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A taplalékallergiaban és taplalékintoleranciaban szenvedd betegek szama
szerte a vilagon, igy hazdnkban is folyamatosan né. Az emelkedd tendenciat
az iparosodas, a novekvd kornyezetszennyezés, a novényvédoszerek, az
élelmiszerek eldallitdsanal és tartositasanal alkalmazott eljarasok szerepén
kiviil a diagnosztikai mdédszerek fejlédése is magyarazza.

Hazankban — a tej, a tojas és a sz0ja utan — a gabonafehérjék okoznak
leggyakrabban allergias megbetegedéseket. A betegek szamara a tiineteket
kivalté allergének és intolerancia faktorok elkeriilése csak allergénmentes
élelmiszerek fogyasztasaval valhat lehetové.

1. Irodalmi attekintés

A gabonafélék 6sid6ktSl fogva nagy szerepet jatszanak a human
taplalkozasban, fontos vitamin-, asvanyi anyag- és komplex szénhidrat-
forrasaik, illetve élelmirost-tartalmuk révén.

A népesség egy szlik hanyadanal viszont a gabonafélék fogyasztasa koros
immunologiai folyamatokat indithat el, amelynek kovetkeztében colidkia
(gluténszenzitiv enteropathia), illetve gabonaallergia (gluténallergia)
alakulhat ki. Gabona-allergia esetén a glutén €s a toxikus prolaminok az
IgE kozvetitésével tulérzékenységi reakciot valtanak ki. Az IgE antitest a
szervezetbe bekeriilt allergénekhez kotddik, hisztamin kibocsatast mas
gyulladasos reakciot vagy egyéb allergias reakciot okozva (Paraf, 1992).

A colidkia a buazdban, az 4arpaban, a rozsban és a zabban 1év§
prolaminokkal (gliadinok és gluteninek) szembeni egész életen at tartd
intoleranciat jelent. A gliadint és a glutenint glutén fehérjéknek is nevezik.
Colidkia esetében a fenti gabonafélék tartdés fogyasztisa a vékonybél
bolyhainak teljes pusztuldsat okozza, aminek kovetkezménye a kiillonb6z4
tdpanyagokra és vitaminokra nézve sudlyos felszivodasi zavar,
hidnyallapotok kialakuldsa (Polgar, 2005; Nékam, Szemere, 1994). Ezért az
érintett betegeknek étrendjikbél mellézni kell a buazat és a tobbi
keresztreagal6 gabonafajtat (rozs, arpa, zab), illetve ezek szarmazékait.
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Potencidlis alapanyagként a nem keresztreagdldé gabonafélék kozil a
rizs, kukorica és néhany pszeudoceredlia (amarant, hajdina) alkalmazésara
keriilt eddig sor. A hantolt hajdina és amarant élelmirost-tartalma jelentds,
fehérjéjik gyakorlatilag glutént nem tartalmaz, ezért alkalmasak a
gluténmentes élelmiszerek tapértékének kiegészitésére vagy tapértékének
novelésére (Léder, 2005).

A FAO/WHO Codex Alimentarius Taplalkozastudomanyi és Kiilonleges
Céla Elelmiszerek Bizottsaga (CX/NFSDU) szerint az élelmiszerekben és
€lelmiszeralkotokban a glutén mennyiségi meghatarozisa ellenanyagra
alapozott immunolégiai moddszerekkel ajanlott (pl. ELISA); alternativ
modszerként pedig a DNS alapt meghatarozas javasolt.

Az alkalmazott modszer érzékenységének legaldbb 10 mg/kg glutén-
tartalom kimutatdasat kell biztositania a termékben szirazanyagra
vonatkoztatva.

2. Célkitazés

A célkitlizések kozott szerepelt annak a vizsgdlata, hogy milyen
biztonsaggal ismerhet6 fel a prolamin frakcion belill a gliadin/gliadin
epitop allergén, a rendelkezésre 4llo fehérje alapti immunanalitikai
modszerekkel (poliklondlis gliadin-specifikus nyal IgG, Western-blott
analizis) a hazai buzafajtdkban, a velik keresztreagdlé ¢és nem-
keresztreagdlo gabondkban/pszeudocerealidkban. A mért eredmények
alapjan célszert ezen modszerek érzékenységét €s specifitasat jellemezni.
Tovabbi cél arra irdanyult, hogy a szilardfazisu enzimjelzéses moddszerek
(poliklonalis gliadin-specifikus nyul IgG, illetve monoklonalis w-gliadin-
specifikus egér IgG) mennyire megbizhatéan mikodnek technoldgiai
hatasnak kitett kereskedelmi mintak és szdndékosan kontaminalt
gliadinmentes hékezelt kenyérmodellek esetében.

3. Anyagok és modszerek
3.1. Gabonik és pszeudocerealiak

A kisérletben felhasznalt gabona (btza, arpa, rozs, zab, tritikalé,
kukorica, rizs és hajdina) mintdkat a Szegedi Gabonatermesztési Kutato
Kht. biztositotta. Az amarant mintak koziil az Amaranthus moleros Roza
és az Amaranthus cruentus Maros Marazné dr. Szab6 Lilla nemesit6tdl,
mig az Amarathus hypochondriacus Edit a Klorofill Bt.-t8] szarmaztak.
Minden fajtidbdl 3-3 parhuzamos minta megdérolés, majd finomliszt
mindségre szitdlds utan kertlt vizsgalatra (1. tablazat).
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1. tablazat: Gabonak és pszeudocerealiak

psz%ﬁggggl!z;fiék Kod elll;ea\glzlés Kod el;J:Jégés Kod elkgségés

Buza B1 | T. spelta B2 | T. durum B3 | T. aestivum

Arpa Al | H. vulgare A2 | H. vulgare A3 | H. vulgare

Rozs Rol | S. cereale Ro2 | S. cereale Ro3 | S. cereale

Zab 71 |Avena nuda | 72 |Avena sativa 73 | Avena sativa

Tritikalé T1 | Triticale T2 | Triticale T3 | Triticale rimpaui
rimpaui rimpaui

Rizs R1 | O. sativa R2 | O. sativa R3 | O. sativa

Kukorica K1 | Zea mays K2 | Zea mays K3 | Zea mays

Amarant Al |A. moleros A2 | A. cruentus A3 | A. hypochondriacus

Hajdina H1 | Fagopyrum | H2 | Fagopyrum H3 | Fagopyrum
esculetum esculetum esculetum

3.1.1. Kenyérmodellek eloallitdsa

Az alapanyagokat és a kenyérmintdkat a Dunakenyér Siitdipari és
Kereskedelmi Rt. bocsatotta rendelkezésre (2. tablazat). A gliadinmentes
kenyér eldallitdsakor az alapanyagok (rizsliszt, kukoricakeményitd,
burgonyapehely, sé, cukor, diszndzsir, tojaspor, éleszts, 25 °C-os viz)
Osszekeverése utdn tésztat dagasztani kellett, majd formdba téve kisiitni
220 °C-on 15-20 percig, majd 175-180 °C-ra csokkentve a hdmérsékletet 90
percig. A kész kenyerek 6-8 6ra alatt hiltek ki. Ezt kovetéen a kenyerek
darabolva és szaritva keriiltek Orlésre.

A Dbuzaliszttel, illetve rozsliszttel szennyezett kenyerek egy adott
gyartastechnologia alapjan késziiltek a gliadinmentes kenyér gyartasa soran
fellépd kritikus kontaminacids pontok figyelembevételével (pl. szennyezett
dagasztd, szennyezett forma, vagy mindkét szennyezés egyiitt, illetve
szaritaskor felléps szennyezés) (1. 4bra). Ezeknél a kritikus pontoknal
szandékos volt a szennyez6dés (3000 ug/g glutén mennyiség).

Negativ  kontrollként a  kereskedelemben forgalomba kerild
gliadinmentes kenyér keriilt felhasznalasra. Pozitiv kontrollként pedig a
kereskedelemben kaphaté buza és rozskenyerek szolgédltak alapul. Az
utobbi két kenyér gluténtartalmanak hdhatasra bekovetkez6 mennyiségi
valtozasa képezte a vizsgélat targyat.
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2. tablazat: Eloallitott kenyérmodellek és alapanyagaik

Minta
SOr-
szam

Vizsgalt mintak megnevezése

Gliadinmentes kenyér (lizemben szaritaskor szennyezve)

2. |Gliadinmentes kenyér (buzakenyér tarold helységben széritaskor szennyezve)
Gliadinmentes kenyér: dagasztas (mosott dagasztd buza utdn) + siités:
3. szennyezett forma
4 Gliadinmentes kenyér: dagasztis (mosott dagasztd biza utan)+ siités: tiszta
" |forma
Gliadinmentes kenyér: dagasztds (szennyezett dagaszt6 buiza utan) + siités
5. szennyezett forma
Gliadinmentes kenyér: dagasztés (szennyezett dagaszt6 biiza utdn) + siités
6. tiszta forma
Gliadinmentes kenyér: dagasztas (mosott dagasztd rozs utan) + siités
7. szennyezett forma
Gliadinmentes kenyér:dagasztas (mosott dagaszto rozs utdn) + siités tiszta
8. forma
Gliadinmentes kenyér :dagasztds (szennyezett dagasztd rozs utin) + siités
9. szennyezett forma
10 Gliadinmentes kenyér :dagasztés (szennyezett dagasztd rozs utan) + siités tiszta

forma

K
R
1

szarftas : : valo szaritas
I

1. gyértdsor ‘ ‘ 2. gyartésor ‘ ‘ 3. gyartésor ‘
1L : szennyezett 1
| dagasztéban |

Szaritas

SzAaritas

X T Tiszta forma
(L.minta)__11___(2. mlnta)_ ___________ I : Szinnyezett ; ! ibuZa/
l | | Tiszta forma [ bR rozskenyér
j Szennyezettforma y | i oscenyer | | (bGzalrozskenyér |  HtAsAbo|
l (bazalrozskenyér | srtasabol ! gyartasabo
g artasabol | gyartasabol : gy{:\rtasa_ o 1 szarmazik)
g gye ; : szarmazik) | SETEALY) (6. és 10. minta)
y | EEImEELS) (4.6s8. minta) | | (5-€s9.minta) | ' '
1 (3.6s7.minta) e L
] I

]
: = Kontaminacio
1 helyeinek jelolése

»

1. abra: Kontaminacidés pontok tervezése gliadinmentes kenyerek

gyartasanal
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3.2. Vizsgalati modszerek

3.2.1. Poliklonalis ellenanyag alapu kompetitiv indirekt ELISA
(Enzyme- Linked Immunosorbent Assay)

s s

€s az antigénnel szemben specifikus ellenanyag keriil. Az ELISA lemezen
igy kialakult immunkomplex meghatdrozdsa egy masodik, peroxidaz
enzimmel jelzett ellenanyag segitségével torténik. A szubsztrat hozzaadasat
kovetden létrejovl szinreakcid ELISA fotométerrel keriil értékelésre. A
mért abszorbancia értékbdl, ismert koncentraciojd standard gorbe
felvételével az ismeretlen minta gliadin tartalma meghatarozhatd, mely a

szinreakcido mértékével forditott aranyban all.

3.2.2. Monoklonadlis ellenanyag alapit szendvics ELISA

A szilard fazishoz kotott monoklondlis ellenanyag a mintdban levo
antigénnel immunkomplexet képez, mely enzimmel jelolt, antigénre
specifikus ellenanyag segitségével szinreakci6 form4jaban keriil
megjelenitésre. A keletkez6 immunkomplex mennyisége aranyos a
szinintenzitassal. Jelen esetben a hdstabil w-gliadinok kimutatdsa Gluten
Assay Kit-et (Tepnel, Biokits) alkalmazéisaval valosult meg.

3.2.3. Western blott

A Western blottot a fehérjék vizsgalatara dolgoztdk ki. Az
elektroforetikusan szétvalasztott komponenseket szilard hordozoéra
(nitrocelluléz vagy PVDF membran) viszik at, ahol a vizsgdland6 fehérje
ellen termeltetett antitestek (jelen esetben poliklonalis a-gliadin nyul IgG
szérum) specifikusan ismerik fel a fehérje-alegységet. Az immunkomplex
szintén egy enzimmel jelzett méasodik ellenanyag segitségével szines
savként jelenithetd meg. A kisérletek Western Breeze Chromogen Kit
leirasa alapjan valdsultak meg.

4. Eredmények és értékelésiik

A gliadin specifikus kompetitiv indirekt ELISA moddszerrel csak a buza
€s tritikdlé mintakban volt kimutathaté a gliadin. Irodalombol az is
ismeretes, hogy a rozs, arpa, zab keresztreagaldo gabonaféle, mivel a
buzaval, tritikaléval azonos epitOpokat tartalmaz. A poliklonalis ellenanyag
a gliadinok széles spektrumat, vagyis a a- B- y- o- gliadin frakcidkat is
egyarant érzékeli. Ennek kovetkeztében a poliklondlis ellenanyag nem
egyforma mértékben és a gabondk nem egy ugyanazon részein ismeri fel a
gliadinnal keresztreagald prolamin alegységeket.
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A keresztreagalo gabonédkban (rozs, drpa, zab) kozos gliadin epitépokat
a rendszer emiatt nem érzékelte (2. dbra). Csupan a fehérjék SDS-PAGE
elvalasztasa utan végzett Western blottal sikeriilt azonositani ezeket a
modszer érzékenységének kodszOnhetéen. Az immunblott alapjan lathato,
hogy a gliadin frakciék tobbségét tartalmazza a buza és a tritikdlé. A
keresztreagalok pedig csak egy-egy frakcioval mutatnak keresztreakciot.

gliadin mB1, &1, Rol, 71, T
mennyiség
(mg/ml)

mE2, A2, Ro2, 72, T2

O3, A3, Ro3, I3, T3

Hazai buzafajtak és keresztreagalo
gabonak

2. abra: Hazai buzak és keresztreagal6 gabonak gliadin tartalma

A szandékosan gluténnel szennyezett gliadinmentes kenyér-modellekben
poliklonalis anti-gliadin nyul IgG szérummal felismert gliadin-mennyiség
nem volt kimutathato. A h@stabil omega-gliadinra alapozott mddszerrel a
szennyezés mérhetdvé valt, de hatarérték alatti volt (3. tablazat), amely a
kitben levo belsd, gluténnel szennyezett keményitd kontrollok segitségével
keriilt meghatarozasra. A  kereskedelemben kaphaté buza- és
rozskenyerekben a glutén mindkét moddszerrel kimutathatd volt, de a
méréstartomanyon kivill esd lényegesen magas értéket mutatott (4.
tablazat), amely mar a coOlidkids betegek szdmara toxikus glutén-
koncentraciot jelent.

3. tablazat: Gliadinmentes kenyérmodellek
technologiai szennyezésének vizsgalata

1. Indirekt kompetitiv |Szennyezés nem mérhetd

gliadin-ELISA (egyik mintdnal sem)
2. Direkt szendvics Szennyezés mérhetd

o-gliadin ELISA (<150 ng/g glutén mennyiség minden minta esetében)
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4. tablazat: Kereskedelemben kaphato6 biiza- és rozskenyerek
glutén tartalmanak meghatarozasa

1. Indirektkompetitiv Nagy gluténtartalom
gliadin-ELISA (>400 ng/g -nél nagyobb érték)
2. Direkt szendvics Nagy gluténtartalom
o-gliadin ELISA (>400 ng/g -nél nagyobb érték)

5. Kovetkeztetések

A nyers élelmiszerekben a prolaminok keresztreaktivitasanak
elemzésénél a Western immunblott mddszer tobb informéaciot mutatott az
ELISA moddszerekkel szemben. A hdkezeléses modellekben a glutén
szennyez€s kimutatdsa hdstabil o-gliadinra alapozott ELISA moddszerrel
hatékonyabbnak bizonyult.

Az allergének jelolésénél a molekuléaris informaciok nélkiilozhetetlenek,
melyek még tovabbi kutatast igényelnek.

6. Koszonetnyilvanitas

Eziton szeretnék koszonetet mondani Dr. Gelencsér Eva
fGosztalyvezets asszonynak (KEKI, Biolégia Osztily) és Takdcs Krisztina
tudomanyos segédmunkatarsnak (KEKI, Biolégia Osztaly), valamint Dr.
Mardz Anna tanszékvezeté asszonynak (BCE, ETK Mikrobiolégia és
Biotechnoldgia Tanszék) a szakmai utmutatasért, illetve mindazon
intézményeknek és szervezeteknek, amelyek a vizsgalatok elvégzéséhez a
mintakat biztositottak.
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Immunanalitikai modszerek a gliadin,
mint baza allergén kimutatasara

Hazankban a tej, tojas és szOja utian a gabonafehérjék okoznak
leggyakrabban allergias megbetegedéseket. A vizsgalatok célkitiizése arra
iranyult, hogy a kereskedelmi forgalomban 1évd, illetve laboratériumi
fejlesztés alatt all6 immunanalitikai moddszerek mennyire specifikusan
ismerik fel a buza egyik allergén komponensét a gliadint és a vele
keresztreagdl6 fehérjéket a hazai buzafajtdkban, gabondkban ¢és
pszeudocerealidkban. A mérések poliklonalis ellenanyag alapt kompetitiv
indirekt ELISA-val valOsultak meg. Az eredmények igazolasara Western
blott analizis keriilt alkalmazéisra. Vizsgalatok targyat képezte tovabba a
hékezeléses technoldgia hatdsanak felmérése a gliadin-kimutatas
érzékenységére vonatkozdan szdndékosan gluténnel szennyezett kenyér-
modellekben és ipari mintdkban. A hdstabil o-gliadinok a monoklonalis

ellenanyag alaptu Gluten Assay Kit-tel kertiltek kimutatésra.

Immunanalytical Methods for the Detection of
Gliadin as Wheat Allergen Protein

In Hungary food allergy is caused most frequently by cereal proteins
after milk, egg and soy bean proteins. This research work is directed to the
specificity of different immunanalytical methods for the detection of
gliadin and also the cross-reactive proteins. For these investigations
Hungarian wheat species, other cereals and pseudocereals were used.
Measurements were made by polyclonal antibody-based competitive,
indirect ELISA (Enzyme- Linked Immunosorbent Assay) then the results
were verified by Western blot. Regarding to the sensitivity of gliadin
detection, the effect of heat treatment was analyzed on industrial samples
(wheat bread, rye bread, gliadin-free bread) and intentionally gluten-
contaminated bread models. In this case the monoclonal antibody based
Gluten Assay Kit was used to detect the heat-stable w-gliadins.
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