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ABSTRAKT
Abstrakt slovensky

Vsade pritomnost’ alergénov v I'udskych potravinach spojena s I'udskou informovanost'ou o
potravinovej alergii zaruuje vhodné preventivne opatrenia na ochranu citlivych
spotrebitel'ov pred neziaducim obtaZovanim potravinovou alergiou. Pokusy o0 znizenie
alebo odstranenie potravinovej alergie cez spracovanie potravin sa stretlo s réznymi
vysledkami. Dévodom pre pouzivanie spracovania potravin znizenim alebo odstranenim

alergenicity a obmedzenie pri pouZzivani tohto pristupu su opisané v tejto praci.

KTlacova slova: Potravinova alergia, alergén, spracovanie, teplota

ABSTRACT
Abstrakt v anglickom jazyku

The ubiquitous presence of allergens in the human food supply coupled with increased
awarencess of food alleries warrants undertaking appropriate preventive measures to
protect sensitive consumers from unwanted exposure to offending food allergens. Attempts
to reduce or eliminate food allergenicity through food processing have met with mixed
results. The rationale for using food processing to reduce or eliminate allergenicity and

limitations to using this approach are diescribed in this thesis.

Keywords: Food allergy, allergen, procesing, temperature
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UvVOoD

Vicsina T'udi pestru stravu zvlada bez problémov. Potravina a jej vplyv na zdravie
jedinca je téma velmi Casto diskutovand vo vzdelavacich prostriedkoch a je preto
pochopitelné, ze az 20 % l'udi svoje zdravotné tazkosti dava do suvislosti s prijmom
potraviny. AvSak nie kazdy zdravotny problém vyvolany pozitim potravy musi znamenat,
ze ¢lovek ma na danu potravinu alergiu, ale U malého percenta 'udi vSak urcité potraviny
alebo zlozky potravin mézu vyvolat’ G¢inky v rozsahu od miernej reakcie az po tazské
alergické reakcie. Alergia na potraviny sa stava chorobou storocia, predstavuje vyznamny
zdravotny, ekonomicky a spolensky problém u nas aj vo svete. Je fenoménom, vyznam

ktorého V poslednej dobe stale narasta.

Na rieSenie tohto problému sa podiel’a viacero odbornychm narodnych, eurdpskych
a svetovych spolo¢nosti. V porovnani s toxickymi latkami, ktoré ohrozuju vSetkych
konzumentov potravin, su alergény rizikové len pre urciti skupinu konzumentov. Preto
nemozno potraviny s obsahom alergénnych zloziek povazovat za zdraviu Skodlivé. Je vSak
vhodné oboznamit spotrebitel'a na pritomnost alergénu v potravine. Alergia moze
postihnit’ kohokol'vek bez ohl'adu na vek, pohlavie, rastu alebo socialno-ekonomického
statusu. Vo vSeobecnosti je zndme, ze alergia sa vyskytuje CastejSie u deti, ale prvy vyskyt
sa mdze stat’ v kazdom veku alebo sa bude opakovat po mnohych rokoch remisie.
U citlivych os6b mozu vel'mi dolezitu ulohu zohrévat’ faktory ako si hormodny, stres,

faj¢enie alebo drazdivé zlozky zivotného prostredia.
Liecba tohto civilizacného ochorenia je pomerne zlozita, avSak daju sa vSak
minimalizovat’ jej prejavy. Zakladnym pravidlom minimalizacie je vyhybat’ sa kontaktu s

alergénom a dolezité presné oznacenie na obale vyrobku.
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. TEORETICKA CAST
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1 ZAKLADNE POJMY TYKAJUCE SAALERGIE

Prvy krat pojem alergia pouzil viedensky pediater Clemens von Pirguet v roku 1906. U
svojich pacientoch si totiz prvy krat v§imol zvlastne reakcie na rozne druhy latok, medzi
ktoré zaradil aj niektoré potraviny [1]. Neziaduca reakcia na potraviny moze byt spdsobena
alergiou na potraviny alebo potravinovou intoleranciou. Alergia je vo vsSeobecnosti
fyziologicka reakcia sposobend, ked’ imunitny systém chybne identifikuje bezne neskodné
latky ako Skodlivé pre telo. Alergia je vo svojej podstate “porucha imunity” ked’ normalne
neSkodné latky funguju negativne ako alergény, a su napadané imunologickou obranou

organizmu [2].

1.1 Potravinova alergia

Termin potravinova alergia (alergia na potraviny) sa pouziva vel'mi vol'ne a vel'mi
Casto sa nespravne vztahuje na mnohé nepriaznivé reakcCie na potraviny, ktoré nie su v
pravom zmysle slova alergia. Nepriaznivé az Skodlivé reakcie na potraviny sa daja rozdelit

na dve skupiny — na reakcie toxické a netoxické (obr. 1) [3].

gkodlivé reakcie

< p

toicke netoxické
pntrTwmﬁ potraninoys
alergiz intolerancia
(neznaganlivost)
| = Giastou IgE | | hez Easti IgE

Obr.1 Prehlad nepriaznivych (skodlivych) reakcii na potraviny

Potravinova alergia je len z Casti pri¢inou neZiaducich reakcii na potraviny. Definicia

potravinovej alergie musi spiiiat’ nasledné predpoklady. Za prvé musi ist o Klinicky
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reprodukovatel'nti reakciu na doty¢nu potravinu, alebo jej sucast’ a za druhé musi byt

preukazana patologicka imunitna reakcia [4].

Potravinova alergia je abnormalna reakcia tela na urCiti potravinu. Imunitny systém
chrani organizmus pred vplyvom Skodlivych cudzich bielkovin vyvolanim reakcie na jej
eliminaciu. Ddlezité je, Ze potravinova alergia sa odliSuje od potravinovej intolerancie,
ktora nema vplyv na imunitny systém, aj ked’ niektoré priznaky mozu byt’ spolocné [1].
Potravinova alergia sa vyvija u jedincov s vrodenou predispoziciou a vplyvom vnutornych
faktorov, ktoré ovplyvituji rozvoj precitlivenosti (nezrelost’ imunitného systému traviaceho
traktu alebo jeho sekundarny deficit napr. po ¢revnej infekcii atd’). U postihnutych jedincov

dochadza po opakovanom poziti k rozvoju patologickej imunitnej reakcii [5].

1.1.1 Alergicka reakcia

Reakcie pri poziti potraviny st vel'mi pestré a st vyvolavané réznymi pri¢inami.

Reakcie na potraviny mozno delit’ na:

e Imunologicky podmienené reakcie — reakcia okamzitej precitlivenosti
sprostredkovana IgE protilatkami, bunkovy typ reakcie sprostredkované

senzibilizovanymi T-lymfocytmi.

e Neimunologicky mechanizmus — navodeny pochybenim enzymu, tzv.
idiosynkrazia, reakcia na pridavné latky, reakcia na histamin alebo tyramin
v potrave (napr. Vv makrelach, bananoch, syroch, jahodach, cokolade,

ananasu atd.) [6].

Vlastna alergicka reakcia spoCiva vtom, Ze imunitny Systém reaguje tvorbou
protilatok (bielkovin, ktoré sa Specificky naviaZzu na alergén a tak ho deaktivuju a vylacia
Z organizmu). Existuji rozne typy protilatok, jedna z nich, ktora vyvoléva alergickl reakciu
na potraviny, je oznacovana ako IgE (imunoglobulin E). Protilatka IgE sa sama naviaZe na
alergén a vyvoldva alergicki odozvu. Pri alergickej reakcie zaistuje IgE uvolnovanie
signalnych molekul do krvného riecista, ¢im okamzite vyvoldva symptomy typické pre

potravinovu alergie [7].
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1.2 Potravinova intolerancia

Pri potravinovej intolerancii je postradatel'na latka alebo latky, ktoré v organizme
napomahajl pri spracovani potravin. V pripade pozitia Skodlivej zlozky potravin telo nie je
schopné spracovat’ danti potravinova zlozku a dostavuje sa netypicka reakcia organizmu
(zvracanie, hnacka, davenie, kozné prejavy, plynatost’, bolest’ brucha alebo kic¢e). Latkou,
ktora telu chyba, alebo ktorej ma telo nedostatok, vd¢$inou byvaju enzymy Stiepiace
intolerantnu zlozku. Potravinova intolerancia je ovela CastejSia ako potravinova alergia.
Mnohy l'udia si myslia, ze maju potravinova alergiu na urciti potravinu. V skutoc¢nosti

vSak len asi 1 % (u deti asi 5 %) trpi na alergiu [8].
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2 PREHLAD ALERGIZUJUCICH POTRAVIN A ICH PREJAVY

Potraviny sa skladaju zo zakladnych latok: bielkovin, cukrov a tukov. Alergén je
povazovany za latku, ktora sa dostane do tela a pri styku s bunkami imunitniho systému
vyvolava alergicku reakciu [9]. St to latky prevazne proteinového alebo glykoproteinového
charakteru s molekulovou hmotnostou zvycajne 5 — 100 kD. Za istych okolnosti sa vSak
alergénom mozu stat’ aj latky nebielkovinového charakteru (sacharidy, lipidy alebo
anorganické latky) [10]. Potravinové alergény su latky, ktoré sa nachédzaji v roznych,
Casto beznych potravinach. Mozno ich rozdelit na alergény rastlinného povodu a
zivocisneho povodu. V oboch druhoch potravin sa mézu vyskytovat’ r6zne druhy aditiv.
V potravinach rastlinného povodu sa moézu vyskytovat’ alergény pochadzajiuce z réznych
obilnin, strukovin, orechov a semien, ovocia, zeleniny a rézneho korenia. Medzi
najCastejSie alergény zivoc¢isSneho pdvodu patria ryby, kraby, krevety, ale aj produkty

hovédzieho dobytku (hlavne mlieko), prasiat a tak isto aj slepacie vajcia [6].

2.1 Aditiva ako potravinové alergény

Moderna doba, sucasny zivotny §tyl a stravovacie navyky klada vysoké naroky na
rychlost’ a jednoduchost’ pri priprave beznych pokrmov [5]. Do komercne pripravovanych
potravin sa na zvySenie trvanlivosti, zlepSenie farby, chute, vone alebo konzistencie
pridava mnozstvo latok (prirodnych alebo syntetickych), ktoré sa sthrne nazyvaju aditiva.
Aditiva podobne ako samé potraviny mozu vyvolat neziaduce reakcie: alergicky
sprostredkované IgE (napr. Cerven pridavana do mésa) i nealergické farmakologické (napr.
tartrazin). Diagnostika na tieto pridavné latky je mimoriadne zlozita, pretoze ich
pritomnost’ sa nie vzdy da zistit’. Tieto latky by na potravinach mali byt ozna¢ené nazvom
alebo kodom aditiva. V stcasnosti je znamych viac ako 3 000 takto deklarovanych latok.
Patria sem farbiva, konzervacéné latky, prichute “zjemnovace”, latky zlepSujuce
konzistenciu potravin [10,11]. Priemerny jedinec skonzumuje ro¢ne asi 4,5 kg
potravinovych prisad, ¢o je asi dvakrat viacej ako pred tridsiatimi rokmi. Behom Zivota

zjeme priemerne 60 — 65 ton jedla z toho asi 280 kg potravinovych prisad, tzv.““é¢iek* [11].

V EU sa aditiva oznatuju ako ,,E“ spolu s trojmiestnym ¢&islom medzinarodneho
¢iselného systému. Vyrobcovia sa musia riadit’ podl'a smernice Eurépskeho Parlamentu a

Rady 2003/89/ES, ktoré predpisuju aj ich povolenu koncentraciu. Pouzivanie aditiv je
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prisne kontrolované [12]. Medzi d’alSie alergénne zlozky potravin patri oxid siri€ity,

siri¢itany a niektoré enzymy [11].

Tabulka ¢.1: Vhodné a nevhodné potraviny z hladiska moznosti vyvoja alergie [13].

Vhodné

Nevhodné

Zelenina: zelena uhorka, cuketa, patizon,

Mlieko: kravské, kozie, ovéie, mlie¢ne

baklazan, fenikel, mrkva, kalerab, Spenat, vyrobky
cvikla, por, karfiol, tekvica, brokolica, Vajcia
ruzovy kel
Séja aj s6jové mlieko
Ovocie: hrusky, sladké jablka, melon, Ryby: morské aj sladkovodné

ceresne, hrozno, slivky, marhule, banan

Obilniny: ryza, proso, ovos, kukurica,

jacmen

Miso: tudeniny, vyrobky obsahujuce

konzervované miso

Miso: hydina, hovédzie maiso,

jahnacie, kralik

Zelenina: zeler, kel, Sampindny, cibul’a,

red’kvicka, chren, ribezle

Napoje: ¢aj, Salvia, Cierna baza, fenikel

Ovocie: citrusové a exotické ovocie,

jahody, egrese, ribezle

Ovocné $tavy: jabl¢na, hruskova hroznova

Orechy: arasidy, vlasské, pistacie, mandle,

lieskové, keSu

Oleje: rastlinné, kukuri¢ny, sezamovy,

olivovy

2.1.1 Potraviny nového typu a alergia

Sladkosti: ¢okolada, kakao, med

Koreniny

Existuje vel'a literarnych druhov o postojoch spotrebitel'ov ku GM potravinam, a to

zvlast v Eurdpe. Prijatelnost GM potravin pre spotrebitela urcuje rada faktorov. Vela
obav u spotrebitelov tykajucich sa GM potravin suvisi s neistotou, pokial’ ide o dlhodobé
ucinky na zdravie obecne, vratane zvySeného alergizujiceho potencidlu pri vneseni

proteinu nového typu do potravinového retazca. Prikladom tohto je 2S albumin z para
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orechov, na ktory je rada spotrebitelov alergicka a ktory bol pouzity v transgennej soji.
Hoci procesom génovych modifikacii sa m6ézu vnaSat do potravin nové alergizujice
proteiny, moze sa tento proces vyuzit k odstraneni existujucich (pritomnych) alergénov.
V stcasnej dobe nie je zname, ¢i by boli spotrebitelia ochotni kupovat’ a konzumovat’ tieto
hypoalergénne potraviny, alebo ¢i by prijatel'nost’ pre spotrebitel'ov zavisela na tom, ako

zavazna je U spotrebitel’a alergicka reakcia [14].

2.2 Potravinové alergény zZivoc¢iSneho a rastlinného povodu

Alergie m6ézu vyvolat' v podstate vSetky druhy potravin alebo zlozka potraviny.
V Eur6pe vsak bolo stanovenych 14 potravinovych alergénov, ktoré predstavuju vacsinu
potravinovych rizik a z toho dovodu podliehajt legislativnemu oznaceniu [7]. V prilohe III
smernice 2000/13ES je stanoveny zoznam zloziek potravin, ktoré musia byt uvedené na
etiketach potravin, pretoze mézu u citlivych 0s6b vyvolat' neziadice reakcie. Do tohto

zdznamu su radené:
e Vajcia
o Zeler
e Obilniny obsahujuce gluten
e Ryby

e Lupina (strukovina rodu Fabacea)

e Mlieko

o Mikkyse
e Horcica
e AraSidy

e Sezamové semeno

e Musle

e Soja

e Oxid siriCity (pouZivany ako antioxidant a konzerva¢né c¢inidlo, napr. suSené

ovocie, vino, spracované zemiaky)
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e Orechy [15].

2.2.1 Zivo&iSne potravinové alergény

Ako uz bolo uvedené v predchadzajucej kapitole, medzi zivoCiSne potravinové
alergény patria ryby, kraby, krevety, produkty hovidzieho dobytka (hlavne mlieko), prasiat

a tak isto aj slepacie vajcia [6].

2.2.1.1 Ryby

Potravinova alergia na miso morskych ryb je zndma uz zo zaciatku modernej
alergologie. Alergia na ryby sa vyskytuje najCastejSie v dospelosti, ale rovnako moze
postihnit’ aj deti. Je velmi Casto aj celozivotnd [16]. Morské ryby spdsobuju alergické
reakcie CastejSie ako sladkovodné ryby. Alergény ryb su vo vSeobecnosti bielkoviny
rybieno misa. Hlavny ryby alergén je protein viazuci kalcium — parvalbumin [10].
Alergicku reakciu moézu vyvolat’ nizkomolekularne latky, napriklad histamin, Ktory moze
byt uvolfiovany v rybacich konzervach. Histamin je amin vznikajuci dekarboxylaciou
histidinu. Klinicky obraz pri alergii na histamin je rovnaky, ako pri klasickej alergii,
pretoze (endogénny) histamin sa podiel'a na vSetkych alergickych reakciach, na ktorych sa

ucastni IgE [17].

Zavazné alergické prejavy sa mozu prejavit’ aj po poziti inej stravy pripravenej v
tom istom oleji, resp. na tej istej panvici, na ktorej sa predtym pripravovala ryba. Lokalnu,
ale i celkovu reakciu moze vyvolat’ kontakt koze alergika s rybou. Prevalancia alergie na

ryby je rozna v roznych geografickych oblastiach a zavisi od expozicie urcitého druhu [10].

2.2.1.2 Korovce a mikkyse

Kraby, krevety, raky, homare, granaty a iné patria do vel'kej skupiny kdrovcov, tak
isto ako ustrice a iné lasturniky, chobotnice do skupiny mékkySou. Alergia na koérovce a
mikkySe je vyznamna celosvetovo. Alergény koérovcov s termostabilné, rozpustné vo

vode a dostavaju sa do vzduchu pri vareni.

Alergické reakcie pri konzumacii makkySou su casté. Skrizena reaktivita medzi

alergénmi jednotlivych skupin je mala, pretoze kazda trieda ma jedine¢né alergény [10].
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2.2.1.3 Mlieko a jeho produkty

Mlieko a mlie¢ne vyrobky st najdené¢ v mnohych potravinach. Zjavné formy st
mlieko, smotana, syr, maslo, zmrzlina ¢i jogurt [1]. Okrem konzumacie mliecka a mlie¢nych

vyrobkov sa mlicko konzumuje aj v skrytej podobe a to v cukrarenstve [10].

Specifickym problémom je alergia na bielkovinu kravského mlieka. Hlavnymi
alergénmi kravského mlieka su kazeiny obsiahnuté v mlie¢nej zrazenine a a-laktalbumin a
B-laktalbumin. Tento typ alergie postihuje predovsetkym deti, ide o niekol'’ko percent deti
[18]. Kravské mlieko je spolu s alergiou na vajcovy bielok najCastejSou pri¢inou

neziaducich potravinovych alergii [10].

2.2.1.4 Vajce

Vajce patri k vyznamnym zdrojom alergénov a predstavuje Siroku dostupnu,
rozsirenll potravinu s vysokym obsahom vyzivnych latok. Hlavnymi alergénmi vajecného
bielka si ovomukoid, ktory je relativne rezistentny voci teplu a traviacim enzymom, a

taktiez aj ovoalbumin, ovotransferin a lyzozym [19,20].

Vajeény bielok je viacej alergizujuci ako Zitok. Obsahuje viacej ako dvadsat
alergizujucich proteinov [21]. Aj mnohé potravinové vyrobky obsahuju vaje¢né sucasti.
Preto l'udia, ktory maju prehnané reakcie organizmu na alergény vajec, by si mali dat’ pozor
na pekarenské vyrobky, zékusky, cukrovinky, omacky, kolace, dressingy a na mnohé iné
potraviny [20]. Vzhl'adom na to, Ze niektoré potravinarske vyrobky obsahuju len niektoré z
dvoch zloziek vajcia, alergik by mal byt oboznameny, ktora ho ohrozuje. Priznaky
potravinovej alergie sa mozu vyskytnat’ u niektorych I'udi po priamom poZiti alebo po
poziti vajca ako suroviny uréenej na vyrobu. Tepelnou tpravou zitku sa znizuje jeho
alergenicita. Teplota pri ktorej za¢inaju bielkoviny menit’ svoje vlastnosti je okolo 60 °C
[21].

2.2.2 Rastlinné potravinové alergény

Potravinova alergia na antigény rastlinného pdovodu je CcastejSie U dospelych,
vicsinou ako dosledok inhalacnej senzibilizacie, najCastejSie pelovymi alergénmi. Do
skupiny rastlinnych potravinovych alergénov patria predovsetkym obilniny, strukoviny,

orechy a semena, ovocie, zelenina, ale aj r6zne korenie [10].
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2.2.2.1 Obilniny

V hospodarskom kontexte sa tymto ndzvom oznacuju vsetky kultarne rastliny
pestované pre plody s vysokym obsahom Skrobu, vhodné najméa na pripravu muky alebo
kase [10]. Bezné semend obilnin st zndmymi alergénmi. Zarad’'ujii sa medzi ne ja¢men,

pSenicu, raz, kukuricu, ryZu, ovos a proso [22].

Plody obilnin st bohaté na bielkoviny, ktoré sa liSia napr. rozpustnost'ou: albuminy
(voda), globuliny (zriedené slané roztoky), prolaminy — gliadiny (70% etanol). Vyznamnou
sti¢astou obilnin je glutén (lepok). Je to komplex gliadinov a glutelinov. Nezavisle od typu
imunologickej reakcie treba pri intolerancii lepku vylucit' zo stravy psenicu, raz, jaémen a

ovos [10].

2.2.2.2 Orechy a semend

Castou pri¢inou potravinovej alergie st orechy [23]. Orechmi (orieskami) sa
nazyvajui semena rastlin chranené tvrdym obalom (Skrupinou). K tejto skupine sa prirad'uju
aj menSie semend. Viacero druhov orechov a semien moze vyvolat’ alergicku reakciu. Je
zaujimavé, ze dospeli s alergiou na orechy a semena moézu konzumovat arasidy (respektive
strukoviny), ale deti precitlivené na arasidy su ¢asto alergické aj na rézne orechy a semena.
Mnohé z tychto druhov potravin, respektive pozivatin (jedly gastan, orieSky kesu, mandle,
sezamové semienka, slnecnicové jadierka), mozu ohrozovat' aj ako skryté alergény v

najrozli¢nejsich jedlach (mucniky, pe¢ivo, chlieb, sladkosti...), ¢asto bez oznacéenia [10].

V naSich podmienkach najCastej$imi pri¢inami alergie su alergény z vlasskych
orechov a lieskovych orechov. Menej ¢asté su alergie na mandle, keSu, pistacie, popripade

kokosové orechy [3].

2.2.2.3 Ovocie a zelenina

V dnesnej modernej dobe je trh zasobovany réoznymi druhmi ovocia ¢i zeleniny.
Ovocie a zelenina zastavaju v jedalnicku ¢loveka vyznamné miesto ako zdroj mineralov,
vitaminov a vlakniny. Presna hranica medzi ovocim a zeleninou neexistuje, a tak su
zaradené do jednej kapitoly. Nezname (exotické) druhy ovocia mézu vyvolat' alergické
prejavy vzhl'adom na pritomnost’ krizovo reagujucich alergénov S pelom a U nas beznym

ovocim, zeleninou, korenim. Mnohé z nich nemaju slovensky nazov [3].
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Z jednotlivych druhov zeleniny sa alergické tazkosti vyskytuju po konzumécii
raj¢in a zeleru. Zaladoéné priznaky, ktoré niektori Pudia pocituji po cesnaku alebo
uhorkach, nemaji vicsinou alergicky pdévod [3]. Presna incidencia a prevalencia
potravinovej alergie po poziti ovocia a zeleniny nie je znama. Mnohé alergény su

termolabilné, tepelna uprava zoslabuje ich alergénnost[10].

2.3 Prejavy alergie

Alergické priznaky mozu zacat’ v priebehu niekol’kych mintt az hodin po poziti jedla
a lidia sa zavaznostou a dizkou ich trvania [7]. Mozu sa prejavit v celom
gastrointestinalnom trakte, v respiratnom systéme, na kozi, alebo celkovou reakciou [24].
Rozne alergény vyvolavaju rozne klinické prejavy. Tieto prejavy zavisia na tkanive, v

ktorom sa uskutocnila alergicka reakcia [3].

Prejavy zo strany traviaceho Ustrojenstva je nechutenstvo, vracanie, hnacky, brusné
koliky, palenie zahy, afty na sliznici dutiny ustnej, eventudlne mapy na jazyku. Oralny
alergicky syndrém je véc¢Sinou spdsobeny cerstvou zeleninou, ovocim, orechmi, ale ja
korenim — prejavuje sa svrbenim pier, Gstnej dutiny, hrdla, pripadne aj opuchom a
zaCervenanim okolo pier. Niekedy sa priznaky obmedzujt len na $kriabanie v krku. Medzi
kozné prejavy patri svrbenie, zihlavka, opuchy tvare a inych casti tela a atopickym
ekzémom. Prejavy na dychacich cestach su svrbenie nosa, kychanie, upchanie nosa, kasel’ a
astma. Medzi bezprostredne ohrozujice Zivot patri anafylakticka reakcia, ktora je
sprevadzana pocitom nevolnosti, sCervenanie pokozky, svrbenia, zhorSenym dychanim,

busenim srdca, vyrazny pocit strachu a to¢enim hlavy [3].
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3 ZMENAALERGENICITY PRI SPRACOVANI POTRAVIN

Postupy spracovania potravin a ich Struktira moéze menit alergizujuce vlastnosti
potravin. Potravinové alergény mozu behom tepelného i netepelného spracovania v
potravinarskom priemysle, behom skladovania a behom upravy potraviny doma podlichat’
zmenam, ktoré moézu viest k zmene alergenicity. Zmena méze byt v zmysle redukcie
alergenicity v dosledku inaktivacie a deStrukcie alergénu, alebo moézu v spracovanej
potravine vznikat' nové alergény. Neplatia ziadne vSeobecné platné pravidld pre vSetky
potraviny a pre ur€ity spracovatel'sky postup. Tieto zmeny st vel'mi komplexné a nie st
lahko predvidatel'né. Vplyv technologie na odstranenie alebo znizenie mnozstva alergénov
je spojeny s odstranenim ¢i naruSenim aktivnych miest alergénnych proteinov, ktoré sa
nazyvaju epitopy. Obecne je mozné vyuzit' tri zdkladné postupy: odstranenie epitopov
(napriklad olupanim broskyne sa podstatne znizi obsah niektorych alergénov), naruSenie
epitopov (napriklad tepelnym zahrievanim alebo enzymatickym Stiepenim vyvold zmenu
epitopu tak, Ze sa znizi alergénny potencial) a kone¢né tzv. maskovanie epitopov

(napriklad zablokovanim epitopov naviazanim inej latky) [25].

Nedostatok poznatkov v tejto oblasti vSak neumoznuje dostatoéne predvidat a
minimalizovat’ dopad spracovania potravin na ich alergenicitu [26]. Fyzikalno-chemické
zmeny a spdsob akym sa ¢lenia v priebehu travenia mozu zmenit' formu alergénu v ktorej
je prevzaty do celej ¢revnej sliznicovej bariéry a predlozeny imunitnému systému [27].
Alergickym pacientom tak nemodzu poskytnut’ primerané rady ohladom toho, co je
bezpeéné konzumovat’ [28]. Jedna zo zakladnych otazok vyskumu potravinovej alergie,
najmi vo vztahu k alergii sprostredkovanej IgE, znie: Co spdsobuje, Ze niektoré potraviny
a potravinové proteiny alergizuju ovel’a viac ako in¢? Napriek tomu, Ze schopnost’ vyvolat
potravinovu alergiu sa predpokladd u vela potravin a Ze jedinec sa zrejme moZe stat’
precitlivenym na takmer aktukol'vek potravinu, Stadia prevalencie potravinovej alergie

ukazuju, ze urcité potraviny dominuja [29].

Pri¢ina toho, preco niektoré potraviny dominuju v schopnosti vyvolavat’ alergiu, nie
je objasnené. Ciastoéne sa mozu viazat' na individualnu predispoziciu k atopii, ale je jasné,
ze dolezité su dalSie faktory. Jednym z takychto faktorov je spracovanie potravin, zndme

uz Vv rannych casoch potravinovej alergie. Spracovanie potravin na ich schopnost
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senzibilizacie je dolezity. Proces spracovania naruSuje Struktiru proteinov a ovplyviluje tak

alergenicitu vzhl'adom k vizbe IgE a spusteniu reakcie u precitlivenych jedincov [25].

3.1.1 Spésoby spracovania potravin

Skuto¢nost’, ze spracovanie ovplyviiuje alergénnost’ nie je novy pojem, a vzhl'adom
na kone¢né stadia v poslednych rokoch bola téma ozivena [30]. Sktmanie vplyvu
spracovania Struktiry potravin na ich alergénnne vlastnosti je nevyhnutne vel'mi obt’iazne,
pretoze potraviny si v Svojej podstate velmi zlozité latky. Spracovanie potravin sa
vyvinulo uz V rannej historii l'udstva ako Uc€inny sposob konzervécie (suSenie, Udenie,
nakladanie, nasolovanie). Potraviny sa upravovali tak, aby boli pozivatelné, zbavené
toxinov a faktorov znizujtcich ich nutriéni hodnotu. V prvom rade moze spracovanie
zahrnovat’ odstranenie nejedlych tkaniv alebo konzervovanie. Prikladom bolo ohrievanie
orechov Vv Supine, aby sa zabranilo rastu plesni a aby sa zneSkodnil hmyz. Pri priprave
pSenicnej muky, soje a srvatky sa pouzivaju zlozitejSie metody spracovania. Na zabranenie
pokazenia a na zlepSenie funkénych vlastnosti potravinovych prisad sa pouziva kombinacia
mokrého a suchého procesu spracovania, ¢asto s tepelnou tpravou a tpravou pH. Nakoniec
zlozenie potravin zahrfiuje vyrobu zlozitych hotovych potravinovych vyrobkov, od
kolacov, chleba a peciva, cez omacky, zmrzliny a hotové jedla, ktoré kombinuji mnohé

rozne prisady [25].

Takmer vSetky tieto spracovatel'ské procesy mézu nie uplne znamym spdsobom
narusit’ Struktiru a vlastnosti potravinovych proteinov. Nasledne sa tak mdze ovplyvnit’
schopnost’ daného proteinu pdsobit’ ako alergén, a to bud’ senzibilizaciou dovtedy zdravého
jedinca, alebo vyvolanim alergickej reakcie. Mnohé spracovatel'ské postupy zmenia
potravinové proteiny na nerozpustni masu, ¢asto v spojitosti s tukmi, cukrami a diétnou
vlakninou. Tieto proteiny nie sl potom pristupné vylthovanim v jednoduchom sol'nom
roztoku, ktory sa bezne pouziva pre sérologické alebo klinické analyzy, ¢o dalej
komplikuje zistovanie vplyvu spracovania potravin na alergicky potencial. Spracovanie
taktiez zavaddza do potravin nové Struktary, Cast z nich im dava formu a Struktirne
vlastnosti. Patria sem peny (napr. snehové pusinky, obal'ované a s'ahané vyrobky) a gélové
spleti nachadzajice sa vo varenom vaje¢nom bielku, Zelatinovych géloch alebo jogurtoch).
Tieto Struktury mézu ovplyvnit’ sposob, akym sa proteiny uvolniuji, Stiepia pocas travenia

a prezentuji imunitnému systému pocas senzibilizacie a pri vyprovokovani jednotlivych



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 24

faz alergickej odpovede [25]. Napriklad pred niekol’kymi rokmi bolo dokazané, ze na tuky
bohatd cokoladova hmota obohatend o rastlinny tuk pridavany na stlmenie arasidov

ovplyviuje kinetiku uvolniovania alergénov a zosiliuje tazké alergické reakcie [31].

3.1.2 Mikrostruktira potravin a jej vplyv na biologicku dostupnost’ proteinov

Potraviny st v skutoCnosti zlozitymi zmesami proteinov a v dosledku tepelnej
upravy sa proteiny rozvinuju, ¢o vedie k tvorbe proteinovych zhlukov. Zhluky sa formuju
ako dosledok teplom indukovaného preskupenia disulfidovych vizieb a proteinovo
proteinovych interakcii, ktoré st casto vedené expoziciou hydrofébnych povrchov,
ukrytych za normalnych okolnosti v jadre povodne zlozeného proteinu. Takéto interakcie
modze odkryt nové epitopy, ktoré sa formuju pomocou spojeni medzi jednotlivymi
molekulami proteinov. Praca s tymito systémami je jedna z najzlozitejSich, pretoze su
nerozpustné. Niektoré Struktury mozu zachytavat’ proteiny, ¢im zabranuje ich rozpustnost’
v tekutindch, ako su sliny, zalido¢na a duodenalna stava. Napriek tomu, ako vyznamné je
pochopenie spdsobu, ako l'udia trpiaci alergiou ziskavaji vcasné priznaky nastivajlcej
alergickej reakcie z primarne oralnych signalov, vieme len vel'mi malo o tom, ako Struktira
potravin a jej zloZenie ovplyviiuje vylihovanie alergénov do slin a naslednu expoziciu
oralnych sliznic. Podobne malo sa vie 0 uvolnovaniu alergénov z potravinovych struktar v
hornej casti gastrointestindlneho traktu a tiez o tom, ako moZe tento proces ovplyvnit

kinetiku a zavaznost alergickej reakcie [25].

3.1.3 Spracovanie potravin a jeho vplyv na Struktiru proteinov a na alergicky

potencial.

Ziskanie Uplnej predstavy o tom, ako moéZu potravinové proteiny ovplyvnit
alergenicitu, si vyzaduje pochopit, ako spracovanie naruSuje Struktaru a vlastnosti
potravinovych proteinov na molekulovej a makroskopickej trovni [32]. Jednou z
najdokonalejSie preskimanych potravinovych proteinov su hlavné proteiny srvatky [-
laktoglobulin a a-laktaloumin, ktoré sa podarilo popisat pomocou metéd, ako je
magneticko rezonan¢na spektroskopia a rengenova difrakcia. o—laktalbumin sa pouZziva
ako model pre skimanie skladania proteinov, pretoze zaujima stav roztavenej globuly,
ktora je len Ciastoéne poskladana. Teplom indukovanad c¢iastocne skladana forma je

kineticky znehybnena v dosledku medzimolekulovej vymeny disulfidov a zachovava
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vaésinu zo svojej povodnej sekundarnej Struktary nativneho proteinu. V rozvinutom stave
proteinu sa Vv dosledku zvysenej flexibility polypeptidov mozu vytvorit’ nové epitopy, ktoré
su za normdlnych okolnosti ukryté vo vnutri proteinu a na povrch sa dostavaju az
Ciastoénym rozvinutim proteinu. Podobnym spdsobom sa pravdepodobne budu po
tepelnom spracovani spravat vsetky globularne proteiny, obzvlast tie, ktoré maju

vnutromolekulové disulfidové vazby [25].

Jedna z hlavnych alergénovych rodin, ktora zrejme straca schopnost’ vyvolat
alergicku reakciu v spracovanych potravindch, je nadrodina rastlinnych potravinovych
alergénov Bet v 1. Niektoré alergény (ako Bet v 1 profilinu) st termolabilné. Bet v 1 ma
konformacny epitop (miesto na rozpoznavanie IgE je vysledkom zloZenia ret'azca protinu,
¢im sa dostavaj do tesnej blizkosti molekuly, ktoré su inak, pri roztiahnutom retazci, od
seba vzdialené (obr.2) [33]. Tieto proteiny sposobujii syndrom skrizenej alergie medzi
pel'om a ovocim/zeleninou [34]. Aj ked’ Gprava Cerstvého ovocia, napriklad jablka, vedie k
strate alergénneho potencidlu homologa Bet v 1, predpoklada sa, Ze homolégy st vo
vSeobecnosti termostabilné [25]. Varenim, spracovanim alebo konzervovanim ovocia
obsahujuceho Bet v 1 sa teda alergén stava nealergénnym. Téato konformaécia ¢i zlozenie sa
teplom naruSuje [33]. Toto ale neplati pre iné potraviny, ako je zelerovy koren, ktory si

zachovava alergénny potencial aj po vareni [35].

Druhou alergénovou rodinou zodpovednou za alergiu na rastlinné potraviny je
proaminova nadrodina, v ktorej jednou z hlavnych podrodin su lipidové transferové
proteiny (LTP) [36]. Panalergén LTP je linearny izotop S miestom na rozpoznanie IgE,
ktoré nie je zavislé na zloZeni proteinu (obr.2), preto sa zahrievanim jeho alergenicita
nemeni. LTP je stabilny voci teplu i kyselinam a varenie jeho alergenicitu neznizuje. Je
zaujimavé, ze teplo moZe vynimocne alergenicitu potravin zvySovat. Prikladom je bursky
orieSok. “Surovy*“ bursky orieSok vykazuje pomerne nizku alergenicitu, ale praZenie
burskych orieskov pri vel'mi vysokych teplotach ich alergenicitu rychlo zvySuje zmenou

konformacie protinu omnoho viac neZ varenie pri nizkych teplotach [33].
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Konformacny eptop Lineérny epitop
(nesekencné miesto) (sekvenéné miesto)
e

Termolabilny potravinowvy alrgén Termostabilny potravinovy alergén

. Miesta vazhy IgE na
potravinovom proteinovom
alergéne

Obr.2 Konformacné verzus linedrne izotopy potravinovych alergénov [33].

3.1.4 Kovalentna modifikacia proteinov prostrednictvom spracovania potravin

Spracovanie potravin mdze priniest aj nové modifikacie proteinov. Niektoré z
modifikacii moézu vznikat mimovolne pocas spracovania, ale niektoré sa sktimaja s
ohl'adom na moZnost’ znizenia alergenicity potravin. Za pomoci transglutamindzy (enzym,
ktory vytvara nové vizby medzi glutaminovymi reziduami a nové modifikécie), ktora sa
vyuziva na zlepSenie funkénych vlastnosti araSidovych proteinov ako potravinarska
prisada. Tvorba priecnych vézieb v tomto pripade zjavne neovplyvnila schopnost’ viazat
protilatky, o sa stanovilo pomocou komerénej dostupnej supravy na detekciu araSidového

alergénu [37].

Dalsou zo stratégii, ktora sa skima za idelom zniZenia alergenicity proteinov
bohatych na disulfidové vézby, je oSetrenie pomocou proteinu zvaného trioredoxin, ktory
dokéze katalyzovat’ ich preskupovanie. Téato latka, pdvodne zndma svojou schopnost'ou
znizovat’ alergenicitu f-laktoglobulinu, alergénu kravského mlieka, sa teraz pouziva na
zniZenie alergenicity ceredlnych proteinov. Tioredoxiny su ale pritomné kdekol'vek v

prirode a nachadzaju sa u zvierat aj rastlin [25].
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Chybaju relevantné podrobné studia o ti¢inku spracovania na Struktiru alergénu, 0
vyzname tejto zmeny v spracovanych potravinach a 0 dopade na klinicku reaktivitu. Mnohé
vyskumné aktivity sa objavuji na poli vyskumu potravin, najma s cielom identifikovat
spracovatel'ské stratégic a nové spracovatel'ské techniky, ktoré mdzu znizit' alergenicitu

potravin [38].

3.1.5 Spracovanie indukovanej chemickej modifikacie proteinov

Jedna z hlavnych chemickych modifikacii, ktora sa vyskytuje v potravinach pocas
spracovanie je reakcia medzi vol'nymi amino skupinami proteinov a aldehydov alebo keto
skupiny cukrov z ktorych je znama Maillardova reakcia. Takéto non-enzymatické reakcie
glykdnov moézu nasledne podstapit’ dalSie rozsiahle prestavby, ktoré vedu k sérii
Strukturdlne rozmanitych zlicenin zname ako Amadorove produkty alebo pokrocilé
glykacie finalnych produktov (AGES). Formacie tychto produktov st postihnuté druhom
non-redukujiacich cukrov, pH, vodnou aktivitou, a je dolezitd aj ich prchavost.

Preskupovanie produktov moze viest’ ku krizovému spdjaniu potravinovych proteinov.

Maillardove zmeny moézu mat’ vplyv na alergénnost’ potravinovych bielkovin.
Tieto zmeny moézu mat’ krizovi vdzbu arasidovych alergénov Ara h 1 a Ara h 2 k
vytvoreniu vysokej molekularnej hmotnosti kameniva IgE, ktoré sa viazu t¢innejsie, ako
neupravené alergény a su aj viac odolné voc¢i Zalidoénému traveniu. IgE vdzby na

modifikovanych proteinoch st Ciasto¢ne inhibované protilatky AGE adducts. [27].

3.1.6 Pochopenie u¢inku spracovania na alergicky potencial riadenia rizik

AvSak sucasné vedomosti o vplyve spracovania potravin na Strukturu alergénu
naznacuje, ze neexistuju jasné pravidla o tom, ako rézne alergény reagujii na spracovanie
potravin. Pre niektoré elergény ako Bet v 1 (nachadzajice sa v ovoci a zelenine) sa ich
alergenicita znizuje varenim, ale mnoh¢é iné alergény mdézu mat alergenicitu nezmenenu
alebo sa alergenicita moze aj zvysit. Vplyv spracovania, ktorému je alergén vystaveny
stvisi s typom citlivosti, Strukturdlnymi vlastnostami a vnatornou stabilitou. Tabul'ka ¢.2
obsahuje vplyvy spracovania na r6zne typy potravinovych alergénov. VySetrovanie t¢inku
spracovania Struktury alergénu alebo alergického potencialu je stale na zaciatku, ale dve

oblasti, ktoré zostdvaji zabudnuté st vplyvy spracovanie potravin na senzibilizaciu, ktoré
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modifikuju alergénny potencial a sposob, akym sa moézu menit’ prahové hodnoty pre

elicitaciu alergickej reakcie u citlivych jedincov [27].

Tabulka .¢ 2: Vplyv spracovania potravin na rézne typy potravinovych alergénov [27].

Typ spracovania

Potravin

U¢inok tepelného

spracovania

Druhy potravinovych

Alergénov

Spracovanie labilnych

Alergénov

Rozvijanie proteinov, zmeny
polyfenolov, zmeny vykonané
Maillar.reak adukované v

potravinach bohatych na cukor

Bet v 1 homolog z ovocia
a zeleniny napriklad ako
Mald 1, Pruav 1

Ciastocne—denaturované

alergény

Ciastoéne vznikajiice bielkoviny,

agregacie  tvorit  siet  ako

emulgatory okolo tukov alebo

Cupins alergény, ako Ara
n 1 z arasSidov, lipocalins

ako B-Lg a a-laktalbumin

zrosolovatel'né sytémy z mlieka
Alergény schopné refold | Rozvijanie proteinov v | Prolamin  patriaci  do
obmedzenom rozsahu pocas | NSLTP a2S albumin su-

zahriatia, ale chladenim sa znovu

rodin ako Mad d 3;

skladaju spat tropomyosiny,
parvalbuminy
Mobilné rheomorpih Proteiny neprimu tuhé | Kaseiny, prolamin pSenice
proteiny konformacie, st ve'mi mobilné a | (gluten) ovomukoid

nasledne nedenaturuji  pri

tepelnom spracovani

3.1.7 Utinky spracovania na stabilitu alergénov

Porcie bielkovinovych jedal, ktoré mdzu spdsobit’ alergicku reakciu, mozu byt
jednoduché, pretiahnuté na niekol’ko aminokyselin po primarnej Struktare, alebo to moze
byt jedine¢ny trojdimenzialny motiv Struktary proteinov, respektive len linearne a
konformacéné epitopy. Alergénne proteiny mézu obsahovat jeden epitop, ktory sa opakuje,

alebo m6zu mat’ niekol’ko roznych epitopov na alergén. Vztah medzi povahou alergénnych
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epitopov a zodpovednostou za klinické priznaky, vratane zavaznosti symptomov sa
nejasné. Pochopenie tychto vzt'ahov je velmi dolezité pri navrhovani spdsobov, ako
znizit/odstranit’ alergénnost’ alergénov. Vzhl'adom k potravinam alebo k zlozkdm potravin,
st ¢asto na palete podmienok spracovania zmeny v imunodominantnych epitopoch, ktoré
moézu potencidlne ovplyvnit' alergénne vlastnosti proteinu. Spracovanie moézu znicit
existujuce epitopy na proteiny, alebo moézu vytvarat’ nové neoalergénne formacie, v
dosledku zmeny konformacie proteinu. Formécie neoalergénov boli uznané po dobu
najmenej tri roky, a ¢iastocne sa moéze vysvetlit, preCo niektory l'udia mézu tolerovat

opracované potraviny alebo zlozky potravin [39].

Posledny neoalergén bol opisany u pekanovych orechov a pseni¢nej muky [40,41].
Viac obycajnejSie boli metdody spracovania spojené so znizenou alergenicitou alebo so
Ziadnym vyznamnym vplyvom. U konformacnych epitopov sa vacSinou ocakava, ze budu
viac nachylné na spracovanie vyvolané destrukciou ako u linearnych epitopov v nejakom
alergéne. U linearnych epitopov je najpravdepodobnejSie, ze budu zmenené, ak budu
linearne epitopy hydrolyzované. Alternativne, mézu byt linearne chemicky upravené pocas
spracovania potravin, alebo musia byt umyselne zmenené =zavedenim mutacii
prostrednictvom genetického inzinierstva. Spracovania potravin zahriiujuce tepelné ako aj
netepelné spracovanie. Kazdy typ oSetrenia sa musi lisit’ v jeho vplyve na epitopy, musi byt

individualny pristup a je potrebné pri hodnoteni starostlivo zvazit’ stabilitu alergénu [42].

3.1.8 Tepelné spracovanie

Tepelné spracovanie moze byt vykonané suchym teplom (rira na pecenie, olej na
pecenie, infracerveny ohrev, ohmicky ohrev) alebo mokré vykurovacie podmienky, ako st
tie, ktoré vznikli pri vareni vo vodnom prostredi, mikrovinné varenie, tlakové varenie
(autoklavovanie), blanzirovanie, varenie a parenie. Medzi met6dy netepelného spracovania
patri ozarovanie, namacanie, klicenie, kvasenie, vysoko tlakové spracovanie, oSupanie a
olupanie alergennych epitopov, a tym znizit’ alebo zvysit’ alergénnost’ a teda potencialne
zmenit alergénnost’ pochybnych potravin. Zmena Struktiry bielkovin moze viest' k
zni¢eniu epitopov, alebo nemaju ziadny vplyv na alergénnost’ [42].

Potravinové alergény su zvycajne rezistentné voci teplu, a preto by nemali byt

dotknuté znatel'ne spitnym tepelnym spracovanim pri spracovani potravin [43]. Tepelné

spracovanie podporuje denaturdciu, stratu terciarnej Struktury a agragacia alergénov
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naznacuje, ze imunitny systém bude reagovat na linearnej sekvencii aminokyselin v
alergéne na mieste konformacnej Struktary. Avsak, niektoré vynimky existuju. Alergénnost’
cerstvého ovocia a zeleniny a obzvlast’ citlivé na vykurovanie [44]. Mikrovinny ohrev ni¢i

alergénnost’ jablka. Alergén tresky Gad ¢ 1, je odolny vocéi tepelnému spracovaniu [45].

Kravské mlieko si zachovdva svoju alergenicitu aj po intenzivnom tepelnom
spracovani, kondenzacii, suSeni a odparovani, ale alergény izolované z kravského mlieka
st nachylné k roznym stupiiom tepla [46]. U kazeinu bola hlasena alergénnost’ po tepelnom
oSetreni 100 °C, zatial’ ¢o na alergénnost’ srvatkovych bielkovin moze byt znizena pri 80 —

90 °C po dobu 30 mintt, a-laktalbumin je len malo rezistentny voci teplu [47, 48].

Ovoalbumin a ovomukoid su hlavnymi alergénmi vajec [49]. ZniZenie alergénnosti
ovoalbuminu 0 90 % bolo preukazané pri tepelnom osetreni 100 °C po dobu 3 minut, ale v
d’alsej studii bol ovalbumin rezistentny vo¢i ohrevu 80 °C po dobu 10 min. Ovomukoid si
zachovava vyvolanie alergie aj po dlh§om zahrievani pri 100 °C. Alergény strukovin st
vSeobecne celkom teplo stabilné. Hlavny alergén arasidov je stabilny voci teplu 100 °C, aj
ked’ par drobnych arasidovych alergénov su tepelne labilné [50]. Komer¢né spracovanie
araSidovych vyrobkov, vratane araSidového masla a r6znych muk si zachovavaju svoju
alergénnost’. Bolo zistené, Ze alergenicita 11S a 7S frakcii podstatne poklesli pri 80 °C po
dobu 60 min a 120 °C po 60 min, v neskorSich pokusoch bolo zistené, ze na alergénnost’
troch hlavnych frakcii s6jovych bielkovin bola len minimalne ovplyvnena teplom pri
teplote 37 °C po dobu 60 min, 56 °C po dobu 60 min, 100 °C po dobu 5 min, 100 °C po
dobu 20 min alebo 100 °C po dobu 60 min [51].

3.1.8.1 VIhké teplo

In vitro vysetrenim dodecyl sulfanom sodnym - polyakrilamidového gelu
elektroforézou tuniaka a lososa odhalila vyrazné straty definovatel'nych podielov proteinov
v extraktoch rybich konzerv a konvencne varenych ryb, a immunoblloting rozborom
preukéazali minimalne IgE Specifické vazby. NavySe sa znizila alergenicita konzervovaného
tuniaka a lososa preukazana testom ELISA a ustnej skusky, z konzerv lososa u dvoch
pacientov alergickych na lososa. Tieto nalezy naznacujua, Ze niektoré z hlavnych alergénov

zodpovedaju za IgE sprostredkovanie potravinovej alergie na ryby [52].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 31

Stadie o alergii ovocia kiwi poskytuji a obzvlast’ ukazuju priklad vplyvu tepelného
spracovania na alergiu. Cast’ heterogenicity a variability vysledkov roznych $tudii na
stabilitu alergénov kiwi vznikne skrizena reaktivita s niekol’kymi d’alS§imi alergénmi, ako
st pelovy alergén, ale aj z heterogenicity bielkovin [53]. Obchodnym spracovanim ovocia
Kiwi varenim pri pare 100 °C a pocas 5 mintitovej homogenizacie, bolo nedavno oznamené
odstranenie necitlivosti na kiwi u niektorych alergizujucich deti na kiwi [54]. IgE vdzobna
schopnost’ B-laktoglobulinu, ako izolovaného Cistého proteinu, alebo ak sa nachadza v
plnotu¢nom mlieku, bola Studovana inhibicia IgE protilatok zdvezné pomocou inhibicie
[78]. Mierny alebo vyznamny pokles IgE viazania bolo pozorované medzi nevykurovanym

a teplom oSetrenym [-laktoglobulinom [55].

3.1.8.2 Suché teplo

Za pomoci Maillardovej reakcie a enzymatického hnednutia boli hlasené zmeny
zni¢enia konformaénych epitopov u Ceresiového alergénu Pru av 1 [56]. Tiez bolo zistené,
Ze prazenim sa znizila alergénnost’ lieskovych orechov, najma u pacientov citlivych na pel
brezy. Toto vySetrenie tiez zistilo, Ze 5/17 alergénnych pacientov na pel’ brezy boli
pozitivny na pecené lieskové oriesky. Ak Maillardove reakcia sama o sebe je schopna
znizit' IgE reaktivnych epitopov, dolezitych pre 'udské alergie. Tieto dve §tidia naznacuju,
ze je dolezité zvazit' ¢i je pacient citlivy na konformacny, linearny alebo obidva typy
epitopov. Na druhej strane bolo tepelnym spracovanim preukdzané zvysenie IgE viznost,
¢innostou dvoch hlavnych alergénov burskych arasidov Ara h 1 a Ara h 2. Maleki et al.

naznacuju, Ze tepelnym spracovanim sa moéze zvysit’ alergénnost’ arasidov [57].

3.1.8.3 Vplyv teploty na potravinové alergény

Tepelné oSetrenie moéze alergénne ulinky znizit'® (napriklad u syrovatkovych
bielkovin), zvysit (napriklad u prazenych arasidov alebo varenej Sosovice) alebo
neovplyvnit’ (napriklad u kdrovcov). Britska organizacia, ktora vznikla za ti¢elom podpory
l'udi s alergiou Anaphylaxis campaign sa s vyuzitim materialu britského tiradu FSA a tiradu
EFSA a po rade konzultacii sa pokusila vyhodnotit’ vplyv tepelného oSetrenia na niektoré

alergénne potraviny.

Arasidy — bielkovina spdsobujuca alergicku reakciu je velmi odolnd, prazené araSidy

dokonca mozu zvysit’ alergicku reakciu.
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Vlasské orechy — tepelné oSetrenie moze alergickl reakciu zmiernit. K ostatnym orechom

nie ku Kk dispozicii podklady.

Mlieko — alergia byva vyvolana u jednotlivych osdb réznymi bielkovinami. Pasteracia
mlieka (relativne nizke teploty) alergénny uc¢inok vyznamne neznizia. Vysoké teploty

rozlozia syrovatkové bielkoviny a ucinok znizi, ale kasein rozlozi len z Casti.

Vajce — podobne ako u mlieka, niektoré bielkoviny sa vysokou teplotou rozlozia ale iné

nie. U¢inok zavisi na typu bielkoviny, na ktort je osoba alergicka.

Ryby — bielkovina parvalbumin je stabilna, alergicka reakcia sa nemeni. Niektoré osoby

reaguju alergicky na tepelne opracované ryby, nikoli na surové.
Korovce — alergicka reakcia sa po tepelnom opracovani nemeni.

Psenica — pri peceni a vareni su sice niektoré bielkoviny rozlozené, ale vacsina je stabilna,

alergicka reakcia sa neznizuje.

Ovocie — zalezi na tom, ¢i su jednotlivci alergicky na profiliny (podobna Struktara ako pel
brezy, tato bielkovina je nestabilnd, alergicky uUc¢inok sa tepelne znizuje) alebo na
bielkoviny prenasajuce tuky ( tie su stabilné, u¢inok sa nement).

Zeler — zahrievanie znizuje len ¢iastoéne alergicku reakciu.

Horcica — alergicka reakcia sa nezniZuje.

Sosovica — rovnako ako u arasidoch méZze tepelne upravena Sosovica vyvolavat silnejsiu

reakciu [58].
3.1.9 Netepelné spracovanie

3.1.9.1 Klicenie

Pocas klicenia katalytickym enzymom ako proteindza a amylaza mobilizuje uloZené
ziviny proteinov a sacharidov, respektive zabezpe€uje rast sadenic. Preto kli¢enie moze
pomdct” k odstraneniu niektorych epitopov v skladovanych bielkovin v zavislosti na
enzymovej Specifickosti a citlivosti epitopov na enzymi, ktoré si aktivne pocas obdobia
kli¢enia. Je jasné, ze su potrebné d’alSie Stadia na urCenie, ¢i kliCenie je uinny pri

znizovani alebo odstrdneni alergie semien. Semend, ktoré s Casto pouzivané pri priprave
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kapusty (s6jové boby, fazula Mung) by mohli byt prirodzenou volbou pre takéto Stidie
[57].

3.1.9.2 Chemické oSetrenie

Vicsina potravinovych alergénov st odolné voci extrémnym hodnotam pH, pretoze
musia prezit drsné hodnoty v kyslom prostredi Zzaludka, aby sa ukazal ich alergénny vplyv.
Napriklad Ara h 1 hlavné arasidové alergény su stabilné pri pH 2,8 — 11,0 a vajecny
albumin je stabilny pri pH 3,0 [59]. Avsak alergény Cerstvého ovocie a zeleniny su voci
kyslému prostrediu labilné a prestani vykonavat' svoj alergénny vplyv po stretnuti so
zalidocnym prostredim. Roézne chemické oSetrenia boli skumané v snahe znizit
alergenicitu potravinovych bielkovin. Znizenie alergénnej aktivity ovomukoidu a
vaje¢ného albuminu sa pokutsali znizit' kaynovymi bromidmi. Pri ovomukoide nebola

alergénna aktivita ovplyvnena, kym pri albumine sa znizila [60].

3.1.9.3 Proteolyzy a hydrolyzy

Potravinové alergény su vSeobecne rezistentné Voci proteolyze alebo hydrolyze.
Napriklad, Gad ¢ 1, ktory je hlavny alergén tresky, bolo zistené, ze je pomerne odolny voci
proteolyze, ako kombinacia Styroch protedz bolo potrebné znicit' IgE viazanie [61].
Alergény vajec, arasidov, sdje st odolné voci proteolytickym procesom [51]. V §tadii,
ktorti vykonal Astwood a jeho kolektiv [62], komercnej a Kkyslej hydrolyzy so6jovych
proteinov bolo zistena ich alergenicita, rovnako ako aj pri fermentovanych sojovych

vyrobkoch ako st s6jové omacky, tempeh a tofu.

Proteolytické alebo hydrolytické Stiepenie alergénov denaturuje konformacéné IgE
viazanie epitopov, ktoré mozu byt’ pritomné, rovnako ako zni¢enie sekven¢ne IgE viazanie
epitopov proteinov. Aj ked’ sa tieto procesy mozu eliminovat’ IgE vizobnej aktivity, mozu
tiez viest k horkej chuti z pritomnosti malych peptiddz. Priemysel dojCenskej vyzivy
bojoval niekol’ko rokov s proteolytickymi procesmi pri kravskom mlieku a soéjovom
proteine, aby sa pokusili vyrobit’ chutny hypoalergénnu formulu pre potravino alergénne
dieta. Rozsiahla hydrolyza kazeinu znizi alergénnost’ do zna¢nej miery. Jedna obchodna
dojcenecka vyziva na trhu je zaloZzena na kazeinovom hydrolyzéte, ktory obsahuje 70 %
volnych aminokyselin a peptidov s dizkou retazca z 5 — 8 aminokyselinovy zvyskov [62].

Zatial' vicsina hypoalergénych dojcenskych vyziv na trhu, su zalozené na extenzivnej
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hydrolyze, bola tiez preukazana alergia u niektorych mlie¢ne citlivych doj¢iat [63]. Ostatné
hypoalergénne potraviny boli vyrobené s pouzitim enzymatickych proteolytickych
procesov. Hypoalergénna pSenica bola vyrobend upravou z pSeni¢nej muky s roznymi
proteazami, ako si bromelain, actinase, transglutaminazy alebo kolagenazy. Podobne
hypoalergénna ryza bola vyrobend proteolitickymi enzymami alebo pomocou enzymu

actinase a naslednému znizeniu tlaku na odplynenie [64].

3.1.9.4 Ultrafiltracia

Vyrazna teplotna stabilita bola hlasena u alergénov broskyn. Iba zaverecny
ultrafiltraény krok bol schopny produkovat' hypoalergény broskynovej S§tavy. AvsSak
ziaduce senzorické vlastnosti hotového vyroku, ako je zakal stavy (ktory sa zvycajne
prisudzuje sacharidom, peptidom a celul6ze) a pocit v tstach (pripisovany uhl'ohydratom,
mineradlom a viskozite) boli hlasené pri ultrafiltracii, mozno kvoli fyzikalnemu odstraneniu

molekul rozhodujtcich o senzorickych vlastnostiach [65].

Fyzikalne osetrenie modze v niektorych pripadoch ovplyvnit’ alergénnost. Alergén
soje moze byt’ odstraneny na ultraodstredivke, aj ked’ to mé len obmedzenu ucinnost’, ako

Gly m 1 nie je alergén pre vac¢Sinu so6jovych alergikov [64].

3.1.9.5 Skladovanie

Pomocou IgE western blotting bolo preukédzané, Ze pSenica ajacmen (nie vSak
ovsené) proteinové extrakty ulozené v 50% glycerole boli stabilné az do 21 mesiacu pri
teplote 4 °C a 10 mesiacov pri 20 °C. Ak bol pouzity 0,4% fenol ako konzervant, vi¢Sina

alergénnosti bielkovin sa stratila po 1 mesiaci skladovania [66].

3.1.9.6 Kombindcia procesov

Dube et al. oznamili, ze spolo¢né metddy spracovania Casto pouzivanych pri
mangovych dzisoch a Cisté spracovanie, vratane rozpadu tkaniv, zohrievani pocas
peelingu, rozvlaknovanie, blansirovanie a pasterizatnom opatreni nijako vyznamne
neznizili stabilitu alergénov manga a 40 kDa proteinu. Podobne Apple lipid transfer protein
(LTP), hlavny alergén v jablkach, a nespicifické lipidy transfer protein (nSLTP) v cherry
bola hlasena stabilita voci tepelnému opracovaniu [67]. Hodnotenie stability antigénu

bielkovin v mandliach, kesu, vlasskych orechov podrobené roznym metodam spracovania
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vratane y-ziarenia samostatne alebo v kombinacii s blanSirovanim, varenim za vysSieho
tlaku, rary na pecenie, vyprazanie, mikrovinnym ohrevom sa bielkoviny javili antigénovo
stabilné. Kym tepelné spracovanie moze inaktivovat’ niektoré Struktiralne epitopy, takéto
zaobchadzanie je nepravdepodobné pri odstraneni alergénnosti mandli, keSu a vlasskych

orechov [68].

Castou kombinaciou proteolyzy alebo hydrolyzy s inymi procesmi ako je tepelné
osetrenie, ultrafitracia alebo odstredenie sa pouziva na vyrobu hypoalergénnej dojcenske;j
vyzivy. Kombinaciou procesov je potrebné pristupovat’ s opatrnostou. Balgo et al. vo
svojich $tadiach uvadzaju, ze PB-lactoglobulin bol selektivne odstraneny po digescii s
thermolysinom pod vysokym hydrostatickym tlakom (100 — 300 kg.cm™), kym produkt
postradal B-lactoglobulin, bol ale stale obsiahnuty o-laktalbumin, d’alsi hlavny alergén
kravského mlieka [63]. Proteolytické travenie srvatky S naslednou tepelnou tpravou sa

ukazal ako sl'ubny v hypoalergénnom vyvoji dojcenskej vyzivy [69].

3.1.9.7 Fermentdciou proti alergénom

Vedecké informacie o U€inkoch kvasenia na potravinové alergény su pomerne
obsiahle. S6jova oméacka je prikladom fermentovanych potravin s obsahom pSenice a soje.
Jednotlivé vyrobky sa mozu lisit, ale bolo nedavno dokazané, ze alergény sdje su
zachované VvV kone¢nom produkte. AvSak uchované imunoreaktivity podla hodnotenia
inhibi¢nych testov B-laktoglobulinu boli vyznamne narusené v niektorych fermentovanych
acidofilnych mlie¢nych vyrobkoch, ako st jogurty v porovnani s non-fermentovanych,
pravdepodobne v dosledku kombinovaného ucinku proteolyzy a kyseliny indikovanej
denaturaciou bielkovin [70]. Pomocou zmesi mlie¢nych baktérii a Streptococcus lactis sa
moze dosiahnut’ znizenie alergénov v mlieku a v srvatke. Podl'a vyskumnikov z Univerzity
Hohenheim (SRN) je mozné fermentaciou mlieka a srvatkovej zmesi (1:1) mlie¢nych
baktérii a Streptococcus lactis znizit' obsah f-laktaglobulinu az 090 % v mlieku a
respektive 070 % v srvatke. V materskom mlieku sa nevyskytuje tato srvatkova
bielkovina, ktora je hlavnym alergénom kravského mlieka pre kojencov a deti (vyvolava 80
% alergii, pokial' ide o mlieko). Problém ale zatial’ je, Ze bol testovany len vplyv na
antigény, nie aktudlny alergénny potencial. V d’alSom vyskume musi byt vyrobené také
mnozstvo produktu, aby bolo mozné previest klinické skusSky ohl'adom znizZenia

alergického ucinku [71].
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4 STANOVENIE ALERGENOV V POTRAVINACH

Potravinové alergie predstavuji vznikajuci problém s bezpecnostou potravin a
povinného oznacovania prislusnych potravinovych alergénov. Existuje len malo overenych
detekénych metod, ktoré su k dispozicii pre obmedzeny pocet potravinovych alergénvov.
Imunologicka detekcia potravinovej alergie sa moéze tykat bud Tl'udského séra IgE
protilatky alebo zvierat. Enzym-—spojené¢ imunosorbent testy st v stcasnosti metodou
vol'by pre urCenie alergénov v roznych potravinovych vyrobkov. PCR testy st slubné
nastroje pre budicnost. Vykonné parametre metdd, ako je citlivost’, Specifickost’, limit

detekcie, ich vyuzitie a reprodukovatel’'nost’ stt podrobne preskiimané [72].

Automatizdcia a rychlejSie metddy st dynamické oblasti zdujmu pre detekciu
alergénov v potravinach, a to ako v laboratornych podmienkach aj pri spracovani potravin.
Testy moZno automatizovat na zniZenie rucnej manipulacie pri konkrétnych testoch,
zrychlovanie analyzy a znizit' T'udské chyby. AvsSak niekolko rychlych metod bolo
vyvinutych pre pouzitie na analyzu alergickych reziduii s presnostou, jednoduchostou
prevadzky a prijatelnej prevadzkovej rychlosti. Rychle metody zvyCajne nevyzaduju

laboratoria a vysledky mozno ziskat’ na mieste [73].

4.1 Immunoblotting v detekcii alergénov

Od svojho zavedenia zdravotnickych vied immunoblotting alebo Western blotting sa
ukézali byt vel'mi silnymi vyskumnymi néstrojmi a jednymi z najrychlejSie rozsirenych.
Hl'adanie v PubMed pomocou kl'icovych slov ‘imunoblotting’, 'potravina a alergén’,
vyustil v takmer 500 najdenych hladani, z ktorych prvé siahaju do druhej polovice roku
1980 [74].

Je otazkou, ktoré protilatky by mali byt pouzit¢ pre detekciu alergénov Vv
potravinovych vyrobkov. Vi¢Sina potravin a alergickych pacientov ma IgE protilatky, ktoré
st daleko potravinovo—Specifické nie non—Specifické. Dokonca aj ked su klinicky
alergicky na jedlo, ich IgE protilatky takmer vzdy kriZovo reaguju na iné potraviny. Tieto
protilatky mozu byt potencialne pouzité pre detekciu potravinovych alergénov v extraktoch
potravinach (produktoch). Priklad je uvedeny v (obr. 3.). A mAb vznesenej proti hlavému
brezovému alergénu Bet v 1, mAb 5HS8 bol ndjdeny v kriZzovej reakcii na hlavny alergén

v jablku, Mal d 1. Semi—kvantitativna detekcia z Mal d 1 v extrakte jablku je mozné pouzit
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Standardné krivky vycistenej Mal d 1. Podobné postupy je mozné pouzit' pre mnohé iné
potravinové alergény. Polyklonalne antiséra vznesené proti Cistym potravinovym
alergénom moézu byt pouzité miesto mAbs. Vyhodou mono—polyklondlnych antisér
(Specifickych) je, ze zvyc€ajne maji vyssiu afinitu ako mAbs, ¢o vedie K niz§im detekénym

limitom [74].

Obr.3 Semi-kvantitativna detekcia Mal d 1 v jablku. Monoklondlna protilatka 5HS
vznesend proti Bet 1 bola pouzitd pre detekciu Mal d 1 v extrakte z Golden Delicious
jablka. Pruhy 2-7 obsahuju Standardné krivky afinitu cistého Mal d 1.

4.2 ELISA

Bolo zistené, ze imunostanovenie ako Enzym—imunosorbentny test (testy ELISA)
ma zna¢né uplatnenie v klinickej diagnostike. Su to v skuto¢nosti metody vol'by, ale mali
doteraz maly vplyv na analyzu potravin. AvSak od roku 1990 doslo k zvySeniu poctu
pouzivania technik ELISA pre enviromentdlne kontaminanty v potravinach. Bohuzial’, len

malo ktoré boli hlasené u potravinovych alergénov [73].

4.2.1 Princip ELISA testov

Imunochemické metddy pre analyzu enviromentdlnych kontaminantov su velmi
relativne nové v analytickej chémie. Tieto metddy su zaloZzené na pouziti Specifickych
protilatok ako detektor pre analyticky zaujem, ako st potravinové alergény. V tejto
suvislosti sa nerozliSuje alergén medzi antigénom, mozu byt vzajomne zamenitelné.

Imunostanovenia su rychle, citlivé, selektivne a su vo vSeobecnosti rentabilné.
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Imunostanovenia mézu byt navrhnuté ako rychle, field—prenosné, semi—kvantitativne
metody, alebo ako Standardné kvantitativne laboratorne postupy. Su vhodné pre analyzu
vel'kého mnozstva vzoriek, a Casto sa nevyzaduju dlhé pripravy roztokov, ako je tomu Vv
pripade chromatografie. ELISA testy su zaloZzené na pouziti enzymu spojeného s
protilatkou proti zisteniu vézby antigen (Ag) a protilatky (Ab). Enzym premeni bezfarebny
substrat (chromogén) na farebny produkt, ¢o naznaCuje pritomnost Ag:Ab. V
potravinarskom priemysle st ELISA testy zvycajne pouzivané pre detekciu antigénov ako
st alergény, pesticidy, mykotoxiny alebo patogénov vo vzorke. Su dve formy pre meranie

antigénu:
» Sandwich ELISA (obr.4)

» Kompetetivne ELISA (obr.5) [73].

4.2.2 Sandwich ELISA

Sendvi¢ ELISA je citlivy test, ktory dokaze detekovat’ a kvantiikovat’ koncentraciu
Specifickych rozpustnych proteinov. Sandvicova ELISA moze byt Specifickejsia, pretoze
protilatky namierené proti dvom alebo viacerym zreteI'nym epitopom su povinné. Zakladna
sendvicova ELISA metdda vyuziva viac ako vysoko c¢isté, konkrétne protilatky, ktoré su
absorbované na mikroplatnickovych doskach. Imobilné latky slizia k Specifickému
zachyteniu ich zodpovedajtcich antigénov, ako su potravinové alergény, ktoré st pritomné
Vo vzorkach. Po umyti naviazaného materialu, st zachytené antigény detekované pomocou
enzymu Konjugované protilatky (detektory protilatok). Nasledujice pridanie
chromogénneho substratu-obsahujiuce rieSenie, troven farebného produktu vytvoreny
viazanim, enzym-spojeny protilaitkami mo6Zzu byt merané spektrofotomerticky pomocou
ELISA—dosticky na vhodnej vlnovej dizke. Kym vysledky sendvi¢ovej ELISA moZeme
kvantifikovat' proti kalibracnej krivke, intenzita zmeny je zhruba proporciondlna na
koncentraciu alergénu vo vzorku, to je ¢im intenzivnejSia zmena farby, tym vysSie
mnozstvo alergénu vo vzorke. Pripadne, kvantitativne vysledky mozu byt vysledky

vizualizované proti pouzitému Standardu [73].
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Legend
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Obr.4 Typicka sendvicova ELISA [73].

4.2.3 Kompetetivna ELISA

Kompetetivna inhibicia ELISA je technika, ktora pouziva jeden epitop pristup k Ab
rozpoznat’ alergénne zvysky vo vzorke. V konkureCnom teste, Ag je potiahnuty na jamky a
roztok obsahujiuci obmedzeni sumu prvej Ab spolu s Ag alebo analyzovanej latky sa
pridava. Tato metoda je zaloZena na zasade, ze Ag vo vzorke sa bude viazat’ k Ab a potom
sitazit o zavdznost povlaku Ag na jamky. Po neviazany Ab je umytie, druhy Ab-
enzymovy konjugat slizi na detekciu viazanej Ag:Ab komplex v jamkach. V tomto
formate, vyrobend farba je nepriamo umerna, teda vysSia farba nizSia koncentricia

bielkoviny [73].
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Legend
Y First antibody
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Antigen or allergen
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Obr.5 Typicka kompetitivna inhibicia ELISA. Prva protildtka reaguje s Viazanym antige-

nom, a 0znacenda druhd protilatka reaguje s primdrnou protilatkou [73].

4.2.4 Vyhody a nevyhody ELISA
Vyhody:
e Pouzitie jednoduché, rychle a mézZe byt automatizované
e C(Citlivé (v nizkom ppm rozsahu)
e PohodIné¢ a Standardizovanych 96 formatov, ktoré mézu prejst’ do jamkovych pasov
e Selektivne pre alergénne rezidua

e Dostupnost’ oznacenych ¢inidiel



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 41

e Rychla redukcia dat

e Nizke pociatocné naklady

e Prenositel'nost’
Nevyhody:

e DIlhy vyvojovy ¢as

e Mozn4 krizova reaktivita

e Matrixové efekty

e Potencialne pozitivne falSovanie z hluku alebo matice [73].

4.3 PCR - polymerazova retazova reakcia

Polymerazova retazova reakcia bola vyvinutd vedeckymi pracovnikmi
biotechnologickej firmy Cetus Corporation v USA v polovici 80. rokov 20. storocia.
Objavitelom tejto metody bol v roku 1983 molekularny genetik Kary B. Mullis, ktory po
prvy krat vykonal mnohonasobnt in vitro replikaciu v skamavke. V oktobri roku 1993 za
objav PCR ziskal Nobelovll cenu za chémiu. O rasticom vyzname PCR sved¢i stupajuci
pocet publikacii venovanych kazdoroéne tejto metdode. Od niekolkych v roku 1984 na
priblizne 10 000 v roku 1990 az na 30 000 do roku 1998 [75]. Polymerazova retazova
reakcia je technika Siroko pouzivana v molekularnej biologii, mikrobiologii, genetike,
diagnostike, foreznej vede, klinickych laboratoriach a v mnohych d’alsich vedach [76].
PCR metdda bola preukdzand ako DNA metoda zalozena pre identifikdciu geneticky
modifikovanych organizmov (ako st transgénna s6ja a kukurica v réznych potravinarskych

vyrokov), patogénnych potravin stavisiace s rastlinnym alebo Zivo¢isnym druhom [72].

4.3.1 Princip PCR
Kazda analyza PCR sa sklada z troch po sebe nasledujucich krokov:

1) Extrakcia DNA a Cistenie (0br.6) — pri analytickych metodach, ktoré rozpoznavaju
skryté alergény bola navrhnutd citlivost’ 10 ppm (mg/kg) alebo menej alergénnych potravin
v zlozZenej potravine. Potreba pre detekciu alergénnych potravin na tejto Urovni je

podporovany double-blind placebo kontrolovanej potravinovej vyzvy (DBPCFC), stadie
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ktoré ukazali, Ze iba 100ug araSidov moze vyvolat’ miernu alergicku reakciu na citlivych

jednotlivcov.

1. Sample lysis/ 2. DNA binding to
DMNA extraction silica membrane W
Sample lysis Silica spin filter
buffer, heat centrifuge
3. DNA purification 4. DNA elution from E
on silica membrane silica membrane %@
Wash buffer k3 Elution buffer
centrifuge centrifuge
Ly

Obr.6 Extrakcia DNA a cistenie zalozené na DNA vizbe oxido kremicitej membrany. cha-

rakteristické kroky v DNA izolacii a potrebné reagencie a spotrebny material [T7].

2) Aplikacia $pecifickej sekvencie DNA.
3) Detekcia amplifikovanych PCR produktov.

Tato sekcia ukazuje konkrétne kroky v polymerazovej retazovej reakcie so zvlastnym
zretelom na detekciu alergénnych potravin. Zakladom pre PCR je tepelne — stabilna
DNA polymeraza, ktord je schopna doplnit’ konkrétny DNA fragment, ktory je
lemovany dvomi osobitnymi oligonukleotidmi (priméry). Vseobecne plati, ze PCR je
teplotné zavisla reakcia, ktora sa sklada z radu 25 — 45 cyklov, s kazdym cyklom
skladajicim sa z troch faz, ako je denaturcia, Zihanie a roz$irenie fazy (obr.7). VSetky

fazy su vykonané v jednej reakénej flasticke pri definovanej teplote [77].
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{a) Cycle 1: Denaturation phase

{h) Cycle 1: Annealing phase

M
95°C 45-65°C
(I —— —
Doublg—slanded
Single-stranded
DNA
= Primer

{c} Cycle 1: Extension phase
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Obr.7 Princip PCR.
a) Po tepelnej denaturacie genomovej DNA
b) Sekvencie-§pecifické priméry sa viazu na jeden plietol DNA pocas zihacej fazy
C)Nésledne, Tag DNA polymerazy rozSiruje primery vyplnenim hore chybajucej Casti

s desoxynucleotidetriphosphates

{d) Cycle 1-n: DNA amplification

d) Exponencialna amplifikacia produktov PCR je zobrazena [77].

4.3.2 Modifikacie PCR

4.3.2.1 Asymetricka PCR

Asymetrickd PCR je modifikacia PCR, ktord umoziiuje preferen¢ni syntézu len
jedného vlakna z duplexu DNA tym, Ze jeden z primerov je v nadbytku. Ako produkt PCR

tak vznika jednovlaknova DNA vhodna napriklad pre sekvenovanie [75].
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4.3.2.2 Nested PCR

V PCR sa moze docielit’ zvySenie citlivosti pomocou hniezdového (nested alebo
seminested) usporiadania. Typicky postup hniezdovej amplifikacie zahriiuje prva cast’ (15
az 30 cyklov) s jednym parom primeru a druhou ¢astou (15 az 30 cyklov) s vyuZzitim
druhého paru primerov komplementarnych k miestu vo vnutornej sekvencii primarneho
amplikonu. Medzi oboma c¢astami sa PCR produkt prenasa do novej skimavky. Téato
technika ma vyhody aj nevyhody. Jej citlivost’ je znaéne vysokd. Casto moze byt
detekovana jedina kopia cielovej molekuly v reakénej skimavke bez pouzitia hybridizacie
so zna¢nou sondou. Pre prvi reakciu sa pouzije prva sada oligonukleotidov, v druhej,
nested reakcii sa pouZije oligonukleotidy, ktoré st navrhnuté pre fragment ziskany ako
produkt prvej PCR. Tato obl'ibend modifikdcie ma radu aplikacii, niektoré vystacia so sadu

troch primerov [75].

4.3.2.3 Multiplexova PCR

Vyznamnou modifikaciou je multiplexovd (mnohondsobna) PCR. Téato reakcia je
velmi vykonna metoda k testovaniu bodovych mutécii v jednej amplifikacnej reakcii.
V multiplexnej PCR je pouzité viacero parov Specifickych primerov komplementarnych
roznym cielovym sekvencidm v jednej amplifikacnej reakcii. Sucasnd amplifikéacia

niekol’kych cielov naraz sa prevadza s niekol'’kymi zamermi:
e sledovat zmeny v rozsiahlych oblastiach DNA,
e sledovat rozne segmenty cielového genomu,
e zahrnut' vnutorna kontrola amplifikovatel'nosti vzorku,

NajzloZitejSia je faza pripravna, kde je nutné vypracovat také reakéné podmienky, aby
amplifikacné reakcie pre kazdy testovany usek genomickej DNA neprebiehala iba v

pripade, Ze sa jedna o mutaciu v tom ktorom prislusnom mieste [75].

4.3.3 NajcastejSie zdroje kontaminacie metody PCR
Medzi najcastejSie zdroje kontaminacie, ktoré narusuju analyzu metéd PCR su:

e Kontaminicia reagencii pouzivanych pre PCR reakcie, ktoré uz boli niekol’kokrat

pouzité,
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e Akumuléacia produktov PCR reakcii (amplikonov) v laboratériach pri opakovanych

amplifikaciach rovnakych cielovych sekvencii

e Pomerne velké mnozstvo cielovych molekul DNA alebo RNA pritomnych vo

vySetrovanych vzorkach [75].

4.3.4 Trendy buducnosti

Niekol’ko vedeckych Studii naznacuju, ze DNA-zalozené metody moézu byt
aplikované na analyzu skrytych alergénov v hotovych potravinovych vyrobkoch a mézu
doplnit’ pouzitie ELISA testov. Niektoré alergénne potraviny a matice mézu byt vhodnejsie
pre PCR ainé vhodnejSie pre analyzu ELISA. ELISA skusky mézu byt vhodné pre
detekciu vajec a mlieka ako alergénne potraviny, ked’ze rozliSovanie medzi fylogeneticky
pribuznymi orechmi, rybami a korovcami moézu byt TahSie dosiahnutelné metdédami
zalozené na PCR. V budlcnosti, vyvoj metdd k izolacii amplifiable DNA pre vysoké
vynosy a vysoku Cistotu d’alej pomdze k zlepSeniu pouzitel'nosti PCR pri detekcii skrytych

alergénnych potravin [77].

4.4 Biosenzory a SPR technologia

Biosenzory su anylytické pristoje, ktoré sa skladaju z biologicko uznaného
elementu (napriklad bunky, proteiny alebo oligonukleotidy), v priamom kontakte s
prevodnikom, ktory produkuje signal, ktory je d’alej spracovavany, a ktory je tmerny
koncentracii Specifického analytu. Prevodniky moézu byt optické, amperometrické,
potenciometrické alebo akustické. V sucasnej dobe, analyza potravin pomocou SPR je
rychlo rasticim polom. Zatial' najvaési rozvoj bol v oblasti vitaminov a rezidui
veterinarnych lieciv. Priklady bielkovin SPR potravinovych imunologickych stanoveni st
detekcie Stafylokokovych enterotoxinov, protilatky salmonel u kurciat a hubového
aflatoxinu B1. Detekcia najroznejSich mlieCnych bielkovin bola zaznamenana
v niekol’kych skupinach. SPR nastroje su k dispozicii z r6znych komerénych zdrojov. SPR
detekcia je nezavisla na radioaktivhom, fluorescenénom alebo enzymovom Sstitku.
V porovnani S koncovym bodom analyzy ako je ELISA a raketové imunoelektorforézy,
analyzy SPR poskytuji aj d’alSie informacie ako napriklad moZze kvantifikovat’' mnoZstvo

protilatok imobilizovanych na povrchu ¢ipu [78].
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4.5 Novy test na stanovenie potravinovych alergénov

Spolkovy trad pre posudzovanie rizika (BfR) v Nemecku vyvijaju novy systém
testovania alergénov, ktory bude k dispozicii na zaciatku roku 2012. Vyrobcom potravin
umozni Stanovit’ malé mnozstva vo vyrobkoch behom desat’ minat. Hovorca BfR uvadza,
ze systém je zalozeny na troch metddach : PCR, ELISA a spojenim oboch tychto metdd.
Vysledkom je, Ze prevadzanie testov bude jednoduchsi, lacnejsi a citlivejsi ako umoziuji
doterajSie metddy. Pomocou uvedeného testu sa stanovia rozne alergény, bude mozné ich
analyzovat’ paralelne. Stanovia sa aj alergény, ktoré boli uz doteraz narocné detekovat.
Novéa metéda BfR napomoéze znizit nejednoznacnost’ v uvedeni alergénov na obaly
vyrobkov, v ktorych st alergény obsiahnut¢é nahodne. Uvedeny vyskumny projekt
zamerany na vyvoj novej testovacej metdody podporilo Spolkové ministerstvo pre

potraviny, polnohospodarstvo a ochranu spotrebitel'a v Nemecku [79].
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5 VYSKYT POTRAVINOVYCH ALERGIi V EU

5.1 Projekt EuroPrevall

EuroPrevall je multi-disciplinarny vyskumny projekt. Projekt zacal v juni 2005 a
skon¢il v decembri 2009, hoci mnohé z publikacii vyplyvajace z projektu budu stale v
procese pripravoanych. EuroPrevall bol financovany Eurépskou niou a je najvacsi projekt
na potravinové alergie financovanych EU s rozpodtom cez 14 miliénov euro. Projekt bol
koordinovany Clare Mills na Ustave potravinarskeho vyskumu vo Velkej Britanii a ma 67
¢lenskych organizacii v 24 krajinach sveta a viac ako 250 zamestnancov podiel’ajacich sa
na projekte. Partneri st najma v Europe s 17 europskych Clenskych $tatov zapojenych v
projekte, ale st tu aj partneri zo Sibiru, Indie a Ciny. Vyskum sa zameral na
charakterizujice vzory a prevalencie potravinovej alergie v Eurépe u dojciat, deti a
dospelych, a to prostrednictvom EuroPrevall. Projekt vSak skiimal tiez vplyv potravinove;j
alergie na kvalitu Zivota a jej ekonomické naklady spojené s potravinovou alergiou,
diagnostick techniku, vySetrovanie a spracovanie potravin za ucelom zniZenia
alergénneho potencialu. EuroPrevall vyskumné $tudie boli rozdelené do piatich réznych
tém:

1. Epidemiologia potravinovej alergie v celej Europe

2. Zivotné prostredie, strava, mikroby a paraziti a ich tloha pri rozvoji potravinovej

alergie
3. Alergén, Struktara potravin

4. Socialno-ekonomicky dopad potravinovej alergie

o

Sprava potravinovej alergie po celej Eurdpe [80].

5.2 Vyskum v ramci EuroPrevall o percente osob s alergiou na

potraviny v spolo¢enstve

Viac ako 8500 novorodencov, z 9 rdznych krajin v Eurépe (obr.8), sa bude podielat
na Stadii, ktorda bude skimat vyskyt potravinovej alergie v prvych 2,5 roku zivota.
Vyskumny pracovnici budu vykonavat' testovanie alergie, ak dieta vykazuje priznaky

pribuzné potravinovej alergie. Budu zist'ovat’, ¢i vyskyt potravinovej alergie je rovnaky vo
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vsetkych krajinach s odlisnou kultirou a podnebim. Ak budd rozdiely existovat, vyskumny
pracovnici budt skumat’ ¢i rozdiely mozu vysvetl'ovat’ napriklad rozne stravovacie navyky.
Stadie EuroPrevall s novorodencami je najkomplexnejsie preSetrovanie potravinovej
alergie v prvych rokoch Zivota k dnesnému diiu. Okrem toho sa bude priblizne 30 000 deti
v skolskom veku a dospelych z 10 europskych krajin (obr.9) podiel’at’ na prieskume. Pokial’
ide o Studia s novorodencami, vyskumni pracovnici maji za ciel ur¢it’ percento deti a
dospelych s roznymi druhmi alergie na potraviny. Stidie v $kolskom veku sa budi konat’ v
Skolach pomocou dotaznikov, kde sa vyskumnici budu pytat’ deti o symptémy, ktoré mézu
stvisiet’ s potravinovou alergiou. Vyskumni pracovnici budu vykonavat’ testovanie deti,
ktoré vykazuji priznaky mozZnej alergie na potraviny. Vyskumnici ur¢ia dospelych pre
stadium, napriklad pomocou pacientov od praktickych lekarov.

Vd'aka tymto §tudiam, by sme mali mat’ ovel'a jasnejsi obraz o skuto¢nom percente

T'udi s alergiou na potraviny v beznej populacii a o rozdieloch, ktoré mozu existovat’ v celej
Europe [80].

North Nurth
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%
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Obr.8: Krajiny v studii novorodencov Obr.9: Krajiny v studii deti a dospelych
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5.3 Percento l'udi s alergiou na potraviny v spolocenstve

Je dolezité vediet' percento I'udi s alergiou na potraviny. U jedinci s alergiou na
potraviny sa objavia priznaky po poziti potraviny, ktora je pre drviva vacSinu obyvatel'stva
stcastou zdravej vyzivy. Jediny spOsob ako pre alergika riadit’ potravinovu alergiu je
vyhnut' sa potravinam, ktoré sposobuju alergicka reakciu. Mnoho l'udi veri, Ze percento
I'udi s alergiou na potraviny sa zvySuje. AvSak az na niekolko vynimiek, nie st Ziadne
udaje, ktoré mozu objasnit’, i je to v skutoCnosti pravda. Jedna sa o klinicky dojem, ze
vyskyt zmien potravinovej alergie sa 1iSi s vekom a v réznych zemepisnych oblastiach,
napriklad v dosledku réznych stravovacich vzorcov. Ak skutoéne tieto zmeny existuj,
malo by to byt’ vel'kou pomocou pre vedcov, ktori sa snazia zistit’, pre¢o sa u niektorych
Pudi vyvija potravinova alergia. Nedavno vyskumnici v EuroPrevall prezerali viac ako 900
publikovanych $tudii na postdenie percenta I'udi s alergiou na potraviny. Viac ako 120
potravin boli popisané ako latky sposobujuce potravinové alergie, ale iba v obmedzenom
pocte tych, spdsobujuce najvicsie alergické reakcie. Pét'desiat jeden $tudii o potravinovych
alergidch hodnotené u reprezentativnej vzorke, boli pouzit¢ na odhad percenta l'udi
trpiacich na potravinova alergiu. Sucastou $tudia boli aj percenta l'udi s alergiou na
akékol'vek jedlo a na konkrétne alergie na mlieko, vajcia, araSidy, ryby a makkySov. Tieto

potraviny boli vybrané, pretoze mali najvyssi pocet studii [80, 81].

Graf ¢.1 ukazuje rozdiely ndjdené v réznych Studiach. Vedci zistili, Ze u opytanych
'udi v prieskume na otazku, ¢i majl potravinovu alergiu, 3 az 38 % odpovedalo, Ze maju,
hoci len malo $tadii mali udaje nad 20 %. Aj ti T'udia, ktori veria, Ze maji potravinova
alergiu sa musia potykat’ s potravinami pri ktorych si myslia Ze st pri¢inou ich alergie.
Avsak iba u 1-11% z tychto T'udi bola potravinova alergia potvrdena. VacsSina stadii, v
ktorych bola potravinova alergia klinicky preukazana sprava v percentach medzi 1 az 5 % z
celkového poctu obyvatelov, ktory mali akukol'vek alergiu na potraviny. TakZe je tu velky
rozdiel medzi percentom l'udi, ktori si myslia, Ze maju potravinovu alergiu a medzi

percentom l'udi u ktorych bola diagnostikovana potravinova alergia [80, 82].
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Graf ¢.1:Vysledky z nedavnej analyzy EuroPrevall

Vyskumnici analyzovali, ¢i by bolo mozné kombinovat' vysledky réznych studii a
odhad celkového percentualneho podielu T'udi s alergiou na potraviny v spolocenstve.
Analyza ukazala, ze vysledky medzi Stidiami su tak pestré, Ze nebolo zmysluplné
kombinovat’ vysledky a vypocitat’ bud’ celkovy podiel 0sob s alergiou na jedlo alebo podiel
0soOb alergicky na urcité potraviny. Jedno vysvetlenie pre velkl rozmanitost’ je to, Ze su
tam skutocné rozdiely medzi jednotlivymi krajinami a sposob akym tieto S§tadia boli
navrhnuté. Jedna Studia v 15 krajinach sveta rovnakou metddou ukazala rozdiely v
potravinovej alergie 4,6 — 18 %. Nedavna analyza naznacuje na nutnost’ pre vyskumnych
pracovnikov pouzivat rovnaku metodu pre diagnostikovanie potravinovej alergie s ciel'om
vyuzit' vysledky na odhadnutie percenta I'udi s alergiou na potraviny V spolocenstve, a

pozriet’ sa na pripadné regionalne rozdiely [82].

5.3.1 Deti a alergia na potraviny

Okrem toho, ¢o vidiet z grafu, vedci zistili, ze alergia na mlieko a vajcia ma

tendenciu byt beznou medzi 0 — 4 rokom dietata. To je v sulade s klinickou skusenost'ou.
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Mnoho deti vo veku 3 — 5 rokov s alergiou na mlieko a vajcia vyrastli z alergie. Ostatné
potraviny Casto spdsobujuce alergické reakcie u starSich deti su arasidy, ryby a orechy, Této

alergia Casto pretrvava po cely zivot [80, 82].

5.3.2 Dospeli a alergia na potraviny

Klinické dokazy naznacuju, Ze ovocie, zelenina, orechy, arasidy si zodpovedné za
vacsinu alergickych reakcii u dospelych. Vécsina alergickych reakcii sa spusta z dévodu

krizovej reakcie v dosledku alergie na pel alebo latex [80].

5.3.3 Geografické rozdiely

Vyskyt potravinovej alergie sa pravdepodobne 1i§i v roznych geografickych
oblastiach, napriklad z d6vodu odlisnych stravovacich zvyklosti. Alergia na ryby sa zda
byt viacej CastejSia v krajindch ako Norsko, Portugalsko a Japonsko, kde st ryby
spracované vo vi¢§om mnoZstve, nez vo vadsine ostatnych krajin. Dal§im prikladom je
alergia na lieskové orechy, ktora sa zda byt viac obyCajna v zemepisnych oblastiach
bohatych na brezovy pel’, pretoze je krizova reaktivita medzi pelom brezy a lieskového
orecha [80].

5.3.4 Rozdiely medzi pohlaviami

Malo informacii existuje na rodové rozdiely v potravinovej alergie u deti.
U dospelych, je to tak, Ze potravinové alergie st CastejSie U deti. Je to dojem ziskany od
lekarov. Avsak nie je zname, ¢i je tato nerovnost’ spdsobend fyziologickymi rozdielmi

alebo mame hl'adat’ rozdiely v zdravi medzi muzmi a zenami [80].

5.4 Eurodpska ‘‘Biela kniha“ alergie

“Biela kniha’®> sa venuje alergickym ochoreniam, vyvolanym exogénnymi
neinfekénymi faktormi, ktoré st inhalované, prehitané, pripadne injikované, alebo ktoré
prichadzaju do kontaktu so sliznicou. Patria k nim aj potravinova alergia. ‘‘Biela kniha’’
poskytuje zakladné udaje 0 sucasnej alergologickej praxi v Eurdpe a nacrtava realne cesty,
ako mozno dosiahnut’ zlepSenie starostlivosti 0 alergikov. ZlepSenie odbornej pripravy v

alergologii a zdokonalenie alergickej starostlivosti o deti a dospelych by prispeli
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K lepSiemu ‘‘zdraviu’’ astmatikov a alergikov. ‘‘Biela kniha’’ navrhuje uceleny systém
opatreni od odporacani, veducich od harmonizacie a zjednotenia Struktury, organizacie a
zdrojov az k prevencii a liecbe alergii. Patri sem aj jednotny systém postgradualneho
vzdelavania v celej Eurdpe a zlepSenie spoluprace praktickych lekarov a Specialistov.
Zodpovedné institicie Eurdpskej tnie by si mali byt vedomé komplexnosti a vyznamu
diagnostiky a lie¢by alergii. Najviac by ma mali odbornici uznat’ urgentnt potrebu zdrojov
nielen na podporu vyskumu, ale tiez pre vybudovanie centralizovaného systému zdravotne;j
starostlivosti v Europe, zarucujiceho Standardizaciu v alergolégii a klinickej imunologii.
Stale vyznamnejSiu ulohu maju dnes organizacie pacientov laikov, ktori si navzajom

odovzdavaju sktsenosti z boja s alergiou [83].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 53

ZAVER

Kazdy je neustale vystaveny vplyvu okolitého prostredia. A rovnako ako pokozka, i
traviaci systém je v neustalom kontakte s latkami, ktoré prostredie poskytuje. V ¢revach su
za pomoci traviacich enzymov Stiepené bielkoviny, tuky a sacharidy, ktoré sa potom
v podobe molekul vstrebavaju ¢revnou stenou do krvi. K alergii dochadza, ked sa ¢revna
Stava, z dovodov jej poSkodenia, dostavaju do krvi i Casti potravy, ktoré mozu vyvolat
alergiu. Postupy spracovania potravin m6zu zmenit’ alergizujuce vlastnosti potravin a to do
takej miery, ze alergicky potencial danej potraviny znizi na minimum alebo sa jej alergicky

potencial zvysi a vyvola alergicku reakciu.

Alergie mozno oznacit’ za ,,mor* 21. storocia. Ked raktsky lekdr Clemmens von
Pirquet pred sto rokmi definoval alergiu, nemohol este vediet a ani tusit, na kol’ko latok od

pel'u az po potraviny budu l'udia alergicky.

Ako sa menia stravovacie navyky l'udi, stretavaju sa s exotickej$imi potravinami a s
naslednym narastom vyskytu a rozSirovanim spektra potravinovych alergii. Napriklad od
prvého popisu alergie na kiwi vroku 1981 doslo k dvadsatnasobnému zvySeniu tohto

druhu alergie.

V Eurdpskej unii je dnes polovica vSetkych popisanych pripadov anafylaktickych
reakcii spdsobena potravinovymi alergiami. Potravinové alergie vyrazne ovplyviluju
kvalitu zivota rodiny s postihnutym jedincom. Potreba osobitnej pripravy jedal, obmedzeny
vyber pripravovanych potravin, strach z reakcie pri stravovani sa v reStauraciach, skolskych
a zavodnych jedalinach komplikuji bezny zivot rodiny a nezanedbatelnd je aj financna
naroc¢nost’ diétnych opatreni. Preto je dolezité dodrZiavat' najma preventivne opatrenia.
Problematika potravinovej alergie je nesmierne Sirokd. Vo Sv0jej rozmanitosti patri medzi
diagnézu, ktora nasej pozornosti v mnohych formach unika. Preto je nesmierne dblezité na

fu v kazdodennom zivote mysliet’.
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