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Obecnie preferowanymi metodami detekcji glutenu s3 techniki immunoanalityczne.
Wsérad nich jest enzymatyczna metoda immunoenzymosorbcyjna (ang. enzyme
immunosorbent assay; ELISA), aktualnie najpopularniejsza i powszechnie stosowana
metoda rutynowego badania alergenéw pokarmowych. Wynika to z jej czutosci,
precyzji i szerokich mozliwosci standaryzacji. ELISA jest rowniez najczesciej uzywang
technikg w komercyjnie dostepnych zestawach do detekcji poziomu alergendw
w sktadnikach pokarmowych, jak rowniez w gotowych produktach zywnosciowych
i napojach [1].

Dwa formaty testu ELISA - kanapkowy (ang. Sandwich ELISA) i kompetycyjny (ang. Competitive ELISA) s3
rekomendowane do badania poziomu glutenu w produktach zywnosciowych.

Metoda kanapkowa opiera sie na zastosowaniu dwoch przeciwciat. Przeciwciato optaszczajace (na rysunku kolor
zielony) jest zwigzane z powierzchnig ptytki, na ktorej przeprowadza sie oznaczenie. Ptytke przemywa sie roztworem
zawierajacym badany materiat. Jesli w owym materiale znajduje sie poszukiwane biatko, czyli antygen (na rysunku
czerwone trojkaty), bedzie sie ono taczyC z przeciwciatami zwigzanymi z ptytka. Po dodaniu badanego materiatu
ptytke przeptukuje sie. W tej chwili antygen jest juz wyodrebniony z mieszaniny, poprzez zwigzanie z powierzchnig
ptytki. Nastepnie, dodawane jest kolejne przeciwciato, tym razem wyznakowane enzymem. Przeciwciato to rowniez
jest specyficzne wzgledem poszukiwanego biatka. Po przeptukaniu uzyskujemy strukture kanapki - antygen



rzeczywiscie znajduje sie pomiedzy dwiema warstwami przeciwciat. Teraz mozna dodac juz substrat dla enzymu
zwigzaneqo z drugim przeciwciatem. Zwykle stosuje sie zwigzki, ktore w wyniku reakcji enzymatycznej przechodza
w barwny produkt, ktdrego ilos¢ mozna zmierzy¢ metodg spektrofotometryczna. Sita sygnatu jest proporcjonalna do
ilosci zwigzanego antygenu.
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Rys. 1 Uproszczony schemat testu ELISA - metoda kanapkowa

W metodzie kompetycyjnej oznaczane biatko konkuruje z czasteczkami standardu o dostep do wigzania
z przeciwciatem. Im wieksze jest stezenie antygenu w probce, tym mniej standardu zwigze sie z przeciwciatem. Barwny
produkt powstaje jedynie, gdy przeciwciato zwigze sie ze standardem. Z tego powodu w metodzie kompetycyjnej
intensywnos¢ reakcji kolorymetrycznej jest odwrotnie proporcjonalna do ilosci antygenu w probce.

Obecnie zalecang w Europie metodg badania poziomu glutenu jest kanapkowy test ELISA R5 Mendeza, w ktorym
stosuje sie dwa przeciwciata R5 wigzace sie z gliadyna, ktora jest biatkiem wchodzacym w sktad glutenu. Jest to
test 0 wysokiej czutosci i specyficznosci, dobry do stosowania zwtaszcza, gdy stezenie badanego biatka jest niskie
oraz gdy towarzysza mu wysokie stezenia innych biatek. Test ma limit detekcji 1.56 ppm (liczba czesci na milion)
i jest zalecany przez Codex Alimentarius Commision jako metoda okreslania zawartosci glutenu w zywnosci [2].
Nie jest jednak wystarczajgco doktadna do okreslania zawartosci glutenu w produktach hydrolizowanych.
Kompetycyjny test RS ELISA, oparty o jedno monoklonalne przeciwciato, umozliwia precyzyjne okreslenie poziomu
zarowno glutenu w catosci, jak i jego fragmentow. Wedtug Codex Alimentarius Commision ta modyfikacja testu RS
jest wskazana do badania poziomu hydrolizowanego glutenu. Limit detekcji siega 0.3 ppm w ptynnych prébkach.

Idealny test na obecno$¢ glutenu w zywnosci powinien rozpoznawac regiony biatka odpowiedzialne za jego
immunotoksyczne dziatanie. Pomimo, ze nie wszystkie te regiony zostaty do tej pory zidentyfikowane, testy oparte na
monoklonalnym przeciwciale G12 wydaja sie spetniac to kryterium i s3 wskazane do oznaczanie glutenu w zywnosci
m.in. przez AGES - oficjalny urzad kontrolny Austrii [3]. Przeciwciato G12 rozpoznaje fragment peptydu a-2 gliadyny,
ktory jest w znacznej mierze odpowiedzialny za immunotoksycznosc glutenu. Kanapkowy test ELISA oparty na
przeciwciale G12 dat bardzo obiecujgce rezultaty na probkach réznego typu, jego limit detekcji siega 0.6 ng/ml. Co
wiecej uzyskane wyniki dobrze korelowaty z immunotoksycznoscig zbdz, z ktorych byt ekstrahowany. Opracowano
rowniez wariant kompetycyjny testu ELISA z przeciwciatem G12. Metoda ta jest wysoce czuta, limit detekcji wynosi
044 ppm gliadyn i charakteryzuje sie wysoka powtarzalnoscig [4].

Kolejna grupa metod opiera sie na detekcji genow odpowiedzialnych za produkcje sktadnikow glutenu technikg
tancuchowej reakeji polimeryzacji (ang. Polymerase chain reaction; PCR). Szczegolnie szybkie i wygodne techniki
opierajq sie na zastosowaniu ilosciowej reakcji tancuchowej polimeryzacji w czasie rzeczywistym (ang. Quantitative
real-time PCR). Ilosciowy PCR wykorzystujac techniki fluorescencyjne, pozwala na monitorowanie ilosci produktu



reakcji w czasie jej trwania, co odroznia jg od klasycznej reakcji PCR. Dzieki temu cata procedura analizy jest
stosunkowo szybka i pozwala wyeliminowac etap szacowania produktu po zakoriczeniu reakcji. Metoda ta umozliwia
wykrycie obecnosci DNA juz w stezeniu 20 pg DNA/mg materiatu badanego [5]. Poréwnanie tego testu z technikg R5
ELISA wykazato, ze jest on w stanie wykry¢ DNA w produktach, w ktorych poziom glutenu jest ponizej limitu detekji
dla testu R5 ELISA.

Ostatnia grupa metod opiera sie na zastosowaniu biosensorow, umozliwiajacych otrzymanie mierzalnego sygnatu,
proporcjonalnego do stezenia badanego analitu. Najczesciej wykorzystywane sg biosensory oparte na absorbji,
fluorescencji lub na zjawisku plazmonowego rezonansu jadrowego (ang. Surface plasmon resonance; SPR). Technika
SPR jest technikg o wysokiej efektywnosci, dostarcza wynikow w czasie rzeczywistym, moze by¢ zautomatyzowana
i cechuje sie wysoka czuto$cia. Zastosowanie techniki SPR umozliwia skrcenie czasu badania i jego automatyzacje [6].

Wszystkie omawiane techniki s3 wykonywane w laboratoriach Jagiellonskiego Centrum Innowacji, w ramach
swiadczonych ustug badawczych.
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