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CELIAQUÍA

• Alta incidencia en nuestro país (1:100)
• Afecta la calidad de vida del enfermo y su familia
• Detección temprana 
• Único tratamiento es la dieta libre de gluten



PROGRAMA NACIONAL DE DETECCIÓN 
Y CONTROL  DE LA ENFERMEDAD 

CELÍACA

• RESOLUCIÓN MINISTERIAL  1560/2007
• Promoción
• Diagnóstico precoz
• Fortalecer el sistema de control de alimentos



OBJETIVOS
• Promover el conocimiento y divulgación  masiva de la 

enfermedad
• Apoyar a las jurisdicciones para garantizar el diagnóstico 

oportuno
• Propiciar la capacitación de los equipos de salud
• Estimular el desarrollo de la  investigación
• Organizar Registro Nacional de la Enfermedad Celíaca
• Fortalecer la capacidad técnica y analítica del 

Sistema Nacional  de Control de Alimentos



RENALOA  
Red Nacional de Laboratorios Oficiales 

de Alimentos

• Logística
• Coordinación
• Capacitación de inspectores bromatológicos en 

verificación de establecimientos libres de gluten 
• Asistencia técnica y equipamiento de laboratorios 

regionales



Programa Nacional de Vigilancia de 
Contaminantes Biológicos, Químicos y 
de Composición Nutricional y Rotulado
•Implementar el programa de control en todas las Jurisdicciones
•Equipamiento de laboratorios regionales:

•PATAGONIA 
•CENTRO
•NOA
•NEA
•CUYO 
•BONAERENSE



INICIO DEL PROGRAMA

Nea – centralización en Chaco
• Alimentos para celíacos
• Agua de mesa
• Aguas saborizadas
• Polvos para preparar bebidas



PROGRAMA DE MONITOREO DE 
ALIMENTOS IMPORTADOS

Alimentos libres de gluten           NIVEL I 

Control de todo  producto que ingresa al país.



ALIMENTOS PARA CELIACOS

CAA – CAP XVII ALIMENTOS DE REGÍMENES O 
DIETÉTICOS
Art. 1339 – 1382 bis y 1383

Actualmente se realizan análisis en:

� INAL
� La Plata 
� Santa Fe



Las proteínas de los cereales se clasifican de acuerdo a su solubilidad 
(fracciones de Osborn)

-con agua ® albúminas
-con solución de NaCl ® globulinas

-con etanol  40 – 70 %          ®®®® prolaminas

-en el residuo permanecen     ® glutelinas Gluten
Gluten = 50 % Prolaminas + 50 % Glutelinas

CLASIFICACIÓN DE LAS PROTEÍNAS

SEMILLA 
Esperma                  gérmen

almidón      70 - 75%
Endosperma            proteínas    7 - 15%

lípidos       aprox. 5%

El 80 % de las 
proteínas del 
trigo es gluten

El gluten controla la calidad panificadora del trigo. La fuerza y elasticidad de la 
masa está relacionada con el gluten de las proteínas (las proteínas absorben 
agua y se desdoblan parcialmente cuando se mezclan y amasan harina y 
agua).



Gluten

gluteninas gliadinas agregadas   gliadinas monoméricas
componente HMW componente LMW           � - gliadina
(alto PM) (bajo PM) � – gliadina 

� - gliadina
� - gliadina

El gluten de trigo es una mezcla muy compleja de proteínas

En alimentos procesado están presentes las gliadinas monoméricas (alfa, 
beta, gamma y omega gliadinas), las gliadinas agregadas (bajo peso 
molecular) así como las gluteninas de alto peso molecular.

COMPOSICIÓN



Fracción Trigo Centeno Cebada Avena Maíz

Albúmina Leucosina

Globulina Edestina

Prolamina Gliadina Secalina Hordeína Avenina Zeina

Glutelina Glutenina Secalinina Hordenina Avenalina Zeanina

Las prolaminas del trigo, centeno y cebada son similares dada su
relación botánica. Las tres pueden causar Enfermedad celíaca.

FRACCIONES DE LOS GRANOS DE CEREALES
Fracciones de Osborne: Osborne,T.B.: The proteins of the wheat 
kernel. Carnegie Inst Publ 84, 235 – 237 (1907)



1 = cys182 
2 = cys183
3 = cys195
4 = cys152
5 = cys299
6 = cys307

Puentes disulfuro

Alpha-hélices
(reg. II y IV)

Modelo bidimensional de
a-Gliadina
(Müller, Wieser 1997)
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Molécula Unidad

Agregado
EFECTO DE LA TEMPERATURA

Las muestras tratadas con temperatura (>90°C) se solubilizan en un 
solvente especial que permite la disolución de las proteínas alteradas 
por calor (“monómeros agregados”).



MÉTODOS ANALÍTICOS
- Deben detectar prolaminas en trigo, cebada y centeno al 100%
- Eficiente para detectar gluten tanto en alimentos procesados
como no procesados

- Tener un proceso de extracción común a ambos tipos de alimentos
- Tener un bajo límite de detección .
- Tener una muy buena reproducibilidad de los resultados

Métodos de Detección de Gluten
- Inmunológicos: RIA, EIA, ELISA, LFD, WB
- PCR  /  Espectrometría de masa  /  HPLC  /  SDS-PAGE

Ventaja del método ELISA
- Alta especificidad y alta sensibilidad
- Listos para usar 
- Equipamiento económico
- Elaborado bajo condiciones reproducibles 
- Permiten estandarización y validación



ELISA SANDWICH
• ELISA sandwich necesita la presencia de dos epitopes 
específicos reconocidos por el anticuerpo

• Solamente prolaminas íntegras ó fragmentos que mantengan, 
al menos, dos epitopes pueden detectarse con el ELISA 
sandwich

• Las prolaminas en los alimentos están parcialmente 
hidrolizadas en fragmentos grandes que contienen dos ó más 
epitopes y fragmentos pequeños que contienen solamente un 
epitope

• Los pequeños fragmentos con un epitope único no pueden ser 
determinados con el ELISA sándwich



ELISA SANDWICH

Anticuerpo adsorbido a fase sólida

Incubar con anticuerpo conjugado con enzima

Antígeno contenido en la muestra

Medición del producto

Agregar sustrato/cromógeno

Agregar solución stop



ANTICUERPO MONOCLONAL R5
Desarrollado por el Prof. Dr. Enrique Méndez (Valdés et al, 2003)

El anticuerpo monoclonal R5 (mabR5) permite la determinación de gluten en 
materias primas así como en productos de trigo, centeno y cebada tratados 
térmicamente, e hidrolizados. No tiene reacción cruzada con trigo sarraceno 
(alforfón - buckwheat)

- detecta al epitope QQPFP (glu-glu-pro-fenilala-pro) pentapéptido 
repetitivo
- QQPFP aparece en forma repetitiva en todas las subfracciones de
gliadina
- el epitope QQPFP está conservado en las diferentes variedades de trigo, 
cebada y centeno y no se encuentra en avena
- el pequeño epitope no es afectado por hidrólisis
- el epitope QQPFP permanece sin alteración luego del tratamiento 
térmico debido a su estructura corta y linear



EXTRACCIÓN
- Paso esencial independientemente del método analítico
- Durante el tratamiento térmico, las subunidades a-, b-, g-
gliadinas se desnaturalizan y se agregan como moléculas 
insolubles
- Se puede alcanzar una extracción suficiente de las 
moléculas agregadas utilizando condiciones reductoras y 
desagregantes

Solución Cóctel
- Contiene clorhidrato de guanidina (agente desagregante) y 
2-mercaptoetanol (agente reductor)
(Méndez et al, 2005;  Patent No: ES 2 239 545)



PREPARACIÓN DEL EXTRACTO 
Paso crítico:
- Homogeneización

- Extracción completa

- Contaminación cruzada (ambiente del laboratorio ó
muestras altamente contaminada)

- Importante: Extracción con cóctel para todas las muestras   
procesadas
- Gelatina de pescado ó leche descremada para muestras 
que contienen taninos ó polifenoles
-Extracción con etanol sólo para: 

- Controles del ensayo: harina de maíz, harina de arroz 
(muestras negativas)

- Materias primas



MATERIAL DE REFERENCIA
Estándar PWG - mezcla de las 10 variedades de Trigo 

europeo más sembradas; contiene 
86% de gliadina, disponible del WGPAT 

NIST - SRM 1567a harina de trigo

- RM 8418 gluten de trigo

- RM 8436, 8437, 8438, 8441a diferentes 
tipos de harina de trigo

WGPAT       - Working Group of Prolamin Analysis and 
Toxicity

NIST            - National Institue of Standards and 
Technology



PROCEDIMIENTO

- Se siembran 100 µl de muestra ó estándares en los pocillos 
por duplicado; se incuba por 30 min a temperatura ambiente

- Se descarta el líquido y los pocillos se lavan 3x con 250 µl de 
buffer

- Se agregan 100 µl de conjugado enzimático diluido 

- Se incuba por 30 min a temperatura ambiente

- Se descarta el líquido y los pocillos se lavan 3x con 250 µl de 
buffer

- Se agregan 50 µl de sustrato y 50 µl de cromógeno 

- Se incuba por 30 min a temperatura ambiente en oscuridad

- Se agregan 100 µl de solución stop 

- Se mide la absorbancia a 450 nm



Estándar 1 (0 ppb) debe 
tener OD < 0.15 E 450 nm

Repetir muestras con OD > 2

Gluten = 2 x Gliadin

ELISA sándwich:
A mayor concentración, mayor 
es la absorbancia.

Los resultados de 
las muestras leídos 

de la curva de 
calibración deben 

multiplicarse por el 
factor de dilución 
correspondiente 

(usualmente 500) 
para obtener el 

contenido de 
Gliadina de las 

muestras analizadas.

RESULTADOS



VALIDACIÓN  INTERNA 
REALIZADA POR R-BIOPHARM

MUESTRAS
Bien definidas de pan:

- fortificadas con estándares de gliadina del PWG
- muestras contaminadas. 

LIMITE DE DETECCIÓN
Seis muestras naturalmente negativas.

LIMITE DE CUANTIFICACIÓN
Diez replicados del estándar 1, estándar 2 y una muestra.

ESTABILIDAD
Diferentes lotes durante la vida media del kit (49 semanas a 4-8 ëC).

ESPECIFICIDAD
Se controlaron 40 matrices alimenticias, incluyendo cereales, nueces, 
vegetales y frutas. No se encontró reactividad cruzada entre otros con 
maíz, trigo sarraceno (alforfón), mijo, avena,  quinoa y amaranto.



ROBUSTEZ
Se realizaron pequeñas modificaciones sobre lo especificado 
en el inserto:

- Temperatura de incubación: de 18ëC a 37ëC
- Volumen de muestra ó estándares: +/- 10%
- Tiempo de incubación: 3x 25 min hasta 3x 35 min

No afectaron el resultado del ensayo. El resultado de dos 
muestras control positivas mostraron una variación media de 
CV de 6.8%.

RECUPERACIÓN
Se utilizaron cinco muestras de pan para los experimentos de 
recuperación. La masa se había fortificado con cantidades 
diferentes de gliadina purificada (PWG), amasada, cocida, 
seca y molida.
Las muestras se extrajeron con el cóctel de extracción. Se 
encontró una recuperación global total de 107.6% con un 
coeficiente de variación (CV) de 16.7%.



ENSAYO COLABORATIVO INTERLABORATORIO
WGPAT – 2002

•Se investigaron un total de 12 muestras.
- 4 muestras libres de gluten (maíz y arroz)
- 5 muestras fortificadas con material del PWG (3 maíz  cocidas, 2 arroz no 
cocidas)
- 3 muestras ciegas

•Se mandaron a laboratorios independientes
- 19 laboratorios europeos
- 1 laboratorio Argentino

•Se hicieron dos extracciones independientes con solución cóctel
•Cada extracción se midió en dos largadas independientes
•Se realizaron 3 diluciones de cada extracción
• Los datos crudos se evaluaron con el RIDA®SOFT Win Software (R-Biopharm 
AG) para evitar variación por uso de diferentes métodos
•Se realizó una evaluación estadística sin la eliminación de los “outliers”



CARACTERÍSTICAS VALIDADAS
- Requerimiento de tiempo: 100 min -extracción muestras con cóctel

< 100 min para implementar el ensayo

- Especificidad: 100% (no se detectaron muestras falsos positivos)

- Sensibilidad analítica: LOD <1.5 ppm gliadina
LOQ de 2.5 ppm gliadina

- Exactitud: La recuperación media fue de 107.8 % +/- 16.7 %.

- Robustez: ELISA no es sensible a cambios:
temperatura entre 18 y 37 °C
tiempo de incubación 3x 25 y 3x 35 minutos
volumen de los reactivos entre 90 y 110 µl.

-Estabilidad: La vida media es de 12 meses sin pérdida de capacidad
analítica



VALIDACIONES / APROBACIONES
El kit RIDASCREEN® Gliadin cumple con los criterios del 
ensayo interlaboratorio y garantiza la sensibilidad del nuevo 
límite para alimentos “libres de gluten” (“gluten free”)

WGPAT Validado 2002

Codex Alimentarius Método Tipo I, 2005

AOAC RI Performance Tested Status 
2006, Certif.No.120601



7,78

5,79

3,67

1,2

1,953,04

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

CONCENTRACION (ppb) 

%CV

Limite de Detección 10 ppm

VALIDACIÓN  INTERNA 
REALIZADA EN EL INAL



MUESTRAS ANALIZADAS

AÑO TOTAL POSITIVAS

2003 594 56

2004 745 30

2005 534 40

2006 790 52

2007 672 10

2008 118 3
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VIGILANCIA DE LOS PRODUCTOS APTOS 
PARA CELIACOS

Detección de Incumplimientos:

� Retiro del listado de alimentos aptos para celíacos página web
� Retiro del mercado del producto contaminado

� Comunicado a la población

� Comunicado a todas las Jurisdicciones Bromatológicas del país y delegaciones 
INAL

� Notificación a las Asociaciones de celíacos y a las cámaras de supermercados
� Inspección planta elaboradora para verificar BPM en el marco de la Ley nacional 

24827 y su modificatoria Ley 24953.



Bioq. Eliana Tomchinsky
Depto Control y Desarrollo
Instituto Nacional de Alimentos
eliana@anmat.gov.ar

Muchas gracias por su atención


