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La leche es un alimento complejo con un 3,3% de proteinas en su composicion. Estas proteinas estan
distribuidas en diferentes fracciones, especialmente las caseinas y las seroproteinas. Sus proteinas son,
en general, resistentes a los tratamientos tecnoldgicos a los que se somete la leche.

La leche es el primer antigeno alimentario conocido con el que las personas entran en contacto.
En su composicion proteica existen varias proteinas con potencial alergénico. Entre ellas destacan la
B-lactoglobulina, las caseinas y la a-lactalbiimina.

Esta situacion hace que su consumo pueda desencadenar reacciones alérgicas, que en la mayoria
de las ocasiones estan mediadas por inmunoglobulina E (IgE). Esta alergia es de tipo inmediato y sus
sintomas pueden ser leves y limitarse al sitio de contacto o de caracter general e intensidad variable,
llegando incluso a producir reacciones anafilacticas graves. Su prevalencia en Espafia no es superior al
2% y en el 80% de los casos desaparece al alcanzar los 4-5 afios. El mejor tratamiento en la actualidad
es la eliminacion de cualquier alimento que contenga leche en su composicion.

La dieta de eliminacion es muy dificil de conseguir en la vida real y para poder seguirla es necesario
conocer los ingredientes de los alimentos de elaboracion industrial. En este sentido, la legislacion
nacional y europea obliga a reflejar en el etiquetado de un alimento cualquier componente que pueda
ser considerado como alergeno. No obstante, en ocasiones el problema se mantiene porque pueden
encontrarse en los alimentos trazas de proteinas lacteas debido a contaminaciones accidentales o
adulteraciones.

Actualmente, los métodos para la deteccion de las proteinas alergénicas de la leche se pueden
clasificar en dos grandes grupos: i) métodos basados en la deteccion directa de las proteinas lacteas
mediante técnicas inmunoldgicas (test radioalergoabsorbente, ELISA, inmunoelectroforesis, ensayo
cohete de inmunoelectroforesis, tiras de flujo lateral, microarrays y biosensores) o no inmunoldgicas
(espectrometria de masas y cromatografia liquida-espectrometria de masas en tandem) y ii) métodos
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indirectos basados en el reconocimiento especifico de fragmentos de ADN que codifican una determinada
proteina. De todos los métodos disponibles son basicamente los métodos inmunoldgicos concretamente,
los enzimoinmunoensayo tipo ELISA los mas recomendables para ser usados por la industria alimentaria.
Las razones son que es una técnica: i) rapida; ii) de bajo coste; iii) no requiere personal altamente
cualificado; iv) su sensibilidad es muy alta (0,2-1 ppm) y v) su especificidad es elevada.

Palabras clave

Leche, proteinas lacteas, alergias alimentarias, técnicas analiticas, ELISA.

Report of the Scientific Committee of the Spanish Agency for Food Safety
and Nutrition (AESAN) on milk proteins, allergies and methods of analysis.

Milk is a complex food with a 3.3% of proteins in its composition. Milk proteins are classified as
caseins and whey proteins. Milk technological treatments usually have a small effect on the antigenic/
allergenic potential of milk proteins.

Milk is the first food known antigen that contacts people. Milk contains several proteins that can
potentially be involved in allergic sensitization but only a few of them are recognized as being major
allergenic, specially B-lactoglobulin, caseins and «-lactalbumin.

This issue implicates that milk consumption generates food allergies. This allergic reaction is
characterized by a rapid onset of the symptoms and is mediated by allergen-specific imnmunoglobulin E.
The symptoms can be moderated and limited to the contact site or general and life-threatening. In Spain
the prevalence is lower than 2% and disappears in the 80% of the sensitized kids before five years old.
Currently, the only effective treatment for milk allergy is avoidance of allergen-containing food.

However total avoidance is sometimes difficult for the allergic individuals since processed food
products contain a large variety of ingredients. In this sense national and European legislation elaborated
some directives intended to ensure that all consumers are informed of the complete contents of foods
and enable them to identify any allergenic ingredient that may be present. Nevertheless, sometimes food
products can be contaminated with trace amounts of milk proteins due to fraud or cross-contaminations.

Nowadays, there are several technical possibilities for the detection of milk allergen proteins.
The methods employed are either targeting the protein itself or DNA fragments. The first ones are
based on immunology techniques (radioallergosorbent test, ELISA, immunoblotting, rocket immuno-
electrophoresis, lateral flow test strips, microarrays and biosensors) or not immunological techniques
(mass espectrometry and liquid cromatography-electrospray-tandem mass spectrometry). Presently,
ELISA technique is the most commonly method used in laboratories of the food industry. The
reasons are its high precision (0.2-1 ppm), simple handling and speed, low cost, good potential for
standardization and high specificity.

Milk, milk proteins, food allergies, analytical methods, ELISA.



Introduccién

La leche es un componente fundamental de la alimentacion a lo largo de toda la vida y especialmente
durante la infancia. Ademas, muchos productos alimenticios y algunos medicamentos contienen leche
como ingrediente alimentario.

Las proteinas lacteas pueden desencadenar reacciones alérgicas. Estas reacciones, aunque no son
muy frecuentes y, ademas, suelen ir desapareciendo en los primeros afios de vida, sin embargo pueden
llegar a ser graves, produciendo incluso en algunos casos episodios ana [atticos.

Ante laimportancia de la potencial gravedad de estas reacciones alérgicas, la leche, sus componentes
y derivados son ingredientes o sustancias que deben aparecer obligatoriamente en el etiquetado de
los alimentos, cualquiera que sea su cantidad, y asi lo recogen las normativas espafiolas y europeas.

Hasta ahora, el método més efectivo que existe para evitar las reacciones alérgicas producidas por
el consumo de alimentos y medicamentos que contengan proteinas lacteas es eliminar de la dieta la
ingesta de estos productos. Esto pone en evidencia la importancia que tiene para un individuo alérgico
a estas proteinas conocer si un alimento las contiene. En este sentido, hay que ser especialmente
cuidadoso porque, a veces, pueden encontrarse en los alimentos, de forma no intencionada, trazas de
proteinas lacteas. La presencia de estos denominados “Alérgenos Ocultos™ puede afectar a la seguridad
de los productos alimenticios, ya que puede suponer una amenaza para la salud del consumidor
alérgico. Por lo tanto, es necesario disponer de técnicas especi[cds y lo su [Citntemente sensibles que
permitan detectar cantidades trazas de proteinas lacteas en los alimentos y medicamentos. En este
sentido, es importante avanzar en el desarrollo de estas técnicas para que puedan ser empleadas por
la industria alimentaria.

El objetivo del presente informe es, fundamentalmente, revisar cual es la situacion actual en
referencia a los métodos de andlisis que existen para detectar las trazas de proteinas lacteas.

Composicion de la leche

La leche es una mezcla en equilibrio de proteinas, grasa, carbohidratos, sales y otros componentes
menores dispersos en agua en forma de emulsiones, suspensiones coloidales y soluciones verdaderas.
La grasay las vitaminas liposolubles se encuentran en forma de emulsion. Las proteinas se encuentran
en dos fases: las caseinas se encuentran dispersas en forma de particulas no sedimentables, llamadas
micelas y permanecen en suspension coloidal y el resto de proteinas (seroproteinas y algunas caseinas
solubles), vitaminas hidrosolubles y la lactosa se encuentran en la fase soluble de la leche (Huppertz y
Kelly, 2009). La composicion media de la leche se muestra en la Tabla 1 (Walstra et al., 2006), aunque
varia considerablemente con la raza, lactacion, alimentacion, época del afio y muchos otros factores
(Juérez, 1985).
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Tabla 1. Composicion media de la leche

Componente %
Agua 87,1
Grasa 31
Proteinas 33

Caseinas (CAS) 2,60*
Proteinas de suero (PS) 0,40*
Lactosa 4,0
Solidos totales 8,9
Sustancias minerales 0,7
Acidos organicos 0,17

*Porcentaje referido al valor de proteina.

1. Composicion proteica de la leche

La leche contiene una media de 0,5% de nitrégeno (3-3,5% de proteinas), distribuido en diferentes
fracciones, de importancia variada desde el punto de vista de la tecnologia lactea y la nutricion:
caseinas, proteinas solubles o seroproteinas y sustancias nitrogenadas no proteicas. Las proteinas
lacteas se presentan en dos fases diferentes: i) una fase micelar inestable constituida por particulas
solidas, que forman micelas en suspension, que difunden la luz y dan a la leche el aspecto blanco opaco.
Son las caseinas y ii) otra fase soluble, constituida por diferentes polimeros proteicos hidr6 [1ak y que
se denominan seroproteinas. La composicion media de las proteinas lacteas se re [ejh en la Tabla 2.

Tabla 2. Contenido en proteinas de la leche
g/Kg % de proteina total
Proteina total 33,0 100,0
Caseina total 26,0 79,5
[sidcaseina 10,0 30,6
[s2dcaseina 2,6 8,0
R-caseina 9,3 28,4
[-chseina 0,8 2,4
[-chseina 33 10,1
Proteinas de suero 6,3 19,3
[=[actoalbimina 1.2 3,7
R-lactoglobulina 3,2 9,8
Seroalbimina 0,4 1,2
Inmunoglobulinas 0,7 2,1
Varias (incluida proteosa-peptona) 0,8 2,4
Proteinas de la membrana del glébulo graso 0,4 1,2

Fuente: (Walstra et al., 2006) (Fox y McSweeney, 2003).



2. Proteinas lacteas y sus modificaciones durante los procesos tecnoldgicos
La leche es un alimento muy complejo desde el punto de vista de su composicion molecular. Sin em-
bargo, tal y como se sefiala en la Tabla que a continuacion se detalla (Tabla 3), sus proteinas son en
general resistentes a la mayoria de los tratamientos tecnoldgicos a los que se somete la leche, por lo que
su potencial alergénico no se ve muy modi [cado por dichos tratamientos. No obstante, varios procesos
de fabricacion como el calentamiento, el tratamiento quimico o enzimatico, los procesos de alta presion
o la fermentacion, entre otros, pueden alterar su potencial alergénico (Paschke y Besler, 2002).

Tabla 3. Tipos de proteinas mas abundantes en la leche, caracteristicas y efectos de los tratamientos tecnolégicos

Tipo de proteina  Caracteristicas y efectos de los tratamientos tecnoldgicos

[taseina Mayoritaria en la leche de vaca (aproximadamente el 34% del total de la proteina de la
leche). Es una molécula hidrofébica que forma parte del interior las micelas y es esencial
en la incorporacion de Ca a las mismas. Resistente a tratamientos térmicos y sensible a
precipitacion acida o enzimatica.

[taseina Menos abundante que la C_-taseina (aproximadamente el 8% del total de la proteina
de la leche). También forma parte del interior de las micelas. Resistente a tratamientos
térmicos y sensible a precipitacion &cida o enzimatica.

B-caseina Aproximadamente el 25% del total de la proteina. Es la méas hidrofébica de todas las
caseinas. Responsable de que durante la refrigeracién aumente la hidratacion y volumen
de las micelas de caseinas.

[-chseina Aproximadamente el 12% del total de la proteina de la leche. Responsable de la
regulacion del tamafio de las micelas de caseinas y de su estabilidad. Es la proteina
atacada por el cuajo durante la coagulacién enzimatica. Es la méas sensible a los

tratamientos térmicos de todas las caseinas, y la que interactla con las proteinas séricas
desnaturalizadas durante estos tratamientos.

[=[Aactoalbimina Aproximadamente el 4% del total de la proteina de la leche. Es termolabil con
tratamientos térmicos severos. Forma agregados con las B-lactoglobulinas.

B-lactoglobulinas Aproximadamente el 9% del total de la proteina de la leche. Es termolabil y juega un
papel muy importante en los tratamientos térmicos por ser la responsable del sabor
caracteristico que adquiere la leche tratada térmicamente.

Proteosas-peptonas  Aproximadamente el 2% del total de la proteina de la leche. Presentan accion
enzimatica y juegan un importante papel digestivo. Son estables a los tratamientos
térmicos moderados y a la accion de los acidos.

Inmunoglobulinas Aproximadamente el 2% del total de la proteina de la leche. No son especi [cds de la
leche, ya que se encuentran presentes en todos los [widos corporales. Presentan una
funcién defensiva. Son muy termosensibles.

Seroalbiminas Representan aproximadamente el 1% del total de proteinas de la leche. Son un grupo
muy heterogéneo que presenta la facultad de ligarse de forma reversible dependiendo
de las condiciones a diversas sustancias.
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Alergia a la leche e identificacion de alergenos lacteos

1. La alergia a la leche

Aunque se ha demostrado que la leche de varios mamiferos causa reacciones alérgicas, la mas frecuente
y mejor estudiada es la leche de vaca. En la especie humana, la leche, o una férmula derivada, suele
ser el primer alimento no homoélogo que el individuo recibe en cantidades importantes. Esto quiere
decir que también es el primer antigeno alimentario con que el ser humano entra en contacto de forma
conocida. Por ello, no es de extrafiar que sea el alimento que produce mayor nimero de reacciones
adversas en la primera infancia, si bien, aunque en pocas ocasiones, pueden presentarse en cualquier
época de la vida, incluso en lactantes con lactancia materna exclusiva.

No todas las reacciones adversas a la leche son reacciones alérgicas. Siguiendo la nomenclatura
europea de 2001 (Johansson et al., 2001), refrendada por la World Allergy Organization (WAO) (Johansson
et al., 2004), bajo el término “hipersensibilidad a leche de vaca” se incluyen tanto la hipersensibilidad
no alérgica, conocida tradicionalmente como “intolerancia a leche de vaca”, como la hipersensibilidad
alérgica a la leche de vaca, o “alergia a la leche de vaca”. Esta Gltima situacion requiere que en su
produccion haya un mecanismo inmunoldgico subyacente.

En la mayoria de los casos, la alergia a la leche es mediada por inmunoglobulina E (IgE), por lo que
también se conoce como “alergia inmediata” y se considera como una expresion fenotipica mas de
la atopia, asociada 0 no con dermatitis atopica, rinitis alérgica o asma. Sin embargo, un subgrupo
de pacientes tiene una alergia a la leche no mediada por IgE (“alergia retardada™) (probablemente
mediada por células) que presentan principalmente signos y sintomas gastrointestinales en relacion
con laingestion de leche. Se incluyen en este grupo una serie de situaciones, generalmente subagudas
o cronicas, mediadas principalmente por células T. Algunas pueden, ademas, asociarse con la presencia
de IgE especilcd (Sampson y Anderson, 2000). Entre las primeras se encuentran las enterocolitis y
enteropatias y entre las segundas la colitis alérgica o eosinofilica.

2. Alergia inmediata, mediada por IgE, a la leche

Hay muy pocos datos de incidencia y prevalencia de alergia a alimentos, al contrario de lo que ocurre
en otras enfermedades alérgicas, como la rinitis o el asma. Esta situacion es tal vez mas evidente en
el caso de alergia a la leche.

La percepcion por la poblacion de la alergia a la leche es mucho mas frecuente que la alergia a la
leche de vaca con [rmada. En un reciente meta-analisis disponible en este campo (Rona et al., 2007),
la prevalencia de alergia a leche percibida por el paciente oscila entre 1-17,5% en nifios preescolares,
1-13,5% en nifios de 5 a 16 afios y 1-4% en adultos. Estos valores disminuyen, respectivamente, a
0,5-2, 0,5% y menos de 0,5%, cuando se con[rma la situacion mediante las técnicas diagnosticas
apropiadas. En Espafia los pocos datos publicados muestran una incidencia entre 0,36% y 1,9% de
alergia a la leche en el primer afio de vida (Sanz et al., 2001) (Garcia-Ara et al., 2003).

La alergia a la leche comienza casi siempre en los primeros meses de vida y pocas veces persiste
en el adulto. Aproximadamente, el 50% de los pacientes toleran la leche de vaca al cabo de un afio
de evolucion y el 80% alcanzan su tolerancia hacia los 3 6 4 afios (Garcia-Ara et al., 2004) (Vanto et
al., 2004).



Los sintomas y signos son los tipicos de cualquier reaccion alérgica mediada por IgE. Pueden
limitarse al sitio de contacto de la leche o una férmula derivada, por ejemplo, la orofaringe (sindrome
de alergia oral), el tracto gastrointestinal (alergopatia gastrointestinal), la piel (urticaria y dermatitis de
contacto por proteinas) o el tracto respiratorio a continuacion de una exposicion a productos volatiles
procedentes del vapor de leche hirviendo (rinoconjuntivitis, asma) (Roberts et al., 2003). Sin embargo,
es mas frecuente la aparicion de reacciones generales a distancia, de intensidad y localizacion
variables, en las que los érganos principalmente involucrados son la piel (urticaria, angioedema) y,
en menor grado, el tracto gastrointestinal. Menos frecuente es la afectacion del tracto respiratorio o
de otros aparatos y sistemas. Ocasionalmente pueden aparecer reacciones graves, como angioedema
laringeo (edema de glotis) o con compromiso cardiovascular, hipotension y pérdida de conciencia
(choque ana[Iattico).

En cualquier caso, suelen ser signos y sintomas de aparicion inmediata, muchas veces instantanea,
casi siempre antes de transcurrida una hora de la ingestion de la leche o un derivado y en clara relacion
con ella, con evidencia de anticuerpos especi[cds de la clase IgE, demostrables por pruebas cutaneas
y métodos “in vitro”. Otra caracteristica a tener en cuenta es que la intensidad de los sintomas no
esta en relacion con la cantidad de leche ingerida, ni con el grado de sensibilizacién que muestran
pruebas cutaneas o la tasa de IgE especilca sérica (Allen et al., 2009). Igualmente, en un mismo
individuo, la localizacion, intensidad y duracién de los signos y sintomas puede ser cambiante en
diferentes episodios. Tampoco una reaccion leve o moderada excluye que el paciente pueda tener un
grave choque ana [Iattico en una siguiente exposicion. Los datos publicados sobre la leche como causa
de anallakia varian entre el 11 y el 28% de los episodios ana [Iatticos diagnosticados en poblacion
pediatrica (Jarvinen et al., 2008). En un estudio en el Reino Unido, la ingestion de leche fue causa de
muerte por ana[lakia en 4 de los 8 casos mortales producidos durante 10 afios en nifios de 0 a 15 afios
de edad y estuvo involucrada en el 10,9% de episodios ana [1atticos mortales o casi mortales ocurridos
(Macdougall et al., 2002).

Ante la importancia de la potencial gravedad de sus reacciones alérgicas, la leche, sus componentes
y derivados son ingredientes o sustancias que deben aparecer obligatoriamente en el etiquetado de
los alimentos, cualquiera que sea su cantidad (anexo I bis de la Directiva 2003/89/CE (UE, 2003)).
También existe la posibilidad de ana[lakia con la ingestion de ciertos medicamentos, que contienen
en su excipiente leche, como es el caso de algunos preparados de hierro (Larramendi et al., 2006) y de
probidticos (Bruni et al., 2009). Ademas, puede ocurrir lo mismo con medicamentos de uso tdpico y
cosméticos (Codreanu et al., 2006).

Como en la alergia a otros alimentos, el diagnostico de la alergia a leche mediada por IgE, se basa
en tres elementos (AESAN, 2007): i) una historia clinica cuidadosa; ii) busqueda y demostracion de la
presencia de IgE especi[cd para proteinas de leche, bien por prueba cutanea o por inmunoanalisis y i)
comprobacion de que los signos y sintomas recogidos en la historia clinica estan en relacion evidente
con la administracion de leche, mediante prueba de provocacion controlada, siempre que no esté
contraindicada.
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3. Alérgenos de la leche

Cabe sefialar que las proteinas de la leche estan reconocidas como importantes alérgenos, y la
leche utilizada como ingrediente esta afectada por el Real Decreto 1334/1999 y sus posteriores
modi [cdciones (Real Decreto 1245/2008), asi como, por la Directiva Comunitaria 2000/13/CE (UE,
2000), posteriormente modi[cdda por la Directiva 2007/68/CE (UE, 2007), que obligan a re [ejar en
el etiquetado del alimento la presencia de cualquier sustancia empleada en la produccion de una
alimento que permanezca en el producto [nal, cuando éste sea considerado material alérgenico.

Cualquiera de las proteinas de la leche puede actuar como antigenos en humanos. La R-lac-
toglobulina (B-LG) es la proteina que con mayor frecuencia induce respuestas clinicas, seguida de
caseinas, [=ldctalbimina ([=LA) y, mucho menos frecuente, de seroalbimina bovina (BSA). Puede
haber diferencias en relacion con la poblacion estudiada y en la mayoria de casos hay mas de un
alérgeno involucrado (Wal, 1998). Se ha postulado que se podrian formar nuevos alérgenos durante la
digestion enziméatica de las proteinas, pero no existe su [Ciente evidencia que sustente esta teoria. La
importancia alergénica de otras proteinas de la leche, como transferrina y gammaglobulina bovina es
minima (Bernhisel-Broadbent et al., 1991).

La B-LG es termolabil, pero relativamente resistente a la hidrolisis acida y a la digestion por
proteasas, lo que permite que algunas moléculas queden intactas después de la digestion y sean
absorbidas, estimulando el sistema inmunitario. Al haberse detectado en la leche materna, en la que
no existe una proteina homologa, se cree que puede inducir sensibilizacion y/o sintomatologia en
nifios que reciben lactancia materna exclusiva (Wal, 2004).

La mayoria de los pacientes alérgicos a caseina estan sensibilizados a los cuatro tipos de caseina
(Restani et al., 1995). Se ha observado que la sensibilizacion a determinados epitopos secuenciales de
caseinas [ ¥ [ donstituye un marcador de persistencia de la alergia a leche (Jarvinen et al., 2002).

La albimina bovina sérica (BSA) es la misma proteina que se encuentra en la carne de vacuno,
por lo que los pacientes sensibilizados pueden presentar reacciones al comer este tipo de carne,
especialmente si esta cruda o poco hecha, ya que la BSA es una proteina termolabil y se desnaturaliza
durante el cocinado. Se ha comprobado reaccion a la carne de vaca entre el 13-20% de personas
alérgicas a leche (Martelli et al., 2002).

La leche de vaca tiene reaccion cruzada con las de otros bdvidos, como cabra y oveja, debido a la
homologia existente entre sus proteinas, especialmente la R-LG. La mayor parte de los alérgicos a
leche de vaca no toleran la leche de estas especies, pero también se han descrito reacciones alérgicas
selectivas a leche de cabra o de oveja con buena tolerancia clinica a leche de vaca (Martins et al.,
2005). La homologia es mucho menor con la de suidos (cerda), équidos (yegua y burra) y camélidos
(camella, dromedario), asi como la leche humana. Es interesante sefialar que la leche de camella y
dromedaria, igual que la leche humana, no contienen R-LG.

Clinicamente, la persistencia de la alergenicidad en leche tratada térmicamente se con [rma por el
hecho de que en algunos nifios se presenta alergia a leche después de la ingestion de leche tratada
de esta forma. Ademas, el calentamiento sélo puede modilcdr epitopos conformacionales, que
podrian perder su capacidad de enlace para la IgE especi[cd, mientras que los epitopos secuenciales
o estructurales mantienen su potencial alergénico incluso después del calentamiento. Las proteinas



de la leche contienen ambos tipos de epitopos, pero parece que los epitopos de R-LG y de la caseina
son més estructurales que conformacionales (Ball et al., 1994) (Kohno et al., 1994), y, aunque con el
calentamiento puede observarse una ligera reduccion de la alergenicidad de las proteinas de suero de
leche, es insigni [cdnte con las caseinas.

Para complicar ain mas el cuadro, el calentamiento intenso, tal como el utilizado para determinados
procesos de esterilizacion y UHT (Ultra-high temperature), asi como el menos drastico de pasteurizacion,
han demostrado que incrementan algunas caracteristicas alergénicas (Roth-Walter et al., 2008). Ademas,
las proteinas de la leche pueden oxidarse durante el tratamiento industrial, resultando en la formacién
de residuos de aminoacidos modi [cados, particularmente en la R-LG, que pueden ser responsables del
desarrollo de nuevas estructuras inmunorreactivas (Fenaille et al., 2005).

4. Tratamiento de la alergia a la leche
Puesto que la dieta es fundamental en el manejo del individuo con alergia a alimentos, cualquier trans-
gresion, voluntaria o involuntaria, puede conducir a una respuesta clinica de intensidad imprevisible. Por
ello, es necesario:
1. La eliminacion de la leche, de derivados y de otros alimentos con reaccion cruzada conocida en
los que se haya comprobado que producen sintomas.
2. Educacion del paciente y su familia, acerca de la dieta de eliminacién y posibles fuentes ocultas
para evitar su ingestion accidental.
3. Tratamiento de los sintomas ante su ingestion accidental.
4. Consejos nutricionales para asegurar una alimentacion adecuada.

La dieta de eliminacion que parece facil, econdmica y cdmoda de llevar a cabo, es muy dificil de
conseguir en la vida real (Nowak-Wegrzyn et al., 2001), por lo que la aparicion de episodios agudos
por ingestion accidental es frecuente (Boyano-Martinez et al., 2009).

La tarea de prevenir totalmente la ingestion o el contacto con leche y derivados, obliga a una serie
de restricciones que no solo consisten en la simple exclusion directa del alérgeno por el paciente, sino
que se extienden al entorno del alérgico, de su familia y de su circulo social. Para seguir una dieta de
exclusion correcta es necesario conocer los ingredientes de los alimentos de elaboracion industrial (Warner,
2005) y sus denominaciones y cuidar las contaminaciones entre alimentos. Todo ello di [culta la compra de
alimentos elaborados, lleva a restringir las actividades sociales como las comidas fuera de casa, la asistencia
a [edtas infantiles o de otras actividades de ocio. En ocasiones, estos nifios pueden sufrir di [cultades para ser
admitidos en comedor escolar o para participar en actividades extraescolares donde no puede garantizarse
un estricto control de los alimentos (Bollinger et al., 2006). A ello hay que unir la ansiedad generada por el
miedo de las familias a que su hijo presente una reaccion adversa por confusion, inadvertencia, accidente
ylo falta de sulciénte vigilancia. La normativa sobre etiquetado (Real Decreto 1334/1999) solo facilita
parcialmente la tarea diaria, ya que la nota precautoria de “puede contener” como elemento protector
del fabricante limita aun méas de lo estrictamente necesario las opciones de consumo. En ocasiones, en
sensibilizaciones graves, las familias optan por estrategias mas drasticas y el alimento implicado no entra en
el domicilio familiar o se duplican utensilios de cocina, almacenaje, etc., para evitar confusiones.
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En el terreno de los contactos, ademas de la manipulacién mas o menos voluntaria o inadvertida,
entran en juego situaciones relacionadas con la afectividad como besos o caricias que son causa
de urticaria local por haber tomado o tocado otra persona el alimento alergénico. Este hecho es
referido frecuentemente por las familias, en relacion a besos tras tomar leche o por aplicar crema o
peinar o asear al nifio con un lavado insu [Ciknte de las manos tras manipular alimentos. Igualmente
frecuentes son los sintomas por contaminacion a través de instrumentos de cocina, equivocacion de
cubiertos, confusion con servilletas, etc. que motivan una atencién continua y estresante por parte de
los familiares de pacientes ana [1atticos (Teufel et al., 2007). Es frecuente la aparicion de episodios en
relacion con juegos infantiles de arrojarse comida, vomitos de otros nifios, estornudos que dispersan
leche, contactos a través de manos en [edtas infantiles, etc.

Ante estas di [cltades, la dieta de eliminacion seria mas facil de seguir con la ayuda del conocimiento
de las dosis umbral, reactiva y no reactiva, para cada individuo, que permitirian conocer el riesgo de
cada paciente en la eventualidad de una posible transgresion. Sin embargo, los datos disponibles
son muy variables, por lo que resulta dificil realizar pronosticos personalizados de riesgo de reaccion
(Moneret-Vautrin y Kanny, 2004). Ademas, la utilidad de conocer la dosis que no provoque efectos
alergénicos resultaria fundamental para regular normativas industriales basadas en la disponibilidad
de métodos de deteccion sulcientemente sensibles y especi[cds para determinar el contenido de
proteinas de leche en los alimentos y su indicacion en el etiquetado.

Afortunadamente, estan surgiendo nuevas posibilidades de tratamiento y control de la alergia
alimentaria, mediante procedimientos de inmunomodulacion, dirigidos preferentemente a pacientes
de alto riesgo (Burks et al., 2008). Entre ellos, los que se encuentran mas avanzados y con resultados
muy aceptables son la inmunoterapia sublingual y la desensibilizacion oral o induccion de tolerancia
(Zapatero et al., 2008). También estan en fase experimental nuevas estrategias que incluyen aspectos
como la inmunoterapia con proteinas mutadas, la inmunoterapia con péptidos, la inmunizacion con
ADN y otros, todos ellos dirigidas a disminuir las respuestas Th2 nocivas.

Métodos para la deteccion de proteinas lacteas en cantidades trazas

El método mas efectivo hasta ahora para evitar las reacciones alérgicas producidas por el consumo
de sustancias alergénicas, como por ejemplo las proteinas de la leche, como se ha mencionado
anteriormente, es evitar el consumo del alimento que causa la alergia. De ahi la importancia que tiene
para un individuo alérgico conocer si un alimento contiene el o los ingredientes que causan su alergia,
para asi poder evitar su consumo. Esta necesidad queda recogida en varios Reales Decretos y Directivas
Europeas, donde se obliga a re [ejhr en el etiquetado de un alimento cualquier componente que pueda
ser considerado como alergeno. Sin embargo, el problema se mantiene debido a que en muchos casos
trazas de ingredientes alergénicos pueden encontrarse en los alimentos de forma no intencionada,
como consecuencia de adulteraciones o debido a contaminaciones accidentales durante el transporte
0 procesado. La presencia de estos denominados “Alérgenos Ocultos™ puede afectar a la seguridad de
los productos alimenticios, ya que puede suponer una amenaza para la salud del consumidor alérgico.
Se han detectado proteinas ocultas de leche en diversos productos como, mermelada, jamén cocido,
salchichas, cereales, galletas, dulces, conservas, atin, chocolate, café, vinos, queso de soja vegetariano y



polvo de guantes de latex (Gern et al., 1991) (Giovannacci et al., 2004). Por lo tanto, es necesario disponer
de técnicas especi[cas y lo su [Ciéntemente sensibles para poder asegurar su deteccion en los alimentos.
El reto de hoy, es la deteccion y la cuanti[cdcion de pequefias cantidades, “trazas” de alérgenos en
mezclas de alimentos que, sin embargo, son capaces de provocar reacciones alérgicas a veces graves.

Actualmente, los métodos para la deteccion de las proteinas alergénicas de la leche al igual que para
el resto de alérgenos, se pueden clasilcdr en dos grandes grupos: métodos basados en la deteccion
directa de las proteinas lacteas mediante técnicas electroforéticas, cromatogra [cds y espectrométricas
de alta resolucion, y técnicas inmunoquimicas y métodos indirectos, basados en el reconocimiento
especi[cd de fragmentos de ADN que codilcdn una determinada proteina, en este caso alergénica,
mediante técnicas genéticas. Sin embargo, del rango de métodos disponibles para esta [nalidad,
son basicamente los métodos inmunoldgicos concretamente, los enzimoinmunoensayo tipo ELISA y
recientemente los métodos basados en técnicas genéticas PCR, los mas utilizados en los anélisis de
rutina para la deteccion y cuanti [cdcion de alergenos, mientras que el resto de métodos son, hoy por
hoy, sdlo aplicables en el campo de investigacion.

1. Técnicas inmunoldégicas
Estas técnicas estan basadas en el reconocimiento de una determinada proteina por los anticuerpos
especilcds generados frente a ella. Las principales ventajas de estas técnicas son su elevada
sensibilidad y especi[citlad, por lo que son muy apropiadas para analizar una proteina minoritaria
contenida en una mezcla compleja.

Radioalergosorbent test (RAST) y enzimoalergosorbent test (EAST)

La mayoria de las técnicas de diagnostico de alergias alimentarias en pacientes utilizan las propiedades
del suero sanguineo de los individuos alérgicos. El suero contiene anticuerpos IgE que reconocen
especi [cdmente y se unen a los antigenos (alérgeno). Métodos inmunoldgicos basados en la utilizacion
de anticuerpos IgE como radioalergosorbent test (RAST) y enzimoalergosorbent test (EAST), pueden
ser también utilizados en la deteccién y cuanti [cdcion de alérgenos en alimentos.

Existen varias referencias sobre la utilizacion de estas técnicas en la deteccion de alérgenos de la
leche (Walsh et al., 1987) (Adams et al., 1991) (Frémont et al., 1996). Para su aplicacion al analisis
de alimentos, ha sido necesario realizar algunas modi [cdciones como, por ejemplo, una primera eta-
pa en la que se lleva a cabo una preincubacion de los sueros humanos con las proteinas extraidas
de los respectivos alimentos y, posteriormente, la determinacion de la disminucion de la cantidad
de anticuerpos especilctds IgE que se une a la fase sélida donde se encuentra [jato el alérgeno
(método de inhibicion de RAST/EAST). Mediante este sistema, Frémont et al. (1996) fueron capaces de
detectar niveles de 1 yg de =LA en 1 gramo de alimento (1 ppm), en una papilla infantil de cereales
contaminada con proteinas de leche y responsable de un brote de respuesta alérgica.

Sin embargo, la utilizacién de estas metodologias para la deteccion de alérgenos en la industria
alimentaria es muy limitada. En primer lugar, debido a la gran variabilidad que existe en la produccion
de IgE, dependiendo del individuo y en consecuencia de la di[cilltad que supone poder estandarizar
estos sistemas y segundo, a la falta de disponibilidad de sueros en pacientes alérgicos.
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En conclusion, los métodos RAST y EAST se pueden considerar una herramienta ideal para la ca-
racterizacion de las propiedades de los epitopos para IgE de los alérgenos alimentarios y comprobar
su actividad en distintas formas como extractos de proteinas crudas, preparaciones de alérgenos
puri [cddos, actividad alergénica de diferentes variedades o especies y en varios alimentos (Besler et
al., 2001), pero no pueden considerarse un sistema de eleccion para su aplicacion a la deteccion de
alérgenos en alimentos.

Métodos ELISA

De todos los métodos inmunoldgicos disponibles, el sistema mas utilizado para la deteccion de

alérgenos en alimentos es el enzimoinmunoensayo (ELISA). Son varios los trabajos publicados

sobre métodos ELISA para la deteccion de la presencia de alérgenos de la leche en alimentos. Para

el desarrollo de estos sistemas se han utilizado sueros o anticuerpos, policlonales o0 monoclonales,

obtenidos a partir de animales inmunizados con proteinas lacteas. Los sistemas descritos, han mos-

trado una clara preferencia por la obtencién de anticuerpos policlonales, debido a que estos reaccionan

frente a diferentes epitopos de la proteina, lo que permite el reconocimiento en diferentes grados de

desnaturalizacion (Gern et al., 1991) (Méakinen-Kiljunen y Palosuo, 1992) (Venien et al., 1997) (He el
y Lambrecht, 2004).

El primer paso en el disefio de los métodos de deteccion de ingredientes alergénicos en los alimentos
requiere la seleccion e identi[cdcion del analito diana. En el caso de la leche, como ya se ha indicado,
todas las proteinas (caseinas, [=LA, RB-LG, etc.) poseen capacidad alergénica (Monaci et al., 2006), por
lo que el desarrollo de los métodos inmunoldgicos se ha dirigido indistintamente a la utilizacion como
base del método de anticuerpos obtenidos bien frente a proteinas individuales como caseinas o 3-LG
0 bien anticuerpos obtenidos frente a las proteinas totales de la leche. Asi, podemos encontrar entre
los trabajos publicados varios sistemas ELISA que utilizan anticuerpos obtenidos frente a 3-LG, debido
a que las B-LG son el principal alérgeno presente en el suero de leche y representan el 0,2-0,4% de
la leche bovina. Como ejemplos podemos citar, el ELISA tipo sandwich desarrollado para la deteccion
de niveles bajos de leche en alimentos infantiles, con una sensibilidad capaz de detectar niveles de
1-2 pg/l (Makinen-Kiljunen y Palosuo, 1992), un ELISA indirecto con anticuerpos monoclonales frente
a R-LG (Venien et al., 1997) y, recientemente, varios trabajos sobre el desarrollo y evaluacion de
sistemas ELISA capaces de detectar niveles bajos de B-LG, en alimentos, consiguiendo niveles de
deteccion entre 0,2-1 ppm (De Luis et al., 2009) (Frantisek et al., 2009) (Pelaez-Lorenzo et al., 2010).

Simultaneamente, se han desarrollado y validado sistemas ELISA basados en la utilizacion de
anticuerpos frente a las caseinas. Por ejemplo: i) un ELISA para la deteccion de contaminaciones de
leche en alimentos mediante anticuerpos policlonales anticaseina, con una sensibilidad capaz de
detectar niveles de 0,5 ppm de caseina (He [ely Lambrecht, 2004); ii) un ELISA capaz de detectar
niveles del orden de 1-1,5 ppm de caseina en alimentos procesados como purés de patatas, sopas
deshidratadas, mezcla de harinas y mezclas de especias (Sletten et al., 2005); o iii) estudios de
colaboracion para la validacion de kits comerciales ELISA sandwich desarrollados para detectar caseina
y proteinas totales de leche en alimentos (Matsuda et al., 2007). Recientemente, se ha publicado un
estudio sobre la aplicacién de un método ELISA indirecto para la deteccion de residuos de caseina y



caseinatos en vinos, debido a la permanencia de estas sustancias, como consecuencia de tratamientos
en las distintas etapas del procesado (Patrick et al., 2009).

También es necesario tener en cuenta que la matriz in [ye sobre los limites de deteccién que se
pueden alcanzar en los productos procesados, lo que depende de una serie de parametros tales como
el contenido graso, la intensidad del tratamiento térmico, el estado de maduracion del alimento, etc.
por lo que pueden variar de un producto a otro.

Actualmente, se pueden encontrar disponibles en el mercado diversos kits ELISA desarrollados por
distintas casas comerciales, destinados a la deteccion de residuos de leche en todo tipo de alimentos.
Estos sistemas ELISA disefiados en formato directo o ELISA sandwich, utilizando anticuerpos frente
a B-LG y/o caseinas, aseguran la deteccion de proteinas nativas y proteinas procesadas de la leche y
declaran limites de deteccion del orden de 0,2 a 1 ppm. Aunque seria conveniente tener en cuenta
que estos métodos estén correctamente contrastados. No obstante, actualmente los métodos de ELISA
son los mas recomendables para ser usados por la industria alimentaria. Las razones son que es una
técnica: i) rapida; ii) de bajo coste; iii) no requiere personal altamente cuali [cddo; iv) su sensibilidad es
muy alta (0,2-1 ppm) y v) su especi [citlad es elevada.

Métodos de inmunoelectroforesis “Inmunoblotting”

Otros métodos inmunoquimicos que incluyen la separacion electroforética de las proteinas de los
alimentos han sido también utilizados en la deteccion de residuos de proteinas lacteas en alimentos.
Estan basados en la separacion electroforética de las proteinas alergénicas en geles de poliacrilamida
en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), bien, de acuerdo a su peso molecular (geles 1D) o
simultaneamente de acuerdo a su peso molecular y a su punto isoeléctrico (geles 2D). Las proteinas
una vez separadas son transferidas a una membrana de nitrocelulosa o polivinilpirrolidona v,
posteriormente, revelado por inmunodeteccion mediante la incubacion de lamembrana con anticuerpos
especi[cds monoclonales. Estos sistemas tienen como ventaja la capacidad de separar y revelar los
componentes proteicos tanto en alimentos crudos como ligeramente cocinados, ademas la separacion
de las proteinas garantiza una mayor especi [citlad del método cuando analizamos muestras complejas.
Sin embargo, la aplicacion de estos métodos en alimentos fuertemente termostatizados o en productos
esterilizados no es muy elCciente, ya que en ellos las proteinas se encuentran desnaturalizadas y
formando agregados, lo que di[ctlta su separacion. Ademas, el desplegado proteico causado por el
SDS en la técnica PAGE puede ocasionar la pérdida conformacional de los epitopos; esto representa
una desventaja que unida a la di[cdltad que conlleva la realizacion de esta técnica, hace que en estos
momentos no sea considerado un método de eleccion para su aplicacion a los analisis rutinarios.
Sin embargo, podemos encontrar publicaciones sobre su utilizacién como, el estudio de antigenos y
alérgenos de la leche (Kim et al., 2002), y la comparacion de métodos inmunoblotting y ELISA para la
deteccion de residuos de caseina en vinos (Patrick et al., 2009).

La transferencia blotting después de isoelectroenfoque (IEF), puede también utilizarse en la
deteccion de alérgenos. En esta técnica, las proteinas se separan en geles de agarosa por IEF y una
vez transferidas a membranas se sondean utilizando técnicas de inmunodeteccion. En contraste con el
SDS-PAGE, esta técnica si preserva la conformacion de los epitopos. Estos sistemas se utilizaron para
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la deteccion de alérgenos alimentarios (leche y del huevo), utilizando sueros humanos (Demeulemester
etal., 1997).

Rocket Inmunoelectroforesis (RIE)

Este método inmunoelectroforético se basa en la aplicacion de la corriente eléctrica a lainmunodifusion
simple, obteniéndose resultados que se pueden cuanti [cdr. Los anticuerpos se afiaden sobre un medio
gelilcddo que se somete a un campo eléctrico, perpendicularmente al sentido de la corriente eléctrica,
sobre el que se disponen pocillos que contienen las muestras problema. La difusion electroforética
del antigeno a través del gel que contiene el anticuerpo permite la aparicion de lineas de precipitado
en forma de conos o cohetes. La distancia entre el pocillo y la punta del cono (altura del cohete) es
directamente proporcional al logaritmo de la concentracion del antigeno presente en la muestra.

El método RIE fue utilizado para detectar la presencia de caseina en guantes de latex de caucho
natural. La caseina se utiliza como estabilizador en la produccion de guantes de latex y puede producir
alergias de contacto en individuos alérgicos a las proteinas de la leche (Ylitalo et al., 1999).

En 2003 se desarrollé un método RIE utilizando un antisuero anticaseina, disponible comercialmente.
Con este método, se consiguio la cuanti [cdcion de cantidades desconocidas de caseina en muestras de
alimentos como resultado de establecer una correlacion lineal entre la altura de los precipitados de los
obtenidos y la cantidad de caseina aplicada (Moen et al., 2003). En este estudio, mediante la técnica RIE
se alcanz6 un limite de deteccion de 10 ppm para la caseina y se describié como una técnica menos cara
que los kits comerciales de ELISA. A pesar de sus posibilidades, la RIE es una técnica que requiere mucho
tiempo y anticuerpos de alta calidad, y que necesita, igualmente personal entrenado y especializado en
este campo, por lo que no se considera un método practico para su aplicacion a la industria alimentaria.

Tiras de flujo lateral
El ensayo mediante las tiras de [ujb lateral es una version simplicdda del ELISA con una tira
membranosa generalmente, de nitrocelulosa, nylon o polivinildi [udrido en la que se [ah los inmu-
norreactivos, antigenos o anticuerpos y sobre la que posteriormente se aplican los reactivos que van
a reaccionar inmunolégicamente. Estos métodos son muy sencillos en cuanto a su manejo y puede
interpretarse visualmente o de una forma semicuantitativa, por ejemplo, mediante un densitometro.
Durante la tltima década son muchos los sistemas desarrollados para la deteccion de los distintos
alérgenos y existen disponibles en el mercado sistemas para la deteccion de otros alérgenos
alimentarios como gluten, avellana y cacahuete (Hsiao-Wei et al., 2005) (Martin-Rdder et al., 2009).
La [nalidad de estos sistemas, es su utilizacion como sistemas cualitativos de deteccion, debido a su
rapidez y facilidad de manejo. Actualmente, se estan desarrollando estos sistemas como indicadores
de posibles contaminaciones en las instalaciones industriales.

Microarrays

El avance en el desarrollo de los sistemas microarrays se ha visto conducido por la necesidad del
desarrollo de nuevas tecnologias, rapidas y sensibles y que necesitasen la menor cantidad de muestra.
Los microarrays consisten en microchips de reducidas dimensiones en los que se han inmovilizado



elementos moleculares especi [cds (por ejemplo, anticuerpos especi [cds a ciertos alérgenos o proteinas
marcadoras de alimentos) mediante microimpresion o microinstruccion, formando una super [Cié co-
nocida. Tras poner en contacto dicha super [Cié con los anticuerpos especilcds, estos se [jah a los
componentes y posteriormente se detectan revelando con precision el per [Idbtenido. Distintos sistemas
de lectura, analisis de datos y software de procesado de imagen estan disponibles para varias técnicas
dependiendo del uso analitico de microarray.

El desarrollo de la tecnologia de los arrays ha supuesto un gran avance en el diagnéstico de las
alergias alimentarias, sobre todo, en el conocimiento de la reactividad cruzada entre alergenos y de la
selectividad de las sensibilizaciones, ya que es posible un analisis mdltiple y rapido de los productos
alergénicos de los alimentos (Talapatra et al., 2002) (Moreno-Bondi et al., 2003). Por el momento es
impensable su uso de forma estandarizada por la industria alimentaria.

Harwanegg et al. (2007) han desarrollado un sistema de microarrays para el diagndstico de IgE
especi [cd frente a proteinas de leche y de huevo basado en un multiplex biochip inmunoensayo.

Esta técnica, también asociada a la deteccion por infrarrojos, ha sido utilizada para el estudio de los
principales alérgenos de la leche (Gaudin et al, 1991).

Biosensores
Una de las tecnologias emergentes en las Ultimas décadas ha sido la utilizacién de biosensores. Los
biosensores son dispositivos de analisis compactos que incorporan un elemento de reconocimiento,
bioldgico o biomimético, asociado a un sistema de transduccion que permite amplilcar y registrar
en tiempo real la sefial producida por la interaccion especilcd entre el elemento de reconocimiento
y el analito. La molécula diana (proteina o fragmento de ADN) es inmovilizada sobre la super [Cik
de un sensor, la actividad producida como consecuencia de la interaccion entre el elemento de
reconocimiento y el analito puede ser medida cuantitativamente. Existen distintos tipos de traductores
y su eleccion se hace en funcién de cual sea la variacion en las propiedades fisico-quimicas que se
produzcan como consecuencia de la interaccion entre el analito y el elemento de reconocimiento. Los
principales tipos son electroquimicos (detectan cambios en el potencial o pH), 6pticos (variaciones
en la resonancia de absorcion (REA)), [udrescencia, luminiscencia o transductores de resonancia de
plasmones super [ciles (SPR), ondas de evanescencia, aclsticos, termométricos y nanomécanicos.

En los Gltimos afios se ha producido un incremento en la aplicacion de biosensores al analisis de alimentos
y, concretamente, en la deteccion de alérgenos. En 2006, Malmheden Yman et al. describen el desarrollo de
un biosensor para ser utilizado con sistemas de enzimoinmunoensayo directo y sdndwich para la deteccion
de proteinas de leche y otros alérgenos como cacahuete, mariscos y sésamo en muestras de alimentos.

Un biosensor 6ptico basado en REA con un inmunoensayo directo fue desarrollado, como un sistema
rapido de deteccion de R-LG en matrices de alimentos, por Hohensinner et al. en 2007.

2. Técnicas no inmunoldgicas

Espectrometria de masas

El desarrollo de la espectrometria de masas ha jugado un papel fundamental en el estudio e
identi [cdcion de las proteinas mediante el empleo del denominado “mapeo de masas™” o huella
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peptidica, englobada en el area denominada como protedmica. Es el método més utilizado hasta el
momento en estudios de protedmica debido a su compatibilidad con el andlisis de mezclas, su extensa
aplicahilidad y la relativa sencillez de interpretacion de los resultados.

Actualmente, existe una potente herramienta no inmunoldgica (la espectrometria de masas, MALDI/
TOF-MS) que, a diferencia de los métodos ELISA y otros métodos inmunoldgicos, permite identi[car
proteinas alergénicas sin necesidad de utilizar anticuerpos especi [cds frente a ellas. La tecnologia MALDI/
TOF-MS (espectrometria de masas por tiempo de vuelo con desercion e ionizacion con laser asistida por
matriz) es una herramienta no inmunolégica [@ble para la deteccion de alérgenos en los alimentos. El
método se basa en la comparacion de los per[lek de las proteinas extraidas del alimento frente a los
per[Ieb caracteristicos (espectros de masas) de las diferentes proteinas extraidas de estandares del
alérgeno. Mediante este método es posible la identi [cdcion y cuanti[cdcion del alérgeno en alimentos.
El método es rapido, el manejo e interpretacion rutinarios de los espectros es relativamente sencillo, la
manipulacion de la muestra facil y reproducible y el costo del andlisis es bajo. Sin embargo, el equipo
es costoso, no accesible a cualquier laboratorio y requiere instalaciones amplias, siendo complejo el
proceso de elaboracion de librerias de per [Ieb de espectros y la calibracion del equipo.

Sistema de cromatografia liquida-espectrometria de masas en tandem (cuadruplo-cuadruplo-
tiempo de vuelo)

En los Gltimos afos, el proceso de andlisis en proteémica implica una sistematica de acuerdo a la cual
una mezcla inicial de proteinas es separada mediante electroforesis en geles de una o dos dimensiones;
posteriormente, el gel se digiere con tripsina y, por tltimo, el digerido se analiza directamente mediante
espectrometria de masas. En la mayoria de los casos, el digerido se suele analizar empleando una
Unica técnica de ionizacion, siendo la ionizacion de electrospray (ESI) o la ionizacion por desorcion con
laser asistida por una matriz (MALDI) las mas utilizadas, por tratarse de ionizaciones de tipo suave.
Sin embargo, esta técnica puede verse afectada puntualmente por efectos de supresion, limitando el
ndmero de péptidos identi [cddos en una muestra. Por ello, ademas de la ionizacion suave de un sistema
de espectrometria de masas adecuado a estudios de protedmica, también se requiere la posibilidad de
poder inducir fragmentaciones superiores que posibiliten el anlisis de secuencias peptidicas. En este
sentido, la informacion secuencial producida por el MALDI mediante PSD se ve superada por el empleo
de ESI, o nanospray que acoplada a un espectrometro de masas hibrido de cuadrupolo-cuadrupolo-
tiempo de vuelo ortogonal produce una informacion secuencial de mejor calidad. Ademas, es capaz de
detectar péptidos que han podido quedar suprimidos en los espectros de MALDI, lo que resulta ideal
en los estudios de protedmica.

Podemos encontrar la aplicacion de estas metodologias en el campo analitico de los alérgenos de la
leche, en estudios para la deteccion y cuanti [cdcion de las proteinas del suero (Hubber y Premstaller,
1999), el sistema de cromatografia liquida asociada a espectrometria de masas utilizando ionizacién
por nanoelectrospray con cuadrupolo tiempo de vuelo para la deteccion de caseina en alimentos
(Weber et al. 2006), o un método desarrollado de espectrometria de masas, utilizando extraccion en
fase sélida para detectar trazas de alérgenos de leche en muestras de zumos de frutas (Monaci y Van
Hengel, 2008).



3. Técnicas basadas en la deteccion de ADN

Como alternativa a los métodos de deteccion de las proteinas alergénicas, se pueden utilizar métodos
basados en la deteccion de dianas que no poseen potencial alergénico, pero que podrian servir como
marcadores indirectos para la deteccion de ingredientes alergénicos en productos alimentarios.

Se han descrito métodos para la deteccion de ADN de leche mediante PCR en productos alimentarios,
pero sobre todo los métodos de biologia molecular se han utilizado para la identilcacion de la
procedencia de la leche entre las distintas especies (Plath et al., 1997).

Asi pues, los métodos de PCR pueden ser considerados una herramienta para la deteccion de la
presencia de leche en mezclas de alimentos, pero en la practica no estan adaptados para la deteccion
de los alérgenos de la leche. Por tanto, su aplicacion para este [les cuestionable, primero por la
posibilidad de aparicion de falsos positivos ya que, por ejemplo, la presencia de carne de vaca podria
ocasionar reacciones de ampli[cdcion y segundo debido a que muchos productos contienen sélo
fracciones concentradas y/o puri[cddas de la leche, como proteina o grasas, lo que podrian llevar a la
obtencién de resultados negativos en el andlisis por PCR (Poms y Anklam, 2004).

A pesar de estos inconvenientes, actualmente algunas casas comerciales han desarrollado kits
comerciales para la deteccion de alérgenos, entre ellos de leche, mediante PCR en alimentos, los
cuales son de utilidad cuestionable.

Conclusiones del Comité Cientifico

1. Las trazas de proteinas lacteas pueden desencadenar reacciones alérgicas de potencial gravedad
en las personas sensibilizadas a las mismas. Asi pues se hace necesario utilizar unos métodos de
andlisis adecuados que permitan detectar un nivel minimo de presencia de proteinas lacteas.

2. En la actualidad existen numerosos métodos para la deteccion de alérgenos lacteos.

3. De todos ellos los mas recomendables para ser usados, en la actualidad, por la industria alimentaria
son los métodos de ELISA. Las razones son que es una técnica: i) rapida; ii) de bajo coste; iii)
no requiere personal altamente cualilcddo; iv) su sensibilidad es muy alta (0,2-1 ppm) y v) su
especi [citlad es elevada. No obstante, es conveniente tener siempre en cuenta que los kits de ELISA
empleados estén correctamente contrastados.

4. El hecho de disponer de tecnologias que permiten medir la presencia de trazas de proteinas lacteas
no asegura la ausencia de problemas.
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