o Identificacion:
Procedimiento de ensayo para la PROC-TC-099
determinacion de Caseina por .
aoxlab inmunoensayo enzimatico cuantitativo RE’TV_ISIO“ 3 :
Inicio de vigencia:
AOXLABS.A.S 2026-03-09

Procedimiento de ensayo para la
determinacion de Caseina por
Inmunoensayo enzimatico
cuantitativo

AOXLAB S.AS.

Documento controlado, prohibida su reproduccion parcial o total sin autorizacion. Pagina 1 de 19



aoxlab

Procedimiento de ensayo para la
determinacion de Caseina por

inmunoensayo enzimatico cuantitativo
AOXLAB S.A.S

Identificacion:
PROC-TC-099

Revision: 3

Inicio de vigencia:
2026-03-09

DOCUMENTO CONTROLADO

PROC-TC-099 Procedimiento de ensayo para la
determinacion de Caseina por inmunoensayo
enzimatico cuantitativo

Copia controlada No.: 1

Puesto o .
Nombre . Firma Fecha
funcion
Elaboré: José Rodolfo Orozco Analista de ‘] 2026-03-06
laboratorio doSQ Chozco
Reviso: LAngeIa P. Patifio Pérez \Directora “TW |2026-O3-O9
calidad .
Aprobo: Dario Pardo Pardo Director n 10, 2026-03-09
técnico T [ enr
Localizacion del documento: | Plataforma SGC
Control de Cambios
Fechade Descripcion del cambio
Estado Inicio de Revision petor Realizé | Revis6 | Aprobo
. . realizado
vigencia
Obsoleto 2024-09-10 1 Ninguno (version original). MTR APPP JOZA
Obsoleto | 2026-01-30 2 Se establece el aseguramiento | o0 SVA MCDG
de calidad para el ensayo
Vigente | 2026-03-09 3 Se cambia temperatura de JROR | MCDG | APPP
extraccion

INDICE

Documento controlado, prohibida su reproduccién parcial o total sin autorizacién.

Pagina 2 de 19




|dentificacion:
Procedimiento de ensayo para la PROC-TC-099

determinacién de Caseina por ny
d0Xx la b inmunoensayo enzimatico cuanetitativo Revision: 3
AOXLAB S AS Inicio de vigencia:
o 2026-03-09
1. OBUJETIVO Y ALCANCE. ... ettt ettt ettt b ettt et e e ste s et saeesbeenbeeneeenee 5
Lol ODBJELIVO. oottt ettt et et b et e ettt et b esbesb e b et e ebeete e st esbesb e b e ebeebeeteeseensesbenbebe e 5
L2 AlCANCE. ...ttt etttk ekttt ee 5
2. DEFINICIONES Y NOTACIONES. ...ttt ettt sttt et eeaeenaeens 5
2.1 DEFINICIONES. ..ottt ettt ettt sttt e ene e ee 5
211 DeSCripCiON el MEBTOO ..o 6
2.2 NOTACIONES. ...ttt ettt etttk ettt sttt ettt sttt b et e bbbt ee 6
REFERENCIAS . ettt ettt ettt ettt e e e s h e e et e bt e et emeeeneeeseeebe e teenteenteeneesneas 6
4. DESARROLLO. ...ttt ettt ettt h e bbbt ettt b e b bt ea e bt ettt be e 7
4.1 EQUIPOS AE MEAICION. .....ccoiieieieeeeeeeeeee ettt et e e eaeenes 7
4.2 CONAICIONES GENEIAIES.........ociieeieiieiieiiiecte ettt ettt ettt ettt e st e eteeteess e st esbe b e ebeereessessessessessesas 7
42.1 REVISION GENEIAL.......oeieeeeeeeeee ettt eae e 7
4.2.2  ESTADIlIZACION. ....coiiiiiiiiiiic ettt 7
4.2.3  VerificaCion de EQUIPOS. ........cvoieieiiieiectieiect ettt ettt s bbb ete et seessessesbesreenas 7
424 MaNEJO A JAMUESTIA. ......oviiiieieeie ettt et ettt ereeteere e easeeaeens 8
425 Medidas de SEQUIITAU. ..........c.ccuioiiiiieiiieeeec ettt sb e se v e 8
4.3 INSLrUCCIONES UE ENSAYO. ......oieviitiitieiieieeeee et ettt ettt e et e et e et e teeebeeabeeaaeesaesteesseeeteenseeaseeaseesseeseens 9
4.3.1  Reactivos coNtenidos €N el Kit..........cocviiiiriiiiniiiiiecrcceee s 9
432 Reactivos N0 coNtenidos €N 1Kt ..o 10
4.3.3 Preparacion de las soluciones contenidasen el Kit. ................coooveviviiieiiicieieee, 10
434 PreparaCion de 1aS MUESTIAS ..........c.ooueei et 11
4.35  AplicaCiON de la PrUDaA............cveviiiiiiiceiceeeee ettt 13
4.4 RESUITATOS .....c..ceetiiiiiie ettt bbbttt bttt be bbb 14
BAT  CAICUIOS. ..ottt 14
4.4.2 Interpretacion de 10S reSUItAdOS.............c.ooiiieuieeeeeeeeeee e 15
4.4.3 Aseguramiento de lacalidad...........c..ccoovioiioiiiiiececce e 15
444 Limitaciones del MBTOO ............ooirieieiiieieiieeee ettt 17
445 RECOMENUACION ...ttt sttt b e e s eesese s eseneeenes 18
5. RESPONSABILIDADES. ...ttt sttt ettt sb et ebe bt e st et ebeneenae e 18
S0 R B =Tox (o] g (=T o ot U U USRS 18
5.2 Director de Calidad. .........ccooeiriiiiicie ettt 18
TG T 0o To] o [ 19 T To (0] g (=T o] 1o o TR USROS 19
B4 ANALISTA. ..ottt 19
6. FORMATOS RELACIONADOS. ...ttt ettt sttt ettt e e e s naesneesneenaeenseenes 19

Documento controlado, prohibida su reproduccion parcial o total sin autorizacion. Pagina 3 de 19




Procedimiento de ensayo para la
determinacion de Caseina por

Identificacion:
PROC-TC-099

aoxlab inmunoensayo enzimatico cuantitativo Re-v-|5|on: 3 :
Inicio de vigencia:
AOXLABS.A.S 2026-03-09
7. ANEXOS ... 19

Documento controlado, prohibida su reproduccién parcial o total sin autorizacion.

Pagina 4 de 19




o Identificacion:
Procedimiento de ensayo para la PROC-TC-099

determinacion de Caseina por

) L . Revision: 3
inmunoensayo enzimatico cuantitativo

aoxlab

Inicio de vigencia:
AOXLABS.A.S 2026-03-09

1. OBJETIVOY ALCANCE.

1.1 Objetivo.
Describir detalladamente los pasos para realizar el analisis de determinacion de alérgenos
de caseina en diferentes tipos de matrices segun el procedimiento RIDASCREEN® FAST
Casein (N°Art. R4612) inmunoensayo enzimatico cuantitativo [1] y los requisitos
establecidos por la norma ISO/IEC 17025:2017 [2]

1.2 Alcance.
Helado, vino, chocolate, salchichas y galletas.
Se puede suponer que el ensayo es también adecuado para el anélisis de otros alimentos,
sin embargo, esto debe ser verificado antes de aplicar el kit de ensayo a esa categoria de
alimentos.

2. DEFINICIONES Y NOTACIONES.
2.1 Definiciones.

RIDASCREEN® FAST Casein (N. R4612) [1].

Es un inmunoensayo enzimatico tipo sandwich para la determinacion cuantitativa de la
proteina caseina en los alimentos.

Inmunoensayo enzimatico (ELISA) [1].

El ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas se basa en este reconocimiento
anticuerpo-antigeno selectivo y especifico. Se han establecido muchos formatos de
ensayos ELISA cualitativos y cuantitativos.

La realizacion de un ensayo ELISA requiere como minimo un anticuerpo especifico para
un antigeno concreto. De acuerdo con el método bésico, uno de los componentes
inmunoldgicos se inmoviliza en una fase solida, en las cavidades de la placa de micro
titulacion. El analito de la muestra interactla con el sistema anticuerpo-antigeno. Esta
interaccidn se puede visualizar mediante enzimas, enlazadas a antigenos o anticuerpos
secundarios, e indica si se ha producido un enlace antigeno-anticuerpo. La enzima
enlazada convierte un sustrato agregado, lo que da lugar a un cambio de color, que se
puede medir mediante un espectrofotometro.

Caseina [1]. Hace referencia a una familia de proteinas que se encuentran habitualmente
en la leche de los mamiferos.

Documento [2]. Informacion y su medio de soporte.

Ensayo/prueba [2]. Determinacion de una o mas caracteristicas de acuerdo con un
procedimiento.
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Procedimiento [2]. Forma especificada para llevar a cabo una actividad o un proceso

2.1.1 Descripcion del método
El principio de la prueba es la reaccion antigeno-anticuerpo. Los pocillos de las
tiras de micro titulacion estan recubiertos con anticuerpos especificos contra la caseina.
Al afiadir solucion estandar o de muestra a los pocillos, la caseina presente en la muestra
se unird a los anticuerpos de captura especificos, lo que dara lugar a la formacion de un
complejo anticuerpo-antigeno. Los componentes no unidos por los anticuerpos se
eliminan en una fase de lavado. Tras la fase de lavado, se aflade una solucién que contiene
anticuerpos conjugados con peroxidasa. Este conjugado se une al complejo Ab-Ag y se
forma un complejo anticuerpo-antigeno-anticuerpo (sdndwich). Cualquier conjugado no
unido se elimina en otro paso de lavado. Se afiade una solucion de sustrato/cromédgeno
a los pocillos y se incuba. El conjugado unido convierte el cromégeno incoloro en un
producto azul. Se afiade una solucion de parada que de azul a amarillo.
La absorbancia de la solucion, que es proporcional a la concentracién de caseina en la
muestra se mide fotométricamente a 450 nmy se expresa en mg/kg de caseina.

|

2.2 Notaciones.
Para propositos de este documento, se hacen las siguientes consideraciones:
“Laboratorio”: se refiere al laboratorio AOXLAB S.A.S.

“Servicios”: para referir a los servicios de ensayo que el Laboratorio ofrece.

“jtem”: se refiere a los objetos o materiales bajo ensayo.
“AEB": buffer de extraccion de alérgenos diluido final.

“A-AEB”: buffer de extraccidn de alérgenos diluido final con adicion de aditivo 1.
“BSA”: Albumina de suero bovino |

3. REFERENCIAS.

[1] R-Biopharm. RIDASCREENGFAST Casein. Art. N°R4612. 2022-05-06

[2] ISO/IEC 17025:2017 General requirements for the competence of testing and
calibration laboratories / Requisitos generales para la competencia de los laboratorios
de ensayo y de calibracion.

[3]1ISO 9001 :2015 Quality management systems — Requirements Systemes de
management de la qualité — Exigences.

[4]1SO 9000:2015 Quality management systems — Fundamentals and vocabulary. \
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4. DESARROLLO.
4.1 Equipos de medicion.

Para realizar el ensayo es necesario los siguientes equipos:
Tabla 1. Equipos necesarios para el procedimiento de alérgenos de caseina.

Equipos
Bafio maria con capacidad para calentar a 60 °C 'Y 100 °C
Balanza analitica con resolucion de 0,1 mg
Micropipeta de 100pL - 1000uL
Micropipeta de 20uL- 200pL
Espectrofluorimetro capaz de realizar lecturas a 450nm
Vortex de agitacion
Plancha de calentamiento/agitacion
Centrifuga para operar a 2500 g

4.2 Condiciones generales.

421 Revision general.
Al recibirse la muestra en el Laboratorio, esta es inspeccionada con el fin de verificar que
las condiciones de cantidad, empaque y preservacion se mantienen, conforme lo indicado
en el procedimiento PROC-TC-008 “Procedimiento de aseguramiento de integridad de los
items bajo servicio”.
Antes de iniciar el analisis, se debe verificar que se cuenta con minimo 10 gramos de
muestra para realizar este analisis.
En caso de que la muestra no presente alguna de estas condiciones, realizar la
observaciéon en el FOR-TC- 048 “Formato de datos primarios para la determinaciéon de
alérgenos de caseina por inmunoensayo enzimatico cuantitativo”, e informar de
inmediato al lider comercial a través del Lider de laboratorio.

4.2.2 Estabilizacion.
Los items de ensayo, el kit y controles de calidad deben atemperarse con suficiente
antelacion de tal manera que se encuentren en equilibrio térmico con el ambiente en el
cual se ejecutaran los ensayos.
El cromdgeno provisto en el kit es sensible a la luz. Debe permanecer protegido de esta.
Debe verificarse la fecha de expiracion del kit.
La balanza analitica y otros equipos electronicos que realicen mediciones de alguna
magnitud correspondiente a condiciones de influencia en la ejecucion del ensayo deben
encenderse por lo menos media hora antes de su uso. Asi mismo, deben verificarse l0os
equipos, de acuerdo con lo establecido en el numeral 4.2.3.

4.2.3 Verificacién de equipos.
Antes de iniciar el ensayo, debe verificarse que el estado de funcionamiento de los
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equipos sea adecuado. Esto puede llevarse a cabo revisando que cuenten con la etiqueta
de mantenimiento vigente y que estos no tengan alguna etiqueta que lo identifique
como “Fuera de servicio”. Ademas, en el caso en el cual se lleve el control de uso, deben
registrarse los Ultimos registros consignados en el formato FOR-TC-017, con el proposito
de verificar que no se han registrado fallas en el funcionamiento.

Si algun equipo es utilizado para la medicion de alguna magnitud de influencia en el
ensayo, este debe estar calibrado. Por tanto, se debe verificar la etiqueta de calibracion
adherida a este, y comprobar que se encuentre vigente.

Asi mismo, debe verificarse que se haya realizado y registrado la verificacion diaria de la
balanza analitica en el formato FOR-TC-005.

Ademaés de lo anterior, debe verificarse la fecha de expiracion de los patrones, materiales
de referencia y controles de calidad empleados en el ensayo con el fin de evitar el uso de
materiales vencidos.

4.2.4 Manejo de la muestra.

Para el almacenamiento de la muestra se debe tener en cuenta que esta debe ser
almacenada de forma tal que se prevenga la contaminacion cruzada con otros productos
gue contengan: harina de cereales, centeno y cebada. La identificacion, manejo,
transporte, almacenamiento y descarte de la muestra, deben realizarse de acuerdo con
los lineamientos establecidos en el procedimiento PROC-TC-008 “Procedimiento de
aseguramiento de integridad de las muestras bajo servicio.”
Si la muestra es liquida, mezclar hasta homogeneidad aparente mediante agitacion
magnética, y con la ayuda de un gotero o una pipeta tomar la cantidad necesaria de
muestra, mientras se continda con la agitacion.
Sila muestra es solida, moler o triturar en su 70% hasta homogeneidad aparente, y realizar
un cuarteo atendiendo los siguientes pasos:

1. Colocar la muestra previamente homogeneizada sobre una superficie lisa, limpia

y seca, donde no existan corrientes de aire fuertes.
2. Limpiar los instrumentos a utilizar (espatula o cuchara) con alcohol al 70%.

3. Mezclar la muestra echando repetidas veces el material de los bordes hacia el
centro.

4. Juntar todo el material dandole forma circular con espesor uniforme.

5. Dividir el material en cuatro sectores iguales.

6. Eliminar los sectores opuestos quedando la masa del material reducida a la mitad.

7. Mezclar los dos sectores restantes echando repetidas veces el material de los

bordes hacia el centro.

4.2.5 Medidas de seguridad.
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Durante el andlisis tener en cuenta que se debe seguir el procedimiento aqui descrito sin
modificar u omitir ningun paso. El ensayo debe realizarse en cabina de extraccion y usar
los debidos elementos de proteccion personal.

Tener en cuenta las instrucciones dadas en el reglamento interno de trabajo PROC-GC-
015 Reglamento Interno AOXLAB S.A.S, capitulo IX.

Es muy importante limpiar los equipos y las superficies de acuerdo con el PROC-TC-031
en donde se esta tratando la muestra para evitar cualquier tipo de contaminacion.
Deben usarse guantes de laboratorio mientras se realiza la extraccion de la muestray la
prueba. Los alérgenos transportados por el aire y la falta de limpieza del equipo de
laboratorio pueden provocar la contaminacion cruzada de la prueba. Por ello, se

recomienda tomar las siguientes precauciones:
Limpie a fondo las superficies, los recipientes de vidrio, los molinos de impacto con
etanol al 70% y otros equipos después de cada muestra.
Realice el procesamiento de la muestray la realizacion de la prueba ELISA en salas

separadas.
4.3 Instrucciones de ensayo.
431 Reactivos contenidos en el Kit.

El kit de prueba contiene todos los reactivos necesarios para el inmunoensayo
enzimatico, incluidos los estandares, cuenta con un maximo de 48 ensayos
incluyendo los estandares.

Tabla 2. Contenido del kit para la determinacion de caseina.

Componente Color Formato Volumen
Placa microtiter Listo para usar 48 pozos
Extractor 2 Azul Concentrado 2x 30 ml
flztrr:::'o? de Verde Concentrado 10x 100 mi
buffer

Aditivos 1 Azul 29
Estandar 1* Transparente Listo para usar 0 mg'kg 1.3ml
Estandar 2* Transparente Listo para usar 0.5 maka 13ml
Estandar 3* Transparente Listo para usar 1.5 mg/kg 1.3ml
Estandar 4" Transparente Listo para usar 4.5 moka 13ml
Estandar §* Transparente Listo para usar 13,5 mg/kg 1.3ml
Tampon de lavado Marron Concentrado 10x 100 mi
Conjugado Rojo Concentrado 11x 0,7ml
Tampon conjugado Negro Listo para usar 7ml
g:’m:’nf:;)“gfo Marron Listo para usal t3ml
Solucién de parada Amanlio Listo para usar 14ml
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4.3.2 Reactivos no contenidos en el kit
- Hidréxido de sodio (NaOH) 1M
- Acido clorhidrico (HCl) 1M
- Sies necesario: Albumina de suero bovino (BSA)
43.3 Preparacion de las soluciones contenidas en el kit.
Antes de proceder con la preparacion de soluciones es necesario tener en cuenta cual es
la diferencia entre las extracciones a continuacion:
Extraccion con AEB: Esta es una extraccion especifica |||para las matrices como alimentos
para bebés no hidrolizados, helados, vino, chocolate, bebidas, embutidos, pasteles de
arroz.
Extraccién con extractor 2 y A-AEB: Esta es una extraccion universal de matrices
exceptuando las mencionadas en la extraccion AEB

Las muestras individuales extraidas con el extractor 2 y A-AEB (por ejemplo, maiz o
productos de maiz, semillas de pino, girasol o calabaza) pueden causar efectos de matriz
no especificos en el ELISA para evitarlos, estos extractos de muestras pueden diluirse 1.5
con BSA-AEB antes de utilizarlos en la prueba (por ejemplo, 400 pl de BSA-AEB + 100 pl de
muestra). Para ello, se afiade BSA (concentracion final: 2,5%) a la AEB diluida: por ejemplo,
10 ml de AEB diluida + 0,25 g de BSA.

4.3.3.1 Extraccion de muestras con AEB

El buffer de extraccidon de alérgenos (AEB) se encuentra en una concentracion de 10
veces y debe ser diluido antes de su uso. Los cristales presentes en el concentrado deben
disolverse por calentamiento (bafio de agua 37 °C) antes de la dilucion.

Se debe mezclar bien el concentrado.
Preparacion: Diluir el concentrado en 1:10 (1+9) con agua destilada (por ejemplo, 100 ml
de concentrado+900 ml de agua).
El Buffer de extraccion de alérgenos (AEB) diluido tiene una vida util de aproximadamente
4 semanas a temperatura ambiente (20-25 °C) o 12 Semanas a 2-8 °C. El AEB es necesario
para la dilucion de los extractos obtenidos para su uso en el ELISA.

NOTA: Para la dilucién del extracto de matrices que contengan semillas de pino, girasol o
calabaza, el AEB diluido debe mezclarse adicionalmente con BSA (concentracion final: 2,5
%; por ejemplo, 10 ml de AEB diluido + 0,25 g de BSA (=BSA-AEB)).

4.3.3.2  Extraccion de muestras con A-AEB (Universal)
Para preparar el buffer de extraccion de alérgenos con adicion del aditivo 1 (A-AEB)
Preparacion: Se pesan 1,35 g de aditivo 1 (incluido en el kit) en beacker y disuélvelo con
15 ml de NaOH 1 M. Agitar hasta que el aditivo 1 se haya disuelto.
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A continuacion, vierta 700 mL de AEB diluido en una probeta, afiadir los 15 ml de solucion
con aditivo 1 agitando constantemente; recoger los restos de la solucion del aditivo 1 con
AEB diluido y verterlos en la probeta.

Ajustar el buffer de extraccion de alérgenos (A-AEB) mezclado con el aditivo 1 a pH 9 con
HCI 1My completar hasta 750 mL con AEB diluido.

Esta solucion es suficiente para unas 45 muestras, el buffer es estable durante unas 3
semanas a temperatura ambiente (20 - 25 °C) (no conservar en el refrigerador). Deseche
el buffer en cuanto se precipiten los cristales. Utilice botellas limpias para la
preparacion. El polvo sirve de nucleo de cristalizacion y debe evitarse.

NOTA: Asegurese de que el A-AEB se calienta a tiempo en el bafio de agua de 60 °C (el
bafio de agua de 100 °C se utiliza para la extraccion de las muestras).

4.3.3.3  ElExtractor 2
Esta disponible como concentrado doble y debe diluirse 1:2 (1 + 1) con agua destilada
(por ejemplo, 30 ml de Extractor 2 + 30 ml de agua destilada).
El Extractor 2 completamente diluido es suficiente para 15 muestras y tiene una vida util
de 3 meses a temperatura ambiente (20-25 °C).

4.3.3.4  Elconjugado (frasco con tapon rojo)

Esta disponible como concentrado de 11 veces. Dado que la solucion de conjugado
reconstituida tiene una vida Gtil limitada, mezcle siempre sélo la cantidad de concentrado
de conjugado con el buffer de conjugado que se necesite inmediatamente.

Mezclar cuidadosamente el concentrado de conjugado antes de retirarlo. Para preparar el
conjugado diluido listo para usar, el concentrado debe diluirse 1:11 (1+10) con buffer de
conjugado (por ejemplo: 1 ml de buffer de conjugado + 100 pl de concentrado, suficiente
para 1 tiras de micro titulacion).

4.3.4 Preparacion de las muestras
Homogeneizar (triturar cuidadosamente, moler finamente y mezclar bien o mezclar bien
la solucién) una cantidad suficiente de la muestra para garantizar que se toma una
muestra representativa.

Extraccion de muestras con A-AEB a 60°C.
Calentar el A-AEB a 60 °C antes de la extraccion de la muestra.

1. Pesar 1,0000g (o en el caso de muestras liquidas 1,0000 ml) de la muestra
homogeneizada y transferirla a un tubo falcon de 50mL, afiadir 4 ml de
extractor 2 diluido, cerrar el recipiente y mezclar bien en vortex durante 2
minutos.
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2. Llevar a un bafo de agua a 95°C durante 10 minutos.

3. Deje que la muestra se enfrie brevemente a temperatura ambiente (1-2
minutos).

Afadir 16 ml (o 15 ml en el caso de muestras liquidas) de A-AEB precalentado
a la muestra precalentada.

Mezclar bien con un vortex durante 2 minutos.

A continuacion, extraer en un bafio de agua a 60 °C durante 10 minutos.

Deje que la muestra se enfrie brevemente en un bafio de hielo (3-5 minutos).
Filtrar la muestra o centrifugar durante 10 minutos a 7000 rpm durante 10
minutos (si es posible a 4 °C).

Separar el sobrenadantey transferirlo a un nuevo recipiente, si NO hay sobrenadante libre
de particulas después de la centrifugacion, los extractos deben ser filtrados
adicionalmente. El extracto (sobrenadante del paso de centrifugacion o el filtrado) puede
almacenarse sin diluir en un recipiente bien cerrado a 2-8 °C hasta su uso en la prueba
(vida util de aproximadamente 3 dias). Los extractos NO utilizados también pueden
almacenarse sin diluir a -20 °C durante varios meses.

&

N oo

9. Los extractos preparados con extractor 2 y A-AEB deben diluirse 1.5 con AEB
antes de utilizarlos en la prueba (por ejemplo: 400 ul de AEB + 100 pl del
sobrenadante).

Los extractos de muestra diluidos tienen una vida Gtil limitada y deben utilizarse en
la prueba antes de 30 minutos.

Diluciones adicionales: Si es necesario realizar diluciones mas altas de los extractos
después de un primer ensayo (muestras con valores de absorbancia (E450nm)>estandar
5), se debe utilizar el siguiente buffer para mantener la misma composicién del extracto:
« A-AEB 16ml.
« Extractor 22ml.
« Aguade destino 2ml.
Posteriormente, se realiza la dilucién normal con AEB.

Extraccion de muestras con AEB para productos alimenticios como alimentos
para bebés no hidrolizados, helados, vino, chocolate, bebidas, embutidos,
pasteles de arroz.
La extraccidn descrita a continuacion sélo es adecuada para los productos alimenticios
mencionados, ya que éstos también pueden procesarse sin el extractor 2, el aditivo 1y
una etapa de coccidn.

Calentar el AEB a 60 °C antes de la extraccion de la muestra.
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1. Pesar 1,0000 g (o en el caso de muestras liquidas 1,0000 ml) de la muestra
homogeneizada en transferir a un tubo falcén de 25 mL.
2. Afadir 20 mL (0 19 mL en el caso de muestras liquidas) de AEB precalentado.

También se puede procesar 1 ml de vino con 9 ml de AEB. Esto aumenta la sensibilidad
(LOD: 0,12 mg/I; LOQ: 0,25 mg/l).

3. Mezclar bien (por ejemplo, con un vértex).
4. Extraer durante 10 minutos a 60 °C (bafio de agua) con agitacion ocasional
5. Deje que la muestra se enfrie brevemente en un bafio de hielo (3 - 5 minutos).
6. Filtrar la muestra o centrifugar durante 10 minutos (si es posible a 4 °C).
Si no hay sobrenadante libre de particulas después de la centrifugacion, los extractos
deben ser filtrados adicionalmente.
7. Utilice el extracto (sobrenadante de la etapa de centrifugacién o el filtrado)
inmediatamente antes del ensayo.

Un periodo maés largo puede afectar a la recuperacion. Alternativamente, los extractos de
la muestra pueden almacenarse en un recipiente bien cerrado a 2- 8 °C durante
aproximadamente 1 dia. Los extractos no utilizados pueden almacenarse a -20 °C durante
varios meses.

4.3.5  Aplicacion de la prueba.
Llevar todos los reactivos a temperatura ambiente (20-25 °C) antes de utilizarlos.
Utilice los extractos de muestra diluidos inmediatamente (antes de 30 minutos) en el
ensayo. Un periodo mas largo puede influir en la recuperacion.

El lavado cuidadoso es muy importante. Evitar el secado de las cavidades entre los
pasos de trabajo. No deben utilizarse més de tres tiras de micro titulacion (24 pocillos) por
kit de prueba. Si se utilizan méas de tres tiras, debe utilizarse una segunda placa sin
recubrimiento como placa previa para evitar un retraso de tiempo sobre la placa.

Todos los estandares y las muestras se pipetean en la placa no recubierta (min. 150 pl por
pocillo) y, a continuacidn, se transfieren rdpidamente 100 pl exactos a la placa recubierta
con una pipeta de 8 canales.

Se recomienda pipetear el conjugado, el sustrato/cromégeno y la solucion de
parada con una pipeta multicanal para evitar el retraso en la placa.

e Coloque enelmarco de retencién tantos pocillos como sean necesarios para todos

los estandares y muestras por duplicado. Registre las posiciones de los estandares
y las muestras.
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e Pipetear 100 pl de cada uno de los estandares o de las muestras diluidas e
incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente (20-25 °C).

e Vaciar el liquido de los pocillos en un frasco de residuos, llene todos los pocillos
con 250 ul de buffer de lavado diluido cada uno, vaciar nuevamente y luego
eliminar el liquido residual golpeando enérgicamente (tres veces seguidas) sobre
toallitas absorbentes de laboratorio. Repita este procedimiento tres veces mas
(cuatro ciclos de lavado en total)

e Pipetear 100 pl de conjugado diluido en cada pocillo e incubar durante 10
minutos a temperatura ambiente (20 - 25 °C).

e Vaciar el liquido de los pocillos en un frasco de residuos, llene todos los pocillos
con 250 pl de buffer de lavado diluido cada uno, vaciar nuevamente y luego
eliminar el liquido residual golpeando enérgicamente (tres veces seguidas) sobre
toallitas absorbentes de laboratorio. Repita este procedimiento tres veces mas
(cuatro ciclos de lavado en total)

e Pipetear 100 pl de cada sustrato/cromdgeno teiiido de rojo en los pocillos e
incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente (20-25 °C) en la oscuridad.

e Pipetear 100 pl de solucién de parada en cada pocillo y mezclar cuidadosamente
de forma manual agitando suavemente la placa.

e Medir la absorbancia a 450 nm en los 10 minutos siguientes a la adicion de la
solucién de parada.

4.4 Resultados
44.1 Calculos.

Para la evaluacion, R-Biopharm ofrece un software opcional especialmente desarrollado
para los inmunoensayos enzimaticos RIDASCREEN®, el RIDASOFT® Win.NET (Art. No.
Z9996FF).

La evaluacidon puede realizarse mediante una funcién de 4 pardmetros o una
funcion cubica-spline. Una vez que se ha elegido un método de evaluacién, debe
conservarse y no cambiarse entre las dos funciones. Debido a la matematica utilizada, no
se puede calcular ninguna concentracion fuera del rango de medicién (<estandar 2 o
>estandar 5) utilizando la funcion spline cubica.

Para la evaluacion, debe aclararse que se cumplen los criterios de calidad para la prueba
en curso. El curso de la curva estandar puede tomarse del certificado de analisis adjunto.
La prueba también puede evaluarse en caso de determinaciones unicas. Esto no influye
en el funcionamiento del kit de pruebas. Sin embargo, para ello hay que crear una
evaluacién independiente en el software RIDASOFT® Win.NET. La evaluacién de las
determinaciones individuales no esta disponible por defecto. Cada laboratorio puede
decidir por si mismo, tras un analisis cualificado de gestion de riesgos, realizar la prueba
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en unasola determinacion. Sin embargo, hay que sefialar que esto no se corresponde con
el procedimiento exigido por normas como la EN 15633-1 y la EN 15842. En este caso
aumenta el riesgo de pasar por alto errores en la realizacion de la prueba (por ejemplo,
errores de pipeteo). Ademas, es de esperar una mayor fluctuacion de los resultados en las
determinaciones individuales.

e Extraccidén con extractor 2 y A-AEB. Cuando se trabaje de acuerdo con esta
normativa, el factor de dilucion de las muestras sera 100. En los datos de
concentracion de los estandares ya se ha tenido en cuenta un factor de dilucién
de la muestra de 20. Por lo tanto, los valores leidos de la curva estandar solo tienen
gue ser multiplicados por el factor 5.

e Extraccién con AEB: Cuando se trabaja segun esta normativa, el factor de dilucién
de las muestras es de 20.

e Sielvino sélo se extrae con 9 ml de AEB, la dilucién inferior de la muestra de 1:10
debe tenerse en cuenta al calcular la concentracion de caseina. El valor leido en la
curva estandar debe multiplicarse por el factor 0,5.

Dado que ya se ha tenido en cuenta un factor de dilucién de la muestra de 20 en los datos
de concentracion de los estandares, la concentracidon de caseina puede leerse
directamente a partir de la curva estandar.

4.4.2 Interpretacion de los resultados
El resultado de la prueba se da en mg de caseina por kg de alimento y, por tanto,
indica una concentracién de proteinas.
Los resultados entre el LOD y el LOQ pueden indicar un bajo contenido del analito
analizado en la muestra. Sin embargo, los valores determinados en este rango tienen una
alta incertidumbre debido al alto rango de variacion de la prueba. Por lo tanto, los
resultados no deben indicarse cuantitativamente como un valor, sino cualitativamente
"<LOQ".
Un resultado por debajo del LOD no excluye la contaminacion por alérgenos por debajo
del limite de deteccion de esta prueba, o que otros componentes alergénicos, como los
lipidos, puedan estar presentes en una muestra. La interpretacion del resultado debe
formularse en consecuencia.
Las muestras con valores de absorbencia (E450 nm)>estandar 5 pueden diluirse méas y
determinarse de nuevo. En caso de dilucién adicional, el factor de dilucion adicional debe
tenerse en cuenta al calcular el resultado.
Los valores de absorbencia (E450 nm) mas altos de la curva estandar en comparacion con
los datos segun el certificado, especialmente para el estandar cero, pueden indicar un
lavado insuficiente o una contaminacion por alérgenos.

443 Aseguramiento de la calidad.
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Los resultados se registran de la siguiente manera:

Los datos serén registrados en el formato FOR-TC-048 “Formato de datos primarios para
la determinacion de alérgenos de caseina por inmunoensayo enzimatico cuantitativo”, se
llevara la trazabilidad de todos los registros en el cuadro de mando SOFT-TC-095
“Cuadro de mando para el ensayo Alergenos de Leche (Caseina)”

Los resultados seran guardados en la carpeta L:\LABORATORIO\REGISTROS\REGISTROS
RT\Cuadros de Mando\Cuadros de Mando_Afio \ALERGENOS\CASEINA y en cada carpeta
guardar el archivo segun se requiera, asi:

1.

Carpeta “Registros Espectrofluorimetro”. guardar el archivo de lectura de
absorbancias generado por el Gen 5 en el formato Gen5 Experiment(.xpt) con el
siguiente nombre “ES-afin-099-mes-dia-LX".

Carpeta “Reportes Gen 5”: guardar archivo de las absorbancias en formato PDF con
el siguiente nombre “ES-afio-099-mes-dia-LX".

Carpeta “Registros RidaSoft”: guardar archivo generado por el Software
proporciona por R-Biopharm con el siguiente nombre “RS-afio-099-mes-dia-LX".

RS: Software RIDASOFT Win.NET Food & Feed

ES: Espectrofluorimetro

Afo: los dos ultimos digitos del afio en curso
Mes: nimero del mes en que se realizé el andlisis
Dia: dia en que se realiz6 el analisis

X: namero de analisis realizado en el dia

Se debe realizar el montaje de la curva de calibracion al inicio del uso de cada nuevo kit. Como criterio de
aceptacion, se debe efectuar la normalizacion de las curvas, de manera que la relacion B/Bmax
(absorbancia normalizada) de la curva preparada en el laboratorio, en comparacion con la curva reportada
en el certificado del kit, no presente una desviacion superior al 5 %.

Para asegurar y controlar la validez de los resultados, se debe preparar y analizar:

Para cada lote de ensayo, se debe ensayar un duplicado por lote. Como criterio general, la
desviacion relativa porcentual (RPD) no debe ser mayor del 15%. Ademas de lo anterior, al realizar
el andlisis de tendencias en la carta control de precisién, debe mostrar que el proceso analitico
estuvo bajo control estadistico. Es decir, no deben detectarse tendencias, de acuerdo con lo
establecido en el procedimiento PROC-TC-077.

Para cada lote de analisis, ensayar un blanco de método; es decir, un blanco sometido a todo el
proceso de analisis como se realiza para las muestras. Como criterio de aceptacion el blanco no
debe mostrar concentraciones superiores a la mitad del limite de cuantificacion.

Para cada lote de analisis, duplicado de adicionado de una matriz representativa del lote preparado
a4 mg/kg. Como criterio general, el error relativo porcentual (ER%) no debe ser mayor del 10%, ni
la desviacion relativa porcentual (RPD), no puede superar el 10%. Ademas de lo anterior, al realizar
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el andlisis de tendencias en las cartas control de exactitud y precision, debe encontrarse que el

proceso analitico estuvo bajo control estadistico.

4.4.4 Limitaciones del método
Los resultados de las pruebas pueden variar en funcién de la matriz, el rendimiento de la
pruebay las condiciones del laboratorio.

Los limites de deteccion y determinacion dependen de la matriz de la muestra respectiva,
del grado de procesamiento y del procedimiento de extraccién. Fuera del rango de
medicion especificado, se alcanzan los limites técnicos del método de prueba, lo que se
nota por las mayores fluctuaciones en los resultados esto puede hacer que las muestras
gue se encuentran en los limites caracteristicos del método (LOD, LOQ, limite superior del
rango de medicidén) cambien en particular entre los rangos de la curva de calibracion.

El pescado crudo se une fuertemente a la caseina, por este motivo, la recuperacion puede
reducirse al 10 %. Esto también se aplica al pescado cocido si se ha afiadido caseina antes
de la coccion.

Un pesaje incorrecto de la muestra a analizar influye en el resultado de la medicion (por
ejemplo, con un peso de +10 %, se mide una concentracion un 10 % mayor).
Normalmente se obtienen resultados de medicion fiables con una desviacion
méaxima de +1 %.

Debido al gran nimero de alimentos, no se pueden excluir los efectos de matriz. Estas
pueden dar lugar a falsos positivos o a un aumento de los resultados, pero también
pueden reducir o suprimir una reaccion correcta. Estos efectos de matriz son
independientes de la especificidad del anticuerpo utilizado en la prueba y pueden
hacerse visibles mediante pruebas de dopaje.

Mediante la adicion de proteinas extrafias (dependiendo de la prueba, por ejemplo, BSA,
gelatina, leche desnatada en polvo) durante la extraccion o la realizacion de la prueba, se
pueden suprimir los efectos de la matriz si es necesario.

La recomendacion para el uso de BSA mencionada en el rendimiento de las pruebas sélo
debe aplicarse en este sentido si realmente existe un efecto matriz. Tampoco se limita a
las muestras mencionadas, sino que debe entenderse como una recomendacion basica
para las muestras con efecto matriz.

En los alimentos procesados (por ejemplo, calentamiento, secado, etc.), las proteinas
pueden alterarse y/o fragmentarse. Esto puede afectar a la recuperacion y a los resultados
de las pruebas.

Las reacciones cruzadas son reacciones laterales del anticuerpo utilizado en la prueba con
antigenos que tienen epitopos similares al analito buscado. Esto ocurre especialmente
con antigenos de especies estrechamente relacionadas. A diferencia de los efectos de
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matriz, se trata de una reaccion especifica del anticuerpo con el antigeno. Las estructuras
antigénicas estan sujetas a influencias similares (por ejemplo, calentamiento, secado, etc.)
como el analito real. En casos individuales, las reacciones cruzadas también pueden
aparecer por primera vez o perderse debido al procesamiento de los alimentos.

445 Recomendacion
Para garantizar un alto nivel de seguridad analitica, se recomienda
- Siga los requisitos generales de garantia de calidad para los laboratorios que
figuran en normas como la EN 15633-1 y la EN 15842 (por ejemplo, realizar
determinaciones por duplicado).
- Las puntas de las pipetas deben enjuagarse previamente con el estandar o el
extracto de la muestra antes del pipeteo.
- Para el control de calidad y para comprobar que la determinacion se realiza
correctamente y sin problemas, se llevaran a cabo controles de prueba. Para ello
se utilizaran muestras sin caseina y con caseina (contaminadas natural o
artificialmente). En el informe de validacion se ofrece un ejemplo de dopaje.
- En el caso de muestras extremadamente acidas o bésicas, puede ser necesario
ajustar el valor del pH de la muestra a neutro (pH 6,5 a 7,5) antes de la extraccion.

5. RESPONSABILIDADES.

5.1 Director técnico.

« Asegurar la aplicacion del presente documento y tomar decisiones en casos
especiales no contemplados.

« Revisary aprobar los informes técnicos una vez han sido revisados por el Lider de
Laboratorio.

« Asesorar y orientar los analistas en la resolucion de dudas e inconvenientes
surgidos durante el desarrollo de los ensayos.

- Realizar o revisar las investigaciones pertinentes a los trabajos no conformes
derivados de la ejecucion del método y autorizar las indicaciones a seguir.

- Establecer los casos en los cuales se realiza la retencion de muestras.

5.2 Director de Calidad.
« Asegurar la aplicacion del presente documento y tomar decisiones en casos
especiales no contemplados.
- Realizar y registrar las investigaciones pertinentes a los trabajos no conformes
derivados de la ejecucion del método.
« Revisar los resultados obtenidos del aseguramiento de calidad del método.
« Archivar los registros técnicos relacionados con los ensayos.
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5.3 Coordinador técnico.

6.

Asegurar la aplicacion del presente documento por el personal subordinado o
supervisado.

Revisar los resultados ingresados por el analista, haciendo seguimiento de la
trazabilidad del analisis (Cuadros de mando, formato de solicitud de servicio y
salvaguardia de muestras, formatos de datos primarios) antes de enviar el informe
final al director técnico.

Realizar la revision de resultados teniendo en cuenta la normativa vigente si esta
aplica.

Informar al director técnico las desviaciones que se den durante el desarrollo del
método.

Reportar y registrar los trabajos no conformes derivados del andlisis al lider de
calidad y al director técnico.

Informar los casos en los que se deben de retener las muestras.

Supervisar el cumplimiento de las actividades de aseguramiento de calidad.

Analista.

Seguir todas las instrucciones establecidas en este procedimiento y en el
reglamento del laboratorio.

Ingresar y entregar todos los resultados en los tiempos pactados.

Entregar formatos de datos primarios completamente diligenciados al lider del
laboratorio.

Realizar revision de datos primarios y calculos realizados en los cuadros de
mandos, informar al lider del laboratorio en caso de observar alguna desviacion en
los resultados obtenidos teniendo en cuenta las cartas control.

Registrar los resultados de los ensayos de control de calidad y hacer el analisis de
tendencias de estos. |

FORMATOS RELACIONADOS.

FOR-TC-048 “Formato de datos primarios para la determinacién de alérgenos de caseina
por inmunoensayo enzimatico cuantitativo”

SOFT-TC-095 “Cuadro de mando para el ensayo Alergenos de Leche (Caseina)”

7.

ANEXOS.

RIDASCREEN® FAST Casein (N. R4612)

R4612 FAST Casein 2022-05-06.docx (r-biopharm.com)
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