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Qué es un alergia alimentaria?

Respuesta Inmunitaria a un alimento o alérgeno

Problema emergente
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Prevalencia; 1-3% en adultos
4-6% en ninos
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Qué es un alergia alimentaria?

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

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

R-Biopharm Group
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Reacciones por alimentos
Hipersensibilidad por alimentos

Intolerancia por alimentos
Hipersensibilidad no alérgica
por alimentos

Hipersensibilidad alérgica a alimentos
Alergia a alimentos

Mixto IgE No mediado

Por IgE
Metabolismo del Celular g

individuo : B Enterocolitis
Sme Alergia Oral Esofagitis Eo. Proctocolitis

Anafilaxia Gastroenteritis Eo ’
Enteropatias Cr.

Caracteristicas del

alimento Urticaria —Rashes ST

atopica
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Los grandes 8

Existen cientos de alérgenos

Solo 8 representan el 90% de las alergias alimentarias en todo el mundo:

Leche de vaca
Huevo
e ——

Mani

Frutos secos
Pescado
Crustaceos
Soja

Trigo

90% ninos

90% adultos
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Los grandes 14

Leche de vaca Apio
Hue\,/o Mostaza
Mani Sésamo
Frutos secos Crustaceos
Pescado Lupines
Crustaceos Sulfitos
Soja

Trigo

R-Biopharm Group
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Alergias Alimentarias

Se vienen realizando esfuerzos significativos en la implementacion de politicas de
seguridad respecto de la presencia de alérgenos.

Sin embargo, el entendimiento del riesgo de las alergias alimentarias es auln
desparejo en las distintas industrias y paises.

R-Biopharm Group
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Legislacion en el Mundo

» Muchos paises han reconocido la importancia de los alérgenos

 Leyes, regulaciones y estandares fueron provistos por las agencias
reguladoras

* Inicialmente se esta focalizando en el rotulado de los alérgenos “prioritarios’
(regional)

Manejos diferentes segun paises

“ N\

Alergenos que Alimentos o ingredientes que
causan el 90 % de producen hipersensibilidad
las alergias

alimentarias

R-Biopharm Group



Taller SILA - ACHIPIA | Santiago, Chile | Noviembre 2016 f-bl@thfm %

-
-

\é{{ |
Papua Ntreva UM

outh Africa ustrah

Nueva Zeland."

R-Biopharm Group



Taller SILA - ACHIPIA Noviembre 2016 r-biopharm %

Codex |Argentina| Brasil | Bolivia |Colombia| Costa Chile Mexico [ Nicaragua [ Peru
Rica
X X X X X X X X X X

Cereales con gluten

Crustaceos X X X X X X X X X
Huevo X X X X X X X X X
Pescado X X X X X X X X X
Mani X X X X X X X X X
Soja X X X X X X X1 X X
Lechey lactosa X X2 X X X X X X X
Nueces X X X X X X X X X
Sulfitos? X X X X X X X X X X

1 Excepto el aceite de Soja
2 No incluye lactosa

3 En concentraciones de 10 mg/kg o mas

R-Biopharm Group
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Gestion de alérgenos

Enfoque preventivo: |dentificar peligros potenciales
Evaluacion del riesgo que cada uno de estos
peligros se materialice
Control de las situaciones de mayor riesgo

Se deben evaluar todas las etapas:
Desde la produccion y traslado de materias primas, evaluando cada paso del
proceso, hasta el etiqguetado, envasado, estibado y transporte del producto final.

R-Biopharm Group
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Gestion de alérgenos: Puntos de control

1) Materias Primas

2) Formulaciones

3) Manejo de alérgenos en planta
4) Limpieza

5) Etiquetado

6) Capacitacion

R-Biopharm Group
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Eleccion de un método de analisis

Qué estamos buscando?
Doénde lo buscamos?
Hasta cuanto buscamos?

Coémo lo buscamos?

R-Biopharm Group
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Que estamos buscando?

Leche: 30 a 35 g/l de proteinas - alérgenos de la leche:

Caseinas:
a-sl-caseina
a-s2-caseina
B-caseina
K-caseina
B-Lactoglobulina (BLG)
a-Lactoglobulina (ALA)
Lactoferrina, Seroalbumina bovina, etc......

R-Biopharm Group
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Donde lo buscamos?

Materias primas

Durante el proceso
Material de arrastre
Hisopado de superficies
Soluciones de lavado (CIP)
Aire

Producto terminado:

Normalmente procesado

Altamente procesado

R-Biopharm Group
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Hasta cuanto buscamos?

En general, no existen umbrales para los alérgenos

Casos particulares:

Suiza: 1000 ppm para todos
Japon: 10 ppm para todos, salvo gluten: 20 ppm

Gluten y sulfito estan reglamentados

R-Biopharm Group
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Como lo buscamos?

Métodos estandarizados
Estandares (extractos de alérgenos) certificados por
organismos internacionales
Métodos Validados
In — House
Por organismos internacionales: AOAC / AFNOR / ISO
Bajo limite de deteccion (LOD)

Bajo limite de cuantificacion (LOD)

R-Biopharm Group
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Meétodos de analisis de alérgenos

Técnicas

Basados en la deteccion |mmp | e
inmunologicas

de proteinas 0 de
fragmentos de proteinas
alergénicas

Métodos directos mmp
N Técnicas no

inmunologicas

Basados en el
reconocimiento especifico —
Métodos indirectos msp | de fragmentos de ADN  |wmp | PCRtradicional
que codifican una RT-PCR
determinada proteina

Métodos inespecificos

R-Biopharm Group
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Meétodos de analisis de alérgenos

Meétodos directos: Métodos Inmunologicos

v' Utilizan anticuerpos dirigidos contra las principales proteinas
alergénicas

» |Inmunocromatografia de Flujo Lateral — LFD

.......

o
3 e S S
> I A I > Tt o P et A Sumergir positivo  negativo  invalido
E | S Lty owowlw

» Microarrays y Biosensores

R-Biopharm Group
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Meéetodos de analisis de alérgenos
Inmunocromatografias de Flujo Lateral LFD

Meétodo cualitativo 6 semicuantitativo

No requiere equipamiento

Lectura visual

Control de sanitizacion

Control de superficies y de ambientes
Se pueden guardar como documento

N N X XX

R-Biopharm Group
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Meéetodos de analisis de alérgenos

Enzyme Linked Immunosorbent Assay: ELISA

Método cuantitativo

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

Analisis de Productos terminados

<N X X

Hay que conocer la especificidad de los anticuerpos utilizados.

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

R-Biopharm Group
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Meéetodos de analisis de alérgenos

Microarrays y Biosensores

v'"Método cuantitativo

v'Todavia en desarrollo

v'Andlisis de Materias primas
v'Andlisis de Prductos terminados

frequency
signal Intensity
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Meéetodos de analisis de alérgenos

Métodos directos — No inmunoldgicos: Cromatografia liquida — Espectrometria de
masas en tandem: LC-MS/MS

v'  Detectan fragmentos polipeptidicos pertenecientes a las proteinas
alergénicas

Equipamiento costoso
Método cualitativo

No hay estandares certificados - no puede compararse con
otras metodologias

No esta validado para diferentes matrices 7 T

R-Biopharm Group
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Meéetodos de analisis de alérgenos

Metodos indirectos — No inmunologicos: PCR tradicional o en tiempo real (RT-PCR)

v Basados en el reconocimiento especifico de fragmentos
de ADN que codifican una determinada proteina: PCR

Tradicional, RT-PCR
Detecta DNA Yy no proteinas

Absolute quantification

Puede ser cualitativo o cuantitativo ppitee-s o
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Meéetodos de analisis de alérgenos

Qué metodologia elegimos?
v Para qué lo necesito?
> Sanitizacién y limpieza ,
> Materia Prima 0 Producto procesado “ 8
v Para qué matriz?
> Simple 6 compleja
v Para qué necesito el resultado?
> Control intermo 0 para dilucidar controversia?

v Qué proteina/s alergénical/s busco?

R-Biopharm Group
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Meéetodos de analisis de alérgenos

»Sanitizacion y limpieza: LFD

v Ventajas
Economicos
Simples de facil manejo
No requieren equipamiento
No requieren personal altamente especializado

v' Desventajas

Cualitativo o semicuantitativo
Efecto Hook (falsos negativos)

R-Biopharm Group
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Meéetodos de analisis de alérgenos
»Materias primas y productos terminados: ELISA

v' Ventajas

Cuantitativos

Ensayos muy validados

Alta especificidad y sensibilidad

Rapidos

NoO muy costosos

No requiere personal altamente especializado

v' Desventajas

Puede ser necesario mas de un kit por alérgeno (productos
altamente procesados)

Un soélo alérgeno por largada

Necesidad de largar curva de calibracion en cada ensayo

R-Biopharm Group
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Meéetodos de analisis de alérgenos
»Materias primas y productos terminados: LC-MS/MS

v' Ventajas

Método de referencia — Gold Standard EuroPrevall — MoniQa -
IFAAM

Muy sensibles

Varios alérgenos por largada

v' Desventajas

Equipamiento muy costoso

Requiere personal altamente capacitado

Cualitativo (salvo por secuenciacion de aa de los fragmentos)
No hay estandares

No es practico para analisis rutinario

R-Biopharm Group
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Meéetodos de analisis de alérgenos
»Materias primas y productos terminados: RT-PCR

v' Ventajas
Cuantitativos o caulitativos

Alta sensibilidad y especificidad
Se utilizan como métodos confirmatorios

v' Desventajas

Equipos mas costosos
Personal mas calificado
Se detecta ADN y no proteinas

R-Biopharm Group
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Meéetodos de analisis de alérgenos
»Ejemplo: Gluten:

Ensayos inmunologicos: Inmunocromatografia (LFD)
Enzimoinmunoensayo (ELISA)

PCR en tiempo real para confirmar: cualitativa o cuantitativa

Espectroscopia de masas para confirmar

R-Biopharm Group
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Métodos de analisis de alérgenos de R-Biopharm

Inmunocromatografia:

Gliadina AOAC OMA Coco

Soya Avellana
Leche Mani
Huevo Pistachio
Almendras Nuez
Castana de Brasil Sesamo
Castana de Caju Crustaceos
Macadamia Mostaza

R-Biopharm Group
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Métodos de analisis de alérgenos de R-Biopharm

ELISA:
Gliadina AOAC OMA Lisozima
Gliadina Competitivo AOAC OMA Almendras
Soya Castana de Caju
Leche Avellana
Caseina Macadamia
B-Lactoglobulina Mani AOAC RI
Huevo Sesamo

COLORIMETRICO:
Sulfito

R-Biopharm Group
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Métodos de analisis de alérgenos de R-Biopharm

PCR:
Gluten Avellana
Soya Mani
Almendras Pistachio
Castana de Caju Nuez
Nuez Pecan Sesamo
Mostaza Crustaceos
Apio Moluscos
Lupin Peces

R-Biopharm Group



Taller SILA - ACHIPIA | Santiago, Chile | Noviembre 2016

Muchas
Gracias!
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