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N.PROT .... (sigle)Da citare nelle risposte      
Centro di Referenza Nazionale Qualità latte Bovino  
Tel. 030 / 2290541. E-mail:  crn.qualita.latte@izsler.it       
 

Objeto: Estudio de evaluación técnica del kit Stick c-GMP 
 
 
Adjuntamos y enviamos la relación final (Anexo 2) del estudio de evaluación realizada en nuestros 
laboratorios para comprobar las características funcionales del kit STICK c-GMP, test para la 
determinación de la presencia de GlicoMacroPéptido de Caseína en la leche. 
 
Las pruebas se realizaron durante el mes de Marzo 2009 según un protocolo establecido de acuerdo con la 
empresa fabricante (ver Anexo 1). De acuerdo con el fabricante se decidió cambiar el protocolo en los 
siguientes puntos: 
  

• Punto B: el suero que se utilizó para adulterar las muestras ha sido tomado de una planta de 
producción de queso “Grana Padano”, y no ha sido preparado en nuestro laboratorio. 

• Punto G: el número de operadores que realizaron la lectura de los resultados fué reducido de 3 a 2. 

• Punto I: el análisis del control de la muestra congelada no se repitió debido a la cantidad insuficiente 
del kit recibido. 

 
En el estudio se incluyen también unos comentarios sobre el uso del kit, los cuales constituyen opiniones y 
sugerencias personales condicionadas por los procedimientos operativos que seguimos en nuestro 
laboratorio. Tales comentarios pueden ser una fuente de información para el usuario del producto, aunque 
no sean conectados con los resultados técnicos obtenidos. 
 
Todo el material del estudio (en formato papel y electrónico) y sus resultados están guardados en los 
archivos de nuestro laboratorio, disponibles para cualquier observación y control. 
 
Quedamos a su disposición para más información y detalles. 
 
Brescia, 20 de abril de 2009 
 
 
         El dirigente responsable 
                Dr. G. Bolzoni 
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Anexo 1 – Boceto de protocolo de trabajo para el estudio de evaluación del kit “STICK c-GMP”, 
test para la determinación de la adulteración de la leche por suero añadido. 
 
 
Anteponiendo que: 
 

1. El estudio no constituye un proceso de validación del kit. 
2. El estudio es una evaluación de los resultados que se obtienen con el kit aplicando el 

procedimiento analítico según indicado en las instrucciones incluidas. 
3. El kit es cualitativo, de interpretación visual, y no incluye muestras de control propias y/o de 

concentración conocida. 
4. La sensibilidad del test se puede establecer según la calidad de la leche destinada al análisis, 

puediendo variar desde el 1% al 4% de suero añadido a la leche, según lo declarado por la empresa 
fabricante. 

 
Se decide actuar según los siguientes criterios generales: 
 

A. Creación de muestras positivas mediante adulteración artificial por adición de suero de leche 
(obtenido por coagulación enzimática) en muestras seguramente sin suero (muestras verdaderas 
positivas). 

B. Utilización de un suero de leche producido internamente, obtenido de una leche con características 
organolépticas determinadas de antemano, por reacción enzimática controlada. El suero fué 
alicuotado y mantenido en el congelador durante toda la duración de las pruebas para poder 
trabajar con una matriz de la sustancia (GlicoMacroPéptido de Caseína) uniforme en todos los 
análisis. 

C. Realización de las determinaciones con un único nivel de adulteración, establecido al 2% (p/p) de 
suero añadido a muestras de leche cruda, sin conservantes, tomadas para este estudio y 
seguramente sin suero adicionado (muestras verdaderas negativas). La elección del nivel 2% 
deriva de las indicaciones en las instrucciones incluidas en el kit, presuponiendo que las muestras 
tengan un buen estado de conservación. 

D. El número mínimo de muestras a analizar es 20 positivas y 20 negativas. Este número se ha 
establecido en base a la necesidad de determinar la correcta clasificación con un error máximo del 
5% (1/20). 

E. Cada muestra se analizará por duplicado, preparando la muestra positiva de manera paralela e 
independiente, comenzando del paso sucesivo a la adición del suero, y preparando la muestra 
negativa de manera independiente a partir de la toma de la alícuota a procesar. 

F. Cada muestra preparada y lista para el ensayo se analizará por doble determinación con tiras. 
G. La interpretación visual del resultado de cada tira será realizada por un mínimo de 3 operadores, 

que serán los mismos durante todo el período de las pruebas. 
H. No se procederá con evaluaciones de interferencia o de robustez del kit utilizando matrices 

particulares o determinadas condiciones de uso. 
I. El único control añadido será una muestra de leche congelada, alicuotada y analizada por 

duplicado en cada una de las sesiones de trabajo. 
 
Si el procedimiento descrito arriba será aceptado por el fabricante, se indicará el número mínimo de material necesario para su realización. 
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Anexo 2 – Protocolo de trabajo y resultados obtenidos con el kit “STICK c-GMP”, para la 
determinación de la adulteración de la leche por suero añadido. 
 
 
 
Las pruebas se realizaron en Marzo 2009, en el Centro de Referencia Nacional para la Calidad de la Leche 
Bovina, del Istituto Zooprofilattico Sperimentale della Lombardia e dell’Emilia. Las actividades analíticas 
las llevaron a cabo dos Técnicos de Laboratorio (Sra. Rabaioli Cristina y Sra. Federici Adele Anna) con la 
supervisión del Técnico Coordinador (Sr. Marcolini Antonio) que efectuó la elaboración y el análisis 
estadístico de los datos. 
 
El objetivo del estudio no es la validación de la técnica analítica. Por eso, tras comprobar el buen 
trabajo del test en condiciones “estándares”, nos centramos en unas condiciones muy cercanas al 
nivel de sensibilidad del método como verificación técnica en condiciones límite de operación 
(teniendo en cuenta lo que se declara en el folleto de instrucciones del kit y los resultados de tipo 
cualitativo). 
 
 
1- Materiales 
 
1.1 Muestras negativas 
Se utilizaron 20 muestras de leche cruda bovina, procedentes de cisternas de colección de empresas 
(“masas de empresa”), que llegaron sin conservantes y congeladas a T° < -18°C hasta el momento del 
ensayo. 
1.2 Suero de leche 
Suero de leche tomado de una caldera de producción de queso, dirigida a la producción de Grana Padano, 
alicuotado y mantenido a T° < -18°C hasta el momento del ensayo. 
1.3 Muestras positivas 
Constituidas por las 20 muestras negativas, adulteradas por adición de 1 g de suero a 49 g de leche (2%). 
1.4 Stick c-GMP y solución de diluición 
Kit perteneciente al número de lote AC 10.08 y con fecha de caducidad Mayo 2010, producido por 
OPERON S.A., Camino del Piano 19, E-50410 Cuarte de Huerva (Zaragoza), España, distribuido en 
exclusiva por ASTORI TECNICA s.n.c., Via Stelle 11, 25020 Poncarale (BS), Italia. 
1.5 Filtros desechables de jeringa 
Filtros en acetato de celulosa Albet®, 5 µm de porosidad. 
1.6 Ácido tricloroacético 
Reactivo en polvo, reconstituido al 20% (concentración final) en agua desmineralizada. 
1.7 Materiales de laboratorio 
Centrífuga, tubos para centrífuga 10 ml, tubos Eppendorf 1,5 ml, pipetas desechables, micropipetas, 
agitador orbital. 
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2- Procedimiento: 
 
2.1 – Las muestras a analizar fueron tomadas, tras mezclar la masa, de 20 distintas cisternas para la 
refrigeración industrial, en volumen de unos 250 ml cada una, y después entregadas al laboratorio 
refrigeradas y sin conservantes. Al recibirlas, cada muestra fue alicuotada en dos frascos, uno de los cuales 
ha sido congelado a T° < -18°C mientras que el otro se procesó por diferentes análisis de screening para 
conocer su composición y su características cualitativas. Estos análisis se realizaron con equipos 
automáticos para la determinación de la carga bacteriana (Bactoscan FC), células somáticas (Fossomatic 
5000) y componentes químicos (Milkoscan FT6000), todos producidos por la empresa Foss Electric, 
siguiendo métodos internos acreditados. El suero para las pruebas fue colectado en una empresa de 
producción de queso Grana Padano, en una caldera al final del proceso productivo. Al mismo tiempo y 
antes del comienzo del proceso de producción del queso, se tomó también una muestra de la leche presente 
en la caldera. La Tabla 1 muestra los resultados de los análisis. Las muestras se identificaron por medio de 
códigos numéricos anónimos. 
 
2.2 – El suero fue filtrado a través de una gasa, luego alicuotado y congelado a T° < -18°C. Los análisis se 
realizaron en 3 distintas sesiones de trabajo. En cada sesión se descongelaron las muestras a analizar y una 
alícuota de suero se conservó en la nevera durante toda la noche. Después se dejaron a temperatura 
ambiente durante el tiempo necesario para alcanzar su equilibrio térmico. Sucesivamente se procedió a 
dividir cada muestra en dos alícuotas, una sería la muestra negativa y la segunda constituiría la muestra 
positiva despues de adicionar 1 g de suero en 49 g de leche, con una concentración final de suero del 2%. 
En total, se analizaron 40 muestras, 20 positivas y 20 negativas. Antes de los ensayos oficiales de dichas 
muestras, se efectuaron unas pruebas con la leche de producción de queso para evaluar su nivel de 
respuesta en diferentes concentraciones de suero (de 1% a 4%) y entrenarse con el procedimiento analítico. 
Los resultados de estas pruebas se utilizaron también como parámetro de comparación de la intensidad de 
respuesta del test a las diferentes concentraciones. 
 
2.3 – Las pruebas con las muestras se realizaron según el procedimiento analítico descrito en las 
instrucciones incluidas en el kit, bajo el título “TEST PROCEDURE”. Se especifican las siguientes partes 
del procedimiento: 
 
Pretratamiento, centrifugación, filtración 

• La centrifugación se llevó a cabo a unos 800 x g por 20 minutos (es decir, un valor de g/tiempo más 
elevado que el que se describe en el folleto original). 

• Para filtrar se utilizaron filtros de 5 µm de porosidad. 
Dilución 

• La dilución 1:1000, preparada según instrucciones, fué diluida 1:2 mezclando 500 µl de solución 
1:1000 con 500 µl de tampón de dilución en tubo Eppendorf, para obtener la solución final 1:2000. 

Ensayo 
• La tira se introdució en 500 µl de la solución final en un tubo Eppendorf, se retiró después de 5 

minutos y se puso encima de una superficie horizontal para la lectura de los resultados. 
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La lectura fu realizada por observación directa a los 5 minutos y durante los minutos sucesivos por 2 
distintos operadores. Luego se utilizó un escáner para digitalizar y guardar las imágenes de los resultados. 
Durante el estudio fué necesario sustituir uno de los dos operadores inicialmente elegidos. 
 
2.4 – Esquema de análisis 
Se procedió a efectuar un número superior de análisis para cada muestra, para permitir la evaluación de la 
incidencia de diferentes factores sobre el resultado final. Cada muestra (fuera positiva o negativa) fue 
procesada por duplicado y por separado hasta la preparación de las dos diluciones finales 1:2000, de las que 
se obtuvieron 2 alícuotas de 500 µl. Después, cada alícuota fue analizada con una tira del test Stick c-GMP. 
Cada tira fue leída e interpretada por 2 distintos operadores que no habían participado en la preparación de 
las muestras. 
El Esquema 1 resume los pasos seguidos para las muestras negativas y el Esquema 2 los de las muestras 
positivas. De cada muestra analizada se obtuvieron 8 resultados, procedentes de la doble lectura de 4 tiras 
distintas. 
El modelo, tal y como ha sido estructurado, permite estimar al mismo tiempo la posible incidencia de tres 
principales factores sobre el resultado final: 
 

• Incidencia del procedimiento de preparación de la muestra (proceso paralelo por duplicado de la 
misma muestra) 

• Incidencia de la tira (doble lectura con 2 tiras en la misma muestra) 
• Incidencia del operador en la interpretación (2 operadores que leen la misma tira) 

 
 
3- Resultados y elaboración de los datos 
 
La evaluación de los resultados analíticos ha sido estructurada según el clásico esquema con 2 ingresos, con 
los resultados esperados y observados, mostrado en la siguente tabla según indicado en la Referencia 1, 
punto 5.1. 
 

 Verdaderos positivos
(adulterados) 

Verdaderos negativos
(no adulterados) 

Totales 

Positivos al test PA PD  
Negativos al test ND NA  
Totales N+ N- (N+ + N-) = N 

 
Sensibilidad relativa: SE = PA/N+ x 100 
Especificidad relativa: SP = NA/N- x 100 
Exactitud relativa: AC = (PA+NA)/N x 100 
 
El número de datos disponibles es el siguiente: 
 

(20neg + 20pos) x (2 preparaciones) x (2 tiras) x (2 operadores)  =  320 observaciones 
 
La elaboración de los datos totales nos permitió llenar una primera tabla (Tabla 2), la que muestra un alto 
porcentaje de falsos negativos (sensibilidad relativa = 86%). 
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Analizando los resultados en detalle y comparando el juicio expresado por los operadores con las imágenes 
obtenidas con el escáner, se observa una elevada incidencia del factor “operador” sobre la clasificación de 
los resultados de las muestras positivas (come se describe en la Tabla 3). De hecho, hay que subrayar que 
casi la totalidad de las muestras no conformes (entre las verdaderas positivas) se deben atribuir al operador 
M. Teniendo en cuenta el factor crítico de la lectura subjetiva y la sensibilidad elegida (próxima al límite 
del test), se consideró fundamental volver a definir con precisión las indicaciones sobre la lectura y la 
interpretación, destacando todo lo incluido en el folleto de instrucciones del kit y, en particular, que “una 
línea transversal roja aparece en la zona central del dispositivo de reacción. La intensidad de esta 
coloración es variable según la concentración presente en la muestra”. 
Después se procedió a una segunda serie de lecturas efectuadas por otros 2 operadores distintos, basándose 
en las imágenes digitales disponibles y seleccionando particularmente aquellas que se relacionaban con las 
muestras que habían llevado a resultados dudosos. Así, todos los resultados leídos por los nuevos 2 
operadores fueron perfectamente concordes. Por consiguiente, se sustituyeron las interpretaciones 
realizadas por el operador M con las que efectuó el segundo operador basándose en las imágines digitales 
disponibles. 
Al mismo tiempo se controló la imagen de la muestra con código 296, obtenida con el escáner, que había 
llevado a dos resultados falsos positivos por observación directa. La imagen confirmó la presencia de una 
línea roja muy marcada en ambas las tiras de la misma dilución, mientras que resultaban negativas las tiras 
de la segunda dilución de la misma muestra (probable efecto de la preparación). De hecho, el operador que 
había preparado la muestra evidenció la presencia de cierta turbidez en la dilución de análisis, lo que le 
indujo a repetir la prueba volviendo a preparar la muestra desde el principio; la prueba repetida, realizada 
en una sóla alícuota y una sóla tira, dio resultado negativo (conforme). Por eso, se procedió a la eliminación 
de los resultados procedentes de la dilución sospechosa, sustituyéndolos con los de la prueba sucesiva, lo 
que conllevó el cambio del número total de las observaciones disponibles de 320 a 317. 
Tomando en cuenta estos dos elementos de criticidad y la intervención correctiva (que se consideró útil 
describir fielmente y sobre los cuales volveremos a hablar en las conclusiones del presente estudio), la 
nueva elaboración de los datos produjo el conjunto final representado en la Tabla 4, que describe una total 
conformidad de los resultados. 
 

• Todas las tiras utilizadas y leídas han sido mantenidas a temperatura ambiente y se re-
controlaron de manera aleatoria unos días después de haber realizado los análisis. No se 
observaron apariciones de resultados falsos positivos entre las tiras de las muestras negativas, 
mientras que todos los resultados positivos fueron confirmados sin evidentes reducciones de la 
intensidad de las líneas observadas. 

 
• En todas las tiras apareció una evidente línea azul de precipitación, único criterio de control de 

calidad indicado en el folleto de instrucciones. 
 

• La única muestra que mostraba una elevada carga bacteriana inicial (código 3338) no dio 
resultado positivo debido a interferencias, ya que fue analizada su dilución 1:2000, que es 
menor de la indicada para las muestras con calidades organolépticas dudosas (1:4000). 
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• La estabilidad de las muestras procesadas, mantenidas por congelación a T° < -18°C, se 
comprobó analizando sus parámetros químicos tras decongelárlas. Esto se realizó para todas las 
alícuotas (negativas y adulteradas). Los resultados de dichos análisis se resumen en la Tabla 5. 
Hay que evidenciar la estabilidad de las muestras congeladas con respecto a los análisis 
efectuados al recibirlas, y el efecto de la adulteración sobre los distintos parámetros. 

 
 
4- Conclusiones 
 
4.1 – Las pruebas se realizaron con un nivel de concentración de cGMP específicamente establecido y 
próximo al nivel de sensibilidad declarada, según la dilución elegida (2%). Hay que subrayar que las 
condiciones de trabajo no permitieron establecer una cantidad/concentración conocida de la sustancia 
cGMP determinada por adición de la misma, pero sí permiten hacer una evaluación según la concentración 
específica de cGMP del suero utilizado, que procede de la concentración inicial de caseína, del proceso de 
fabricación del queso y del pretratamiento de la muestra antes de su análisis. 
En dichas condiciones, se esperaba una línea de positividad de baja intesidad y, por lo tanto, se preveía que,  
por lo menos en algunos casos, el juicio subjectivo del operador resultara fundamental, también porque no 
podía volverse objectivo utilizando equipos de medición independientes. A tal propósito es útil señalar que 
las indicaciones gráficas-colorimétricas contenidas en los folletos y la información del producto que fueron 
entregados con el material (traducción al italiano del folleto original), en donde la positividad estaba 
relacionada con la presencia de una evidente línea roja de respuesta, resultaron despistadoras para uno de 
los operadores. 
La instrucción de distinguir “una línea transversal roja que aparece en la zona central del dispositivo de 
reacción. La intensidad de esta coloración es variable según la concentración presente en la muestra”, 
podría definirse mejor prescindiendo de la intensidad de la coloración y limitándose a indicar la “relevancia 
de una línea coloreada distinguible”. Con tales criterios y con muestras con  concentraciones de suero muy 
cercanas al nivel de sensibilidad, como las que se utilizaron en este estudio, los operadores pudieron dar 
resultados conformes a los esperados en todos los casos. 
 
4.2 – El tiempo de respuesta del kit está establecido en 5 minutos, con la siguiente indicación: “Toda línea 
que por la naturaleza de la muestra pueda aparecer pasados 5 minutos no tendrá valor diagnóstico”. En 
nuestro estudio no se mostró tan crítico tal límite de 5 minutos, porque nunca se observaron nuevas líneas o 
coloraciones, ni días después, mientras que siempre se observó una buena estabilidad del resultado 
positivo. El rígido respeto del tiempo de lectura después de 5 minutos podría conllevar incluso el problema 
contrario, con posibles ocasionales resultados falsos negativos. 
 
4.3 – Creemos que es útil subrayar que los resultados dudosos que observamos, debidos fundamentalmente 
a una interpretación equivocada de las instrucciones de trabajo, no hubieran surgido si hubiéramos 
adoptado una diferente dilución (por ejemplo: 1:1000) manteniendo la misma cantidad de suero mínima 
cercana al nivel de sensibilidad (2%), aunque el test no tenga una finalidad cuantitativa específica. 
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4.4 – Por lo tanto, podemos llegar a las siguientes conclusiones: 
 
El kit diagnóstico STICK c-GMP fabricado por la empresa Operon S.A., probado para comprobar su 
capacidad de determinación de la adición de suero (en este estudio, procedente del proceso de producción del 
queso Grana Padano, por coagulación presámica de la leche), en condiciones próximas al nivel de sensibilidad, 
resultó apto para confirmar la presencia de suero (en concentración del 2%) en la totalidad de las 20 muestras 
de leche cruda bovina adulterada, específicamente preparadas para este objectivo, realizando los análisis según 
las instrucciones indicadas en el folleto incluido en el kit. La determinación paralela efectuada en 20 muestras 
negativas del mismo origen no llevó a falsos positivos. Por lo tanto, el kit resulta idóneo para identificar la 
adición de suero a muestras de leche de vaca. 
 
 
5- Referencias 
 

1. ISO 16140:2003  Microbiology of food and animal feeding stuffs – Protocol for the validation of 
alternative methods. 

 
 
 
 
Se adjuntan 5 tablas y 2 esquemas. 
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Tabla 1 
 

Código Células Proteína Crioscopía Urea Grasa Lactosa Caseína Carga bacteriana 
 x 1.000 g/100 ml mC° mg/100 ml g/100 ml g/100 ml g/100 ml x 1.000 

00296 450 3,52 525 24,86 4,45 5,07 2,76 25 
02312 342 3,36 525 22,36 3,89 4,95 2,61 23 
02315 342 3,50 531 27,14 3,99 5,05 2,72 9 
02333 160 3,49 526 23,80 4,05 5,10 2,72 8 
02346 379 3,32 533 27,94 4,13 5,08 2,57 21 
02349 279 3,30 524 19,24 4,20 4,96 2,55 23 
03154 149 3,44 527 24,94 3,86 5,07 2,68 13 
03338 185 3,28 514 19,48 4,33 5,05 2,54 3136 
03342 124 3,52 532 31,68 3,83 5,12 2,74 133 
03808 299 3,53 528 24,94 3,59 5,05 2,73 11 
04219 200 3,58 529 27,06 3,93 5,05 2,77 17 
07544 303 3,70 529 25,32 3,90 5,08 2,89 6 
07579 166 3,39 529 28,22 4,16 5,07 2,63 25 
07634 173 3,49 525 29,32 4,29 5,12 2,72 13 
08973 259 3,51 528 20,32 3,94 5,02 2,75 31 
08974 236 3,38 525 23,58 4,13 5,04 2,63 23 
09792 240 3,55 528 25,58 4,01 5,06 2,76 21 
13964 117 3,45 530 29,50 3,88 5,02 2,67 16 
28425 246 3,38 522 25,54 3,89 5,04 2,62 20 
35579 266 3,62 524 27,22 4,13 4,98 2,81 25 

lecheCaldera 6 3,50 526 22,70 2,52 5,08 2,74 26 
suero 2 1,05 538 20,37 0,55 5,18 0,73 3551 

 
 
 
 
Tabla 2 
 

  Referencia  
  + - Total

+ 138 2 140 Lectura 
- 22 158 180 

 Total 160 160 320 
     
 Especificidad rel. 99%   
 Sensibilidad rel. 86%   
 Exactitud rel. 93%   
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Tabla 3 
 

  Referencia  
Operador Lectura + - Total 

+ 78 1 79 A - 2 79 81 
Total A 80 80 160 

+ 40 1 41 M - 20 59 79 
Total M 60 60 120 

+ 20  20 O -  20 20 
Total O 20 20 40 
Total conjunto 160 160 320 
 
 
 
 
Tabla 4 
 

  Referencia  
  + - Total

+ 160  160 Lectura -  157 157 
 Total 160 157 317 
  1 1  
 Especificidad rel. 100%   
 Sensibilidad rel. 100%   
 Exactitud rel. 100%   
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Tabla 5 
 

        
  Proteína Crioscopía Urea Grasa Lactosa Caseína 

Código Tiempo de análisis g/100 ml mC° mg/100 ml g/100 ml g/100 ml g/100 ml 
00296 al llegar 3,51 523 22,20 4,50 5,06 2,76 

 descongelado adulterado 3,50 527 25,00 4,41 5,09 2,74 
 descongelado 3,54 525 26,05 4,46 5,06 2,77 

02312 al llegar 3,37 524 21,60 3,93 4,95 2,63 
 descongelado adulterado 3,33 525 22,45 3,85 4,95 2,58 
 descongelado 3,39 525 22,65 3,92 4,94 2,63 

02333 al llegar 3,50 523 22,60 4,15 5,08 2,73 
 descongelado adulterado 3,47 527 23,85 4,07 5,10 2,69 
 descongelado 3,52 527 24,35 3,99 5,11 2,74 

02349 al llegar 3,30 522 17,50 4,29 4,95 2,57 
 descongelado adulterado 3,28 524 20,00 4,18 4,97 2,53 
 descongelado 3,32 524 19,35 4,17 4,96 2,57 

03154 al llegar 3,44 525 24,00 3,89 5,06 2,68 
 descongelado adulterado 3,42 528 26,05 3,83 5,08 2,67 
 descongelado 3,46 528 24,30 3,89 5,07 2,70 

03342 al llegar 3,52 530 31,80 3,88 5,12 2,75 
 descongelado adulterado 3,50 533 31,85 3,80 5,13 2,72 
 descongelado 3,54 533 31,45 3,85 5,12 2,75 

03808 al llegar 3,53 524 23,60 3,61 5,03 2,74 
 descongelado adulterado 3,51 529 25,75 3,56 5,07 2,71 
 descongelado 3,56 528 24,80 3,62 5,05 2,75 

07544 al llegar 3,69 526 23,80 3,92 5,08 2,89 
 descongelado adulterado 3,68 530 25,65 3,86 5,08 2,87 
 descongelado 3,73 529 25,75 3,92 5,07 2,91 

07579 al llegar 3,41 528 27,50 4,20 5,07 2,65 
 descongelado adulterado 3,37 529 28,15 4,12 5,08 2,61 
 descongelado 3,41 529 28,65 4,18 5,06 2,65 

07634 al llegar 3,50 524 28,00 4,36 5,12 2,74 
 descongelado adulterado 3,46 525 29,70 4,22 5,12 2,68 
 descongelado 3,52 527 29,60 4,34 5,13 2,74 

08973 al llegar 3,51 525 18,30 4,00 5,00 2,75 
 descongelado adulterado 3,49 529 19,95 3,91 5,03 2,72 
 descongelado 3,54 529 21,70 3,95 5,02 2,77 

08974 al llegar 3,39 523 23,30 4,19 5,03 2,64 
 descongelado adulterado 3,35 527 23,05 4,08 5,05 2,62 
 descongelado 3,40 526 24,25 4,15 5,04 2,65 
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Esquema 1  -  Esquema de trabajo para el análisis de las muestras negativas 

 
 
 
 
 
 
 
 

      
 
 
 
 
 
 

        
 
 
 
 
 
 

         
 
 
 
 
 

           
 
 
 
 

                             
 

 
 
 

MUESTRA NEGATIVA: 
descongelada por la noche a 4°C y atemperada en el momento previo a su uso 

PREPARACIÓN: 
6 ml muestra + 4 ml Ácido Tricloroacético 20% 
Precipitación, centrifugación, filtración, toma del filtrado en un 
tubo 

PREPARACIÓN: 
6 ml muestra + 4 ml Ácido Tricloroacético 20% 
Precipitación, centrifugación, filtración, toma del filtrado en un 
tubo 

DILUCIÓN 1:1.000  
3 pasos seriales 1:10 con 900 µl de tampón + 
100 µl de filtrado o dilución precedente, en tubos eppendorf 1,5 
ml 

DILUCIÓN 1:1.000 
3 pasos seriales 1:10 con 900 µl de tampón + 
100 µl de filtrado o dilución precedente, en tubos eppendorf 1,5 
ml 

DILUCIÓN 1:2.000  
500 µl de tampón de dilución + 500 µl de dilución 1:1.000, en 
tubos eppendorf 1,5 ml 

DILUCIÓN 1:2.000  
500 µl de tampón de dilución + 500 µl de dilución 1:1.000, en 
tubos eppendorf 1,5 ml 

TIRA 1 
500 µl de dilución 1:2000, en tubos 
eppendorf 1,5 ml 

TIRA 2 
500 µl de dilución 1:2000, en tubos 
eppendorf 1,5 ml 

TIRA 1 
500 µl de dilución 1:2000, en tubos 
eppendorf 1,5 ml 

TIRA 2 
500 µl de dilución 1:2000, en tubos 
eppendorf 1,5 ml 

LECTURA 
Operador A 

LECTURA 
Operador B 

LECTURA 
Operador A 

LECTURA 
Operador B 

LECTURA 
Operador A 

LECTURA 
Operador B 

LECTURA 
Operador A 

LECTURA 
Operador B 
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Esquema 2  -  Esquema de trabajo para el análisis de las muestras positivas 
 
 
 
 

 
 
 

      
 
 
 
 
 

      
 
 
 
 
 
 

        
 
 
 
 
 
 

         
 
 
 
 
 

           
 
 
 
 

                             
 

 
 

MUESTRA ADULTERADA: 
Volumen total 50 g: 1 g suero + 49 g muestra de leche 

PREPARACIÓN: 
6 ml muestra + 4 ml Ácido Tricloroacético 20% 
Precipitación, centrifugación, filtración, toma del filtrado en un 
tubo 

PREPARACIÓN: 
6 ml muestra + 4 ml Ácido Tricloroacético 20% 
Precipitación, centrifugación, filtración, toma del filtrado en un 
tubo 

DILUCIÓN 1:1.000  
3 pasos seriales 1:10 con 900 µl de tampón + 
100 µl de filtrado o dilución precedente, en tubos eppendorf 1,5 
ml 

DILUCIÓN 1:1.000 
3 pasos seriales 1:10 con 900 µl de tampón + 
100 µl de filtrado o dilución precedente, en tubos eppendorf 1,5 
ml 

DILUCIÓN 1:2.000  
500 µl de tampón de dilución + 500 µl de dilución 1:1.000, en 
tubos eppendorf 1,5 ml 

DILUCIÓN 1:2.000  
500 µl de tampón de dilución + 500 µl de dilución 1:1.000, en 
tubos eppendorf 1,5 ml 

TIRA 1 
500 µl de dilución 1:2000, en tubos 
eppendorf 1,5 ml 

TIRA 2 
500 µl de dilución 1:2000, en tubos 
eppendorf 1,5 ml 

TIRA 1 
500 µl de dilución 1:2000, en tubos 
eppendorf 1,5 ml 

TIRA 2 
500 µl de dilución 1:2000, en tubos 
eppendorf 1,5 ml 

LECTURA 
Operador A 

LECTURA 
Operador B 

LECTURA 
Operador A 

LECTURA 
Operador B 

LECTURA 
Operador A 

LECTURA 
Operador B 

LECTURA 
Operador A 

LECTURA 
Operador B 

SUERO: 
descongelado por la noche a 4°C y atemperado 
antes de su uso 

MUESTRA NEGATIVA: 
descongelado por la noche a 4°C y atemperado 
antes de su uso 


