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ÖSSZEFOGLALÁS

Az élelmiszerallergia az ételekben elforduló fehérjékkel szem-
ben jelentkez túlérzékenységi reakció. Az ilyen típusú megbe te ge -
dé sek nemcsak az érintetteknek jelentenek személyes kel lemetlen-
séget, hanem súlyos egészségügyi, élelmiszerbiztonsági és élelmiszer -
analitikai, társadalmi-gazdasági problémát vetnek fel. A betegség
je lenleg egyetlen biztos kezelési módja a diéta, melynek elsegítésére
az élelmiszerek csomagolásán a 14 leggyakoribb allergén kompo-
nens kötelezen jelölend. A törvényi elírások betartásának elle -
nr zésére megbízható, validált analitikai módszerek szükségesek,
melyek azonban a legtöbb allergén forrás esetében nem, vagy csak
kor látozottan állnak rendelkezésre.
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SUMMARY

The food allergy is a hypersensitivity reaction against naturally
occurring proteins in food. These types of disease can cause not only
personal inconvenience to the patient but serious health, food safety
and food analysis, social-economic problems. The only effective
treatment for these illnesses is a life-long diet avoiding the allergenic
foods or components of food. In the interest of the patients’ health 14
allergenic components must be labeled on the food packaging. To
meet the requirement of regulation reliable and valid analytical
methods are necessary which for the most allergenic foods are not
available.
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BEVEZETÉS

A gabonafélék táplálkozástani szempontból a leg-
fon tosabb élelmiszereink közé tartoznak, azonban a
ben nük található fehérjék több, eltér patomechaniz-
mu sú kóros folyamatot képesek elindítani az emberi
szer vezetben. Egy érett gabonaszem fehérjetartalma
8–20%, melyet albuminok, globulinok, prolaminok és
glu telinek alkotnak. A búzában megtalálható tartalék-
fehérjék, a gliadinok és gluteninek, vízzel kölcsönha -
tás ba lépve alakítják ki a sikérszerkezetet, melynek
fe hérje összetétele a búza sütipari minségét és a tész -
ta funkcionális tulajdonságait határozza meg (Khan et
al., 2010). Ugyancsak fehérjék játszanak szerepet a liszt -
érzékenység (cöliákia) kialakulásában is, amely egy T-
sejt mediált autoimmun bélbetegség (Vereckei et al.,
2011). A búza által indukált allergiás reakció során IgE
mediált és sejtmediált immunológiai folyamatok is zaj -
lanak a normál esetben ártalmatlan gabonafehérjékkel
szemben. Az allergiát okozó fehérjék valamennyi búza -
frakcióban megtalálhatók, a cöliákiát kiváltó, toxikus
fe hérjék csak a prolamin és glutelin frakciókban ismer -
tek (Hischenhuber et al., 2006).

Mindkét betegség, a cöliákia és a búzaallergia,
egyet len elterjedten alkalmazott kezelési módja a szi -
go rú diéta. Ha a beteg valamennyi glutént tartalmazó
ga bonafélét számz az étrendjébl, a tünetek megszn-
nek (Briani et al., 2008; Niewinski, 2008). A 2009/41/EK
értelmében a gluténérzékenyek táplákozási igényeinek
meg felel élelmiszereket jelöléssel kell ellátni. „Na-
gyon alacsony gluténtartalmú” kifejezést kell feltün-
tet ni, ha 100 mg/kg mennyiség búzából, rozsból, ár -
pából vagy zabból származó glutént nem tartalmaz az
élel miszer. A „Gluténmentes” megjelölés a 20 mg/kg
glu tén szintet nem meghaladó élelmiszerek esetében
hasz nálható. Ezáltal a beteg az igényeinek és érzé keny -
sé gének megfelel élelmiszert tudja választani a pia-
con kapható termékek közül (Európai Közösségek
Bi zottsága, 2009).

A diéta betartását megnehezíti, hogy a gabonafélék
és származékaik (pl. keményít, sikér stb.) számtalan
élel miszertermékben elfordulnak (Briani et al., 2008;
Niewinski, 2008). Emellett a glutén eltávolítása a glu -
tént tartalmazó gabonákból jelents technikai nehéz -
sé get okoz, nehéz teljesen gluténmentes élelmiszert
gyár tani, tehát a piacon jelenlév, cöliákiásoknak szánt
élel miszerek is tartalmazhatnak kis mennyiség glutént
(Európai Közösségek Bizottsága, 2009). Az eredetileg
glu ténmentes élelmiszerek is kontaminálódhatnak toxi -
kus gabonafehérjékkel a szállítás és tárolás során, a fel-
dol gozás alatt, inadekvát tisztítás során vagy meg osz-
tott feldolgozó berendezésrl történ átvitellel (Poms
és Anklam, 2004). Ezen okokból olyan gabonafehér-
jék meghatározására alkalmas analitikai módszerekre
van szükség, melyek nagyfokú specifitással és érzé -
keny séggel rendelkeznek a glutén fehérje jelenlétének
de tektálásához (Besler, 2001; Krska et al., 2004). A ga -
bo nafogyasztás által kiváltott túlérzékenységi reakciók
komp lex példaként szolgálhatnak az általános élel mi -
szer allergiával kapcsolatos jelenségekre és problé -
mák  ra, ezért a következkben ilyen szemléletben ala -
kítjuk a tárgyalásmódot. 

ALLERGÉNANALITIKA

Az allergiát kiváltó élelmiszerek több százféle fe-
hér jét is tartalmazhatnak, ezek közül csak néhány azo -
no sított allergénként (Taylor et al., 2009). Az élel mi-
szerekben rendszerint nem egy allergén fehérje fordul
el, hanem több fehérje is tartalmazatja azon epi tó po -
kat, melyek a rendellenességek kialakulásáért felelsé
tehetk. Ezek nagy változatosságot mutathatnak meny-
nyi ségükben és összetételükben az eltér származási
hely, termesztési körülmények és feldolgozottsági szint
kö vetkeztében (Lacorn és Immer, 2010). 
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Az allergén fehérjék kimutatására alkalmas analiti -
kai módszerekkel egy olyan specifikus marker detek-
tá lása történik, melybl az adott allergén fehérje je len-
létére következtethetünk. Mérési elvük alapján a mód-
sze rek három csoportját különböztetjük meg. A kroma -
to gráfiás módszerek segítségével a fehérjék fizikai
sze parációja lehetséges méretük, töltésük vagy hidro -
fóbicitásuk alapján. Habár ezen módszerek idigénye-
sek, költségesek és kevésbé érzékenyek, tömeg spekto-
metriás detektálást alkalmazva megfelel megersít
módszer lehet, emellett alkalmas a fehérje allergiát ki -
váltó komponensét azonosítani. A DNS alapú módsze -
rek, ezen belül a real-time polimeráz láncreakció alap ja
a specifikus DNS szegmens amplifikációja és on-line
de tektálása specifikus primerek segítségével. Mivel a
DNS stabilabb, mint a fehérje, és nem ismert az élel mi -
szer DNS és fehérje tartalma közötti összefüggés, a po -
li meráz láncreakció megfelel meg er sí tési módszer,
de további standardizálás nélkül nem al kalmas pontos
kvan titatív meghatározáshoz. Az anti test alapú módsze -
rek, mint az ELISA megfelel extrak ciós módszer, jól
karakterizált antitestek és kalibráló anya gok alkal ma -
zá sával rendkívül specifikus módszer egy adott epi tóp -
ra vagy fehérjére. Az ELISA kitekkel ellen tétben az
im munkromatográfiás gyorstesztek csak közelít kvan-
ti tatív meghatározás céljából alkal maz ha tóak, elssor-
ban kvalitatív eredményt szolgáltatnak. A tesztek hasz -
ná lata, a mérések kivitelezése egyszer és csak pár per -
cet vesz igénybe, a termeli láncban és hi giéniás elle -
nr zések során elterjedten alkalmazzák (Lacorn és
Immer, 2010).

A glutén fehérjék vizsgálatához elterjedten hasz -
nált mód szerek az ELISA és a tömegspektrometria
(Hischenhuber et al., 2006). Az epitóp függ módsze -
rek, mint az ELISA, a mért gliadin tartalom alapján
ugyan megadja a minta teljes glutén tartalmát, az egyes
ga bonafajtákból származó fehérjéket nem tudja meg -
különböztetni. Ezzel szemben a mátrixhoz kötött lézer
deszorpció/ionizáció-repülési id tömegspektometria
(MALDI-TOF) megfelel komplex gabonafehérje ke -
ve rékekben a búza, árpa és a rozs glutén fehérje tartal -
mának szimultán és szelektív azonosítására (Camafeita
et al., 1998). Azonban a MALDI-TOF MS 20–25 ppm-
nél nagyobb prolamin koncentráció esetén alkal maz -
ha tó, melynek következtében az alacsony prolamin tar -
talmú élelmiszereknél nem megfelel módszer a glutén
tartalom meghatározásához. A tömegspektrometriai el -
járásokat elssorban a glutén fehérjék karakterizálására
alkalmazzák (Mujico et al., 2011). 

Gluténmentes termékekben a glutén fehérje meny -
nyi ségi meghatározására olyan analitikai módszerre
van szükség, melynek kimutatási határa 10 ppm glutén
alatt van és megfelel specifitással és érzékenységgel
ren delkezik. Ezen feltételeknek megfelelve a Codex
Alimentarius a glutén mennyiségi meghatározására im-
mun analitikai módszert, a szendvics R5 ELISA-t java-
sol ja (Codex Alimentarius, 2008). 

AZ ELISA ÉS KORLÁTAI

A glutén fehérjék kvantitatív méréséhez számos
kereskedelemben kapható ELISA kit alkalmazható.
Azonban az egyes gyártók és laboratóriumok eltér el-
lenanyagot, extrakciós eljárást, valamint kalibráló

anya got használnak fel az általuk kidolgozott ELISA
tesztekhez, megnehezítve ezáltal a módszerek stan-
dar  di zálását (Hischenhuber et al., 2006). Számtalan
anti test létezik a glutén fehérjék meghatározására,
monoklonális és poliklonális antitestek egyaránt, me -
lyek közül a két legismertebb és legelterjedtebben al-
kal mazott az AOAC által jóváhagyott a Skerritt-féle,
-gliadinra specifikus monnoklonális ellenanyag és a
Codex által javasolt a QQPFP toxikus epitópra specifi -
kus R5 monoklonális ellenanyag (Thompson és Méndez,
2008). A natív prolaminok 60–70 (v/v)%-os víz-etanol
elegyben oldhatók. Azonban hkezelés hatására a pro-
la minok és glutelinek a diszulfid hidak révén kovalens
kötésekkel kapcsolódnak, ezáltal megváltozik oldha -
tó ságuk. Hkezelt élelmiszerek esetében manapság szé -
les körben alkalmazzák az ún. koktél oldatot, mely re  du-
káló ágenst (merkaptoetanol) és disszociáló kompo nenst
(guanidinium-klorid) tartalmaz. A piacon kap ha tó
ELISA kitek között megtalálható a csak alkoholos ex-
 trakciót és a koktél oldatot alkalmazók is (Gessendorfer
et al., 2010). A glutén meghatározására elvégzett ELISA
vizsgálatok eredménye nemcsak az alkalmazott anti -
testtl, és extrakciós módszertl függ, hanem nagy mér -
ték ben meghatározza a használt kalibráló anyag is. Az
egyes ELISA kitek fejlesztése során a gyártók és a labo -
ratóriumok nem ugyanazon sztenderdet alkalmazzák,
több lehetség közül választhatnak. A Prolamin Mun -
ka csoport megtette az els lépést a teszteredmé nyek
standardizálása felé, amikor kifejlesztettek egy ún.
„PWG-gliadin” referencia gliadint, a 28 leggyakoribb
európai búzafajta felhasználásával. A PWG gliadin
ma  gas fehérje és gliadintartalommal bír, megfelel
old ha tóság, homogenitás és stabilitás jellemzi, mely le -
he  tvé teszi univerzális kalibráló anyagként történ
fel  használását (van Eckert et al., 2006; van Eckert et
al., 2010).

A Codex bizottság által javasolt R5 szendvics
ELISA a Prolamin Munkacsoport által validált mód-
szer, melyhez a Munkacsoport által kifejlesztett gliadin
standardot használták. Alkalmas a búza, a rozs, és az
ár pa teljes prolamin fehérjéinek kvantitatív meg ha tá -
ro zására. Natív és hkezelt fehérjék vizsgálatára is
meg felel, mivel az epitóp hvel szemben ellenálló és
az alkalmazott koktél oldattal a teljes gliadin tartalom
ki nyerhet. A módszer hátránya, hogy hidrolizált glu -
tén fehérjék meghatározására nem alkalmas. A szend-
vics módszer sajátosságából adódóan a két szükséges
epitóp jelenlétének hiányában nem detektálható a toxi -
kus fragment. A kompetitív ELISA azonban csak egy
epi tópot igényel, ezáltal a hidrolizált prolaminok is
vizs gálhatóvá válnának ezen módszer segítségével. A
kom petitív R5 ELISA hátránya, hogy a koktél oldattal
nem kompatibilis, csak az alkoholos extrakciós eljárás-
sal (Thompson és Méndez, 2008). A probléma meg ol -
dá sára egy új extrakciós oldatot, az ún. UPEX oldatot
fej lesztettek ki, mely redukáló ágensként TCEP-t tar-
tal mazott. A TCEP nemcsak hatékonyabb a merkapto -
etanolhoz képest, hanem kevésbe ártalmas az emberi
szer vezetre (Mena et al., 2012). Fermentált búza, rozs
és árpa termékekben a hidrolizált glutén megbízható
kvan titatív meghatározásához már enzimesen kezelt
ka libráló anyagok is rendelkezésre állnak (Gessendorfer
et al., 2009).
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REFERENCIAANYAG FEJLESZTÉSE

Az élelmiszer allergének oldhatósága pH, h- vagy
egyéb fizikai kezelés hatására, aggregálódás és/vagy
kom plexálódás következtében megváltozik. Azonban
az, hogy a fehérje nem oldható, ezáltal nem extrahálha -
tó az élelmiszermátrixból, nem jelenti, hogy a fehérje
allergenitása is megváltozik. A célfehérje epitópja a fel-
dol gozás folyamata alatt kémiai módosuláson eshet át,
mely befolyásolja az immunanalitikai módszerek által
szol gáltatott eredmény pontosságát. A módszerfej lesz -
tést és validálást megnehezít körülmény, hogy nem
áll rendelkezésre referencia módszer az alkalmazott
mé rési eljárás helyességének igazolására. Tanúsított re -
fe renciaanyag hiányában pedig nem lehetséges a kü -
lön böz ELISA kitek eredményeinek összehasonlítása
(Taylor et al., 2009; Bugyi et al., 2012). 

A fent említett problémák kiküszöbölésére a
MoniQA Nemzetközi Kiválósághálózat támogatásával
meg kezddhetett egy gliadin izolátumot tartalmazó re -
á lis élelmiszermátrix fejlesztése. A kezdeti inhomo ge -
ni tási és alacsony visszanyerési problémák megoldása
után, sikerült elállítani egy olyan feldolgozott, sütött
mo dellterméket, mely deklarált mennyiségben és ho-
mo gén eloszlásban tartalmazott PWG-gliadint. A la bor -
szinten elállított modelltermék elsegíti az im mun-
analitikai módszerek fejlesztését, validálását, valamint
a feldolgozott termékekben történ megbízhatóbb
meg határozást.

A referenciaanyag jelölt modelltermék lehetséget
ad a kereskedelmi forgalomban kapható hét ELISA kit
eredményeinek összehasonlítására. A vizsgálatok alap -
ján számos kit alá vagy felé becsüli az elméleti gliadin
tar talmat. Az eltér eredmények hátterében a fentebb
részletesen tárgyalt problémák állhatnak, melyek rövi -

den a következk: a kitek különböz extrakciós mód-
sze reket és antitesteket használnak, a különböz toxi -
kus fehérjékre/epitópokra kifejlesztett extrakciós olda -
tok és antitestek nem egyforma hatékonysággal és spe -
ci fitással rendelkeznek a különböz forrásból származó
gliadinok esetében, a kitek az egyes búzafajtákban vál-
to zó gliadin/glutenin arányt állandó 1:1 összetételnek
te kintve használják az eredmények megadásához
(Bugyi et al., 2012). A különböz gyártóktól származó
ELISA kitekkel kapott eredmények összevetése is mu-
tat ja a jelenlegi allergénvizsgálatok bizonytalanságát. 

A referenciaanyag jelölt modelltermék tanúsítását,
uni verzális felhasználását elsegít vizsgálatok (pl. sta-
bi litásvizsgálat) és fejlesztések a mai napig tartanak.
Az ELISA kitekkel mért fehérje koncentrációkban mu-
tat kozó eltérések okainak feltárása jövbeni céljaink
között szerepel. A teljes fehérjeösszetétel analíziséhez
és a feldolgozási folyamat során bekövetkez változá-
sok azonosításához más méréstechnikák (Lab-On-a-
Chip, RP-HPLC, HPLC-MS) bevezetése is szükséges.
Az elválasztástechnikai módszerek és más gliadin for-
rá sok bevonásával az érzékenységet kiváltó fehérje
komponensek búza fajtákban lév mennyiségi el té ré sé -
nek, variabilitásának vizsgálata és az ebbl ered anali -
tikai hiba nagyságrendjének megállapítása is lehetvé
válik. 
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