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 Alérgenos - Alergias

»Sustancias que causan reacciones alérgicas en ciertas
personas pero son inocuas para otras

»Las alergias son reacciones inmunoldgicas caracterizadas por
la produccidon de inmunoglobulina E especifica hacia el epitope
alergénico

»Los alérgenos tienen efecto en muy bajas concentraciones
(trazas) -

>»L0sS mas comunes:

sbacterias, virus, parasitos
ssustancias quimicas, medicamentos

spolen, humo

«alimentos: alergias alimentarias

@ Alérgenos - Alergias R-Biopharm Latinoamérica


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/a/a4/Misc_pollen.jpg
http://es.wikipedia.org/wiki/Imagen:Penicillin_3D_Model.png
http://es.wikipedia.org/wiki/Imagen:House_Dust_Mite.jpg
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 Alergias alimentarias

»Reacciones andmalas del organismo secundarias a la ingesta,
contacto O inhalacidn de alimentos con una causa inmunologica
comprobada

»Son generalmente proteinas que desencadena una respuesta
iInmunitaria exagerada

»En una alergia alimentaria verdadera, el sistema inmunitario
produce anticuerpos (IgE) e histamina en respuesta a un
alimento especifico

»Los sintomas que van de leves (urticaria) a severos (shock
anafilactico — muerte)

»Los alérgenos problematicos son aquellos ocultos en el
producto final — producto de contaminacion no intencional
(contaminacion cruzada)

@ Alergias alimentarias R-Biopharm Latinoamérica
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 Alergias alimentarias

»Dependiendo de las incidencias de alergias en cada pais, los

alérgenos se han clasificado en:

Los grandes 8 Los grandes 14

- Apio
90% ninos
Mostaza
Mani Sésamo
Frutos secos ) 90% adultos Crustaceos
Pescados Lupines
Moluscos Sulfitos

Soja
Trigo (gluten)

@ Alergias alimentarias
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http://es.wikipedia.org/wiki/Imagen:Plato_Cigalas.jpg
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e Eleccidon de un método de analisis

»Desafios que enfrentamos
»Qué estamos buscando?
»Como lo buscamos?
»Donde lo buscamos?

»Hasta cuanto buscamos?

@® Métodos de analisis

R-Biopharm Latinoamérica
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e Eleccion de un método de analisis

Qué estamos buscando?

v" Principales alergenos del Mani (Arachis hypogea)

Ara hl (vicilina)

Ara h2 (albumina)

Ara h 3 Araguina (legumina)
Ara h4 (profilina)

Ara h5 (albumina)

v VvV VYV Y V V

Ara h6, Ara h7, Ara h8

@® Métodos de analisis
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e Eleccidon de un método de analisis

Como lo buscamos?

v" Metodologia

»  Método debe ser adecuado para cada caso (fit for purpose)
»  Qué alérgeno busco?
> Necesito cuantificar 6 solamete detectar?
v' Se deben conocer las caracteristicas de rendimiento del método
en el laboratorio

»  Materia prima
»  Alimentos procesados

v" Es necesario controlar los ensayos continuamente
»  Controles internos / externos
> Muestras certificadas
> Rondas interlaboratorio

v" Analistas competentes

v' Documentar todo lo antes enunciado

@® WMétodos de analisis R-Biopharm Latinoamérica
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e Eleccion de un método de analisis

Doéonde lo buscamos?
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v' Materias primas
v" Alimentos procesados
v" Drante el proceso

v Producto terminado

@® WMétodos de analisis R-Biopharm Latinoamérica
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e Eleccidon de un método de analisis

Hasta cuanto buscamos?
v 1000 ppm

v 100 ppm
v 10 ppm

v 1 ppm (podemos?)

@ Métodos de analisis R-Biopharm Latinoamérica
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e Eleccidon de un método de analisis

Métodos estandartizados

v' Estandares (extractos de alérgenos) certificados por
organismos internacionales
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v" Métodos Validados

> In-House
»  Certificados por organismos internacionales:

AOAC/AFNOR/ISO
v' Bajo limite de deteccién (LOD)

v' Bajo limite de cuantificaciéon (LOD)

R-Biopharm Latinoamérica

@® Métodos de analisis



Gestion de la Inocuidad en la Industria Alimentaria - UNQui Junio 2014 l'-blOthfm %

 Validacion: Qué es?

Definicion:

v Latin: validus (fuerte, eficaz, saludable)

v La prueba de reproducibilidad de los resultados de un
procedimiento descripto con téerminos definidos. Cuanto mas

exacto se describe un procedimiento (pocos parametros

desconocidos) sus resultados son mas exactos

L

@ Métodos de analisis R-Biopharm Latinoamérica
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 Validacion: Porqué es importante?

Métodos validados
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v El productor al igual que el analista y el consumidor necesitan
saber si el sistema de analisis es confiable

v" Ensayos de validacion:

»  Precision

»  Exactitud

»  Robustez

»  Especificidad / selectividad

»  Limite de deteccion / Limite de cuantificacion

»  Linealidad, sensibilidad

»  Reproducibilidad (aun en diferentes laboratorios)
»  Adaptabilidad

»  Reproducibilidad con otros meétodos

@® WMétodos de analisis R-Biopharm Latinoamérica
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 Validacion de los ensayos - Certificados

Instituciones

v" AOAC (Association of Analytical Communities) AOAC
(Asociacion de Comunidades Analiticas) INTERNATIONAL

v AACC (American Association for Clinical mc
Chemistry) (Asociacion Americana de Quimica

Clinica)

v WGPAT (Working group for prolamin analysis and lweb#r“
toxicity) (Grupo de trabajo para el analisis y

toxicidad de prolaminas

Gestion de la Inocuidad en la Industria Alimentaria - UNQui Junio 2014

v ICC (International Association for Cereal Science
and Technology ) (Asociacion Internacional de
Ciencia y Tecnologia de Cereales)

v BVL (German Federal Office of Consumer R [ Bt
Protection and Food Safety) (Oficina Federal | obensminatschorheic
Alemana para Proteccion del Consumidor y Seguridad

Alimentaria)

@® WMétodos de analisis R-Biopharm Latinoamérica
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« Meétodos de analisis de alérgenos

Métodos directos m==p

Meétodos indirectos ==

Basados en la deteccion
de proteinas 6 de
fragmentos de proteinas
alergénicas

Técnicas
iInmunologicas

Técnicas no
iInmunoldgicas

Basados en el
reconocimiento especifico
de fragmentos de ADN
gue codifican una
determinada proteina

PCR tradicional
RT-PCR

@® Métodos de analisis
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Meétodos de analisis de alérgenos

Métodos directos: Métodos Inmunologicos
v'Utilizan anticuerpos dirigidos contra las principales proteinas
alergénicas

» Inmunocromatografia de Flujo Lateral — LFD

» ELISA

: : PR
» Microarrays y Biosensores TRLLS

niu
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=4z004 _3 =
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@® Métodos de analisis
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« Meétodos de analisis de alérgenos

Inmunocromatografias de Flujo Lteral LFD
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Metodo cualitativo 6 semicuantitativo
No requiere equipamiento

Lectura visual

Control de sanitizacion " o
Control de superficies y de ambientes
Se pueden guardar como documento

D N N N N NN

Para muestras negativas ¢ || [ ] alergeno

Muestras con 11 [ ] — saturacion - Efecto Hook
Muestras altamente positivas > NEGATIVO

@® WMétodos de analisis R-Biopharm Latinoamérica
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« Meétodos de analisis de alérgenos

ELISA: Enzyme Linked Immunosorbent Assay
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Metodo cuantitativo

Sandwich 6 Competitivo: dependiendo del tipo de antigeno a analizar
Analisis de Materias primas

Analisis de Productos terminados

D N NN

Hay que conocer la especificidad de los anticuerpos utiIizadOS’:_ag%;;

Validar los ensayos para cada matriz: muestras procesadas
pueden tener alterado el alérgeno: hidrolisis, alteracion de GEEEEE %
estructuras secundarias y terciarias

Muestras positivas > NEGATIVO

@® WMétodos de analisis R-Biopharm Latinoamérica


http://www.r-biopharm.com/product_site.php?action=product_open&pto=ELISA&product_class_one=QWxsZXJnZW5z&product_class_two=R2xpYWRpbg==&product_class_three=&product_range=Food and Feed Analysis&
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« Meétodos de analisis de alérgenos

Microarrays y Biosensores

Meétodo cuantitativo

Todavia en desarrllo

Analisis de Materias primas
Analisis de Prductos terminados

NN
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Meétodos de analisis de alérgenos

Metodos directos — No inmunologicos

v Detectan fragmentos polipeptidicos pertenecientes a las
proteinas alergénicas

v Cromatografia liquida — Espectrometria de masas en tandem:
LC-MS-MS

Equipamiento costoso

Método cualitativo —secuenciacidon simultanea de aa

No hay estandares certificados - no puede i 1
compararse con otras metodologias . -

No esta validado para diferentes matrices

SCHEMATIC OF
TANDEM MASS SPECTROMETRY
_ Comsion

=)=

ion oa

@® Métodos de analisis
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« Meétodos de analisis de alérgenos

Métodos indirectos

v Basados en el reconocimiento especifico de fragmentos de

ADN que codifican una determinada proteina: PCR Tradicional,
RT-PCR A

STANDARD CURVE

(]
1.E+00 LEW1 1.E402 1.E403 L.EWD% 1.EH05 1.E906 1.E407 L.EWOB 1.E409 L.E+10
NuMBER OF GENE COPIES

2838

ThresHoLD CycLe [C,]

Detecta y cuantifica DNA y no proteinas

No siempre se puede correlacionar con B
concentraciones de proteinas alergénicas

RN vs CYCLE

Absolute quantification
amplification plot

ThresHoLp CycLe [C,]
- 5 e, w ¥

0 5 10 15 20 25 30 35 40
PCR cycle

@® Métodos de analisis
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« Meétodos de analisis de alérgenos

Qué metodologia elegimos?

v Para qué lo necesito?

> Materia Prima O Producto procesado
Sanitizacion y limpieza \;1) ~ Q’
v’ Para qué matriz?
f I
> Simple 6 compleja )
v' Para qué necesito el resultado? “L
> Control intermo O para dilucidar controversia?

v Qué proteina/s alergénica/s busco?
» Policlonales: baja especificidad / alta sensibilidad

» Monoclonales: alta especificidad /baja? Sensibilidad

@® WMétodos de analisis R-Biopharm Latinoamérica
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« Meétodos de analisis de alérgenos

LDF: superficies, ambiente, productos libres de alérgenos

v Ventajas
» Econdmicos s

» Simples de facil manejo
» NoO requieren equipamiento
» No requieren personal altamente especializado

v' Desventajas

» Cualitativo o semicuantitativo
» Efecto Hook (falsos negativos)

2
O

@® WMétodos de analisis R-Biopharm Latinoamérica
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« Meétodos de analisis de alérgenos

ELISA: materias primas, productos procesados

v Ventajas

» Cuantitativos

» Ensayos muy validados

» Alta especificidad y sensibilidad
» Rapidos

» NOo muy costosos

» NoO requiere personal altamente especializado

v' Desventajas

» Puede no detectar proteinas alteradas por procesos de
elaboracion (falsos negativos)

» » Un soélo alergeno por largada

) > Necesidad de largar curva de calibracién en cada ensayo

@® WMétodos de analisis R-Biopharm Latinoamérica
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« Meétodos de analisis de alérgenos

LC-MS/MS: Metodologia nueva para alergenos gue se esta
poniendo a punto actualmente. Principalmente para
investigacion .

v Ventajas

» Meétodo de referencia — Gold Standard EuroPrevaII SN
IFAAM

» Muy sensible

» Varios alergenos por largada

v' Desventajas

» Equipamiento muy costoso

» Requiere personal altamente capacitado

» Cualitativo (secuenciacion de aa de los fragmentos)
< - » No hay estandares
@ - » Método no validado

s o,

@® WMétodos de analisis R-Biopharm Latinoamérica
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« Meétodos de analisis de alérgenos

RT-PCR: Materias primas, Productos procesados, Aduteracion

v Ventajas
> Especifico >

> Muy sensible 1 ,’? "
2 ey

Q

v' Desventajas

» Equipamiento costoso

» Requiere configuraciones edilicias especificas

» Requiere personal altamente capacitado

» Dificil correlacion con concentracion de proteinas alergénicas
» Sensible a los bajos pH

@® WMétodos de analisis R-Biopharm Latinoamérica
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e Métodos Validados

v Elaboradores de kits
» Demuestra adecuacion

» Procedimiento analitico probado
v Analista

» Asegura fiabilidad
» Precision de los resultados

v Productor de alimentos

» Asegura calidad
» Soporte legal de los resultados

v Consumidor

» Asegura calidad
» Soporte legal de los resultados

@® Métodos de analisis
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