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Az emberek tobbsége képes a kilonboz6 ételeket kellemetlen
hatasok nélkul elfogyasztani, mig masok kilonb6z6 tineteket észlelnek.
Ezek megnyilvanulhatnak az immunrendszer, valamint az
emésztérendszer abnormélis miikddésében. Az eldbbit
élelmiszerallergidnak, az utébbit élelmiszer-intolerancianak nevezzik.
Az Eurédpai Uni6é jelenleg 14 olyan élelmiszer alapanyagra vagy
Osszetevlre ir eld jelolési kotelezettséget, melyek az
élelmiszerfogyasztassal kapcsolatba hozhatd tulérzékenységi reakciok
talnyomo tébbségének kivaltasaért felelések:

e Glutént tartalmazdé gabonafélék (buza, rizs, arpa, zab, tonkdlyblza
vagy hidrolizalt formajuk) és a bel6lik készult termékek.

+ RA&kfélék és a beldlik késziult termékek.
e Tojas és a bel6le készult termékek.

» Hal és a bel8le készilt termékek.

» Foldimogyord és a bel6le késziilt termékek.
* SzOljabab és a bel6le késziilt termékek.

e Tej és a bel6le késziilt termékek.

o Di6félék és a belbluk készilt termékek.

o Zeller és a bel8le készilt termékek.

o Mustar és a bel6le készilt termékek.

e Szezammag és a bel6le késziult termékek.
» Kén-dioxid és az S02 kifejezett szulfitok.
e Csillagfirt és a bel6le késziilt termékek.

e Puhatestliek és a bel6luk készilt termékek (40/2008 FVM-SZMM,
2008).
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Analitikai moédszerek

A torvényi szabalyozas betartasdnak és a betegek biztonsaganak
érdekében az élelmiszerbiztonsdg és a jO gyartdsi gyakorlat
megval6sitdsdhoz megfeleld analitikai mddszerekre van szikség. Az
élelmiszerallergének kimutatdsdra €s mennyiségi meghatarozasara
leggyakrabban immunanalitikai moddszereket alkalmaznak nagyfoku
specifitasuk és érzékenységik miatt (Demeulemester, 2006).

Az enzimhez kotott ellenanyag-vizsgéalat (Enzyme-linked immuno-
sorbent assay, ELISA) tesztek alapja, hogy az antitestekhez kapcsolt
enzimek hasznalataval detektaljdk az antigén-antitest komplexet. Az
enzim a szintelen szubsztratot (kromogén) szines termékké alakitva jelzi
az antitest-antigén komplex jelenlétét és mennyiségét. A leginkabb
elterjedt ELISA mddszer a szendvics (1. abra), valamint az indirekt
kompetitiv ELISA. A Kkereskedelmi forgalomban ma mar szamos
allergén fehérje meghatdrozasahoz all rendelkezésre ELISA Kkit. Ezen
kitek alkalmazhatésaga és analitikai teljesitményjellemz6i széles
tartomanyban valtoznak. Az analitikai modszerek  megbizhat6
alkalmazasanak alapfeltétele a  modszerek  validalésa. Az
allergénanalitika esetében azonban ennek tdbb feltétele hianyzik, ezért
a hozzaférhetd kitek csak részlegesen validaltak.

1. abra: A szendvics ELISA m{kddési elve
[http://www.el isa-antibody.com/index.php?page = protocol]

Az immunkormatografianak is nevezett gyorstesztek (Lateral Flow
Assay) szintén gyakran alkalmazott megoldasok, kuléndsen az
élelmiszerbiztonsagi rendszerek mikodtetéséhez. Kvalitativ, illetve
szemikvantitativ meghatarozdsra alkalmas, hasznélata gyors, egyszer(,
nem igényel specialis képzettséget. Az LFD végrehajtdsa soran a minta
végigfut a mintaszrén és a konjugatum régién. A konjugatum régio
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specifikus, jeldlt antitesteket tartalmaz. Ha az antigén jelen van a
mintaban, kialakul az antigén-antitest komplex, mely a membréan
mentén a tesztzona felé vandorol tovabb. A tesztzona lek6tott
antitesteket tartalmaz, melyek specifikusak az analit egy masik
epitépjara, mivel az ellenanyagok megkotik a komplexet (2. abra). A
tesztzona szinintenzitdsa 0©sszefliggésbe hozhat6 a meghatarozando
komponens mennyiségével (Takacs, 2005).
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2.abra Az LFD lefutasa
[http://www.iah.bbsrc.ac.uk/press_release/2008/images/LFD.jpg]

Az immunoblotting szintén antigén-antitest komplex képzésén
alapulé eljards. Els6 1épése a makromolekuldk elvélasztdsa, ezt a
membranra térténé blottolas koveti. A membrant a mérend6 fehérjére
specifikus ellenanyaggal inkubaljak, igy kialakul az antigén-antitest
komplex a primer antitesttel. Az eljaras utolso fazisaban szekunder
antitesttel torténd inkubalas utadn radioaktiv, enzimes jeldlés és
kolorimetrias vagy kemilumineszcenciasan detektalasra kerdl sor.

A radioallergoszorbens (RAST) és az enzim-allergoszorbens (EAST)
inhibicids tesztek olyan immunanalitikai modszerek, melyek az allergénre
specifikus IgE ellenanyagot emberi vérszérumbol hatdrozzdk meg. A
modszerek elve, hogy szilard hordozohoz rdgzitett allergénekhez koét6dd
specifikus IgE antitesteket mérnek egy jeldlt ellenanyag segitségével.
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Az immunelektroforézis a gélkdzegben torténd elektroforézis és az
immunodiffazié kombinéaldsa. Hatékony modszer a komplex antigén-
keverékek szétvalasztdsara. Az immunoelektroforézis egyik valtozata a
rakéta immunoelektroforézis, amelyben az antigén az antiszérumot
tartalmazo gélkdzegben elektromos er6tér hatdsara diffundal. Ha a két
reagens taldlkozik, a precipitaciés iv egy rakéta, illetve egy kuapszerd
alakzat koérvonalaihoz hasonlod, a kérulhatarolt tertlet nagysaga pedig az

Az immunanalitikai maédszerek mellett az allergén élelmiszerek
nyom-mennyiségben valéd kimutatasanak masik eszkdze a fajspecifikus
DNS kimutatasan alapuld polimerdaz lancreakcié (Polimerase Chain
Reaction, PCR) (Holzhasuer, 2006).

Intenziven fejl6dd  terilet a tomegspektroszkdpia (Mass
Spectrometry, MS) alkalmazasa. A fehérjéket enzimesen peptidekre
bontjadk, majd ezen peptidek meghatadrozasat végzik el peptid-
Ujlenyomat-vizsgalattal vagy tandem tdmegspektroszképiaval. MS
detektalast (is) alkalmazo elvalasztadstechnikai megoldasok (Gn. kapcsolt
technikak) fejlesztése is megindult (Horvathné, 2007).

A bioszenzorok a bioldgiai elven alapulé reakciok detektalasara
hasznalhatok, igy alkalmasak lehetnek allergének mérésére is. Miikodési
elvik: a szenzor chip bioaktiv receptort tartalmaz, amely specifikusan
megkdti a mérni kivant komponenst, a transzduktor pedig a biokémiai
informaciét optikailag meghatarozhaté jellé konvertalja (Besler, 2001).

Az allergénanalitika megoldand¢ feladatai

A tllérzékenységi reakciokat kivaltd fehérjék meghatarozasara
alkalmas analitikai modszerek fejlesztése és érvényesitése tdbb
nehézségbe ltkdzhet:

» Egyes allergén fehérjék kémiai Osszetétele nem teljes mértékben
ismert, valamint a kulcs fehérjék és epitopok meghatarozdsa sem
minden esetben adott.

* Az allergén komponensek gyakran csak kis mennyiségben vannak
jelen az élelmiszermintakban.

» Az allergias reakciot kivalté kiszébddézisok nem ismertek, igy nehéz
meghatarozni az egyes analitikai teljesitményjellemzéket a
modszerfejlesztés soran. Emellett tobb epitdp is kivalthatja a
nemkivéanatos reakcidt.

» Az analit megfelel6 megvalasztdsa: magat a fehérjét vagy annak egy
markerét hatarozza-e meg a maédszer.
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e« Referenda mddszerek hianya.

* Referenciaanyagok hidnya. A legtdobb élelmiszerallergén esetében
jelenleg nem &ll rendelkezésre olyan feldolgozott élelmiszermatrix,
amely deklardlt mennyiségben tartalmazza az adott fehérjét.

« Az alapanyagok bioldgiai variabilitasa.

* Az élelmiszerfeldolgozas és -tarolds sordn a fehérjék denaturaléd-
hatnak, az élelmiszeralkotok kozott kdlcsonhatasok alakulhatnak Kki.
Ezek a folyamatok jelentésen befolydsolhatjak a mintael6készités és
a meghatarozas eredményét, és hathatnak pl. az immunaktivitasra is.

Természetesen szadmos kutatdcsoport dolgozik az érzékenységi
reakciokkal és az azt kivalt6é komponensek analitikajaval kapcsolatos
diagnosztikai és analitikai modszerek fejlesztésén. llyen nemzetkdzi
K+F egylttmikodés tobbek  koézdétt az  Eurdpai Unio 6.
keretprogramjanak tamogatasaval kialakitott MoniQA Kivéalésaghalozat
(Monitoring and Quality Assurance in the Food Supply Chain, FOOD-
CT-2006-036337) keretein belil mdk6ddé Allergén Munkacsoport,
melynek munkajadban Tanszékink is részt vesz.

A madszerek érvenyesitésének tamogatasa - elelmiszer
modellmatrix el6allitasa és alkalmazéasi lehetdsegei

Csoportunk egyik meghatdrozd feladata az allergénalkotokat ismert
mennyiségben tartalmazo6 élelmiszer-modelltermékek fejlesztése. Eddigi
kisérleteinkben tej-, tojas- és a gliadintartalmd maétrixokkal dolgoztunk.
Olyan kisérlettervet allitottunk 6ssze, melynek segitségével lehetségessé
valt az élelmiszer feldolgozasi folyamatok hatdsanak vizsgalata is. Az
alkalmazott modelltermékeket Scaravelli és munkatéarsai (2008) Aaltal
kidolgozott 6sszetétel modositasdval készitettik. Porkeveréket, nyers
tésztat és sitott terméket allitottunk el6. A mivelet minden fazisaban
vizsgaltuk a homogenitadst és a mérhetd toxikus komponenstartalmat.
Munkankhoz a jelenleg hozzaférhetd allergén-kitteket hasznaltuk.

A  modelltermékek késébbi felhasznéaldsa érdekében alapveté
kovetelmény a meghatarozandé komponensek homogén eloszlasdnak
biztositdsa a mintamatrix el8allitasdnak minden fazisaban. Ennek
megoldasa elssorban  fehérjeoldhatésagi  problémak miatt a
sikér/gliadin tartalmd matrixokban bizonyult a legnehezebbnek. Az 3.
dbran bemutatott eredmények tanlGsaga szerint sikeridlt olyan
homogenizalasi eljarast kidolgoznunk, amely laboratériumi méretekben
alkalmas homogén eloszlast anyagok el6allitasara.

A kifejlesztett mintamatrixok alkalmasak lehetnek mérési médszerek
érvényesitése soran referenciaanyagként torténé alkalmazéasra. Ilyen
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megoldas azonban eddig még nem allt rendelkezésre. Az 4. abra egy
példat mutat harom, kereskedelmi forgalomban kaphaté ELISA kit
O0sszehasonlitd vizsgalatdnak eredményére gliadin esetében. Nagy
jelent6ségl, analitikai kit-el6allitokat, felhasznalokat, élelmiszergyar-
tokat és forgalmazokat, ellen6rzést végzOket, tehat az élelmiszerlanc
valamennyi szerepl6jét érintd kérdésrél van sz6. Ezért a munka és az
eredménykdzlés kilonds koriltekintést igényel. Jelenleg az eddigi
eredményeinket megerésitd kisérleti munkakat, valamint
stabilitdsvizsgalatokat végziink.
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3.4bra: 10 ppm gliadint tartalmaz6 stitemény homogenitasanak

vizsgalata

A vizsgélataink harmadik terillete a referenciaanyag-fejlesztésen is
messze tulmutat. Az élelmiszerfeldolgozas soran a kedvezdtlen
reakcidkat kivalté fehérjék ugyanis denaturdlédnak, mely folyamat nem
csak az analitikai eredményeket, hanem az immunaktivitast és ezen
keresztiil az egészséglgyi hatas mértékét is befolyasolhatja.
Kisérleteinkben egyel6re csak az alkalmazott ELISA tesztekkel mérhet6
koncentraciocsdkkenéssel foglalkoztunk, melyre egy példat az 4. abra
mutat. Az okok feltardsa a denaturacié Aaltal kivaltott szerkezet- és
Osszetétel-mddosulds molekularis szintli vizsgalatat igényli, amely ezért
munkank folytatasanak célkitlizési kézott szerepel.

Osszegzes

A munké&nk sordn nyert informéciok olyan értelemben mindenképpen
Osszefliggenek, hogy a mintamétrix tulajdonsdgai bizonyitott médon és
mértékben befolydsoljdk az egyébként Kkereskedelmi forgalomban
kaphaté immunanalitikai kitek altal szolgaltatott eredményeket.
Azonban a kapott eredmények jellege lehet6séget ad a jelenségek
mogotti folyamatok értelmezéséhez is. Ezek megértése és a hatdsok
jellemzése egyuttesen szlikséges ahhoz, hogy a mddszerfejlesztések
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irdnyait kijeloljiok. Ugyanakkor a jelenleg rendelkezésre all6 modszerek
bizonytalansagainak azonositdsa hatassal kell, hogy legyen a
szabalyalkotok, az ellenOrzéssel, a fejlesztéssel, s6t az orvosi
diagnosztikaval foglalkoz6 szakemberek munkéajara, gondolkodasara is.
Az élelmiszerallergénekre vonatkozd jeldlési kotelezettség célja
egyértelm és messzemenBen tamogatandd, amely az ilyen
rendellenességtél szenved6é emberek védelmét szolgalja. Masrészrél
viszont, ha a modszerek a munkalatok soran bemutatott eltérések és
hibdk kezelésére nem lesznek alkalmasak, s ennek kdvetkeztében sem a
gyarté, sem a fogyasztdé, sem a hatésdg kezében nem lesz eszkéz
allitdsanak igazolasara, végs6é soron pedig a fogyasztok védelmére.
Amennyiben, illetve amig az analitikai modszerek korlatai nem teszik
lehet6vé a hatarértékek megbizhato ellen6rzését, megfontolandd a
szabalyozéas igazitasa a jelenlegi analitikai valdsaghoz és lehet6ségekhez.
A mérhetd fehérjekoncentrdciéban bemutatott csdkkenés okainak
feltardsaval, magyarazataval lehetdség lesz a mintamatrix tipusokra
vonatkozo6 dedikalt mintael6készitési eljaras kidolgozasara. Ugyancsak a
fehérjedenaturacid jellegének azonositasa szikséges ahhoz, hogy az
immunanalitikai moédszerek felhasznélasi korlatdit meghatarozzuk.

A

4. abra: A feldolgozas hatasa a 10 ppm gliadint tartalmazé mintaknal
harom kilénb6z6 ELISA teszt (A, B, C) esetében

Kdszonetnyilvanitas

A kutatémunka az EU 6. Keretprogramja altal létrehozott MoniQA
Kivalésaghalozat (FOOD-CT-2006-036337) anyagi és szakmai tamoga-
tasaval valdsult meg. Készonjuk Dr. Gelencsér Eva és a Kozponti
Elelmiszer-tudomanyi Kutatdintézet Elelmiszer-biztonsagi Féosztaly
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munkatarsainak szakmai tdmogatdsdt. Munk&nk kapcsolédik a
»Min6ségorientalt, ésszehangolt oktatasi és K+ F+ | stratégia, valamint
mikodési modell kidolgozasa a Miiegyetemen” c. projekt szakmai
célkitlizéseinek megvaldsitasahoz (TAMOP-4.2.1/B-09/1/KMR-2010-
0002)

Irodalom

40/2008. (IV. 3.) FVM-SZMM egyiittes rendelet az élelmiszerek jeldlésérdl sz6l6
19/2004. (1. 26.) FVM-ESzCsM-GKM egyiittes rendelet mddositasarol (2008).
Magyar Kozlony. 55.szam

Besler, M. (2001): Determination of allergens in foods. Trends in Analytical
Chemistry. 20 (11): 666-672

Demeulemester, C., Giovannacci, |., Leduc, V. (2006): Detecting dairy and egg
residues in food. Eds. Koppelman S J, Hefle S L. Detecting allergens in food.
Woodhead Publishing in Food Science and Technology. 219-243

Holzhasuer, T., Sephan, O., Vieths, S. (2006): Polymerase chain reaction (PCR)
methods for the detection of allergenic foods. Eds. Koppelman, S. J., Hefle, S. L
Detecting allergens in food. Woodhead Publishing in Food Science and
Technology. 125-143

Horvathné Szanics E. (2007): Proteomikai mddszerek alkalmazésa kiilonb6z6 eredetdi
fehérjék vizsgalatara. Doktori értekezés.

Krska, R., Welzig, E., Baumgartner, S. (2004): Immunoanalytical detection of
allergenic proteins in food. Analytical&Bioanalytical Chemistry. 378: 63-65

Poms, R., Emons, H., Anklam, E. (2006): Reference materials and method validation
in allergen detection. Eds. Koppelman, S. J., Hefle, S. L. Detecting allergens in
food. Woodhead Publishing in Food Science and Technology. 348-356

Takacs K., Némedi E., Gelencsér E. (2005): Fehérje és DNS alapi glutén kimutatasi
mddszerek. (Gluténmentes élelmiszerek fogyasztdi megitélésének aktualis kérdé-
sei” ¢. tudomanyos szimp6zium - Budapest, 2005. marcius 9.- ehadasainak atdolgo-
zott anyaga). Elelmiszer-biztonsagi Kézlemények 11., ISBN 963 7358 08 0: 24-32. p.

Taylor, S. L., Helfe, S. L. (2001): Food Allergies and Other Food Sensitivites. Food
technology. 55 (9): 470-475

Az élelmiszeraliergének mérésének lehetéségei ma -
kihivasok, megoldasok, a fejlesztés iranyai
Osszefoglalas

Az élelmiszerekkel szemben jelentkezd talérzékenységi reakcidk
(allergia, intolerancia) a népesség egyre ndvekvd hanyadat érintik. Ezen
betegségek egyetlen hatékony kezelési mddja az érzékenyité
komponensek étrendbdl torténdé teljes elhagyasa. Az EU jelenleg 14
olyan allergén komponenst tart szamon, melyek jelolése kotelezd az
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élelmiszerek csomagoldsan. A szabéalyozas betartasahoz megfelel6
technolégiara és ennek tamogatasara érvényesitett (validalt) analitikai
modszerekre van szikség. Napjainkban az allergének mérésére az
immunanalitikai modszerek (ELISA, LFD) a legelterjedtebbek. Ezen
modszerek fejlesztése és validalasa tobb nehézségbe Utkozik. A reakciot
kivalté fehérjék osszetétele nem minden esetben ismert, valamint nem
allnak  rendelkezésre sem referencia-anyagok, sem referencia-
modszerek. Emellett a feldolgozasi folyamat hatésait is meg kell ismerni
és figyelembe kell venni. A problémamegoldas egyik iranya allergén
fehérjét deklaralt mennyiségben tartalmazé feldolgozott élelmiszer-
matrix fejlesztése, mely kutatdsaink egyik f6 célja. Siker esetén a
mintamatrix referencia-anyagként is hasznalhatd, melynek segitségével
lehetéség nyilik a feldolgozasi folyamat hatdsainak vizsgalatara,
valamint a kereskedelmi forgalomban kaphaté ELISA tesztek
0sszehasonlito elemzésére is.

Possibilities of Allergen Analysis at Present -
Challenges, Solutions and Directions of Development

Abstract

Hypersensitivity reactions (allergy and intolerance) triggered by
certain food proteins affect an increasing rate of population. The only
effective treatment of these illnesses is the total avoidance of the
problematic proteins from patient’s diet. At the moment the labelling
regulations of European Union defines 14 foodstuffs or components
which are responsible for the highest number of these cases. In order to
comply the regulation, right technological solutions and validated
analytical methods are needed. At present, the most commonly used
methods in allergen analysis are immune-analytical based ELISA or
LFD kits. The development and validation of these methods cause many
challenges. The compositions of allergenic proteins are not well-
defined, furthermore neither reference materials nor reference methods
exist. Finally the effects of food processing steps on the allergenic
proteins and the results of the analytical methods are not described well.
One direction towards overtaking the problems is the development of
incurred real food matrices which contains dedicated amount of
allergenic protein, which was the main goal of this work. These model
matrices can be used as incurred reference material (IRM) and opened
the door to investigate the influence of food processing. Reference
material also give the opportunity to make a comparative study of
ELISA kits and other analytical methods.
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