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Inmunoensayo para la cuantificacion
de Dac g 1 en extractos de polen

Fundamento: La estandarizacion de los extractos alergénicos usados en diagndstico
e inmunoterapia es fundamental, dada la variabilidad de los mismos, pero el proto-
colo tradicional tiene algunas limitaciones, por lo que la medida cuantitativa de los
alergenos principales puede ayudar a garantizar en calidad. Las gramineas son una
causa importante de reacciones alérgicas estacionales, y los alergenos del grupo 1y
5 son los de mayor relevancia. El objetivo de este estudio fue desarrollar una prue-
ba de enzimoinmunoanélisis (ELISA) para la cuantificacion de Dac g 1 en extractos
de polen de Dactylis glomerata. Métodos: El ensayo se baso en el uso de los anti-
cuerpos monoclonales especificos para Dac g 1: 7A8 y 9F6, para la captura, y 9A4
marcado con biotina para la deteccion. Dac g 1 se purifico mediante cromatografia
a partir de extractos de D. glomerata y se utilizd para construir una curva de cali-
brado. El contenido de Dac g 1 en los extractos se calculd por interpolacion en la
parte lineal de la curva. Resultados: El método detecta concentraciones de Dac g 1
entre 62,5 y 500 ng/ml, con un coeficiente de variacion del 14%, y un limite de de-
teccion de 31,25 ng/ml. El contenido medio de Dac g 1 en los 6 extractos de D.
glomerata estudiados fue de 132 ug/ml. Se encontrd una correlacion significativa
del contenido en Dac g 1 medido por ELISA con la potencia alergénica y con el
contenido de Dac g 1 medido por densitometria. Conclusiones: Se describe un mé-
todo sensible, especifico y reproducible que resulta Gtil para una mejor estandariza-

cion de extractos de polen de gramineas.

Palabras clave: Alergeno. Cuantificacion. Dac g 1. ELISA. Grupo 1 de gramineas.

Immunoassay for quantification of Dac g 1
in pollen extracts

Background: An accurate standardization of allergenic extracts used for diagno-
sis and immunotherapy is fundamental. Current standardization methods have
some limitations and therefore quantification of major allergens can help to gua-
rantee the quality of allergenic extracts. Grass pollen is an important cause of
allergic diseases all over the world and group 1 and 5 grass allergens are the
most predominant allergens. The aim in this study was to develop a specific
ELISA for Dac g 1 quantification of Dactylis glomerata extracts. Methods: Dac
g 1 specific monoclonal antibodies were used for the assay: 7A8 and 9F6 as
capture antibodies and biotinylated 9A4 for detection. Dac g 1 was purified from
D. glomerata extracts by chromatographic procedures and used as standard at

concentrations ranging from 15 to 1000 ng/ml. Dac g 1 content on the extracts
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was calculated from the dose-response curves of purified
Dac g 1. Results: The assay measured Dac g 1 concentra-
tions ranging from 62.5 to 500 ng/ml, with a coefficient of
variation of 14%, and a detection limit of 31.25 ng/ml. Dac
g 1 average content of the six D. glomerata extracts tested
was 132 ug/ml. Significant correlation was found between
Dac g 1 content measured by ELISA and the allergenic po-
tency of the extracts, and between the Dac g 1 content me-
asured by ELISA and by densitometry. Conclusion: A sen-
sitive, specific and reproducible method for Dac g 1
quantification has been described and it will be helpful for
accurate standardization of orchard pollen extracts.

Key words: Allergen. Quantification. Dac g 1. ELISA.
Group 1 grass allergens.

Los extractos alergénicos usados habitualmente para
diagnostico e inmunoterapia estan constituidos por una
mezcla compleja de proteinas de las cuales s6lo unas po-
cas tienen actividad alergénica. Por otro lado, debido a su
origen bioldgico, la composicidon de los extractos puede
variar dependiendo de la fuente natural de la que son obte-
nidos. Asi, en el caso del polen pueden ser diferentes en
funcion de las variedades o cultivares de la planta y de las
condiciones ambientales en las que ésta se ha desarrolla-
do. Adicionalmente, la composicion del extracto puede es-
tar influenciada por el método de procesado del mismo'.
La estandarizacion de los extractos alergénicos es, por tan-
to, fundamental para garantizar su calidad. Hasta ahora, el
método habitual de estandarizacion se basa en pruebas cu-
taneas realizadas en pacientes alérgicos voluntarios emplean-
do un extracto de referencia. Los posteriores lotes produ-
cidos se comparan con el de referencia usando métodos in
vitro (como el EAST de inhibicidn), que utilizan una mez-
cla de sueros de pacientes alérgicos. Estos procedimientos
presentan dos problemas principales: por un lado, impli-
can el uso de sueros humanos, limitados y dificiles de es-
tandarizar y por otro, tan sdlo se puede determinar la po-
tencia alergénica global del extracto, mientras que existen
evidencias de que extractos con una potencia similar pue-
den tener diferentes concentraciones de los distintos aler-
genos principales®. Actualmente, los anticuerpos monoclo-
nales (AcMo) se utilizan ampliamente en el campo de la
alergia, ya que permiten caracterizar los extractos alergé-
nicos cuantificando el contenido de sus alergenos princi-
pales; pueden servir, a su vez, para medir la concentracion
de un alergeno en el ambiente y as{ establecer una rela-
cion entre la exposicion alergénica ambiental y los sinto-
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mas del paciente. Los AcMo presentan las ventajas de ser
especificos para un Gnico epitopo y de poder obtenerse en
cantidades ilimitadas.

Los alergenos procedentes de polenes de gramineas
son una causa importante de reacciones alérgicas estacio-
nales en todo el mundo. Aunque se han descrito 11 grupos
alergénicos, tan sdlo 8 se consideran como alergenos prin-
cipales’. No obstante, los grupos 1 y 5 son los predomi-
nantes, con una prevalencia de IgE mayor del 80%. Di-
versos grupos han desarrollado métodos para cuantificar
alergenos del grupo 5 en extractos de pdlenes de grami-
neas”™, pero se han realizado pocos ensayos para la cuanti-
ficacion de alergenos del grupo 1%.

Recientemente hemos producido AcMo que reaccio-
nan de manera especifica con alergenos del grupo 1 de po-
lenes de gramineas. En este trabajo, tres de los AcMo que
reconocen epitopos no solapados de este alergeno se han
utilizado en un inmunoensayo para determinar el contenido
de Dac g 1 en extractos de polen de Dactylis glomerata.

MATERIAL Y METODOS

Extractos alergénicos y purificacion de alergenos

Los extractos alergénicos se obtuvieron a partir de
polen de D. glomerata, una vez constatada su identidad y
pureza, de acuerdo con el método previamente descrito'.
Dac g 1 se purificd a partir de extracto de polen de D.
glomerata por una combinacion de cromatografias de inter-
accion hidrofobica y tamizado molecular”. Primeramente
el extracto crudo se paso a través de una columna Phenyl
Sepharose HP 16/20 equilibrada con 10 mM de Tris-HCl
pH 8, 1 M (NH,),SO, y 1 mM EDTA empleando el siste-
ma AKTA-prime™ (Amersham Biosciences, Bucking-
hamshire, Reino Unido). La fraccidon unida se eluyd con
agua, y se utilizd para los ensayos de suplementacion de
Dac g 1. La fraccion no unida (que contenia Dac g 1) se
concentrd por ultrafiltracion y se aplicd a una segunda co-
lumna de Superdex S-200 16/60 equilibrada con PBS. Las
fracciones que contenfan en Dac g 1 se mezclaron y con-
centraron. La determinacion de proteina se realizd por el
método Bradford utilizando el Bio-Rad protein assay kit
(Bio-Rad, Hercules, California, EE.UU.) y albimina bovi-
na como estandar.

Produccion y purificacion de AcMo
Los AcMo 7A8, 9F6 y 9F4 que reconocian alergenos
del grupo 1 de extracto de pdlenes de gramineas fueron ob-



tenidos seglin se describid anteriormente’. Cada monoclo-
nal reconocia epitopos no solapados como se demostrd me-
diante ensayos de ELISA-inhibicion". Los AcMo fueron
purificados a partir del sobrenadante de cultivo de sus res-
pectivos hibridomas secretores mediante una columna de
cromatografia HiTrap Protein G (Amersham Biosciences),
de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los AcMo
purificados fueron marcados con biotina mediante el ECL™
protein biotinylation module (Amersham Biosciences).

SDS-PAGE e Inmunotransferencia

Las protefnas de los extractos de polen de D. glome-
rata y Dac g 1 purificado se separaron mediante geles de
poliacrilamida al 12,5% en presencia de SDS segn el mé-
todo de Laemmli". Las bandas proteicas se detectaron por
tincion con Azul de Coomassie y se analizaron en un ana-
lizador de imagen GS-710 (Bio-Rad). La electrotransfe-
rencia se llevo a cabo seglin el método de Towbin et al™.
Para ello, las proteinas separadas por SDS-PAGE se trans-
firieron a membranas de PVDF Hybond-P (Amersham
Biosciences). Tras el bloqueo con leche al 8,8% en TBS
(50 mM Tris-HCI, 200 mM NaCl, pH 7.,2), las membranas
se incubaron durante 2 h a 37°C con los AcMo 7A8 (0,5
ug/ml), 9F6 (0,75 ug/ml) o 9A4 (1 ug/ml). Después de los
lavados se incub6 en condiciones similares con un suero
antiinmunoglobulinas totales de raton conjugadas a
peroxidasa (Sigma Chemical Co., St Louis, Missouri,
EE UU). El revelado se realiz6 tras nuevos lavados me-
diante una solucion que contenfa como sustrato 4-cloro-1-
naftol al 0,3% en metanol, H,0, y TBS.

Cuantificacion de Dac g 1 mediante doble sandwich
ELISA

Para el ensayo se utilizaron placas de poliestireno
(Nunc-Immuno™ 96 MicroWell™ Plates-MaxiSorp™,
NUNC A/S, Roskilde, Dinamarca) que se incubaron toda
la noche a temperatura ambiente con 100 ul/pocillo de los
AcMo 7A8 y 9F6, preparados a una concentracion de 2,5
pg/ml en tampdn bicarbonato 100 mM pH 9,6. A conti-
nuacion las placas se bloquearon anadiendo 200 ul/pocillo
de PBS-BSA 1%-Tween 20 0,05% (PBS-B-T) y se mantu-
vieron 1 h a 37°C. Posteriormente se afadieron 100 ul/po-
cillo de las diluciones de Dac g 1, comenzando con una
concentracion de 1 ug/ml en PBS-B-T, o de los extractos,
partiendo en este caso de una concentracion de 10 ug/ml,
y se incubaron durante 1 h a 37°C. Tras tres lavados con
200 ul/pocillo de PBS-Tween 20 0,05% (PBS-T), se aha-
dieron 100 ul/pocillo del AcMo 9A4 marcado con biotina
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(0,31 ug/ml en PBS-B-T) y las placas se incubaron de
nuevo durante 1 h a 37°C. Después de tres nuevos lavados
con PBS-T, se incubd 1 h a 37°C con 100 ul/pocillo de es-
treptavidina conjugada a peroxidasa (250 ng/ml en PBS-
B-T) (Sigma). Tras tres lavados con PBS-T, se ahadieron
200 wl/pocillo de una solucion de o-fenilendiamina (Sig-
ma-Fast™ o-phenylenediamine dihidrochloride Tablet Sets,
Sigma) preparada seglin las instrucciones del fabricante y
se mantuvieron las placas en oscuridad durante 30 min. A
continuacidén la reaccion se pard con 50 ul/pocillo de
H,SO, 3M y la absorbancia se midi6 a 492 nm".

Enzimoalergoabsorcion de inhibicion

La actividad alergénica de los extractos se determind
por enzimoalergoabsorcion (EAST) de inhibicion. Una
mezcla de sueros de pacientes alérgicos a polen de D. glo-
merata se preincubd con cantidades crecientes de los ex-
tractos a valorar y del extracto de referencia de D. glome-
rata y posteriormente se incubaron con el extracto de
referencia acoplado a discos de celulosa. Los anticuerpos
IgE unidos se detectaron mediante una prueba basada en
un anticuerpo especifico para IgE conjugado con peroxi-
dasa de rabano, siguiendo las instrucciones del fabricante
(Hytec-specific IgE EIA, Hycor Biomedical Inc., Carden
Grove, California, EE UU). La actividad alergénica de los
extractos se calculdé comparando las concentraciones de
los extractos necesarias para lograr el 50% de inhibicion
respecto al extracto de referencia.

Analisis estadistico

El limite de deteccion se calculd6 como la media mas
2,33 veces la desviacion estandar obtenida tras 30 medidas
del valor cero. El coeficiente de variacidn (CV) se calculo
como el cociente entre la desviacion estandar y la media
multiplicado por 100, no considerando significativos CVs
menores del 20%. Las variaciones intraensayo se calcula-
ron midiendo la absorbancia de 20 pocillos a las concen-
traciones de 500, 250 y 125 ng/ml. Las variaciones inter-
ensayo se determinaron en 10 rectas estandar diferentes
realizadas con diluciones seriadas de Dac g 1 en dias dife-
rentes.

RESULTADOS
Dac g 1 se purificd a partir de extractos de polen de

D. glomerata por una combinacion de cromatografias de
interaccion hidrofobica y tamizado molecular. La compro-
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Fig. 1. Tincion de Coomassie (A) y reactividad de los AcMo 7A8 (0,5
ug/ml), 9A4 (1 ug/ml) y 9F6 (0,75 ug/ml) (B) frente a extracto de Dacty-
lis glomerata (1) y Dac g 1 purificado (2).

bacion de la purificacion se realizd por SDS-PAGE e in-
munotransferencia (fig. 1). La proteina purificada presen-
taba una Gnica banda de 35 kDa en tincion de Coomassie
y esa misma banda era detectada por los AcMo 7AS8, 9A4
y 9F6, caracterizados por reconocer alergenos del grupo 1
de podlenes de gramineas. La preparacion de Dac g 1 tenfa
una pureza del 95%, como se estimd por electroforesis y
densitometria. El rendimiento de la purificacion fue de 1
mg de proteina por cada 100 mg de extracto.

Los tres AcMo (7A8, 9A4, 9F6) eran de subtipo
IgGl/x y se utilizaron en un doble sandwich ELISA para
la cuantificacion de Dac g 1. Los AcMo 7A8 y 9F6 se pe-
garon a la fase solida y el AcMo 9A4 marcado con biotina
se us6 como detector. Como estandar se utilizd Dac g 1
purificado a concentraciones entre 15 y 1000 ng/ml (fig.
2). La correlacion fue lineal en el intervalo entre 62,5
ng/ml y 500 ng/ml, con un limite de deteccidon inferior a
31,25 ng/ml (Tabla I). El ensayo resulto reproducible y la
media del coeficiente de variacion interensayo en la parte
lineal de la curva estandar fue del 13,9%. Los coeficientes
de variacidn intraensayo a las concentraciones de 125
ng/ml, 250 ng/ml y 500 ng/ml fueron de 10,8, 8,4 y 4,2%
respectivamente. La especificidad del ensayo se verificd
entre diferentes tipos de gramineas. Asi, sdlo se detecta-
ban alergenos del grupo 1 en extractos de polen de miem-
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Fig. 2. Curvas de valoracién estandar obtenidas en ELISA para Dac g 1
purificado y extracto de polen de Dactylis glomerata.

bros de la subfamilia Pooideae (Lolium perenne, Holcus
lanatus, Phleum pratense, Agrostis alba, Secale cereale y
Poa pratensis) pero no en la subfamilia Arundinoideae
(Phragmites communis), como tampoco en miembros de
la subfamilia Panicoideae (Zea mays) ni Chloridoideae
(Cynodon dactylon). Iguales resultados negativos se obtu-
vieron con extractos alergénicos de polen de otras plantas
que no fueran gramineas (Rumex acetosella, Plantago lan-
ceolata, Parietaria judaica, Helianthus annuus 'y Olea eu-
ropaea).

Se determino el contenido de Dac g 1 en diferentes
lotes de extractos de D. glomerata producidos entre los
anos 1997 y 2001. Las curvas obtenidas con los extractos
mostraban un buen paralelismo con la obtenida con el
alergeno purificado (fig. 2). El contenido medio de Dac g
1 fue 132 ug/ml con un valor minimo de 59 ug/ml y un
valor maximo de 217 pg/ml.

El patron proteico que mostraban estos 5 extractos
tras tincion de Coomassie se analizd por densitometria. Se

Tabla I. Anélisis del ensayo de ELISA para la cuantificacion de Dac g 1

Anticuerpos Monoclonales

Parte lineal de la

Limite de deteccion Coeficiente de Variacion

Captura Deteccion curva de valoracién (< 20%)
7A8 (2,5 ug/ml) 62,5-500 ng/ml
9F6 (2,5 ug/ml) 9A4 (0,31 ug/ml) n=10 < 31,25 ng/ml 62,5-1000 ng/ml

y=1,697 + 0,434x
r= 0,994
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Fig. 3. Correlacion entre el contenido de Dac g 1 (ug/ml), calculado
mediante ELISA y la intensidad de contorno (DO x mm?), estimada por
densitometria, en 5 extractos de polen de Dactylis glomerata.

estimd un valor numérico de Dac g 1 en cada extracto, de-
nominado intensidad de contorno, que se definfa como la
densidad optica por mm®. Estos resultados se compararon
mediante regresion lineal con los valores de Dac g 1 cal-
culados mediante el doble sandwich ELISA (fig. 3), y se
obtuvo una correlacion significativa (r=0,959; p=0,01). El
pequeiio nimero de extractos de polen de D. glomerata y
su gran homogeneidad en contenido de Dac g 1 y potencia
alergénica impedia estudiar correctamente la relacion entre
estos parametros. Por esta razdn, se obtuvieron extractos a
los que se retird mediante métodos cromatograficos el
alergeno Dac g 1; estos extracos se suplementaron poste-
riormente con cantidades conocidas de dicho alergeno pu-
rificado y finalmente se determind su potencia alergénica.
La figura 4 muestra los resultados del estudio comparativo
para establecer dicha correlacidon (r=0,719; p<0,01) entre
el contenido de Dac g 1 y la potencia alergénica de los ex-
tractos obtenidos.

DISCUSION

El doble sandwich ELISA es un tipo de inmunoané-
lisis que se usa frecuentemente para la caracterizacion de
extractos alergénicos de muy variado origen™*"**. El méto-
do se basa en el uso de uno o varios AcMo para la captura
del alergeno, con lo que se evitan los posibles cambios
conformacionales que pudieran ocurrir si el alergeno se
adsorbiera directamente a la fase solida. Existe controver-
sia sobre las limitaciones de esta técnica en la estandariza-
cion de los extractos®, puesto que la especificidad de los
AcMo puede ser excesiva y solo reconocer ciertas varian-
tes alergénicas. De este modo, el uso de mas de un AcMo
es aconsejable para no infravalorar el contenido de alerge-
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Fig. 4. Correlacion entre el contenido de Dac g 1 (ug/ml), calculado
mediante ELISA y la potencia relativa a los extractos, estimada por EAST
de inhibicion.

nos con varias isoformas. Por tanto, la siguiente genera-
cion de técnicas tiende a usar los denominados anticuerpos
oligoclonales que son mezclas de AcMo®. En este trabajo,
se ha aplicado el doble sandwich ELISA a la cuantifica-
cion de Dac g 1 en extractos de polen de D. glomerata; se
emplearon dos AcMo para la captura de la proteina y uno
marcado con biotina para la deteccion. Los tres se selec-
cionaron por mostrar los valores de absorbancia mas altos
y reconocer epitopos no solapados frente a alergenos del
grupo 1 de la subfamilia Pooideae, cuyos miembros son
las gramineas mas importantes implicadas en las alergias
estacionales’.

Para la curva patron se utilizo Dac g 1 purificado a
partir extractos de D. glomerata. Los grupos 1 y 5 son
los principales grupos alergénicos de polen de gramineas
y se caracterizan por presentar similares parametros bio-
quimicos tales como peso molecular y punto isoeléctrico,
por lo que resultan dificiles de purificar por cromatogra-
fia de intercambio idnico o tamizado molecular. Tampo-
co otros métodos como la fase reversa resultan de utili-
dad, puesto que pueden alterar la conformacidn
molecular del alergeno, lo que influiria en su interaccion
con los anticuerpos del ensayo. Para la purificacion de
Dac g 1 se aplico el método descrito en la purificacion
de Phl p 1. Este método estaba basado en las diferen-
cias de hidrofobicidad entre los alergenos del grupo 1y
5 en presencia de 1 M (NH,),SO,. De esta forma, los
alergenos de los grupos 1, 2 y 3 se recogieron en la frac-
cidn no retenida tras pasar el extracto por una columna
de Phenyl Sepharosa, mientras que el resto de las protei-
nas permanecian unidas a la columna. La diferencia de
peso molecular entre los grupos 1 y 2-3 permitid la sepa-
racion de los diferentes alergenos mediante tamizado
molecular.
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Los principales criterios para definir un buen inmu-
noandlisis son una buena sensibilidad, especificidad y re-
producibilidad. En este caso, la sensibilidad del método
(31,25 ng/ml) fue similar a la encontrada en ensayos espe-
cificos para Phl p 4” y Lol p 1. Los CV intra e inter en-
sayo indicaron que el ELISA era reproducible en la parte
lineal de la curva estandar, en el rango entre 62,5 y 500
ng/ml. Los analisis con extractos de polen de gramineas y
de otro tipo de plantas demostro que el analisis puede apli-
carse especificamente a gramineas de la subfamilia Pooi-
deae. Esto se explica teniendo en cuenta que la identidad
de la secuencia aminoacidica entre los alergenos Lol p 1,
Phl p 1, Hol 1 1, Poa p 1 y Pha a 1 es mayor del 90%,
mientras que entre estas proteinas y alergenos del grupo 1
de Cynodon dactylon, incluido en la subfamilia Chloridoi-
deae y Oryza sativa de la subfamilia Ehrhartoideae, es
menor del 66%". Sin embargo, con el fin de cuantificar de
la forma mas exacta posible el contenido de alergenos del
grupo 1, es necesario realizar curvas estandar diferentes
para cada género de gramineas y utilizar en cada caso su
correspondiente alergeno del grupo 1 purificado. Hechos
similares ya se han descrito para la cuantificacion de pro-
filinas de distintos origenes'.

Las rectas obtenidas en la cuantificacion de Dac g 1
en extractos de D. glomerata fueron paralelas a la curva
patron obtenida con Dac g 1, lo que confirma que no hubo
alteracion del alergeno durante el proceso de purificacion
con la técnica empleada. Las diferencias en el contenido
de Dac g 1 en los distintos extractos no guardaban rela-
cion con el origen de los mismos, puesto que los valores
minimos y maximos correspondian a extractos del mismo
proveedor. No se pueden descartar, sin embargo, diferen-
cias con respecto a las condiciones ambientales en las que
se desarrolld cada lote de polen, puesto que los extractos
analizados se procesaron en el periodo comprendido entre
1997 y 2001.

En inmunoterapia con alergenos de gramineas, gato,
hongos y veneno hay evidencia de que una dosis de man-
tenimiento de 5-20 ug de alergeno por inyeccidn se asocia
con una mejora significativa del historial sintomatico del
paciente’”’. El contenido medio de Dac g 1 calculado en
las dosis de mantenimiento de las vacunas fabricadas a
partir de los lotes de extractos analizados es de 14,5 ng de
alergeno por inyeccion, valor que entra dentro de los limi-
tes indicados.

El célculo del contenido de Dac g 1 en los extractos
por densitometria mostrd una buena correlacidon con el
contenido estimado por el ELISA. Sin embargo, debido a
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que los alergenos del grupo 1 y 5 presentan similar peso
molecular, no se puede asegurar que por este método el
contorno calculado se corresponda Gnicamente con Dac g
1. En este estudio se ha observado también una buena co-
rrelacion entre el contenido de Dac g 1 estimado por ELI-
SA y la potencia alergénica global del extracto medido por
EAST de inhibicidon. De todas formas, hay que tener en
cuenta que la potencia alergénica de un extracto de polen
de gramineas no recae en una {nica proteina’*?, ya que
los alergenos de los grupos 1 y 5 se reparten el 80% de la
potencia alergénica de estos polenes®. Ademas, las mezclas
de sueros utilizados en el EAST de inhibicion pueden re-
conocer otros alergenos principales. Por estas razones, pa-
ra una correcta estandarizacion bioldgica de extractos aler-
génicos es necesario cuantificar varios alergenos
principales. En el caso de gramineas, el ensayo que aqui
se describe, junto a los ensayos descritos para cuantificar
alergenos del grupo 57%, permitiran realizar un preciso
control de calidad de los extractos de gramineas, y concre-
tamente de D. glomerata.

En conclusion, el ensayo desarrollado es un método
sensible, especifico y reproducible de gran utilidad para la
estandarizacion de extractos de polen de gramineas.
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