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REGLAMENTO (UE) Nº 1169/2011 (Anexo II): Sustancias que causan alergias o 
intolerancia

Cereales con gluten
Crustáceos

Huevos Pescado 
Cacahuetes

Soja Leche
Frutos de cáscara

Apio Mostaza

Sésamo Sulfitos Altramuces Moluscos

Qué tenemos que analizar ?
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Nº 828/2014 
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Detección del alimento alergénico

 Métodos inmunológicos

 Métodos Cromatográficos

Métodos de Análisis de Alérgenos Disponibles 

 Métodos  Biología Molecular (ADN)

Detección proteína o proteínas alergénicas

Detección proteína o fracciones de proteínas (péptidos)

Jornadas de Referencia 2017.  Majadahonda 29 al 31 de mayo 

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/0/03/CDC14B.jpg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/0/03/CDC14B.jpg


Centro

Nacional de

Alimentación

Qué buscamos ?  Analitos: alérgenos/marcadores

Alérgeno / proteína 
alergénica

MÁS Y MEJOR 
INFORMACIÓN AL 

PACIENTE 

Marcador: ADN /proteína 
del ingrediente alergénico

SUFICIENTE PARA 
CUMPLIR LA 

LEGISLACIÓN

Deberíamos obtener el mismo resultado no importa dónde, cómo, 
y quién hace la medida 
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UNE-CEN /TR 16338: 2012 / AOAC, 2010 Información que deben
contener los métodos inmunológicos (ELISA)

1.- Cómo elegimos el método ?

Información general

• Título 
• Descripción del propósito del análisis y su trasfondo científico
• Objetivo y campo de aplicación 
• Información sobre el anticuerpo
• Información sobre el material utilizado para la calibración
• Información sobre matrices en las que puede ser aplicado
• Información sobre reactividad cruzada
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Validación 
(Inter-laboratorio)

Información sobre la validación 

Validación interna

• PRECISIÓN
• SENSIBILIDAD (LD/ LC)
• EXACTITUD
• ESPECIFICIDAD
• ROBUSTED

• Nº de laboratorios
• Datos  de eliminación de laboratorios
• r ,Sr , RSDr
• R, SR, RSDR
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No disponemos de Materiales de Referencia 
Certificados para alérgenos

2.-Cómo comprobar la exactitud de los métodos ?

Qué podemos utilizar ?

Jornadas de Referencia 2017.  Majadahonda 29 al 31 de mayo 



Centro

Nacional de

Alimentación

a) Materiales de Referencia. Cuando sea posible 

Alérgeno MATERIAL PROCEDENCIA VALOR ASIGNADO

Huevo
NIST  8445 ( Whole 

egg powder)
NIST  48 % ± 1%

Contenido 
proteico (ELISA) 

Prolamina/Gluten PWG standar
Prolamin

Group
Pureza

Leche BCR-638 IRMM
Contenido proteico

(Kjeldahl)

Leche NIST 1549a NIST  

Peanut Butter NIST 2387 NIST  

Cacahuete
IRMM-481a,IRMM-481b,IRMM-
481c,IRMM-481d,IRMM-
481e,IRMM-481f (mezcla)

IRMM N
O

 p
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A
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b) Sobrantes de ensayos de intercomparación

Valor de Referencia : Valor Asignado en el ensayo
(Con cada Kit ???)
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BioKits Romer Labs R-Biopharm Neogen

Resultados diferentes ELISAS

FAPAS Proficiency Test 2776C FAPAS 2776- C  
Cacahuete en chocolate 

•Biokits 11,8 mg/kg
• Romer Labs 8,7 mg/kg
• R-Biopharm 24,2 mg/kg 
• Neogen 15,0 mg/kg
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Ambos kits expresan el 

resultado como huevo 

entero 
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Rango de aceptación
50% -150%
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d) Utilización de reactivos químicos:
Caseína, β-lactoglobulina, albúmina, ovoalbúmina etc…

e) Utilización del alimento alergénico

C) Materiales de control de la propia casa comercial

• Control interno del kit
• Útiles cuando son en matriz (Controla el proceso de extracción)
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Cómo preparar los controles ? 

 Sobre la matriz 
 Directamente sobre el sobrenadante de extracción

 Muestras Fortificadas: muestra preparada por 
adición de una determinada cantidad de 
alérgeno

 “Incurred sample”: muestra adicionada y 
sometida  tratamientos similar al  procesadoM
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Valor teórico de acuerdo a la concentración

Valor interno asignado como resultado de una 
serie de repeticiones
 Valor medio ± SD

Aplicar factores de recuperación  (para el 
control)

Cómo asignamos el valor ? 
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Criterio de aceptación aplicado ?

Rango Ideal  80 -120 % (spiked sample)
Admite 50 -150 % (incurred sample)

 Comprobar exactitud de la casa comercial declarada en su informe de  
validación:

Comprobar en matrices representativas 

 De acuerdo a las normas : 
(J. AOAC International Vol.93 No 2, 2010) 

Propuesta :
• Gluten : 80 % -120% 
• Alérgenos : 70 % -130 % 
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TEPNEL 
BIOKITS

AgraQuant®

A B C D
Huevo 0,4 mg/kg 0,25 mg/kg 0,5 mg/kg 1 mg/kg

Caseína 0,2 mg/kg 0,25 mg/kg 2,5 mg/kg 1 mg/kg

Β-lactoglobulina 10 μg/kg 0,2 mg/kg 5 mg/kg 0,1 mg/kg

Soja 40 μg/kg 0,3 mg/kg 2,5 mg/kg 2,5 mg/kg

Cacahuete 1 mg/kg 1,5 mg/kg 2,5 mg/kg 1 mg/kg

3. Límites declarados 
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 Detección de β-lactoglobulina en un alimento :

 Sistema A Límite de cuantificación de 10 µg/kg 

RESULTADO < 10 µg/kg 

 Sistema C Límite de cuantificación de 5 mg/kg 

RESULTADO <  5 mg/kg 

RESULTADO 

NO DETECTADO 

Ejemplos :

Qué pasa entre  10 µg/kg y  5 mg/kg ???
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 Cacahuete en un alimento (1,5 mg/kg) :

 Sistema A (LC 1 mg/kg)

RESULTADO   1,5 mg/kg de cacahuete  

 Sistema C (LC 2,5 mg/kg)

RESULTADO  < 2,5 mg/kg

?

DETECTADO 

ETIQUETAR

NO ETIQUETAR

Ejemplos :

NO DETECTADO 
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Cómo se calcula el Límite de detección declarado ?

Límite de detección (LD): Cantidad o concentración mínima de analito que se puede 
detectar con confianza, aunque no necesariamente cuantificarse, en la muestra para 
análisis, demostrado mediante una prueba colaborativa u otro tipo de validación 
adecuada (EN 15842:2010) 

Método utilizado para calcular el LD:
Valor obtenido matrices blanco más  3 
veces SD
– Al menos 10 determinaciones en 

matrices relevantes 
– LD un nivel de confianza del 95%, α y β se 
establecen en 0,05.
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Límite de detección declarado 1,2  mg/kg 
Límite de cuantificación    2,5 mg/kg

PRODUCTO ETIQUETADO 
DO S1              

0 mg/kg
DO S2              

2,5 mg/kg
DO muestra

Resultado 
mg/kg

Valor 
extrapolado  

mg/kg

Cereales 0,060 0,627 0,371 < 2,5 1,81

Helado 0,060 0,627 0,059 < 2,5 

Galletas integrales 0,027 0,524 0,248 < 2,5 1,45

Chocolate
Puede contener trazas de 

frutos secos 0,051 0,405 0,055 < 2,5 

Galleta Puede contener almendra 0,051 0,405 1,367 8,8

Helado
Puede contener trazas de 

frutos de cascara 0,051 0,405 0,054 < 2,5 

Polvorones Almendra 20 % 0,027 0,524 3,78 > 20 

Helado Almendra 3,5 % 0,027 0,524 3,818 > 20
Crema de 
almendras 

Almendra 10 %
0,027 0,524 3,851 > 20 
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MÁS IMPORTANCIA .- Ensayo cualitativo 

• Punto de corte : valor S1 (LD/LC)

Generalmente límite de cuantificación declarado

• Establecer un criterio de tolerancia (± DO S1  LC/LD   )

(similar a la recuperación pero  aplicada a la absorbancia) 

• Comprobar detección en distintas matrices (≥ 5)
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Límite de cuantificación (LC): Cantidad o concentración mínima de analito que se 
puede detectar cuantitativamente en una muestra para análisis con un nivel 
aceptable de precisión y exactitud, demostrado mediante una prueba colaborativo u 
otro medio de validación adecuada. (EN 15842:2010) 

Cómo se calcula el límite de cuantificación declarado ?

CEN/TR 16338:2012
• Calculado sobre muestras fortificadas: (20 determinaciones independientes en 
muestras conteniendo el analito al nivel estimado)
• Determinado con un % de RSD aceptable 

- J. AOAC International Vol.93 No 2, 2010   
- 10 veces SD de matriz blanco 
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LC declarado 1 mg/kg
Valor experimental comprobado 

10 mg/kg 

Límite de cuantificación declarado 
2,5 mg/kg

Comprobado en matriz

Matriz
Valor 

esperado 
mg/kg

Valor 
obtenido 

mg/kg

Recuperación 
%

Chocolate 
con leche 

0 < 1

10 9,2 92

Helado
0 < 1

10 8,3 83

Cereales
0 < 1

10 10,68 106,8

Galletas
0 < 1

10 7,82 78,2

Especias
0 < 1

10 8,25 82,5
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Límite de cuantificación  

 No se está teniendo en cuenta el efecto 
matriz

 No se está teniendo en cuenta el impacto 
del procesado

 No se corresponde con un límite de 
cuantificación real en una muestra

PUNTO MÁS BAJO DE LA CURVA DE CALIBRADO ? 

COMPROBACIÓN
en matriz 

Recuperación 

70 %  -130 %
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CURVA ENSAYO

• Evaluación de la curva de calibrado

CURVA CERTIFICADO

Curvas:  “cubic spline” , polinomial, etc
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NORMALIZACION CURVA 
(B/Bmax)

curva Certificado

curva Ensayo

B/Bmax
Curva 

certificado Curva ensayo

13 13

23 20

42 39

70 66

Propuesta:
Variación permitida

25 % - 35%
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Curvas Log/logit (regresión lineal)
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4.- Diferente expresión de resultados  diferentes 
resultados 

 Detectan diferentes proteínas (diferente antígeno utilizado 
para la inmunización)

 Diferente anticuerpos (Monoclonales, policlonales) 

 Diferentes calibrantes 

 Diferentes unidades de expresión de resultados
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R- Biopharm 
Neogen-Veratox 

Detectan Avellana 

ELISA Systems

Proteína de avellana

Diferente diana 
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Diferente  expresión de resultados  

En función de la diana y la solución calibrante utilizada

Algunos sistemas proponen conversiones en la expresión de resultados

Precaución:  Diferente composición dependiendo de la variedad

HUEVO LECHE CACAHUETE

mg/kg  huevo entero en 
polvo

mg/kg proteína de leche Cacahuete

mg/kg proteína clara  de 
huevo

mg/kg leche entera en 
polvo

Proteína de cacahuete

mg/kg ovomucoide mg/kg caseína

mg/kg β lactoglobulina
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Expresión de resultados de acuerdo a la EN 
15633-1 :2009, indica que los resultados 
deben ser  expresados como la cantidad total 
de ingrediente alergénico por kg de alimento 
(mg/kg), o como la cantidad de proteína 
alergénica por kg de alimento, utilizando un 
apropiado factor que permita la conversión a 
la cantidad de ingrediente alergénico por 
kilogramo de alimento.

Sin embargo, los factores de conversión son difíciles de calcular cuando la 
composición del alimento no es bien conocida y la cantidad de proteína por 
kilo puede variar según el origen de los ingredientes y a los tratamientos 
sufridos durante el procesado 

Scientific Opinion on the evaluation of allergenic foods and food ingredients for labelling purposes, 
EFSA Journal 2014;12(11):3894, http://www.efsa.europa.eu/en/efsajournal/doc/3894.pdf 
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Métodos  Biología Molecular  

Métodos Indirecto : Amplificación de un fragmento 
del gen del alérgeno o de alguna secuencia genética 
específica presente en el alimento alergénico
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• Qué estamos detectando ? ADN del alimento alergénico

• Cómo informamos el resultado ? Cualitativo / 
semicuantitativos / cuantitativos ?

• Cuantificación ng ADN (número de copias)

Métodos de detección de ADN

• Algunos alérgenos no pueden diferenciarse por PCR  
• Carne vacuno /leche
• aves /huevo

• Diferente distribución entre ADN y proteína 
ADN en baja concentración, leche, proteína de clara de   
huevo, concentrados de proteína: Falsos negativos

• Problemas en la extracción (presencia de inhibición en 
alimentos procesados)
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La norma europea EN 15634-1: 2009 
establece que los LD / LC deben 
expresarse como el número de copias de 
ADN equivalente a una cantidad total 
del ingrediente alergénico por kilogramo 
de alimento (mg / kg).

Norma europea EN 15842 (CEN, 2010) El LD se expresa en la literatura en diferentes 
formas: como número de copias de ADN, como pg absoluto de ADN detectado, como 
pg ADN / mg de alimento, o como porcentaje de ingrediente alergénico en los 
alimentos (% p / p) cuando el valor se refiere a una  muestra fortificada.

La equivalencia debe basarse en materiales de referencia certificados por la UE, 
pero no están disponibles en la actualidad

Cómo expresar los resultados ?
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UNIDAD DE MEDIDA/EXPRESIÓN DE RESULTADOS

PROTEÍNAS ADN

Cantidad de ADN (nº de 
copias) detectado

Cantidad de ingrediente 
alergénico o proteína 

alergénica por kilo de alimento 
(mg/kg)

No se puede establecer una correlación  
entre cantidad de PROTEÍNA y cantidad 
de ADN
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 Confirmación Matriz  Límite de detección 
 Efecto de la  extracción de ADN 

Necesario: 
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1.- Cómo elegir el método?
2.- Cómo comprobar la exactitud ?

Qué utilizamos ?
Cómo preparamos la muestra control ?
Cómo asignamos el valor a la muestra 
control ?

Criterio de aceptación aplicado ? 

3.-Límites de detección y cuantificación
4.- Expresión de resultados ?

Diferente diana en métodos inmunológico
Métodos de PCR 
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