mediante la region espaciadora intergénica (1GS) (adaptada de Poczai
etal.2010).
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Teniendo en cuenta la amplia disponibilidad en la base de datos GenBank (NCBI, National
Center for Biotechnology Information) de secuencias de la region ITS de ARNr para diferentes
especies vegetales frecuentemente incluidas en la dieta humana, se realiz6 un minucioso
estudio del alineamiento de diversas entradas con el fin de seleccionar regiones nucleotidicas
especificas de las especies objeto de estudio, pero a la vez conservadas dentro de los cultivares
de cada una de ellas. El estudio de dichas secuencias permiti6 disefiar sondas de MLPA
especificas de sésamo, amapola, girasol, lino, soja, cebada y avena. Sin embargo, no se encontro
ninguna regién en la secuencia del ITS que cumpliera los requerimientos para el disefio de
sondas especificas de trigo y centeno, por lo que fue necesario buscar marcadores genéticos

alternativos para la diferenciacion de estas dos especies de cereales.

Otra opcién ampliamente adoptada en la seleccién de marcadores genéticos para la
detecciéon de especies alergénicas en alimentos consiste en estudiar las secuencias
nucleotidicas que codifican para un determinado alérgeno (D’Andrea et al, 2011; Mustorp
et al, 2008; Pafundo et al, 2009; Platteau et al., 2011a; Zeltner et al., 2009). En este sentido, las
proteinas de almacenamiento mejor caracterizadas en los cereales objeto de estudio son las
prolaminas, fraccion proteica integrante del gluten junto con las glutelinas. Las secuencias que
codifican para estas proteinas muestran un alto grado de similitud entre las diferentes especies
de cereales con gluten, sugiriendo estructuras y funciones muy relacionadas y la existencia de
un ancestro comun para estas especies. A pesar de ello, son varios los estudios publicados que
han demostrado la idoneidad de cebadores disefiados en las secuencias nucleotidicas
codificantes de estas proteinas de almacenamiento para la deteccion diferencial de especies
alergénicas (Carloni et al, 2017; Debnath et al., 2009; Garrido-Maestu et al., 2018; Hernandez
et al, 2005; Martin-Fernandez et al., 2015, Terzi et al, 2003). Por ejemplo, las secuencias
codificantes de las prolaminas han permitido el desarrollo de técnicas de PCR en tiempo real
para la identificacién de especies concretas. Entre ellas destaca la deteccion especifica de
cebada mediante cebadores disefiados en la secuencia de la y-hordeina (Hernandez
et al, 2005), o de varias dianas a la vez, como describen los trabajos de Garrido-Maestu et al.
(2018) y Martin-Fernandez et al. (2015), que demostraron la utilidad de las secuencias de la
a2-gliadina para la deteccion conjunta de trigo, cebada y centeno. De manera similar, Terzi
etal (2003) y Carloni et al. (2017) evidenciaron el gran potencial de las secuencias que
codifican para la glutenina de bajo peso molecular para el andlisis y diferenciacidon genética de

especies pertenecientes al género Triticum.

Con el fin de buscar marcadores genéticos alternativos para la deteccion especifica de los

cultivares de trigo y centeno, en este trabajo se realizé un exhaustivo analisis informatico de
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varias secuencias disponibles en la base de datos GenBank de los genes codificantes de
diferentes prolaminas: gliadinas (trigo), secalinas (centeno), hordeinas (cebada), aveninas
(avena), zeinas (maiz) y orzeinas (arroz), asi como de las gluteninas de bajo y alto peso
molecular presentes en el trigo. De esta manera, se encontraron regiones adecuadas para el
disefio de hemi-sondas de MLPA especificas del género Triticum en las secuencias de ADN que
codifican para la glutenina de bajo peso molecular. Asi mismo, el andlisis permitié encontrar
secuencias de la w-secalina adecuadas para el disefio de hemi-sondas de MLPA especificas de

centeno.

Un aspecto importante a tener en cuenta a la hora de desarrollar y aplicar métodos
genéticos para la deteccién de especies alergénicas en alimentos, es que los componentes de la
propia matriz alimentaria pueden afectar significativamente a la eficiencia de las reacciones de
amplificaciéon (Holzhauser y Roder, 2014). Los alimentos contienen varios compuestos (grasas,
polisacaridos, minerales o enzimas) que pueden inhibir la reacciéon de polimerizacion de ADN
dando lugar a resultados incoherentes y fallos en la amplificacidn, especialmente notables en
el caso de muestras con bajas concentraciones de la especie diana (Schrader et al., 2012). Otro
aspecto clave para evitar resultados falsos negativos consiste en partir de una adecuada
cantidad y calidad del ADN a analizar, para lo que es fundamental seleccionar un protocolo de
extraccidn y purificacion de acidos nucleicos a partir del alimento lo mas eficaz posible. Se ha
demostrado que componentes como los polifenoles presentes en productos como el cacao, el
café y el té, pueden disminuir o inhibir la eficacia de la extraccién de ADN impidiendo su
posterior andlisis mediante PCR (Gryson et al., 2007). Todo ello, unido a la posible degradacién
del ADN por los tratamientos térmicos aplicados en la elaboraciéon de un alimento, pone de
manifiesto la importancia de analizar las muestras, ademdas de con los sistemas de MLPA
especie-especificos, con otro sistema que asegure la adecuada integridad y calidad del ADN
analizado y la correcta interpretacién de los resultados obtenidos. Por ello, como control
positivo de la reaccidn, se incluy6 en todos los andlisis de MLPA otra pareja de hemi-sondas
disenadas para hibridar en una regién del gen de ADN ribosémico 18S altamente conservada

en eucariotas.

La Tabla 4 recoge toda la informacién relativa a las secuencias de las hemi-sondas
disefiadas para los sistemas MLPA de semillas y de cereales, asi como de las hemi-sondas del
control positivo de amplificacion. Como se plasma en la tabla, para ambos sistemas de MLPA
se obtuvo una pequena diferencia de entre uno y dos nucledtidos entre el tamafio tedrico de
las sondas y el obtenido tras la posterior separacidon electroforética. Otros autores han

observado este efecto previamente y describen que puede deberse a varias causas, como la
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diferente movilidad electroforética del ADN, la incorporaciéon de un residuo adicional de
adenina por la polimerasa o el uso de distintos fluoréforos en el marcador de peso molecular y

el ADN amplificado (Ehlert et al., 2009; Unterberger et al., 2014).

El disefio de las hemi-sondas de cada uno de los sistemas de MLPA se realiz6 siguiendo las
recomendaciones indicadas por MRC-Holland, compafiia lider en el desarrollo de reactivos y
protocolos de MLPA (MRC-Holland, 2018.). Esta empresa dispone, ademas, de sondas de
diseno propio dirigidas principalmente a la deteccion de mutaciones genéticas humanas. Tal y
como se describe en este protocolo, el disefio de las sondas sintéticas de MLPA constituye la
fase mas critica para el éxito de la deteccién multiple de diferentes dianas genéticas, ya que
requiere de una elevada experiencia y debe acogerse a una serie de reglas estrictas de mayor
complejidad que las requeridas para el disefio de los oligonucle6tidos empleados en las
técnicas de PCR con cebadores especificos. La Figura 15 resume de forma esquematica la
composicidn estructural de las hemi-sondas de MLPA y las principales normas recomendadas
para su disefio. Para una correcta hibridacion, las hemi-sondas no deben poseer estructura
secundaria y la temperatura de fusién (Tm, melting temperature) de ambas secuencias de
hibridacién debe ser igual o superior a 71 °C para que se produzca una uniéon estable al ADN
complementario. Ademas, es importante que el contenido total de citosina y guanina (CGs) en
la regién de hibridacién sea préximo al 50 %, siendo preferible que en los cinco nucleo6tidos
adyacentes a las secuencias de hibridacién de los cebadores y en la regién de ligacion de la
hemi-sonda izquierda haya un maximo de 3 y 2 CGs, respectivamente. Las hemi-sondas
disefladas para una misma diana deben tener una longitud similar y dar lugar, tras su ligacion,
a sondas de tamanos comprendidos entre 88 y 168 nucledtidos (zona Optima entre
100-140 nt). Asi mismo, en el protocolo se especifican una serie de recomendaciones para
potenciar o disminuir el efecto de un mismatch en la detectabilidad de la sonda segun la
localizacién de la zona de ligacién de ambas hemi-sondas. Por dltimo, cabe destacar que la
identidad del primer nucle6tido situado inmediatamente después de la secuencia de
hibridacién del cebador directo, afecta a la intensidad de sefial de la sonda (mayor senal de
fluorescencia cuando este nucleétido es una citosina, seguido de guanina, timina y, por ultimo,
adenina). Por ello, se recomienda seleccionar citosina o guanina en dicha posicién para sondas
de tamafio superior a 120 nt, dado que suelen proporcionar sefiales con intensidades mas

débiles.
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Tabla 4. Hemi-sondas disefiadas para la deteccién de especies vegetales alergénicas en alimentos.

Especie diana Marcador genético Tamaiio de amplicon
Nombre sonda Secuencia (5’ — 3’) calculado/observado (pb)
SISTEMA MLPA DE SEMILLAS (sésamo, lino, amapola, girasol y soja)
Sésamo ITS 85/86
SesLPO SCD-TCACGACCAGTGGTGGTTGAACGCT
SesRPO Pho-CAACTCGCGTGCTGTCGTGCC-SCI
Lino ITS 94/93
FlaxLPO SCD-GGGGCTTTGGCTTAACTGTCAAGTCTC
FlaxRPO Pho-TGCCAACAAACTAACAAACCCCGGCA-SCI
Amapola ITS 101/99
PopLPO SCD-CACTCTGCGACCCCAGGTCAAGCGGGACT
PopRPO Pho-ACCCGCTGAATTTAAGCATATCAATAAGCG-SCI
Girasol ITS 108/107
SunLPO SCD-TGTTGCGCCCCGTTCGCGGTGTGCGCGCTGTTC
SunRPO Pho-GTGGCTTCTTTGTAAACTTAAAACGACTCTCG-SCI
Soja ITS 120/119
SoyLPO SCD-TTGTCGATGCCTCACAATCAGATTGACCCGCGAACTTGTTT
SoyRPO Pho-ATTCATCTACCGTCGGGAGGGAGGGGATGACCACGGC-SCI
SISTEMA MLPA DE CEREALES (centeno, cebada, avena y trigo)
Centeno w-secalina 97/95
ryeLPO SCD-cCATCGGAGGCCAATCAAACAAAGAGA
ryeRPO Pho-TATAGTACTAGACCGGTGGAgcctctcg-SCI
Cebada ITS 102/101
barLPO SCD-CTAGCTTGCTGGTCGTCACCTGTGTTGCAAATA
barRPO Pho-TATTTAATCCACACGACTCTCGGCAACG-SCI
Avena ITS 111/109
oatsLPO SCD-cTAGCCGGCGTGATGGCCTAGAATGACCCTTG
oatsRPO Pho-TAACGGTGCGCATGACGCTCCGACCGCGACCCCAGGT-SCI
Trigo Glutenina de bajo peso molecular 135/133
wheatLPO SCD-ccattatGGCGACAAGTGCAATTGCGCAGATGGAGACTAGATGCAT
wheatRPO Pho-CCCTGGTTTGGAGAGACCATGGCAGCAGCAACCATTACtgatcagtc-SCI
Eucariotas 18S ARNr 128/127
18SLPO SCD-GGTGCCGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATT
18SRPO Pho-TAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTATTGGACTTTGGGATGG-SCI

Secuencias comunes a todas las sondas:
Secuencia de hibridacién del cebador directo (SCD) 5’-GGGTTCCCTAAGGGTTGGA-3’
Secuencia de hibridacién del cebador inverso (SCI) 5’-TCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC-3’
Pho.: modificaciéon de fosforilacién (situada en el extremo 5’ de las hemi-sondas derechas).
LPO y RPO: sondas de nucleétidos izquierda y derecha respectivamente (left and right probe oligonucleotide)
Letras mayusculas: secuencias de nucleétidos que hibridan especificamente con el ADN diana.
Letras minusculas: secuencias de nucleétidos espaciadoras que no hibridan con el ADN diana.
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Como ya se ha sefialado, gracias a las secuencias idénticas en los extremos de las
hemi-sondas de MLPA (SCD y SCI en la Figura 15), la reaccién de amplificacién de todas las
sondas que han sido satisfactoriamente ligadas se realiza mediante una dnica pareja de
cebadores. El protocolo seleccionado para llevar a cabo las reacciones de MLPA lo desarrolld
en 2011 la compafiia MRC-Holland y emplea un tnico tubo para el proceso completo (ligacion,
hibridacién y amplificacién) (MRC-Holland, 2019). Este nuevo protocolo simplifica la
manipulacion de las muestras, reduce las variaciones experimentales e incluye mejoras en la

mezcla de cebadores para minimizar la formacién de dimeros.

Secuencia hibridacién Secuencia hibridacién
cebador directo cebador inverso
5, (19 nt) Secuencia de (23 nt) 3
T hibridacion
Scp izquierda oy
/ 3 5

7 (5n)  SHI  (5mp) SHD  (5nt)

Intensidad de sefial b — I b —
C>G>T>A max 3CGs max 2CGs max 3CGs

Region de hibridacion (%CG ~ 50 % y Tm = 71 °C)

< > <

<

v

Hemi-sonda izquierda Hemi-sonda derecha

A
v

Sonda de MLPA ligada (tamafio 6ptimo 100-140 nt)

Figura 15. Esquema de la composicién estructural de las hemi-sondas de MLPA con las principales reglas
recomendadas para su disefio por la compafiia MRC-Holland.

Los alimentos estan frecuentemente compuestos por una gran variedad de ingredientes, lo
que hace necesario verificar que las sondas de MLPA disefladas no presenten reactividad
cruzada frente al mayor nimero posible de especies vegetales y animales. Primeramente, con
ayuda de la base de datos BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)-NCBI, se comprob0 in
silico la ausencia de posibles homologias nucleotidicas entre cada una de las regiones de ADN
seleccionadas para el disefio de las sondas de MLPA y las secuencias de otras especies
heterdlogas. A continuacién, para asegurar experimentalmente la especificidad de las
hemi-sondas, se analizaron extractos de ADN obtenidos a partir de diferentes especies
vegetales y animales (Tabla 1 pag. 71 y Tabla 1 pag. 83). En los dos sistemas de MLPA
desarrollados, las sondas seleccionadas permitieron la detecciéon especifica exclusivamente de
aquellas especies para las que habian sido disefiadas, dando lugar a picos electroforéticos del
tamafio esperado para cada una de ellas y sin producir sefial de amplificacién para el resto de

especies heterélogas. La sefial positiva de amplificaciéon obtenida al analizar todas las muestras
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con la sonda disefiada en el gen 18S del ARNr, corroboré la integridad de los ADNs analizados
y el correcto funcionamiento de las reacciones de hibridacién, ligacién y amplificacion de la
MLPA. Cabe mencionar que, en el caso de las sondas pertenecientes al sistema de MLPA de
cereales, la reproducibilidad de las sefiales de amplificacion se ratificé mediante el analisis de
diez cultivares de cada uno de los siguientes cereales: trigo blando, trigo espelta, trigo duro y
trigo redondillo, cebada y centeno. Ademas, el analisis de dos cultivares del cereal hibrido que
procede del cruzamiento entre trigo y centeno denominado triticale, produjo la sefial de

amplificacién esperada, tanto con la sonda especifica de trigo como con la de centeno.

Una vez verificada de manera individual la correcta especificidad de las sondas en ambas
técnicas de MLPA (semillas y cereales), se evalu6 su capacidad de multideteccién en una misma
reaccion mediante el andlisis de mezclas de ADN de las especies objeto de estudio para cada
sistema. Un parametro clave para garantizar la correcta detecciéon de varias dianas a la vez
mediante esta metodologia, radica en la optimizacidn del intervalo de concentraciones de cada
sonda en la mezcla de hibridacion. En el caso del sistema de MLPA de semillas, una mezcla
equimolar de todas las sondas (5 fmol) dio como resultado un electroferograma con
intensidades comparables para las sefiales esperadas de sésamo, lino, amapola, girasol y soja
(Figura 1 pag. 74). Sin embargo, en el caso del sistema de MLPA de cereales, al analizar
concentraciones iguales de ADN de cada diana con mezclas equimolares de sondas, se
obtuvieron picos electroforéticos mucho mas intensos para cebada y avena, en comparacion
con los obtenidos para trigo y centeno. Este hecho puede atribuirse a que el elevado nimero
de copias presentes en los genes ribosomales de la region ITS (marcador genético seleccionado
para la deteccion especifica de cebada y avena) aumenta la sensibilidad de la técnica y la
capacidad de deteccidén de estas dianas. En cambio, el caracter monocopia de las secuencias
que codifican para las proteinas de almacenamiento de trigo y centeno, hace que las sondas
disefiadas para estas especies posean una menor eficiencia de amplificaciéon. Teniendo en
cuenta estas consideraciones, para conseguir una deteccién lo mas homogénea posible de
todas las especies de cereales en una misma reacciéon de MLPA, la concentracién de las sondas
de trigo y centeno se aument6 hasta 2,5 fmol con respecto a las sondas de cebada y avena (0,1
y 0,05 fmol respectivamente) (Figura 1A pag. 86). Como se deduce de ambas imagenes
(Figura 1 pag. 74 y Figura 1A pag. 86), una vez optimizadas las concentraciones de las sondas
en las reacciones de hibridacién, se pudo confirmar la correcta funcionalidad de los dos

sistemas MLPA desarrollados para la deteccidn simultanea de las especies vegetales de interés.

A pesar de las crecientes implicaciones sanitarias de las alergias alimentarias, todavia existe

una falta de consenso sobre la dosis umbral de alérgeno necesario para desencadenar la
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respuesta inmunolégica en individuos sensibles. Este hecho ocasiona un aumento en la
demanda de métodos analiticos con una mayor sensibilidad, capaces de detectar la presencia
de componentes alergénicos en los alimentos, incluso en cantidades traza. Para determinar la
sensibilidad de la técnica, en este trabajo se analizaron distintas concentraciones
(0,1-10 000 mg/kg) de un homogeneizado de las especies de interés en una matriz compuesta
por mantequilla, aztiicar y harina de trigo (en el caso del sistema MLPA de semillas) o harina de
maiz (en el sistema MLPA de cereales donde el trigo es una de las especies diana). Ademas, las
muestras se procesaron en un horno convencional a 180 °C durante 10 minutos para
comprobar la aplicabilidad de los sistemas de MLPA en el andlisis de productos tratados
térmicamente. El limite de deteccién (LOD), expresado como el nivel de concentracién mas
bajo en el que todas las sondas de MLPA produjeron resultados positivos y consistentes, fue de
10 mg/kg (Figura 2A pag. 75) para la deteccién de sésamo, lino, girasol, amapola y soja con el
sistema MLPA de semillas, y de 50 mg/kg (Figura 1B pag. 86) para la deteccién conjunta de
trigo, cebada, centeno y avena con el sistema MLPA de cereales. Hay que destacar que, dada la
condicion de deteccién multiple que posee la técnica, estos limites de sensibilidad se definieron
de forma global en funcién de las sefiales con un menor nivel de deteccién (pertenecientes a la
sonda de soja en el sistema de semillas y la sonda de trigo en el sistema de cereales). En este
sentido, el resto de especies vegetales podrian ser detectadas de manera individual a niveles

inferiores a los establecidos por los LODs especificados.

IV. 1. 2. Aplicacion de los sistemas de MLPA para la deteccidon de especies vegetales en

productos comerciales

A pesar de que la metodologia de MLPA desarrollada en este trabajo no permitiria una
cuantificacién precisa de las especies alergénicas presentes en una muestra, los limites de
deteccién obtenidos tras el andlisis de las mezclas experimentales sugieren el elevado
potencial de esta técnica para detectar la presencia de bajas concentraciones de las especies
vegetales estudiadas en una matriz alimentaria. Para comprobar esta hipoétesis, se analizaron
mediante los sistemas de MLPA diferentes productos comerciales (panes, cereales, galletas,
chocolates, turrones, bebidas, yogures, etc.) que presentaban distintas categorias de
etiquetado (Tabla 4 pag. 76 y Tabla 3 pag. 88): 1) muestras que declaraban la presencia de
una o varias especies diana, 2) muestras con el etiquetado preventivo “puede contener” para
una o varias de las especies diana, 3) muestras que no declaraban la presencia de las especies
diana y, en el caso de los productos analizados por el sistema MLPA de cereales, muestras

certificadas o etiquetadas con el distintivo “sin gluten”.
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En todos aquellos productos comerciales que indicaban en su etiquetado la presencia de
una o varias especies diana, la técnica de MLPA detecté simultineamente las diferentes
especies declaradas. Las Figuras 2B-C (pag. 75) y 2A-D (pag. 89) muestran algunos ejemplos
de los electroferogramas obtenidos para esta categoria de productos al emplear,
respectivamente, los sistemas MLPA de semillas y de cereales. Sin embargo, un significativo
porcentaje de muestras presentaron discrepancias entre los ingredientes declarados y los
resultados obtenidos mediante ambos sistemas de MLPA. Asi, los analisis desarrollados
pusieron de manifiesto la presencia de especies alergénicas no declaradas en 20 de los 56
(35,7 %) productos analizados mediante el sistema MLPA de semillas y en 10 de los 40 (25 %)
productos analizados mediante el sistema MLPA de cereales. Si se consideran los resultados de
ambos trabajos, mas del 30 % de los productos alimenticios analizados contenian una o varias
especies alergénicas no declaradas en su etiquetado. Las tres especies no declaradas mas
frecuentemente detectadas en las muestras fueron la cebada, el sésamo y el girasol, con

porcentajes del 20 % (8 de 40), 17,8 % (10 de 56) y 14,3 % (8 de 56), respectivamente.

La presencia de alérgenos no declarados en los alimentos es, a dia de hoy, una de las
principales causas de alertas alimentarias en los paises desarrollados, con una incidencia de
entre el 42 y el 92 % dependiendo del pais (Planque et al, 2017). Como parte del proyecto
Europeo titulado “Enfoques integrados para la gestién de alérgenos alimentarios y el riesgo de
alergia” (IFAAM, Integrated Approaches to Food Allergen and Allergy Risk Management,
ID: 312147), Bucchini et al. (2016) construyeron una base de datos para recoger las alertas
alimentarias relacionadas con la presencia de alérgenos no declarados en alimentos. De
acuerdo a la informacidn facilitada por las diferentes autoridades colaboradoras, el mayor
numero de alertas registradas se asociaron con la presencia de leche y productos lacteos no
declarados (16-31 %), seguido de los cereales con gluten (9-19 %), la soja (5-45 %) y el huevo
y sus derivados (5-17 %).

La omisién de ingredientes potencialmente alergénicos en el etiquetado de los alimentos
puede deberse a diversos factores. Entre ellos, cabe destacar la posibilidad de contaminaciones
cruzadas en industrias donde se elaboran diferentes tipos de productos en las mismas lineas
de procesado, la sustitucion fraudulenta de un ingrediente de mayor valor econémico por otro
de menor coste, el uso de materiales reciclados y aditivos, los errores de trazabilidad cometidos
por los proveedores, la rotacion de los cultivos vegetales, y el uso de molinos compartidos en
la elaboracién de harinas (Alvarez y Boye, 2012; Jouanin et al, 2018). Por ello, incluso bajo el
estricto marco legislativo vigente, la salud de los consumidores sensibles puede verse

inadvertidamente amenazada por alérgenos presentes en alimentos que supuestamente no los
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contienen. Esta situacién, sumada a la disponibilidad de técnicas de detecciéon cada vez mas
sensibles, ha llevado a los operadores industriales a adoptar de manera voluntaria un
etiquetado preventivo para advertir a los consumidores de la posible presencia de alérgenos

no declarados en los productos que adquieren en el mercado (de la Cruz et al., 2018).

Los resultados obtenidos en esta parte del trabajo tras el analisis de los productos
comerciales mediante MLPA indicaron que aproximadamente un 57 % de las muestras
seleccionadas con este tipo de etiquetado preventivo no contenian el alérgeno del cual se
advertia la posible presencia. Este dato evidencia como la falta de directrices armonizadas en
los planes de control de alérgenos de las industrias alimentarias, asi como de reglamentos
oficiales que regulen el uso apropiado de esta medida protectora, ha llevado al uso abusivo de
este tipo de etiquetado por parte de los operadores. Este hecho limita de manera innecesaria
el nimero de productos aptos para los individuos sensibles, lo que puede causar que estos
consumidores deprecien el mensaje transmitido por el etiquetado preventivo y se expongan al
riesgo de padecer algun tipo de trastorno alérgico (Barlow et al.,, 2015; Soon y Manning, 2017;

Ward et al., 2010).

Independientemente de su categoria de etiquetado, en todos los productos comerciales
analizados se obtuvo una sefal de amplificacion del tamafio esperado con la sonda del control
positivo 18S ARNr, descartando la obtencidn de falsos negativos y corroborando el adecuado
funcionamiento, tanto de la extraccién de ADN como de las diferentes etapas de la reaccién de
MLPA. Este hecho es especialmente relevante para el caso de productos comerciales en los
cuales ninguna de las especies analizadas esta presente, dado que Uinicamente la sonda del
control positivo de amplificaciéon permite asignar los resultados obtenidos como validos y

descartar la posible ausencia de ADN amplificable (Figura 2F pag. 89).

Algunos autores han descrito la posibilidad de formacién de artefactos durante la reacciéon
de MLPA, hecho que puede derivar en conclusiones errdneas por la malinterpretacién de los
electroferogramas (Kim et al, 2016). Por ello, para verificar los resultados obtenidos en las
reacciones de MLPA, todos los productos comerciales se analizaron en paralelo con sistemas
de PCR en tiempo real, tanto individuales como duplex, desarrollados en trabajos previos de
nuestro grupo de investigacion (Lopez-Calleja et al, 2015b, 2016; Pegels et al., 2015). La
Tabla 5 recoge las secuencias nucleotidicas de los cebadores especificos y las sondas de
hidrélisis Tagman® empleados para la verificacién por PCR en tiempo real de los resultados

obtenidos con los sistemas MLPA. La tabla también recoge el marcador genético seleccionado
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para cada especie vegetal objeto de estudio y el tamafio del amplicén generado con cada

sistema de PCR.

Todos los resultados de amplificacién positiva obtenidos en los ensayos de MLPA se
verificaron de manera satisfactoria mediante la técnica de PCR en tiempo real. Sin embargo,
debido a la mayor sensibilidad de la técnica de PCR, se evidencid la presencia de ingredientes
no declarados en 12 muestras adicionales que no se detectaron por MLPA. Estos resultados
sugieren que el contenido de la especie diana estaria previsiblemente por debajo del LOD de
los ensayos MLPA desarrollados (10-50 mg/kg). Concretamente, con el sistema MLPA de
semillas, las especies alergénicas detectadas exclusivamente mediante la técnica de PCR en
tiempo real fueron, principalmente, la soja y el sésamo en productos de diferentes
caracteristicas como panes (bagels, pretzels), galletas, cereales de desayuno y bombones. Los
ensayos de PCR desarrollados por nuestro grupo y empleados para confirmar estos resultados
describen limites de deteccién inferiores a los alcanzados por el sistema MLPA de semillas
(10 mg/kg): 1,3 y 1,4 mg/kg para sésamo y lino, respectivamente (Lopez-Calleja et al., 2015b)
y 0,1 mg/kg para girasol, soja y amapola (Lépez-Calleja et al.,, 2016). No obstante, la mayoria
de las discrepancias encontradas entre ambas técnicas genéticas se evidenciaron en los
ensayos confirmatorios del sistema MLPA de cereales, debido a que éste presentd un LOD
superior (50 mg/kg). En este caso, el trigo y la avena fueron las especies no declaradas de
cereales que se detectaron con mayor frecuencia por la técnica de PCR en tiempo real y no
mediante el sistema de MLPA. Nuevamente, la mayor sensibilidad de la PCR en tiempo real
desarrollada por Pegels et al. (2015), con capacidad para detectar trigo y avena hasta niveles

de 1y 0,1 mg/kg respectivamente, explica los resultados discordantes obtenidos.

Dado el elevado namero de ingredientes alergénicos susceptibles de encontrarse de manera
aislada o combinada en un producto alimenticio, cada vez se demanda mas la disponibilidad
de técnicas con capacidad de deteccion multiple. En este sentido, existe un creciente nimero
de trabajos publicados que abordan el desarrollo de metodologias genéticas para la deteccion
de multiples dianas. Entre ellos, las técnicas de PCR en tiempo real con sondas especificas son,
con diferencia, las mas empleadas. En este ambito, cabe citar los trabajos desarrollados por
Koppel et al. (2010 y 2012). En el primero, estos autores describen dos sistemas tetraplex que
detectaron hasta 100 mg/kg de avellana, cacahuete, apio y soja, y sésamo, leche de vaca,
almendray huevo de gallina. En el estudio posterior, ampliaron el primer sistema con anacardo
y mostaza y el segundo con pistacho y nuez, para obtener dos sistemas de PCR en tiempo real

hexaplex que alcanzaron limites de detecciéon de 1000 mg/kg. Estos resultados sugieren que la
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Tabla 5. Sistemas de PCR en tiempo real (cebadores especificos y sondas de hidrélisis Tagman®) empleados
para la confirmacion de los resultados obtenidos en los ensayos de MLPA desarrollados en esta Tesis
Doctoral.

Especie diana

Referencia

Marcador genético

Amplicén (pb)

Nombre

Secuencia (5’ - 3’)

CONFIRMACION DEL SISTEMA MLPA DE SEMILLAS (sésamo, lino, amapola, girasol, soja)

Sésamo
sesamelTSdir
sesamelTSinv
sesamel TSP
Lino
flaxseedITSdir
flaxseedITSinv
flaxseedITSP
Amapola
poppylTSdir
poppylTSinv
poppyITSP
Girasol
sunflowerITSdir
sunflowerITSinv
sunflowerITSP
Soja

soylITSdir
soyITSinv
soyITSP

ITS 84 Lopez-Calleja et al. (2015b)
CCAGTGGTGGTTGAACGC

CCTTTGGGTCCAACGTGAT

FAM-TCAACTCGCGTGCTGTCG-BBQ

ITS 72 Lépez-Calleja et al. (2015b)
AACCTGCTCGGCAGAATG

CCTAGAAGCACACCCAGCTT

HEX-AACTGTCGTTAAATGCGGG-BBQ

ITS 72 Lopez-Calleja et al. (2016)
GGTCGGTCTAAACACAGG

TGAAGAGAGACAACGAGTGT

HEX-GTCACGATTCGTGGTGGTC-BBQ

ITS 66 Lopez-Calleja et al. (2016)
TGGCTTCTTTGTAAACTT

TTCTTCATCGATGCG

FAM-AACGACTCTCGGCAACGGATATCT-BBQ

ITS 89 Resultados no publicados
TCCCGCGGGAGTCATCAC

CGCTACGTTCTTCATCGATGCG
FAM-TGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCT-BBQ

CONFIRMACION DEL SISTEMA MLPA DE CEREALES (centeno, cebada, avena y trigo)

Centeno MIPS 107 Pegels et al. (2015)
rmipsfw TATTTCGGCTCTTTGCGA
rmipsrev AGAGGGGGTGGACTAACTTTAA
rmipsp FAM-CTAGCACGCACCCTCCTCCCT -BBQ
Cebada ITS 81 Pegels et al. (2015)
bitsfw TCGCGTCATCCAATTCTCCTA
bitsrev GACCCCCGCTCCTAGGAG
bitsp FAM-TCGTCGTTCGGCCAATTCCAC -BBQ
Avena ITS 83 Pegels et al. (2015)
oitsfw CGGTGGGCCGAAGATAT
oitsrev CGGAGACACTGCGGTAAGTAT
oitsp FAM-ATCGTGTCGGACACAGCGC -BBQ
Trigo ITS 100 Pegels et al. (2015)
witsfw AGCGGGTGGGAGCTCAG
witsrev CGGCTAGCAAGCTAGACATGC
witsp HEX-CCGGGTTAGGCACAGTGTTCCTT -BBQ
Eucariotas 18S ARNr 77 Pegels et al. (2011)
18Sdir TGGTGCCAGCAGCCGC
18Sinv TCCAACTACGAGCTTTTTAACTGCA
18SP FAM-CGCTATTGGAGCTGGAATTACC-BBQ
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sensibilidad de la técnica de PCR en tiempo real empeora a medida que aumenta el nimero de

dianas a detectar.

Mas recientemente, Cheng et al. (2016) desarrollaron un sistema de PCR multiple para la
deteccién de diez alérgenos alimentarios: avellana, pistacho, anacardo, pacana, sésamo,
cebada, trigo, avena, cacahuete y soja. Tras la amplificacién de los fragmentos de interés, la
visualizacién de los resultados se consigui6 con la posterior separacion mediante
electroforesis capilar. El limite de deteccidn obtenido en este trabajo tras analizar diferentes
mezclas de maiz enriquecidas con las especies objeto de estudio fue de 50 mg/kg en mezclas
no procesadas. Sin embargo, esta metodologia requiere la selecciéon de amplicones de entre
125-200 nucledtidos para garantizar la correcta interpretacién de los resultados, lo que podria

afectar a la aplicabilidad del método para el andlisis de productos procesados.

Debido a que las técnicas de PCR multiple requieren el uso de una pareja de cebadores
especificos para cada diana, es complejo optimizar las condiciones de amplificaciéon y los
ensayos estan frecuentemente influenciados por la posible formacién de dimeros de
cebadores. Este hecho deriva en una peor reproducibilidad de los ensayos, asi como en una
disminucién en la eficiencia de la reaccién de PCR, que puede incluso llegar a inhibirse. En
comparacion, las metodologias de MLPA desarrolladas en esta Tesis Doctoral emplean una
pareja Unica de cebadores para amplificar todas las sondas del sistema de deteccién, lo que
simplifica considerablemente la optimizacién de la reaccion de amplificacion multiple.
Ademas, constituyen una estrategia analitica flexible, de forma que los sistemas de MLPA
pueden modificarse o ampliarse mediante la incorporacion de nuevas hemi-sondas (siempre
que originen como resultado de su ligaciéon una sonda de tamafio diferenciado) para adaptarse
a los requisitos del andlisis. Por ello, las metodologias de MLPA descritas suponen una
excelente herramienta analitica para la deteccion simultanea de diferentes especies vegetales
alergénicas, tanto las de declaracién obligatoria como las que pudieran afiadirse en un futuro

a lalista de alérgenos del Reglamento (UE) 1169/2011.

La aplicacion de la técnica de MLPA a la deteccion de componentes alergénicos en alimentos
es relativamente reciente, por lo que son escasos los trabajos cientificos que hasta la fecha se
han publicado en este ambito. El primero, publicado por Ehlert et al. (2009) describe la
deteccion multiple de 10 especies vegetales con potencial alergénico (cacahuete, sésamo y 8
frutos de cascara: anacardo, avellanas, pacana, nuez, pistacho, nuez de Brasil, macadamia y
almendra). Estos autores obtuvieron un LOD de 5 mg/kg en diferentes matrices alimentarias

(chocolate, pesto y galletas) a las que se habian afiadido concentraciones conocidas de algunas
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dianas (cacahuete, avellana y anacardo), si bien no se realizaron ensayos de sensibilidad para
todas las especies estudiadas. La especificidad del ensayo se corrobor6 mediante el analisis de
48 especies hetero6logas y se evalud la aplicabilidad de la técnica para la detecciéon multiple de

las sondas a través del analisis de 39 productos comerciales.

Posteriormente, Mustorp et al. (2011) publicaron un trabajo sobre la deteccién multiple de
ocho alérgenos alimentarios: sésamo, soja, avellana, cacahuete, altramuz, mostaza, apio y
gluten. Todas las hemi-sondas resultaron especificas excepto la sonda disefiada para la
deteccidn de mostaza, que también origind sefiales positivas de amplificacion en otras especies
del género Brassica (rdbano, brdécoli, repollo, col china o nabo). Los limites de deteccion
obtenidos tras el andlisis de diluciones de ADN se situaron entre 5 y 400 copias de ADN. Una
de las limitaciones de este trabajo es que la evaluacién de la aplicabilidad del ensayo se limit6
al andlisis de muestras enriquecidas solo con algunas de las especies diana, obteniéndose
sefiales consistentes de amplificacién cuando las muestras contenian concentraciones del
ingrediente de entre 10 y 1000 mg/kg, dependiendo del alérgeno y del tipo de matriz

enriquecida.

Por ultimo, Unterberger et al. (2014) desarrollaron un sistema de MLPA para la deteccion
de especies de pescado, moluscos (gasterdpodos, bivalvos, cefalépodos y vieras) y crustaceos
que alcanzo6 limites de deteccion de entre 20 y 100 mg/kg en muestras de sushi enriquecidas
experimentalmente. La especificidad de la técnica se corroboré a través del andlisis de 48
especies diferentes de pescado, moluscos y crustdceos, asi como de otras 56 especies
heter6logas y su aplicabilidad se evalué posteriormente en un total de 10 productos

comerciales.

Como se deduce de lo expuesto en esta parte del trabajo, las metodologias de MLPA
desarrolladas en esta Tesis Doctoral permitieron la detecciéon multiple de especies alergénicas
en los alimentos con niveles de sensibilidad iguales o superiores (10-50 mg/kg) a los
publicados hasta el momento. Ademas, su aplicacién con éxito al analisis de un elevado ndmero
de productos comerciales (96 muestras) de diversa naturaleza demuestra que constituyen una
herramienta novedosa muy util para garantizar el cumplimiento de las normas de etiquetado
vigentes en la Unidn Europea, evitar practicas fraudulentas en la elaboracién de productos

alimenticios y facilitar la trazabilidad de los productos comercializados.
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IV.2. EMPLEO DE TECNICAS DE PCR EN TIEMPO REAL PARA LA DETECCION DE
CEREALES CON GLUTEN (TRIGO, CEBADA Y CENTENO) EN ALIMENTOS

Los cereales con gluten constituyen una de las principales fuentes de energia y nutrientes
de la dieta, por lo que su consumo esta ampliamente extendido a nivel mundial (McKevith,
2004). Sin embargo, determinados péptidos toxicos presentes principalmente en las
prolaminas y glutelinas del trigo, cebada y centeno, se han asociado con el desarrollo de
diferentes patologias como la enfermedad celiaca, la alergia al trigo o la sensibilidad al gluten
no celiaca. Ello justifica la inclusidn de estos cereales dentro de los alérgenos de declaracién
obligatoria del Reglamento (UE) 1169/2011, y la necesidad de desarrollar métodos analiticos
sensibles y fiables para su deteccion (Catassi et al., 2015; Elli et al., 2015; Ortiz et al., 2017).

Los métodos actualmente empleados para el andlisis de gluten en alimentos consisten
principalmente en inmunoensayos de ELISA y dispositivos de flujo lateral (DFL, o
inmunocromatografia). Entre los ensayos de ELISA mas utilizados para este fin destaca el que
desarrollaron Valdés et al. (2003), basado en el anticuerpo monoclonal R5 y la solucién de
extraccién “cocktail”, que ha sido aceptado como método oficial de andlisis tipo I por el Codex
Alimentarius (Codex Standard 234-1999, 2018). Este y otros inmunoensayos son metodologias
ampliamente aceptadas para el analisis de alérgenos en los alimentos debido, entre otras
ventajas, a su facil manejo y su disponibilidad comercial a precios relativamente competitivos
(Melini y Melini, 2018). No obstante, en los ultimos afios, varios trabajos de investigacién han
demostrado discrepancias al emplear diferentes kits comerciales para la estimaciéon del
contenido de gluten en alimentos, en funcién de factores como el tipo de anticuerpo empleado,
el procedimiento de extraccion de las proteinas o el patron de referencia seleccionado (Bruins-
Slot et al., 2015; Lexhaller et al., 2016; Rzychon et al., 2017; Scherf, 2017). Por ello, a pesar de
la preferencia por el desarrollo de metodologias analiticas encaminadas a la deteccion directa
de la proteina alergénica, cada vez es mas manifiesta la necesidad de desarrollar métodos

alternativos que complementen los resultados obtenidos en los ensayos inmunolégicos.

En este contexto, en los ultimos afios ha aumentado exponencialmente el nimero de
trabajos que proponen técnicas alternativas a las inmunolégicas basadas en la deteccion de la
presencia de ADN procedente del ingrediente alergénico (métodos indirectos). Entre ellas, la
técnica de PCR, empleando cebadores especie-especificos es una de las mas extendidas debido,
entre otras ventajas, a su rapidez, sensibilidad y especificidad (Holzhauser y Roder, 2014;
Pegels, 2015; Prado et al,, 2016; Salihah et al., 2016; van Hengel, 2007). Considerando estas

premisas, el segundo objetivo de este trabajo de investigacidn consisti6 en el desarrollo de un
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sistema de PCR en tiempo real con sondas de hidrolisis Tagman® para la deteccién conjunta de
la presencia de ADN procedente de las principales especies de cereales con gluten (trigo,

cebada y centeno) en alimentos.

IV.2.1. Desarrollo y validacion del sistema de PCR en tiempo real

Para la consecucidn de este objetivo, en primer lugar se realizé una biisqueda informatica
de marcadores genéticos con un grado de variabilidad nucleotidica adecuado para llevar a cabo
la amplificacion conjunta y especifica de las tres especies de cereales objeto de estudio. Una de
las estrategias de eleccion en el disefio de técnicas genéticas para la deteccion de alérgenos
alimentarios consiste en el estudio de secuencias gendmicas que codifican para las proteinas
alergénicas. Sin embargo, en el caso de los cereales con gluten, la mayoria de los trabajos de
PCR publicados hasta el momento basados en secuencias que codifican para las proteinas de
almacenamiento, se centran en la deteccion de especies independientes, probablemente
debido al alto grado de variabilidad genética encontrado en estas secuencias (Debnath et al.,
2009; Dubois et al, 2017; Herndndez et al., 2005; Terzi et al.,, 2003; von Biiren et al, 2001;
Zeltner et al, 2009). Por tanto, se estudio la posibilidad de emplear un marcador alternativo

que permitiera la deteccién conjunta de las tres especies de cereales.

Como ya se ha senalado, las técnicas de PCR en tiempo real disefiadas sobre secuencias
genéticas con cardcter multicopia han demostrado un gran potencial cuando las especies
objeto de estudio se encuentra en bajas concentraciones dentro de una matriz alimentaria.
Teniendo en cuenta las ventajas de este tipo de dianas genéticas, y los antecedentes de otros
trabajos desarrollados por nuestro grupo, se realizé la busqueda informatica de secuencias de
laregidn espaciadora interna de la transcripcion (ITS) del ADNr disponibles en la base de datos
GenBank para diferentes especies vegetales, incluyendo los principales cereales empleados en

la dieta.

En primer lugar, gracias a las herramientas “EMMA” y “showalign” del software
bioinformatico @~ EMBOSS  (European  Molecular  Biology = Open  Software  Suite,
http://imed.med.ucm.es/EMBOSS), se obtuvieron los alineamientos que permitieron
seleccionar las regiones 6ptimas para el disefio del sistema de PCR en tiempo real. Tras un
minucioso estudio, se disefi6 una pareja de cebadores que acotaba un fragmento de 118 pb en
la region ITSZ que se encuentra separando las subunidades 5.8S y 26S de los genes nucleares
ribosomales de las especies vegetales. Asimismo, para realizar el seguimiento de la reaccién de

PCR en tiempo real, se diseii6 una sonda de hidrélisis TagMan® capaz de hibridar en la region
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delimitada por ambos cebadores de amplificacién. Como puede observarse en la Figura 1
pag. 98, la region seleccionada para el disefo del sistema de PCR en tiempo real presentaba un
grado de conservacion éptimo entre las tres especies diana para permitir su detecciéon

conjunta.

En este trabajo, ademas de los cebadores y sonda especificos para la amplificaciéon conjunta
de las tres especies de cereales, se utiliz6 como control positivo de la reacciéon de amplificacion
otro sistema de PCR en tiempo real disefiado en una region del gen 18S ARNr conservada en
eucariotas (Pegels et al, 2011). La Tabla 3 pag. 95 muestra las principales caracteristicas y
secuencias de todos los cebadores y sondas empleados en esta parte del trabajo. En ambas
sondas, el fluorocromo donador seleccionado fue la 6-carboxifluoresceina (FAM), que presenta
longitudes de onda de excitacién y de emisién de 495 y 517 nm, respectivamente. El quencher
empleado, desarrollado por Berry & Associates, Inc. Company, se denomina BlackBerry® (BBQ)
y pertenece a una categoria especial de receptores no fluorescentes (NFQ, Non Fluorescent
Quenchers). Estos receptores son capaces de absorber la energia de emisién de otros
fluoréforos sin generar fluorescencia por si mismos, lo que mejora el rendimiento de los
ensayos de PCR en tiempo real al disminuir el ruido de fondo de la técnica (GaSpari¢ et al.,
2010). Los resultados de amplificacion obtenidos en este trabajo se expresaron como valores
numéricos de Cp ya que es la nomenclatura adoptada por la compafifa Roche Diagnostics que

comercializa el equipo donde se han realizado los analisis de PCR en tiempo real.

Tras comprobar con la ayuda de la herramienta informatica BLAST la adecuada
especificidad del sistema de PCR en tiempo real, ésta se verific6 de manera experimental
mediante el andlisis de ADN obtenido de numerosas especies vegetales. Para ello se emplearon
muestras de referencia (un total de 92 cultivares) de los siguientes cereales proporcionados
por el Centro Nacional de Recursos Fitogenéticos (CRF-INIA): trigo blando (Triticum aestivum
vulgare, n = 10), trigo espelta (Triticum aestivum spelta, n = 10), trigo rivet o redondillo
(Triticum turgidum turgidum, n = 10), trigo duro (Triticum turgidum durum, n = 10), cebada
(Hordeum vulgare, n = 10), centeno (Secale cereale, n = 10), triticale (x Triticosecale, n = 2),
avena (Avena sativa, n = 10), arroz (Oryza sativa, n = 10) y maiz (Zea mays, n=10) (Tabla 1
pag. 94). Ademas, la especificidad de la técnica se comprob6 a través del analisis de un elevado
numero de especies heterdlogas (vegetales y animales) empleadas frecuentemente en la
elaboracidn de alimentos (Tabla 2 pag. 95). Tal y como se recoge en estas tablas, el sistema de
PCR en tiempo real desarrollado para la deteccién de cereales con gluten permitio la
amplificacién consistente del fragmento de ADN especifico exclusivamente en los cultivares de

trigo, cebada, centeno y triticale, sin producirse incremento de la fluorescencia tras 40 ciclos
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de amplificaciéon para ninguna de las especies heterélogas analizadas. La validez de estos
resultados se verific6 mediante el andlisis de todas las especies incluidas en los ensayos de
especificidad mediante el sistema de PCR disefiado como control positivo. En todos los casos,
la sefial positiva de amplificacién generada confirmd la integridad del ADN analizado y la

ausencia de inhibicién de la reaccion de polimerizacion.

Para determinar la sensibilidad de la técnica de PCR en tiempo real, se realizaron andlisis
preliminares con diluciones de ADN de todas las especies de cereales de interés. Los resultados
obtenidos demostraron la capacidad del ensayo para amplificar de manera homogénea las
cuatro subespecies de trigo, asi como la cebada y el centeno, con un buen limite de deteccién
(5 pg de ADN para todas ellas) (Tabla 4 pag. 96). Estos resultados indican que la region del ITS
seleccionada constituye un marcador dptimo con una baja tasa de mutacién y un nimero de
copias semejante entre los diferentes cultivares de las tres especies de cereales con gluten
analizadas. Por el contrario, algunos trabajos describen dificultades a la hora de amplificar de
manera uniforme varias especies de cereales mediante PCR en tiempo real. Por ejemplo,
Martin-Fernandez et al. (2015) obtuvieron hasta 6 y 8 ciclos de diferencia entre la
amplificacién de centeno y cebada con respecto al trigo, empleando un sistema de PCR
disenado en el gen que codifica para la a-gliadina. De manera similar, Hernandez et al. (2005)
describieron una discrepancia de 6 ciclos en la amplificacién de diferentes genotipos de trigo

empleando como marcador el gen de la acetil-CoA carboxilasa.

Para evaluar la aplicabilidad del ensayo al andlisis de productos comerciales, y teniendo en
cuenta que el sistema de PCR en tiempo real desarrollado mostré un comportamiento lineal y
similar en el reconocimiento de todos los cereales diana, se construy6 un modelo tedrico de
mezclas de referencia de harina de maiz enriquecidas con distintos porcentajes
(100 000-10 mg/kg) de un homogeneizado de trigo, cebada y centeno (denominado WBRm,
wheat/barley/rye mixture). A continuacion, se procedié a estudiar la influencia de la
temperatura en el comportamiento de amplificacién de las mezclas de referencia, dado que la
intensidad del procesado térmico es uno de los factores criticos que pueden afectar a la
sensibilidad de los métodos de PCR. Para ello, se analizaron las muestras enriquecidas con la
mezcla WBRm, tanto cruda como sometida a dos tratamientos térmicos diferentes: 160 °C

durante 13 min y 200 °C durante 20 min.

Segun diversos estudios, los granos de trigo, cebada y centeno contienen entre un 8 y un
15 % de proteinas, de las cuales el 80-90 % son proteinas del gluten (Biesiekierski, 2017;

Kucek et al, 2015; Magliano et al.,, 2014; Martin-Fernandez et al.,, 2015). En este estudio, las
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concentraciones de WBRm en las mezclas binarias se seleccionaron para incluir niveles bajos
de enriquecimiento, asumiendo que el contenido de proteinas de gluten es alrededor de un
10 % del peso del cereal. Por lo tanto, las mezclas binarias experimentales utilizadas para la
validaciéon experimental del método podrian equipararse a muestras que contienen

concentraciones tedricas de gluten de, aproximadamente, 10 000, 1000, 100, 50, 20, 10,5y

1 mg/kg.

La Figura 2 (pag. 98) muestra las rectas de calibracién obtenidas tras el analisis de las tres
mezclas binarias experimentales mediante la técnica de PCR en tiempo real desarrollada. La
validacion estadistica de los modelos lineales, demostré una correlacidn significativa entre la
concentracion de las especies diana en las muestras y los valores de Cp obtenidos. Estos
resultados sugieren el potencial cuantitativo del ensayo para detectar la presencia de cereales
con gluten en alimentos bajo el modelo experimental descrito. Sin embargo, mientras que los
valores de Cp obtenidos con las muestras tratadas a 160 °C no difirieron en gran medida de los
alcanzados con las muestras crudas, el aumento de la intensidad del procesado térmico hasta
200 °C durante 20 min sif produjo valores de fluorescencia claramente mas tardios, reflejando
un nivel de degradacién del ADN mayor comparado con las muestras tratadas a la temperatura
inferior. Como se observa en la figura, el sistema de PCR especifico de cereales con gluten
gener( sefiales de amplificacién para todas las concentraciones de WBRm analizadas en las
mezclas binarias. No obstante, el calentamiento mas intenso (200°C/20 min) genero
dificultades para producir sefiales de amplificacion consistentes en el porcentaje de
enriquecimiento mas bajo (10 mg/kg). Por este motivo, el limite de deteccion para la deteccion
de cereales con gluten mediante la técnica de PCR en tiempo real se estableci6 en el intervalo
de 10-50 mg/kg (equivalente teéricamente a 1-5 mg/kg de gluten), dependiendo del tipo de
procesado aplicado a la muestra. Como consecuencia, los valores de Cp podrian
correlacionarse con la concentracion del ingrediente alergénico a detectar, sé6lo si pudiera
disponerse de patrones de calibraciéon basados en una matriz alimentaria lo mas similar
posible a la muestra analizada (composicion y procesado aplicado), condicién que es dificil de
cumplir desde un punto de vista practico. Otros autores han descrito esta misma limitacién a
la hora de intentar cuantificar la presencia de diferentes especies en alimentos procesados

mediante técnicas de PCR (Lépez-Calleja et al., 2015a, 2015b; Pegels, 2015).

Los resultados obtenidos sugieren, por tanto, que la metodologia de PCR en tiempo real
desarrollada tiene el potencial de detectar, con fines cualitativos, bajas concentraciones de
trigo, cebada y centeno que podrian equipararse a niveles tedricos de gluten inferiores al limite

establecido por la Unién Europea para etiquetar un producto como libre de gluten (20 mg/kg).
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IV.2.2. Aplicacion del sistema de PCR en tiempo real para la deteccion de cereales con

gluten en productos comerciales

Una vez demostrada la idoneidad del sistema de PCR para la deteccién sensible y especifica
de los tres cereales con gluten en las mezclas binarias experimentales, se evalud la aplicabilidad
de la técnica mediante el analisis de 220 productos comerciales de diversa naturaleza y

sometidos a las diferentes condiciones de procesado que se aplican en la industria alimentaria.

Teniendo en cuenta las recomendaciones propuestas por Caraguel et al. (2011), en este
trabajo se seleccioné un valor experimental inferior de corte o de ciclo umbral (Cp) para la
clasificacién cualitativa de las muestras como “PCR-positivas” o “PCR-negativas”, en términos
de capacidad de la técnica para detectar o no la presencia de las especies diana en las mismas.
Este limite inferior se estableci6 en un Cp de 33 (Figura 2 pag. 98), considerando los valores
de Cp registrados para la concentracion mas baja de la mezcla WBRm (50 mg/kg, equiparable
tedricamente a 5 mg/kg de gluten) que el sistema de PCR pudo detectar de manera fiable en la
mezcla binaria tratada a 200 °C. De esta manera, cualquier Cp por encima de este umbral

(Cp 33) se consideraria como no reproducible y se asignaria a muestras PCR-negativas.

Analogamente, se estableci6é un valor umbral superior para clasificar aquellas muestras que
contuvieran concentraciones de cereales con gluten superiores a 200 mg/kg (teéricamente
equivalentes a 20 mg/kg de gluten). Este umbral se establecié en un Cp de 26 (Figura 2
pag. 98), considerando en este caso los valores de Cp registrados tras el andlisis de las mezclas
crudas y sometidas al tratamiento térmico menos intenso. Asi, los resultados de amplificacion
que produjeran valores de Cp inferiores a este valor se corresponderian a productos con
niveles de gluten presumiblemente superiores a 20 mg/kg y, por tanto, potencialmente
perjudiciales para los consumidores sensibles. Finalmente las muestras comerciales que
originasen valores de Cp situados entre ambos umbrales de corte (33 y 26) se considerarian
como positivas respecto a la presencia de trigo, cebada y/o centeno (muestras PCR-positivas).
No obstante, para estimar la concentracion de cereales (y el correspondiente nivel teérico de
gluten) en estas muestras, seria necesario conocer la naturaleza, caracteristicas y método de

procesado de cada producto en particular.

Los resultados obtenidos tras el analisis de los productos comerciales mediante la técnica
de PCR en tiempo real se encuentran recogidos en la Tabla 6 (pag.97). Como puede
observarse, el sistema de PCR desarrollado detectd satisfactoriamente la presencia de los

cereales diana en todos los productos que declaraban en su etiquetado trigo, cebada y/o
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centeno, demostrando la capacidad del método para detectar la presencia de cereales con

gluten, incluso en muestras particularmente complejas como chocolates.

Dentro de la categoria de productos comerciales que advertian de la posible presencia de
cereales con gluten, la técnica de PCR produjo sefiales de amplificacion positivas (Cp < 33) en
el 15,8 % (6 de 38) de las muestras, poniendo nuevamente de manifiesto el bajo porcentaje de
productos con etiquetado preventivo que verdaderamente contienen el alérgeno del que se
advierte su posible presencia. Este hecho puede deberse a que los fabricantes prefieren alertar
de una posible contaminacién cruzada por el uso de instalaciones compartidas, incluso cuando
la probabilidad de que dicha contaminacién ocurra sea minima. En este contexto, la
implementacién de medidas como la unificacién del lenguaje empleado en el etiquetado
preventivo o la evaluacion real del riesgo teniendo en cuenta los umbrales establecidos en el
sistema VITAL (Voluntary Incidental Trace Allergen Labelling), permitiria a los consumidores

realizar elecciones con mejor informacion (Allen et al., 2013; Soon y Manning, 2017).

El andlisis de productos comerciales que no contenian como ingrediente ninguno de los
cereales con gluten revelé que un 67 % (46 de 69) cumplian con la declaracién de su etiquetado
ya que el sistema de PCR no produjo sefales de amplificacion positivas. Sin embargo, un alto
porcentaje de muestras (33 %) si resultaron contener ADN procedente de cereales con gluten.
Cabe destacar que un 82 % de estas muestras positivas (19 de 23) contenian avena entre sus
ingredientes, lo que refleja una elevada proporcion de productos fabricados a base de este

cereal, posiblemente contaminados con trigo, cebada y/o centeno.

Por ultimo, el muestreo incluy6 un elevado nimero de productos comerciales elaborados
especificamente para consumidores sensibles al gluten. De las 102 muestras analizadas dentro
de esta categoria, un 10,8 % (11 productos) produjeron sefiales positivas de amplificacién. Por
el contrario, la técnica de PCR sugiri6 que el resto de muestras (91 productos) si serian
adecuadas para individuos sensibles, dado que no se amplificé el fragmento de ADN
seleccionado como marcador de la presencia de cereales con gluten. Dos de estas muestras
PCR-negativas pertenecian a productos elaborados a base de avena bajo condiciones de
procesado especificas para minimizar la posibilidad de contaminacién cruzada con otros
cereales. Esta clase de avenas certificadas ayudan a mejorar el valor nutricional de las dietas
sin gluten y a ampliar el numero de productos a los que las personas celiacas tienen acceso

(Comino et al., 2015; Fricet al., 2011; Pinto-Sanchez et al., 2017).

Para todos los productos analizados, el sistema de PCR disefiado en el gen 18S del ARNr

como control positivo de la reaccién, confirmo la presencia de ADN amplificable, corroborando
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la adecuada integridad del ADN extraido de las muestras y la ausencia de componentes que

pudieran inhibir la reaccién de amplificacion.

En los ultimos afios, las técnicas basadas en la PCR han adquirido cada vez mas relevancia
en el andlisis de alimentos, ya que suponen una herramienta muy util para facilitar la
trazabilidad de los productos comercializados y contribuir a garantizar un etiquetado
consistente, coherente y transparente. Gracias en parte al abaratamiento del instrumental y
reactivos requeridos para este tipo de analisis, hoy dia existen protocolos oficiales basados en
técnicas de PCR, incorporados en diversos Reglamentos Europeos. Entre ellos, cabe destacar la
deteccién de proteinas animales transformadas en piensos, la deteccién de organismos
modificados genéticamente o la autentificaciéon de carne de caballo y especies de pescado.
Ademas, otros paises ya han introducido dentro de sus normativas métodos oficiales basados
en la PCR para la deteccién de alérgenos alimentarios, como la deteccién de gamba y cangrejo
(Japén) o de cacahuete en matrices que contienen chocolate (Alemania) (Holzhauser y Roder,

2014; Sakai et al., 2013).

Teniendo en cuenta estas consideraciones, la disponibilidad de técnicas de PCR como la
desarrollada en esta Tesis Doctoral, capaces de discriminar especificamente las variedades de
trigo, cebada y centeno, seria crucial en el caso de que se autorizasen las técnicas genéticas
como metodologias complementarias a los inmunoensayos en la determinacién de cereales
con gluten en alimentos. Sin embargo, a pesar de que las técnicas basadas en la PCR presentan
innegables y reconocidas ventajas, como su elevada sensibilidad y especificidad, cuando se
aplican a la deteccién de gluten en alimentos hay que tener presentes ciertas limitaciones
inherentes al hecho de que esta técnica detecta la presencia del ingrediente alergénico pero no
de la proteina desencadenante de la reaccién adversa (Holzhauser, 2018; Scherfy Poms, 2016).
En este sentido, el andlisis por PCR de la presencia de gluten en productos tales como
hidrolizados o fermentados (cervezas, siropes o maltas) puede dar lugar a resultados negativos
falsos debido al elevado grado de degradacidn que sufre la molécula de ADN en estos procesos,
que puede dificultar o impedir su correcta amplificacién (Mujico et al., 2011, Panda y Garber,

2019).

Por otra parte, la determinacion de gluten mediante PCR también supone un desafio en
aquellos productos a base de almidon. Las proteinas del gluten se encuentran en el
endospermo del cereal en combinacion con este polisacarido, que supone hasta el 63-72 % del
contenido del trigo (Shewry et al, 2002). Mediante un proceso de fraccionamiento que

involucra sucesivos lavados con soluciones acuosas, se puede separar el almidon de las
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proteinas del gluten (Kupper, 2005; van der Borght et al., 2005). Aunque tras este proceso suele
permanecer un cierto nivel de gluten residual, puede obtenerse almidén con una concentracion
de gluten inferior a 20 mg/kg, por lo que podria incorporase a la dieta para mejorar la
aceptabilidad de los productos adecuados para pacientes celiacos gracias a los propiedades
que aporta este polisacarido (Kaukinen et al, 1999; Scherf, 2017). Considerando estas
premisas, en el caso de que alguno de los productos analizados mediante la técnica de PCR en
tiempo real desarrollada contuviera almiddn de trigo, cebada o centeno, el ensayo detectaria
la presencia del ingrediente a pesar de que podria no contener gluten, produciéndose por tanto
un resultado incorrecto (falso positivo). También hay que sefialar que, por lo general, dado que
existen almidones naturalmente libres de gluten (como por ejemplo almidon de arroz, patata
o tapioca), se suele evitar el uso de almiddn de trigo en la formulacién de productos sin gluten

(Arendty Bello, 2008).

IV.2.3. Andlisis comparativo de los productos comerciales mediante PCR y ELISA

Debido a las limitaciones inherentes de las técnicas de PCR enfocadas a la determinacion de
gluten en los alimentos, se consider6 importante validar los resultados obtenidos en el anélisis
de los productos comerciales mediante una técnica de base inmunolégica dirigida a detectar
las proteinas alergénicas. Para ello, los 220 productos comerciales analizados por PCR en
tiempo real, se analizaron también mediante la técnica oficial de ELISA sandwich basada en el

anticuerpo monoclonal R5 para la determinacion de gluten en alimentos.

La Tabla 7 (pag. 100) muestra el analisis comparativo de las 51 muestras que generaron
resultados positivos de amplificacién mediante la técnica de PCR en tiempo real. El método
inmunoenzimatico confirmé la presencia de altas concentraciones de gluten en todos los
productos comerciales (categoria A) que declaraban contener alguno de los cereales con
gluten, registrando niveles de absorbancia superiores a la concentracién mas alta del estandar
de calibracién (80 mg/kg). En el caso de los productos clasificados como PCR-positivos en el
resto de categorias (B, C y D), la mayoria produjeron resultados coherentes en los andlisis de
ELISA, corroborando la presencia de cereales con gluten independientemente de la naturaleza
de la molécula diana (ADN o proteina). No obstante, como se deduce de los resultados
mostrados en la Tabla 7 (pag. 100), no se pudo establecer una equivalencia o relacién directa
entre los valores de Cp y los niveles de gluten obtenidos en las muestras. Otros autores han
alcanzado esta misma conclusion al tratar de correlacionar los resultados generados mediante

PCR en tiempo real y ELISA, atribuyendo este resultado a las diferentes caracteristicas y
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particularidades que posee cada alimento (Koppel et al, 1998; 2010; Maskova et al., 2011;
Mujico et al., 2011).

Por otro lado, once de las muestras mostraron discrepancias en los resultados
proporcionados por ambas técnicas. En estos productos, la técnica de PCR en tiempo real
produjo sefiales de amplificacion positivas (Cp < 33), mientras que los niveles de gluten se
encontraron por debajo del limite de cuantificacion (LOQ, limit of quantification) del ensayo de
ELISA basado en el anticuerpo R5 (5 mg/kg de gluten). Este resultado podria explicarse por la
mayor sensibilidad de la técnica de PCR, especialmente en el analisis de productos sometidos
a un procesamiento de baja intensidad donde la técnica tiene el potencial de amplificar las
especies dianas hasta niveles de 10 mg/kg, equivalentes a un contenido teérico de gluten de
1 mg/kg. Sin embargo, como se ha sefialado anteriormente, este resultado también podria
atribuirse a la presencia en las muestras de almidones procedentes de trigo, cebada y/o
centeno que no fueran detectados por la técnica de ELISA, pero donde si habria ADN de estos

cereales amplificable mediante PCR.

Cabe senalar que el andlisis de gluten en muestras de almidén es una determinacion
problematica también mediante las técnicas inmunoenzimaticas. En la reunién del 3 de
noviembre de 2006, la Comision del Codex Alimentarius sugirié que, en un producto como el
almidon, el método de ELISA basado en el anticuerpo R5 podria proporcionar resultados que
no se correlacionaran con la verdadera toxicidad de la muestra debido a que el anticuerpo
reconoce exclusivamente la fraccion de las prolaminas y no a las subunidades de las glutelinas.
En este sentido, Wieser y Koehler (2009) pusieron de manifiesto que el factor de conversion
aplicado para correlacionar el contenido de prolaminas detectado por el R5 con los niveles de
gluten (que asume una proporcién 1:1 de prolaminas y glutelinas) puede llevar a errores en la
estimacion del contenido de gluten en muestras de almidén de hasta un 70 %. Ademas, es
importante resaltar un trabajo desarrollado recientemente por Scherf (2017) donde se
describen enormes discrepancias en los niveles de gluten cuantificados al analizar 30 muestras
de almidén mediante siete inmunoensayos comerciales distintos, principalmente debidas a los
diferentes anticuerpos incluidos en cada kit y a que cada protocolo emplea métodos de

extraccion y estandares de calibracion diferentes.

A pesar de estas inevitables divergencias analiticas, en el presente trabajo se observé un
correcto funcionamiento de los valores umbrales cualitativos establecidos para clasificar los
productos comerciales en funcién del valor de Cp generado mediante la técnica de PCR en

tiempo real. De este modo, todas las muestras que produjeron valores de Cp inferiores al limite
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de 26 registraron valores de absorbancia correspondientes a concentraciones de gluten
superiores a 20 mg/kg. Por tanto, dicho limite podria emplearse para discriminar aquellas
muestras potencialmente peligrosas para los consumidores sensibles. Asimismo, los 169
productos comerciales clasificados como negativos por la técnica de PCR, generaron valores de
absorbancia por debajo del LOQ del inmunoensayo, demostrando la conveniencia del limite de
Cp fijado en 33 para identificar muestras donde no hay presencia de ADN de trigo, cebada y/o
centeno y que podrian, por tanto, clasificarse como libres de gluten. Esta sistematica
correlacién de resultados obtenida en el caso de las muestras asignadas como negativas para
la presencia de gluten, también se ha descrito en otros trabajos dirigidos a la determinacién de
esta proteina en alimentos. Cabe destacar por ejemplo el trabajo de Rzychon et al. (2017)
donde se comparan los resultados proporcionados por siete kits de ELISA, concluyendo que
solamente se obtenian resultados reproducibles con todos los Kits en las muestras donde no se
detectaba la presencia de gluten. Sin embargo, dado que las muestras con niveles detectables
de gluten proporcionaron resultados dispares con relacién al limite de 20 mg/kg, estos autores
sugieren que este umbral adoptado por los diferentes reglamentos de etiquetado no es
operable desde un punto de vista practico. Este hecho ha llevado a algunos paises como
Australia y Nueva Zelanda a regular que los alimentos con la etiqueta "sin gluten"” no deben

contener concentraciones de gluten detectables por ELISA.

Todas estas observaciones resaltan el gran desafio que supone una cuantificacién precisa
de los niveles de gluten de los alimentos, independientemente de la base analitica del método
seleccionado. Tanto en los ensayos genéticos como en los inmunoldgicos, es necesario
identificar factores de conversion adecuados para correlacionar la cantidad de molécula diana
(ADN o proteina) con los niveles de gluten en la muestra, siendo por tanto inevitable un cierto
grado de incertidumbre cualquiera que sea la técnica empleada. Este hecho ha llevado a
algunos autores a plantear si los métodos basados en el andlisis de las proteinas (ELISA o de
espectrometria de masas) serian por si solos suficientes para la deteccion de alérgenos en los
alimentos, o si seria recomendable el uso de técnicas complementarias como las basadas en la
PCR (Holzhauser, 2018). Dada la dificultad de seleccionar un Gnico método que retna todas las
cualidades para ofrecer resultados robustos, inequivocos y rapidos en las determinaciones de
gluten en los alimentos, el empleo de varias técnicas complementarias proporcionaria una
informacién valiosa a los laboratorios oficiales de analisis para contribuir a aumentar la

seguridad de los productos comercializados para consumidores alérgicos.

En las dltimas décadas, se ha publicado un ndmero considerable de trabajos basados en las

técnicas de PCR en tiempo real para la determinacidn de cereales con gluten en alimentos. Un
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alto porcentaje de ellos se centra en la deteccidn individual de especies, sobre todo de trigo
(Hernandez et al., 2005; Mujico et al., 2011; Terzi et al., 2003; von Biiren et al., 2001; Zeltner et
al., 2009). Sin embargo, son mucho mas escasos los trabajos de PCR enfocados a la deteccién
del grupo de cereales que desencadenan trastornos relacionados con el gluten (trigo, cebada y
centeno), probablemente debido al alto nivel de polimorfismo existente entre las diferentes
especies. En este sentido, el empleo de técnicas de PCR en tiempo real como la desarrollada en
esta Tesis Doctoral para la deteccidn conjunta de trigo, cebada y centeno proporciona una
correlacién mas realista entre las determinaciones de ADN y las de proteina presente en las

muestras.

Dahinden et al. (2001) desarrollaron el primer método de PCR convencional para la
deteccién simultanea de cereales con gluten basada la amplificacién de un fragmento especifico
de la regidon no codificante de cloroplastos del gen trnL (amplicon de 201 pb para trigo y
centeno y de 196 bp para cebada). Al igual que el marcador genético ITS, este gen también
presenta caracter multicopia, y permiti6 la deteccion de 20 pg de ADN de trigo y 2 pg de ADN
de cebada y centeno. Mediante la adicién de un patrén interno de mayor longitud que los
amplicones, estos autores consiguieron una cuantificacién relativa de las muestras en el
intervalo entre 200 y 2000 mg/kg (concentraciones de gluten tedricas entre 20 y 200 mg/kg).
La visualizaciéon de los resultados en geles de agarosa permitié clasificar un total de 15

muestras en funcién de su contenido superior o inferior al limite de 20 mg/kg de gluten.

Olexovaetal (2006) emplearon los mismos cebadores disefiados por Dahinden et al. (2001)
en otra técnica de PCR convencional optimizada para detectar hasta un 0,1 % de trigo en
mezclas de soja (1000 mg/kg), limite equivalente al nivel establecido para considerar un
producto como “bajo contenido en gluten” (100 mg/kg). La aplicabilidad de la técnica se
demostré a través del andlisis de 4 harinas y 15 muestras de galleta, encontrandose

contaminaciones de cereales con gluten en tres de ellas.

El primer método de PCR en tiempo real con sondas de hidrolisis Tagman® con capacidad
para amplificar de manera conjunta el ADN de trigo, cebada y centeno, fue descrito por Piknova
et al. (2008). El sistema de PCR amplificaba un fragmento de 95 pb en el gen que codifica para
la puroindolina b del trigo, con un limite de deteccion de 200 mg/kg de trigo. No obstante, el
trabajo no hace referencia al limite de deteccién para cebada y centeno, mencionando
exclusivamente que las seflales para estas dos dianas eran de intensidad considerablemente
menor debido a las diferencias nucleotidicas entre el sistema de cebadores/sonda y las

secuencias de la puroindolina b de cebada y centeno.
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Martin-Fernandez et al. (2015) evaluaron tres sistemas de PCR con cebadores especificos y
sondas Tagman® dirigidos a los genes que codifican para tres proteinas alergénicas del trigo:
a2-gliadina, aglutinina isolectina A (Tri a 18) y tiorredoxina h (Tri a 25). La sensibilidad del
método se evalu6 a partir del analisis de diluciones de ADN y mezclas binarias de harina de
soja y trigo, mostrando un limite de deteccién de 20 pg de ADN y 500 mg/kg de trigo para los
sistemas disefiados en las dianas genéticas de una sola copia (Tria 18 y Tri a 25). No obstante,
el sistema basado en el gen con caracter multicopia de la a2-gliadina alcanz6 una mayor
sensibilidad, con limites de deteccion de 2 pg de ADN y 50 mg/kg de trigo. Cabe mencionar que
todos los sistemas desarrollados en este trabajo permitieron también la deteccion de otros
cereales relacionados con la enfermedad celiaca (cebada, centeno y avena), a pesar de que
presentaron una eficiencia de amplificacién menor y el limite de deteccién para estas especies
de cereales no se determiné. Otra limitacion de este trabajo es que no evalud la aplicabilidad

del ensayo al andlisis de productos comerciales.

Teniendo en cuenta los resultados publicados por Martin-Fernandez et al (2015),
Garrido-Maestu et al. (2018) desarrollaron un nuevo sistema de cebadores especificos y sonda
de hidrolisis en la diana genética que proporcion6é mejores resultados para la deteccion de
cereales con gluten: la secuencia nucleotidica que codifica para la a2-gliadina. En este trabajo,
se compararon dos sistemas diferentes para visualizar los resultados, SYBR® Green y sonda de
hidrolisis Tagman®, asi como una novedosa técnica de amplificacion isotérmica mediada por
loop (qLAMP). Todos los sistemas detectaron satisfactoriamente la presencia de trigo, cebada
y/o centeno en las 10 muestras analizadas que contenian estos cereales, a excepcion de dos
muestras de cebada y centeno en grano que resultaron negativas mediante la técnica de
qLAMP. El andlisis de mezclas binarias de harina de maiz enriquecidas con diferentes
concentraciones de trigo fijo el limite de cuantificaciéon del ensayo en 50 mg/kg de trigo
(100 mg/kg cuando se emplea el agente SYBR® Green). No obstante, en este trabajo no se
realizaron mezclas experimentales enriquecidas con cebada y centeno para determinar la
sensibilidad de las técnicas frente a estas especies, ni se incluyeron analisis de especificidad

con avena.

Ademas de los trabajos publicados en la bibliografia cientifica, actualmente existen en el
mercado kits comerciales para la deteccién de ADN de cereales con gluten. Cabe citar por
ejemplo el kit SureFood® Allergen ID Gluten (R-Biopharm, Alemania) que permite la deteccion
mediante PCR en tiempo real de trigo, cebada, centeno y avena. Este ensayo declara un LOD de
0,4 mg/kg y un LOQ de 1 mg/kg de los ingredientes alergénicos, si bien los resultados pueden

variar en funcion de la matriz alimentaria, el grado de procesado de la muestra o la pureza del
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ADN analizado. Otro kit comercializado es foodproof® Gluten Detection Kit -5’Nuclease-
(BIOTECON Diagnostics, Alemania) que ofrece la deteccidn especifica de trigo, cebada, centeno

y triticale con un LOD de 0,1-1 mg/kg.

Teniendo en cuenta todos los antecedentes y estudios previamente expuestos, se puede
concluir que la metodologia de PCR en tiempo real desarrollada en esta Tesis Doctoral para la
deteccidn de cereales con gluten en alimentos presenta una serie de ventajas respecto al resto
de trabajos publicados en este ambito. Este es el primer trabajo que emplea como diana
molecular la regién del ITS, alcanzando limites de deteccidn inferiores o comparables al resto
de trabajos de investigacion publicados (10-50 mg/kg) y ha demostrado una eficiencia de
amplificacién semejante para todos los cultivares de trigo, cebada y centeno analizados.
Ademas, el sistema de PCR est4 especificamente disefiado para no amplificar ADN de avena y
obtener de este modo resultados mas equiparables a los proporcionados en los ensayos
inmunolégicos oficiales, que detectan selectivamente las prolaminas de trigo, cebada y
centeno. A pesar de la inevitable influencia de los tratamientos de procesado térmico en la
deteccidon de los cereales con gluten, la metodologia de PCR desarrollada basada en dos limites
umbrales de Cp ha demostrado su potencial para la clasificaciéon cualitativa de aquellos
alimentos potencialmente peligrosos para los consumidores sensibles (Cp < 26) y de productos
libres de gluten (Cp > 33). Es importante sefialar que la aplicabilidad de la técnica de PCR se
constaté a través de un muestreo amplio y realista de productos comerciales de diferente
indole. Este andlisis de mercado afiade un valor significativo en comparacién con otros trabajos
publicados donde exclusivamente se analizan mezclas experimentales, y no siempre
enriquecidas con las tres especies de cereales con gluten, o la representaciéon de muestras

seleccionada es muy reducida.

En conclusidn, la metodologia de PCR en tiempo real desarrollada en este trabajo puede
suponer una herramienta muy ttil para complementar los resultados obtenidos mediante los
inmunoensayos destinados a la determinaciéon de gluten en alimentos, contribuyendo a
verificar el cumplimiento de las reglas de etiquetado y a confirmar la eficacia de los planes de

gestion de alérgenos adoptados por las industrias alimentarias.
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IV.3. OBTENCION DE FRAGMENTOS DE ANTICUERPOS RECOMBINANTES (dAb)
MEDIANTE LA TECNOLOGIA DE PHAGE DISPLAY PARA LA DETECCION DE GLUTEN
EN ALIMENTOS

Como ya se ha sefialado, una de las herramientas mas eficaces para llevar a cabo los analisis
rutinarios para la deteccion de gluten en los alimentos, consiste en el desarrollo de
metodologias de base inmunolégica encaminadas a detectar las proteinas alergénicas, entre las
que destaca principalmente la técnica de ELISA (Scherfy Poms, 2016). Actualmente existen en
el mercado multitud de inmunoensayos destinados a este fin que emplean tanto anticuerpos
policlonales (como el desarrollado por el Instituto Morinaga de Ciencias Biol6gicas, MIoBS),
como monoclonales (R5,G12, a-20 y Skerrit 0 401/21) (Bruins-Slot et al., 2016; Melini y Melini,
2018). Sin embargo, tal y como demuestran diferentes trabajos de investigacion, ninguno de
los métodos disponibles ha conseguido superar todas las dificultades implicadas en la
determinacién de gluten, por lo que son multiples los factores que llevan a dudar de la precisién
de estos inmunoensayos (Lexhaller et al., 2016; Rzychon et al., 2017; Scherf, 2017; Tanner et
al., 2013a; Thompson y Méndez, 2008; Wieser y Koehler, 2009).

En la actualidad, uno de los grandes retos por resolver, es la eleccién de los epitopos hacia
los que deben dirigirse los métodos de deteccidn con el fin de proporcionar una cuantificacion
precisa del contenido de gluten en el alimento. A pesar de que no estan claramente definidas
todas las fracciones nocivas del gluten, hay un elevado nimero de péptidos derivados de las
prolaminas y glutelinas que se han relacionado con la activacién de la enfermedad celiaca y
otras patologias asociadas con los cereales con gluten (Dewar et al., 2006; Donnelly et al., 2016;
Howdle, 2006). En este sentido, se han identificado cientos de péptidos inmunogénicos en las
proteinas de trigo, cebada y centeno que son capaces de estimular las células-T del intestino o
de la sangre periférica de pacientes celiacos (Cebolla et al., 2018; Sollid et al, 2012). Sin
embargo, no todos los péptidos del gluten son igual de nocivos y, ademas, el nimero de
epitopos presentes puede variar considerablemente en funcién de los distintos tipos, especies
y cultivares de cereal, asi como con las condiciones de crecimiento de la planta (Biesiekierski,

2017; Diaz-Amigo y Popping, 2013; Wieser, 2007).

Otros dos grandes obstaculos que influyen directamente en la precision de la determinacion
de gluten en alimentos, son la eficacia de los métodos de extraccion de las proteinas y la
dificultad de producir materiales de referencia normalizados que representen a la muestra lo

mas fielmente posible. Por ello, el Comité Cientifico de la Agencia Espafiola de Seguridad
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Alimentaria y Nutricién (AESAN), considera necesario seguir trabajando en el desarrollo de

nuevas alternativas que busquen mejorar los métodos ya existentes (Martin et al., 2010).

Teniendo en cuenta estas consideraciones, el tercer objetivo de esta Tesis Doctoral consistié
en el desarrollo de una novedosa estrategia de obtencién de fago-anticuerpos recombinantes
mediante la técnica de phage display para la deteccion de gluten en alimentos. De esta forma, a
partir de genotecas sintéticas comerciales de fago-anticuerpos, se seleccionaron sondas de

afinidad frente al gluten para el desarrollo de nuevos métodos inmunoenzimaticos (ELISA).

IV.3.1. Aislamiento de anticuerpos recombinantes frente al gluten

Gracias al auge de la tecnologia de presentacion sobre fagos filamentosos o phage display,
existen en el mercado genotecas de bacteri6fagos que expresan en su superficie desde
oligopéptidos de secuencia aleatoria hasta fragmentos funcionales de anticuerpos
recombinantes (Fab, scFv, dAb, etc.). Una de las principales ventajas de este método alternativo
de produccién de anticuerpos, es que permite relacionar el fenotipo del fago (proteina ex6gena
expresada) con su genotipo (secuencia nucleotidica que codifica esa proteina). Por ello, esta
tecnologia ha impulsado el desarrollo de nuevos inmunoensayos basados en anticuerpos
monoclonales recombinantes gracias a sus bajos costes de produccién y a las grandes
posibilidades que ofrece su posterior manipulaciéon mediante técnicas de ingenieria genética

(Gupta y Shukla, 2017; Ledsgaard et al., 2018; Rajput et al., 2014).

Desde que a principios de los afios noventa se descubriera la existencia de anticuerpos que
carecen de cadena ligera en el suero de especies de camélidos (llamas, camellos y vicufias)
(Hamers-Casterman et al., 1993), los denominados nanoanticuerpos o nanobodies se han
convertido en una herramienta muy prometedora en investigacion. Estos fragmentos de
anticuerpos recombinantes estdn formados exclusivamente por el dominio variable de la
cadena pesada, por lo que también se les conoce como anticuerpos de dominio tinico (dAbs,
single-domain antibodies), y constituyen la fraccién de menor tamafio de las inmunoglobulinas
con capacidad de unir antigenos. Entre sus principales ventajas, destaca su reducido tamafio,
por lo que es sencillo obtener grandes cantidades empleando sistemas de expresion
tradicionales. Ademads, su mayor contenido en residuos hidrofilicos, debido a la ausencia de
cadena ligera, les confiere una elevada estabilidad térmica, alta solubilidad y la capacidad de
identificar epitopos inusuales (Baghban et al., 2016; Gonzalez-Sapienza et al., 2017). Los dAbs

pueden unir antigenos en condiciones extremas, como altas temperaturas o presencia de
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detergentes, ya que son capaces de volver a adquirir una conformacién activa después de ser
desnaturalizados. Por ello, tal y como demostraron Dofia et al. (2010), estos fragmentos de
anticuerpos son especialmente adecuados para el analisis de gluten, donde el proceso de
extraccidn de las prolaminas requiere del uso de detergentes y agentes desnaturalizantes para
favorecer la recuperacion de aquellas proteinas que hayan podido interactuar con la matriz

alimentaria (Garcia et al., 2005; Mujico et al., 2012).

Para llevar a cabo el objetivo planteado en este trabajo, se selecciondé la genoteca de fagos
recombinantes, comercializada por Source Bioscience, basada en anticuerpos humanos de
dominio tnico (VH3-23/D47). Esta libreria sintética no inmune, construida por el grupo del
Dr. Daniel Christ (Medical Research Council, Laboratory of Molecular Biology) en el fagémido
PR2, expresa los fragmentos de anticuerpos fusionados a la proteina menor de recubrimiento
plll del fago M13. La diversidad de los dAbs se introdujo en las regiones determinantes de la
complementariedad (CDR, complementarity determining region) mediante mutagénesis
dirigida del ADN por PCR (posiciones H27-33, H35, H50, H52-H54, H94, H95-H100(a-k), H101,
H102). De esta forma, el tamafio final de la libreria (3-109), ofrece un extenso repertorio de
fago-anticuerpos, lo que aumenta la probabilidad de encontrar clones de alta afinidad por una
determinada diana molecular. Ademas, la composicién de los dAbs de esta libreria ha sido
especialmente disefiada para minimizar su tendencia a agregar y, aunque la longitud del CDR-3
se ha reducido, mantienen la capacidad de reconocimiento del antigeno (Dudgeon et al., 2012;

Leeetal, 2007).

El proceso de obtenciéon de dAbs frente al gluten, se realiz6 a través de un mecanismo
reiterativo denominado biopanning que comprende diferentes rondas de seleccién por
afinidad (Parmley y Smith, 1988; Teixeira y Gonzalez-Pajuelo, 2018). Para llevar a cabo este
proceso, se pueden plantear diferentes estrategias de seleccion, variando tanto el tipo de
soporte como la diana proteica empleada (por ejemplo extractos proteicos totales o proteinas
purificadas) (de la Cruz et al.,, 2013a; 2015). Una estrategia relativamente novedosa empleada
para mejorar la deteccidn de los alérgenos alimentarios en productos procesados, es el uso de
anticuerpos obtenidos a partir de un péptido determinado (Cucu et al, 2013). En este caso,
para asegurar que la unién antigeno-anticuerpo no se vea afectada, es muy importante
seleccionar péptidos estables durante el procesado del alimento, tal y como ocurre en el caso
de los péptidos inmunogénicos del gluten, cuyo alto contenido en prolina y glutamina los hace

altamente resistentes (Kucek et al.,, 2015; Tye-Din et al., 2018).
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Recientemente, Sharma y colaboradores desarrollaron un método de obtenciéon de
anticuerpos policlonales frente a los cereales con gluten mediante la inmunizacién de conejos
por inyeccién subcutdnea de secuencias especificas de aminoacidos (Sharma et al., 2016). De
los cuatro péptidos empleados en dicho trabajo, tres de ellos permitieron la obtencién de
sueros de conejo con capacidad de reconocimiento especifico frente al gluten de trigo, cebada
y centeno, mientras que el péptido restante, generé anticuerpos policlonales que reconocieron
conjuntamente los extractos proteicos de los tres cereales (y en menor medida avena),
denominado por ello péptido consenso. Teniendo presente los resultados de estos autores, en
este trabajo se propuso la obtencion de fragmentos de anticuerpos monoclonales a partir de la
genoteca comercial de dAbs mediante sucesivas rondas de seleccién empleando como diana la
secuencia de dicho péptido consenso. Para favorecer la inmovilizacién orientada de la molécula
durante las rondas de biopanning, se introdujo un residuo de lisina adicional en el extremo
C-terminal para poder biotinilar la secuencia. El péptido seleccionado, contiene algunas de las
principales repeticiones de aminoacidos presentes en las proteinas del gluten que han
demostrado ser resistentes a la digestion gastrica y por tanto, parecen ser importantes en el

desarrollo de la enfermedad celiaca (por ejemplo QQPFP and PQQPF):

CPFPQQQPFPQQPFPQQQPFQQQPFQQPFQQQPQQQP{Lys-biotina}.

Con el propdsito de minimizar la seleccion de variantes de fagos inespecificas que
reconozcan otros componentes presentes en el sistema, diferentes de la diana proteica (por
ejemplo el soporte sélido o los agentes de bloqueo), se realizaron dos rondas de seleccion
alternando el tipo de soporte (Bakhshinejad et al., 2016). En la primera ronda de seleccién se
emplearon placas de poliestireno, y en la segunda, esferas magnéticas. Dado que ambas
superficies estaban recubiertas con estreptavidina, se guio la selecciéon de anticuerpos
especificos frente al péptido exponiendo la subpoblacién de fagos recuperada de la primera
ronda a las particulas magnéticas sin péptido inmovilizado. De esta manera, se eliminaron del
proceso de seleccidn parte de los fago-anticuerpos que presentaran afinidad por la molécula
de estreptavidina antes de proceder con la segunda ronda de biopanning, en un proceso que se
denomina seleccién sustractiva (Eisenhardt et al, 2007). Cabe mencionar, que la fusién
genética de la proteina plll del fago y el dAb en la libreria seleccionada, ha sido especificamente
disefiada para permitir la elucién de los fago-anticuerpos al final de cada ronda mediante su
incubacion con tripsina. Este hecho favorece la recuperacion cuantitativa de todos los fagos
con independencia de la afinidad de la interaccion, a diferencia de la elucién convencional

mediante cambios de pH que preferentemente rompen las interacciones mas débiles,
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produciendo el sesgo de la libreria con anticuerpos de baja afinidad (Hentrich et al, 2018;

Ward et al., 1996).

Tras finalizar cada ronda de seleccion, se calculé el nimero de fagos recuperados con el fin
de estimar el nivel de enriquecimiento de la libreria y evaluar el proceso de seleccion. De ese
modo, el nimero de fagos eluidos tras la segunda ronda experiment6 un incremento de 300
veces con relacion a los recuperados después de la primera ronda (de 107 a 3-10° pfu/mL). Este
aumento en el nimero de fagos eluidos conforme se suceden las rondas de seleccion, es un
indicio de que el proceso selectivo se ha producido satisfactoriamente. Para comprobar que se
habia producido un verdadero enriquecimiento de la genoteca en variantes de
fago-anticuerpos que presentaran afinidad por la molécula diana, se realiz6 un ELISA indirecto
para evaluar la capacidad del repertorio de fagos recuperado tras cada ronda para reconocer
tanto al péptido consenso y a un extracto proteico de trigo blando (controles positivos), como
a la molécula de estreptavidina (control negativo). Los resultados obtenidos en este ELISA
policlonal, pusieron de manifiesto que el incremento en el nimero de fagos eluidos tras la
segunda ronda de seleccidn se debia principalmente al enriquecimiento de la libreria en fagos
con variantes afines al péptido consenso, y no a otras moléculas presentes en el sistema como
la estreptavidina (Figura 1 pag. 124). Asimismo, aunque en menor medida, se observé un
enriquecimiento en el nidmero de fagos con capacidad para reconocer el extracto proteico de
trigo. En vista de estos resultados, se descart6 realizar rondas adicionales de biopanning y se
procedio al aislamiento de un total de 95 clones individuales a partir de la subpoblacion de

fagos recuperados de la segunda ronda de seleccion.

IV.3.2. Desarrollo de una técnica de ELISA indirecto basado en fago-anticuerpos

recombinantes (dAb) para la deteccion de gluten en alimentos

Dado que el propoésito final de los anticuerpos seleccionados es desarrollar un
inmunoensayo para la deteccion de gluten en alimentos, se requiere que los clones
seleccionados presenten afinidad hacia las gliadinas del trigo, pero también hacia las proteinas
homologas presentes en la cebada y el centeno. Por ello, con la intencién de seleccionar fagos
con la especificidad deseada, se realizé un primer cribado enfrentando cada uno de los 95
clones a extractos proteicos de trigo comun, cebada y centeno. Aproximadamente un 20 % de
los clones analizados reconocieron el extracto de trigo (18 clones) y de cebada (19 clones),
mientras que el porcentaje de clones con afinidad hacia el extracto de centeno fue

considerablemente menor (8 clones). Aunando los resultados obtenidos con las tres dianas
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proteicas, se seleccionaron un total de 7 clones positivos con capacidad para reconocer

simultdneamente los extractos de trigo, cebada y centeno.

Para comprobar la integridad e identidad de los fragmentos de anticuerpos codificados por
los fagémidos seleccionados, se secuencié el ADN plasmidico obtenido de estos 7 clones. Los
resultados de secuenciacién demostraron que se habian seleccionado en total 4 secuencias
nucleotidicas diferentes, siendo dos de ellas tUnicas para un determinado clon (dAb8E y
dAb10F), y las otras dos comunes a 2 y 3 clones respectivamente (dAb1H y dAb4B). Como
puede observarse en la Figura 2 (pag. 125), los fagémidos seleccionados codificaban para
secuencias aminoacidicas de fragmentos de anticuerpos humanos de dominio unico
correspondientes con la linea germinal VH3-23 (ntiimero de acceso UniProtKB P01764.2),
demostrando que las regiones marco o frameworks (FR) de los clones seleccionados se

encontraban minimamente mutadas.

Una vez reducido a cuatro el nimero de clones, se purificaron mediante precipitacién con
polietilenglicol grandes cantidades de los cuatro fagos seleccionados para realizar una
caracterizacion mas homogénea de los anticuerpos monoclonales que expresan en su
superficie (Yamamoto et al., 1970). Para ello, previamente a la realizacién de los ensayos de
ELISA indirectos, se titularon los fagos precipitados y se optimizé el nimero de particulas a

utilizar en los inmunoensayos, fijandose finalmente en 4-101! viriones por pocillo.

La adecuada especificidad de estos 4 clones de fago-anticuerpos se comprobé mediante el
analisis de un total de 62 muestras de cereales cedidos como muestras de referencia por el
CRF-INIA y 35 especies vegetales heterélogas (Tabla 1 pag. 122). Dentro de las muestras de
referencia, se incluyeron diez cultivares diferentes de dos subespecies de trigo hexaploides
(trigo blando y espelta), dos subespecies de trigo tetraploides (trigo duro y redondillo), cebada
y centeno, asi como dos cultivares del hibrido triticale. Tras realizar los ensayos de
especificidad con los cuatro clones positivos para gluten, se seleccionaron inicamente dos de
ellos para continuar con una caracterizacion mas exhaustiva (dAb8E y dAb4B), dado que
fueron los que mostraron un fuerte reconocimiento de todas las muestras de referencia, sin
producir reacciones cruzadas con ninguno de los extractos proteicos de las diferentes especies

heterologas analizadas.

Una vez confirmado que los clones dAb8E y dAb4B reconocian los extractos proteicos de
cada uno de los diferentes cultivares de cereales con gluten, se realizaron mezclas individuales
de las variedades de trigo (n = 40), cebada (n = 10) y centeno (n = 10) para evaluar la capacidad

de reconocimiento de los clones cuando la concentracién de las dianas empleada en el tapizado
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del inmunoensayo disminuia progresivamente. La Figura 3A-B (pag. 126) muestra las curvas
dosis-respuesta obtenidas tras analizar las diluciones de los extractos proteicos de estas
mezclas de referencia con los clones dAb8E y dAb4B, respectivamente. Tal y como se esperaba,
ambos fago-anticuerpos reconocieron positivamente a los tres cereales diana. Sin embargo,
como puede observarse en la imagen, los valores de absorbancia generados en el analisis de
concentraciones bajas de proteina resultaron considerablemente superiores cuando se empled
el clon dAb8E en comparacion con el fago-anticuerpo dAb4B, indicando que el primero de ellos
presentaria una sensibilidad mas acorde a la requerida para llevar a cabo la deteccién de gluten

en alimentos.

Para corroborar estos resultados y obtener los limites de detecciéon (LOD) y cuantificacion
(LOQ) del ensayo se procedi6 al andlisis de diluciones del patrén de gliadina producido por el
Grupo de Trabajo en Prolaminas (PWG, Prolamin Working Group). A pesar de los grandes
avances que se han realizado en la caracterizacién de las proteinas de diferentes variedades de
trigo, cebada, centeno y avena (Hajas et al., 2018; Schalk et al.,, 2017), todavia no existe un
material de referencia certificado para el gluten. Debido a ello, uno de los puntos criticos en la
cuantificacién del contenido de gluten consiste en encontrar el patrén adecuado para cada tipo
de inmunoensayo (Rosell et al., 2014). Este estandar deberia de ser lo mas representativo
posible de las proteinas analizadas y uno de los materiales mas empleado hasta el momento
para este fin, es el patron de gliadina-PWG. Este patrén aislado de 28 variedades de trigo
frecuentemente cultivadas en Europa, a pesar de que fue ampliamente caracterizado (van
Eckert et al., 2006), no llegd a ser aprobado como un material de referencia de gliadina por el
Instituto de Materiales y Medidas de Referencia (IMMR) debido al elevado contenido en

gluteninas.

La Figura 3C (pag. 126) muestra los resultados obtenidos tras analizar las diluciones del
patron de gliadina-PWG, observandose nuevamente un mejor comportamiento a bajas
concentraciones del clon dAb8E (rango lineal 0,01-2,5 ug/mL de gliadina) en comparacién con
el dAb4B (rango lineal 2-10 pg/mL de gliadina). Siguiendo las directrices de la guia Eurachem
para la validacién de métodos analiticos, el LOD y LOQ se calcularon como la concentracién de
gliadina que mostr6 un valor de absorbancia igual al valor medio de absorbancia de diez
réplicas del blanco, mas tres y diez veces su desviacion estandar, respectivamente (Magnusson
y Ornemark, 2014). Una vez calculados de esta forma los LODs y LOQs a partir del analisis del
patrén de gliadina, se calculé el contenido de gluten al que corresponderian en un producto
comercial que hubiera sido sometido a un ELISA indirecto empleando sendos fago-anticuerpos

(Tabla 6). En base a estos resultados, se descarté seguir trabajando con el clon dAb4B, ya que
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el LOD alcanzado en los ELISAS con este fago-anticuerpo fue muy superior al limite maximo

establecido para certificar un producto como libre de gluten (20 mg/kg).

Dado que la técnica de ELISA no implica una separacién de las proteinas presentes en el
extracto alimentario analizado, es importante verificar que el método analitico no se encuentre
afectado por el resto de componentes de la matriz alimentaria (Koerner et al., 2013; Oldfield,
2014). Ademas, se ha demostrado que ciertos ingredientes con altas cantidades de taninos y
polifenoles (cacao, café, trigo sarraceno, mijo, especias, etc.), pueden interferir en el proceso de
extraccion del gluten, por lo que en este tipo de muestras se recomienda el uso de aditivos
como la leche desnatada o la gelatina de pescado y la polivinilpirrolidona para facilitar la
extraccién del gluten (Besler, 2001; Mena et al, 2012). En este trabajo, la idoneidad del
inmunoensayo basado en el fago-anticuerpo dAb8E para detectar bajas concentraciones de
gluten en una matriz alimentaria, se evalué mediante el analisis de mezclas binarias de harina
de arroz con diferentes concentraciones (0,1-100 mg/g) de un homogeneizado de las especies
diana (trigo, cebada y centeno, WBRm). Como ya se ha comentado previamente, teniendo en
cuenta el contenido promedio de gluten en estos cereales, se puede estimar que la
concentraciéon de gluten en estas mezclas estaria en el intervalo de 10-10 000 mg/kg
(asumiendo que las proteinas del gluten suponen un 10 % en peso del cereal). La Figura 4A
(pag. 127) muestra los resultados del ajuste a una curva sigmoidea de cuatro parametros de
los valores de absorbancia generados frente al logaritmo de la concentracion de los cereales en
las mezclas binarias (coeficiente de correlacion rz=0,998). Teniendo en cuenta esta alternativa
al patrén de gliadina-PWG basada en mezclas experimentales enriquecidas para calcular el
contenido de gluten en las muestras, el LOD y LOQ alcanzados por el fago-anticuerpo dAb8E
fue de 0,15 y 0,50 mg/g de la mezcla de cereales WBRm, lo que equivale a una concentracién
tedrica de gluten de 15 y 50 mg/kg, respectivamente. Como puede observarse comparando
estos resultados con los datos de la Tabla 6, los limites obtenidos mediante ambas

aproximaciones resultaron muy similares.

Los tratamientos térmicos aplicados durante el procesado del alimento parecen no alterar
la capacidad de las prolaminas para desencadenar una respuesta inmune (Rumbo et al.,, 2001).
Sin embargo, los cambios producidos en el alimento pueden afectar a la detectabilidad de las
proteinas mediante técnicas inmunolégicas, dado que pueden modificar los epitopos
reconocidos por los anticuerpos (Sathe et al, 2005; van Hengel, 2007). Para evaluar la
influencia del procesado en la capacidad de deteccion del fago-anticuerpo dAb8E, se someti

el homogeneizado de cereales WBRm a dos tratamientos térmicos diferentes, uno mas suave a
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160 °C durante 13 min, y otro mas intenso a 200 °C durante 20 min. La comparaci6n de los
resultados obtenidos puso de manifiesto como, a medida que aumentaba la intensidad del
tratamiento térmico aplicado para una misma cantidad de proteina analizada, la sensibilidad
alcanzada fue mayor (Figura 4B pag. 127). Este aumento de sensibilidad en el andlisis de
muestras procesadas, puede atribuirse a que las condiciones del tratamiento produzcan
determinadas modificaciones estructurales que exponen en mayor medida los epitopos y
favorecen su reconocimiento por el anticuerpo (de la Cruz et al., 2013a). Ademas, este hecho
podria sugerir que la seleccion realizada frente a un péptido concreto haya favorecido la
obtencién de un fago-anticuerpo que reconozca un epitopo lineal (secuencia continuada de
aminodacidos), en lugar de epitopos conformacionales que requieren de una determinada
estructura tridimensional para ser reconocidos y por lo tanto, el procesado del alimento puede

comprometer su deteccion (Rowley et al., 2004; van Hengel, 2007).

Tabla 6. Comparacién de los limites de deteccién (LOD) y limites de cuantificacién (LOQ) obtenidos en el
andlisis del patrén de gliadina-PWG con los fago-anticuerpos dAb8E y dAb4B mediante la técnica de ELISA
indirecto. Se muestran también los niveles de gluten a los que corresponderian dichos limites en un
producto comercial analizado mediante estos fago-anticuerpos.

Fago-anticuerpo LOD gliadina LOQ gliadina LOD gluten LOQ gluten
dAbSE 0,01 ug/mL 0,025 pg/mL 20 mg/kg 50 mg/kg
dAb4B 0,22 pg/mL 0,5 pg/mL 440 mg/kg 1000 mg/kg

No obstante, cabe mencionar que los tratamientos térmicos aplicados afectaron a la
capacidad del método de extraccion para solubilizar las prolaminas de los cereales,
disminuyendo el contenido proteico de los extractos a medida que aumentaba la intensidad del
procesado. Este hecho se debe a que, mayoritariamente en los subgrupos de prolaminas que
contienen altas cantidades de azufre, el calentamiento produce la reorganizacién de los enlaces
disulfuro, pasando de ser puentes intramoleculares a intermoleculares, lo que produce la
formacidn de grandes agregados de menor solubilidad que llevarian a subestimar el contenido
real de gluten (Bugyi et al, 2013; Kanerva, 2011; Rumbo et al., 2001). Usando agentes
reductores, se puede mejorar la extraccion de este tipo de agregados, sin embargo, hay otras
interacciones formadas durante el procesado que no se pueden revertir, como la creacion de
enlaces isopeptidicos (Rombouts et al, 2010). Por lo tanto, debido a la gran diversidad de

matrices y tratamientos de procesado a los que puede someterse un producto alimenticio, la
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cuantificacién precisa del contenido de gluten en una muestra determinada requeriria una

curva estandar basada en una matriz alimentaria lo mas similar posible al producto analizado.

IV.3.3. Aplicacion del inmunoensayo desarrollado para la deteccion de gluten en

productos comerciales

Una vez demostrada la eficacia de la técnica de ELISA indirecto basada en el fago-anticuerpo
dADbS8E para el andlisis de las mezclas experimentales de cereales con gluten en harina de arroz,
se evalud su aplicabilidad mediante el analisis de un total de 50 productos comerciales. Para
validar los resultados obtenidos, todas las muestras se analizaron en paralelo con el
inmunoensayo oficial para la determinacién de gluten en alimentos basado en el anticuerpo

monoclonal R5 (RIDASCREEN® Gliadin, ELISA sandwich).

Para correlacionar las intensidades de absorbancias generadas en el ELISA indirecto con los
niveles de gluten en las muestras, se opt6 por emplear la regresion lineal obtenida con el patrén
de gliadina-PWG (Figura 4C pag. 127), en lugar de la curva proporcionada por las mezclas
experimentales. Esta decision estuvo principalmente motivada por el hecho de que los
patrones suministrados en el inmunoensayo comercial para obtener la curva de calibracion,
también empleaban dicho material de referencia, por lo que se evitaria la introduccién de un
mayor ndimero de variables diferentes durante la comparacidn de los resultados. Dado que
para proporcionar una correcta cuantificaciéon del contenido de gluten se requeriria de un
extenso trabajo adicional de caracterizacion de las dianas moleculares reconocidas por el
fago-anticuerpo, en esta primera aproximacidn se ha realizado la clasificacion de las muestras
entre positivas y negativas en funcidn del LOD alcanzado por ambos inmunoensayos. En este
sentido, cabe mencionar que el LOD proporcionado por el fago-anticuerpo (20 mg/kg) fue

superior al indicado por el fabricante para el ELISA comercial (2,5 mg/kg).

La Tabla 2 (pag. 123) recoge los resultados obtenidos del estudio comparativo de ambos
inmunoensayos para la deteccién de gluten en alimentos. Como puede observarse, se
obtuvieron resultados coincidentes entre ambos métodos para todos los productos que
declaran alguno o varios de los cereales diana como ingrediente y para los que declaraban
contener trazas de gluten. Estos resultados pusieron de manifiesto la capacidad del ELISA
indirecto basado en el clon dAb8E para detectar la presencia de gluten en diferentes tipos de
matrices alimentarias y de productos procesados (chocolates, cereales de desayuno, panes,
productos carnicos, comidas precocinadas, etc.). El andlisis de 17 productos comerciales que

no indicaban ninguno de los cereales con gluten como ingrediente, produjo resultados
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positivos en 12 de las muestras con el fago-anticuerpo dAb8E, mientras que todas resultaron
positivas al emplear el anticuerpo R5. Este alto nivel de incumplimiento se debe a que dentro
de esta categoria se incluyeron productos a base de avena que no indicaban explicitamente la
presencia de gluten, lo que pone de manifiesto que este tipo de productos se encuentran
frecuentemente contaminados con niveles de gluten que podrian suponer un riesgo para los
consumidores sensibles. De los 15 productos analizados con certificacién libre de gluten, el
ELISA indirecto produjo resultados positivos para dos de las muestras. La presencia de gluten
en estas muestras se confirmo6 mediante el ELISA sdndwich del R5, sin embargo, mediante este
método se obtuvieron resultados positivos en una muestra adicional. Estos tltimos resultados
pusieron de manifiesto las diferencias de sensibilidad encontradas entre ambos métodos, dado
que los niveles de gluten cuantificados por el ELISA comercial para las seis muestras negativas
en el ensayo basado en el fago-anticuerpo dAb8E resultaron muy cercanos o inferiores al LOD

alcanzado (valores de concentracion de gluten entre 10,0 y 25,3 mg/kg).

Varios autores han desarrollado técnicas inmunoenzimaticas para la deteccién de gluten en
alimentos haciendo uso de anticuerpos obtenidos frente a fragmentos inmunogénicos de las
secuencias de las prolaminas y no de las proteinas purificadas (como es el caso de los
anticuerpos monoclonales Skerrit y R5). Por ejemplo, mediante inmunizacién de ratones con
el péptido 19-mer (LGQQQPFPPQQPYPQPQPF) de la A-gliadina, Ellis et al. (1998) obtuvieron
el anticuerpo monoclonal PN3 que reconoce al epitopo QQQPFP. Aplicando un ELISA tipo
sandwich que empleaba un anticuerpo policlonal frente a las gliadinas como anticuerpo de
captura y el PN3 como anticuerpo de deteccion, consiguieron detectar hasta 4 ng/mL de
gliadina, 500 ng/mL de secalinas y 1000 ng/mL de hordeinas y aveninas. Posteriormente,
Bermudo-Redondo et al. (2005) desarrollaron un ensayo competitivo basado en este mismo
anticuerpo monoclonal con el fin de acortar el tiempo necesario para completar el analisis, que
alcanzé LODs de 0,128 ng/mL de gliadina, 0,201 ng/mL de secalinas, 0,261 ng/mL de
hordeinas y 0,296 ng/mL de aveninas. Uno de los péptidos mas estudiados por estar
estrechamente implicado con el desarrollo de la enfermedad celiaca, es el 33-mer
(LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQ PQPF) (Shan et al., 2002). Empleando esta secuencia,
Moroén y colaboradores obtuvieron los anticuerpos monoclonales G12 y A1 que reconocen
respectivamente los epitopos QPQLPY y QLPYPQP (Moroén et al.,, 2008a; 2008b). Aunque el
anticuerpo G12 presentd una mejor afinidad por el péptido 33-mer, la sensibilidad obtenida
con el anticuerpo Al fue superior, probablemente debido a que las secuencias de las
prolaminas contienen un mayor nimero de repeticiones del epitopo que reconoce. Ambos

anticuerpos reconocieron las prolaminas de trigo, cebada, centeno y, en menor medida, avena.
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El ELISA competitivo que emplea el anticuerpo monoclonal A1 demostré la capacidad de
detectar concentraciones de gluten de hasta 0,33 mg/kg en productos alimentarios (Mordn et
al., 2008b). A dia de hoy, la casa comercial Romer Labs® (Reino Unido) comercializa tiras
inmunocromatograficas (AgraStrip® Gluten G12) y un ELISA tipo sandwich que presenta un
LOD de 4 mg/kg (AgraQuant® ELISA Gluten G12) para el andlisis de gluten basados en el
anticuerpo G12. En la bibliografia consultada aparecen otros trabajos donde se describe la
obtencién de anticuerpos monoclonales mediante la inmunizacién de ratones con fragmentos
de prolaminas, como el publicado por Spaenij-Dekking et al. (2004), que emplearon para ello
un total de ocho péptidos diferentes presentes en la a2/9-gliadina y y1-gliadina. Aunque los
autores obtuvieron varios anticuerpos frente a epitopos de las prolaminas estimuladores de
células-T, solo uno de ellos, cominmente conocido como a-20, se ha utilizado para desarrollar
un método de ELISA para la deteccién de a-gliadinas y secuencias homologas de las prolaminas
de cebada y centeno. Este método se comercializa por Europroxima (Paises Bajos) bajo el
nombre de Gluten-Tec® ELISA, y dado que reconoce solo estas fracciones de las prolaminas, el
limite de cuantificacién se expresa como 3,6 mg/kg de a-gliadina, por lo que no es facil

correlacionar los resultados con la cantidad de gluten presente en las muestras.

Todos estos trabajos, se centraron en el uso de la tecnologia de hibridomas para producir
anticuerpos monoclonales obtenidos a partir de linfocitos del bazo de ratones inmunizados con
secuencias peptidicas de las prolaminas con demostrada capacidad antigénica. Hasta la fecha,
son muy escasos los trabajos que hacen uso de fragmentos de anticuerpos recombinantes para
la determinacién de gluten en alimentos. Dofia et al. (2010) construyeron una genoteca de
fago-anticuerpos a partir del dominio variable de la cadena pesada (VHH) de llamas
inmunizadas con el patrén de gliadina comercializado por Sigma (EEUU). Gracias a la elevada
estabilidad de los dAbs en presencia de etanol y agentes desnaturalizantes, los fragmentos de
anticuerpos seleccionados por estos autores mediante la tecnologia de phage display
demostraron la capacidad de detectar la presencia de hasta 0,24 mg/kg de gliadina. Sin
embargo, no fueron capaces de reconocer otras prolaminas presentes en cebada y centeno
también implicadas en la enfermedad celiaca y no se incluy6 la avena en los estudios de
especificidad, descartando exclusivamente la reactividad cruzada con soja, arroz y maiz.
Recientemente, Stadlmann et al. (2015) describieron la obtencién de fragmentos variables de
cadena sencilla (scFv, single chain variable fragment) a partir de la inmunizacién de gallinas
ponedoras con un preparado de gliadina digerido con pepsina y tripsina. Tras sacrificar a los
animales, se aislaron los linfocitos para obtener el material genético (ADNc) que permitiera
clonar en el vector de expresion pET28a(+) las cadenas Vi y Vi. que conforman un scFv. Los

autores analizaron los scFv expresados por varios clones de E. coli transformados con la
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genoteca producida, demostrando que el fragmento de scFv seleccionado fue capaz de
reconocer diferentes variedades de trigo con afinidades muy similares en el rango nanomolar.
Sin embargo, la afinidad por el centeno result6 inferior a la obtenida frente al trigo y el scFv no
logré detectar los extractos de cebada, maiz, arroz y amaranto. Nuevamente, en este trabajo la

avena tampoco se incluy6 en los ensayos de especificidad.

Comparando los resultados obtenidos en esta parte de trabajo de investigaciéon con los
antecedentes bibliograficos expuestos, podemos concluir que, aunque el ELISA indirecto
basado en el fago-anticuerpo dAb8E ha demostrado poseer la especificidad necesaria para
permitir la identificacion inequivoca de gluten procedente de trigo, cebada y centeno
simultdneamente, el LOD alcanzado por el método (20 mg/kg de gluten), fue superior a los
LODs obtenidos en otros trabajos o en inmunoensayos comerciales. Sin embargo, es
importante resaltar que la estrategia propuesta para la produccidn heterdloga de dAbs frente
al gluten no requiere el uso de animales de experimentacidn, si no que se fundamenta en el
enriquecimiento mediante phage display de una genoteca comercial no inmune de fragmentos
de anticuerpos producidos sintéticamente. En este sentido, la produccién de anticuerpos
recombinantes mediante esta metodologia se adhiere estrictamente a las recomendaciones de
la Directiva 2010/63/UE (transpuesta a la legislacion espafiola en el Real Decreto 53/2013)
relativa a la proteccién de los animales utilizados para fines cientificos. Estas normativas
establecen como principio general la implementacion del “principio de las tres erres”,
propuesto por Russel y Burch en 1959, que hace referencia al desarrollo de alternativas de
reemplazo, reduccion y refinamiento de los procedimientos experimentales llevados a cabo

con animales vivos.

Por el contrario, el resto de trabajos bibliograficos citados describen la generacion de
anticuerpos a partir de la inmunizaciéon de animales vivos. En este caso, cuando se activa el
sistema inmune de estos organismos tiene lugar un proceso de maduracién de la afinidad
mediante hipermutacién somatica y seleccidn de linfocitos con receptores de mayor afinidad.
De esta forma, se obtienen de manera natural variantes de anticuerpos con capacidad de union
al antigeno. Por tanto, no es de extrafiar que la menor sensibilidad alcanzada en el
inmunoensayo con los fago-anticuerpos dAb8E y dAb4B sea consecuencia de haber
reemplazado el uso de animales de experimentacion por genotecas sintéticas. En este sentido,
gracias a que se conocen las secuencias nucleotidicas de los anticuerpos obtenidos mediante
técnicas recombinantes, se puede mejorar la afinidad de los fragmentos de anticuerpos
seleccionados mediante estrategias de maduracidn in vitro. De esta forma, a partir de los clones

obtenidos en este trabajo, existen diferentes alternativas para generar librerias de segunda
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generacién para introducir variabilidad genética como técnicas de mutagénesis al azar
(error-prone PCR) o dirigida, o mediante el intercambio de las regiones de las CDRs. La
selecciéon mediante biopanning de fragmentos de anticuerpos de la libreria resultante,
frecuentemente produce clones con una mayor afinidad (Hoogenboom, 2005; Kobayashi y
Oyama, 2011; Pande et al., 2010; Teixeira y Gonzalez-Pajuelo, 2018; Yuan et al.,, 2006). Ademas,
dado que los dAbs presentan un menor numero de CDRs en comparacién con una
inmunoglobulina completa, también se puede incrementar su afinidad por la molécula diana
produciendo estructuras que imiten a la molécula de IgG, como la fusién de varios anticuerpos
de dominio Unico entre si o empleando una regién Fc que aporte mayor estabilidad a la
estructura (Bannas et al., 2017; Gonzalez-Sapienza et al., 2017; Hassanzadeh-Ghassabeh et al.,

2013).

Dentro de los posibles tratamientos para la enfermedad celiaca, se estd investigando en la
posibilidad de producir pequeias variaciones en las secuencias de aminoacidos para cultivar
variedades trigo con un contenido reducido en epitopos inmunogénicos (Gil-Humanes et al.,
2014; Jouanin et al, 2018; Shewry y Tatham, 2016). En este contexto, algunos autores
proponen desarrollar inmunoensayos con capacidad de cuantificar la presencia de epitopos
inmunogénicos presentes en el alimento y no inicamente el contenido total de gluten. De esta
manera, se proporcionaria a los consumidores un etiquetado mas preciso con relacién al
potencial nocivo del gluten presente en los alimentos, y se podria ampliar el acceso a una nueva
clase de productos alimenticios seguros para los pacientes celiacos. Ademas, seria interesante
poder actualizar los métodos de deteccion en funciéon del avance de los conocimientos
cientificos sobre nuevos epitopos relevantes de las prolaminas para los cuales no se disponga
de anticuerpos especificos (Bruins-Slot et al., 2016; Rockendorf et al., 2017). En este sentido,
es necesario seguir trabajando en el desarrollo de nuevas tecnologias sencillas, rapidas y
econdmicas para la obtencion de anticuerpos frente a epitopos inmunogénicos del gluten que
presenten una adecuada sensibilidad y especificidad para proporcionar resultados

consistentes sobre el contenido de gluten en alimentos.

Con este trabajo, se ha conseguido demostrar que es factible obtener fragmentos de
anticuerpos especificos frente al gluten a partir de una genoteca sintética, empleando para el
proceso de seleccion un péptido sintético formado por repeticiones de aminoacidos presentes
en las regiones mas inmunogénicas de las prolaminas. Por lo tanto, la metodologia propuesta
en este trabajo supone una alternativa sencilla y rapida para la produccion heterdloga de
fragmentos de anticuerpos especificos frente al gluten que no requiere del uso de animales de

experimentacion. Ademas, los fago-anticuerpos obtenidos se aplicaron exitosamente en
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técnicas inmunoenzimaticas para la deteccién de gluten en alimentos. Sin embargo, seria
necesario mejorar la aplicabilidad de los anticuerpos obtenidos mediante técnicas de
ingenieria genética para producir la maduracidn in vitro de su afinidad o incluir modificaciones

funcionales que permitieran reducir los limites de deteccién alcanzados.

IV.4. OBTENCION DE VECTORES DE EXPRESION PARA LA PRODUCCION EN LA
LEVADURA METILOTROFICA Pichia pastoris DE ANTICUERPOS RECOMBINANTES
(dAb) FRENTE AL GLUTEN CON PROPIEDADES LUMINISCENTES

Los sistemas de expresion procariotas, especialmente Escherichia coli, son uno de los
métodos mas empleados para la produccién de fragmentos de anticuerpos recombinantes
(Gupta y Shukla, 2017). Sin embargo, estos sistemas presentan algunas limitaciones como su
incapacidad para generar modificaciones post-traduccionales, el bajo rendimiento para
producir ciertas proteinas eucariotas, la posibilidad de contaminaciéon de la proteina
recombinante con endotoxinas bacterianas o su acumulacién como cuerpos de inclusion.
Ademas, el ambiente reductor del citoplasma bacteriano impide la formaciéon de puentes
disulfuro necesarios para que se produzca el correcto plegamiento de las cadenas ligeras y
pesadas de las inmunoglobulinas (Baral y Arbabi-Ghahroudi, 2012; Liu y May, 2012). Si bien
este hecho puede solventarse expresando los anticuerpos fusionados a un péptido lider que
dirija la expresiéon de las proteinas al espacio peripldsmico, donde el ambiente es mas
oxidativo, frecuentemente se recurre al empleo de sistemas de expresion eucariotas que

mejoren la produccién del anticuerpo recombinante.

Multitud de sistemas eucariotas se han empleado con éxito para la producciéon de
anticuerpos de dominio Unico, como por ejemplo levaduras, hongos filamentosos, plantas
transgénicas o células de mamifero e insecto (Agrawal et al., 2012; Bazl et al., 2007; de Buck et
al, 2012; de Marco, 2015; Joosten et al., 2003; Liu et al., 2018). La levadura metilotrofica Pichia
pastoris (Komagataella phaffi) posee la habilidad de utilizar metanol como unica fuente de
carbono y energia, y es por tanto ampliamente utilizada gracias a la disponibilidad del
promotor de la enzima alcohol oxidasa (AOX), que es uno de los mas fuertemente inducibles y
regulables por la presencia de metanol en el medio (Serrano-Rivero et al., 2016). Esta levadura
presenta la ventaja de que puede realizar modificaciones post-traduccionales (glicosilacion,
formacidn de puentes disulfuro o procesamiento proteolitico), pero mantiene a la vez algunos
beneficios de los sistemas procariotas como facilidad de manipulacién genética, rapido
crecimiento celular, procesos de fermentacidn escalables y bajo coste de produccion (Daly y

Hearn, 2005; Nylen y Chen, 2018). Ademas, P. pastoris puede expresar las proteinas
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recombinantes en el medio intracelular o secretarlas al medio de cultivo, lo que facilita las
etapas posteriores de purificaciéon gracias a que secreta bajas cantidades de proteinas
enddgenas. Otra de las caracteristicas que hacen de esta levadura un organismo ideal para la
expresion de proteinas recombinantes es que puede integrar multiples copias de ADN externo
en su genoma, produciendo transformantes estables. Por otro lado, como posibles
inconvenientes en el empleo de P. pastoris, cabe citar que no sintetiza chaperonas (implicadas
en el plegamiento de ciertas proteinas), y que puede producir la hiperglicosilaciéon de la

proteina (Damasceno et al,, 2012; de la Cruz, 2017).

Teniendo en cuenta las consideraciones anteriormente expuestas, el iltimo objetivo de esta
Tesis Doctoral consistié en la obtencién de vectores de expresién para producir anticuerpos
de dominio tnico (dAbs) fusionados genéticamente a proteinas con propiedades luminiscentes
en la levadura P. pastoris. Esta medida tiene como finalidad mejorar la funcionalidad de los
dAbs obtenidos en el Capitulo I11.4 (pag. 103) para la deteccion de gluten en alimentos, ya que
demostraron una aplicabilidad limitada cuando se emplearon en la técnica de ELISA

fusionados a la proteina plllI del fago filamentoso M13 (Morino et al., 2001).

En este sentido, algunos autores han demostrado mejoras en los limites de deteccion de los
ELISA convencionales al emplear anticuerpos marcados con moléculas y proteinas
fluorescentes en los ensayos denominados FLISA (Fluorescence-Linked ImmunoSorbent Assay)
(Sakamoto et al, 2011; Yang et al, 2014). Ademas, la disponibilidad de la secuencia
nucleotidica de los anticuerpos permite incluir grupos funcionales a través de su fusién
genética con proteinas marcadoras u otras moléculas como biotina con una estequiometria
definida y en posiciones especificas. Esta estrategia supone una gran ventaja frente a los
métodos de conjugacién quimica, ya que estos ultimos pueden modificar el sitio de
reconocimiento del epitopo y no permiten producir reactivos uniformes utilizables con fines
cuantitativos por la dificultad de controlar el niimero de moléculas incorporadas (Kusharyoto

etal,2018).

Algunas de las proteinas marcadoras mas empleadas son las luciferasas, enzimas que tienen
la propiedad de generar luz durante la reaccién de oxidacidn del sustrato. Dos de las luciferasas
mejor caracterizadas son las denominadas Firefly y Renilla, enzimas intracelulares que
emplean como sustrato la luciferina y la coelenteracina, respectivamente (Liu et al,, 1997; Sherf
et al, 1996; Venisnik et al., 2007; Verma et al., 2014). Dentro del grupo de las luciferasas que
son secretadas de forma natural se encuentra Gaussia princeps, que fue aislada de las glandulas

de una subclase de crustaceos marinos de pequefio tamafio. Este tipo de luciferasas han sido

202



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

ampliamente estudiadas dado que permiten detectar su presencia en el medio de cultivo sin
necesidad de lisar las células (Knappskog et al., 2007; Thompson et al., 1989; Venisnik et al.,
2007; Verhaegent y Christopoulos, 2002). Recientemente, la casa comercial Invivogen (San
Diego, CA, EEUU) ha producido una luciferasa sintética, exitosamente secretada por células
mamiferas, que exhibe una mayor intensidad de luminiscencia en comparaciéon con las

luciferasas naturales (Invivogen, 2012).

Otro grupo de proteinas ampliamente utilizado para producir anticuerpos marcados son las
proteinas con propiedades fluorescentes ya que presentan la ventaja de que no necesitan el
uso de cofactores o sustratos para generar luz (Scott et al, 2018). La primera proteina
fluorescente aislada fue la GFP (green fluorescent protein). Sin embargo, el posterior
descubrimiento de proteinas fluorescentes que emiten luz a longitudes de onda diferentes de
la GFP ha permitido desarrollar ensayos con capacidad de monitorizar varios eventos a la vez
(Rodrigues et al, 2001). Las proteinas rojas fluorescentes (RFP) surgieron con el
descubrimiento de la proteina DsRed y, debido a que tiende a formar tetrameros, se ha
trabajado en el desarrollo de proteinas monoméricas derivadas de DsRed con propiedades
mejoradas (Figura 16) (Bevis y Glick, 2002; Shaner et al., 2008; Shrestha y Deo, 2006; Strack
etal.,, 2008).

Entre la extensa variedad de proteinas marcadoras que exhiben propiedades luminiscentes,
en este trabajo de investigacion se seleccionaron la luciferasa sintética Lucia y las proteinas
rojas fluorescentes denominadas DsRed-Express2 y mCherry, para obtener proteinas

quiméricas de los anticuerpos frente al gluten dAb8E y dAb4B (Figura 16).

Para llevar a cabo este ultimo objetivo, se emple6 un plasmido aceptor derivado del vector
pPICzaB, utilizado para producir proteinas recombinantes expresadas en el medio extracelular
de P. pastoris ya que contiene la sefial pre-pro del factor alfa de S. cerevisiae, que dirige la
expresion de la proteina hacia la ruta secretora de la levadura (Lin-Cereghino et al., 2013).
Ademas, este vector incorpora un epitopo c-myc y una cola de polihistidina en el extremo
C-terminal de la proteina que facilitan el proceso de purificacion y la determinacién de su nivel
de expresion. Los principales elementos reguladores del pldsmido seleccionado (promotor
AOX y péptido pre-pro del factor alfa) han demostrado una alta eficiencia para la secrecion de
proteinas fluorescentes, tal y como demostraron Obst et al. (2017) tras la comparacion de los
niveles de secrecién de 124 construcciones diferentes que expresaban las proteinas RFP y

YEGFP.
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Figura 16. Familia de proteinas fluorescentes derivadas de DsRed. Los circulos muestran el color de longitud de onda de excitacién/emisién de la proteina. Las dos

proteinas seleccionadas en este trabajo de investigacién estdn resaltadas (adaptado de la base de datos FPbase, www.fpbase.org).
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En primer lugar, se clonaron las secuencias codificantes de los fragmentos de anticuerpo
dAbS8E y dAb4B a partir de la informacién genética contenida en el fagémido pR2 de ambos
clones. Los nuevos plasmidos generados se transformaron en células competentes de
P. pastoris y se seleccionaron clones individuales para verificar mediante dot blot que fueran
productores de los dAbs solubles. Como puede observarse en la Figura 3A (pag. 149), los
sobrenadantes obtenidos de la induccién a pequefia escala de 5 clones de cada transformacién
mostraron una coloracién intensa al revelar la membrana con un anticuerpo anti-c-myc.
Ademas, se confirm6 mediante Western blot que la proteina reconocida por este anticuerpo
tenia un peso molecular préximo al tamafio esperado para un dAb (15 kDa) Figura 3B
(pag. 149). Por tanto, estos resultados indicaron que P. pastoris fue capaz de secretar

eficazmente los fragmentos de anticuerpo solubles.

Con el fin mejorar la aplicabilidad de los dAbs seleccionados, se construyeron seis plasmidos
adicionales para fusionar los anticuerpos a las proteinas marcadoras Lucia, DsRed-Express2 y
mCherry en su extremo C-terminal. Cuando se producen proteinas de fusiéon es necesario
incluir un espaciador o linker de composicién y longitud adecuadas para favorecer el
plegamiento independiente de cada una de las partes. En este trabajo se selecciond el
espaciador (GlysSer); dado que otros autores lo han empleado con éxito para obtener
construcciones similares (Huang y Shusta, 2006; Kusharyoto et al.,, 2018; Sakamoto et al.,
2011). La secuenciacidn de los vectores obtenidos en este trabajo permitié comprobar la
correcta orientacién de los insertos y el mantenimiento del marco de lectura. La Tabla 2
(pag. 146) recoge los vectores de expresion construidos y la Figura 2 (pag. 148) ilustra su

composicidn y las secuencias aminoacidicas de las proteinas que codifican.

Un total de 24 clones de cada una de las transformaciones quiméricas dAb-Lucia se
indujeron a pequefia escala y los sobrenadantes se analizaron mediante la adicion de
QUANTI-Luc™, un reactivo optimizado para detectar en el medio la presencia de la luciferasa
Lucia y otras enzimas similares que usen la coelenteracina como sustrato. Por tanto, la
intensidad de luz emitida sera directamente proporcional al nivel de expresion de la proteina
recombinante. Los valores de luminiscencia registrados en los sobrenadantes de estos clones
mostraron intensidades muy superiores en comparacién con los sobrenadantes de clones
transformados con las proteinas de la familia RFP (Figura 4A pag. 150). Por tanto, los
resultados demostraron que P. pastoris fue capaz de secretar proteinas con actividad
luciferasa, aunque seria necesario realizar un estudio mas amplio para comprobar la identidad
completa de la proteina recombinante y evaluar si el anticuerpo mantiene la capacidad de

reconocimiento del antigeno.
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De forma andloga, se evaluaron los sobrenadantes de los clones transformados con las dos
proteinas rojas fluorescentes seleccionadas. Cabe mencionar que en este caso, durante el
segundo y tercer dia de induccién con metanol se observé visualmente un cambio de color
hacia tonalidades rojizas en las células y sobrenadantes de algunos de los clones. La
comparacién de los niveles de fluorescencia entre el medio de cultivo y los sobrenadantes
centrifugados (sin células), puso de manifiesto que los dAbs fusionados a la proteina mCherry
parecian secretarse correctamente al medio de cultivo de P. pastoris. Sin embargo, el nivel de
secrecion de las quimeras dAb-DsRedExpress2 fue significativamente menor, dado que los
valores de fluorescencia registrados en los sobrenadantes de estos clones fueron

practicamente indetectables (Figura 4B-D pag. 150).

En este sentido, se ha descrito que la secrecién de proteinas heterélogas en P. pastoris puede
conducir a la acumulacién de la proteina recombinante en el interior celular a pesar de ir
precedida de un péptido lider como la sefial pre-pro del factor alfa. En este caso, la proteina
expresada suele quedarse retenida en el reticulo endoplasmico o en el aparato de Golgi,
organulos celulares implicados en la ruta de secrecién de la levadura, originando el efecto
conocido como “cuello de botella” que disminuye enormemente la produccién extracelular de

la proteina (Figura 17) (Lin-Cereghino et al.,, 2013; Obst et al., 2017).

Pichia pastoris
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Figura 17. La levadura Pichia pastoris puede expresar proteinas recombinantes de manera intracelular o
extracelular. La ruta de secrecién involucra el paso de las proteinas por diferentes orgdnulos celulares,
como el reticulo endopldsmico y el aparato de Golgi, lo que ofrece la posibilidad de obtener proteinas con
modificaciones post-traduccionales pero también puede dar lugar al efecto de “cuello de botella” que
bloquea la ruta de secrecion.
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La induccién de volimenes mdas grandes de un clon de P. pastoris transformado con la
proteina de fusiéon dAb8E-mCherry permitié purificar mediante una columna de afinidad de
niquel cantidades de proteina suficientes para realizar una mejor caracterizacién de esta
proteina. La separacion electroforética de las fracciones obtenidas tras la purificaciéon y su
posterior andlisis por Western blot, evidenci6 la presencia de una banda proteica del tamafo
esperado (aproximadamente 41,6 kDa) satisfactoriamente reconocida por el anticuerpo
anti-HisTag (Figura 5A pag. 151). Ademas, la solucién resultante de unificar y dializar las
diferentes fracciones, mostré un intenso color morado sin formacién aparente de agregados
insolubles. El andlisis mediante espectrometria de masas MALDI-TOF/TOF de la banda del gel
de poliacrilamida confirmé la identidad de la proteina quimérica, ya que los péptidos
reconocidos pertenecieron tanto al dAb8E (incluyendo la secuencia del CDR2) como a la
mCherry, cubriendo en conjunto un 30 % de la secuencia proteica (Figura 5B-C pag. 151). Para
evaluar el rendimiento de la produccién, se cuantific6 la concentracién de proteina purificada
con un kit comercial basado en patrones de concentracion conocida de albimina sérica bovina
(BSA). Los 150 mL de sobrenadante obtenidos proporcionaron un total de 13 mg de proteina,
lo que supuso un rendimiento de 86 mg/L. Generalmente, P. pastoris es capaz de producir
grandes cantidades de proteina recombinante, llegando incluso al orden de g/L en algunos
estudios. Cabe mencionar que no se ha encontrado ningdn trabajo publicado que describa la
produccion de un fragmento de anticuerpo fusionado a la proteina mCherry empleando como
sistema de expresion la levadura P. pastoris. Tras la revisién bibliografica de trabajos similares
donde se describe el empleo de E. coli, S. cerevisiae o células de mamifero e insecto para la
produccion de fragmentos de anticuerpo fusionados a proteinas fluorescentes (Huang y
Shusta, 2006; Kusharyoto et al., 2018; Markiv et al.,, 2011; Peipp et al., 2004; Sakamoto et al.,
2010), se concluy6 que el rendimiento obtenido al emplear P. pastoris fue superior al declarado

en el resto de publicaciones.

Por ultimo, para evaluar la aplicabilidad del anticuerpo fluorescente dAb8E-mCherry para
el analisis de gluten en alimentos, se analizaron diluciones del patréon de gliadina-PWG. A pesar
de que en el formato de ELISA empleado no resulté posible basar la medida en el nivel de
fluorescencia generado por el anticuerpo, se consiguié alcanzar un LOD de 3 pg/mL de gliadina
cuando se reveld el inmunoensayo con el anticuerpo secundario anti-HisTag (Figura 5D
pag. 151). Estos resultados demostraron que P. pastoris fue capaz de producir dAbs fusionados
a la proteina fluorescente mCherry que mantienen la funcionalidad de ambas proteinas. Sin
embargo, con la plataforma de ELISA utilizada no se ha conseguido mejorar la sensibilidad
alcanzada en experimentos anteriores con el fago-anticuerpo dAb8E (LOD 0,01 pg/mL de

gliadina-PWG).
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Por tanto, es necesario seguir trabajando en esta linea de investigaciéon para mejorar los
anticuerpos ya obtenidos o seleccionar otros nuevos que presenten mayor afinidad hacia las
proteinas del gluten. En este sentido, seria interesante disponer de vectores de expresion
universales que pudieran incorporar fragmentos de anticuerpo obtenidos en experimentos
futuros del grupo de investigacion. Con el propésito de intercambiar la secuencia nucleotidica
del anticuerpo en el pldsmido que expresa la proteina dAb8E-mCherry (pMJA304) por otro
inserto diferente, seria necesario digerir el vector con las enzimas Pstl/Notl. No obstante, esta
estrategia no podria realizarse debido a que la secuencia que codifica para la proteina mCherry
presenta un sitio de restriccién Pstl interno. Por ello, se modific6 mediante mutagénesis
dirigida la identidad de uno de los nucleétidos de esta region para obtener el nuevo pldsmido
pMJA304m (Figura 6 pag. 152). De esta manera, el nuevo plasmido generado podria digerirse
con las enzimas Pstl/Notl para eliminar mediante electroforesis el inserto dAb8E y poder

clonar otras secuencias fusionadas a la proteina mCherry.

El empleo de los vectores de expresion generados en este trabajo de investigacion abre la
posibilidad al disefio de nuevas técnicas de analisis que permitan hacer uso de las propiedades
de los anticuerpos quiméricos fusionados a la luciferasa Lucia y a las proteinas rojas
fluorescentes mCherry y DsRed-Express2 para la deteccién de gluten en alimentos. Ademas, la
construccién de vectores similares en los que se intercambien estas proteinas fluorescentes
por otras con espectros de excitaciéon/emision diferentes, como las proteinas verdes (GFP,
EGFP o Sapphire), azules (BFP, mCerulean o mKalama) o amarillas (mBanana, mCitrine o
mVenus), daria lugar a una potente plataforma para generar una amplia gama de anticuerpos
fluorescentes que permitan el desarrollo de ensayos con capacidad de deteccion de multiples

dianas.
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Primera. La técnica de amplificacién dependiente de ligasa de multiples sondas (MLPA) ha
permitido la deteccion multiple y especifica de ADN procedente de diferentes especies
vegetales con potencial alergénico en los alimentos. El sistema MLPA de semillas disefiado en
la region espaciadora interna de la transcripcion (ITS) del ARN ribosémico permitié detectar
simultdneamente la presencia de girasol, amapola, lino, sésamo y soja con un limite de
detecciéon (LOD) de 10 mg/kg. Por otra parte, el sistema MLPA de cereales disefiado en la
region ITS de avena y cebada, y en los genes de la glutenina del trigo y la w-secalina de centeno,
identifico la presencia simultanea de hasta 50 mg/kg de estos cuatro cereales de declaracion

obligatoria en el etiquetado de alérgenos.

Segunda. El andlisis de una amplia variedad de productos comerciales mediante los dos
sistemas de MLPA desarrollados, y la posterior confirmacién de los resultados por PCR en
tiempo real, puso de manifiesto la presencia de alérgenos no declarados en mas de un 30 % de
las muestras analizadas, demostrando la aplicabilidad de esta novedosa metodologia para la

deteccién multiple de alérgenos alimentarios.

Tercera. La técnica de PCR en tiempo real con cebadores especificos y sonda Tagman
disefados en la regién ITS del ARN ribosémico de trigo, cebada y centeno ha permitido la
detecciéon conjunta de ADN procedente de las tres principales especies de cereales con gluten
en los alimentos con un LOD en el intervalo de 10-50 mg/kg, equivalente a una concentracion
tedrica de gluten de entre 1-5 mg/kg. El andlisis de una amplia muestra de productos
comerciales y la posterior validacion de los resultados con el inmunoensayo de ELISA basado
en el anticuerpo monoclonal R5, puso de manifiesto la capacidad de la técnica de PCR en tiempo
real para discriminar productos con alérgenos no declarados que podrian superar el limite

legal de 20 mg/kg de gluten, asi como para confirmar los alimentos libres de gluten.

Cuarta. Se han obtenido por primera vez sondas de afinidad especificas frente al gluten a partir
de una genoteca no inmune de anticuerpos de dominio tinico (dAbs). El fago-anticuerpo dAbSE,
se ha empleado con éxito en un método de ELISA indirecto para la deteccion especifica de
gluten procedente de trigo, cebada y centeno, alcanzandose un LOD de 20 mg/kg de gluten.
Esta estrategia de obtencion de anticuerpos es congruente con la normativa actual sobre
proteccion de animales de experimentacion, por lo que representa una interesante alternativa

al desarrollo de anticuerpos mediante métodos dependientes de inmunizacién in vivo.
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Quinta. Los vectores de expresion obtenidos para la produccién de anticuerpos de dominio
unico frente al gluten fusionados genéticamente a la luciferasa Lucia y a las proteinas rojas
fluorescentes mCherry y DsRed-Express2, han permitido evaluar el nivel de secreciéon de
dichas proteinas recombinantes, siendo este trabajo el primer estudio que describe la
produccion de este tipo de anticuerpos quiméricos empleando la levadura Pichia pastoris.
Estos anticuerpos abren la posibilidad al disefio de nuevas plataformas analiticas para la

determinacién de gluten en alimentos.

Sexta. Las metodologias analiticas desarrolladas en este trabajo de investigacion basadas en el
andlisis de ADN y de proteinas de especies alergénicas de origen vegetal, han demostrado ser
potentes herramientas que pueden emplearse para garantizar la trazabilidad de los productos
comercializados, detectar posibles fraudes alimentarios y verificar el cumplimiento de la
normativa de etiquetado de ingredientes alergénicos para proteger la salud de los

consumidores sensibles.
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First. The multiplex ligation-dependent probe amplification technique has enabled multiple
and specific detection of DNA from different plant species with allergenic potential in foods.
The seeds MLPA system, designed in the internal transcribed spacer (ITS) region from
ribosomal RNA, allowed simultaneous detection of sunflower, poppy, flaxseed, sesame and soy
with a limit of detection (LOD) of 10 mg/kg. On the other hand, the cereals MLPA system,
designed in oats and barley ITS region and in wheat glutenin and rye w-secalin genes, identified
the simultaneous presence of up to 50 mg/kg of these four cereals that must be declared in

allergen labelling.

Second. The analysis of a wide variety of commercial food products by means of the two MLPA
systems developed, and the subsequent confirmation of the results by real-time PCR, revealed
the presence of undeclared allergens in more than 30 % of the analysed samples, proving the

applicability of this novel methodology for multiple detection of food allergens.

Third. The real-time PCR technique with specific primers and Tagman probe designed in the
ribosomal RNA ITS region of wheat, barley and rye has allowed concurrent detection of DNA
from the three main gluten containing-cereal species in foods with a LOD in the range of
10-50 mg/kg, equivalent to a theoretical gluten concentration of 1-5 mg/kg. Analysis of a broad
selection of commercial food products and subsequent validation of the results by means of
the R5 monoclonal antibody-based ELISA revealed the ability of the real-time PCR technique
to discriminate products with undeclared allergens that could exceed the legislated limit of

20 mg/kg of gluten, as well as to confirm gluten-free foods.

Fourth. Gluten-specific affinity probes have been obtained for the first time from a naive
library of single-domain antibodies (dAbs). The phage-antibody dAb8E has been successfully
employed in an indirect ELISA method for the specific detection of gluten from wheat, barley
and rye, achieving a LOD of 20 mg/kg of gluten. This antibody production strategy is congruent
with current regulations on the protection of experimental animals and therefore represents

an interesting alternative to antibodies produced by using in vivo immunization methods.
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Fifth. The expression vectors obtained for the production of single domain antibodies against
gluten genetically fused to the Lucia luciferase and the red fluorescent proteins mCherry and
DsRed-Express2, have enabled to evaluate the secretion level of these recombinant proteins,
resulting in the first study describing the production of this class of chimeric antibodies using
the yeast Pichia pastoris. These antibodies open the possibility to design new analytical

platforms for gluten analysis in foods.

Sixth. The analytical methodologies developed in this work, based on the analysis of both DNA
and protein from allergenic plant species, have proven to be powerful tools which may be used
to guarantee traceability of marketed products, detect possible food frauds and verify

compliance with allergen labelling regulations to ensure protection of sensitive consumers.
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Incremento de la sensibilidad de los anticuerpos recombinantes obtenidos frente al

gluten mediante técnicas de maduracion in vitro de la afinidad

Como continuacion de la presente Tesis Doctoral, se propone mejorar la afinidad de los
anticuerpos seleccionados gracias a la ventaja que ofrece la tecnologia de anticuerpos
recombinantes de disponer de las secuencias que codifican para los dAbs obtenidos. Para este
propdsito, existen diferentes estrategias de ingenieria genética encaminadas principalmente a
la modificacion de las regiones determinantes de la complementariedad (CDRs) del anticuerpo,
como la mutagénesis al azar, la mutagénesis dirigida o el intercambio de CDRs completas. La
eleccion de una estrategia u otra, se basara en un estudio preliminar de la interaccién de los
dAbs con su molécula diana, para lo que se determinaran los epitopos reconocidos por los

anticuerpos y los residuos de las CDRs implicados en dicha unién.

Con este fin, se propone el empleo de las librerias de péptidos Ph.D.™-7 y Ph.D.T™M-12
comercializadas por New England Biolabs (Ipswich, MA, EEUU), que estdn basadas en
genotecas combinatoriales de heptapéptidos y dodecapéptidos aleatorios fusionados a la
proteina de recubrimiento menor plll del fago M13 mediante el espaciador Gly4Ser (Rami et
al.,, 2017). Mediante la realizacion de rondas de seleccion por afinidad de estas librerias frente
a los anticuerpos dAb8E y dAb4B, sera posible identificar los epitopos que reconocen a través
del analisis de las secuencias genomicas de los fagos recuperados en el proceso. Una vez
conocidos los epitopos, se analizaran las secuencias de las prolaminas y glutelinas disponibles
en las bases de datos para identificar las fracciones proteicas del gluten que podrian ser
reconocidas. Asimismo, se utilizaran técnicas de fraccionamiento cromatografico, Western blot,

ELISA y MALDI-TOF/TOF para confirmar los resultados tedricos obtenidos.

Para definir el mecanismo de acciéon de los anticuerpos e identificar su paratopo, sera
necesario disponer de su estructura tridimensional. En los tltimos afios se han desarrollado
varios servidores gratuitos para realizar el modelado molecular de anticuerpos in silico: Rosie
(http://rosie.graylab.jhu.edu/), Rosetta (www.rosettacommons.org), PiGS (http://circe.
med.uniromal.it/pigs/), etc. La Figura 18 muestra los modelos teéricos obtenidos con el
servidor Rosetta para los clones dAb8E y dAb4B, asi como para uno de los clones descartados
por generar reactividad cruzada con otras especies heterélogas (dAb1H). La comparacion
entre estos modelos permitira realizar hipétesis sobre el tipo de interacciones que se producen
entre el anticuerpo y el antigeno. Una vez que se disponga de la secuencia concreta del epitopo
reconocido, estos servidores también permitiran realizar estudios de docking o de

acoplamiento computacional del complejo antigeno-anticuerpo para predecir los residuos del
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anticuerpo implicados en la unién (Pedotti et al, 2011). Teniendo en cuenta los datos
obtenidos de estos modelos tedricos, se disefiaran estrategias para mejorar la afinidad de los
anticuerpos dAb8E y dAb4B con el fin de incrementar la sensibilidad de la técnica. Ademas,
conocer los epitopos y las fracciones proteicas del gluten reconocidos por los anticuerpos,
permitird aplicar factores de correccién mas apropiados para convertir los valores de

absorbancia generados en los inmunoensayos con el contenido de gluten de la muestra.

Obtencidn de anticuerpos recombinantes frente al gluten procedentes de una genoteca

construida a partir del suero de pacientes celiacos

Otra propuesta para obtener anticuerpos monoclonales con caracteristicas analiticas
mejoradas, consistird en seleccionar nuevos fragmentos de anticuerpos a partir de una
genoteca inmune de fago-anticuerpos en sustitucion de la genoteca sintética empleada en esta
Tesis Doctoral. Dado que no se dispone comercialmente de este tipo de librerias especificas, en
primer lugar se llevara a cabo la construccién de una genoteca de anticuerpos recombinantes
a partir de linfocitos de sangre periférica (PBLs) de pacientes celiacos (Frenzel et al.,, 2014).
Con este propdsito, nuestro grupo de investigacion ha contactado con profesionales del
Hospital Universitario Fundacion Jiménez Diaz para colaborar estrechamente en la
consecucion de este objetivo. En primer lugar, se identificaran los donantes apropiados para
este estudio mediante andlisis serologicos y genéticos. Se seleccionaran un total de 2 o 3
individuos de cada uno de los siguientes grupos: pacientes celiacos diagnosticados (grupo CD)
y pacientes celiacos que no han experimentado mejoras tras llevar una dieta libre de gluten
(grupo GF-CD), es decir, individuos que presentan enfermedad celiaca refractaria (Al-Bawardy
et al, 2017; Vivas y Ruiz, 2008). En colaboracién con el hospital, y con consentimiento
informado de los candidatos, se obtendra el material biolégico (suero y sangre) de aquellos
pacientes que presenten titulos elevados de anticuerpos anti-gliadina y anti-tTG
(transglutaminasa tisular). Para asegurar la diversidad y complejidad de la genoteca, se
extraeran entre 100 y 200 mL de sangre de cada donante y se purificara la fraccién de PBLs
con el kit comercial Lymphoprep™ (STEMCELL Technologies, Canada). Una vez aislado el ARN
de cada muestra, se determinard su integridad y se generara el ADN complementario (ADNCc).
A partir de este material genético se obtendran mediante PCR con cebadores especificos los
genes correspondientes a las cadenas pesadas (V) y ligeras (Vi) de los isotipos mas relevantes
(IgG e IgA). El repertorio de fragmentos de ADN resultante se clonara en vectores de expresion
procariotas (fagémidos) para obtener una genoteca de Fabs (Vi.-Cy, + Vu-Cr1) capaz de mantener

y expresar cada una de las combinaciones posibles. El conjunto de fagémidos obtenido se
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transformara en E. coli mediante electroporacion, constituyendo asi la genoteca de anticuerpos
recombinantes. La infeccién de dichas bacterias con fagos M13 defectivos, dara lugar a la
generaciéon de amplias colecciones de particulas virales en las que cada clon exprese en su
superficie un anticuerpo determinado y puedan someterse a rondas de seleccion para obtener
anticuerpos recombinantes con afinidad por diferentes proteinas o péptidos inmunogénicos

del gluten. La Figura 19 muestra un esquema del procedimiento descrito.

Previsiblemente, esta genoteca de fago-anticuerpos obtenida a partir de donantes
inmunizados, permitira el aislamiento de anticuerpos que presenten una mayor especificidad
y afinidad hacia las proteinas del gluten, ya que asegura la obtencion de anticuerpos que han

sido somaticamente madurados frente al antigeno.
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dAb4B

Figura 18. Modelado de los anticuerpos de dominio unico (dAbs) frente al gluten obtenidos en esta Tesis
Doctoral empleando el servidor Rosetta.
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Chapter 8

Detection of Food Allergens by Tagman Real-Time PCR
Methodology

Aina Garcia, Raquel Madrid, Teresa Garcia, Rosario Martin,
and Isabel Gonzalez

Abstract

Real-time PCR (polymerase chain reaction) has shown to be a very effective technology for the detection
of food allergens. The protocol described herein consists on a real-time PCR assay targeting the plant ITS
(Internal Transcribed Spacer) region, using species-specific primers and hydrolysis probes (Tagman) dual
labeled with a reporter fluorophore at the 5" end (6-carboxyfluorescein, FAM) and a quencher fluorophore
at the 3" end (Blackberry, BBQ). The species-specific real-time PCR systems (primers/probe) described in
this work allowed the detection of different nuts (peanut, hazelnut, pistachio, almond, cashew, macadamia,
walnut and pecan), common allergens present in commercial food products, with a detection limit of
0.1 mg/kg.

Key words Real-time polymerase chain reaction, Tagman probe, Nuts, Food allergy

1 Introduction

Within the food industry and official food control agencies, the
currently most commonly used methods to assess the presence of
allergens in food products are based in protein detection [1].
Particularly, the enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA),
based on the interaction of species-specific proteins with specific
antibodies either raised in animals [2, 3] or produced by recom-
binant technologies [4, 5], is the most widespread and commonly
used protein-based test for allergen detection. Immunochemical
methods can be highly sensitive and specific; however, depending
on the epitopes recognized by the antibodies, they may be biased
by cross-reactivity with other species. Moreover, the detection of
the target proteins can be compromised by the variety of food
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