
Az élelmiszerallergének mérésének lehetőségei 
ma -  kihívások, megoldások, a fejlesztés irányai
Török Kitti, Bugyi Zsuzsanna, Hajas Lívia, Adonyi Zsanett

és Tömösközi Sándor
Budapesti Műszaki és Gazdaságtudományi Egyetem, Alkalmazott 

Biotechnológia és Élelmiszer-tudományi Tanszék 
Érkezett: 2011. április 26.

Az em berek többsége képes a különböző éte leket kellemetlen 
hatások nélkül elfogyasztani, míg mások különböző tüneteket  észlelnek. 
Ezek megnyilvánulhatnak az im m unrendszer, valamint az 
emésztőrendszer abnormális m űködésében. Az előbbit 
élelmiszerallergiának, az utóbbit éle lm iszer-in to leranciának nevezzük. 
Az Európai Unió jelenleg 14 olyan élelmiszer alapanyagra vagy 
összetevőre ír elő jelölési kötelezettséget, melyek az 
élelmiszerfogyasztással kapcsolatba hozható túlérzékenységi reakciók 
túlnyomó többségének kiváltásáért felelősek:

• G lu tén t tartalm azó gabonafélék (búza, rizs, árpa, zab, tönkölybúza 
vagy hidrolizált formájuk) és a belőlük készült termékek.

• Rákfélék és a belőlük készült termékek.

• Tojás és a belőle készült term ékek.

• Hal és a belőle készült termékek.

• Földimogyoró és a belőle készült termékek.

• Szójabab és a belőle készült term ékek.

• Tej és a belőle készült term ékek.

• Diófélék és a belőlük készült term ékek.

• Zeller és a belőle készült termékek.

• M ustár és a belőle készült termékek.

• Szezámmag és a belőle készült termékek.

• Kén-dioxid és az S 0 2  kifejezett szulfitok.

• Csillagfürt és a belőle készült termékek.

• Puhatestűek és a belőlük készült term ékek (40/2008 FVM -SZM M , 
2008).
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Analitikai módszerek
A törvényi szabályozás betartásának és a betegek biztonságának 

érdekében az élelmiszerbiztonság és a jó gyártási gyakorlat 
megvalósításához megfelelő analitikai módszerekre van szükség. Az 
élelmiszerallergének kimutatására és mennyiségi meghatározására 
leggyakrabban immunanalitikai módszereket alkalmaznak nagyfokú 
specifitásuk és érzékenységük miatt (Demeulemester, 2006).

Az enzimhez kötött ellenanyag-vizsgálat (Enzyme-linked immuno­
sorbent assay, ELISA) tesztek alapja, hogy az antitestekhez kapcsolt 
enzimek használatával detektálják az antigén-antitest komplexet. Az 
enzim a színtelen szubsztrátot (kromogén) színes termékké alakítva jelzi 
az antitest-antigén komplex jelenlétét és mennyiségét. A leginkább 
elterjedt ELISA módszer a szendvics (1. ábra), valamint az indirekt 
kompetitiv ELISA. A kereskedelmi forgalomban ma már számos 
allergén fehérje meghatározásához áll rendelkezésre ELISA kit. Ezen 
kitek alkalmazhatósága és analitikai teljesítményjellemzői széles 
tartományban változnak. Az analitikai módszerek megbízható 
alkalmazásának alapfeltétele a módszerek validálása. Az 
allergénanalitika esetében azonban ennek több feltétele hiányzik, ezért 
a hozzáférhető kitek csak részlegesen validáltak.

1. ábra: A szendvics ELISA működési elve
[http://www. el isa-antibody.com/index.php?page = protocol]

Az immunkormatográfiának is nevezett gyorstesztek (Lateral Flow 
Assay) szintén gyakran alkalmazott megoldások, különösen az 
élelmiszerbiztonsági rendszerek működtetéséhez. Kvalitatív, illetve 
szemikvantitatív meghatározásra alkalmas, használata gyors, egyszerű, 
nem igényel speciális képzettséget. Az LFD végrehajtása során a minta 
végigfut a mintaszűrőn és a konjugátum régión. A konjugátum régió
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specifikus, jelölt antitesteket tartalmaz. Ha az antigén jelen van a 
mintában, kialakul az antigén-antitest komplex, mely a membrán 
mentén a tesztzóna felé vándorol tovább. A tesztzóna lekötött 
antitesteket tartalmaz, melyek specifikusak az analit egy másik 
epitópjára, mivel az ellenanyagok megkötik a komplexet (2. ábra). A 
tesztzóna színintenzitása összefüggésbe hozható a meghatározandó 
komponens mennyiségével (Takács, 2005).
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2.ábra Az LFD lefutása
[http://www.iah.bbsrc.ac.uk/press_release/2008/images/LFD.jpg]

Az immunoblotting szintén antigén-antitest komplex képzésén 
alapuló eljárás. Első lépése a makromolekulák elválasztása, ezt a 
membránra történő blottolás követi. A membránt a mérendő fehérjére 
specifikus ellenanyaggal inkubálják, így kialakul az antigén-antitest 
komplex a primer antitesttel. Az eljárás utolsó fázisában szekunder 
antitesttel történő inkubálás után radioaktív, enzimes jelölés és 
kolorimetriás vagy kemilumineszcenciásan detektálásra kerül sor.

A radioallergoszorbens (RAST) és az enzim-allergoszorbens (EAST) 
inhibíciós tesztek olyan immunanalitikai módszerek, melyek az allergénre 
specifikus IgE ellenanyagot emberi vérszérumból határozzák meg. A 
módszerek elve, hogy szilárd hordozóhoz rögzített allergénekhez kötődő 
specifikus IgE antitesteket mérnek egy jelölt ellenanyag segítségével.
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Az im m unelektroforézis a gélközegben tö rténő  elektroforézis és az 
immunodiffúzió kombinálása. Hatékony m ódszer a komplex an tigén­
keverékek szétválasztására. Az im m unoelektroforézis  egyik változata a 
rakéta  im m unoelektroforézis, amelyben az antigén az antiszérumot 
tartalm azó gélközegben elektrom os e rő té r  ha tására  diffundál. Ha a két 
reagens találkozik, a precipitációs ív egy rakéta, illetve egy kúpszerű 
alakzat körvonalaihoz hasonló, a körü lhatáro lt  terület nagysága pedig az 
antigén koncentrációjával arányos (Krska, 2004).

Az immunanalitikai módszerek m ellett az allergén élelmiszerek 
nyom-mennyiségben való k im utatásának másik eszköze a fajspecifikus 
DNS kim utatásán alapuló polimeráz láncreakció (Polimerase Chain 
Reaction, PCR) (Holzhasuer, 2006).

Intenzíven fejlődő terület a töm egspektroszkópia (Mass 
Spectrometry, MS) alkalmazása. A fehérjéket enzimesen peptidekre  
bontják, majd ezen peptidek m eghatározását végzik el peptid- 
újlenyomat-vizsgálattal vagy tandem  tömegspektroszkópiával. MS 
detektálást (is) alkalmazó elválasztástechnikai m egoldások (ún. kapcsolt 
technikák) fejlesztése is megindult (H orváthné, 2007).

A bioszenzorok a biológiai elven alapuló reakciók detektálására  
használhatók, így alkalmasak lehetnek allergének m érésére  is. Működési 
elvük: a szenzor chip bioaktiv recep tort  tartalmaz, amely specifikusan 
megköti a mérni kívánt kom ponenst, a transzduktor pedig a biokémiai 
információt optikailag m eghatározható  jellé konvertálja (Besler, 2001).

Az allergénanalitika megoldandó feladatai
A túlérzékenységi reakciókat kiváltó fehérjék m eghatározására  

alkalmas analitikai m ódszerek fejlesztése és érvényesítése több 
nehézségbe ütközhet:

• Egyes allergén fehérjék kémiai összetétele nem teljes m értékben 
ismert, valamint a kulcs fehérjék és epitópok m eghatározása sem 
minden esetben adott.

• Az allergén kom ponensek gyakran csak kis mennyiségben vannak 
jelen az élelmiszermintákban.

• Az allergiás reakciót kiváltó küszöbdózisok nem ismertek, így nehéz 
meghatározni az egyes analitikai teljesítményjellemzőket a 
módszerfejlesztés során. Em ellett több epitóp is kiválthatja a 
nemkívánatos reakciót.

• Az analit megfelelő megválasztása: magát a fehérjét vagy annak egy 
m arkerét határozza-e meg a módszer.
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• R e fe re n d a  m ódszerek hiánya.
• Referenciaanyagok hiánya. A legtöbb élelmiszerallergén esetében 

jelenleg nem áll rendelkezésre  olyan feldolgozott élelmiszermátrix, 
amely deklarált mennyiségben tartalm azza az adott fehérjét.

• Az alapanyagok biológiai variabilitása.
• Az élelmiszerfeldolgozás és -tárolás során a fehérjék denaturálód- 

hatnak, az élelmiszeralkotók között kölcsönhatások a lakulhatnak ki. 
Ezek a folyamatok jelen tősen  befolyásolhatják a mintaelőkészítés és 
a m eghatározás eredm ényét, és ha tha tnak  pl. az immunaktivitásra is.

Term észetesen számos kutatócsoport dolgozik az érzékenységi 
reakciókkal és az azt kiváltó kom ponensek  analitikájával kapcsolatos 
diagnosztikai és analitikai módszerek fejlesztésén. Ilyen nemzetközi 
K + F együttműködés többek között az Európai Unió 6.
kere tprogram jának  támogatásával kialakított M oniQ A  Kiválósághálózat 
(M onitoring and Quality Assurance in the Food Supply Chain, FO O D - 
CT-2006-036337) keretein  belül m űködő Allergén M unkacsoport, 
melynek m unkájában Tanszékünk is részt vesz.

A módszerek érvényesítésének támogatása -  élelmiszer 
modellmátrix előállítása és alkalmazási lehetőségei

Csoportunk egyik m eghatározó feladata  az allergénalkotókat ismert 
mennyiségben tartalm azó éle lm iszer-m odellterm ékek fejlesztése. Eddigi 
kísérleteinkben tej-, tojás- és a g liadintartalm ú mátrixokkal dolgoztunk. 
Olyan kísérlettervet állítottunk össze, melynek segítségével lehetségessé 
vált az élelmiszer feldolgozási folyamatok hatásának  vizsgálata is. Az 
alkalmazott m odellterm ékeket Scaravelli és m unkatársai (2008) által 
kidolgozott összetétel módosításával készítettük. Porkeveréket, nyers 
tésztát és sütött term éket állítottunk elő. A művelet m inden fázisában 
vizsgáltuk a hom ogenitást és a m érhe tő  toxikus kom ponenstarta lm at. 
M unkánkhoz a jelenleg hozzáférhető  a llergén-kitteket használtuk.

A m odellterm ékek későbbi felhasználása érdekében  alapvető 
követelmény a m eghatározandó kom ponensek homogén eloszlásának 
biztosítása a m intamátrix előállításának minden fázisában. Ennek 
megoldása elsősorban fehérjeoldhatósági problém ák miatt a 
sikér/gliadin tartalm ú mátrixokban bizonyult a legnehezebbnek. Az 3. 
ábrán bem uta to tt  eredm ények tanúsága szerint sikerült olyan 
homogenizálási eljárást kidolgoznunk, amely laboratórium i m éretekben  
alkalmas homogén eloszlású anyagok előállítására.

A kifejlesztett m intamátrixok alkalmasak lehetnek mérési m ódszerek 
érvényesítése során referenciaanyagként tö rténő  alkalmazásra. Ilyen
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megoldás azonban eddig még nem állt rendelkezésre. Az 4. ábra egy 
példát m utat három, kereskedelmi forgalomban kapható  ELISA kit 
összehasonlító vizsgálatának eredm ényére gliadin esetében. Nagy 
jelentőségű, analitikai kit-előállítókat, felhasználókat, élelmiszergyár­
tókat és forgalmazókat, ellenőrzést végzőket, tehát az élelmiszerlánc 
valamennyi szereplőjét é rin tő  kérdésről van szó. Ezért a munka és az 
eredm ényközlés különös körültekintést igényel. Jelenleg az eddigi 
eredm ényeinket megerősítő  kísérleti munkákat, valamint 
stabilitásvizsgálatokat végzünk.
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3.ábra: 10 ppm gliadint tartalmazó sütemény homogenitásának
vizsgálata

A vizsgálataink harm adik terü lete  a referenciaanyag-fejlesztésen is 
messze túlm utat. Az élelmiszerfeldolgozás során a kedvezőtlen 
reakciókat kiváltó fehérjék ugyanis dena turálódnak , mely folyamat nem 
csak az analitikai eredm ényeket, hanem az immunaktivitást és ezen 
keresztül az egészségügyi hatás m értékét is befolyásolhatja. 
K ísérleteinkben egyelőre csak az alkalmazott ELISA tesztekkel m érhető  
koncentrációcsökkenéssel foglalkoztunk, melyre egy példát az 4. ábra 
m utat. Az okok feltárása a denaturáció  által kiváltott szerkezet- és 
összetétel-m ódosulás molekuláris szintű vizsgálatát igényli, amely ezért 
m unkánk folytatásának célkitűzési között szerepel.

Összegzés
A m unkánk során nyert információk olyan érte lem ben m indenképpen 

összefüggenek, hogy a mintamátrix tulajdonságai bizonyított módon és 
m értékben befolyásolják az egyébként kereskedelmi forgalomban 
kapható  immunanalitikai kitek által szolgáltatott eredményeket. 
Azonban a kapott eredm ények jellege lehetőséget ad a jelenségek 
mögötti folyamatok értelm ezéséhez is. Ezek m egértése és a hatások 
jellemzése együttesen szükséges ahhoz, hogy a módszerfejlesztések
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irányait kijelöljük. Ugyanakkor a jelenleg rendelkezésre  álló módszerek 
bizonytalanságainak azonosítása hatással kell, hogy legyen a 
szabályalkotók, az ellenőrzéssel, a fejlesztéssel, sőt az orvosi 
diagnosztikával foglalkozó szakem berek m unkájára , gondolkodására  is. 
Az élelmiszerallergénekre vonatkozó jelölési kötelezettség célja 
egyértelmű és messzemenően tám ogatandó, amely az ilyen 
rendellenességtől szenvedő em berek védelm ét szolgálja. Másrészről 
viszont, ha a módszerek a m unkálatok során bem uta to tt  eltérések és 
hibák kezelésére nem lesznek alkalmasak, s ennek következtében sem a 
gyártó, sem a fogyasztó, sem a hatóság kezében nem lesz eszköz 
állításának igazolására, végső soron pedig a fogyasztók védelmére. 
Amennyiben, illetve amíg az analitikai módszerek korlátái nem teszik 
lehetővé a ha tá rértékek  megbízható ellenőrzését, m egfontolandó a 
szabályozás igazítása a jelenlegi analitikai valósághoz és lehetőségekhez. 
A m érhe tő  fehérjekoncentrációban  bem uta to tt  csökkenés okainak 
feltárásával, magyarázatával lehetőség lesz a m intam átrix  típusokra 
vonatkozó dedikált m intaelőkészítési eljárás kidolgozására. Ugyancsak a 
fehérjedenaturáció  jellegének azonosítása szükséges ahhoz, hogy az 
immunanalitikai m ódszerek felhasználási korlátáit meghatározzuk.

A

4. ábra: A feldolgozás hatása a 10 ppm gliadint tartalmazó mintáknál 
három különböző ELISA teszt (А, В, C) esetében

Köszönetnyilvánítás
A kutatóm unka az EU 6. Keretprogram ja által létrehozott M oniQA 

Kiválósághálózat (FOOD-CT-2006-036337) anyagi és szakmai tám oga­
tásával valósult meg. Köszönjük Dr. Gelencsér Éva és a Központi 
Élelmiszer-tudományi Kutatóintézet Élelmiszer-biztonsági Főosztály
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m unkatársa inak  szakmai tám ogatását. M unkánk kapcsolódik a 
„M inőségorientált,  összehangolt oktatási és K + F + I stratégia, valamint 
működési modell kidolgozása a M űegyetem en” c. projekt szakmai 
célkitűzéseinek megvalósításához (TÁMOP-4.2.1/B-09/1/KMR-2010- 
0002)
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Az élelmiszeralíergének mérésének lehetőségei ma -  
kihívások, megoldások, a fejlesztés irányai

Ö sszefoglalás
Az élelmiszerekkel szemben jelentkező túlérzékenységi reakciók 

(allergia, intolerancia) a népesség egyre növekvő hányadát érintik. Ezen 
betegségek egyetlen hatékony kezelési módja az érzékenyítő 
kom ponensek étrendből tö rténő  teljes elhagyása. Az EU jelenleg 14 
olyan allergén kom ponenst tart számon, melyek jelölése kötelező az
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élelmiszerek csomagolásán. A szabályozás betartásához megfelelő 
technológiára és ennek tám ogatására  érvényesített (validált) analitikai 
módszerekre van szükség. Napjainkban az allergének m érésére  az 
immunanalitikai m ódszerek (ELISA, LFD) a legelterjedtebbek. Ezen 
módszerek fejlesztése és validálása több nehézségbe ütközik. A reakciót 
kiváltó fehérjék összetétele nem minden esetben ismert, valamint nem 
állnak rendelkezésre  sem referencia-anyagok, sem referenc ia ­
módszerek. Em ellett a feldolgozási folyamat hatásait is meg kell ismerni 
és figyelembe kell venni. A problém am egoldás egyik iránya allergén 
fehérjét deklarált mennyiségben tartalm azó feldolgozott é lelmiszer­
mátrix fejlesztése, mely kutatásaink egyik fő célja. Siker esetén a 
mintamátrix referencia-anyagként is használható, melynek segítségével 
lehetőség nyílik a feldolgozási folyamat hatásainak vizsgálatára, 
valamint a kereskedelmi forgalomban kapható  ELISA tesztek 
összehasonlító elemzésére is.

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

Abstract
Hypersensitivity reactions (allergy and in tolerance) triggered by 

certain food proteins affect an increasing rate of population. The only 
effective t rea tm en t of these illnesses is the total avoidance of the 
problem atic proteins from p a tien t’s diet. At the m om ent the labelling 
regulations of E uropean  Union defines 14 foodstuffs or com ponents 
which are responsible for the highest num ber of these cases. In order  to 
comply the regulation, right technological solutions and validated 
analytical m ethods 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 m ethods cause many 
challenges. The compositions of allergenic proteins are not well- 
defined, furtherm ore  neither reference m aterials nor reference m ethods 
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 developm ent of 
incurred real food matrices which contains dedicated am ount of 
allergenic protein, which was the main goal of this work. These model 
matrices can be used as incurred reference material (IR M ) 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 o ther analytical methods.
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