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1. Introduccion

La leche es uno de los «9 grandes» alérgenos alimentarios que requieren etiquetado en los productos. Después
del cacahuate y los frutos secos, la leche es la tercera causa principal de anafilaxia inducida por alimentos. Las
alergias a la leche afectan al 2-3 % de los lactantes y nifios de todo el mundo y pueden persistir hasta la edad
adulta. Por lo tanto, la deteccidn precisa y fiable de las principales proteinas de la leche es importante para la
seguridad de los consumidores y el cumplimiento de la normativa sobre etiquetado de alimentos.

Los principales alérgenos de la leche son las proteinas caseina y B-lactoglobulina (BLG). En la leche de vaca, las
proteinas representan el 38 % del contenido sdlido no graso, y la BLG constituye entre el 10y el 15 % de estas
proteinas. La BLG no es termoestable y puede destruirse durante el procesamiento de los alimentos. Ademas, la
BLG se encuentra en la leche de la mayoria de los mamiferos, incluidas las vacas, las ovejas y las cabras, pero no
en los seres humanos.

Existen tres kits ELISA AlerTox® especificos para caseina, BLG o ambos (leche). Dado que el kit ELISA AlerTox para
leche puede detectar tanto caseina como BLG, es el kit de analisis de leche multiuso para alimentos, asi como para
agua de enjuague o de limpieza in situ. El kit AlerTox ELISA B-Lactoglobulina se utiliza a menudo para analizar
alimentos que no se calientan a mas de 60 °C (140 °F) durante su produccidn. El kit AlerTox ELISA Caseina ha sido
disefiado para analizar vino y otros tipos de muestras alimentarias.

Nota: Lea atentamente este manual antes de iniciar el analisis, el cual debe ser realizado por personal
debidamente formado.

1.1 Sensibilidad y especificidad del ensayo

El kit AlerTox ELISA B-Lactoglobulina detecta y cuantifica la BLG en alimentos como pasteles, galletas, sopas
instantaneas, ensaladas de carne, bolleria, patés, embutidos y otros productos alimenticios que pueden estar
crudos o procesados, pero no calentados a mas de 60 °C (140 °F). Cuando se calienta por encima de 70 °C (158 °F),
la deteccidn mediante anticuerpos anti-BLG en ELISA falla debido a los cambios estructurales de la proteina BLG
durante la desnaturalizacién por calor.

El limite de deteccién (LD) es de 1,5 ppb (ug de BLG por kg o L de muestra), el limite de cuantificacién (LC) es de
10 ppb de BLG (ug/kg o ug/L) y la deteccién es cuantitativa entre 10 y 300 ppb de BLG (véase la seccion 6.2.1,
Resumen de especificaciones, para obtener mas detalles). Véase la seccion 4, Calculo de los resultados, para
obtener mas detalles sobre la expresién de los resultados.

La reactividad cruzada con otras matrices alimentarias se muestra en la siguiente tabla:

Matriz reactiva cruzada Porcentaje de reactividad cruzada (%) ‘
Leche de oveja <0,2
Caseina <0,02
Leche de cabra < 0,002
AlbUmina sérica bovina 0,0000012

Nota: Las semillas de rdbano picante, rabano y girasol mostraron resultados entre 0,5 LDy 1 LD y pueden
proporcionar valores superiores al LC.

Ver Seccion 6.2.2, Recuperacion y Seccidn 6.2.3, No reactividad cruzada, para datos adicionales.

Importante: No modifique el protocolo con respecto al tiempo, las temperaturas, el lavado de placas, los
volumenes de pipeteo, los tipos de tampones o los valores de pH de los tampones. Cualquiera de estas
modificaciones del protocolo invalidara el sistema de ensayo.
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1.2 Preparacion de la muestra

El kit AlerTox ELISA B-Lactoglobulin es uno de una serie de veinte kits de pruebas de alérgenos relacionados de
Hygiena®. Se pueden detectar y medir dieciséis alérgenos diferentes, incluido el BLG, utilizando un Unico extracto
de muestra con estas diferentes pruebas ELISA especificas para alérgenos, mientras que algunos requieren
extracciones individuales. Consulte la seccion 6.1, Compatibilidad de la extraccion de muestras, para obtener mas
detalles.

1.3 Fundamento del ensayo

El kit AlerTox ELISA B-Lactoglobulina funciona segun el principio de un ELISA sandwich cuantitativo. La
concentracién de antigeno es directamente proporcional a la intensidad del color de la muestra de ensayo. He
aqui un breve resumen del ensayo ELISA sandwich:

1. Los anticuerpos primarios dirigidos contra la BLG se unen a la superficie de una placa de microtitulacién. Se
colocan los estdndares que contienen BLG o las muestras de prueba en los pocillos de la placa de
microtitulacién. Tras una incubacién de 20 minutos a temperatura ambiente (entre 15y 25 °C, 59y 77 °F), se
lavan los pocillos con Solucion de Lavado para eliminar el material no unido.

2. Seintroducen en los pocillos anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa dirigidos contra la BLG y,
tras una segunda incubacidn de 20 minutos, se lava de nuevo la placa.

3. Seanade la Solucidon de Sustrato y se incuba la placa durante otros 20 minutos, con lo que se desarrolla un
color azul en los pocillos positivos. El color se vuelve amarillo con la adicién de la Solucién de Parada, la cual
inhibe el desarrollo del color. El color amarillo se mide fotométricamente a 450 nm (DQOaso nm).

2. Materiales y almacenamiento

2.1 Materiales suministrados

Articulo Descripcion 96 pocillos

Tiras separables de 8 pocillos, cada una recubierta con anticuerpos primarios anti-

BLG. .
1 " ) 12 tiras
En una bolsa de aluminio que se puede volver a cerrar y que contiene un marco

soporte y un agente desecante. Listo para usar.

5 5 estdndares AlerTox BLG, concentraciones: 0 — 10 — 50 — 150 — 300 ppb. Sy 3mL
Listo para usar.

3 Conjugado: anticuerpos secundarios anti-BLG conjugados con peroxidasa. 1% 15 mL
Listo para usar.

Solucidn de Sustrato, que contiene trimetilbenceno (TMB).
e q (TMB) 1x 15 mL
Listo para usar.

Solucién de Parada, que contiene acido sulfirico (H,SO4).

5 ) 1x15mL
Listo para usar.
Tampodn de Extraccion y Dilucidn de Muestras 10X. 4 x30mL
7 Solucién de Lavado 10X. 2 x 60 mL

2,2 Condiciones de almacenamiento y estabilidad

e Todos los componentes del kit deben conservarse entre 2 y 8 °C (36 y 46 °F) en la oscuridad. NO CONGELAR.

e Conservar todos los reactivos a una temperatura de entre 2 y 8 °C (36 y 46 °F) inmediatamente después de su
uso.
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e La Solucion de Lavado diluida (1X) puede utilizarse durante 4 semanas si se almacena a una temperatura de
entre 2y 8 °C (36y 46 °F).
Importante: Si es necesario, redisuelva el precipitado calentando la Solucién de Lavado 10X a 37 °C (99 °F)
durante 15 minutos antes de la dilucion. No utilice la solucidn si el precipitado no se redisuelve.

e El Tampodn de Extraccidn y Dilucion de Muestras diluido (1X) puede utilizarse durante 1 semana si se conserva
entre 2y 8 °C (36y 46 °F).
Importante: Si es necesario, redisuelva el precipitado calentando el Tampdn de Extraccién y Dilucion de

Muestras 10X a 37 °C (99 °F) durante 15 minutos antes de la dilucién. No utilice el tampdn si el precipitado no
se redisuelve.

e Los extractos de la muestra son estables durante al menos 24 horas a una temperatura de entre 2y 8 °C (36 y
46 °F) o durante mas tiempo si se congelan.

2.3 Material necesario pero no suministrado

e Aditivo AlerTox para Polifenoles (N2 de producto Lector de placas ELISA con filtro (450 nm)

ASY3213), solo para muestras con polifenoles y (Absorbance 96 ELISA Reader, N2 de producto
antioxidantes*. MCH3005, o similar)
e Pipeta multicanal: 50-200 pL e (Centrifugadora
e Puntas de pipeta estériles e Agua destilada
e Pipetas: 10-100 puL, 100-1.000 uL e Stomacher (homogeneizador), molino, mortero,
e Bafio de agua, ajustable a 60 °C (140 °F) batidora, etc.

e Recipientes de 15-30 mL para las extracciones * Mezclador vortex

* Algunos ejemplos de alimentos ricos en polifenoles, incluidos los taninos, y antioxidantes son: chocolate, té, café,
vino, maiz morado y fibra de maiz, soja, bayas y legumbres como garbanzo y lenteja.

2.4 Materiales/equipos opcionales

e Homogeneizador para la extraccion de muestras e Recomendado: Un lavador de placas ELISA para

e Pipeta de repeticién para minimizar la reducir el tiempo de lavado y mejorar la
desviacién del ensayo consistencia.

Los kits AlerTox ELISA han sido validados en equipos ELISA totalmente automatizados (como el robot ELISA

automatizado BEAR). Para conocer los detalles de la validacion, pédngase en contacto con nosotros en
www.hygiena.com/support.

3. Procedimiento de ensayo

3.1 Preparacion de reactivos

Aconsejamos preparar los reactivos inmediatamente antes de su uso y solo la cantidad necesaria para el numero
de muestras mds los 5 estandares. Se recomiendan mediciones por duplicado de cada muestra y estandar, de
acuerdo con las buenas practicas de laboratorio (BPL) y los requisitos de control de calidad.

Importante: Todos los reactivos deben estar a temperatura ambiente (entre 15y 25 °C, 59y 77 °F) en el
momento de su uso.
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3.1.1 Tampon de Extraccion y Dilucion de Muestras

Diluya el tampdn de extraccion y dilucion de muestras 10X en una proporcién de 1:10 con agua destilada para
Diluya 1:10 el Tampédn de Extraccion y Dilucidn de Muestras 10X con agua destilada para crear la solucién 1X.

Importante: Si es necesario, redisuelva el precipitado calentando el Tampdn de Extraccion y Dilucion de Muestras
10X a 37 °C (99 °F) durante 15 minutos antes de diluirlo. No utilice el tampdn si el precipitado no se redisuelve.

Nota: Necesitara las siguientes cantidades de cada muestra para su ensayo:

Tipo de muestra Cantidad de muestra Cantidad de Tampodn 1X de Extraccion y Dilucién de Muestras

Solido 0,5g 10 mL

Liquido 0,5 mL 9,5mL

3.1.2 Solucién de Lavado

Diluya 1:10 la Solucién de Lavado 10X con agua destilada para crear la solucion 1X.

Importante: Si es necesario, redisuelva el precipitado calentando la Solucién de Lavado 10X a 37 °C (99 °F)
durante 15 minutos antes de diluirlo. No utilice la solucidn si el precipitado no se redisuelve.

Nota: Necesitara aproximadamente 2,5 mL de Solucién de Lavado 1X por pocillo.

3.1.3 Placa ELISA

Para preparar la placa ELISA, abra la bolsa de aluminio, extraiga el nUmero de tiras necesarias para realizar el
analisis (muestras mas los 5 estandares, todo por duplicado) y coloque las tiras en un marco soporte.

Notas:

e Al abrir la bolsa de aluminio por primera vez, tenga cuidado de no cortar el cierre de la bolsa.

e Los pocillos no utilizados deben guardarse en la bolsa de aluminio con el agente desecante a una temperatura
de entre 2y 8 °C (36 y 46 °F). Asegurese de que la bolsa quede bien cerrada.

3.2 Preparacion de la muestra

Importante: Véase en el Apéndice A el protocolo de preparacién de muestras que contienen polifenoles, taninos
o antioxidantes. Para otras muestras, siga el procedimiento que se indica a continuacién:

1. Resuspender la muestra en el Tampdn de Extraccion y Dilucidon de Muestras diluido (1X) segun el tipo de
muestra:
a. Para muestras soélidas:

i. Maximizar la homogeneidad de la muestra pulverizando finamente un minimo de 5 g de muestra en
un mortero, molino de impacto o dispositivo similar.

ii. Resuspender 0,5 g de la mezcla homogeneizada en 10 mL de Tampdn de Extraccion y Dilucién de
Muestras diluido 1X.

b. Para muestras liquidas:

i. Afadir 0,5 mL de la muestra liquida a 9,5 mL de Tampdn de Extraccion y Dilucidn de Muestras diluido
1X.

2. Meazclar bien.

3. Incubar la mezcla durante 15 minutos en un bafio de agua precalentado a 60 °C (140 °F), agitando las
muestras cada 2 minutos para garantizar la homogeneidad.
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4. Centrifugar la mezcla durante 10 minutos a 2.000 x g a temperatura ambiente (entre 15y 25 °C, 59y 77 °F). Si
el sobrenadante no estuviera completamente separado del precipitado, filtrar el sobrenadante.

5. Enfriar el extracto de la muestra (sobrenadante o filtrado) a temperatura ambiente (entre 15y 25 °C, 59y 77 °F).

e oz

3.2.1 Vision general del flujo de trabajo

1. Anadir 0,5 mL de
muestra liquida a un
tubo

o]

2. Aiadir* Tampon de Extraccion y Dilucion de
» Muestra (9,5 mL para liquidos, 10 mL para
solidos) y mezclar bien**

* Afadir Aditivo de Extraccién a muestras que contengan

1a. Homogene|zar la 1b. Pesar 0,5 g de muestra polifenoles (excepto vino con los kits de Caseina,

muestra sélida en un tubo Lisozima y Ovoalbtimina) antes de afiadir el tampén

** Muestras de vino estan listas para el analisis ELISA

(saltar los pasos 3 - 5)

>

5. Enfriar la muestra a TA 4. Centrifugar a 2.000 x g 3. Incubar durante 156 min a 60 °C con
durante 10 min a TAy, si agitacion
fuera necesario, filtrar

Importante: Ver las instrucciones especiales para la extraccion de muestras para los kits AlerTox ELISA Caseina, Crustédceos,
Pescado, Histamina, Lisozima y Leche.

3.3 Procedimiento ELISA

Importante: Los puntos mas criticos del procedimiento ELISA son la temperatura, el tiempo y el lavado de los
pocillos de la placa. Un lavado insuficiente dara lugar a una precision deficiente y falsos resultados.

Nota: Para una mayor reproducibilidad, recomendamos utilizar un lavador de placas automatizado en buen

estado en los siguientes pasos 3y 6.

1. Afadir 100 uL de los estandares o los extractos de las muestras por duplicado en los pocillos apropiados de la
placa.

Nota: Consulte /a Seccion 7, Ejemplo de disefio del ensayo. Si tiene un gran nimero de muestras, pipetee un
conjunto de estandares antes de las muestras y el conjunto duplicado de estdndares después de las muestras
y utilice los valores medios aritméticos para los calculos.

2. Incubar durante 20 minutos a temperatura ambiente (entre 15y 25 °C, 59y 77 °F).
Importante: No agitar la placa durante esta incubacién.

3. Lavar la placa tres (3) veces con 300 pL de Solucién de Lavado 1X por pocillo.

Nota: Al final del lavado automatico o entre cada lavado manual, invierta la placa y golpéela contra un
material absorbente (toallas de papel limpias y secas) para vaciar los pocillos y eliminar el liquido residual.
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4. Afadir 100 pL de Solucion de Conjugado en cada pocillo.

5. Incubar durante 20 minutos a temperatura ambiente (entre 15y 25 °C, 59y 77 °F).
Importante: No agitar la placa durante esta incubacién.

6. Lavar la placa cinco (5) veces con 300 pL de Solucién de Lavado 1X por pocillo.
Nota: Al final del lavado automatico o entre cada lavado manual, invierta las placas y golpéelas contra un
material absorbente (toallas de papel limpias y secas) para vaciar los pocillos y eliminar el liquido residual.

7. Pipetear 100 uL de Solucién de Sustrato en cada pocillo.

8. Deje que la reaccion se desarrolle en la oscuridad (el sustrato es sensible a la luz) durante 20 minutos a
temperatura ambiente (entre 15y 25 °C, 59y 77 °F).

Importante: No agitar la placa durante esta incubacién.
9. Detener la reaccion enzimatica afiadiendo 100 pL de Solucidn de Parada (0,5 M H,S04) en cada pocillo.

10. Agite suavemente la placa con la mano y espere 1 minuto.
Nota: Los pocillos que contienen color azul se vuelven amarillos en presencia de BLG.

11. Para medir los resultados, utilice un lector de placas ELISA con un filtro de 450 nm (DOaso nm), Siguiendo las
instrucciones del fabricante del instrumento.
Nota: Mida el cambio de color dentro del periodo de 30 minutos.

Importante: Si alguno de los resultados de las muestras se encuentra fuera del rango de la curva estandar de
BLG, no extrapola los datos. En su lugar, diluya el extracto de la muestra con el Tampdn de Extraccion y
Dilucién de Muestras diluido (1X) y repita el ensayo ELISA utilizando este extracto de muestra diluido y los
estandares, por duplicado.

3.3.1 Vision general del flujo de trabajo

1. Afadir 100 pL de 3. Lavar 3X con 300 pL de 4. Anadir 100 L de 6. Lavar 5X con
muestra/estandar a Solucion de Lavado 1X Solucion de Conjugado 300 pL de
cada pocillo 5. Incubar 20 min a TA Solucion de

2. Incubar 20 min a TA Lavado 1X

11. Leer los resultados 9. Aiadir 100 pL de 7. Afadir 100 pL de
usando un lector de Solucion de Parada Solucién Sustrato
placas 10. Mezclar y esperar 1 min 8. Incubar durante 20 min

en oscuridad a TA

Kit AlerTox ELISA B-Lactoglobulina 8 INS-KIT3042-001-REVA-ES



Instrucciones del producto

4. Calculo e interpretacion de los resultados

Los resultados se miden como concentraciones de BLG. Consulte el paso 5 a continuacion para conocer los
factores de conversidn que se utilizan para calcular las concentraciones en diversos productos lacteos.

Las normas se han elaborado para determinar directamente las concentraciones de BLG en muestras. La dilucion
de las muestras en el proceso de extraccion, tal como se describe en los procedimientos de preparacién de
muestras, ya se tiene en cuenta al calcular los niveles. Sin embargo, los resultados deben tener en cuenta
cualquier dilucién adicional (por ejemplo, debida a una alta concentracién de la muestra o a algunos
procedimientos alternativos de extraccion de la muestra) (Nota de la etapa 4). Utilice la hoja de cdlculo de AlerTox
ELISA (disponible en www.hygiena.com/documents) o las instrucciones siguientes para calcular los resultados.

Importante: No utilice la Hoja de Cdlculo AlerTox ELISA si el Estandar Cero en el software del lector de placas estd
definido como Blanco para el célculo de B — Bo.

A la hora de interpretar los resultados, se utiliza la media aritmética para los calculos.
1. Calcular el valor medio de DO (DOassonm) para cada conjunto de patrones de referencia y muestras duplicados.

2. Reste el valor medio del estandar cero a cada valor medio de DO de los estandares o muestras
(DO — DOkstandar 0 = B — Bo). Véase mas adelante, Ejemplo de datos de ensayo.

Importante: Si en el software del lector de placas, el estandar cero estd definido como blanco para el célculo
de B — By, omita este paso.

3. Para crear la curva estandar, represente los valores de DO ajustados de los estandares 1 a 4 en el eje Y frente
a la concentracion de BLG en ppb en el eje X. Véase mas adelante, Ejemplo de una curva estdndar tipica.

4. Para cada extracto de muestra, hallar el valor B—Bgen el eje y. A continuacidn, lea el valor correspondiente en
el eje x de la curva estandar para determinar la concentracion de BLG.

Nota: Cuando se utilice el procedimiento estandar de preparacion de muestras (Seccién 3.2), no es necesario
multiplicar la concentracidn resultante de la muestra de producto alimenticio por el factor de dilucién de 20.

5. Para convertir ppb de BLG a ppm de un producto lacteo, multiplique por el factor de conversién adecuado
que figura en la siguiente tabla:

Factor de conversion (multiplicar por)*

Leche entera 370
Leche entera en polvo (NIST RM8435) 320
Leche desnatada en polvo (NIST SRM1549) 60

* Por ejemplo, 10 ppb de BLG corresponden a 3,7 ppm de leche entera, 3,2 ppm de leche entera en polvo y 0,6 ppm de
leche desnatada en polvo. Los factores de conversion se determinaron durante la validacion del kit.
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Ejemplo de datos de ensayo Ejemplo de curva estandar tipica
Estandar Antigeno diana [ppm]‘ DO,,, ., media B-B Antigeno Objetivo
2,5000
Cero 0,0 0,108 — — o=
) //
1 2,0 0,265 0,157| =
i 1,5000 — : -
2 10,0 0,606 0,498 .
£ 1,0000 -
3 25,0 1,193 1,085 © /
! ! ! B 05000 (o
4 50,0 1,928 1,820
0,0000
0 1 2 3 4 5

Concentracion (ppm)
5. Precauciones generales

e Sisu piel entra en contacto con sustancias tdxicas o irritantes, enjuague la zona afectada con abundante agua
y busque atencién médica si es necesario. Consulte la SDS, disponible en www.hygiena.com/SDS.
o LaSolucidon de Sustrato contiene TMB, que es altamente tdxico si se inhala, ingiere o entra en contacto
con la piel. Consulte la SDS.

o LaSolucién de Parada contiene H,SO4, que es corrosivo. Consulte la SDS.

e Manipule el kit de ensayo de acuerdo con las BPL.
o No utilice reactivos después de la fecha de caducidad del kit.
o Manipular todas las soluciones con guantes.
o Durante la extraccién de la muestra, evite la contaminacién cruzada.
o Los dispositivos, como la batidora, deben limpiarse después de cada preparacién de la muestra.
o Utilice puntas de pipeta estériles.
o Nointercambie las tapas de los viales de reactivos.

o Nointercambie reactivos entre kits con nimeros de lote diferentes.
e No altere los reactivos. Hacerlo puede causar resultados inexactos.
e Todos los reactivos deben equilibrarse a temperatura ambiente (entre 15y 25 °C, 59 y 77 °F) antes de su uso.

e No utilice las soluciones si se enturbian o precipitan. Las Unicas excepciones son la Solucion de Lavado 10Xy el
Tampon de Extraccion y Dilucidn de Muestras 10X, que pueden tener precipitados cristalinos que deben
disolverse completamente antes de su uso (véase la seccidn 2.2).

e La Solucidn de Sustrato es sensible a la luz. Evite la exposicion a la luz directa y guardela en la oscuridad.
e Utilice Unicamente agua destilada para la dilucidon de tampones concentrados.
o No deje que los pocillos se sequen completamente.

e Evite incubar las placas multipocillos en bancos de trabajo frios.
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6. Informacion adicional

6.1 Compatibilidad de la extraccion de muestras

Los siguientes kits AlerTox ELISA comparten el mismo protocolo de preparacion de muestras, lo que significa que
el extracto de la muestra puede analizarse utilizando 16 ensayos ELISA diferentes:

Extracciones de muestras compatibles

AlerTox ELISA Almendra

AlerTox ELISA BLG*

AlerTox ELISA Anacardo

AlerTox ELISA Coco

AlerTox ELISA Huevo

AlerTox ELISA Avellana

AlerTox ELISA Altramuz

AlerTox ELISA Lisozima®

AlerTox ELISA Macadamia

AlerTox ELISA Mostaza

AlerTox ELISA Ovoalbimina

AlerTox ELISA Cacahuete

AlerTox ELISA Pistacho

AlerTox ELISA Sésamo

AlerTox ELISA Soja (STI¥)

AlerTox ELISA Nuez

* BLG = B-lactoglobulina

T Sdlo el extracto de vino es compatible. (El queso y otros extractos de alimentos no son compatibles.)

F STI = Inhibidor de la tripsina de soja

Las muestras individuales deben extraerse por separado cuando se utilicen los siguientes kits:

Extracciones de muestras individuales requeridas

AlerTox ELISA Caseina

AlerTox ELISA Crustaceos AlerTox ELISA

Pescado

AlerTox ELISA Histamina

AlerTox ELISA Lisozima®

AlerTox ELISA Leche

* El kit AlerTox ELISA Histamina se basa en un ensayo ELISA competitivo, mientras que todos los demds kits AlerTox
ELISA se basan en ensayos ELISA sandwich.

T El queso y otras muestras de alimentos, excepto el vino, deben extraerse por separado.

6.2 Kit AlerTox ELISA B-Lactoglobulina

6.2.1 Resumen de especificaciones

Especificaciones AlerTox ELISA B-Lactoglobulina*

Resultados Concentracién de BLG
Limite de deteccion (LD) 1,5 ppb
Limite de cuantificacién (LC) 10 ppb
Rango de concentracién de estandares 0-300 ppb
Rango de cuantificacion 10-300 ppb
Tipo de alimento Multiplicar por
Factor de célculo” Leche entera 370
Leche entera en polvo (NIST RM8435) 320
Leche desnatada en polvo (NIST SRM1549) 60

* ppb = pg de BLG por kg o L de muestra

t Utilice el factor de calculo para convertir los resultados a la concentracidn de diferentes tipos de alimentos.

Para los datos de ensayo especificos del lote y los criterios de aceptacion/rechazo de los valores medidos, véase
el Certificado de Anélisis (www.hygiena.com/COA).

Kit AlerTox ELISA B-Lactoglobulina
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6.2.2 Recuperacion

Matriz* Recuperacion (%)
Cereales 93
Chocolate 86
Galletas 88
Jugo de naranja 98
Salchicha 107
Leche de soya 70
Vino blanco 82

* Analizado en matrices tipicas.
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De las matrices analizadas, se comprobé que las siguientes no presentaban reactividad cruzada con el kit
AlerTox ELISA B-Lactoglobulina:

Matrices no reactivas

Alubia adzuki Almendra Albaricoque Cebada Frijol blanco
Carne deres |Carne de vacuno (cocida) Nuez de Brasil Trigo sarraceno Col blanca
Alcaravea Cardamomo Goma de algarrobo Zanahoria Anacardo
Cayena Apio Cereza Castafia Semillas de chia
Pollo Garbanzos Chili Canela Clavo
Cacao Coco Bacalao Maiz Comino
Eneldo Pato Huevo Hinojo Alholva
Semillas de lino Berro Ajo (fresco) Ajo (granulado) Gelatina de vaca

Jengibre (fresco) Jengibre (molido) Gliadina Goma guar Goma arabiga
Avellana Rabano picante* Alubia Kiwi Cordero
Puerro Lentejas Lupino Macadamia Mostaza amarilla
Nuez moscada Avena Cebolla Naranja Pimentén
Guisante Melocotén Cacahuate Pacana Pimienta negra
Semilla de pino Pistache Ciruela Amapola Cerdo
Papa Camardn (cocido) Camarones (crudas) | Semillas de calabaza Rébano*
(cocida)
Colza Arroz Centeno Sacarosa Sésamo
Camardn s Harina de soya Lecitina de soya Guisantes partidos | Semillas de girasol*
Tomillo Tofu Tomate Pavo Curcuma
Nuez Trigo Vino tinto Vino blanco

* El rdbano picante, el rdbano y las semillas de girasol mostraron resultados entre 0,5 LDy 1 LD y pueden
proporcionar valores superiores al LC.

Kit AlerTox ELISA B-Lactoglobulina
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7. Ejemplo de diseio del ensayo

S0: Estandar cero (sin antigeno): el valor medio = Bo.
S1 - S4: Estandares: el valor medio = B.

SP: Muestras: el valor medio = B.

B S1 S1 | SP5 | SP5 | Etc. | Etc.

C S2 S2 | SP6 | SP6 | Etc. | Etc.

D S3 S3 | SP7 | SP7 | Etc. | Etc.

E S4 S4 SP8 | SP8 | Etc. | Etc.

F SP1 | SP1 | SP9 | SP9 | Etc. | Etc.

G SP2 | SP2 | SP10 | SP10| Etc. | Etc.

H SP3 | SP3 | SP11 | SP11| Etc. | Etc.

8. Descargo de responsabilidad

Campo de utilizacion: Utilice el producto Hygiena para investigacion y desarrollo, garantia de calidad y control de
calidad bajo la supervisién de personas técnicamente cualificadas. La informacién generada a partir del producto
Hygiena sdlo debe utilizarse junto con el programa habitual de garantia de calidad del usuario. El producto
Hygiena no debe utilizarse como Unica base para evaluar la seguridad de los productos destinados a los
consumidores. Los datos obtenidos con el producto Hygiena no deben utilizarse con fines de diagnéstico o
tratamiento humano. Antes de utilizar el producto, lea la Limitacion de garantia y responsabilidad (disponible en
las Condiciones generales de Hygiena en www.hygiena.com/terms-and-conditions).

Estos productos estan fabricados con materias primas de alta calidad. No se ofrece garantia de ningun tipo, ni
expresa ni implicita, en cuanto a su idoneidad mas alld de la medicién del contenido de antigeno diana cuando se
utilizan exactamente de acuerdo con estas instrucciones, excepto en lo relativo a la calidad de estos materiales.

El uso del kit para cualquier otro fin esta fuera de su uso previsto. En el caso de matrices que no hayan sido
validadas previamente, Hygiena no puede garantizar que el kit sea apto para su uso y que los resultados
obtenidos para estas matrices sean precisos. Los clientes pueden optar por utilizar el producto en matrices de
alimentos o superficies no validadas; sin embargo, Hygiena recomienda encarecidamente que los usuarios
realicen sus propias pruebas de adecuacion para el uso para confirmar la idoneidad y el rendimiento en su
aplicaciéon especifica. Cualquier dafio, incluidos los dafios o gastos resultantes o especiales derivados directa o
indirectamente del uso de este producto, se limitan al valor de reposicion del kit.
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Para obtener mas informacion o ayuda con la validacidn de matrices, pongase en contacto con Hygiena en
www.hygiena.com/support. Todos los términos y condiciones de Hygiena son aplicables y se pueden encontrar
en: www.hygiena.com/terms-and-conditions.

9. Informacion de contacto

Para mas informacion, visite www.hygiena.com/contact. Para obtener asistencia técnica, visite
www.hygiena.com/support.

10. indice de cambio

INS3022 REVD, julio 2020
Se han aclarado algunas partes de la tabla de factores de conversion.

INS-KIT3042-001-REVA, junio 2025
Actualizacion de los datos de recuperacion, los datos de selectividad y el numero de identificacion del documento.
Incluido el uso del Aditivo AlerTox para Polifenoles para algunas preparaciones de muestras.
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Apéndice A. Procedimientos especializados de extraccion de muestras

A.1 Para alimentos y bebidas que contienen polifenoles, taninos o antioxidantes

Siga este protocolo de preparacién de muestras cuando analice alimentos y bebidas ricos en polifenoles, incluidos
taninos y antioxidantes. En la siguiente tabla se enumeran algunos ejemplos:

Matrices representativas

Bayas Chocolate Maiz morado
Fibra de maiz Café Legumbres (por ejemplo, garbanzo, lenteja)
Soja Té Vino

Importante: Este procedimiento no debe utilizarse con los siguientes kits:

e Kit AlerTox ELISA Crustaceo e Extractos de vino para los siguientes kits:
e Kit AlerTox ELISA Histamina o Kit AlerTox ELISA Caseina
e Kit AlerTox ELISA Lisozima o Kit AlerTox ELISA Ovoalbumina

a. Para muestras sélidas, maximice la homogeneidad de la muestra pulverizando finamente un minimo de 5 g
de muestra en un mortero, molino de impacto o dispositivo similar.

Nota: Para muestras liquidas, proceder con la etapa b.

b. Mezclar la muestra con el Aditivo AlerTox para Polifenoles (N2 de producto ASY3213) y el Tampdn de Extraccidon
y Dilucion de Muestras diluido (1X), segun el kit utilizado:
i. Para los kits AlerTox ELISA excepto Avellana y Pistacho: mezclar primero la muestra y el Aditivo AlerTox
para Polifenoles, después afiadir el Tampdn de Extraccion y Dilucion de Muestras diluido (1X) (ver tabla
abajo) y mezclar bien.

ii. Paralos kits AlerTox ELISA Avellana y Pistacho: Disuelva 1 g de Aditivo AlerTox para Polifenoles en 100 mL
de Tampodn de Extraccién y Dilucion de Muestras diluido (1X) antes de mezclar con la cantidad especifica
de muestra (ver tabla abajo).

Aditivo AlerTox para 1X Tampdn de Extraccion y

Polifenoles Dilucion de Muestras
1 g (Etapa a, sdlido) 2 20 mL
Kits AlerTox ELISA* g P &
1mL 2g 19 mL
0,5 g (Etapa a, sdlido) 1lg 10 mL
Kit AlerTox ELISA Leche
0,5mL 1lg 9,5mL
Kits AlerTox ELISA 0,5 g (Etapa a, sélido) 10 mL
Avellana y Pistacho 0,5 mL 9,5 mL

* Es decir, todos los kits AlerTox ELISA excepto los especificos para avellana, pistacho, leche o los excluidos en la nota
importante anterior.

c. Incubar durante 15 minutos en un bafio de agua precalentado a 60 °C (140 °F), agitando las muestras cada 2
minutos para garantizar la homogeneidad.

d. Centrifugar durante 10 minutos a > 2.500 x g.

e. Sielsobrenadante aln no estd completamente separado de las particulas, filtrelo.

Proceder con el Procedimiento ELISA (Seccidn 3.3).
Importante: Los cdlculos de los resultados no requeriran ajustes adicionales del factor de dilucion para este
procedimiento.
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Hygiena
Camarillo, CA 93012
EE.UU.

www.hygiena.com/support

Fabricado por

Hygiena Diagnostica Espaiia S.L.

P. . Parque Plata
Calle Caiada Real 31 - 35
41900, Camas (Sevilla), Espafia

www.hygiena.com
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