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OSSZEFOGLALAS

Az élelmiszerallergia az ételekben eldfordulo fehérjékkel szem-
ben jelentkezd tilérzékenységi reakcio. Az ilyen tipusu megbetege-
dések nemcsak az érintetteknek jelentenek személyes kellemetlen-
séget, hanem siilyos egészségiigyi, élelmiszerbiztonsagi és élelmiszer-
analitikai, tarsadalmi-gazdasagi problémat vetnek fel. A betegség
Jjelenleg egyetlen biztos kezelési modja a diéta, melynek eldsegitésére
az élelmiszerek csomagolasan a 14 leggyakoribb allergén kompo-
nens kotelezden jelolends. A torvényi elGirasok betartasanak elle-
norzésére megbizhato, validalt analitikai modszerek sziikségesek,
melyek azonban a legtobb allergén forras esetében nem, vagy csak
korlatozottan dllnak rendelkezésre.

Kulcsszavak: allergia, élelmiszerbiztonsag, élelmiszeranalitika
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.

Keywords: allergy, food safety, food analysis
BEVEZETES

A gabonafélék taplalkozastani szempontbol a leg-
fontosabb élelmiszereink kozé tartoznak, azonban a
benniik talalhato fehérjék tobb, eltéré patomechaniz-
musu koros folyamatot képesek elinditani az emberi
szervezetben. Egy érett gabonaszem fehérjetartalma
8-20%, melyet albuminok, globulinok, prolaminok ¢s
glutelinek alkotnak. A bluzaban megtalalhato tartalék-
fehérjék, a gliadinok és gluteninek, vizzel kdlesonha-
tasba lépve alakitjak ki a sikérszerkezetet, melynek
fehérje Osszetétele a buza siitdipari mindségét €s a tész-
ta funkcionalis tulajdonsagait hatarozza meg (Khan et
al., 2010). Ugyancsak fehérjék jatszanak szerepet a liszt-
érzékenység (coliakia) kialakulasaban is, amely egy T-
sejt medialt autoimmun bélbetegség (Vereckei et al.,
2011). A buza altal indukalt allergias reakci6 soran IgE
medialt és sejtmedialt immunolégiai folyamatok is zaj-
lanak a normal esetben artalmatlan gabonafehérjékkel
szemben. Az allergiat okozo fehérjék valamennyi buza-
frakcioban megtalalhatok, a coliakiat kivalto, toxikus
fehérjék csak a prolamin és glutelin frakciokban ismer-
tek (Hischenhuber et al., 2006).

Mindkét betegség, a colidkia és a buzaallergia,
egyetlen elterjedten alkalmazott kezelési modja a szi-
goru diéta. Ha a beteg valamennyi glutént tartalmazo
gabonafélét szamiiz az étrendjébdl, a tiinetek megsziin-
nek (Briani et al., 2008; Niewinski, 2008). A 2009/41/EK
értelmében a gluténérzékenyek taplakozasi igényeinek
megfeleld ¢lelmiszereket jeloléssel kell ellatni. ,,Na-
gyon alacsony gluténtartalmt” kifejezést kell feltiin-
tetni, ha 100 mg/kg mennyiségli buzabdl, rozsbdl, ar-
pabol vagy zabbol szarmazo glutént nem tartalmaz az
¢élelmiszer. A ,,Gluténmentes” megjeldlés a 20 mg/kg
glutén szintet nem meghalado élelmiszerek esetében
hasznalhato. Ezaltal a beteg az igényeinek és érzékeny-
ségének megfeleld élelmiszert tudja valasztani a pia-
con kaphaté termékek koziil (Eurdpai Kozosségek
Bizottsaga, 2009).

A diéta betartasat megneheziti, hogy a gabonafélék
és szarmazékaik (pl. keményito, sikér stb.) szamtalan
¢lelmiszertermékben eléfordulnak (Briani et al., 2008;
Niewinski, 2008). Emellett a glutén eltavolitasa a glu-
tént tartalmazo gabonakbdl jelentds technikai nehéz-
séget okoz, nehéz teljesen gluténmentes élelmiszert
gyartani, tehat a piacon jelenlévo, colidkiasoknak szant
¢élelmiszerek is tartalmazhatnak kis mennyiségii glutént
(Europai Kozosségek Bizottsaga, 2009). Az eredetileg
gluténmentes élelmiszerek is kontaminalédhatnak toxi-
kus gabonafehérjékkel a szallitas és tarolas soran, a fel-
dolgozas alatt, inadekvat tisztitds soran vagy megosz-
tott feldolgozo berendezésrdl torténd atvitellel (Poms
és Anklam, 2004). Ezen okokbol olyan gabonafehér-
jék meghatarozasara alkalmas analitikai modszerekre
van szilikség, melyek nagyfoku specifitassal és érzé-
kenységgel rendelkeznek a glutén fehérje jelenlétének
detektalasahoz (Besler, 2001; Krska et al., 2004). A ga-
bonafogyasztas altal kivaltott tilérzékenységi reakciok
komplex példaként szolgalhatnak az altalanos élelmi-
szerallergiaval kapcsolatos jelenségekre és problé-
makra, ezért a kovetkezOkben ilyen szemléletben ala-
kitjuk a targyalasmodot.

ALLERGENANALITIKA

Az allergiat kivalto élelmiszerek tobb szazféle fe-
hérjét is tartalmazhatnak, ezek koziil csak néhany azo-
nositott allergénként (Taylor et al., 2009). Az élelmi-
szerekben rendszerint nem egy allergén fehérje fordul
el6, hanem tobb fehérje is tartalmazatja azon epitopo-
kat, melyek a rendellenességek kialakulasaért felelgsé
teheték. Ezek nagy valtozatossagot mutathatnak meny-
nyiségiikben €s Osszetételiikben az eltérd szarmazasi
hely, termesztési koriilmények és feldolgozottsagi szint
kovetkeztében (Lacorn és Immer, 2010).
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Az allergén fehérjék kimutatasara alkalmas analiti-
kai modszerekkel egy olyan specifikus marker detek-
talasa torténik, melybdl az adott allergén fehérje jelen-
1étére kovetkeztethetiink. Mérési elviik alapjan a mod-
szerek harom csoportjat kiilonboztetjikk meg. A kroma-
tografias modszerek segitségével a fehérjék fizikai
szeparacioja lehetséges méretiik, toltésiik vagy hidro-
fobicitasuk alapjan. Habar ezen modszerek iddigénye-
sek, koltségesek és kevésbé érzékenyek, tomegspekto-
metrids detektalast alkalmazva megfeleld megerdsitd
madszer lehet, emellett alkalmas a fehérje allergiat ki-
valtd komponensét azonositani. A DNS alapi médsze-
rek, ezen beliil a real-time polimeraz lancreakcio alapja
a specifikus DNS szegmens amplifikacioja és on-line
detektalasa specifikus primerek segitségével. Mivel a
DNS stabilabb, mint a fehérje, és nem ismert az élelmi-
szer DNS és fehérje tartalma kozotti 6sszefliggés, a po-
limeraz lancreakcio megfeleld megerdsitési modszer,
de tovabbi standardizalas nélkiil nem alkalmas pontos
kvantitativ meghatarozashoz. Az antitest alapti modsze-
rek, mint az ELISA megfeleld extrakcidés mddszer, jol
karakterizalt antitestek és kalibralé anyagok alkalma-
zasaval rendkiviil specifikus modszer egy adott epitop-
ra vagy fehérjére. Az ELISA kitekkel ellentétben az
immunkromatografias gyorstesztek csak kozelitd kvan-
titativ meghatarozas céljabol alkalmazhatoak, elsésor-
ban kvalitativ eredményt szolgaltatnak. A tesztek hasz-
nalata, a mérések kivitelezése egyszerti és csak par per-
cet vesz igénybe, a termeldi lancban és higiénias elle-
nérzések soran elterjedten alkalmazzak (Lacorn és
Immer, 2010).

A glutén fehérjék vizsgalatahoz elterjedten hasz-
nalt moédszerek az ELISA és a tomegspektrometria
(Hischenhuber et al., 2006). Az epitop fiiggd modsze-
rek, mint az ELISA, a mért gliadin tartalom alapjan
ugyan megadja a minta teljes glutén tartalmat, az egyes
gabonafajtakbol szarmazo fehérjéket nem tudja meg-
kiilonboztetni. Ezzel szemben a matrixhoz kotott 1ézer
deszorpcid/ionizacio-repiilési idé tomegspektometria
(MALDI-TOF) megfelel6 komplex gabonafehérje ke-
verékekben a buza, arpa €s a rozs glutén fehérje tartal-
manak szimultan és szelektiv azonositasara (Camafeita
etal., 1998). Azonban a MALDI-TOF MS 20-25 ppm-
nél nagyobb prolamin koncentracié esetén alkalmaz-
hatd, melynek kovetkeztében az alacsony prolamin tar-
talmu élelmiszereknél nem megfeleld modszer a glutén
tartalom meghatdrozasahoz. A tomegspektrometriai el-
jarasokat elsésorban a glutén fehérjék karakterizalasara
alkalmazzak (Mujico et al., 2011).

Gluténmentes termékekben a glutén fehérje meny-
nyiségi meghatarozasara olyan analitikai médszerre
van sziikség, melynek kimutatasi hatara 10 ppm glutén
alatt van és megfelel6 specifitassal és érzékenységgel
rendelkezik. Ezen feltételeknek megfelelve a Codex
Alimentarius a glutén mennyiségi meghatarozasara im-
munanalitikai modszert, a szendvics RS ELISA-t java-
solja (Codex Alimentarius, 2008).

AZ ELISA ES KORLATAI

A glutén fehérjék kvantitativ méréséhez szamos
kereskedelemben kaphatdo ELISA kit alkalmazhato.
Azonban az egyes gyartok ¢s laboratoriumok eltérd el-
lenanyagot, extrakcids eljarast, valamint kalibralo

anyagot hasznalnak fel az altaluk kidolgozott ELISA
tesztekhez, megnehezitve ezaltal a modszerek stan-
dardizalasat (Hischenhuber et al., 2006). Szamtalan
antitest 1étezik a glutén fehérjék meghatarozasara,
monoklonalis és poliklonalis antitestek egyarant, me-
lyek koziil a két legismertebb és legelterjedtebben al-
kalmazott az AOAC altal jovahagyott a Skerritt-féle,
w-gliadinra specifikus monnoklonalis ellenanyag és a
Codex altal javasolt a QQPFP toxikus epitopra specifi-
kus R5 monoklonalis ellenanyag (Thompson és Méndez,
2008). A nativ prolaminok 60-70 (v/v)%-os viz-etanol
elegyben oldhatok. Azonban hdkezelés hatasara a pro-
laminok és glutelinek a diszulfid hidak révén kovalens
kotésekkel kapesolodnak, ezaltal megvaltozik oldha-
tosaguk. Hokezelt élelmiszerek esetében manapsag szé-
les korben alkalmazzak az un. koktél oldatot, mely redu-
kalo agenst (merkaptoetanol) és disszocialdo komponenst
(guanidinium-klorid) tartalmaz. A piacon kaphatd
ELISA kitek kozott megtalalhato a csak alkoholos ex-
trakciot és a koktél oldatot alkalmazok is (Gessendorfer
etal., 2010). A glutén meghatarozasara elvégzett ELISA
vizsgalatok eredménye nemcsak az alkalmazott anti-
testtdl, és extrakcids modszertdl fiigg, hanem nagymér-
tékben meghatarozza a hasznalt kalibral6 anyag is. Az
egyes ELISA kitek fejlesztése soran a gyartok és a labo-
ratoriumok nem ugyanazon sztenderdet alkalmazzak,
tobb lehetdség koziil valaszthatnak. A Prolamin Mun-
kacsoport megtette az els6 1épést a teszteredmények
standardizalasa felé, amikor kifejlesztettek egy un.
,,PWG-gliadin” referencia gliadint, a 28 leggyakoribb
eurdpai buzafajta felhasznalasaval. A PWG gliadin
magas fehérje és gliadintartalommal bir, megfeleld
oldhatosag, homogenitas és stabilitas jellemzi, mely le-
hetévé teszi univerzalis kalibralé anyagként torténd
felhasznalasat (van Eckert et al., 2006; van Eckert et
al., 2010).

A Codex bizottsag altal javasolt R5 szendvics
ELISA a Prolamin Munkacsoport altal validalt mod-
szer, melyhez a Munkacsoport altal kifejlesztett gliadin
standardot hasznaltak. Alkalmas a buza, a rozs, és az
arpa teljes prolamin fehérjéinek kvantitativ meghata-
rozasara. Nativ és hokezelt fehérjék vizsgalatara is
megfeleld, mivel az epitop hdvel szemben ellenalld és
az alkalmazott koktél oldattal a teljes gliadin tartalom
kinyerhetd. A mddszer hatranya, hogy hidrolizalt glu-
tén fehérjék meghatarozasara nem alkalmas. A szend-
vics modszer sajatossagabol adodoan a két sziikséges
epitdp jelenlétének hianyaban nem detektalhato a toxi-
kus fragment. A kompetitiv ELISA azonban csak egy
epitopot igényel, ezaltal a hidrolizalt prolaminok is
vizsgalhatova valnanak ezen modszer segitségével. A
kompetitiv RS ELISA hatranya, hogy a koktél oldattal
nem kompatibilis, csak az alkoholos extrakcios eljaras-
sal (Thompson és Méndez, 2008). A probléma megol-
dasara egy 1j extrakcids oldatot, az un. UPEX oldatot
fejlesztettek ki, mely redukalé agensként TCEP-t tar-
talmazott. A TCEP nemcsak hatékonyabb a merkapto-
etanolhoz képest, hanem kevésbe artalmas az emberi
szervezetre (Mena et al., 2012). Fermentalt baza, rozs
¢és arpa termékekben a hidrolizalt glutén megbizhato
kvantitativ meghatarozasahoz mar enzimesen kezelt
kalibral6 anyagok is rendelkezésre allnak (Gessendorfer
et al., 2009).

324



Tomoskozi S. et al.:Layout 1 11/13/12 12:47 PM Page 3

—®-

AGRARTUDOMANYI KOZLEMENYEK, 2012/49.

REFERENCIAANYAG FEJLESZTESE

Az élelmiszer allergének oldhatosaga pH, ho- vagy
egyéb fizikai kezelés hatasara, aggregalodas és/vagy
komplexalodas kovetkeztében megvaltozik. Azonban
az, hogy a fehérje nem oldhato, ezaltal nem extrahalha-
to az élelmiszermatrixbol, nem jelenti, hogy a fehérje
allergenitasa is megvaltozik. A célfehérje epitopja a fel-
dolgozas folyamata alatt kémiai médosulason eshet at,
mely befolyésolja az immunanalitikai mddszerek altal
szolgaltatott eredmény pontossagat. A modszerfejlesz-
tést és validalast megnehezitd koriilmény, hogy nem
all rendelkezésre referencia modszer az alkalmazott
meérési eljaras helyességének igazolasara. Tanusitott re-
ferenciaanyag hidnyaban pedig nem lehetséges a kii-
16nb6z6 ELISA kitek eredményeinek dsszehasonlitisa
(Taylor et al., 2009; Bugyi et al., 2012).

A fent emlitett problémak kikiiszobolésére a
MoniQA Nemzetkozi Kivalosaghalozat tamogatasaval
megkezdddhetett egy gliadin izolatumot tartalmazo re-
alis ¢lelmiszermatrix fejlesztése. A kezdeti inhomoge-
nitasi és alacsony visszanyerési problémak megoldasa
utan, sikeriilt eléallitani egy olyan feldolgozott, stitott
modellterméket, mely deklaralt mennyiségben és ho-
mogeén eloszlasban tartalmazott PWG-gliadint. A labor-
szinten eloéallitott modelltermék elésegiti az immun-
analitikai modszerek fejlesztését, validalasat, valamint
a feldolgozott termékekben torténd megbizhatobb
meghatarozast.

A referenciaanyag jel6lt modelltermék lehetdséget
ad a kereskedelmi forgalomban kaphato hét ELISA kit
eredményeinek dsszehasonlitasara. A vizsgalatok alap-
jan szamos kit ald vagy felé becsiili az elméleti gliadin
tartalmat. Az eltéré eredmények hatterében a fentebb
részletesen targyalt problémak allhatnak, melyek rovi-

den a kovetkezdk: a kitek kiilonb6zd extrakcios mod-
szereket és antitesteket hasznalnak, a kiilonb6z6 toxi-
kus fehérjékre/epitdpokra kifejlesztett extrakcios olda-
tok és antitestek nem egyforma hatékonysaggal és spe-
cifitassal rendelkeznek a kiilonbdz6 forrasbol szarmazo
gliadinok esetében, a kitek az egyes buzafajtakban val-
tozd gliadin/glutenin aranyt allando 1:1 dsszetételnek
tekintve hasznaljak az eredmények megadasahoz
(Bugyi et al., 2012). A kiilonb6z6 gyartoktdl szarmazo
ELISA kitekkel kapott eredmények dsszevetése is mu-
tatja a jelenlegi allergénvizsgalatok bizonytalansagat.

A referenciaanyag jelolt modelltermék tanusitasat,
univerzalis felhasznalasat elésegitd vizsgalatok (pl. sta-
bilitasvizsgalat) és fejlesztések a mai napig tartanak.
Az ELISA kitekkel mért fehérje koncentraciokban mu-
tatkozo eltérések okainak feltarasa jovébeni céljaink
kozott szerepel. A teljes fehérjedsszetétel analiziséhez
¢s a feldolgozasi folyamat soran bekovetkez6 valtoza-
sok azonositasahoz mas méréstechnikak (Lab-On-a-
Chip, RP-HPLC, HPLC-MS) bevezetése is sziikséges.
Az elvalasztastechnikai modszerek és mas gliadin for-
rasok bevonasaval az érzékenységet kivaltd fehérje
komponensek buza fajtakban 1évé mennyiségi eltérésé-
nek, variabilitasanak vizsgalata és az ebbdl eredd anali-
tikai hiba nagysagrendjének megallapitasa is lehet6vé
valik.
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