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immunoreactivity of protein extracts of fruits and vegetables (apple, eggplant, fennel). Based on the extensive
statistical analysis of the archived FABER assays of 111 individuals, sera of three patients with high levels of
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allergens.
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SAZETAK

Voce 1 povrée podvrgavaju se velikom broju postupaka pripreme kako bi se poboljsala
njihova probavljivost, senzorska svojstva i produljila njihova trajnost. Toplinska 1 ultrazvu¢na
obrada cesto se koriste pri proizvodnji razli€itih proizvoda na bazi voca i povréa koji mogu
sadrzavati alergene proteine. Stoga je vazno istraziti u¢inak ovih tehnologija na njihovu
alergenost kako bi se osigurali na¢ini upravljanja rizicima od alergija tijekom proizvodnje 1
istrazile nove tehnologije s ciljem smanjenja alergijskog potencijala kona¢nog proizvoda. Cilj
ovog rada bio je ispitati utjecaj ultrazvucne i toplinske obrade na in vitro imunoreaktivnost
proteinskih ekstrakata voéa i povréa (jabuka, patlidzan, komorac¢). Na temelju arhiviranih
FABER testova 111 ispitanika, nacinjena je opsezna statistiCka analiza te su odabrani serumi
triju pacijenata s visokom razinom specificnih imunoglobulina E za alergene jabuke,
patlidZzana i komoraca. Nakon ultrazvuénog i toplinskog tretmana, proteinski ekstrakti jabuke,
patlidzana i1 komoraca analizirani su SDS-poliakrilamidonom gel elektroforezom te
imunokemijskim metodama Western-blot i ELISA. Rezultati istrazivanja su pokazali da
obrada ultrazvukom i poviSenom temperaturom mijenjaju svojstva i alergenost proteina
komoraca, patlidzana i jabuke. Zbog krizne reaktivnosti s antigenima iz breskve, obrada
komoraca ultrazvukom ili poviSenom temperaturom mogla bi sprijeciti dodatnu alergijsku
reakciju kod ljudi alergi¢nih na breskvu. Da bi se stekao detaljniji uvid u ucinke razli¢itih
postupaka obrade i1 raznolikost pojedinacnih alergijskih odgovora, potrebno je analizirati veci
broj ispitanika. Dobiveni rezultati ovog istrazivanja povecavaju razumijevanje utjecaja

konvencionalnih, ali i novih postupaka obrade na alergene voca i povréa.



ABSTRACT

Fruits and vegetables are subjected to a number of preparation processes to improve their
digestibility, sensory properties and extend their shelf-life. Thermal and ultrasonic treatments
are often used in the production of various fruit and vegetable based products that may
contain allergenic proteins. Therefore, it is important to investigate the impact of these
technologies on their allergenicity in order to provide ways of managing allergy risks during
production and to explore new technologies aimed at reducing the allergic potential of the
final product. The aim of this study was to investigate the effect of ultrasound and heat
treatment on the in vitro immunoreactivity of protein extracts of fruits and vegetables (apple,
eggplant, fennel). Based on the extensive statistical analysis of the archived FABER assays of
111 individuals, sera of three patients with high levels of specific immunoglobulin E for
allergenic apples, eggplants and fennel were selected for further studies. After ultrasonic and
thermal treatment, protein extracts were analyzed by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis
and immunochemical methods Western blot and ELISA. The results of the study showed that
ultrasonic and thermal treatment altered the properties and allergenicity of fennel, eggplant
and apple proteins. Due to the cross-reactivity with peach antigens, fennel treatment by
ultrasound or heat could prevent additional allergic reactions in people allergic to peach. In
order to gain more insight into the effects of different treatments and the variety of individual
allergic responses, a larger number of subjects need to be analyzed. The results of this study
increase the understanding of the impact of conventional as well as novel processing methods

on fruit and vegetable allergens.
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1. UvOD

Alergijske bolesti su postale globalni problem. Prema statistikama Svjetske zdravstvene
organizacije, WHO (engl. World Health Organisation), 30-40 % ukupnog svjetskog
stanovniStva boluje od barem jedne alergijske bolesti. U proslosti su alergijske bolesti
tretirane kao rijetke. U novije doba postajemo svjedoci velikog povecanja njihove ucestalosti.
Europska akademija za alergiju i klinicku imunologiju (EAACI) iznijela je podatak kako vise
od 150 milijuna Europljana pati od kroni¢nih alergija, a trenutna prognoza je da ¢e do 2025.
godine biti pogodena polovica ukupne populacije Europske unije. Alergijska reakcija na
hranu imunosna je reakcija organizma na pojedini sastojak hrane unutar koje su proteini
glavne alergene komponente u hrani.

Alergena aktivnost namirnice moze se smanjiti, ostati ista ili ¢ak povecéati postupkom
prerade hrane. S obzirom na brojne strukture alergena sadrzanih u cjelovitoj namirnici, te
imajudi u vidu da isti postupak obrade moze imati razli¢ito djelovanje na razlicite proteine,
utjecaj obrade hrane na strukturna i alergena svojstva alergenih namirnica tesko je predvidjeti.
Nadalje, stupanj modifikacije alergenih proteina prilikom obrade hrane ovisi 0 vrsti postupka
I uvjetima, strukturi proteina i sastavu matriksa hrane.

Uzimajuéi u obzir da se toplinska i ultrazvuc¢na obrada Cesto koriste pri proizvodnji
razli¢itih proizvoda na bazi voc¢a i povr¢a, a koji mogu sadrZavati alergene proteine, vazno je
istraziti u¢inak ovih tehnologija na njihovu alergenost kako bi se osigurali nacini upravljanja
rizicima od alergija tijekom proizvodnje.

S ciljem odredivanja alergijskog potencijala, na temelju statisticke obrade dijagnostic¢kih
testova, od ukupnog broja pacijenata odabrani su serumi osoba na osnovu rezultata mjerenja
specificnog IgE-a za razli¢ite vrste voca i1 povrca, a Cija je razina senzibilizacije visoka. S
obzirom na rezultate presjeka dobi i spola, kao voce i povrcée koje ucestalo izaziva alergijske
reakcije istrazivani su proteinski ekstrakti jabuke, komoraca 1 patlidZana.

Glavni cilj ovog rada bio je istraziti utjecaj ultrazvuéne i toplinske obrade na njihovu in

vitro imunoreaktivnost, uz analizu elektroforetskim i imunokemijskim metodama.



2. OPCI DIO

2.1. Klasifikacija neZeljenih reakcija na hranu

Nezeljene reakcije na hranu klasificiraju se u razlicite skupine na osnovu patogenih
mehanizama (Slika 1) (European Food Safety Authority, EFSA, 2014). U neZeljene reakcije
na hranu ubrajaju se imunosne reakcije izazvane IgE protutijelima, stani¢no (ne-IgE)
izazvane, kombinirane ili neimunosne reakcije na hranu (intolerancija na hranu) koje ovise o
nedostatku enzima ili farmakoloskim reakcijama, ili se, pak, u vecini slucajeva javljaju uslijed

nepoznatih mehanizama (Slika 1) (Waserman i Watson, 2011).

NEZELJENE
REAKCIJE NA HRANU
| |
ALERGIJE NA HRANU AUTOIMUNE INTOLERANCIJE NA
(imunosno posredovane) (celijakija) . HRANU
(ne imunosno posredovane)

| |

- l [ I ]
jesovite P& ]

IgE (IgE i stani¢no os,SrE:a:jr:)I\igr?e Enzimske Farmakoloske Ostale/nepoznate
posredovane posredovane) p

Slika 1. Klasifikacija nezeljenih reakcija na hranu ( EFSA, 2014)

Pojam alergen ogranicen je na proteine i peptide odgovorne za alergijski potencijal
hrane, imaju¢i na umu da na alergenost hrane utjeCe i odredeni udio ugljikohidrata.
Imunogenost oznacava sposobnost izazivanja humoralnog ili stanicnog imunosnog odgovora,
dok je antigenost sposobnost specificnog vezanja na krajnje produkte imunosnog odgovora,
primjerice na protutijela. Prema zastupanom misljenju, pojam alergenost (tj. moguénost
izazivanja alergije i/ili alergijske reakcije) ograni¢ena je na mogucnost izazivanja alergijske

reakcije 1 ne odnosi se na mogucnost izazivanja senzibilizacije.



Alergija na hranu definira se kao nepovoljni zdravstveni utjecaj uslijed specificne
imunosne reakcije prouzrokovane opetovanim oralnim izlaganjem odredenoj hrani putem IgE
protutijela svojstvenih odredenoj hrani, ili stani¢nih mehanizama, ili pak kombinirano. 30-40
% ukupnog svjetskog stanovniStva boluje od barem jedne alergijske bolesti. Alergijske
bolesti se razvijaju 1 mijenjaju tijekom Zzivota, a ocituju se u obliku razli¢itih simptoma koji se
mogu javiti u bilo kojem organskom sustavu, u bilo kojem razdoblju zivota, a intenzitet im

slabi starenjem.

Alergije na hranu posredovane imunoglobulinima E mogu rezultirati naglim i akutnim
reakcijama (obi¢no unutar 2 sata nakon oralnog izlaganja odredenoj hrani), a mogu se
ofitovati uz mnoStvo raznovrsnih simptoma koji mogu zahvatiti probavni, diSni,
kardiovaskularni i kozni sustav (Boyce i sur., 2011). Reakcije se krecu od blagih (npr.
osip/koprivnjaca) do akutnih (npr. anafilaksija). Imunosne IgE alergije na hranu cesce
pogadaju samo gastrointestinalni trakt na subakutni ili kroni¢an nain. Do reakcije tipicno
dolazi s odgodom od 2 do 48 sati nakon konzumiranja odredene hrane. Pod primarne
poremecaje ove kategorije spadaju enterokolitis i proktitis izazvani proteinima iz hrane, te
enteropatija, koji se u vecini slucajeva rijese do perioda adolescencije. Enteropatija izazvana
kravljim mlijekom jedna je od bolje objasnjenih ne-IgE alergija na hranu. Premda su
eozinofilni gastrointestinalni poremecaji (poput eozinofilnog ezofagitisa 1 eozinofilne
enteropatije) takoder tipi¢no unutar navedene kategorije, velik broj slu¢ajeva izazvan je IgE
uvjetovanim reakcijama. Neimunosne nezeljene reakcije na hranu (tzv. intolerancija na hranu)
obuhvacaju poremecaje poput intolerancije na laktozu (zbog nestanka enzima laktaze), te
druge poremecaje probavno-apsorpcijskih procesa, toksi¢ne (trovanje hranom) i farmakoloske
reakcije (tzv. pseudoalergijske reakcije) uslijed otpuStanja histamina ili tiramina nakon

konzumiranja odredene hrane (Guandalini i Newland, 2011).

2.2. Alergijske reakcije na hranu

IgE alergijske reakcije na hranu karakterizira jasno definirana klinicka slika.
Alergijska reakcija podrazumijeva proces koji se sastoji od dvije faze. Najprije je potrebno
utvrditi sposobnost odgovora alergijskom reakcijom nakon izlaganja odredenom alergenu. To
potice imunosni sustav na proizvodnju specificnih IgE protutijela za borbu protiv alergena. To
je indukcijska faza tj. faza senzibilizacije. Nakon §to je pojedinac senzibiliziran na odredeni

alergen, on moZze razviti simptome alergijske reakcije nakon ponovnog izlaganja doti¢nom
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alergenu. To se naziva fazom okidanja tj. provociranja. Imunosno nepovoljne reakcije na
hranu ocituju se kroz objektivna klinicka obiljezja i subjektivne simptome razlicite jacine i

trajanja, koji utjeCu na razlicite organe i sustave (Tablica 1).

Tablica 1. Uobicajena klinicka slika alergije na hranu (Dupont, 2011)

Sustav organa: Klinicka slika: Opaske:

Kozia atopijski dermatitis najucestalija kozna manifestacija

gotovo uvijek popratni simptom koznih

svrbez promjena

Cesto nespecifi¢na reakcija ako je

angioedem izolirana kao simptom

pocetak najcesce u ranom djetinjstvu,

urtikarija dominantan geneticki faktor

ucestalije po tipu zakasnjele alergijske

crvenilo reakcije dugotrajnijeg tijeka

klasi¢an simptom alergijske reakcije sa

DiSni sustav astma specifi¢nim IgE protutijelima

rinitis ucestalije uz astmatske simptome

sezonska i perenijalna ovisno o

kasalj uzro¢nim alergenima

O¢i konjuktivitis uglavnom uz rinitis i ¢e$¢i kod polenoza

moguca vitalna ugrozenost cirkulatornim
Sokom 1 asfiksijom uslijed edema

Opcéenito/sustavno | anafilaksija sluznice

Imunosno uvjetovane nepovoljne reakcije na hranu ocituju se kroz klinicka obiljezja 1
simptome razliite jacine 1 trajanja, te mogu zahvatiti razli¢ite organe 1 sustave. Anafilakticke
reakcije na hranu su IgE uzrokovane i do njih moZe do¢i u bilo kojoj Zivotnoj dobi. Ne-IgE
uzrokovana alergija na hranu ukljucuje Sirok spektar bolesti, ukljucujuéi i enterokolitis

izazvan proteinom te eozinofilni ezofagitis.



2.3. Patogeneza razvoja alergijskih reakcija

Makrofagi MHC klase II tj. dendriticke stanice su prvi kontakt kod ulaza
potencijalnog alergena u organizam. One ih prenose naivnim T limfocitima, a u slucaju
razvoja alergijske reakcije, daljnji prijenos alergena ide kroz pojacanu produkciju Th 2
limfocita. U ovoj fazi presudna je dominacija produkcije Th2 limfocita u odnosu na Thl

limfocite. Daljnji razvoj alergijske reakcije odvija se u vise pravaca (Slika 2).

Jedan od glavnih je kroz produkciju medijatora interleukina IL-4 koji stimuliraju produkciju
B limfocita, a time i produkciju IgE i vezivanje njihovog fragmenta Fc na receptore na
povrSini mastocita. Ovakvo vezivanje izaziva produkciju medijatora citokina odnosno
leukotriena i1 histamina. Ovi medijatori svojim djelovanjem na epitelne stanice i stanice
glatkog misi¢nog tkiva izazivaju edeme i pojac¢anu sekreciju te spazam glatkih misica, a time i

klini¢ke simptome ranih alergijskih reakcija rinitisa, konjunktivitisa, astme i urtikarija.
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Slika 2. Patogeneza razvoja alergijskih reakcija (preuzeto i prilagodeno iz Hawrylowicz i
O'Garra, 2005)



Drugi pravac razvoja procesa alergijske reakcije od informiranih Th2 limfocita razvija se kroz
proizvodnju medijatora interleukina IL-5 i IL-9 koji stimuliraju produkciju eozinofila, a te
stanice izluuju medijatore citokina, leukotriena i bazi¢nih proteina s efektom na epitelne
stanice 1 glatke miSi¢ne stanice 1 nastankom kasnih alergijskih reakcija uz klinicke
manifestacije produljenih simptoma astme, produzenog zacepljenja nosa te koZne promjene u
vidu ekcema. U isto vrijeme produkcija interleukina I1L-9 stimulira i mastocite na produkciju
medijatora histamina, citokina, lipida, a ovi medijatori takoder pojacCavaju razvoj veé

navedenih zaka$njelih alergijskih reakcija i alergijskih simptoma.

Alergijske reakcije koze manifestiraju se kao svrbez, crvenilo i angioedem. Urtikarija
prouzrokovana konzumiranjem hrane najcesc¢e izbija nakon nekoliko sati te Cesto nestaje
unutar 3 sata. Atopijski dermatitis oblik je kroni¢ne bolesti upale koze pracene ekstremnim
svrbezom, koja se obi¢no javlja u ranom djetinjstvu 1 ponekad se proteze do odrasle dobi.
Atopijski dermatitis predstavlja prvu klinicku alergijsku manifestaciju u djece kod koje se
kasnije moze razviti astma te alergijski rinitis. Pacijenti s atopijskim dermatitisom obi¢no
imaju povisen specific¢an IgE, pozitivan kozni ubodni test (engl. skin prick test — SPT) na
nekoliko alergena i geneti¢ku predispoziciju. Dijagnoza atopijskog dermatitisa zasniva se na
opéeprihvaéenim internacionalnim kriterijima Kkoji uzimaju u obzir razli¢ite klinicke i
laboratorijske parametre, poput vrste 1 rasprostranjenosti manifestacije na kozi, dobi,
povezanost s drugim atopijskim bolestima, ukupan i specifican IgE.

Nepovoljne reakcije koje pogadaju probavni sustav mogu se izraziti kao blaga oralna
neugoda nakon izlaganja alergenu, ali i u obliku akutne dijareje. Bilo koji dio probavnog
sustava moze biti zahvacéen i obiljeZja klini¢ke slike mogu se javljati pojedina¢no ili skupa
kao dio sindroma. Dok je oralni alergijski sindrom posljedica IgE uvjetovanih imunosnih
reakcija, ostali simptomi koji zahvacaju probavni sustav veéinom su mjesovitog tipa. Oralni
alergijski sindrom (OAS) predstavlja IgE uvjetovane momentalne alergijske reakcije kod
kojih se simptomi javljaju unutar nekoliko minuta nakon kontakta s hranom, uklju¢uju¢i usta

i zdrijelo (Ortolani i sur., 1988).

Direktan kontakt s odredenom hranom moze izazvati oralni i Zdrijelni svrbez, oralne
¢ireve, iritaciju usana te oticanje i edem glotisa. U nekim slucajevima navedeni simptomi
mogu biti popraceni sloZenijom klinickom slikom. OAS se klasificira u 4 stupnja, ovisno o
mjeri do koje su zahvaceni drugi organi 1 o tome dolazi li do sustavne reakcije. Reakcije kod
OAS-a rijetko mogu uznapredovati i prosiriti se na ostale organe osim intestinalnih ili dovesti

do anafilaksije (Webber i England, 2010). OAS je Cesto povezan sa selektivno labilnim
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alergenima koje sadrzi svjeze voce 1 povrée te stoga standardna dijagnosticka procedura
obavezno ukljucuje izlaganje svjezem vocu i povréu. Oralni su simptomi rjedi u pacijenata s
alergijama na hranu Zivotinjskog podrijetla, poput mlijeka, jaja, ribe i Skampa (Amlot i sur.,
1987). Povracanje je uobi¢ajena pojava kod alergijskih reakcija na hranu (Hill i sur., 1984), a
moze do¢i 1 do ucestale rijetke stolice zbog smanjene apsorpcije nutrijenata i vode, uslijed
crijevne sekrecije tekuéine zbog upale, ili iz oba navedena razloga kombinirano. Proteinom
izazvan sindrom enterokolitisa akutna je sustavna reakcija na proteine iz hrane, do koje
obi¢no dolazi unutar 4 sata od konzumiranja hrane, primarno u dojencadi, no, moze se
pojaviti i kod starije djece i odraslih (Nowak-Wegrzyn i Muraro, 2009). S druge strane,
gotovo 10 % djece alergicne na kravlje mlijeko pati od opstipacije (Kiefte-de Jong i sur.,
2010).

U ranom djetinjstvu mogu se javiti i prolazne enteropatije na kravlje mlijeko, soju, jaja
i slicnu hranu. Glavno obiljezje enteropatije je naruSena struktura crijevne sluznice, uslijed

Cega dolazi do smanjenja njene probavne i apsorpcijske funkcije (Vighi i sur., 2008).

Astma takoder moze biti jedna od manifestacija alergijske reakcije na hranu. Ponekad
ona moze biti glavni simptom, ali ¢e$¢e se javlja uz ekcem, urtikariju, sindrom alergije na
pelud (tj. alergije na hranu izazvane senzibilizacijom na inhalirane alergene) ili
gastrointestinalne simptome. Simptomi astme mogu imati velik udio u opcoj anafilaktickoj
reakciji. Nadalje, astmatiCari koji su takoder alergi¢ni na hranu u vecoj su opasnosti od
razvijanja akutnih simptoma anafilakti¢ke reakcije na hranu. Namirnice koje su okidaci
alergijske astme slicne su opéem alergijskom obrascu prevalencije uo¢enom unutar drustva.
Prilikom procjene pojedinca s povijes¢u astme povezane s alergijom na hranu, neophodno je
razmotriti komorbiditet vezan uz alergene iz okoline. Vecinu reakcija na sulfite obiljezava
bronhospazam, povremeno akutan, koji se moze javiti unutar nekoliko minuta po
konzumiranju hrane ili pi¢a koji sadrze sulfite. Edem larinksa, oticanje sluznice larinksa,
Cesto je dio anafilakticke reakcije na hranu 1 moze dovesti do opstruckije diSnih puteva te, u
najgorem slucaju, do zastoja disanja (Summers i1 sur., 2008). Alergijski je rinitis takoder
mogu¢ simptom alergije na hranu, premda je rjedi nego simptomi astme (Oehling i sur.,
1992). Simptomi nalik rinitisu uo€eni su u brojne djece alergicne na pelud uz alergije na

kravlje mlijeko i jaja (Balatsouras i sur., 2011).

Glavni oblik alergijske reakcije ocCiju je konjuktivitis, kod kojeg se javlja crvenilo,

oticanje i svrbez povrsSine o€iju 1 unutrasnjosti kapaka. Konjuktivitis je ¢esto, iako ne uvijek,



pracen rinitisom 1 konjuktivitis se opcenito javlja rjede od rinitisa. UoCena je veza izmedu
pojave konjuktivitisa u pojedinaca senzibiliziranih na pelud i konzumiranja specificnih

namirnica, premda rjede nego kod simptoma astme (Kurosaka i sur., 2011).

Anafilaksija je akutno, potencijalno po zivot opasno i ponekad fatalno stanje, koje
zahvaca kardiovaskularni sustav, diSni sustav, usta, zdrijelo i kozu, pojedinacno ili
kombinirano (Sampson, 2006). Glavni tip stanica ukljucenih uslijed oslobadanja vazoaktivnih
medijatora predstavljaju eozinofili, mastociti i bazofili. Reakciju mogu pokrenuti i IgE i 19G
(1gG1 > 1gG4) protutijela, ovisno o tipu stanica (Tsujimura i sur., 2008). Pocetni simptomi
nerijetko zahvacaju kozu ili orofarinks. Simptomi, njihov slijed 1 izrazenost mogu varirati od
jedne do druge epizode i ovise o pojedincu. Kod fatalne anafilaksije prouzrokovane hranom
pocetni simptomi tipi¢no se razvijaju unutar 3 do 30 minuta, a akutni respiratorni simptomi od
20 do 150 minuta nakon izlaganja (Pumphrey i Gowland, 2007). Neke reakcije, pak, mogu
imati dvije faze i krenuti s blagim pocetnim simptomima. Astmaticari s alergijama na hranu
nalaze se u visoko rizi¢noj skupini za razvijanje akutnih anafilakti¢kih reakcija na hranu

(Gonzalez-Perez i sur., 2010).

2.4. Dijagnoza alergije na hranu

Dijagnoza nepovoljnih imunosnih reakcija na hranu i pojedine namirnice ovisi 0
klinickom uvidu, tumacenju povijesti i klini¢kog ispitivanja pacijenta. Dijagnoza alergije na
hranu Cesto je otezana zbog subjektivne prirode 1 Sirokog spektra simptoma te nedostatka
objektivnih klini¢kih obiljezja (Boyce i suradnici., 2011) te su stoga objavljene smjernice i
protokoli za klinicko dijagnosticiranje alergije na hranu (Muraro 1 sur., 2014). Anamneza
pacijenta, a osobito vrijeme izmedu izlaganja i reakcije kljucni su za dijagnozu. Atopija u
obiteljskoj anamnezi poveava sumnju na imunosSno uzrokovane nepovoljne reakcije na
hranu. Medutim, nedostatak obiteljske anamneze ne iskljucuje dijagnozu alergije na hranu ili
alergijsko podrijetlo klinickih simptoma. VaZan podatak glede uzroka koju pojedina
namirnica moze imati kod razvijanja simptoma moguce je apstrahirati eliminacijskom

dijetom, tj. kada uklanjanjem doti¢ne namirnice iz prehrane nestaju simptomi.



2.4.1. Provokacijski testovi na hranu

Odredena namirnica moze biti ponudena izravno (ispitanici su svjesni da im je dana doti¢na
namirnica, nema uporabe placeba), kroz jednostruko-slijepo placebo kontrolirani
provokacijski test SBPCFC (engl. single-blind placebo-controlled food challenges); ispitanici
ne znaju dobivaju li doti¢énu namirnicu ili placebo), ili kroz dvostruko-slijepo placebo
kontrolirani provokacijski test DBPCFC (engl. double-blind placebo-controlled food
challenges); ni ispitanici, ni ispitivaci ne znaju je li ponudena doti¢na hrana ili placebo).
Rezultate izravnog testiranja na hranu u kome ispitanik zna §to uzima OFC (engl. oral food
challenge) teze je tumaciti nego rezultate SBPCFC-a (tj. tesko je pripisati odgodene ili
subjektivne simptome konzumiranju doti¢ne hrane u odsustvu placeba). DBPCFC testovi su
skupi, vremenski zahtjevni i teski za provodenje. OFC testove Cesto odbijaju pacijenti, njihovi
roditelji ili lije¢nici zbog rizika od akutne reakcije kod visoko osjetljivih pojedinaca u slu¢aju
nepoduzimanja odgovaraju¢ih mjera. DBPCFC testiranje je, pak, prihva¢eno kao zlatni

standard jer je subjektivna pristranost otklonjena.

2.4.2. Odredivanje razine ukupnog i specifi¢cnog imunoglobulina E u
uzorku seruma

Odredivanje razine ukupnog 1 specificnog IgE vazno je u laboratorijskoj dijagnostici
alergijskih reakcija. Osnovni princip ovih testova je specificna reakcija vezivanja antigena 1
protutijela. Klinicka osjetljivost i specifi¢nost ovih pretraga kod dijagnoze alergije na hranu
ovise o uvjetima njihova provodenja. Specificni imunoglobulini E (IgE) posreduju osjetljivost
na odredenu hranu, no ne nude informacije o pojavljivanju i jacini alergijskih reakcija nakon
oralnog izlaganja doti¢noj hrani (Soares-Weiser i sur., 2014). Odredivanje ukupnog IgE

podrazumijeva mjerenje koncentracije IgE neovisno o specifi¢nosti.
Testovi koji se najcesce koriste pri odredivanju ukupnog IgE su:

a) radioimunosorbentni test - RIST (engl. Radio Immuno Sorbent Test),
b) fluoroimunotest - FIA (engl. Fluoro Immuno Assay),

¢) fluoroenzimimunotest - FEIA-CAP Siystem (engl. Fluoro Enzyme Immuno

Assay).



Odredivanje specifi¢nih IgE otkriva potencijalnu senzibilizaciju na viSe alergena iz jednog
uzorka krvi. Velika prednost odredivanja specifiénih IgE nad koZznim ubodnim testom
pokazala se kada pacijenti nisu u mogucnosti prekidati terapiju zbog testiranja (koja dovodi
do lazno negativnog koznog ubodnog testa), kod pacijenata koji ne Zele suradivati te kod

pacijenata kod kojih bi dodir sa alergenom uzrokovao anafilakticku reakciju.
Za odredivanje specifi¢nog IgE u upotrebi su:

a) radioalergosorbentni test - RAST (engl. Radio Allergo Sorbent Test) ,
b) radioalergosorbentni test na hidrofilnom polimernom nosacu — ImmunoCAP® sistem,
c) FABER test.

Krvne pretrage tipa RAST cesto se zamjenjuju kvantitativnim imunokemijskim pretragama s
ciljem utvrdivanja razine IgE protutijela specifiénih za odredenu hranu. ImmunoCAP® je
automatizirani kvantitativni test za in vitro mjerenje cirkuliraju¢eg specifi¢nog IgE antitijela u
serumu ili plazmi. Alergen se veZe na hidrofilni polimerni nosa¢-lmmunoCAP® , a odlikuje
ga visoka specifi¢nosi i osjetljivost. FABER test predstavlja najnoviji dijagnosticki alat za
laboratorijsko ispitivanje alergijskih bolesti, a razvijen je koriste¢i se suvremenom

nanotehnologijom i detaljno je opisan u poglavlju 4.1.

2.4.3. KozZni ubodni test

U slucaju sumnje na IgE uzrokovane imunosne reakcije na hranu moze se provesti
kozni ubodni test (engl. skin prick test, SPT). Pozitivna reakcija ocituje se razvijanjem urtike
u obliku kotaca ¢iji promjer se mjeri kako bi se utvrdio stupanj reakcije. Pozitivan SPT
ukazuje na osjetljivost na testiranu hranu, no to nije dijagnoza alergije na hranu. IgE
protutijela alergeno-specificnog seruma upucuju na osjetljivost na odredenu hranu, no ne

predstavljaju dijagnozu bez klinicke povijesti ili provokacijskih testova.

2.5. Razli¢iti pristupi suzbijanju alergija na hranu

Kod alergije na hranu primarno je iskljuciti iz prehrane doti¢nu alergenu hranu te
izbjegavati nehoti¢no izlaganje istoj u nekontroliranim uvjetima, tj. na putovanjima, u
restoranima, kao i izlaganje hrani bez deklaracije (Burks i sur., 2011). Majkama iskljucivo
dojene djece s alergijom na hranu (s klinickom dijagnozom alergije na hranu) takoder se

savjetuje eliminacijska dijeta, jer majcino mlijeko moze sadrzavati alergene u koliini

10



dostatnoj za izazivanje nepovoljne reakcije u dojencadi te odrzavati proces bolesti u pozadini
(Koletzko i sur., 2012).

Indukcija sustavne oralne tolerancije (SOTI) na proteine davno je prepoznata i ¢esto
demonstrirana u bioloSkim eksperimentima. Mehanizmi u pozadini indukcije oralne
tolerancije i procedura desenzibilizacije i dalje su predmet znanstvenih istrazivanja
(Eigenmann 1 sur., 2008). Prednost SOTI je povecanje minimalne doze odredene alergene
hrane u pojedinca te ujedno i smanjenje rizika od javljanja akutnih alergijskih reakcija nakon
nehoti¢nog konzumiranja doti¢ne hrane. Sublingvalna imunoterapija (SLIT) uglavnom se
primjenjuje za lijeCenje alergijskih bolesti koje izazivaju alergeni iz okoline te rijetko kod
alergije na hranu (Larenas-Linnemann, 2009). Brojni alergeno-specificni i alergeno-
nespecifiéni imunoterapijski pristupi dosegli su fazu klini¢kih ispitivanja (Nowak-Wegrzyn i
Sampson, 2011). U alergeno specificne ubraja se epikutana imunoterapija (Dupont 1 sur.,
2010), a anti-IgE terapija (Wang i sur., 2010), kineska terapija biljem (Srivastava i sur., 2009)
I anti-citokinska terapija (Straumann i sur., 2010) se ubrajaju u alergeno-nespecifi¢ne.
Izbjegavanje specificnih alergena u hrani u prehrani u kombinaciji s nutricionisti¢kim
savjetima glavno je uporiste postupanja s IgE i ne-IgE uzrokovanom alergijom na hranu.
Savjetuje se redovita reevaluacija alergije kako bi se izbjegle nepotrebne restrikcije u
prehrani.

2.6. Epidemiologija alergije na hranu

Dostupne su brojne publikacije na temu prevalencije alergija na hranu. Medutim,
pouzdanost tih procjena i kako se one odrazavaju na stvarnu zastupljenost alergija na hranu
unutar opée populacije ovise o kriterijima dijagnosticiranja alergije i o izboru proucavane
populacije. Razlike u odabiru uzorka i1 dijagnostickim kriterijima mogu ugroziti usporedbu
rezultata razlicitih istrazivanja, a samim tim i zakljucke o trendovima. Vecina se istrazivanja
oslanja na samoprijavljene nepovoljne reakcije na hranu prilikom procjenjivanja prevalencije
alergije na hranu (Nwaru i sur., 2014). Jednostavno se provode (uglavnom se zasnivaju na
upitnicima) 1 mogu ukljucivati veliki broj ispitanika iz opée (neodabrane) populacije. Takva
istrazivanja precjenjuju prevalenciju alergije na hranu i ne diferenciraju je od neimunosnih
reakcija na hranu, no pruzaju uvid u razmjer ispitanika koji se drze odredenih prehrambenih
restrikcija kako bi izbjegli konzumiranje pojedinih namirnica bez obzira pate li od alergije na

hranu ili ne (Soller i sur., 2012).
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Pozitivni DBPCFC testovi predstavljaju pouzdan nacin dijagnosticiranja alergije na
hranu. Medutim, ispitivanja koja koriste DBPCFC testiranje pri dijagnozi obi¢no se provode
na probranim ispitanicima s visokom sumnjom na alergije na hranu, isklju¢uju visoko
senzibilizirane pojedince, teSko ih se provodi i opcenito radena su na malom uzorku. OFC
testovi lakSe se provode, no u nedostatku placeba, tesko je utvrditi povezanost izmedu
uzimanja hrane i odgodenih subjektivnih simptoma. Opcenito, smatra se da bi za odredivanje
stvarne prevalencije alergije na hranu trebalo napraviti ispitivanje unutar opc¢e populacije
primjenjujuci viSestupanjski dijagnosticki pristup uz potvrdu alergije koriste¢i DBPCFC
testove, no takva se ispitivanja zasad jo§ nisu redovito provodila. Cim to bude bilo moguée
promatrat ¢e se samo podaci o prevalenciji za opéu populaciju ili za pojedinu dobnu skupinu
unutar opce (neprobrane) populacije, a ne podaci dobiveni ispitivanjem pojedinaca odabranih
zbog njihove bolesti ili rizika od iste (Sicherer i Sampson, 2013). Podaci o prevalenciji u
SAD-u, Kanadi, Australiji i na Novom Zelandu smatraju se relevantnijima za pracenje

trendova u Europi nego podaci o prevalenciji alergija u azijskim i afriCkim zemljama.

Rona i suradnici (2007) proveli su istrazivanje meta-analizom koja se sastojala od
zasebne analize prevalencije alergije na hranu za 5 alergena (mlijeko, jaja, kikiriki, riba i
Skoljke), razvrstane u dvije dobne skupine (djeca i odrasli). Razmatrali su se podaci za
Europu, SAD 1 Australiju/Novi Zeland. Zajednicka prevalencija samoprijavljene alergije na
hranu za bilo koju od 5 navedenih namirnica iznosila je 12 % za odrasle i 13 % za djecu.
Medutim, zajednicki rezultati bili su nizi (3 %) kada se dijagnosticiranje alergije na hranu
zasnivalo na oralnim provokacijskim testovima za odrasle i1 djecu kombinirano. CjeloZivotna
se prevalencija samoprijavljenih alergija na hranu u Europi procjenjuje na 17,3 %, dok
trenutna prevalencija iznosi 5,9 %. U drugoj meta-analizi trenutna prevalencija bila je visa
kod djece (6,9 %), nego kod odraslih (5,9 %) (Nwaru i sur., 2014). Medutim, nakon §to je
dijagnoza alergije na hranu potvrdena oralnim provokacijskim testovima, prevalencija alergije
na hranu u Europi procijenjena je na svega 0,9 % (95 % CI: 0,8-1,1 %), kako kod odraslih,
tako i kod djece.

Prevalencija samoprijavljenih, a i alergija potvrdenih provokacijskim testovima bila je
niza u zemljama juzne Europe nasuprot Sjevernoj i zapadnoj Europi. Rezultati nekoliko
istrazivanja upucuju da je 75 % alergijskih reakcija u djece izazvano ograni¢enim brojem
namirnica, poput jaja, Kikirikija, kravljeg mlijeka, ribe i razli¢itog orasastog voca (Dupont,
2011, Sastre, 2010). Medu odraslima, pak, voce iz lateks skupine (npr. kivi, banana), voce iz

porodice ruzovki/Rosaceae (jabuke, kruske, §ljive), povrée iz porodice Stitarki/Apiaceae (npr.
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mrkva, celer) i razli¢ito orasasto voce te kikiriki izazivaju 50 % svih alergijskih reakcija
(Gadermaier i sur., 2011).

Dokazi upucuju da se prevalencija atopije povecéala u posljednjih nekoliko desetljeca
(Strannegard i Strannegard, 2001). Pritom takoder treba imati na umu i porast osvijestenosti te

vecu medijsku pozornost koja se posvecuje alergiji na hranu.

Prevalencija alergije na hranu u razvijenim zemljama nije pouzdano utvrdena. Tomu je
tako ponajvise radi nedovoljno provedenih istrazivanja za pojedina geografska podrucja i radi
neusuglasene metodologije koriStene u razliCitim istrazivanjima prevalencije. Uzevsi
provokacijske testove kao kriterij za dijagnozu, prevalencija alergije na hranu iznosi oko 3 %
kada se promatraju podaci za Europu, SAD, Australiju i Novi Zeland, te oko 1 % uzevsi samo
europske zemlje — kako u odraslih, tako i u djece. Medutim, postoji velika neujednacenost
medu istrazivanjima prevalencije alergije na hranu. Ne postoji dovoljno objektivnih podataka

kako bi se donio zakljucak o trendovima prevalencije alergije na hranu u Europi.

Za pojavu alergija opcenito, a osobito alergija na hranu neophodna je podloznost
pojedinca te njegovo izlaganje alergenu. Kod prevalencije alergije na hranu zemljopisne
varijacije uvjetovane su genetickim faktorima te regionalnim i lokalnim faktorima, poput
izlaganja peludi te razlikama u prehrambenim navikama. Nadalje, pojedina hrana je vise
alergena od druge, tj. ima veci kapacitet za izazivanje alergijske osjetljivosti te alergijskih
reakcija kod opce populacije. U takvu hranu se ubrajaju primjerice, mlijeko, jaja, riba, morski
plodovi, kikiriki i ostali orasasti plodovi, soja, sezam i celer. Druga hrana, npr. krumpir, rjede
izaziva alergiju, unato¢ visokom stupnju konzumiranja. Koli¢ina unesenog alergena
predstavlja bitnu odrednicu alergije na hranu, a ovisi o koli€ini pojedine alergene hrane koju

se redovito konzumira (prehrambene navike).

Proteini koji su zastupljeni u velikoj koli¢ini u hrani imaju ve¢u mogucénost postati
alergenima od proteina koji su zastupljeni u maloj koli¢ini. Koli¢ina alergena u hrani ovisi o
vrsti biljke te uvjetima njenog uzgoja, te otuda i zemljopisne varijacije kod pojedinih alergija
na hranu, kao i varijacije u stupnju alergenosti odredene biljke tj. proizvoda (Codina i sur.,
2003). Opcenito, u zemljopisnim podrucjima gdje je odredena hrana uvrijezena, veci je rizik
od alergija na doti¢nu hranu u odnosu na podrucja u kojima se ta hrana rjede konzumira.

Prerada i priprema hrane mogu povecati ili smanjiti njezinu alergenost.
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S obzirom na lokalnu tradiciju i socioekonomske uvjete, ista sirova hrana moze biti

preradena i pripremljena na razli¢ite nacine.

Spol, dob, povijest atopije u obitelji te prisustvo drugih alergijskih bolesti ubrajaju se u
individualne ¢imbenike kljuéne za razvoj alergije na hranu. Povijest alergije na hranu u
obitelji glavni je faktor rizika kod razvoja alergije na hranu. Primjerice, kod osoba s bratom ili
sestrom s alergijom na kikiriki rizik od iste alergije je peterostruk (Hourihane i sur., 1996).
Incidencija alergije na hranu opcenito se mijenja s dobi (Osterballe i sur., 2005; Pereira i sur.,
2005; Venter i sur., 2008; Zuidmeer i sur., 2008).

Alergije na mlijeko i jaja prilicno su ¢este u dojencadi, no Cesto se prerastu u ranom
djetinjstvu. Nasuprot tome, alergija na $koljke ¢e$c¢a je u odraslih nego u djece, dok je alergija

na kikiriki ¢eS¢a u djece nego kod odraslih.

Nije sustavno istrazeno u kojoj mjeri spol utjece na pojedina¢nu podloznost alergiji na
hranu. Kod odraslih, ¢ini se da je alergija na hranu nesto ¢e$¢a kod Zzena nego muskaraca
(Schafer i sur., 2001). Takoder nema dovoljno podataka 0 razlikama na temelju spola kod
djec¢je alergije na hranu, premda se Cini da je ona ceS¢a kod djeCaka nego djevojcica (Ben-
Shoshan i sur., 2012). Vec¢ina (Gupta i sur., 2011), iako ne sva (Victorino i Gauthier, 2009)
istrazivanja pokazuju da je veci postotak alergije na hranu primijecen kod populacije viseg
socioekonomskog statusa. Medutim, takoder je moguce da je veza izmedu manjeg rizika od
alergije na hranu i nizeg socioekonomskog statusa proizvod visSe zdruzZenih ¢imbenika, poput

nacina hranjenja dojencadi i1 okoli$nih uvjeta.

Razlike glede prevalencije alergije na hranu medu etni¢kim grupama potencijalno se
moze pripisati genetiCkim razlikama i razli¢itim prehrambenim navikama. Fizicka aktivnost,
alkohol, antibiotici, inhibitori Zelucane kiselosti te nesteroidni protuupalni lijekovi

potencijalno povecavaju rizik od alergijskih reakcija na hranu (Sicherer 1 Sampson, 2013).

Vazan dio naSe prehrane Cine voce 1 povrée, a u nasem organizmu predstavljaju
iznimno bitan i bogat izvor antioksidansa, vitamina, minerala, dijetalnih vlakana i ostalih
nutritivno vrijednih tvari. Brojne studije pokazale su kako redovita konzumacija voca i povréa
smanjuje rizik od kardiovaskularnih bolesti, mozdanog udara i hipertenzije (Boeing i sur.,
2012; Oyebode i sur., 2014; Alissa i Ferns, 2017). Iako imaju veliku ulogu u oc¢uvanju
zdravlja, konzumacija voca i povréa predstavlja odredeni rizik u smislu alergijskih reakcija

izazvanih IgE protutijelima.
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Alergijske reakcije su rezultat imunosnog odgovora na proteine prisutne u razlicitim
oblicima voca i povréa koji koji se javlja nakon njihove konzumacije. lako ove alergije nisu
vrlo ozbiljne, one su ¢e$ée u usporedbi s drugim alergijama i procijenjeno je da je oko 4,3%
populacije osjetljivo na plodove voca i oko 1,4 % na povrce (Sicherer i sur., 2010). Navedeni
udjeli su visoki jer vecina glavnih alergena prisutnih u vocu i povréu ima homolognu
strukturu s polenombreze i drugim polenima, te mogu znacajno utjecati na pojavu alergija u
Europi i Sjevernoj Americi. Prema zadnjim procjenama, smatra se da je oko 40% populacije
osjetljivo na alergene peludi, a 70 % od njih pokazuje preosjetljivost na voce i povrée
(D'amato i sur. 2007). Nadalje, pokazalo se da je dio populacije koja je preosjetljiva na pelud
breze, izlozen vecem riziku od pojave alergije na odredeno voce i povrée (Eriksson i sur.,
1982). Alergija se odnosi na dio homologne strukture proteina, koja rezultira sli¢nim
epitopnim formacijama koje dovode do krizne reaktivnosti. Alergija nastala prisustvom peludi
breze, koja se najceS¢e uzgaja u Europi 1 nekoliko dijelova Sjeverne Amerike, ima visok rizik

od krizne reaktivnosti na jabuke, mrkvu i ljesnjak.

Pelud ambrozije ima visoku sli¢nost s alergenima u dinji, banani i pelinu, a cvjetni
prah ima vecu sli¢nost s alergenima jabuke, celera i mrkve (Caballero i sur. 1994; White i sur.
2003). Zbog sli¢nosti u proteinskim strukturama, rizik od krizne reaktivnosti je vrlo visok.
Osijetljivost na odredeno voée vrlo je varijabilna od podrucja do podrugja, ovisno o lokalnom
stanovniStvu 1 taksonomiji biljaka, $to oteZava pracenje pojava ovih alergija u razli€itim
zemljama (Andersen 1 sur., 2011) te ukupnu procjenu epidemiologije alergija na voce i povrée

u dijelovima Europe i Sjeverne Amerike.

U Francuskoj je provedena anketa na temelju upitnika medu Skolskom djecom u dobi
od 2 do 14 godina (Rance i sur. 2005). Ukupno 182 djece prijavljeno je da su alergi¢ni na
neku vrstu hrane, od kojih je 12 % izjavilo da su preosjetljivi na kivi, 5,5 % na rajcice, 4,4 %

na jagode, 3,8 % na ananas, 2,7 % na narance i oko 1,2 % na jabuke.

Daljnja istrazivanja provedena na njemackoj populaciji pokazala su da su jabuke,

vvvvv

ljudi osjetljivo na mrkvu, a 1,7 % na jabuke. Zakljucili su da su voce, orasasti plodovi i
povrée medu najces¢im uzrocnicima alergija na hranu za odrasle osobe i djecu (Zuberbier i
sur., 2004;Roehr i sur., 2004). Ispitivanja prevalencije alergije provedena na populaciji

Danske pokazala su da su alergije na voce 1 povrée najcesce i iznose 2,7 %.
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Istrazivanja provedena u juznoj Europi pokazala su da alergija na voce prevladava u
Spanjolskoj i Italiji, s plodovima obitelji Rosaceae koja je najveéi uzroénik alergijskih
reakcija, nakon Cega slijede kivi, dinje i lubenice. RajcCica, celer i zelena salata takoder su bili

vrlo Cesti uzrocnici alergijskih reakcija u tim zemljopisnim podruc¢jima.

lako u Sjevernoj Americi nedostaju opsezne studije, stru¢njaci su procijenili da je 1,2
% stanovnistva preosjetljivo na voce i povrce (Sicherer i sur., 2001). Procjene u ovoj studiji
pokazuju da pacijenti koji su alergi¢ni na brezu i ambroziju imaju 55 % povecan rizik za
alergiju na voce i povrée, a za pacijente koji su alergi¢ni na breskve, postoji 55 % rizika da
postanu alergi¢ne na druge plodove obitelji Rosaceae. U slucaju preosjetljivosti na dinje rizik
raste do 92 %, a postoji ve¢a moguénost da su ti pojedinci alergi¢ni na lubenice, avokado i

banane (Sicherer i sur., 2001).

2.7. Alergeni u hrani

Alergenost pojedine vrste hrane ne potjece nuzno iz jedne proteinske komponente vec
iz razli¢itih proteina pojedine hrane. ZdruZivanjem znanosti o hrani i medicinske znanosti
definirani su klinicki relevantni alergeni iz razli¢itih namirnica koji su izolirani, pro¢isceni i

karakterizirani.

Svjetska zdravstvena organizacija usvojila je sustavnu Nomenklaturu alergena
Medunarodne unije imunoloskih drustava (IUIS). Prema dogovoru, alergeni u sustavnoj IUIS
nomenklaturi oznaceni su s prva tri slova roda kome pripadaju, prvim slovom naziva
(pod)vrste prema Linnéovom sustavu taksonomije te oznakom arapskog broja koji odrazava
kronoloski redoslijed prema kome je alergen odreden i karakteriziran. Alergenost proteina
proizlazi iz IgE-vezujuéih epitopa. Poput alergena, ni sve epitope u proteinu ne prepoznaju svi
pacijenti alergi¢ni na doti¢ni protein: neki epitopi su imunodominantni, a neke prepoznaju

samo neki pacijenti.

Mrezna stranica http://www.allergen.org sluzbena je mrezna stranica za Sistematsku
nomenklaturu alergena koju odobrava Svjetska zdravstvena organizacija i Medunarodna unija
imunoloskih drustava (WHO / IUIS), sadrzi popis svih poznatih alergena te se redovito
azurira. Popis tvari ili proizvoda koji uzrokuju alergije ili intolerancije nalazi se u Prilogu I1.
Uredbe (EU) br. 1169/2011 Europskog parlamenta i Vijea od 25. listopada 2011. o

informiranju potroSaca o hrani.
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Popis ukljucuje:

Zitarice koje sadrze gluten (pSenica, raZ, jeCam, zob, pir, kamut ili njihovi krizanci, te
proizvodi od tih zitarica); rakovi i proizvodi od rakova; jaja i proizvodi od jaja; riba i riblji
proizvodi; kikiriki i proizvodi od kikirikija; zrna soje i proizvodi od soje; mlijeko i mlije¢ni
pekan orasi, brazilski orasi, pistacije, makadamije ili kvinslandski orasi te njihovi proizvodi;
celer i njegovi proizvodi; gorusSica i proizvodi od gorusice; sjeme sezama i proizvodi od
sjemena sezama; sumporni dioksid i sulfiti pri koncentracijama ve¢im od 10 mg/kg ili 10
mg/L racunati kao ukupni SO»; lupina i proizvodi od lupine; mekus$ci i proizvodi od

mekusSaca.

2.7.1. Alergeni biljnog podrijetla

Baza podataka proteinskih porodica Pfam (EI-Gebali i sur., 2019 ), te baza podataka porodica
alergena Allfam ( Radauer i sur., 2008) klasificiraju biljne alergene na Cetiri glavne porodice

na osnovu homologije aminokiselinskog slijeda, prostorne strukture i funkcije:

a) nadporodica prolamina;
b) nadporodica kupina;
c) profilini;

d) nadporodica Bet v 1.
Ove Cetiri porodice alergena ¢ine 65% ukupnih biljnih alergena.

U nadporodicu prolamina ubraja se najveéi broj biljnih alergena: 2S skladi$ni
albumini iz sjemenki; nespecificni proteini za prijenos lipida (engl. non specific Lipid
Transfer Proteins, nsLTPs); inhibitori a-amilaze/tripsina. U ovu skupinu se ubraja vecina
alergena oraSastog voca, sjemena sezama i gorusice. Inhibitori amilaze i proteaza izazivaju
odredenu rezistenciju tkiva biljke na pesticide i1 ukljucuju alergene prisutne u pSenici, je¢mu,

rizi i kukuruzu (Pastorello i sur., 2002).

2S albumini su bogati glutaminom i argininom, aminokiselinama koje sadrze 2
odnosno 3 atoma duSika te stoga osiguravaju ucinkovito skladiStenje duSika. Medutim, 2S
albumini sadrZe 1 visok sadrzaj aminokiselina sa sumporom, cisteina 1 metionina. Svi sadrze 8
cisteinskih ostataka i imaju vece udjele cisteina u odnosu na druge proteine. Najvise

proucavani albumini 2S su napini iz uljane repice (lat. Brassica napus) (Slika 3). Najvaznija
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bioloSka uloga albumina 28 je skladiStenje, osiguravanje rezervi dusika, ugljika 1 sumpora za

potporu Klijanju i rastu.

Slika 3. Kompaktna prostorna struktura prolamina — 2S albumin - napin iz uljane repice
(Monsalve i sur., 2001).

Vazna strukturna znacajka albumina 2S u odnosu na alergenost jest njihova kompaktnost koja
proizlazi iz njihovog rasporeda disulfidnih veza, a odraZzava se u toplinskoj stabilnosti,
otpornosti na djelovanje proteolitickih enzima te interakcijama s membranama. Navedena
svojstva mogu biti temelj njihovih svojstava kao alergena na hranu, buduéi da su otpornost na
probavu 1 interakcija s membranama klju¢ni ¢imbenici za alergenost sastojaka hrane. Ta
svojstva omoguc¢uju da proteini dodu do gastrointestinalnog trakta gotovo netaknuti, te bi
takoder pogodovala povetanom stanicnom unosu, smanjenoj neutralizaciji protutijelima i

smanjenoj razgradnji u krvotoku (Astwood i sur. 1996; Asero i sur. 2000).

Rane studije izvijestile su o alergenim 2S albuminima u grasku (Malley i sur. 1975), sjemenu
pamuka (Youle i Huang ,1979), soji (Shibasaki i sur. 1980) i ricinusu (Sharief i Li , 1982), a u

Tablici 2. navedeni su oni koji su karakterizirani tijekom zadnja tri desetljeca.
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Tablica 2. Primjeri biljnih alergena 2S albumina

Alergen Vrsta biljke Molekularna masa | Literaturni navod
(Da)

Sinal Sinapis alba 14180 Menéndez-Arias |
(bijela gorusica) sur., 1988

Braj1l Brassica juncea 14644 Monsalve i sur.,
(smeda gorusSica) 1993

Bran3 Brassica napus 14035 Monsalve i sur. 1997
(uljana repica)

Bnlb Brassica napus 12691 Villalba i sur., 2000
(uljana repica)

Riccl Ricinus communis 11212 Bashir i sur., 1998
(ricinus)

Ric c3 Ricinus communis 12032 Bashir i sur., 1998
(ricinus)

Berel Bertholletia excelsa | 12218 Nordlee i sur., 1996
(brazilski oras¢i¢)

SFA8 Helianthus annuus 12155 Kelly i sur., 2000
(suncokret)

Arah 2 Arachis hypogaea 16637 Stanley i sur., 1997

(kikiriki)
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Nespecifi¢ni proteini za prijenos lipida (nsLTP) su sveprisutni proteini u biljnom
svijetu koji mogu poboljsati medumembranski prijenos. Do sada su identificirane dvije glavne
porodice, a to su nsLTP1 (9 kDa) i nsLTP2 (7 kDa). Pri tome su nsLTPIs raSireni kao
alergeni u hrani biljnog podrijetla (voce, Zitarice) i u peludi, dok je nsLTP2 snazan alergen

samo u peludi repe (Tablica 3).

Tablica 3. Primjeri biljnih alergena nsLTP (Marion i sur. 2004)

Vrsta biljke Dio biljke Alergen

Ambrozija Pelud Amb a6

Ambrosia artemisiifolia

Pelin Pelud Artv3

Artemisia vulgaris

Maslina pelud Ole e7
Oleae europaea

Kukuruz sjemenka Zeam14
Zea mays

Jabuka plod Mal d 3

Malus domestica

Marelica plod Pruar 3

Prunus armeniaca

Sljiva plod Prud3

Prunus domestica

Breskva plod Prup3

Prunus persica

Kruska plod Pyrc3

Pyrus communis

Struktura LTP pSenice prikazana je na Slici 4. gdje je vidljiva kompaktna
konformacija s visokim udjelom a-uzvojnice koja je stabilizirana s cetiri intramolekularna

disulfidna mosta (Desormeaux i sur. 1992).
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Prisutnost ovih disulfidnih veza neophodna je za odrzavanje strukture proteina i
vjerojatno je odgovorna za visoku toplinsku stabilnost nsLTP1. Sva dosadasnja istrazivanja
ukazuju na kljuénu ulogu nsLTPs u rezistenciji biljke prema biotickim 1 abiotickim
stresovima $to je u skladu s njihovom ekspresijom u epidermalnim tkivima biljaka i njihovoj
izvanstani¢noj lokaciji. Da bi se objasnile ove bioloske uloge, nsLTP-ovi su vjerojatno
ukljuceni u formiranje hidrofobnih zastitnih slojeva biljke (kutin i suberin) te inhibiciju rasta

gljivica ometanjem propusnosti njihovih membrana.

Slika 4. Struktura prolamina - LTP-a pSenice (Gincel i sur., 1994)

U inhibitore a-amilaze/tripsina ubraja se veliki dio proteina koji su povezani s
alergijama izazvanima udisanjem ili konzumacijom proizvoda dobivenim od Zitarica
Triticaceae kao $to su pSenica, jeCam i raz. Strukturu ovih proteina karakteriziraju polipeptidi
molekulske mase 12-16 kDa, obi¢no bogati glutaminskim, asparaginskim i prolinskim

ostacima te s Cetiri ili pet disulfidnih mostova koji su bitni za njihovu inhibitorsku aktivnost.

Nadporodica kupina uklju¢uje glavne skladiSne proteine - globuline, i to legumine

(11S) 1 viciline (7S) koji uzrokuju veéinu alergijskih reakcija na leguminoze i orasasto voce
(Tablica 4).
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Tablica 4. 7S i 11S globulini iz nadporodice kupina (Breiteneder i Radauer, 2004)

KUPINI
Biljka 7S 11S
Soja Glym5 Glym®é
Kikiriki Arah1l Arah3
Pistacija Pisv 3 Pisv5
LjeSnjak Corall Cora?9
Orah Jugr2 Jugr4

Kupini su, opéenito, vrlo stabilni proteini. Obje skupine kupina, i 11S i 7S globulini,
pokazuju znacajnu toplinsku stabilnost. Utvrdeno je da 7S globulini imaju glavni
denaturacijski prijelaz pri 70-75 °C, dok se 11 S globulini denaturiraju pri temperaturama
iznad 94 °C. Uz to $to toplina utjeCe na strukturu proteina, ona takoder dovodi do kovalentnih
modifikacija, a izmedu njih su svakako najvaznije one koje ukljucuju glikaciju 1 Maillardove
reakcije. Navedene modifikacije mogu utjecati na alergijsku aktivnost globulina, povecanu
termostabilnost te otpornost na probavljivost. Na primjer, alergenost 7S globulina kikirikija,
Ara h 1, se povecava nakon Maillardovih reakcija. Doista, dokazano je da postupci pripreme
kikirikija u vlaznoj sredini, kao $to su prokuhavanje ili prZzenje, smanjuju njegovu alergenost,

u usporedbi sa suhim przenjem (Zhang i sur., 2019).
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Na Slici 5. prikazana je B-nabrana ploca konglicinina soje, karakteristi¢na struktura svih

¢lanova nadporodice kupina.

Slika 5. Struktura kupina - B-konglicinina soje (Maruyama i sur., 2001)

Profilini su citosolni proteini od 12 do 15 kDa koji se nalaze u cvjetnjaéama, poput
kikirikija (Ara h 5), jabuke (Mal d 4) i celera (Api g 4), ali i peludi trava. Profilin pokazuje
kompaktnu globularnu strukturu koja se sastoji od sredi$nje sedmerostruke antiparalelne -
ploc¢e s N-i C-terminalnim a-uzvojnicama na jednoj strani i jednom ili dvije a-uzvojnice na

drugoj strani.
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Slika 6. Struktura profilina - profilin peluda breze (Guex i Peitsch,1997)

Profilini sudjeluju u regulaciji polimerizacije aktinskih filamenata (koji se nazivaju i
mikrofilamenti) koji su kljuéne komponente citoskeleta. Glavna uloga profilina je brza
reorganizacija mikrofilamenata tijekom postupaka kao $to su citokineza, kretanje stanica i
elongacija stanica (Schluter i sur. 1997). Uloga profilina u alergijskim reakcijama na biljke
otkrivena je 1991. godine. Dokazano je da je alergen Bet v 2 krizno reaktivan ne samo s
profilinima iz srodnih stabala (joha, ljeSnjak, grab i kesten), ve¢ i s profilinima iz peluda trava
i korova. Malo je podataka o stabilnosti profilina, od kojih se veéina odnosi na profiline
celera. U usporedbi s drugim alergenima, profilini su umjereno stabilni proteini, stabilniji su
od homologa Bet v 1, ali su manje stabilni od nespecifi¢nih proteina za prijenos lipida ili
krizno-reaktivnih ugljikohidratnih alergena glikoproteina (Marion i sur., 2004). Jedan od
razloga za alergenost profilina je i njihova dobra topljivost u razrijedenoj vodenoj otopini.
Profilin je sada prepoznat kao minoran alergen u gotovo svakom istrazivanom alergenom
izvoru peludi (Tablica 5). Profilin specificni IgE otkriven je u 10-30 % seruma osoba

alergi¢nih na pelud.
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Tablica 5. Primjeri biljnih alergena profilina

Vrsta biljke kDa Alergen Literaturni navod
Banana 14,0 Mus xp 1 | Reindl i sur., 2002
Musa acuminata

Celer 14,3 Apig4 Scheurer i sur., 2000
Apium graveolens

TreS$nja 14,0 Pru av 4 Scheurer i sur., 2001
Prunus avium

LjeSnjak 14,1 Cora?2 Scheurer i sur., 2001
Corylus avellana

Kikiriki 14,1 Arahb Quirce i sur., 2000
Arachis hypogaea

Ananas 14,2 Anacl Reindl i sur., 2002
Ananas comosus

Kruska 14,1 Pyrc4 Scheurer i sur., 2001

Pyrus communis

Nadporodica Bet v 1 dijeli se na osam porodica, medu kojima su PR 10 proteini

(engl. pathogenesis-related proteins) i glavni lateks proteini. Ovi su alergeni homologni
glavnom alergenu peludi breze Bet v1 1 nalaze se u vocu iz porodice ruzZovki/Rosaceae (npr.
jabuka, treSnja, marelica 1 kruska) te u povréu iz porodice Stitarki/Apiaceae (npr. celer,
mrkva) (Slika 7) (Halmepuro i sur. 1984). Prilino su osjetljivi na toplinu i proteaze.
Inkubacija Mal d 1 1 Bet v 1 s probavnim enzimima koji oponasaju gastrointestinalni trakt
unutar nekoliko sekundi rezultiraju degradiranim proteinom. Njihova osjetljivost na proteaze
objasnjava zasto homolozi Bet v 1 prvenstveno izazivaju alergijske reakcije u oralnoj sluznici
i Cesto ne uzrokuju opce ili gastrointestinalne probleme. Osim toga, konzumacija voca i
povréa iz porodice ruzovki nakon toplinske obrade ne predstavlja znacajan izvor alergena za

osobe s alergijom na alergene iz Bet v 1 nadporodice (Jankiewicz i sur. 1997).
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Slika 7. Struktura Bet v 1- Api g 1 celera- B-struktura i C-terminalna a-uzvojnica (Schirmer i
sur., 2005)

2.7.2. Alergeni zZivotinjskog podrijetla

Alergeni iz hrane Zivotinjskog podrijetla, koji su manje brojni od biljnih alergena,

dijele se u tri glavne porodice: tropomiozini; EF-hand proteini i kazeini.

Tropomiozini su porodica srodnih proteina koji se nalaze u misi¢ima i drugim stanicama koje
sudjeluju u kontrakciji miSica. EF-hand proteini su proteini karakteristicne strukture
(uzvojnica—petlja—uzvojnica) koje karakterizira sekvenca od obi¢no 12 aminokiselinskih
ostataka. Kazeini su proteini sisavaca prisutni u mlijeku koji veZu ione kalcija putem
fosfoserinskih ili fosfotreoninskih ostataka aS1-, aS2- i B-kazeina tvore¢i nanoklastere u

kojima se nalazi amorfan kalcijev fosfat, stabiliziran k-kazeinom.

2.8. Krizne reakcije

Do krizne reakcije dolazi kada prvotno aktivirana IgE protutijela usmjerena na jedan
antigen takoder vezu i drugi antigen. Nisu sve krizne reakcije identificirane in vitro od
klinickog znacaja, i premda je veéina kriznih reakcija posredovana IgE protutijelima, takoder

mogu biti involvirane i T stanice (Bohle i sur., 2003). No, ipak, testiranje kriznih reakcija in
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vitro pomaZe pri razumijevanju alergijskih reakcija na brojne namirnice te pospjeSuje

dijagnozu i tretiranje alergije na hranu.

Primjer grupe visoko krizno-reaktivnih alergena su profilini i LTP proteini, koji se opcenito
smatraju panalergenima (Bonds i sur., 2008). Panalergeni su definirani kao homologne
molekule brojnih organizama koji uzrokuju IgE kriznu reakciju izmedu evolucijski
nepovezanih vrsta (Hauser i sur., 2010). Do alergije na hranu moze do¢i 1 uslijed osjetljivosti
na inhalirane alergene, poput peludi. Primjer toga je tzv. peludni sindrom koji se najcesce
manifestira kao OAS, premda su moguci sustavni simptomi. Kod brojnih pacijenata koji su
alergi¢ni na pelud breze razvije se i alergija na jabuke, ljesnjake, celer i mrkvu. Ovi pacijenti

imaju specifi¢na IgE protutijela na Bet v 1 ili Bet v 2 (profilin), glavne alergene peludi breze.

2.9. Stabilnost alergena iz hrane

Vazno obiljezje alergena je njihova stabilnost, koja se definira kao sposobnost
zadrzavanja izvorne trodimenzijske strukture uslijed toplinske, kemijske ili enzimske obrade.
Glikozilizirani alergeni proteini su otporniji na proteolizu. U fiziolo§kim uvjetima ili uslijed
industrijske obrade alergeni iz hrane s repetitivnom strukturom tvore nekovalentne agregate
koji su osobito toplinski stabilni. Tropomiozini iz $koljki 1 skladi$ni proteini pripadaju ovoj
kategoriji. Probavljivost alergena in vitro proucava se s ciljem biokemijskog mjerenja njihove
fizicko-kemijske stabilnosti u nefizioloSkim uvjetima, kao i s ciljem istrazivanja uloge
probave na njihov alergijski potencijal u simuliranim fizioloskim uvjetima. Probavljivost
proteina ovisi 0 njegovoj strukturi, ali i 0 matriksu hrane ¢iji je on dio, $to moze sprijeciti ili,

pak, pogodovati dostupnosti proteina probavnim enzimima.

Prvi postupak kod karakterizacije strukture alergena je ekstrakcija proteina iz namirnice u
odgovarajucoj koli¢ini koja omogucava karakterizaciju strukture spektrometrijskim i

spektroskopskim metodama.

Procis¢avanje proteina postize se jednodimenzijskim razdvajanjem na SDS-poliakrilamidnoj
gel elektroforezi (SDS-PAGE) ili kromatografskim metodama, koriste¢i razliCite kolone
ovisno o prirodi proteina. Sekvenciranje i/ili fizicko-kemijske metode koriste se za
potvrdivanje identiteta proc¢is¢enog alergena (Harrer et al.,, 2010). Takve metode
omogucavaju otkrivanje i jednoznac¢no utvrdivanje alergena zbog njihove specificnosti i

osjetljivosti (Monaci i Visconti, 2009).
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Postoje dvije strategije za identifikaciju proteina pomoc¢u masene spektrometrije: “bottom-up”
i “top-down” strategija. ,,Bottom-up® strategija moze se odvijati prate¢i dva slijeda: (i)
proteine se najprije frakcionira i separira te se pojedinacni protein razgradi s jednim ili vise
proteoliticnih enzima u gelu, otopini ili koloni; potom se dobiveni peptidi analiziraju uz
pomo¢ masene spektrometrije (MS); (ii) proteini se razgrade bez prethodnog frakcioniranja te
se nakon toga peptidi razdvajaju pomocu visedimenzijske kromatografije te identificiraju uz
pomo¢ MS/MS tehnike. Kod “top-down” strategije, protein je ioniziran i izravno fragmentiran

u MS, bez prethodne provedene razgradnje.

Identificiranje epitopa vazno je za karakterizaciju alergena iz hrane. Sekvencijalni epitopi
mogu se identificirati uz pomo¢ metode ELISA (engl. enzyme linked immunosorbent assay)
koriste¢i serume pacijenata. Neophodno je poznavanje trodimenzijske strukture alergena kako
bi se doslo do informacija na povrSini proteina, te pruzio dokaz o epitopima i procijenila
potencijalna krizna reakcija. Prostorna strukturu alergenog proteina u krutom stanju moze se
odrediti pomocu rendgenske Kkristalografije te u otopini nuklearnom magnetskom

rezonantnom spektrometrijom (NMR), spektroskopijom i cirkularnim dikroizmom (CD).

Slijedom razvoja proteomike, spektroskopskih metoda i kloniranja gena, alergeni proteini
mogu se dobro karakterizirati. Klasificirani su u kategorije na osnovu njihove sekvence i
trodimenzijske strukture. Medutim, premda su opca strukturna obiljezja proteina i njihova
bioloska aktivnost dovedena u vezu s njihovom imunogeno$¢u, nije moguce predvidjeti
alergenost proteina na osnovu samo ta dva parametra. Za klasifikaciju pojedinog proteina kao

alergena neophodni su imunosni i klini¢ki podaci.

2.10. Utjecaj obrade hrane na alergenost

Obrada hrane ukljucuje niz razlicitih fizikalnih i kemijskih postupaka, pri ¢emu se oni
koriste pojedinacno ili u kombinaciji, §to prvenstveno ovisi o materijalu koji se obraduje te 0
zeljenim ishodima. Metode obrade hrane mogu biti mehani¢ke (razdvajanje, izolacija,
procis¢avanje), toplinske (blansiranje, pasterizacija, sterilizacija, kuhanje i przenje) ili
biokemijske prirode (enzimska obrada hrane) (Paschke, 2009). Mogu se takoder podijeliti na

konvencionalne i nove metode obrade hrane ¢ija je uporaba u novije vrijeme sve ¢esca.

U glavne modifikacije ubrajaju se odmatanje i agregacija proteina, proteoliza,
glikozilacija i glikacija, topljivost i utjecaj pH te prelazak iz mreze u gel-stanje, $to moze
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izmijeniti alergijski potencijal (Paschke, 2009). Do koje mjere su proteini modificirani
tijekom prerade hrane ovisi 0 uvjetima prerade, prirodi proteina i sastavu hrane. Nakon
obrade hrane aktivnost alergena slozene namirnice moze ostati jednaka, a moguce ju je i
smanjiti ili povecati. RazliCiti postupci obrade koji su rezultirali smanjenjem IgE reaktivnosti

alergena voca prikazani su u Tablici 6.

Tablica 6. Razliciti postupci obrade koji su rezultirali smanjenjem IgE reaktivnosti alergena

voca

Voce Alergen Obrada Literaturni navod
Visoki hidrostatski Meyer-Pittroff i sur.,
Jabuka Mal d 1 tlak (HPP) 2007; Johnson i sur., 2010
Toplinska obrada
(TO) (>90 °C) +
Mal d 3 glukoza Sancho i sur., 2005
HPP + TO (118 °C,
700 MPa) Husband i sur., 2011
Kivi Actd 1 TO (95 °C)uz pH 3 Bublin i sur.,2008
Breskva | Prup1 Guljenje luzinom Brenna i sur., 2000
TO (95 °C) uz
Prup3 neutralan pH Gaier i sur., 2008
Marelica | Pruar 3 Kemijsko guljenje Brenna i sur.,2005
Enzimsko
TreSnja Pruav 3 posmedivanje Scheurer i sur., 2004
Manil& | Enzimska obrada +
Mango Mai 2 guljenje Dube i sur., 2004
Celer Apigl TO Ganglberger i sur., 2000

Nove metode obrade hrane pokazale su odredene prednostti u odnosu na
konvencionalne u smislu manjih troSkova i uStede energije te dobivanja kvalitetnog kona¢nog
proizvoda (oCuvanje ili c¢ak 1 poboljSanje karakteristicnih svojstava proizvoda -
organolepti¢kih i nutritivnih znacajki u usporedbi sa konvencionalnim metodama) (Vanga i

sur., 2017).
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Konvencionalne metode obrade hrane dijele se na toplinske i netoplinske metode, a
njihova podjela prikazana je na Slici 8. Vrlo Cesto, prilikom proizvodnje hrane koristi se
kombinacija i toplinskih i netoplinskih metoda obrade (npr. konzervirano voée i povrée)

(Sathe i Sharma, 2009).

s )
Zagrijavanje bez
prisustva vlage

s N
Zagrijavanje uz
prisustvo vlage

Uz toplinsku
obradu

Fermentacija

Konvencionalna
(uobicajena)
prerada hrane

Ultrafiltracija

Bez toplinske
obrade

Proteoliza

Uklanjanje pokrova
(ljuske)

Slika 8. Podjela konvencionalnih metoda obrade hrane (preuzeto i prilagodeno iz VVanga i sur.,
2017)

Dakle, obrada hrane ukljucuje brojne promjene (fizikalnih, kemijskih, biokemijskih)
razli¢itih sastojaka hrane ukljucujuéi i promjene na proteinima zbog kojih i moze do¢i do
promjene u alergenosti specifi¢nih epitopa proteina (Tablica 6.). Ovisno o vrsti primijenjene
obrade epitopi prisutni u sastavu hrane mogu biti uniSteni ili se mogu formirati novi epitopi

koji se nazivaju ,,neoalergeni* (Vanga i sur., 2017; Thomas i sur.; 2007 ; Sathe i sur., 2005).

Spies 1 suradnici su 1974. prvi naveli neoalergene kao moguée uzroke alergijske
reakcije kod pacijenata koji su konzumirali obradenu hranu, dok je nakon konzumacije iste,
ali nepreradene hrane alergijska reakcija izostala. Osim nastajanja neoalergena, obradom
hrane moguce je 1 povecati alergijski potencijal nekih proteina, ali isto tako on moZze ostati 1
nepromijenjen. Zbog velikog broja razli¢itih nacina obrade hrane, vazno je znati njihov
utjecaj na specificne epitope (konformacijski i linearni epitopi) kako bi se mogao analizirati
utjecaj na alergijski potencijal odredenih proteina (Vanga i sur., 2017). Epitop je dio

antigena kojega prepoznaje protutijelo ili antigenski receptor limfocita. SloZeni
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proteinski antigeni imaju ~ viSe  desetaka linearnih (sekvencijskih) epitopa il
konformacijskih (diskontinuiranih) epitopa. Konformacijski epitop ¢ine aminokiselinski
ostaci koji su smjeSteni na razicitim dijelovima polipeptidnog lanca, a u interakciju s
paratopima (dio protutijela koji prepoznaje antigen, koji ga veze za protutijelo) stupaju na
osnovu trodimenzijske strukture. Nasuprot tome, linearni epitop se formira kontinuiranim
slijedom aminokiselina u antigenu te reagira s paratopima na 0Snovu Svoje primarne

strukture.

2.10.1. Konvencionalni postupci obrade hrane

2.10.1.1. Toplinski postupci

Toplinski postupci prvenstveno se provode zbog osiguranja mikrobioloske sigurnosti
hrane, poboljSanja teksture, okusa, boje, mirisa i probavljivosti hrane. Toplinski postupci
obrade hrane se dijele na dva tipa obrade: toplinska obrada u vlaznoj sredini (kuhanje,
przenje, ekstruzija, autoklaviranje) i toplinska obrada u suhoj sredini (pecenje, prZenje,

obrada mikrovalovima, susenje) (Shriver i Yang, 2011).

Prilikom toplinske obrade, konformacijski epitopi odgovorni za alergenost uglavnom
se uniStavaju, dok linearni epitopi mogu biti o€uvani, a drugi, pak, skriveni u izvornoj
konformaciji mogu biti otkriveni. Nadalje, toplinska obrada moze stvoriti nove imunosno
reaktivne strukture (neoalergene), medu kojima su i krajnji proizvodi uznapredovale glikacije

nastali uslijed Maillard-ove reakcije amino skupina proteina sa Se¢erima (Mills i sur., 2009).

Promjena konformacije proteina moze promijeniti epitope koji tada neée biti
prepoznati od strane IgE protutijela ili ne¢e pobuditi imunosni odgovor. U nekim slu¢ajevima
pokazalo se da toplinska obrada smanjuje alergijski potencijal, dok se, naprotiv, u nekim
slu¢ajevima nakon toplinske obrade alergijski potencijal povecao, vjerojatno uslijed izlaganja
(otkrivanja) novih mjesta vezanja za IgE protutijela (Shriver i Yang, 2011; Besler i sur.,
2001).

S obzirom na razliCite strukture alergena u cjelovitoj namirnici i imajuéi na umu da isti
postupak obrade moze razli¢ito djelovati na razli¢ite proteine, teSko je predvidjeti utjecaj
prerade hrane na strukturna i alergena svojstva alergena iz hrane (Mills i sur., 2009). Takoder,
utjecaj prerade na IgE-vezujuci kapacitet alergena ne predvida nuzno alergenost modificirane

namirnice u populaciji pacijenata alergi¢ara. Za izazivanje alergijskih reakcija vrlo je vazna i
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uloga samog matriksa hrane, pa tako matriks bogat masno¢ama moze utjecati na kinetiku
otpustanja alergena pojacavajuci intenzitet alergijskih reakcija (Mills 1 sur., 2009). Alergijski
potencijal netopljivih proteinskih kompleksa je i dalje nedovoljno istrazen unato¢ Cinjenici da

predstavljaju vec¢inu proteina koji se konzumiraju (Mills i sur., 2009).

Toplinska obrada u vlaznoj sredini

Toplinska obrada hrane u vlaznim uvjetima podrazumijeva obradu hrane pri
poviSenim temperaturama u prisutnosti vode. U literaturi se moze nac¢i nekoliko primjera
promjene konformacijske strukture epitopa proteina nakon kuhanja u vlaznoj sredini. U
Tablici 7 navedene su neke namirnice u kojima se nakon obrade u vlaznoj sredini alergijski

potencijal smanjio odnosno povecao.

Tablica 7. Promjena alergijskog potencijala namirnice nakon obrade u vlaznoj sredini

(Shriver i Yang, 2011)

Vrsta namirnice Alergeni u namirnici Promjene u alergijskom
potencijalu
Kikiriki Arah 1 Arah?2, Arah3 smanjenje
Skampi tropomiozin samo tropomiozin povecan

smanjenije cijelog potencijala

Riba parvalbumin parvalbumin nepromijenjen (90°C)

ili smanjen (pregrijavanje)

Mlijeko kazein, protein  sirutke, B- | kazein nepromijenjen, protein
laktoalbumin sirutke smanjen, B-laktoalbumin
smanjen
Jaje ovomukoid i ovalbumin nepromijenjeni
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Poznato je da primjerice salata, mrkva, rajéica i tikvice mogu uzrokovati alergijske reakcije u
osjetljivih pacijenata. Medutim, neki znanstvenici sugeriraju kako se kuhanjem smanjuje
reaktivnost, iako su za potvrdu toga potrebna daljnja istrazivanja. lako krumpir takoder ima
odredeni alergijski potencijal, on moze biti dobar primjer hrane koja se naj¢es¢e konzumira
kuhana te su stoga alergije povezane s ovim povréem jako rijetke (Fiocchi i sur. 2004).
Smanjenje alergijskog potencijala kikirikija kuhanjem dokazali su Beyer i suradnici (2001) te
Mondoulet i suradnici (2005). Zakljucili su da je do smanjenja alergijskog potencijala doslo
zbog smanjenja koli¢ine prisutnih alergena koji su se isprali tijekom kuhanja. Osim primjera
navedenih u Tablici 6, obrada u vlaznoj sredini dovela je i do promjena konformacijske
strukture proteina u plodovima tresnje te proteina jabuke (Mal d 2) (Andreas, 2009).
Zanimljivo je da alergen celera, Api g, obradom u vlaznoj sredini zadrzava svoju alergenost
zbog zadrZavanja vecine nativne strukture molekule (Andreas, 2009) kao i alergen soje (Gly
m 4) (Kleine-Tebbe i sur. 2002) (Vanga i sur, 2017).

Toplinska obrada u suhim uvjetima

Pecenje, przenje, priprema hrane mikrovalovima te suSenje su postupci pripreme hrane
koji se odvijaju u suhoj sredini i podrazumijevaju minimalnu interakciju hrane s vodom.
Prilikom navedenih toplinskih obrada, vrlo c¢esto dolazi do reakcija neenzimskog
posmedivanja odnosno Maillardovih reakcija. U Maillardovim reakcijama reducirajuci Seceri
reagiraju s funkcionalnim grupama aminokiselina Sto dovodi do nastanka brojnih spojeva koji
doprinose mirisu, boji 1 aromi pripremljene hrane. Dogadaju se pri visokim temperaturama,
iznad 120 °C, koje se upravo postizu prilikom przenja i pecenja. Nastali spojevi mogu
promijeniti reaktivnost alergena ili probavljivost alergenog sastojka ili epitopa (Vanga i sur.,
2017; Thomas i sur., 2007) prikazanih u Tablici 8.
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Tablica 8. Promjena alergijskog potencijala namirnice nakon obrade u suhoj sredini (Shriver i
Yang, 2011)

Vrsta namirnice Alergeni u namirnici Promjene u alergijskom
potencijalu

Kikiriki Arahl, Arah2, Arah3 poveéan

PSenica gliadin povecan

PSeni¢ni kruh gliadin povecan

PSenic¢no tijesto gliadin nepromijenjen

Bademi amandin nepromijenjen

LjeSnjaci Coral, Cora?2 smanjen

Jaje ovomukoid, ovalbumin smanjen

Struktura proteina uvelike utjeCe na njegovu stabilnost. Pecenje (npr. pri 140 °C, u
trajanju od 40 minuta) smanjuje alergenost glavnog alergena ljesnjaka Cor a 1.04 i samog
ljesnjaka za otprilike 100 puta (Hansen i sur., 2003). Za razliku od kuhanja, prilikom kojeg se
alergijski potencijal kikirikija smanjuje, prZzenje ga povecéava, §to su u svom istrazivanju i
dokazali Maleki i suradnici (2000). Rezultati njihova istrazivanja pokazali su povecanje
kapaciteta vezanja alergena Ara h 1 i Ara h 2 na imunoglobulin E za otprilike 90 puta u
odnosu na sirovi proteinski ekstrakt. Povecanje alergenosti kikirikija prilikom przenja
pripisali su Maillardovim reakcijama. Utjecaj przenja na alergenost kikirikija istrazivali su i
Nordlee i suradnici (1981) koji su zakljucili da se ona povecava i kod suho przenog kikirikija,
i kod kikirikija prZzenog u ulju. Suho prZenje brasna indijskih orasci¢a pri razlic¢itim

temperaturama (140 °C, 175 °C i 200 °C) kroz razli¢ito vrijeme (izmedu 10 min i 30 min) nije

34



pokazalo utjecaj na promjenu prisutnih alergenih komponenti (Vanga i sur.,, 2017,
Venkatachalam i sur., 2008).

2.10.1.2. Netoplinski postupci

Netoplinski postupci obrade hrane ukljucuju razlicite mehanic¢ke postupke kao §to
su dezintegracija tkiva, guljenje, homogenizacija i sli¢no. Nekoliko postupaka koji se najéesce
koriste su proteoliza ili hidroliza, ultrafiltracija i fermentacija (Thomas i sur., 2007, Vanga i
sur., 2017). Navedeni postupci su znacajni jer mogu promijeniti konformaciju proteina, a time

1 alergenost odredenih namirnica (Vanga i sur., 2017).

Enzimska hidroliza ubraja se u naj¢e$¢e postupke industrijske obrade s ciljem
smanjenja alergenosti proteina (Akiyama i sur., 2006). Proteoliza ili hidroliza je reakcija u
kojoj dolazi do kidanja peptidnih veza u primarnoj strukturi proteina izmedu razli¢itih amino
kiselina (Vanga i sur., 2017). Vrsta i stupanj hidrolize ovise o primarnoj strukturi proteina, ali
i 0 njegovoj sekundarnoj/tercijarnoj strukturi te o posttranslacijskim modifikacijama (npr.
glikozilacija). Stovise, proteolizom je moguée unistiti odredene epitope, ali isto tako i otkriti
linearne epitope koji su bili skriveni u izvornoj trodimenzijskoj strukturi i/ili smjesteni u
hidrofobnoj domeni proteina, koji time postaju dostupni za vezanje protutijela IgE. Neki su
peptidi dobiveni parcijalnom hidrolizom 1 dalje alergeni, jer sadrze epitope i/ili mogu tvoriti
alergene agregate. Utvrdeno je da prilikom in vitro hidrolize proteina kikirikija dolazi do
znacCajne promjene sekundarne strukture alergena Ara h 2, ali ta promjena ne utjee na
smanjenje alergenosti Ara h 2 zbog zadrZavanja linearnog epitopa u strukturi nakon hidrolize
(Sathe 1 sur., 2005). Rezultati nekoliko istrazivanja pokazali su da hidroliza smanjuje
kapacitet vezanja IgE za neke proteine Kikirikija. Prema Chung i suradnicima (2004) i Yu i
suradnicima (2011) peroksidaze ili probavni enzimi (a-Kimotripsin i tripsin) hidroliziraju i
reduciraju Ara h 1 1 Ara h2 u przenom, ali ne 1 u sirovom kikirikiju. Yu i suradnici (2011)
takoder su utvrdili da prethodno blanSiranje (5 min) prije hidrolize poboljSava ucinak
enzimske hidrolize u przenom kikirikiju. Hildebrandt i suradnici (2008) dokazali su da
postupak enzimske hidrolize u kombinaciji s toplinskim postupcima moze smanjiti kapacitet

vezanja IgE za proteine jaja vise od 100 puta.

Fermentacija je jedan od najstarijih postupaka konzerviranja u kojem sudjeluju
mikrobni organizmi. Vrlo Cesto se koristi upravo zbog moguénosti proizvodnje velikog broja

proizvoda od zitarica, leguminoza, mlijeka i mesa, namirnica koje sadrze visok udio proteina
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(Vanga i sur., 2017). Neke su analize pokazale da su promjene na proteinima prilikom
fermentacije minimalne (McFeeters, 1988). U slucaju mlijeka, B-laktoglobulin i kazein,
smatraju se potencijalnim alergenima. Kod fermentiranog mlijeka i jogurta, uocen je smanjeni
kapacitet za vezanje IgE (Ehn i sur., 2004). Kod pasteriziranih proizvoda, protein je parcijalno
hidroliziran enzimskom aktivnos¢u starter kulture kojom je moguce unistiti odredene epitope.
Fermentacija obranog mlijeka bakterijama mlije¢ne kiseline (Lactobacillus helveticus i
Streptococcus thermophilus) smanjuje kapacitet za vezanje IgE a-laktalbumina i [3-
laktoglobulina (Bu i sur., 2010).

2.10.2. Novi postupci obrade

Novi postupci obrade hrane, kao i oni konvencionalni, mogu se podijeliti na toplinske
i ne-toplinske postupke. U toplinske postupke obrade se ubrajaju postupci kao $to je
dielektri¢éno zagrijavanje (mikrovalovi, radiovalovi) i omsko zagrijavanje. U netoplinske
postupke obrade ubrajaju se obrada visokim hidrostatskim tlakom, gama-zracenjem,
pulsiraju¢im elektricnim poljem, ultrazvukom visokih intenziteta te obrada ultraljubic¢astom

svjetlos¢u (Vanga i sur., 2017).

2.10.2.1. Toplinski postupci

Obrada hrane pri poviSenim temperaturama primjenom nove tehnologije postala je
nedavno vrlo popularna, kako zbog nizih troSkova proizvodnje, tako i bolje kvalitete gotovog
proizvoda u odnosu na konvencionalne postupke pri poviSenim temperaturama. Utjecaj ovih
tehnika na alergenost obradenih namirnica nije znatno istrazivana, osim u slu¢aju obrade

mikrovalovima.

Kod obrade hrane mikrovalovima dolazi do brzog stvaranja topline, a koli¢ina stvorene
topline ovisi o sastavu i homogenosti hrane. Brzina prijenosa topline unutar hrane ovisi o

kemijskom sastavu hrane (posebice o prisutnosti vode), kao i 0 obliku hrane.

Neke od promjena koje se dogadaju na hrani tijekom mikrovalne obrade zbog stvaranja
visokih temperatura u hrani su: izlazak (stvaranje) vodene pare (pecenje), Zelatinizacija
Skroba (krumpir, kukuruz), denaturacija proteina (mlijeko, jaja), povrSinsko posmedivanje
(Maillardove reakcije kod pecenja), karamelizacija i inaktivacija enzima (Vanga i sur., 2017).

Navedene promjene utjeCu na strukturna i organolepticka svojstva hrane. Upravo zbog
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mogucnosti denaturacije proteina, istrazivan je i utjecaj obrade mikrovalovima na alergijski

potencijal nekih namirnica.

Rezultati istrazivanja Zellal i suradnika (2011) pokazali su da se alergijski potencijal f3-
laktoglobulina znacajno smanjio nakon obrade mikrovalovima (snaga mikrovalova 300 W i
700 W) pri pH 4,6 i 6,8. Utjecaj obrade mikrovalovima na smanjenje alergijskog potencijala
ljesnjaka (Wigotzki i sur., 2000) i badema bio je minimalan (Venkatachalam i sur., 2002).
Jankiewicz i suradnici (1997) istrazivali su utjecaj obrade mikrovalovima snage od 700 W i
750 W kroz 10 minuta pri 100 °C na alergijski potencijal celera, a prema dobivenim
rezultatima zakljucili su da primijenjeni postupak pri odabranim uvjetima utjece na njegovo

smanjenje.

2.10.2.2. Netoplinski postupci

Cesto toplinski postupci zbog obrade hrane pri visokim temperaturama dovode i do
nezeljenih promjena u kvaliteti hrane (senzorska i nutritivna svojstva). Upravo zbog toga
istrazuju se inovativni, netoplinski postupci obrade hrane, a najcesSce istrazivani su obrada
visokim hidrostatskim tlakom, gama zraCenje, pulsirajuce ultraljubicasto svjetlo, ultrazvuk

visokog intenziteta i obrada hladnom plazmom.

Visoki hidrostatski tlak se u prehrambenoj industriji prvenstveno koristi s ciljem inaktivacije
mikroorganizama i prisutnih enzima, kao i za poboljSanje teksture proizvoda upravo zbog
promjene na proteinima i njihove denaturacije. Zbog ¢injenice da je primijenjeni tlak jednako
rasporeden unutar komore za obradu, omogucena je homogena obrada cijele namirnice bez
obzira na veli¢inu ili oblik proizvoda. Upravo konformacijske promjene na proteinima
potaknule su istrazivanja o moguc¢im promjenama alergijskog potencijala namirnica nakon
obrade visokim tlakom. Utjecaj visokog tlaka na alergijski potencijal namirnica ovisi 0
strukturi proteina u namirnici koja se obraduje, primijenjenom tlaku (opcenito 100-400 MPa),

temperaturi i duljini trajanja obrade.

Brojna su istrazivanja provedena o djelovanju visokog tlaka na alergijski potencijal
obradenih namirnica. Kato 1 suradnici (2000) obradili su zrna rize tlakom od 300 MPa (120
min) i time reducirali prisutne alergene rize. Smanjenje alergijskog potencijala nakon obrade
visokim tlakom primijetili su i Penas i suradnici (2011) u zrnima soje. Oni su primjenom tlaka
od 100-300 MPa u vremenu od 15 min reducirali alergijski potencijal alergena soje Gly m 1.

Li i suradnici (2012) uoéili su da visoki hidrostatski tlak ima znacajan uéinak na sekundarnu
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strukturu alergena soje. Visoki hidrostatski tlak nije smanjio alergijski potencijal obradenih
badema (Li i sur., 2013), a nije doslo ni do promjena alergijskog potencijala alergena jabuke
Mal d 1 nakon obrade soka jabuke (450-550 MPa u vremenu 3-10 min.) (Houska i sur., 2009).
Heroldova i suradnici (2009) istrazivali su u¢inak visokog tlaka (400-550 MPa) pri poviSenim
temperaturama (30 °C, 40 °C i 50 °C) tijekom 3-10 min. na sok od mrkve. Utvrdili su da nije
bilo promjene u imunoreaktivnosti pri navedenim uvjetima obrade. Prema Vangi i
suradnicima (2017) utjecaj obrade visokim hidrostatskim tlakom na smanjenje alergijskog
potencijala namirnica je u vecoj mjeri izrazen ukoliko se provodi u kombinaciji s nekim

drugim postupkom, npr. toplinskom obradom ili proteolizom.

Ultrazvuk visokih intenziteta (niska frekvencija, visoka snaga) uspjesno se koristi u
prehrambenoj industriji s ciljem poboljSanja procesa/proizvoda. Neki od procesa u kojima se
ultrazvuk cesto upotrebljava su postupci soljenja (salamurenja), maceracije, inaktivacije
mikroorganizama i enzima, smrzavanja, modifikacije sastojaka, ekstrakcije, pripreme
emulzija i dr. (Esclapez i sur., 2011; Mari¢ i sur., 2018). Ultrazvuk visokog intenziteta stvara
mehanicke valove pri frekvencijama od 20-100 kHz. Njihovim prolaskom kroz hranu stvaraju
se mjesta sazimanja i razrjedenja Cestica medija, pri ¢emu zbog stvaranja negativnih i
pozitivnih tlakova nastaju kavitacijski mjehurici koji se, kad postignu kriti¢ni volumen, naglo
uruSavaju. Prilikom implozije mjehuri¢a u njegovoj se blizini postizu temperature od 5000 K 1
tlak od 1000 atmosfera. Takvi ekstremni uvjeti mogu izazvati fizicke promjene u
konformaciji alergena i time promijeniti njegovu reaktivnost. Siloviti raspad mjehurica
uzrokuje nastajanje mikrostrujanja, mikromlazova i udarnih valova, $to rezultira turbulentnim

kretanjem medija.

Visoke temperature i tlak koji istovremeno nastaju na mjestu raspada mjehuri¢a uzrokuju
brojne kemijske promjene (nastajanje slobodnih radikala) koji takoder mogu utjecati na

modifikaciju proteina i ostalih sastojaka hrane (Soria i Villamel, 2010).

Do sada je vrlo malo podataka objavljeno o utjecaju ultrazvuka visokih intenziteta na
alergene. Rezultati istrazivanja koje su proveli Li i suradnici (2006) pokazali su da obrada
Skampa (izolirani tropomiozin i sirovi proteinski ekstrakt skampa) ultrazvukom visokog
intenziteta smanjuje IgE vezujuci kapacitet. U istrazivanju djelovanja ultrazvuka visokog
intenziteta na promjenu alergenosti B-laktoglobulina iz mlijeka, Stani¢-Vucini¢ i suradnici
(2012) zakljucili su da unato¢ znacajnim konformacijskim promjenama u strukturi proteina i

alergena izazvanima djelovanjem ultrazvuka nije doSlo do znacajne promjene u alergijskom
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potencijalu mlijeka. Do istog su zaklju¢ka dosli i Tammineedi i suradnici (2013) nakon

obrade proteina sirutke i kazeina.

Pri obradi hrane gama zra¢enjem hrana se izlaze djelovanju ionizirajueg zracenja, a
najéesci izvori zracenja su izotopi Kobalt-60 i Cezij-137. U prehrambenoj industriji se gama
zraCenje primarno koristi za produljenje roka trajanja hrane (smanjenje broja patogenih
mikroorganizama) (Vanga i sur., 2017). Doze gama zraenja za primjenu u prehrambenoj
industriji su do 10 kGy (Shriver i Yang, 2011). Srednje doze gama zraCenja (2-7 KGy)
eliminiraju patogene na povrsini hrane bez utjecaja na organoloepticke i nutritivne znacajke
proizvoda (Farkas, 1998). Istrazivana je i potencijalna uporaba gama zracenja u reduciranju
alergenog potencijala razli¢itih namirnica zbog pretpostavke da zraCenje moze utjecati na
konformacijske promjene u strukturi proteina. Li i suradnici (2007) istrazivali su utjecaj
zracenja (1-15 kGy) u kombinaciji s poviSenom temperaturom (100°C) na alergijski
potencijal Skampa. Rezultati su pokazali da takav nacin obrade smanjuje kapacitet vezanja
alergena Skampa na IgE od 5 do 30 puta. Pojedina¢no primijenjeni postupci, samo zracenje i
poviSena temperatura, nisu uzrokovali znacajno smanjenje alergijskog potencijala. Sli¢no
istrazivanje proveli su i Kasera i suradnici (2012) u kojem su utvrdili da kuhanje u
kombinaciji sa zracenjem (25 kGy) reducira topljivost i alergijski potencijal proteina
leguminoza. Byun i suradnici (2000) primijenili su gama zracenje (0-10 kGy) na ekstrahirane,

termostabilne proteine smedih skampa i utvrdili smanjenje alergijskog potencijala.

Smanjenje alergijskog potencijala primijetili su i Luo i suradnici (2013) nakon zracenja (10
kGy) izoliranog alergena kikirikija Ara h6 i proteinskog ekstrakta kikirikija. Nasuprot tome,
Su i suradnici (2004) zracili su bademe, indijske oras¢ic¢e i orahe gama zracenjem (1-25 kGy)
sa ili bez toplinske obrade (autoklaviranje, blanSiranje, przenje, mikrovalna obrada, pecenje)

te utvrdili da su prisutni alergeni bili stabilni u gotovo svim uvjetima obrade.

Izlaganje namirnica gama zracenju moze ubrzavati umrezavanje, odmotavanje i fragmentaciju
proteina Sto posljedi¢no izaziva promjene u strukturi proteina. Promjene na proteinima
uzrokovane su direktno fotonima ili indirektno nastalim reaktivnim kisikovim vrstama (engl.
reactive oxygen species, ROS). Nastale promjene na proteinima utjeCu na promjene
alergijskog potencijala ovisno o primijenjenoj dozi zraCenja, koncentraciji proteina,

prisutnosti kisika i molekularnoj strukturi (Chizoba Ekezie i sur., 2018).

Pulsirajuce ultraljubicasto zracenje u prehrambenoj industriji primjenjuje se kao kontinuirani

proces ili proces s pulsevima. Pulsiraju¢e ultraljubicasto zracenje moze biti 1 do nekoliko
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tisu¢a puta intenzivnije nego konvencionalna, kontinuirano UV zracenje (Shriver i Yang,
2011). Pulsirajuce ultraljubicasto zracenje nastaje tako Sto se elektricna energija uskladistena
na kondenzatoru otpusta u pulsevima koji prolaze kroz lampu koja je ispunjena inertnim
plinom (ksenon). Na taj se nacin plin ionizira i emitira zraenje u obliku ultraljubicastog (54
%), vidljivog (26 %) i infracrvenog zracenja (20 %). Smatra se da pulsirajuce ultraljubicasto
zraCenje ima fototermicki, fotofizicki i fotokemijski ucinak na hranu, koji mogu promijeniti
konformaciju alergena ili izazvati agregaciju proteina S$to rezultira promjenom
konformacijskih epitopa. Inace, pulsirajuce ultraljubicasto zracenje Koristi se u postupcima
sterilizacije, dok se u novije vrijeme istrazuje i njegova potencijalna uporaba za smanjenje
alergijskog potencijala namirnica (kikiriki, proizvodi od soje, skampi, jaja, mlijeko i drugi)
(Shriver i Yang, 2011). Li i suradnici (2013) proucavali su utjecaj pulsirajueg
ultraljubiCastog zracenja na alergijski potencijal proteinskog ekstrakta badema i utvrdili da je
tretman zracenjem (0,5-10 minuta) u ve€oj mjeri smanjio kapacitet vezanja proteina badema
na IgE protutijelo nego kontrolni proces termi¢ke obrade (kuhanje). Pulsiraju¢im
ultraljubiCastim zracenjem moze se smanjiti i kapacitet vezanja proteina kikirikija (ekstrakt
kikirikija, maslac od kikirikija) na IgE (Chung 1 sur., 2008), a sli¢no istraZivanje proveli su i
Yang i suradnici (2012), koji su takoder utvrdili smanjenje alergijskog potencijala glavnih
alergena kikirikija (Arah 1, Arah 2 i Ara h 3). Pulsiraju¢im ultraljubicastim zra¢enjem kroz 6
minuta smanjen je alergijski potencijal soje (Yang i sur., 2010) i mlijeka (Anugu, 2009), dok
je alergijski potencijal bjelanjka jajeta nakon obrade ostao nepromijenjen (Manzocco i sur.,
2012). lako vec¢ina radova ukazuje na mogucnost smanjenja alergijskog potencijala
primjenom pulsirajuéeg ultraljubicastog zracenja, potrebna su daljnja klinicka i in vivo

istrazivanja kako bi se ova tehnologija mogla primjenjivati u masovnoj proizvodnji.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali
3.1.1. Standardne kemikalije

glicerol (Sigma-Aldrich, St Louis, SAD)

glicin (Sigma-Aldrich, St. Louis)

izopropanol (Sigma-Aldrich, St. Louis )

ledena octena kiselina (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

limunska kiselina (Sigma-Aldrich, St. Louis)

2- merkaptoetanol (Sigma-Aldrich, St. Louis)

metanol (Sigma-Aldrich, St. Louis)

dinatrijev-hidrogen fosfat, Na,HPO4 (Sigma-Aldrich, St. Louis)
natrijev hidrogen karbonat, NaHCOs (Sigma-Aldrich, St. Louis)
natrijev hidroksid, NaOH (Sigma-Aldrich, St. Louis)

natrijev karbonat, Na>COs (Sigma-Aldrich, St. Louis)

natrijev klorid, NaCl (Sigma-Aldrich, St. Louis)

o-fenilendiamin dihidroklorid (OPD) tablete (Thermo Scientific)
PBS tablete (Calbiochem)

SDS, natrijev dodecil sulfat (Sigma-Aldrich, St. Louis)

sulfatna kiselina, H2SO4 (Sigma-Aldrich, St. Louis)

Tris, tris[hidroksimetilJaminometan - Trizma base® (Sigma-Aldrich, St. Louis)
Tween® 20 (Sigma-Aldrich, St. Louis)

vodikov peroksid, H2O2 (30% otopina, Sigma-Aldrich, St. Louis)

3.1.2. Boje

Coomassie Brilliant Blue® R-250 (Sigma-Aldrich, St. Louis)
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3.1.3. Protutijela i drugi proteini

kozje IgG protutijelo razvijeno naspram molekule humanog IgE, obiljeZeno peroksidazom iz
hrena (Sigma-Aldrich, St. Louis)

BSA, albumin govedeg seruma (Sigma-Aldrich, St. Louis)

standard molekulskih masa Novex Sharp Pre-Stained Protein Standard (Invitrogen)

standard molekulskih masa Color Prestained Protein Standard, Broad Range (New England
Biolabs)

BIO-RAD Protein Assay (Biorad, Milano, Italija)

proteinski ekstrakt gomolja komorac¢a (Foeniculum vulgare, Apiaceae)

proteinski ekstrakt kore i pulpe patlidZzana (Solanum melongena, Solanaceae; cultivar orient
express)

proteinski ekstrakt kore i pulpe jabuke (Malus domestica, Rosaceae; cultivar Annurca)

3.1.4. Gelovi za elektroforezu i membrane za imunodetekciju

Mini-PROTEAN® TGX™ Precast Protein Gels (Biorad)

Immobilon® PVDF membrana (Sigma-Aldrich, St. Louis)

3.1.5. Specifi¢ne komercijalne smjese analiti¢kih reagencija — kompleti

Amersham™ ECL™ Prime Western Blotting Detection Reagent (GE Healthcare Life

Sciences)

3.1.6. Serumi ispitanika

3 seruma osoba alergi¢nih na komorag, patlidzan 1 jabuku

1 kontrolni serum (serum osobe koja nije alergicna)
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4. METODE RADA

4.1. Laboratorijsko - dijagnosti¢ki test — FABER test

FABER test predstavlja dijagnosticki alat za laboratorijsko ispitivanje alergijskih
bolesti, a razvijen je koriste¢i se suvremenom nanotehnologijom (Tuppo i sur., 2018). FABER
test koristi molekularne alergene i alergene ekstrakte spojene na nano-kuglice pomocu
razliCitih spojeva, ¢ime se postize optimiziranje konjugacije alergijskih proteina. FABER test
244-122-122, razvijen je koriStenjem 122 molekularna alergena 1 122 alergijska ekstrakta.
Ukupno, 122 razlicita alergena izvora (npr. pelud, grinje, epitel, plijesni, hrana biljnog i
zivotinjskog podrijetla) koji potjecu iz 22 razli¢ita izvora (npr. mlijeko, jaja, voce, sjeme,

otrovi i dr.), integrirani su u jedan jedinstven test.

Alergeni koji su konjugirani na nano-kuglice rasporeduju na ¢vrstu povrSinu za
sljedece testiranje. Prije imobilizacije na bio¢ipu FABER testa, svaki pripravak alergena
povezuje se s kemijski aktiviranim nano-zrncima. FABER bio¢ip upotrebljava se za postupak
ispitivanja slican ELISA-i, a konacni signal za svaki alergen dobiva se koristenjem optickog
skenera 1 razraduje namjenski softver. Signali odgovarajueg intenziteta koriste se za
izraCunavanje proizvoljnih jedinica, FIU (od engl. FABER internatiounal units), u korelaciji s
razinom IgE vezanom za svako mjesto alergena. FABER test se izvodi koriStenjem
120 pL seruma. Rezultati mjerenja specificnog IgE-a prikazuju se prema reaktivnosti
(negativan nalaz, niska, umjerena, visoka ili jako visoka razina senzibilizacije). Pozitivni
nalaz ukazuje na prisutnost IgE-a specificnog za alergen u serumu odnosno da je osoba
senzibilizirana na ispitivani alergen. Pozitivan specifiéni IgE test uz pozitivhu anamnezu
dokaz je klinicki relevantne senzibilizacije na testirani alergen. Na temelju medicinskih
podataka, FABER alergoloski test omoguc¢uje donosenje odluka o medicinskoj intervenciji:

Eticko povjerenstvo Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu te Eticko
povjerenstvo Poliklinike Analiza dali su potvrdu da se mogu Kkoristiti rezultati arhiviranih
dijagnostickih FABER testova. U ovo istrazivanje ukljuceno je 111 arhiviranih dijagnosti¢kih
testova. Od ukupnog broja pacijenata, odabrani su serumi osoba na osnovu rezultata
mjerenja visokih vrijednosti specificnog IgE-a (>0,30 FIU/mL) za komora¢, patlidzan i
jabuku. Odabrani pacijenti su ukljuCeni u istrazivanje na osnovu odobrenja etickih

povjerenstava i potpisivanjem informiranog pristanka za sudjelovanje u istrazivanju, zbog
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povjerljivosti i zaStite osobnih podataka. Vadenje krvi (15 mL) provodilo se jednokratno i
dobiven je krvni serum u kojemu se nalaze IgE protutijela s kojim su provedena daljnja
ispitivanja. Ovo istrazivanje nije ukljucivalo nikakav rizik, osim uobicajenog svakodnevnog

rizika vadenja krvi. Sudjelovanje u ovome istrazivanju bilo je u potpunosti dobrovoljno.

4.2. Obrada rezultata dijagnostickih testova

4.2.1. Statisticka analiza

U obradi podataka retrospektivnog istrazivanja koriSteni su programski paketi
Statistica v.8. XLStat te IBM SPSS Statistics v 25. Primijenjena je deskriptivna statistika za
opis karakteristika i mjernih varijabli pojedinih ispitivanih podskupina i za njihov prikaz u
obliku tablica. Za opis kontinuiranih varijabli, kao mjera sredi$nje tendencije i varijabilnosti,
koriSteni su prosjek i1 standardna devijacija u slu€ajevima normalne razdiobe (distribucije) ili
medijan 1 interkvartilni raspon u sluajevima kada je razdioba odstupala od normalne.
Kategorijski podaci su prikazani kao apsolutni i relativni broj (postotak), tj. ucestalost (%) i
95 %-tni raspon pouzdanosti (Cl).

Za usporedbu istih podataka medu podskupinama, koriStena je analiza varijance
(ANOVA), a za usporedbu raspodjele kategorijskih varijabli medu skupinama koristen je 2
test. S obzirom na to da nema razloga tvrditi da razlika, ukoliko postoji, moze biti samo u
jednome smjeru, primijenjeni su dvosmjerni testovi koji su se smatrali statisticki znacajnim

ukoliko je p < 0,05, Sto je ujedno 1 koriStena razina znacajnosti.

Kako bi se utvrdila povezanost pojedinih varijabli koje su dijelom kategorijske, a
dijelom kontinuirane s pripadnoS¢u ispitivanim skupinama, provedena je logisticka

regresijska analiza i to univarijatno te multivarijatnim modelom.

Multivarijatni model dobiven je na osnovi univarijatne povezanosti pojedinih varijabli.
Rezultati logisticke regresijske analize koriSteni su kako bi se izracunali prediktivni ¢imbenici

za alergiju.

44



4.2.2. Ra¢unanje momenata statistickih skupova

Centralni moment r-tog reda prikazan op¢om jednadzbom (Gajdos Kljusuri¢, 2009)

koristen je za izraCun momenata od prvog od cetvrtog reda (r=1,2,3,4):

1 T
MT:H Z{x;g'_-'ﬂT (1]
=1

Momenti se nazivaju centralnima jer se koncentriraju oko aritmeti¢ke sredine *, za koju je
r=1.

kada je:

r=1 tad je M1=0 (aritmeticka sredina)
r=2 tad je M2=¢? (varijanca)

r=3 tad je M3 (koeficijent asimetrije)

r=4 tad je M4 (koeficijent spljostenosti)

Varijanca predstavlja sumu odstupanja te je prava mjera rasprSenja standardna devijacija koja

se izrauna kao drugi korijen varijance (Petz, 2007):

o =M, =Vo? )

Momenti koji su u radu koriSteni za ocjenu oblika razdiobe su momenti koji opisuju

asimetriju su o4 i a4 a racunaju se iz momenata asimetrije (Mz3) i SpljoStenosti (M4).

_ ﬁ % E?:,_'[—Tf _ﬂ!

2= G7 = a3 ©)
_ My EnGi- DY
= ot 4)

Koeficijent asimetrije (engl. Skewness) predstavlja mjeru nagiba distribucije na lijevo ili
desno, dok je koeficijent spljoStenosti (engl. Kurtosis) mjera spljoStenosti (zaobljenosti)
distribucije promatranog skupa podataka.

Asimetrija se procjenjuje prema apsolutnoj vrijednosti za tre¢i moment |o3| prema (Tablici 9),

a stupanj spljoStenosti (Tablica 10):
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Tablica 9. Stupanj asimetrije prema apsolutnoj vrijednosti (Vrani¢, 1958)

|a3] Stupanj asimetrije
0-0,1 zanemariva asimetrija
>0,1-0,25 slaba asimetrija
0,25-0,5 srednja asimetrija
>0,5 jaka asimetrija

Tablica 10. Stupanj spljostenosti (Vrani¢, 1958)

ay Stupanj spljostenosti
<3 spljostenost
=3 normalna spljostenost
>3 izduzenost

4.3. Priprema ekstrakata voéa i povréa

Proteinski ekstrakti gomolja komoraca, kore i pulpe patlidzana te proteinski ekstrakt
kore i pulpe jabuke dobiveni su ljubaznos¢u prof. dr. sc. Marie Antoniette Ciardiello iz
Institute of Biosciences and BioResources (IBBR) - National Research Council iz Italije.
Pripremljeni su u laboratoriju prof. Ciardello prema metodi Pasquariello i suradnika (2012) s
nekoliko modifikacija. Ukratko, 50 g biljnih tkiva homogenizirano je uz dodatak 25 mL 2 M
NaCl, 2 g polivinilpolipirolidona (Sigma, Steinheim, Njemacka), 0,820 mL 0,12 M
etilendiamintetraoctene kiseline (Sigma, St. Louis, USA). i 2,2 g L-askorbinske kiseline
(Panreac, Barcelona, Spanjolska) otopljene u 25 mL vode te je pH vrijednost podesena na 3,5
dodatkom NaOH. Nakon jednog sata uz mijesanje u kupelji led-voda, uzorci su centrifugirani
na 17.300 g tijekom 45 minuta. Sakupljeno je oko 50 mL supernatanta, koji predstavlja
proteinski ekstrakt. Uzorci su zatim dijalizirani prema 2 mM NaCl i koncentrirani
ultrafiltracijom na Ultracel 3K Amicon Ultra filterima (Millipore, Carrigtwohill, Irska).
Ultrafiltracija je zaustavljena kada se poCeo pojavljivati talog na dnu epruvete. Koncentracije
proteina odredene su spektrofotometrijskom metodom po Bradfordu, a za izradu bazdarne

krivulje kao standard je koriSten govedi serumski albumin.
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4.4. Obrada proteinskih ekstrakata

Proteinski ekstrakti gomolja komoraca, kore i pulpe patlidzana te proteinski ekstrakt
kore i pulpe jabuke koncentracije 2 mg/mL obradeni su ultrazvu¢no i toplinski. Dva nacina
ultrazvucne obrade primijenjena Su za modifikaciju proteinskog ekstrakta. Prvi nacin obrade
proveden je u ultrazvuénoj kupelji (Elmasonic P300H, Elma, Njemacka) s osam ultrazvu¢nih
sondi koje djeluju na uzorke koji se nalaze u kupelji pri frekvenciji od 37 kHz, ukupne shage
380 W i amplitudi 100 %. Drugi nacin ultrazvuéne obrade proveden je pomocu ultrazvu¢nog
procesora (QSONICA, Newtown, SAD, Slika 9) pri frekvenciji od 20 kHz, ukupne snage 700
W i amplitudi 100 %.

Slika 9. Ultrazvu¢ni procesor QSONICA 700 (vlastita fotografija)

U Eppendorf epruvetu od 1,5 mL odvojen je 1 mL ekstrakta proteina i uzorci su obradeni pri
sljede¢im uvjetima:

Ultrazvucna kupelj: 60 minuta pri 40 °C;

Ultrazvucni procesor: 15 minuta pri 60 °C;

Toplinska obrada: u vodenoj kupelji pri 95 °C kroz 1 minutu.

Nakon obrade, uzorci su ¢uvani pri -20 °C.
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4.5. SDS-poliakrilamidna gel-elektroforeza (SDS-PAGE)

SDS-PAGE (engl. SDS-Polyacrylamide Gel Electrophoresis, SDS-PAGE) je
elektroforetska tehnika za analizu proteina, prvenstveno zahvaljujuéi sposobnosti SDS-a da u
prisutnosti reagensa za razaranje disulfidnih veza, solubilizira, denaturira i disocira ve¢inu

proteina u pojedinacne polipeptidne lance.

Uzorci proteina komoraca, patlidzana i jabuke (10 pg proteina po jazici) su uz dodatak pufera
za nanoSenje uzoraka (3xpufer: 0,150 M Tris-Cl; pH 6,8; 2,3 % SDS; 20 % glicerol (v/v); 0,3
M 2-merkaptoetanol; 0,03 % bromfenol plavo u vodi) denaturirani kuhanjem na 95 °C u
trajanju od 3 minute. Proteini su razdvojeni u gradijenthnom 8-16 % denaturiraju¢em
poliakrilamidnom gelu (Mini-PROTEAN® TGX™ Precast Protein Gels, Biorad) (Laemmli,
1970.). Da bi se utvrdio polozaj vrpci proteina u gelu, gel je obojan bojom Coomassie blue
(0,025 % Coomassie Brilliant Blue® R-250, 25 % izopropanol, 10 % octena kiselina) koja
specificno boji proteine (Wilson, 1983.). Gel je odbojan otopinom za odbojavanje (10 %
octena kiselina). Gel je dokumentiran uredajem Amersham Imager 600 (GE Healthcare Life

Sciences).

4.6. Odredivanje molekulske mase proteina pomo¢u SDS-PAGE

Budu¢i da proteini pri denaturaciji veZzu SDS u priblizno konstantnom masenom
odnosu, rezultiraju¢i SDS-proteinski kompleksi imaju ujednacenu gusto¢u naboja i tijekom
elektroforeze migriraju na osnovu molekulskih masa. Utvrdeno je da je u takvim uvjetima
graficki odnos logio M i Rfvrijednosti (udaljenost koju prijede protein prema udaljenosti koju
prijede boja) strogo linearan. Stoga se za kalibraciju gel sustava koristi set proteina poznatih
molekulskih masa koji se razdvoji, a potom i vizualizira zajedno s analiziranim uzorcima. Za
izradu kalibracijskog pravca izraGunaju se R¢vrijednosti markera i na semilogaritamskoj skali
ucrtaju u odnosu na molekulske mase. Nakon toga se Rs vrijednosti proteina u uzorcima

koriste kako bi se iz kalibracijskog pravca ocitala njihova molekulska masa.
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4.7. Western-blot

Western blot ili imuno-blot je tehnika kojom se proteini razdvojeni elektroforezom
prenose na nitroceluloznu ili sintetsku membranu djelovanjem istosmjerne elektricne struje.
Metodu koristimo za detekciju proteina koriStenjem specifi¢énih protutijela. Specifi¢nost
interakcije antigen-protutijelo omogucuje identifikaciju ciljnog proteina unutar kompleksne
smjese proteina.

Proteini iz ekstrakata komoraca, patlidzana i jabuke razdvojeni su denaturiraju¢om
elektroforezom u poliakrilamidnom gelu kao $to je opisano u prethodnom poglavlju. Nakon
elektroforeze gel je uronjen u katodni pufer (0,025 M Tris/HCI; 0,04 M glicin; 20 % metanol;
pH 9,4). Potom je napravljen slozaj za Western blot. Slozaj se sastoji od dva filter papira
natopljena anodnim puferom | (0,3 M Tris/HCI; 20 % metanol; pH 10,4), jednog filter papira i
Immobilon-PVDF membrane (prethodno navlaZzene metanolom) natopljenima anodnim
puferom Il (0,025 M Tris/HCI; 20 % metanol; pH 10,4), te od razdvajajuceg gela i 3 filter
papira natopljena katodnim puferom. Slozaj je prenesen na anodnu plo¢u uredaja za polusuhi
elektroforetski prijenos (The W.E.P. Company, Semi-Dry Blotting System, IMM™-1-A).
Nakon opreznog istiskivanja mjehuric¢a zraka, na slozaj je postavljena katodna ploca. Proteini
u gelu su negativno nabijeni pa po uspostavljanju kruga istosmjerne elektricne struje putuju
prema anodi, tj. iz gela prelaze na nitroceluloznu membranu. Prijenos traje 1 sat pri gustoci
elektri¢ne struje od 0,8 mA/cm?. Shematski prikaz slozaja za Western blot analizu prikazan je

na Slici 10.

I

katoda

3 filter papira natopljena katodnim puferom

L

gel natopljen katodnim puferom
membrana natopljena anodnim puferom II + metanol
filter papir natopljen anodnim puferom II

i

2 filter papira natopljena anodnim puferom II

anoda

’_:__‘

Slika 10. Shematski prikaz slozaja za Western blot analizu
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Membrana je potom inkubirana u otopini 3 % BSA u TBS-u (0,5 M Tris/HCI, 1,5 M
NaCl; pH 7,5). BSA blokira slobodna mjesta na membrani i tako sprecava nespecifi¢no
vezanje protutijela. Nakon inkubacije koja je trajala preko noé¢i na 4°C membrana je isprana u
puferu TBST (PBS, 0,1 % Tween 20; pH 7,5) 3 puta po 10 minuta. Potom je membrana
inkubirana 2 h na 37 °C uz dodatak objedinjenog seruma Cetiriju ispitanika, razrijedenog u
omjeru 1:10 puferom TBS, te nakon toga isprana u puferu TBST 3 puta po 10 minuta.
Membrana je zatim inkubirana 1 h u otopini detekcijskog protutijela (kozje IgG protutijelo
razvijeno naspram molekule humanog IgE, obiljeZeno peroksidazom iz hrena), tako da je
njegova komercijalno pripremljena otopina razrijedena u puferu TBS u omjeru 1:2000.
Detekcija proteina na membrani provedena je kemiluminiscencijskom metodom, uz uporabu
komercijalnog kompleta Amersham™ ECL™ Prime Western Blotting Detection Reagent
(GE Healthcare Life Sciences) prema uputama proizvodaca. Reakcija detekcije je
posredovana enzimom konjugiranim s detekcijskim protutijelom, gdje enzim peroksidaza
katalizira oksidaciju supstrata luminola (Slika 11) te je emisija svjetlosti proporcionalna
koli¢ini proteina koji Se detektira. Membrana je analizirana i dokumentirana uredajem

Amersham Imager 600 (GE Healthcare Life Sciences).
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Slika 11. Reakcija detekcije proteina kemiluminiscencijskom metodom posredovana
peroksidazom iz hrena (preuzeto iz Amersham™ ECL™ Prime Western Blotting Detection

Reagent Product booklet)
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4.8. ELISA

ELISA (engl. enzyme-linked immunosorbent assay) je imunokemijska metoda za
detekciju i/ili kvantifikaciju antigena imobiliziranog na mikrotitarskoj plocici, a temelji se na
specificnom prepoznavanju antigena i protutijela uz detekciju nastanka kompleksa osjetljivom
enzimskom reakcijom. S obzirom na nacin vezanja antigena, osnovne izvedbe ukljucuju
izravnu, neizravnu, sendvi¢ i kompeticijsku metodu ELISA (Slika 12), no postoji i niz

kompleksnijih izvedbi prilagodenih za razlicite tipove analiza.

Supstrat
M-

L J
Supstrat ) 6 '3..::
7N\

O ‘%:!;' Supstrat
Supstrat . Inhibitor @
M
Og;“(‘ 27\ Sekundarno //\\ antigen O e
N~ protutijelo ' '\
Primarno Vezujude
/)k\ protutijelo / \ \ / tJt" | . )k\
Ag . . protutijelo .
IZRAVNA ELISA NEIZRAVNA ELISA | SANDWICH ELISA KOMPETICIJSKA ELISA

Slika 12. Razli¢ite izvedbe metode ELISA (preuzeto 1 prilagodeno iz
https://www.bosterbio.com/protocol-and-troubleshooting/elisaprinciple)

Proteinski ekstrakti komoraca, patlidZana i1 jabuke naneseni su u duplikatu u bunarice
mikrotitarske ploc¢ice u volumenu od 100 pL (5 pg proteina po jazici, uz prethodno
razrjedenje ekstrakta 50 mM karbonatnim puferom, pH 9,6 na koncentraciju 50 pg/mL) te
inkubirani preko noc¢i na 4 °C. Bunari¢i su 3 puta isprani puferom PBST (10 mM Na;HPOg;
137 mM NacCl; 2,7 mM KCI; 0,05 % Tween® 20; pH 7,4) te je dodano 200 pL otopine 3 %
BSA u PBS uz inkubaciju 1 h na 37 °C. Nakon ispiranja 3 puta puferom PBST u bunarice je
dodano 100 pL objedinjenog seruma cetiriju ispitanika razrijedenog u omjeru 1:10 puferom
PBS (10 mM NazHPO4; 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; pH 7,4) te inkubirano 2 h na 37 °C.
Nakon ispiranja puferom PBST 3 puta, u bunari¢e je dodano 100 puL detekcijskog protutijela
u razrjedenju puferom PBS 1:2000 (kozje IgG protutijelo razvijeno naspram molekule
humanog IgE, obiljezeno peroksidazom iz hrena), a inkubacija je trajala 1 h na 37 °C. Nakon
ispiranja puferom PBST 3 puta, dodano je 100 puL otopine supstrata za peroksidazu iz hrena
uz inkubaciju od 20 min na sobnoj temperaturi. Supstrat o-fenilendiamin dihidroklorid (OPD)

otopljen je do kona¢ne koncentracije 0,5 mg/mL u OPD puferu (0,05 M limunska kiselina;
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0,05 M natrijev fosfat; pH 5,0) uz dodatak 30 % H20.. Reakcija je zaustavljena dodatkom 2,5
M H2SO4. Apsorbancija pri 490 nm izmjerena je ¢itacem mikrotitarskih plo¢ica Wallac 1420
Victor2™ (Perkin Elmer Inc., USA). Kod slijepe probe, proteinski ekstrakt je zamijenjen 50
mM karbonatnim puferom, pH 9,6, a kao negativna kontrola posluzio je serum osobe koja

nije alergi¢na na ispitivano voce i povrce.
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5. REZULTATI

Rezultati koji slijede prikazuju obradene podatke o:

- Normalnosti distribucije podataka o dobi ispitanika (Slika 13)

- Srednjoj vrijednosti s pripadnim rasponom (minimumom, maksimumom) te
standardnom devijacijom za dob ispitanika prema spolu (Tablica 11)

- Srednjoj vrijednosti s pripadnim rasponom (minimumom, maksimumom) te
standardnom devijacijom za vrijednost specifi¢cnog imunoglobulina E, prema spolu
(redom Tablice 15-17; Tablice 19-21; Tablice 23-25)

- Frekvenciji za vrijednosti specifi¢nog imunoglobulina E, prema kategorijama voce,
povrée i orasasti plodovi, prema spolu (Tablice 18, 22 i 26)

- Elektroforezi proteinskih ekstrakata (Slike 21-23)

- Detekciji proteina Western blot metodom (Slike 24-26)

- Imunokemijskoj detekciji alergenih proteina metodom ELISA (Tablice 45-47, te Slike
27-29)
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5.1. Distribucija ispitanika

broj osoba

dobna distribucija

svi; 45; 37

—te /.

svi; 65; 28

SVi

svi; 90; 7
Z;90;5
M; 90; 2
dob (godine)
Slika 13. Normalnost distribucije ispitanika prema dobi i spolu
Tablica 11. Prosje¢na dob ispitanika (godine)
M (n1=55) 7. (n2=56) Svi (n=111)
SV 29,04 34,96 32,03
SD 21,20 23,04 22,40
Minimum 1 2 1
Maksimum 78 82 82

M — muskarci; Z — Zene; SV — srednja vrijednost; SD — standardna devijacija
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Tablica 12. Frekvencijska raspodjela dobi ispitanika prema spolu, u 6 frekvencijskih razreda

Stvarna frekvencija (n)

Relativna frekvencija (%)

Razredi
(dob) M V4 Svi M 4 Svi
0-3,0 5 4 9 9,1 7,1 8,1
3,1-6,0 8 4 12 14,5 7,1 10,8
6,1-18,0 9 9 18 16,4 16,1 16,2
18,1-45,0 18 19 37 32,7 339 33,3
45,1-65,0 13 15 28 23,6 26,8 25,2
>65 2 5 7 3,6 8,9 6,3
= 55 56 111 100,0 100,0 100,0

M - muskarci, Z - Zene

Tablica 13. Rezultati testiranja normalnosti distribucije (prikaz p-vrijednosti)

Promatrani Testovi*
skup Shapiro-Wilk Anderson- Lillefors Jarque-Bera
ispitanika Darling
M 0,94 0,89 0,79 0,85
Z 0,16 0,18 0,27 0,68
Svi 0,42 0,43 0,57 0,71

M — muskarci, Z — Zene

*Hipoteza (Ho: normalnost distribucije u promatranom skupu podataka) se odbacuje za p<0,05
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Tablica 14. Momenti statistickog skupa dob, za promatranu populaciju

Parametri Momenti M Z Svi

SV (godine) M1 29,04 34,96 32,03

SD (godine) 21,52 23,04 22,40

Varijanca (godine?) M2 463,26 530,73 501,64
Asimetrija a3 0,29 0,10 0,18
Spljostenost od 1,80 1,74 1,74

M — muskarci, Z — Zene

Tablica 15. Srednje vrijednosti s pripadnim rasponom i standardnom devijacijom (SD) za

utvrdeni specifi¢ni imunoglobulin E vo¢a u muskaraca

Voée n Raspon (FIU/mL) X +SD (FIU/mL)
Kivi 3 0,61-2,30 1,24 £0,92
Ananas 4 0,61-5,29 2,09 +22
Rogac 12 0,59 - 2,53 1,35+0,68
Mandarina 9 0,40 - 2,33 1,17+0,71
Dinja, pulpa 5 0,83-3,37 1,45+1,09
Jagoda 11 0,38-1,76 0,86 0,42
Jabuka 12 0,53-6,29 2,11 +£1,96
Avokado 8 0,43-1,79 0,99 + 0,46
Marelica 6 0,54-9,1 4,05+3,77
Breskva, kora 8 0,32-8,72 3,07+3.24
Breskva, pulpa 10 0,62 - 5,56 1,9+1,88
Nar 1 10,99 - 10,99 10,99 + 0,00
Grozde 6 0,037 -2,81 1,49 £ 0,94
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Tablica 16. Srednje vrijednosti s pripadnim rasponom i standardnom devijacijom (SD) za
utvrden specificni imunoglobulin E kod voca u zena

Voée Raspon (FIU/mL) | * +SD (FIU/mL)
Kivi 0,41 - 14,37 3,76 £ 6,01
Ananas 0,44 - 3,22 1,31 +1,28
Roga¢ 0,62 - 15,67 3,81 +4,88
Mandarina 1,08 - 21,92 5,52 + 8,07
Dinja, pulpa 0,81 -9,47 2,47+3,43
Jagoda 0,41 - 15,83 3,83+5,10
Jabuka 0,65-92,33 14,31 + 30,10
Avokado 0,64 -17,61 3,34+ 5,80
Marelica 0,49 - 131,58 24,32 + 52,62
Breskva, kora 0,65 - 160,47 26,04 + 59,39
Breskva, pulpa 0,44 - 84,57 12,55+29,14
Nar 0,89-4,13 2,21 +£1,70
Grozde 1,20 - 112,04 23,49 + 49,5
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Tablica 17. Srednje vrijednosti s pripadnim rasponom i standardnom devijacijom (SD) za

utvrdeni specifi¢ni imunoglobulin E voca, za promatranu populaciju

Voce n Raspon (FIU/mL) + SD (FIU/mL)
Kivi 8 0,41 - 14,37 2,81 +£4,75
Ananas 8 0,44 - 5,29 1,7+ 1,72
Rogacé 20 0,59 - 15,67 2,33 +£3,25
Mandarina 15 0,4-21,92 2,91 +5,33
Dinja, pulpa 11 0,81-9,47 2,01 £2,58
Jagoda 19 0,38 - 15,83 2,11 +£3,53
Jabuka 21 0,53-92,33 7,34 + 20,07
Avokado 16 0,43-17,61 2,17+4,16
Marelica 12 0,49 - 131,58 14,19+ 37,11
Breskva, kora 15 0,32 -160,47 13,79 £ 40,71
Breskva, pulpa 18 0,44 - 84,57 6,63 +£19,53
Nar 4 0,89 - 10,99 4,41 £4,60
Grozde 11 0,037 - 112,04 11,49 + 33,36
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Tablica 18. Frekvencija alergena koji pokazuju negativnu (<0,01 FIU/mL) ili pozitivnu (>0,3

FIU/mL) reakciju za kategoriju voce

Muskareci Zene Svi
Voce <0,01 >0,3 <0,01 >0,3 <0,01 >0,3
FIU/mL | FIU/mL | FIU/mL | FIU/mL | FIU/mL | FIU/mL
Kivi 90,91 9,09 94,64 5,36 92,79 7,21
Ananas 90,91 9,09 94,64 5,36 92,79 7,21
Roga¢ 83,64* 16,36* 80,36* 19,64* 81,98 18,02
Mandarina 89,09 10,91* 83,93 16,07* 86,49 13,51
Dinja, pulpa 8727 | 12,73~ | 9286 | 7.4 | 90,09 9,01
Jagoda 83,64 16,36 82,14 17,86 82,88 17,12
Jabuka 83,64 16,36* 78,57 21,43* 81,08 18,92
Avokado 85,45 14,55 85,71 14,29 85,59 14,41
Marelica 90,91 9,09* 87,50 12,50* 89,19 10,81
Breskva, kora 87,27 12,73 85,71 14,29 86,49 13,51
Breskva, pulpa 85,45 14,55 82,14 17,86 83,78 16,22
Nar 96,36 3,64 96,43 3,57 96,40 3,60
Grozde 90,91 7,27* 89,29 10,71* 90,09 9,01

*utvrdena vrijednost p<0,05, $to upucuje na znacajne razliku
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Tablica 19. Srednje vrijednosti s pripadnim rasponom i standardnom devijacijom (SD) za

utvrdeni specifi¢ni imunoglobulin E povr¢a te dva zacina (sezam, senf) u muskaraca

Povrée i zadini n Raspon (FIU/mL) | *¥ +SD (FIU/mL)
Luk 5 0,60 - 6,62 3,41 +£2,68
Patlidzan 11 0,27 - 3,85 1,26 £ 1,11
Krumpir 5 0,80 - 6,62 2,86 +2,58
Poriluk 12 0,47-7,91 2,48 £2,54
Cesnjak 6 0,64 - 13,53 427 +5,13
Celer 9 0,94 - 8,33 2,41 +£229
éparoga 8 0,41-2,39 0,93 £0,70
Hren 7 0,75-8,84 2,65+2.84
Krastavac 7 0,60 - 3,29 1,18 0,96
Mrkva 7 0,33-1,66 1,06 + 0,54
Komorac, gomolj 10 0,32-7,55 2,26 £2.54
Rajcica 8 0,49 - 5,47 1,37 £1,69
Spinat 7 0,52 - 6,84 2,03+2.25
Sezam 3 0,61 - 24,56 8,6+13,82
Senf 1 1,11-1,11 1,11 +0,00
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Tablica 20. Srednje vrijednosti s pripadnim rasponom i standardnom devijacijom (SD) za

utvrdeni specifi¢ni imunoglobulin E povréa te dva zacina (sezam, senf) u Zena

Povrée i zadini n Raspon (FIU/mL) | X +SD (FIU/mL)
Luk 4 0,91 - 39,03 10,89 + 18,77
PatlidZzan 8 0,79 - 25,90 530841
Krumpir 5 0,67 -1,43 1,03 +0,29
Poriluk 5 0,92 - 99,64 21,85 £43,51
Cesnjak 5 0,52 - 54,9 12,71 + 23,64
Celer 6 0,64 -17,19 4,42 + 6,48
Sparoga 5 0,97 - 25,67 6,13 £10,93
Hren 8 0,87 - 8,65 3.8+2,74
Krastavac 7 0,49 - 10,29 2,58 +£3,46
Mrkva 5 0,49-791 2,95 +2,89
Komorac, gomolj 7 0,62 - 155,11 25,08 +57.4
Rajcica 7 0,32 - 139,23 20,84 + 52,21
Spinat 4 0,43 -4,18 2,00 = 1,81
Sezam 3 1,17 - 10,53 4,53+5.21
Senf 2 1,17-17,74 9,46 £ 11,72




Tablica 21. Srednje vrijednosti s pripadnim rasponom i standardnom devijacijom (SD) za

utvrdeni specifiéni imunoglobulin E povréa te dva zacina (sezam, senf) za promatranu

populaciju

Povrée i zalini n Raspon (FIU/mL) | ¥ +SD (FIU/mL)
Luk 9 0,60 — 39,03 6,73 £ 12,30
Patlidzan 19 0,27 — 25,90 2,96 + 5,69
Krumpir 10 0,67 - 6,62 1,95+1,98
Poriluk 17 0,47 - 99,64 8,17 +23,67
Cesnjak 11 0,52 — 54,9 8,10 + 16,00
Celer 15 0,64 17,19 3,21+4,36
Sparoga 13 0,41 — 25,67 2,93 + 6,86
Hren 15 0,75-8,84 3,26+2,75
Krastavac 14 0,49 -10,29 1,88 £2,54
Mrkva 12 0,33-7,91 1,85+2,03
Komorac, gomolj 17 0,32 - 155,11 11,66 + 37,06
Rajcica 15 0,32 - 139,23 10,46 + 35,65
Spinat 11 0,43 - 6,84 2,02 +2,00
Sezam 6 0,61 — 24,56 6,56 £ 9,61
Senf 3 1,11-17,74 6,67 + 9,58




Tablica 22. Frekvencija alergena koji pokazuju negativnu (<0,01 FIU/mL) ili pozitivhu (>0,3

FIU/mL) reakciju senzibilizacije za kategoriju povrée i zacini

Muskarci Zene Svi
Povrée i zadini <0,01 >03 | <001 | >03 <0,01 >0,3

FIU/mL | FIU/mL | FIU/mL | FIU/mL | FIU/mL | FIU/mL
Luk 90,91 9,09 92,86 7,14 91,89 8,11
PatlidZan 83,64 1636 | 8214 | 1607 | 8288 | 16,22
Krumpir 90,91 9,09 91,07 8,93 90,99 9,01
Poriluk 8727 | 1273* | 8214* | 17,86* | 8468 | 1532*
Cesnjak 92,73 7,27 8750 | 1250 | 90,09 9,91
Celer 87,27 1273 | 8571 | 1429 | 8649 | 1351
Sparoga 87,27 1273 | 8929 | 1071 | 8829 | 11,71
Hren 80,00~ | 20,00 | 92,86* | 7,14 | 8649 | 1351
Krastavac 87,27 1273 | 8750 | 1250 | 87,39 | 1261
Mrkva 90,91 9,09 8750 | 1250 | 89,19 | 10,81
Komorac gomolj 87,27* 12,73* 82,14 17,86 84,68 15,32
Rajéica 87,27 1273 | 8571 | 1429 | 8649 | 1351
Spinat 89,09 1091 | 9107 8,93 90,09 9,91
Sezam 92,73 | 727 | 9643* | 357% | 94,59 5,41
Senf 96,36 364 | 9821 1,79 97,30 2,70

*utvrdena vrijednost p<0,05, $to upucuje na znacajne razlike
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Tablica 23. Srednje vrijednosti s pripadnim rasponom i standardnom devijacijom (SD) za

utvrdeni sadrzaj alergena (FIU/mL) mahunarki, zitarica i oraSastog vo¢a u muskaraca

Mahunarke, Zitarice i orasasto voce

Raspon (FIU/mL)

X +SD (FIU/mL)

Slanutak 0,53-4,97 1,87 +1,77
Soja 0,73-3,71 1,78+ 1,17
Leca 0,51-7,75 1,58 +2,50
Heljda 0,51-2,75 1,47 +0,72
Lan 0,65 —13,28 4,54 £4,74
Kukuruz 0,49 — 2,68 1,35+0,85
Indijski orah 0,01 -3,51 1,98 +1,80
Kikiriki 0,22 —-51,62 10,29 + 16,58
Brazilski orah 0,20-1,63 0,84 + 0,62
LjeSnjak 0,38 — 30,81 6,70 + 13,48
Orah 0,48 - 8,38 2,57+3,33
Pistacija 0,06 — 3,64 125+1,04
Pinjol 0,49 — 15,79 4,15 + 6,56
Badem 0,65-3,13 1,34 +0,90
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Tablica 24. Srednje vrijednosti s pripadnim rasponom i standardnom devijacijom (SD) za

utvrden sadrzaj alergena (FIU/mL) mahunarki, zitarica i oraSastog voc¢a u zena

Mahunarke, Zitarice i orasasto voce Raspon (FIU/mL) X £SD (FIU/mL)
Slanutak 0,51-11,34 3,42+ 4723
Soja 0,56 - 2,93 1,27 £ 0,85
Leca 0,39-7,71 1,95+2,86
Heljda 0,49 - 7,67 3,50+ 2,86
Lan 0,96 - 29,44 7,12 +11,17
Kukuruz 0,43 - 122,92 25,6 = 54,41
Indijski orah 0,54 - 3,24 1,51+ 1,50
Kikiriki 1,00-21,01 5,24 + 7,30
Brazilski orah 0,00 — 0,00 0,00 + 0,00
LjeSnjak 0,16 - 26,61 7,84+ 11,52
Orah 0,33-17,67 3,44 +5381
Pistacija 0,97 - 2,80 1,58 +£0,75
Pinjol 0,97 - 8,69 2,87 £2,94
Badem 0,32-13,71 2.84+4,42
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Tablica 25. Srednje vrijednosti s pripadnim rasponom i standardnom devijacijom (SD) za

utvrden sadrzaj alergena (FIU/mL) mahunarki, zitarica i oraSastog voc¢a, za promatranu

populaciju

Mahunarke, Zitarice i orasasto voce n Raspon (FIU/mL) X +SD (FIU/mL)
Slanutak 14 051-11,34 2,53 +£3,03
Soja 12 0,56 - 3,71 1,52 +1,01
Leéa 14 0,39-7,75 1,74 +£2,55
Heljda 14 0,49 - 7,67 2,49 +£227
Lan 13 0,65-29,44 5,73 £ 8,07
Kukuruz 11 0,43 - 122,92 12,37 + 36,67
Indijski orah 6 0,01-3,51 1,75+ 1,50
Kikiriki 16 0,22 - 51,62 8,08 £13,22
Brazilski orah 6 0,2-1,63 0,84 + 0,62
Ljesnjak 10 0,16 - 30,81 727+ 11,84
Orah 13 0,33-17,67 3,11 £4,86
Pistacija 13 0,60 - 3,64 1,37+ 0,92
Pinjol 11 0,49 - 15,79 3,45 + 4,69
Badem 15 0,32-13,71 2,14 +3,27
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Tablica 26. Frekvencija sadrZaja alergena koji pokazuju negativnu (<0,01 FIU/mL) ili

pozitivnu (>0,3 FIU/mL) reakciju senzibilizacije za kategoriju mahunarke, Zitarice i oraSasto

voce

Mahunarke, Mugkarci Zene Svi
Zitarice i oraSasto <0,01 0,3 <0,01 >0,3 <0,01 >0.3
voce FIU/mL | FIU/mL | FIU/mL | FIU/mL | FIU/mL | FIU/mL
Slanutak 89,09* 10,91* 85,71* 14,29* 87,39 12,61
Soja 89,09 10,91 89,29 10,71 89,19 10,81
Leca 87,27 12,73 87,50 12,50 87,39 12,61
Heljda 85,45* 14,55* 89,29* 10,71* 87,39 12,61
Lan 89,09 10,91 87,50 12,50 88,29 11,71
Kukuruz 85,45* 14,55* 94,64* 5,36* 90,09 9,91
Indijski orah 96,36 3,64 94,64 5,36 95,50 4,50
Kikiriki 85,45 14,55 85,71 12,50 85,59 13,51
Brazilski orah 92,73 3,64 96,43 3,57 94,59 3,60
LjeSnjak 90,91 9,09 91,07 7,14 90,99 8,11
Orah 89,09 10,91 87,50 12,50 88,29 11,71
Pinjol 89,09 10,91 91,07 8,93 90,09 9,91
Pistacija 87,27 12,73 89,29 10,71 88,29 11,71
Badem 87,27 12,73 85,71 14,29 86,49 13,51

*utvrdena vrijednost p<0,05, §to upucuje na znac¢ajne razlike
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Tablica 27. Udio muskaraca prema dobnim skupinama za negativnu (<0,01 FIU/mL),

grani¢nu (0,01-0,3 FIU/mL) i pozitivnu senzibilizaciju (>0,3 FIU/mL) za kategoriju voce

FIU/mL Dob (godine) Ukupno
<3 3-6 6-18 18-45 45-65 65+

Kivi <0,01 10,00 16, 00 16,00 30,00 24,00 4,00 90,91
>0,3 0,00 0,00 20,00 60,00 20,00 0,00 9,09

Ananas <0,01 10,00 14,00 16,00 32,00 24,00 4,00 90,91
>0,3 0,00 20,00 20,00 40,00 20,00 0,00 9,09

Rogac <0,01 8,70 13,04 17,39 32,61 23,91 4,35 83,64
>0,3 11,11 22,22 11,11 33,33 22,22 0,00 16,36

Mandarina <0,01 8,16 14,29 18,37 32,65 22,45 4,08 89,09
>0,3 16,67 16,67 0,00 33,33 33,33 0,00 10,91

Dinja <0,01 8,33 12,50 16,67 35,42 22,92 4,17 87,27
>0,3 14,29 28,57 14,29 14,29 28,57 0,00 12,73

Jagoda <0,01 6,52 15,22 17,39 32,61 23,91 4,35 83,64
>0,3 22,22 11,11 11,11 33,33 22,22 0,00 16,36

Jabuka <0,01 8,70 13,04 17,39 32,61 23,91 4,35 83,64
>0,3 11,11 22,22 11,11 33,33 22,22 0,00 16,36

Avokado <0,01 8,51 12,77 19,15 31,91 23,40 4,26 85,45
>0,3 12,50 25,00 0,00 37,50 25,00 0,00 14,55

Pistacija <0,01 8,33 12,50 16,67 33,33 25,00 4,17 87,27
>0,3 14,29 28,57 14,29 28,57 14,29 0,00 12,73

Marelica <0,01 8,00 14,00 18,00 32,00 24,00 4,00 90,91
>0,3 20,00 20,00 0,00 40,00 20,00 0,00 9,09

Breskva <0,01 8,33 14,58 16,67 33,33 22,92 4,17 87,27
>0,3 14,29 14,29 14,29 28,57 28,57 0,00 12,73

Breskva <0,01 8,51 14,89 14,89 34,04 23,40 4,26 85,45
>0,3 12,50 12,50 25,00 25,00 25,00 0,00 14,55

Nar <0,01 9,43 13,21 16,98 33,96 22,64 3,77 96,36
>0,3 0,00 50,00 0,00 0,00 50,00 0,00 3,64

Grozde <0,01 8,00 14,00 18,00 32,00 24,00 4,00 90,91
0,01-0,3 0,00 0,00 0,00 100,00 0,00 0,00 1,82

>0,3 25,00 25,00 0,00 25,00 25,00 0,00 7,27
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Tablica 28. Udio muskaraca prema dobnim skupinama za negativnu (<0,01 FIU/mL),

grani¢nu (0,01-0,3 FIU/mL) i pozitivnu senzibilizaciju (>0,3 FIU/mL) za kategoriju povrée

FIU/mL Dob (godine) Ukupno
<3 3-6 6-18 18-45 45-65 65+
Luk <0,01 8,00 14,00 16,00 32,00 26,00 4,00 90,91
>0,3 20,00 20,00 20,00 40,00 0,00 0,00 9,09
PatlidZan <0,01 8,70 13,04 15,22 34,78 23,91 4,35 83,64
>0,3 11,11 22,22 22,22 22,22 22,22 0,00 16,36
Krumpir <0,01 8,00 16,00 16,00 32,00 2400 4,00 90,91
>0,3 20,00 0,00 20,00 40,00 20,00 0,00 9,09
Poriluk <0,01 8,33 12,50 16,67 33,33 25,00 4,17 87,27
>0,3 14,29 28,57 14,29 28,57 14,29 0,00 12,73
Cesnjak <0,01 9,80 13,73 17,65 31,37 23,53 3,92 92,73
>0,3 0,00 25,00 0,00 50,00 25,00 0,00 7,27
Celer <0,01 10,42 12,50 18,75 31,25 22,92 4,17 87,27
>0,3 0,00 28,57 0,00 42,86 28,57 0,00 12,73
Sparoga <0,01 8,33 12,50 16,67 33,33 25,00 4,17 87,27
>0,3 14,29 28,57 14,29 28,57 14,29 0,00 12,73
Hren <0,01 6,82 15,91 18,18 29,55 25,00 4,55 80,00
>0,3 18,18 9,09 9,09 45,45 18,18 0,00 20,00
Krastavac | <0,01 8,33 12,50 18,75 33,33 22,92 4,17 87,27
>0,3 14,29 28,57 0,00 28,57 28,57 0,00 12,73
Mrkva <0,01 10,00 12,00 18,00 32,00 24,00 4,00 90,91
>0,3 0,00 40,00 0,00 40,00 20,00 0,00 9,09
Komorac¢ <0,01 8,33 14,58 18,75 31,25 22,92 4,17 87,27
>0,3 14,29 14,29 0,00 42,86 28,57 0,00 12,73
Rajcica <0,01 8,33 12,50 18,75 33,33 22,92 4,17 87,27
>0,3 14,29 28,57 0,00 28,57 28,57 0,00 12,73
Spinat <0,01 8,16 12,24 18,37 32,65 24,49 4,08 89,09
>0,3 16,67 33,33 0,00 33,33 16,67 0,00 10,91
Sezam <0,01 9,80 13,73 15,69 33,33 23,53 3,92 92,73
>0,3 0,00 25,00 25,00 25,00 25,00 0,00 7,27
Senf <0,01 9,43 15,09 16,98 32,08 22,64 3,77 96,36
>0,3 0,00 0,00 0,00 50,00 50,00 0,00 3,64
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Tablica 29. Udio muskaraca prema dobnim skupinama za negativnu (<0,01 FIU/mL),

grani¢nu (0,01-0,3 FIU/mL) i pozitivnu senzibilizaciju (>0,3 FIU/mL) za kategoriju

mahunarke, Zitarice i orasasti plodovi

Dob (godine)

FIU/mL Ukupno
<3 3-6 6-18 18-45 45-65 65+

Slanutak <0,01 6,12 14,29 18,37 32,65 24,49 4,08 89,09
>0,3 33,33 16,67 0,00 33,33 16,67 0,00 10,91

Soja <0,01 8,16 14,29 18,37 30,61 24,49 4,08 89,09
>0,3 16,67 16,67 0,00 50,00 16,67 0,00 10,91

Lecéa <0,01 6,25 14,58 16,67 33,33 25,00 4,17 87,27
>0,3 28,57 14,29 14,29 28,57 14,29 0,00 12,73

Heljda <0,01 8,51 12,77 17,02 34,04 23,40 4,26 85,45
>0,3 12,50 25,00 12,50 25,00 25,00 0,00 14,55

Lan <0,01 8,16 14,29 16,33 34,69 22,45 4,08 89,09
>0,3 16,67 16,67 16,67 16,67 33,33 0,00 10,91

Kukuruz <0,01 6,38 12,77 19,5 34,04 23,40 4,26 85,45
>0,3 25,00 25,00 0,00 25,00 25,00 0,00 14,55

Indijski orah <0,01 7,55 13,21 16,98 33,96 24,53 3,77 96,36
>0,3 50,00 50,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,64

Kikiriki <0,01 6,38 12,77 19,15 31,91 25,53 4,26 85,45
>0,3 25,00 25,00 0,00 37,50 12,50 0,00 14,55

Brazilski orah <0,01 7,84 11,76 15,69 35,29 25,49 3,92 92,73
0,01-0,3 0,00 50,00 50,00 0,00 0,00 0,00 3,64

>0,3 50,00 50,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,64

70




LjeSnjak <0,01 6,00 14,00 18,00 34,00 24,00 4,00 90,91
>0,3 40,00 20,00 0,00 20,00 20,00 0,00 9,09
Orah <0,01 8,16 14,29 18,37 32,65 22,45 4,08 89,09
>0,3 16,67 16,67 0,00 33,33 33,33 0,00 10,91
Pinjol <0,01 10,20 14,29 16,33 32,65 22,45 4,08 89,09
>0,3 0,00 16,67 16,67 33,33 33,33 0,00 10,91
Badem <0,01 6,25 12,50 18,75 35,42 22,92 4,17 87,27
>0,3 28,57 28,57 0,00 14,29 28,57 0,00 12,73
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Tablica 30. Udio zena prema dobnim skupinama za negativnu (<0,01 FIU/mL), grani¢nu

(0,01-0,3 FIU/mL) i pozitivnu senzibilizaciju (>0,3 FIU/mL) za kategoriju voce

Dob (godine)
FIU/mL Ukupno
<3 3-6 6-18 18-45 45-65 65+
Kivi <0,01 7,55 5,66 15,09 33,96 28,30 9,43 94,64
>0,3 0,00 33,33 33,33 33,33 0,00 0,00 5,36
Ananas <0,01 7,55 5,66 15,09 33,96 28,30 9,43 94,64
>0,3 0,00 33,33 33,33 33,33 0,00 0,00 5,36
Roga¢ <0,01 4,44 4,44 15,56 37,78 31,11 6,67 80,36
>0,3 18,18 18,18 18,18 18,18 9,09 18,18 19,64
Mandarina | <0,01 6,38 4,26 17,02 36,17 29,79 6,38 83,93
>0,3 11,11 22,22 11,11 22,22 11,11 22,22 16,07
Dinja <0,01 7,69 5,77 15,38 34,62 28,85 7,69 92,86
>0,3 0,00 25,00 25,00 25,00 0,00 25,00 7,14
Jagoda <0,01 6,52 4,35 15,22 34,78 30,43 8,70 82,14
>0,3 10,00 20,00 20,00 30,00 10,00 10,00 17,86
Jabuka <0,01 4,55 4,55 18,18 31,82 34,09 6,82 78,57
>0,3 16,67 16,67 8,33 41,67 0,00 16,67 21,43
Avokado <0,01 8,33 4,17 16,67 33,33 29,17 8,33 85,71
>0,3 0,00 25,00 12,50 37,50 12,50 12,50 14,29
Marelica <0,01 8,16 6,12 16,33 34,69 28,57 6,12 87,50
>0,3 0,00 14,29 14,29 28,57 14,29 28,57 12,50
Breskva <0,01 6,25 6,25 16,67 35,42 29,17 6,25 85,71
>0,3 12,50 12,50 12,50 25,00 12,50 25,00 14,29
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Breskva <0,01 6,52 4,35 17,39 34,78 30,43 6,52 82,14
>0,3 10,00 20,00 10,00 30,00 10,00 20,00 17,86
Nar <0,01 7,41 5,56 16,67 33,33 27,78 9,26 96,43
>0,3 0,00 50,00 0,00 50,00 0,00 0,00 3,57
Grozde <0,01 8,00 6,00 16,00 34,00 28,00 8,00 89,29
>0,3 0,00 16,67 16,67 33,33 16,67 16,67 10,71
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Tablica 31. Udio zena prema dobnim skupinama za negativnu (<0,01 FIU/mL), grani¢nu

(0,01-0,3 FIU/mL) i pozitivnu senzibilizaciju (>0,3 FIU/mL) za kategoriju povrce i za¢ini

Dob (godine)
FIU/mL Ukupno
<3 3-6 6-18 18-45 45-65 65+

Luk <0,01 7,69 7,69 15,38 32,69 28,85 7,69 92,86
>0,3 0,00 0,00 25,00 50,00 0,00 25,00 7,14

PatlidZzan <0,01 4,35 4,35 17,39 34,78 30,43 8,70 82,14
0,01-0,3 0,00 0,00 0,00 0,00 | 100,00 0,00 1,79

>0,3 22,22 22,22 11,11 33,33 0,00 11,11 16,07

Krumpir <0,01 3,92 5,88 15,69 37,25 29,41 7,84 91,07
>0,3 40,00 20,00 20,00 0,00 0,00 20,00 8,93

Poriluk <0,01 6,52 4,35 17,39 34,78 30,43 6,52 82,14
>0,3 10,00 20,00 10,00 30,00 10,00 20,00 17,86

Cesnjak <0,01 6,12 2,04 16,33 36,73 30,61 8,16 87,50
>0,3 14,29 42,86 14,29 14,29 0,00 14,29 12,50

Celer <0,01 6,25 4,17 16,67 33,33 31,25 8,33 85,71
>0,3 12,50 25,00 12,50 37,50 0,00 12,50 14,29

Sparoga <0,01 6,00 6,00 16,00 34,00 30,00 8,00 89,29
>0,3 16,67 16,67 16,67 33,33 0,00 16,67 10,71

Hren <0,01 7,69 577 15,38 32,69 28,85 9,62 92,86
>0,3 0,00 25,00 25,00 50,00 0,00 0,00 7,14

Krastavac <0,01 8,16 4,08 16,33 34,69 28,57 8,16 87,50
>0,3 0,00 28,57 14,29 28,57 14,29 14,29 12,50

Mrkva <0,01 8,16 8,16 16,33 30,61 28,57 8,16 87,50
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>0,3 0,00 0,00 14,29 57,14 14,29 14,29 12,50
Komorac¢ <0,01 4,35 4,35 15,22 36,96 30,43 8,70 82,14
>0,3 20,00 2000 20,00 20,00 10,00 10,00 17,86
Rajcica <0,01 6,25 4,17 16,67 35,42 29,17 8,33 85,71
>0,3 12,50 25,00 12,50 25,00 12,50 12,50 14,29
Spinat <0,01 7,84 3,92 15,69 33,33 29,41 9,80 91,07
>0,3 0,00 40,00 20,00 40,00 0,00 0,00 8,93
Sezam <0,01 7,41 5,56 16,67 33,33 27,78 9.,26 96,43
>0,3 0,00 50,00 0,00 50,00 0,00 0,00 357
Senf <0,01 727 7,27 16,36 32,73 27,27 9,09 98,21
>0,3 0.,00 0,00 0,00 [ 100,00 0,00 0,00 1,79
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Tablica 32. Udio Zena prema dobnim skupinama negativnu (<0,01 FIU/mL), grani¢nu (0,01-

0,3 FIU/mL) i pozitivnu senzibilizaciju (>0,3 FIU/mL) za kategoriju mahunarke, Zitarice i

orasasti plodovi

Dob (godine)

FIU/mL Ukupno
<3 3-6 6-18 18-45 | 45-65 65+

Slanutak <0,01 4,17 6,25 16,67 33,33 31,25 8,33 85,71
>0,3 25,00 | 12,50 12,50 37,50 0,00 12,50 14,29
Soja <0,01 4,00 4,00 16,00 36,00 30,00 10,00 89,29
>0,3 3,33 33,33 16,67 16,67 0,00 0,00 10,71
Leca <0,01 6,12 6,12 16,33 30,61 30,61 10,20 87,50
>0,3 14,29 | 14,29 14,29 57,14 0,00 0,00 12,50
Heljda <0,01 8,00 6,00 16,00 34,00 30,00 6,00 89,29
>0,3 0,00 16,67 16,67 33,33 000 33,33 10,71
Lan <0,01 6,12 4,08 16,33 32,65 30,61 10,20 87,50
>0,3 14,29 | 28,57 14,29 42,86 0,00 0.,00 12,50
Kukuruz <0,01 7,55 5,66 15,09 33,96 28,30 943 94,64
>0,3 0,00 33,33 33,33 33,33 0,00 0,00 5,36
Indijski orah <0,01 5,66 5,66 16,98 33,96 28,30 9,43 94,64
>0,3 33,33 | 33,33 0,00 33,33 0,00 0,00 5,36
Kikiriki <0,01 4,17 6,25 16,67 33,33 31,25 8,33 85,71
0,01-0,3 | 0,00 0,00 0,00 100,00 0,00 0,00 1,79
>0,3 28,57 | 14,29 14,29 28,57 0,00 14,29 12,50

Brazilski <0,01
orah 5,56 7,41 16,67 33,33 27,78 9,26 96,43
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>0,3 50,00 0,00 0,00 50,00 0,00 0,00 3,57

Ljes$njak <0,01 5,88 5,88 17,65 31,37 29,41 9,80 91,07
0,01-0,3 | 0,00 0,00 0,00 100,00 0,00 0,00 1,79

>0,3 25,00 | 25,00 0,00 50,00 0,00 0,00 7,14

Orah <0,01 4,08 6,12 16,33 34,69 30,61 8,16 87,50
>0,3 28,57 | 14,29 14,29 28,57 0,00 14,29 12,50

Pistacija <0,01 4,00 6,00 18,00 34,00 30,00 8,00 89,29
>0,3 33,33 | 16,67 0,00 33,33 0,00 16,67 10,71

Pinjol <0,01 7,84 5,88 15,69 33,33 29,41 7,84 91,07
>0,3 0,00 20,00 20,00 40,00 0,00 20,00 8,93

Badem <0,01 6,25 6,25 16,67 33,33 29,17 8,33 85,71
>0,3 12,50 | 12,50 12,50 37,50 12,50 12,50 14,29
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Tablica 33. Udio promatrane populacije prema dobnim skupinama za negativnu (<0,01

FIU/mL), grani¢nu (0,01-0,3 FIU/mL) i pozitivnu senzibilizaciju (>0,3 FIU/mL) za kategoriju

voce
FIU/mL Dob (godine) Ukupno
<3 3-6 6-18 | 18-45 | 45-65 | 65+

Kivi <0,01 | 874 | 1068 | 1553 | 3204 | 2621 | 680 | 92,79
>0,3 000 | 1250 | 2500 | 50,00 | 1250 | 0,00 7,21

Ananas <001 | 874 971 | 1553 | 3301 | 2621 | 680 | 92,79
>0,3 000 | 2500 | 2500 | 3750 | 1250 | 0,00 7,21

Roga <001 | 6,59 879 | 1648 | 3516 | 27,47 | 549 | 8198
>0,3 1500 | 20,00 | 1500 | 2500 | 1500 | 10,00 | 18,02

Mandarina <0,01 | 729 938 | 17,71 | 3438 | 26,04 | 521 | 8649
>0,3 1333 | 20,00 | 667 | 2667 | 2000 | 1333 | 1351

Dinja, pulpa | <001 | 8,00 9,00 | 1600 | 3500 | 2600 | 600 | 90,09
>0,3 909 | 2727 | 1818 | 1818 | 1818 | 9,09 9,91

Jagoda <001 | 652 978 | 1630 | 3370 | 2717 | 652 | 82,88
>0,3 1579 | 1579 | 1579 | 3158 | 1579 | 526 | 17,12

Jabuka <001 | 6,67 889 | 17,78 | 3222 | 2889 | 556 | 81,08
>0,3 1429 | 1905 | 952 | 3810 | 952 952 | 1892

Avokado <0,01 | 842 842 | 17,89 | 3263 | 2632 | 632 | 8559
>0,3 625 | 2500 | 625 | 3750 | 1875 | 625 | 1441

Marelica <0,01 | 808 | 10,10 | 1717 | 3333 | 2626 | 505 | 89,19
>0,3 833 | 16,67 | 833 | 3333 | 1667 | 16,67 | 1081

Breskva, kora| <001 | 7,29 | 1042 | 1667 | 3438 | 2604 | 521 | 8649
>0,3 1333 | 1333 | 1333 | 26,67 | 20,00 | 1333 | 1351

Breskva, <001 | 753 968 | 1613 | 3441 | 2688 | 538 | 8378
>0,3 1111 | 16,67 | 1667 | 27,78 | 1667 | 11,11 | 16,22

Nar <001 | 84l 935 | 1682 | 3364 | 2523 | 654 | 96,40
>0,3 000 | 50,00 | 000 | 2500 | 2500 | 0,00 3,60

Grozde <001 | 800 | 10,00 | 17,00 | 3300 | 2600 | 600 | 90,09
0,01-0,3 | 0,00 0,00 0,00 | 100,00 | 0,00 0,00 0,90

>0,3 10,00 | 20,00 | 10,00 | 30,00 | 20,00 | 10,00 | 9,01
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Tablica 34. Udio promatrane populacije prema dobnim skupinama za negativnu (<0,01

FIU/mL), grani¢nu (0,01-0,3 FIU/mL) i pozitivnu senzibilizaciju (>0,3 FIU/mL) za kategoriju

povrée i zacini

FIU/mL Dob (godine) Ukupno
<3 36 6-18 | 18-45 | 4565 | 65+
Luk <001 | 7,84 | 10,78 | 1569 | 3235 | 27,45 | 588 | 9189
>03 | 11,11 | 11,11 | 2222 | 4444 | 000 | 1111 | 811
Patlidzan | <001 | 652 | 870 | 1630 | 3478 | 2717 | 652 | 8288
00103 | 000 | 000 | 000 | 000 | 100,00 | 0,00 0,90
>0,3 | 1667 | 2222 | 16,67 | 27,78 | 11,11 | 556 | 16,22
Krumpir | <001 | 594 | 1089 | 1584 | 3465 | 2673 | 594 | 90,99
>0,3 | 30,00 | 10,00 | 20,00 | 20,00 | 10,00 | 10,00 | 9,01
Poriluk <001 | 745 | 851 | 17,02 | 3404 | 27,66 | 532 | 8468
>03 | 11,76 | 2353 | 11,76 | 29,41 | 11,76 | 11,76 | 1532
CeSnjak <001 | 800 | 800 | 17,00 | 3400 | 2700 | 600 | 90,09
>0,3 9,09 | 3636 | 9,09 | 2727 | 9,09 9,09 9,91
Celer <001 | 833 | 833 | 1771 | 3229 | 27,08 | 625 | 8649
>0,3 667 | 2667 | 667 | 4000 | 1333 | 6,67 | 1351
Sparoga <001 | 714 | 918 | 1633 | 3367 | 2755 | 612 | 8829
>03 | 1538 | 2308 | 1538 | 30,77 | 7,69 769 | 11,71
Hren <001 | 729 | 1042 | 1667 | 3125 | 27,08 | 7,29 | 8649
>03 | 1333 | 1333 | 1333 | 4667 | 1333 | 000 | 1351
Krastavac | <001 | 825 | 825 | 17,53 | 3402 | 2577 | 619 | 87,39
>0,3 714 | 2857 | 714 | 2857 | 2143 | 714 | 1261
Mrkva <001 | 909 | 10,10 | 1717 | 3131 | 2626 | 6,06 | 8919
>0,3 000 | 1667 | 833 | 5000 | 1667 | 833 | 1081
Komora® | <001 | 638 | 957 | 17,02 | 3404 | 2660 | 638 | 84,68
>0,3 | 17,65 | 1765 | 11,76 | 2941 | 17,65 | 588 | 1532
Rajcica <001 | 729 | 833 | 17,71 | 3438 | 2604 | 625 | 8649
>03 | 1333 | 26,67 | 667 | 2667 | 20,00 | 667 | 1351
Spinat <001 | 800 | 800 | 1700 | 3300 | 2700 | 7,00 | 90,09
>0,3 9,09 | 3636 | 9,09 | 3636 | 909 | 0,00 9,91
Sezam <001 | 857 | 952 | 1619 | 3333 | 2571 | 6,67 | 9459
>0,3 000 | 3333 | 1667 | 3333 | 1667 | 0,00 5,41
Senf <001 | 833 | 11,11 | 16,67 | 3241 | 2500 | 648 | 97,30
>0,3 000 | 000 | 000 | 6667 | 3333 | 0,00 2,70
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Tablica 35. Udio promatrane populacije prema dobnim skupinama za negativnu (<0,01

FIU/mL), grani¢nu (0,01-0,3 FIU/mL) i pozitivnu senzibilizaciju (>0,3 FIU/mL) za kategoriju

mahunarke, Zitarice i orasasti plodovi

Dob (godine)

FIU/mL Ukupno
<3 3-6 6-18 18-45 | 45-65 65+

Slanutak <0,01 5,15 10,31 17,53 | 32,99 27,84 6,19 87,39
>0,3 28,57 14,29 7,14 35,71 7,14 7,14 12,61

Soja <0,01 6,06 9,09 17,17 | 33,33 27,27 7,07 89,19
>0,3 25,00 | 25,00 8,33 33,33 8,33 0,00 10,81

Leéa <0,01 6,19 10,31 16,49 | 3196 | 27,84 7,22 87,39
>0,3 21,43 14,29 14,29 | 42,86 7,14 0,00 12,61

Heljda <0,01 8,25 9,28 16,49 | 34,02 26,80 5,15 87,39
>0,3 7,14 21,43 14,29 28,57 14,29 14,29 12,61

Lan <0,01 7,14 9,18 16,33 | 33,67 26,53 7,14 88,29
>0,3 15,38 | 23,08 15,38 | 30,77 15,38 0,00 11,71

Kukuruz <0,01 7,00 9,00 17,00 | 34,00 | 26,00 7,00 90,09
>0,3 18,18 | 27,27 9,09 27,27 18,18 0,00 9,91

Indijski orah <0,01 6,60 9,43 16,98 | 33,96 26,42 6,60 95,50
>0,3 40,00 | 40,00 0,00 20,00 0,00 0,00 4,50

Kikiriki <0,01 5,26 9,47 17,89 | 32,63 28,42 6,32 85,59
0,01-0,3 0,00 0,00 0,00 100,00 | 0,00 0,00 0,90

>0,3 26,67 | 20,00 6,67 33,33 6,67 6,67 13,51

Brazilski orah <0,01 6,67 9,52 16,19 34,29 26,67 6,67 94,59
0,01-0,3 0,00 50,00 50,00 0,00 0,00 0,00 1,80

>0,3 50,00 | 25,00 0,00 25,00 0,00 0,00 3,60
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LjeSnjak <0,01 5,94 9,90 17,82 32,67 26,73 6,93 90,99
0,01-0,3 0,00 0,00 0,00 100,00 0,00 0,00 0,90

>0,3 33,33 22,22 0,00 33,33 11,11 0,00 8,11

Orah <0,01 6,12 10,20 17,35 33,67 26,53 6,12 88,29
>0,3 23,08 15,38 7,69 30,77 15,38 7,69 11,71

Pistacija <0,01 6,12 9,18 17,35 33,67 27,55 6,12 88,29
>0,3 23,08 23,08 7,69 30,77 7,69 7,69 11,71

Pinjol <0,01 9,00 10,00 16,00 33,00 26,00 6,00 90,09
>0,3 0,00 18,18 18,18 36,36 18,18 9,09 9,91

Badem <0,01 6,25 9,38 17,71 34,38 26,04 6,25 86,49
>0,3 20,00 20,00 6,67 26,67 20,00 6,67 13,51
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5.1.1. Utvrdivanje znacajnosti

=M <0,01 FIU/mL ®WZ <0,01FIU/mL

95 -

%

85 -

75 -

70 T | T
Dinja, pulpa Hren Sezam Kukuruz

EM>0,3FIU/mL ®Z >0,3 FlU/mL

* %

20 -

* %

15 - *

%
'_I.
o

0 I 1
Dinja, pulpa Hren Sezam Kukuruz

Slika 14. Znacajnost razlike za ispitivane vrste voca i povrca, prema spolu, za negativnu (A) i

pozitivnu (B) senzibilizaciju specifiénog imunoglobulina E (* p<0,05; ** p<0,01)
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Tablica 36. Udio populacije sa stupnjem reakcije senzibilizacije (negativno (<0,01 FIU/mL),

grani¢no (0,01-0,3 FIU/mL) i pozitivno (>0,3 FIU/mL) na odredeno voce, s izraunom

znacajnih razlika (0=0,05)

M Z
<0,1 0,1-0,3 >0,3 <0,1 0,1-0,3 >0,3 X2

Kivi 90,9 0,0 9,1 94,6 0,0 54 0,097277
Ananas 90,9 0,0 91 94,6 0,0 54 0,097277
Roga¢ 83,6 0,0 16,4 80,4 0,0 19,6 | 0,409154
Mandarina 89,1 0,0 10,9 83,9 0,0 16,1 0,159841
Dinja, pulpa 87,3 0,0 12,7 92,9 0,0 71 0,03013*
Jagoda 83,6 0,0 16,4 82,1 0,0 17,9 0,696569
Jabuka 83,6 0,0 16,4 78,6 0,0 21,4 | 0,217065
Avokado 85,5 0,0 14,5 85,7 0,0 14,3 0,94083
Marelica 90,9 0,0 9,1 87,5 0,0 12,5 | 0,302629
Breskva, kora 87,3 0,0 12,7 85,7 0,0 14,3 0,656058
Breskva,

pulpa 85,5 0,0 14,5 82,1 0,0 17,9 0,387211
Nar 96,4 0,0 3,6 96,4 0,0 3,6 0,972087
Grozde 92,7 0,0 7,3 89,3 0,0 10,7 | 0,265832

M — muskarci, Z — Zene

(zelena polja >15, crvena polja >10-15, * znacajna razlika (p<0,05))
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Tablica 37. Udio populacije sa stupnjem reakcije senzibilizacije (negativno (<0,01 FIU/mL),

grani¢no (0,01-0,3 FIU/mL) i pozitivho (>0,3 FIU/mL) na odredeno povrée i zaéine, s

izra¢unom znacajnih razlika (a=0,05)

M Z
<0,1 0,1-0,3 >0,3 <0,1 0,1-0,3 >0,3 x2
Luk 90,9 0,0 9,1 92,9 0,0 7,1 | 0,449404
Patlidzan 83,6 0,0 16,4 82,1 1,8 16,1 | 0,857005
Krumpir 90,9 0,0 9,1 91,1 0,0 8,9 | 0,954601
Poriluk 87,3 0,0 12,7 82,1 0,0 17,9 | 0,180435
Ce¥njak 92,7 0,0 7.3 87,5 0,0 12,5 |0,113974
Celer 87,3 0,0 12,7 85,7 0,0 143 | 0,656058
Hren 80,0 0,0 20,0 92,9 0,0 7.1 597107
Krastavac 87,3 0,0 12,7 87,5 0,0 125 |0,945212
Mrkva 90,9 0,0 9,1 87,5 0,0 125 | 0,302629
Komora¢ gomolj 87,3 0,0 12,7 82,1 0,0 17,9 | 0,180435
Rajcica 87,3 0,0 12,7 85,7 0,0 143 | 0,656058
Spinat 89,1 0,0 10,9 91,1 0,0 8,9 |0,487344
Sezam 92,7 0,0 73 96,4 0,0 36 | 0,046099*
Senf 96,4 0,0 3,6 98,2 0,0 1,8 [0,162284

M — muskarci, Z — Zene

(zelena polja >15, crvena polja >10-15, * znacajna razlika ( p<0,05))
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Tablica 38. Udio populacije sa stupnjem reakcije senzibilizacije (negativno (<0,01 FIU/mL),

grani¢no (0,01-0,3 FIU/mL) i pozitivno (>0,3 FIU/mL), s izraCunom znacajnih razlika

(0=0,05) za kategoriju mahunarke, Zitarice i orasasto voce

M Z
<0,01 | 0,01-03 | >03 <0,01 | 0,01-03 | >03 x2
Slanutak 89,1 0,0 10,9 85,7 0,0 14,3 | 0,33457
Heljda 85,5 0,0 14,5 89,3 0,0 10,7 | 0,215464
Soja 89,1 0,0 10,9 89,3 0,0 10,7 | 0,94978
Leéa 87,3 0,0 12,7 87,5 0,0 125 |0,945212
Lan 89,1 0,0 10,9 87,5 0,0 125 |0,630484
Kukuruz 85,5 0,0 14,5 94,6 0,0 54 |4,4910%
Indijski orah 96,4 0,0 3,6 94,6 0,0 54 |0,44474
Kikiriki 85,5 0,0 14,5 85,7 1,8 125 | 0,56244
Brazilskiorah | 92,7 3,6 3,6 96,4 0,0 3,6 |0,705071
LjeSnjak 90,9 0,0 9,1 91,1 1,8 7,1 |0,465945
Orah 89,1 0,0 10,9 87,5 0,0 125 |0,630484
Pistacija 87,3 0,0 12,7 89,3 0,0 10,7 | 0,515155
Pinjol 89,1 0,0 10,9 91,1 0,0 89 |[0,487344
Badem 87,3 0,0 12,7 85,7 0,0 14,3 | 0,656058

M - muskarci, Z - Zene

(crvena polja >10-15, * znacajna razlika ( p<0,05))
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Tablica 39. Srednje vrijednosti reakcija senzibilizacije za cijelu populaciju, neovisno o dobi i

spolu, za kategoriju voce

<0,01 0,01-0,3 >0,3
Kivi 92,79 0,00 7,21
Ananas 92,79 0,00 7,21
Roga¢ 81,98 0,00 18,02
Mandarina 86,49 0,00 13,51
Dinja, pulpa 90,09 0,00 9,91
Jagoda 82,88 0,00 17,12
Jabuka 81,08 0,00 18,92
Avokado 85,59 0,00 14,41
Marelica 89,19 0,00 10,81
Breskva, kora 86,49 0,00 13,51
Breskva, pulpa 83,78 0,00 16,22
Nar 96,40 0,00 3,60
Groide 90,99 0,00 9,01
25

=M

m/

 svi

Rogat

Jagoda

Jabuka

Breskva pulpa

Slika 15. Voce za koje je koncentracija specifi¢nog imunoglobulina E bila pozitivna za vise

od 15 % populacije
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Tablica 40. Srednje vrijednosti reakcije senzibilizacije za cijelu populaciju, neovisno o dobi i

spolu, za kategoriju povrce i zacini

<0,01 0,01-0,3 >0,3
Luk 91,89 0,00 8,11
PatlidZan 82,88 0,90 16,22
Krumpir 90,99 0,00 9,01
Poriluk 84,68 0,00 15,32
Cesnjak 90,09 0,00 9,91
Celer 86,49 0,00 13,51
Sparoga 88,29 0,00 11,71
Hren 86,49 0,00 13,51
Krastavac 87,39 0,00 12,61
Mrkva 89,19 0,00 10,81
Komoracé, gomolj 84,68 0,00 15,32
Rajcica 86,49 0,00 13,51
Spinat 90,09 0,00 9,91
Sezam 94,59 0,00 5,41
Senf 97,30 0,00 2,70
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Slika 16. Povrée za koje je koncentracija specificnog imunoglobulina E bila pozitivna za vise

od 15 % populacije
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Tablica 41. Srednje vrijednosti reakcija senzibilizacije za cijelu populaciju, neovisno o dobi i

spolu, za kategoriju mahunarke, Zitarice i orasasto voce

<0,01 0,01-0,3 >0,3
Slanutak 87,39 0,00 12,61
Heljda 87,39 0,00 12,61
Soja 89,19 0,00 10,81
Leca 87,39 0,00 12,61
Lan 88,29 0,00 11,71
Kukuruz 90,09 0,00 9,91
Kikiriki 85,59 0,90 13,51
Brazilski orah 94,59 1,80 3,60
LjeSnjak 90,99 0,90 8,11
Orah 88,29 0,00 11,71
Pistacija 88,29 0,00 11,71
Pinjol 90,09 0,00 9,91
Badem 86,49 0,00 13,51
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Slika 17. Izdvojena ucestalost pozitivne koncentracije specifiénog imunoglobulina E (> 0,3

FIU/mL) u cijeloj populaciji, za komorag, patlidzan i jabuku

Tablica 42. Ucestalost senzibilizacije na najznacajnije alergene prema dobi za musku

populaciju
Jabuka Komora¢ PatlidZzan
% % %
Dob
u Svojoj u u Svojoj u U svojoj u
populaciji ukupnoj populaciji ukupnoj populaciji ukupnoj
(iste dobi) populaciji* (iste dobi) populaciji (iste dobi) populaciji
0-3 20,0 111 20,0 14,3 20,0 111
3-6 25,0 22,2 12,5 14,3 25,0 22,2
6-18 11,1 111 0,0 0,0 22,2 22,2
18-45 16,7 33,3 16,7 42,9 11,1 22,2
45-65 15,4 22,2 15,4 28,6 15,4 22,2
65+ 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

*ukupna populacija (broj onih koji su imali pozitivnu koncentraciju specifiénog imunoglobulina E (> 0,3

FIU/mL)
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Tablica 43.

Ucestalost senzibilizacije na najznacajnije alergene prema dobi za Zzensku

populaciju
Jabuka Komoraé¢ PatlidZan
%0 % %
Dob — — —
u svojoj u U sVojoj u U sVojoj u
populaciji ukupnoj populaciji ukupnoj populaciji ukupnoj
(iste dobi) | populaciji* | (iste dobi) | populaciji (iste dobi) | populaciji
0-3 50,0 16,7 50,0 20,0 50,0 22,2
3-6 50,0 16,7 50,0 20,0 50,0 22,2
6-18 11,1 8,3 22,2 20,0 11,1 111
18-45 26,4 41,7 10,5 20,0 15,8 33,3
45-65 0,0 0,0 6,6 10,0 0,0 0,0
65+ 40,0 16,7 20,0 10,0 20,0 11,1

*ukupna populacija (broj onih koji su imali pozitivnu koncentraciju specifi¢énog imunoglobulina E (> 0,3

FIU/mL))
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5.1.2. Multivarijatna analiza

Tablica 44. Korelacija varijabli nakon Verimax rotacije (crveno obojana polja pokazuju

vrijednosti vece od 0,7 koje se smatraju znacajnim korelacijama u pojedinoj komponenti (D1 i

D2)

D1 D2
Kivi 0,5655 0,4064
Luk 0,5468 0,4041
Patlidzan 0,7050 0,5050
Krumpir 0,5160 0,2982
Poriluk 0,7152 0,4757
Cesnjak 0,6046 0,3891
Ananas 0,6490 0,2452
Indijski orah -0,0193 0,8000
Celer 0,6126 0,5008
Kikiriki 0,4672 0,7555
Sparoga 0,6537 0,6140
Brazilski orah -0,0442 0,6994
Hren 0,4839 0,6150
Rogad 0,7283 0,4546
Slanutak 0,4234 0,7893
Mandarina 0,8599 0,2880
Ljesnjak 0,3860 0,6648
Dinja, pulpa 0,7095 0,4494
Mrkva 0,7042 0,2775
Heljda 0,6854 0,4913
Komora¢, gomolj 0,8231 0,2545
Jagoda 0,7666 0,3949
Soja 0,3777 0,6330
Orah 0,7822 0,3099
Leéa 0,4147 0,7493
Lan 0,6551 0,3973
Jabuka 0,7289 0,4126
Avokado 0,8446 0,3358
Pistacija 0,3958 0,8149
Marelica 0,8771 0,1083
Pinjol 0,7768 0,3983
Badem 0,6344 0,5574
Breskva, kora 0,8957 0,1578
Breskva, pulpa 0,9001 0,1772
Nar 0,4440 0,4009
Sezam 0,5040 0,4214
Senf 0,4013 0,3561
Rajcica 0,7638 0,3703
Spinat 0,6614 0,5442
Grozde 0,8213 0,2437
Kukuruz 0,6243 0,5994
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Primijenjeni su alati multivarijatne analize, faktorska analiza i analiza glavnih komponenata

(engl. principal component analysis, PCA) kako bi se istovremeno promotrio utjecaj dobi i

spola na odredenu skupinu namirnica. Radi preglednosti, prikazi analize glavnih komponenata

razvrstani su prema 3 promatrane kategorije: voce, povrée i zacini, t¢ mahunarke, Zitarice i

oraSasto voce.
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Slika 18. Analiza glavnih komponenata za alergene iz skupine voce
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Slika 19. Analiza glavnih komponenata za alergene iz skupine povrée 1 zaCini

Biplot (F1 & F2: 78,91 %)
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Slika 20. Analiza glavnih komponenata za alergene 1z skupine mahunarke, Zitarice i oraSasto

voce
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5.2. Elektroforetska analiza proteinskih ekstrakata

kDa M 1 2 3 4
260 __
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Slika 21. Elektroforeza proteinskog ekstrakta komoraca. M: standard molekulskih masa; 1:
neobradeni proteinski ekstrakt; 2) proteinski ekstrakt obraden u ultrazvuc¢noj kupelji; 3)
proteinski ekstrakt obraden ultrazvuénom sondom; 4) proteinski ekstrakt izlozen temperaturi

od 95°C
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Slika 22. Elektroforeza proteinskog ekstrakta patlidzana. M: standard molekulskih masa; 1:
neobradeni proteinski ekstrakt; 2) proteinski ekstrakt obraden ultrazvu¢nom sondom; 3)
proteinski ekstrakt obraden u ultrazvucnoj kupelji; 4) proteinski ekstrakt izloZzen temperaturi

od 95°C
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kDa M 1 2 3 4
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Slika 23. Elektroforeza proteinskog ekstrakta jabuke. M: standard molekulskih masa; 1:
neobradeni proteinski ekstrakt; 2) proteinski ekstrakt obraden u ultrazvuénoj kupelji; 3)

proteinski ekstrakt obraden ultrazvuénom sondom; 4) proteinski ekstrakt izloZzen temperaturi

od 95°C
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5.3. Imunokemijska detekcija alergena Western blotom

kDa M 1 2 3 4
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Slika 24. Western blot detekcija proteina komoraca. M: standard molekulskih masa; 1:

neobradeni proteinski ekstrakt; 2) proteinski ekstrakt obraden u ultrazvucnoj kupelji; 3)

proteinski ekstrakt obraden ultrazvu¢nom sondom; 4) proteinski ekstrakt izlozen temperaturi

od 95°C
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Slika 25. Western blot detekcija proteina patlidzana. M: standard molekulskih masa; 1:

neobradeni proteinski ekstrakt; 2) proteinski ekstrakt obraden ultrazvuc¢nom sondom; 3)

proteinski ekstrakt obraden ultrazvu¢nom kupelji; 4) proteinski ekstrakt izloZzen temperaturi

od 95°C
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Slika 26. Western blot detekcija proteina jabuke. M: standard molekulskih masa; 1:

neobradeni proteinski ekstrakt; 2) proteinski ekstrakt obraden u ultrazvucnoj kupelji; 3)

proteinski ekstrakt obraden ultrazvu¢nom sondom; 4) proteinski ekstrakt izlozen temperaturi

od 95°C

5.4. Imunokemijska detekcija alergenih proteina metodom ELISA

Tablica 45. Relativni udjeli apsorbancije tretiranih ekstrakata proteina komoraca naspram

neobradenom uzorku. S1-S4 — serumi Cetiriju ispitanika alergi¢nih na komora¢; NT —

neobraden proteinski ekstrakt; T1 — proteinski ekstrakt obraden u ultrazvuénoj kupelji; T2 —

proteinski ekstrakt obraden ultrazvuénom sondom; T3 — proteinski ekstrakt izloZen

temperaturi od 95 °C

S1 S2 S3 S4
NT 1 1 1 1
T1 0,937+0,023 | 0,948+0,037 | 0,954+0,063 | 0,942+0,008
T2 0,862+0,066 | 0,873+0,015 | 0,859+0,015 | 0,857+0,001
T3 0,700+0062 | 0,660+0,002 | 0,689+0,022 | 0,662+0,027
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Slika 27. Relativni udjeli apsorbancije obradenih ekstrakata proteina komoraca naspram

neobradenom uzorku. S1-S4 — serumi Cetiriju ispitanika alergi¢nih na komora¢; NT —

neobradeni proteinski ekstrakt; T1 — proteinski ekstrakt obraden ultrazvu¢nom kupelji; T2 —

proteinski ekstrakt obraden ultrazvuénom sondom; T3 - proteinski ekstrakt izlozen

temperaturi od 95 °C

Tablica 46. Relativni udjeli apsorbancije obradenih ekstrakata proteina patlidzana naspram

neobradenom uzorku. S1-S4 — serumi Cetiriju ispitanika alergi¢nih na komora¢; NT —

neobradeni proteinski ekstrakt; T1 — proteinski ekstrakt obraden ultrazvuénom sondom; T2 —

proteinski ekstrakt obraden ultrazvu¢nom kupelji; T3 — proteinski ekstrakt izlozen temperaturi

od 95°C

S1 S2 S3 S4
NT 1 1 1 1
T1 0,837+0,067 | 0,903+0,053 | 0,865+0,131 | 0,762+0,152
T2 0,824+0,029 | 0,923+0,203 | 1,091+0,088 | 0,942+0,090
T3 0,889+0,034 | 1,050+0,041 | 0,839+0,154 | 1,113+0,444
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Slika 28. Relativni udjeli apsorbancije obradenih ekstrakata proteina patlidZana naspram

neobradenom uzorku. S1-S4 — serumi Cetiriju ispitanika alergi¢nih na komora¢; NT —

neobradeni proteinski ekstrakt; T1 — proteinski ekstrakt obraden ultrazvuénom sondom; T2 —

proteinski ekstrakt obraden u ultrazvu¢noj kupelji; T3 — proteinski ekstrakt izlozen

temperaturi od 95 °C

Tablica 47. Relativni udjeli apsorbancije obradenih ekstrakata proteina jabuke naspram

neobradenom uzorku. S1-S4 — serumi Cetiriju ispitanika alergi¢nih na komora¢; NT —

neobradeni proteinski ekstrakt; T1 — proteinski ekstrakt obraden u ultrazvucnoj kupelji; T2 —

proteinski ekstrakt tretiran ultrazvu¢nom sondom; T3 — proteinski ekstrakt izlozen temperaturi

od 95°C

S1 S2 S3 S4
NT 1 1 1 1
T1 0,898+0,028 | 0,857+0,033 | 0,893£0,005 | 0,879+0,028
T2 0,963+0,006 | 0,873+0,023 | 0,938+0,021 | 0,934+0,016
T3 0,880+0,011 | 0,813+0,007 | 0,864+0,024 | 0,818+0,041
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Slika 29. Relativni udjeli apsorbancije obradenih ekstrakata proteina jabuke naspram

neobradenom uzorku. S1-S4 — serumi Cetiriju ispitanika alergi¢nih na komora¢; NT —

neobradeni proteinski ekstrakt; T1 — proteinski ekstrakt obraden u ultrazvucnoj kupelji; T2 —

proteinski ekstrakt obraden ultrazvu¢nom sondom; T3 — proteinski ekstrakt izlozen

temperaturi od 95 °C
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6. RASPRAVA

Brojna istrazivanja vezana su za prevalenciju alergijskih reakcija i preosjetljivosti na
hranu. Medutim, u velikoj mjeri pouzdanost tih procjena i kako se one odrazavaju na stvarnu
zastupljenost alergijskih reakcija na hranu unutar opée populacije ovise 0 Kriterijima
dijagnosticiranja kao i o izboru prou¢avane populacije. U ovom radu prac¢ena je prevalencija
slu¢ajnim uzorkovanjem osoba (n=111) za koje je testirana koncentracija specificnog
imunoglobulina E (FIU/mL) za odredene vrste voéa i povr¢a. Rezultati su promatrani prema
ukupnoj populacijskoj skupini te prema spolu (nm=55; nz=56), u omjeru koji odgovara omjeru
muske i zenske populacije u RH (49 % : 51 %). Na temelju rezultata presjeka dobi i spola,
proteinski ekstrakti koji su pokazali najve¢i alergijski potencijal su proteinski ekstrakti

jabuke, komoraca i patlidzana.
6.1. Distribucija ispitanika

Distribucija ispitanika prema dobi prikazana je Slikom 13. Frekvencija je podijeljena u
6 razreda i to na sljedeci nacin: (i) od 0-3 godine, (ii) 3-6 godina, (iii) 6-18 godina, (iv) 18-45
godina, (v) 45-65 godina, te (vi) osobe starije od 65 godina (65+). Navedeni razredi su
izdvojeni kako bi se promatrala djeca jaslicke dobi, vrticke te Skolske dobi, radno aktivna
populacija koja je mlada (18-45 godina) te starija radno aktivhna populaciju i populacija
umirovljenika (> 65 godina). Distribucija prema navedenim razredima prikazana je prema
spolu i za cjelokupnu populaciju. Sve tri krivulje pokazuju normalnost distribucije, a srednje
vrijednosti dobi s pripadnim rasponom (minimum, maksimum) i standardnom devijacijom,
prikazane su u Tablici 11. Kod prikaza distribucijske krivulje za musku populaciju (plava
krivulja, Slika 13) vidljiv je netipian oblik pocetka krivulje, jer je djecaka u dobi od 3-6
godina bilo gotovo jednako kao djecaka u frekvencijskom razredu dobi od 6-18 godina. Od
ukupnog broja ispitanika (muskaraca 1 Zena) n=111, viSe je bilo Zena n=56, nego musSkaraca
n=55, §to je u skladu sa udjelom spolova u ukupnom stanovnistvu RH (DZS, 2018). Najveci
broj Zenskih ispitanika nalazi se u rasponu od 45-65 godina, a ne$to malo manje muskaraca u
istom tom intervalu, $to se i vidi iz izracuna te srednje vrijednosti koja za muskarce iznosi
29,04, a za Zene 34,96. Prosje¢na dob svih ispitanika bila je 32 godine. Maksimalan broj
zenskih ispitanika u najveéem intervalu ispitivanosti je 82, a muSkaraca 78. Prema statisti¢koj

obradi zene su izlozenije utjecajima ispitivanih alergena, Sto je u skladu s istrazivanjem
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Schafer i suradnika (2001) koji su utvrdili da je kod odraslih, alergija na hranu ¢e$¢a U Zzena

nego u muskaraca.

Kako bi se potvrdila hipoteza (Ho) kako su podaci normalno distribuirani, koristena su 4 testa:
Shapiro-Wilk, Anderson-Darling, Lillefors i Jarque-Bera test (Petz, 2007). Metodama se
ispituje je li Ho hipoteza potvrdena (p vrijednost ¢e biti veca od 0,05), ili vrijedi alternativna
hipoteza, Hi: varijable iz promatranog skupa podataka ne prate normalnu distribuciju (tada je
p<0,05). Podaci za sva tri skupa (muskarci, Zene i cijela populacija) prikazani su u Tablici 16.
Niti prema jednom od navedena 4 testa nije utvrdena p-vrijednost manja od 0,05 te se time

potvrduje nulta-hipoteza kako se radi o dobi koja je neovisno o spolu, normalno distribuirana.

Takoder su izracunati momenti centralne tendencije za navedene distribucijske krivulje te su
izraCunati momenti od prvog do Cetvrtog reda (Gajdo$ Kljusuri¢, 2009). Tako moment prvog
reda predstavlja aritmeticka sredina, moment drugog reda je varijanca u promatranom skupu
podataka, dok ¢e tre¢i moment (koeficijent asimetrije) i Cetvrti moment (koeficijent
spljostenosti) dati dodatne informacije o dobnoj distribuciji ispitanika (Tablica 17). Koristeci
parametre navedene u Tablicama 9 i 10, moZe se procijeniti asimetrija i spljostenost (Vranic,
1958). Tako se za asimetriju krivulje za musku populaciju utvrduje srednja asimetrija
(a3=0,29), iako se na Slici 13 znacajnost asimetrije ne zamjecuje. Distribucijske krivulje za
zene i cijeli populacijski skup pokazale su slabu asimetriju, obzirom da je njihova vrijednost
za o3 u rasponu od 0,1-0,25 (Tablica 9). Spljostenost krivulje potvrdena je prema Tablici 10,
jer su svi parametri a4 < 3, a razlog tome je velika varijanca, a time i standardna devijacija,

tj. velika je rasprSenost oko srednje vrijednosti za sve tri krivulje (Tablica 14).

Promatrani parametri koji predstavljaju sadrZaj specificnog imunoglobulina E su
kvantitativni te su prikazani prema tri kategorije, a to su: voée (ukljucuje: kivi, ananas, rogac,
mandarina, pulpu dinje, jagodu, jabuku, avokado, marelicu, koru i pulpu breskve, nar i
grozde); povrée i zacini (ukljucuje: luk, patlidzan, krumpir, poriluk, ¢esnjak, celer, Sparogu,
hren, krastavac, mrkvu, gomolj komoraca, rajcicu, Spinat, sezam i senf) te mahunarke,
Zitarice i oraSasto voce (ukljucuje: slanutak, soju, lecu, heljdu, lan, kukuruz, indijski orah,

kikiriki, brazilski orah, ljesnjak, orah, pistaciju, pinjol i badem).

Tablice 15, 16 i 17 pokazuju srednje vrijednosti s pripadnim standardnim devijacijama
i rasponima za kategoriju vo¢e za muskarce (Tablica 15), za zene (Tablica 16) i za ukupnu
promatranu populaciju (Tablica 17). U muskaraca je najvisa vrijednost specificnog
imunoglobulina E kod voéa utvrdena za nar (10,99 FIU/mL), dok su kod Zena (Tablica 16)
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utvrdene iznimno visoke vrijednosti (>100 FIU/mL) specifi¢cnog imunoglobulina E kod
sljede¢eg voca: kora breskve (160,47 FIU/mL), marelica (131,58 FIU/mL) i grozde (112,04
FIU/mL). Izrazito visoke vrijednosti kod Zena, odraZavaju se na prosjeCan prikaz za
promatrani populacijski skup (Tablica 17). Za promatrano voce i vrijednosti specificnog
imunoglobulina E vidljiva je znaCajna varijacija u zadnjem stupcu u kojem je prikazana
srednja vrijednost sa pripadnom standardom devijacijom. Prethodni navodi potvrduju
vrijednosti devijacija koje su vece od srednjih vrijednosti (Tablica 17). Iz tablice vrijednosti
specificnog imunoglobulina E za voce, za cijelu populaciju, vidljivo je kako je najveci broj
pokazao pozitivnu reakciju na jabuku (n=21), roga¢ (n=20) te jagode (n=19) i pulpu breskve
(n=18).

Kako bi se dobila jasnija slika o slicnostima i/ili razlikama vrijednosti specifi¢nog
imunoglobulina E na vocée, ovisno o spolu, prikazani su rezultati prema kategorijama
,hegativno® (koncentracija specificnog imunoglobulina E < 0,01 FIU/mL), ,.grani¢no*
(koncentracija specificnog imunoglobulina E u rasponu od 0,011 do 0,30 FIU/mL) te
,»pozitivno*“ (koncentracija specificnog imunoglobulina E > 0,3 FIU/mL). Grani¢ni prikaz je
izostavljen kako bi se ispitala negativna i pozitivna reakcija senzibilizacije, prema spolu te su
u skupu pozitivne reakcije (> 0,3 FIU/mL utvrdene znacajne razlike (Tablice 15 vs. 16) kod
7ena za mandarine (rasponi: Z, 1,08-21,92 FIU/mL; M, 0,40-2,33 FIU/mL) i pulpu dinje
(rasponi: 7, 0,81-9,47 FIU/mL; M, 0,83-3,37 FIU/mL). Kao i kod voca, tako je i kod
kategorije ,,povrée i zadini“, prezentacija rezultata dana za muskarce (Tablica 19), za Zene
(Tablica 20) i za promatrani populacijski skup u cijelosti (Tablica 21). U muskaraca (Tablica
19) je najveéi raspon utvrden za sezam, gdje je za 3 ispitanika utvrden raspon od 0,61-24,56
FIU/mL. Kod Zena se ponovno pojavljuju iznimno visoke maksimalne vrijednosti (> 100
FIU/mL) i to za gomolj komoraca (155,11 FIU/mL) i raj¢icu (139,23 FIU/mL). Promatrajuci
cijelu populacijsku skupinu, vidljivo je kako je velik broj osoba pokazao pozitivne vrijednosti

koncentracije specifi¢nog imunoglobulina E za patlidZzan (n=19) te poriluk i komora¢ (n=17).

U Tablici 22 je prikazana usporedba frekvencija (udjela) reakcija (negativno, < 0,01 FIU/mL
te pozitivno, > 0,3 FIU/mL), muskaraca 1 Zena na promatrano povrée i zacine. Znacajne
razlike (Tablica 22) utvrdene su za pozitivnu reakciju senzibilizacije (> 0,3 FIU/mL) izmedu

muskaraca i Zena za sljedece povrce: poriluk (5,13 %), hren (12,86 %) te od zacdina, sezam
(4,7 %).

Za tre¢u kategorije ,,mahunarke, Zitarice i oraSasto voce“, prezentacija rezultata dana je
takoder u Cetiri tablice i to za muskarce (Tablica 23), za Zene (Tablica 24), za promatrani
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populacijski skup u cijelosti (Tablica 25) i udjeli osoba kod kojih je utvrdena koncentracija

specifi¢cnog imunoglobulina E bila negativna ili pozitivna (Tablica 26).

Kod muske populacije (Tablica 23) je najveéi broj (n=9, 16 % muskaraca) imalo pozitivnu
reakciju senzibilizacije na kikiriki (10,29 + 16,58 FIU/mL) te na lje$njak sa srednjom
vrijednos¢u od 6,7 FIU/mL (+ 13,48 FIU/mL), §to je utvrdeno za 9 % ispitanika.

Kod Zena je maksimalna koncentracija specificnog imunoglobulina E utvrdena za kukuruz od
122,92 FIU/mL (25,6 + 54,41 FIU/mL), a ono $§to treba istaknuti je kako kod niti jedne od 56
zenskih osoba (Tablica 24) nije utvrdena negativna ili pozitivna koncentracija specifi¢nog
imunoglobulina E na brazilski orah (0 + 0 FIU/mL), dok je kod njih 14,2 % (n=8) utvrdena
pozitivna reakcija na orah (0,33 — 17,67 FIU/mL) i badem (0,32 — 13,71 FIU/mL).

Promatra 1i se muska i Zenska populacija kao jedna cjelina (Tablica 25), tada je najveéi broj
pokazao pozitivnu reakciju senzibilizacije na kikiriki (14,4 %), badem (13,5 %) te 12,6 % na

slanutak, lecu i heljdu.

Najznacajnije razlike u frekvenciji koncentracije alergena koji pokazuju negativnu (<0,01
FIU/mL) ili pozitivhu (>0,3 FIU/mL) reakciju za kategoriju mahunarke, Zitarice i oraSasto
voce (Tablica 25) utvrdene su za kukuruz (9,19 %), heljdu (3,84 %) i slanutak (3,38 %).
Ces¢u reakciju na kukuruz i heljdu pokazala je muska populacija, a na slanutak Zenska

populacija (14,29 % vs. 10,91 %).

Za sve dobne skupine promatrane su reakcije senzibilizacije u kategorijama
,hegativno® (<0,01 FIU/mL), ,,grani¢no* (0,01-0,3 FIU/mL) i ,,pozitivno* (>0,3 FIU/mL) za
sve tri promatrane kategorije hrane, kod muske populacije za kategoriju vocée (Tablica 27),
povrce i zafine (Tablica 28) i kategoriju mahunarke, zitarice i oraSasto voce (Tablica 29). Za
svo voce, reakcije su kod muske populacije bile ili pozitivne (>0,3 FIU/mL), ili negativne
(<0,01 FIU/mL), osim kod grozda, gdje je 1,82 % muskaraca pokazalo grani¢nu reakciju
(0,01-0,3 FIU/mL) i to su svi bili u dobi od 18-45 godina (Tablica 27). Pozitivna reakcija na
nar je zabiljeZzena kod 50 % populacije u dobi od 3-6 i 45-65 godina. Zanimljiv je i podatak
kako su pozitivne reakcije na senf utvrdene kod populacije 18-45 (50 %) i 45-65 godina (50
%), koja predstavlja radno aktivnu populaciju. Na brazilski orah (Tablica 29) grani¢nu
reakciju pokazala je mlada populacija u dobi od 3-6 i od 6-18 godina (obje skupine 50 %), a

pozitivnu, najmlada muska populacija (100 %) u dobi od 0-6 godina.
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Za Zensku populaciju (n=56) takoder je promatrana raspodjela koncentracije specifi¢nog
imunoglobulina E, za sve tri promatrane kategorije hrane, poc¢evsi od voca (Tablica 30),
povréa i zaCina (Tablica 31), do mahunarki, Zitarica i orasastog voca (Tablica 32).
Koncentracije specificnog imunoglobulina E kod Zenske populacije u kategoriji voce, bila je
ili negativna ili pozitivna (Tablica 30), dok je kod povré¢a (Tablica 31) bila grani¢na za
patlidzan i to kod Zena dobi 45-65 godina (100 %) te u kategoriji orasasto voce za kikiriki i
lie$njak, kod Zena dobi 18-45 godina (100 %). Zene su najéesée imale pozitivne koncentracije

specifi¢nog imunoglobulina E za jabuku (21,43 %), jagode, breskve i poriluk (17,86 %).

Kada se promatra ukupna pracena populacija (n=111), tada se prikaz udjela
koncentracije specificnog imunoglobulina E opisuje kroz Tablice 33, 34 i 35, gdje su u
Tablici 33 prikazane raspodjele za kategoriju voce, u Tablici 34 za kategoriju povrée i zadini,

a kategorija mahunarke, Zitarice i orasasto voce, prikazana je u Tablici 35.

Ako se kod ukupne populacije uzme granica od 15% kao kritican pokazatelj ucestalosti
pojave pozitivne koncentracije specificnog imunoglobulina E (>0,3 FIU/mL) tada se izdvajaju
namirnice kao $to su jabuka (18,92 %), rogac¢ (18,02 %), jagoda (17,22 %), breskva (16,22 %)
(Tablica 33) te patlidzan (16,22 %), poriluk i komorac (15,32 %) (Tablica 35).

6.1.1. Utvrdivanje znacajnosti

Slikom 14 prikazan je odnos utvrdene negativne Slika 14A i pozitivne Slika 14 B
koncentracije specificnog imunoglobulina E koji se znac¢ajno razlikuju (hren, dinja, sezam 1
kukuruz). Vrijednosti razlika navedene su u Tablicama 36-38. Znacajnost razlika za hren i
kukuruz je manja od p vrijednosti 0,01 te su dvije zvjezdice (**) obiljezile razliku kada je
muska populacija pokazala znatno veée vrijednosti nego zenska populacija (Tablice 36 i 37).
Tako je za hren kod 20 % muske populacije ustanovljena pozitivna koncentracija specificnog
imunoglobulina E, a kod Zena svega 7,1 % (¢?=5,97-107). Za kukuruz, i 14,5 % muske
populacije i 5,4 % zenske populacije koja je imala pozitivnu koncentraciju specificnog

imunoglobulina E, ponovno ukazuju na znacajne razlike (y>=4,4:107).

Spol ima znacajnu ulogu u reakciji senzibilizacije. Tako koncentracija specifi¢nog
imunoglobulina E za sezam i pulpu dinje, gdje su testirane srednje koncentracije specificnog

imunoglobulina E prema spolu na razini znac¢ajnosti P<0,05 (y%sezam=0,046; %dinja=0,03).
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Testiranjem razlika (y?-test), znacajne razlike su utvrdene za kukuruz (%= 4,5:107%), sezam
(x?=0,0461), pulpu dinje (x?=0,03) te za hren (x?=5,97-10"). Reakcije senzibilizacije na
odredeni alergen prema spolu znadajno se razlikuju (2= 0,000257), a alergeni koji se prema
spolu znacajno razlikuju su: alergeni hrena, pulpe dinje, sezama te kukuruza i za sve navedene

vrijednosti >0,3 su ucestalije U muskaraca.

Tablicama 36-41 opisan je rezultat udjela populacije (zasebno prema spolu, Tablice 36-38) ili
cijela populacija (Tablice 39-41), sa stupnjem reakcije senzibilizacije: negativno (<0,01
FIU/mL), grani¢no (0,01-0,3 FIU/mL) i pozitivno (>0,3 FIU/mL) na istrazivane proteinske

ekstrakte, s izratunom znadajnih razlika koritenjem 72 testa (0=0,05).

U Tablici 38, za kategoriju mahunarke, Zitarice i orasasto voce, dobiveni rezultati ne

pokazuju nikakve razlike ovisno o spolu pracene populacijske skupine.

Tablice koje slijede prikazuju srednje vrijednosti reakcija senzibilizacije za cijelu populaciju,
neovisno o dobi i spolu, za kategoriju voce (Tablica 39), povrée i zacini (Tablica 40) i

mahunarke, Zitarice i orasasto voce (Tablica 41).

Na Slikama 15 i 16 su izdvojene vrste iz kategorije voce, povrce i zacini kako bi se pokazale
razlike ovisno o spolu, za one namirnice za koje je ustanovljeno kako vise od 15 % populacije

ima pozitivnu koncentraciju specificnog imunoglobulina E.

Izrazito visoke vrijednosti (>0,3 FIU/mL), za preko 15 % populacije u oba spola, utvrdene su
u kategoriji voce za rogac, jagode, jabuke i pulpu breskve (Tablica 39 i Slika 15). U kategoriji
povrée 1 zaCini, vise od 15 % populacije s pozitivnom koncentracijom specifi¢nog
imunoglobulina E uvrdeno je za patlidzan, poriluk i gomolj komoraca (Slika 16, Tablica 40).
Tablica 41 prikazuje srednje vrijednosti reakcije senzibilizacije na istrazivane alergene za
cijelu populaciju, neovisno o dobi i spolu, za kategoriju mahunarke, Zitarice i oraSasto voce i

niti jedna namirnica nije pokazala udio visi od 13,51 %.

Izdvojena ucestalost pozitivne koncentracije specificnog imunoglobulina E (> 0,3 FIU/mL) u
cijeloj populaciji, za komora¢, patlidzan i jabuku, prikazana je Slikom 17. Ona pokazuje kako
je na patlidzan znacajniju reakciju senzibilizacije pokazala populacija zena, §to je i slucaj s
jabukom, dok je za patlidzan visok udio za oba spola (> 16 %). Za navedene 3 namirnice
(komorag, patlidzan i jabuku) analizirane su vrijednosti prema spolu i dobi kako bi se utvrdila

najranjivija skupina.

107



Za svaku namirnicu moze se utvrditi koje su dobne skupine sklonije reakciji senzibilizacije i
to je navedeno na primjeru patlidzana za populaciju Zena (Z) i za musku populaciju (M),
Tablice 42 i 43. Izdvojeni su podaci za jabuku, komora¢ i patlidzan. Za musku populaciju je
distribucija udjela onih koji su imali pozitivnu koncentraciju specificnog imunoglobulina E (>
0,3 FIU/mL) na jabuku i patlidzan, distribuirana po svim dobnim skupinama osim kod starijih
od 65 godina. Promotrimo li udio u cijeloj muskoj populaciji koja je imala pozitivnu
koncentraciju specificnog imunoglobulina E (> 0,3 FIU/mL), tada je jednaka raspodjela u 3-
65 godina (22,2 %), dok za komora¢ dominiraju dvije skupine, ona 18-45 godina (42,9 %) te
45-65 godina (28,6 %), koje po dobi pripadaju radno aktivnoj populaciji.

Kod Zenske populacije (Tablica 43), djeca su vrlo osjetljiva skupina, jer je za jabuku, komorac

1 patlidzan 50 % ispitanica imalo pozitivnu koncentraciju specificnog imunoglobulina E.

6.1.2. Multivarijatna analiza

Primijenjena je faktorska analiza koja se Koristi za promatranje raspodjele, ali i
redukciju varijabli (Kurtanjek i Gajdo§ Kljusuri¢, 2014). U ovom radu faktorska analiza
koriStena je za reduciranje polaznog skupa varijabli (n=42). Kao tezinski koeficijent za
redukciju uzeta je vrijednost 0,7 za skup faktora 1 i 2. Polazni skup varijabli reduciran je na
24 varijablu i to: patlidzan, roga¢, mandarina, pulpa dinja, jagoda, jabuka, avokado, breskva -
kora i pulpa, marelica, grozde, poriluk, krastavac, mrkva, komora¢ - gomolj, raj¢ica, indijski
orah, kikiriki, brazilski orah, slanutak, leca, orah, pinjol i pistacija. Analiza glavnih
komponenata alergena iz skupine voce (Slika 18) jasno pokazuju grupiranje prema spolu gdje
su Zene pozicionirane u ¢etvrti kvadrant, a muskarci u drugi kvadrant. To grupiranje potvrduje
80,74 % svih varijacija u promatranom skupu varijabli. Primarne varijable su alergije na
odredeno voce, a sekundarne su (i) dob, razvrstana u 6 skupina (0-3; 3-6; 6-18; 18-45; 45-65 i
> 65 godina) i (ii) spol (muskarci, M; Zene, Z). Grupiranje u isti kvadrant je pokazatelj
visokih korelacija izmedu varijabli u tom kvadrantu. Tako je za Zene, posebice one koje su
starije od 65 godina znacajno ¢es$ée utvrdena pozitivna reakcija senzibilizacije na jabuke, koru

1 pulpu breskve, te mandarinu 1 rogac.

Promatrana grupacija povrce i zacini je kao znacajne varijable zanemarila zacine (Tablica 44)
te je ostalo Sest namirnica: mrkva, raj¢ica, krastavac, patlidzan, poriluk i gomolj komoraca
(Slika 19). U ovom skupu podataka je opisano najvise varijacija (84,44 %) sa analizom

glavnih komponenata. Izrazito mlade Zenske osobe (0-3 i 3-6 godina) te Zene starije od 65
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godina, imaju izrazenije reakcije senzibilizacije na patlidzan, poriluk i gomolj komoraca, §to
je vidljivo po grupaciji u Cetvrti kvadrant. No, ovdje je dobna skupina 3-6 godina na samoj x-
osi, Sto pokazuje pozitivnu korelaciju te dobi sa svim navedenim namirnicama iz kategorije
povrée, koje su se u analizi glavnih komponenata pokazale zna¢ajnima (Tablica 44, D1 ili D2
>0,7). Za muskarce se ne moze jasno odrediti trend alergija ovisno o spolu, 0sim pozitivne

Pearsonove korelacije (0,0034) na krastavce.

Faktorska analiza nije izdvojila niti jednu Zitaricu kao znacajnu varijablu (tezinski koeficijent
>0,7) te su izdvojene dvije mahunarke — le¢a i slanutak i 6 oraSastih plodova (pistacija, pinjol,
orah, brazilski i indijski orah te kikiriki). Dob, spol i promatrane varijable alergena iz hrane
opisuju 79,91 % svih varijacija u cijelom skupu, §to ucvrséuje zakljucke koji slijede iz
navedenog 2D prikaza. U prvom kvadrantu je grupirana dob 3-6 i 0-3 godine, muskarci te
varijable brazilski i indijski orah, pistacija i slanutak — to je pokazatelj kako su kod mlade
muske populacije (0-6 godina) izrazenije reakcije senzibilizacije na namirnice koje su se
grupirale u tom kvadrantu, a to su brazilski i indijski orah, pistacija i slanutak. U Cetvrti
kvadrant su se rasporedile reakcije senzibilizacije na kikiriki, pinjol, orah i le¢u te dob od 18 —
45 godina te su upravo kod te skupine najznacajnije reakcije senzibilizacije na navedenu
hranu te Pearsonov koeficijent korelacije za navedenu dob, za slanutak iznosi 0,0192, za le¢u
0,0768 te za kikiriki, 0,0186. Ne znac¢i da u dobnim skupinama grupiranim u tre¢i kvadrant
nema reakcija senzibilizacije, ali nemaju jasan trend, tj. dob kao varijabla nije isklju¢ivo

znacajan faktor.

6.2. Elektroforetska analiza proteinskih ekstrakata

Na temelju svih prethodnih analiza dijagnostickih testova, odabrani su serumi triju
osoba alergicnih na komorac, patlidzan i jabuku, te se pomocu tih seruma koriStenjem
elektroforetskih 1 imunokemijskih metoda analizirao utjecaj postupaka obrade na specifi¢nu

interakciju s imunoglobulinima E iz odabranih seruma.

Kako bi se analizirao utjecaj razli¢itih postupaka obrade na stabilnost proteina, proteinski
ekstrakti komoraCa, patlidzana 1 jabuke su nakon obrade podvrgnuti denaturirajucoj

elektroforezi u poliakrilamidnom gelu, kao §to je prikazano na Slikama 21-23.

Slika 21 prikazuje da sva tri postupka obrade mijenjaju obrazac proteina komoraca u odnosu
na netretirani uzorak. Vidljivo je da obrada u ultrazvu¢noj kupelji, slicno kao i obrada

ultrazvuénom sondom dovode do djelomicne razgradnje nekoliko proteina pribliznih
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molekulskih masa 80 kDa, 75 kDa, 60 kDa, 42 kDa, 38 kDa, 17 kDa i 15 kDa jer su
odgovarajuce vrpce slabijeg intenziteta. Obrada poviSenom temperaturom pri 95 °C, djeluje
pak na sve proteine podjednako, uzrokujuéi parcijalnu denaturaciju koja se na gelu ocituje kao

razmaz, odnosno gubitak o$trine svih proteinskih vrpci.

Kod proteinskog ekstrakta patlidzana (Slika 22) nema tako zamjetnih razlika izmedu tretiranih
1 netretiranih uzoraka jer u samom pocetnom materijalu proteinske vrpce nisu jako izrazene.
Izdvojene su jedino vrpce proteina priblizne molekulske mase 40 kDa i 110 kDa, koje su
sli¢nog izgleda u netretiranom uzorku i u uzorcima obradenim ultrazvukom, dok je kao i kod
komoraca, postupak obrade povisenom temperaturom uzrokovao parcijalnu denaturaciju

proteina.

Kod proteinskog ekstrakta jabuke obrada ultrazvukom uzrokovala je djelomi¢nu razgradnju
niza proteina u rasponu molekulskih masa 35 — 80 kDa, pri ¢emu je nesSto izraZeniji uéinak

ultrazvuéne sonde, dok obrada pri povisenoj temperaturi nije dovela do zamjetnog ucinka

(Slika 23).
6.3. Imunokemijska detekcija alergena Western blotom

Utjecaj razli¢itih postupaka obrade na alergenost pojedinacénih proteina iz ekstrakata
komoraca, patlidZana i jabuke analiziran je Western blotom, pri ¢emu su imunoglobulini E iz
objedinjenog seruma Cetiriju alergi¢nih ispitanika stvorili kompleks s proteinskim antigenima
u ekstraktima. Interakcija je vizualizirana vezanjem detekcijskog protutijela uz dodatak

odgovarajuceg supstrata (Slike 24-26).

U netretiranom proteinskom ekstraktu komoraca utvrdena je prisutnost viSe alergenih proteina
Sirokog raspona molekulskih masa, od manjih oko 9, 11 1 24 kDa, do nekoliko proteina u
rasponu molekulskih masa od oko 35 do 80 kDa (Slika 24). Kao posebno jaki alergeni isticu
se mali protein priblizne molekulske mase oko 9 kDa te nesto veci protein od oko 40 kDa.
Pastorello i suradnici (2012) identificirali su protein veli¢ine 9 kDa kao glavni antigen kod
komoraca te pokazali da odgovara proteinu LTP (engl. lipid transfer protein). Kao dodatni
antigeni istakli su se protein veli¢ine 15 kDa i viSe proteina u rasponu od 65-75 kDa
(Pastorello i sur., 2012). U ovom radu proteini nisu detektirani kao antigeni, no to se moze
pripisati razli¢itostima medu ispitanicima i malom broju ispitanika koji je posljedica rijetke
incidencije alergije na komora¢. Svi su tretmani smanjili alergenost proteina, §to se o€ituje u

slabljenju intenziteta pojedinih vrpci. Posebno je jak utjecaj imao postupak obrade
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ultrazvu¢nom sondom gdje su pojedini alergeni proteini gotovo potpuno izgubili moguénost
vezanja na IgE molekule iz seruma alergi¢nih ispitanika.

Slika 25 pokazuje da u netretiranom proteinskom ekstraktu patlidzana ima nekoliko slabijih
antigena u rasponu molekulskih masa od oko 36 do 80 kDa. Sva tri postupka obrade
uzrokovala su gubitak antigenih svojstava proteina priblizne molekulske mase 80 kDa, dok je
ucinak na ostale proteine slabije izrazen, pri ¢emu je najmanje djelovala toplinska obrada. U
pokusu sa serumima Sestero ispitanika iz Indije identificirano je 5 antigena U rasponu od 36 do
71 kDa (Bheemanapalli i sur., 2009). Antigeni detektirani u ovom radu vecinom se
podudaraju, no ovdje je prisutan dodatni antigen od oko 80 kDa, §to se moze pripisati kako
razli¢itostima medu ispitanicima razlicite geneticke i geografske podloge, tako i malom broju

ispitanih uzoraka.

U ekstraktu jabu¢nih proteina detektiran je jaki antigen niske molekulske mase od oko 9 kDa,
malo slabiji antigen priblizne molekulske mase od oko 35 kDa te nekoliko slabih alergena u
rasponu molekulskih masa od oko 28 do 60 kDa. Niti jedan od primijenjenih postupaka

obrade nije pokazao veci ucinak na promjenu alergenosti proteina jabuke.
6.4. Imunokemijska detekcija alergenih proteina metodom ELISA

Uz uporabu pojedinac¢nih seruma Cetiriju alergi¢nih ispitanika metodom ELISA,

ispitan je utjecaj razlicitih postupaka obrade na alergenost ukupnih proteina u ekstraktima
komoraca, patlidzana 1 jabuke.
Rezultati su vrijednosti apsorbancije pri 490 nm nakon detekcije i vizualizacije kompleksa
antigen-1gE protutijelo, uz uporabu detekcijskog protutijela konjugiranog peroksidazom iz
hrena 1 pripadnog supstrata. Rezultati su izraZeni kao relativne vrijednosti udjela tretiranih
uzoraka naspram netretiranom uzorku koji ima proizvoljnu vrijednost 1. Brojcani rezultati uz
standardne devijacije prikazani su u Tablicama 45-47. Rezultati su i u grafickom obliku
prikazani zajedno i u relativnim odnosima, da se uoci op¢i utjecaj pojedinog postupka obrade
na imunogenost ukupnih proteina u uzorku te da se stekne uvid u sli€nosti, odnosno
razliitosti prepoznavanja antigena serumima razlicitih ispitanika (Slike 27-29).

Kao sto prikazuju Tablica 45 i Slika 27, svi postupci obrade uzrokovali su smanjenje
ukupne imunogenosti proteina komoraca, pri ¢emu najizraZeniji uéinak ima toplinska obrada
pri kojoj dolazi do relativnog smanjenja od oko 30 %. Slijedi postupak obrade ultrazvu¢nom
sondom (smanjenje oko 15 %) te postupak obrade u ultrazvuc¢noj kupelji koji ima vrlo blagi

ucinak. Rezultati Western blota dali su slicne rezultate, no tamo je pad imunogenosti bio
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najizrazeniji za postupak obrade ultrazvu¢nom sondom. Treba uzeti u obzir da ELISA daje
rezultate o imunogenosti ukupnih proteina, dok Western blot razlucuje u¢inak na pojedinacne
proteine na temelju kojega se kvantitativno procjenjuje skupni uc¢inak, $to nije uvijek dovoljno
precizno, stoga kombinacija obiju metoda daje potpuniju sliku. Isto tako, iz rada Pastorello i
suradnika (2012) znamo da je glavni antigen komoraca protein LTP, stoga se kod razli¢itih
postupaka obrade mala razlika antigenosti tog jednog proteina, koja se Western-blotom teze
uocava, moze razli¢ito odraziti na ukupnu imunogenost uzorka koju mjeri ELISA. Rezultati
takoder pokazuju da serumi pojedinacnih ispitanika podjednako reagiraju s proteinima
komoraca, no ¢vr$¢u potvrdu o tome trebalo bi dobiti primjenom veceg broja seruma.
Vrijednost ovih rezultata je i u Cinjenici da glavni antigeni komoraca pokazuju kriznu
reaktivnost s antigenima breskve (Pastorello i sur. 2012; Pastorello i sur. (2013)) pa je
moguce da se razli¢itim obradama moze smanjiti alergijska reakcija.

Rezultati prikazani u Tablici 46 i na Slici 28 pokazuju velike razlike u prepoznavanju
antigena medu razliCitim ispitanicima. Svi postupci obrade uzrokovali su promjene u
antigenosti ukupnih proteina patlidzana, no razli€iti ispitanici u svojim serumima sadrze IgE
molekule koje razli¢ito reagiraju na pojedine antigene. Tako, primjerice, kod prvog ispitanika
svi postupci obrade uzrokuju smanjenje ukupne antigenosti proteina. Kod drugog i ¢etvrtog
ispitanika je to izrazeno za prva dva postupka obrade, dok toplinska obrada uzrokuje
promjene u proteinima koji poveéavaju njihovu antigenost, a za treceg ispitanika antigenost
proteina patlidzana povecava obrada u ultrazvuénoj kupelji, dok je preostala dva postupka
obrade smanjuju. Kod Western blota taj u¢inak nije vidljiv jer se za prepoznavanje antigena
koristio objedinjeni serum svih Cetiriju ispitanika. Da bi se stekao bolji uvid u pojedinosti
ovog odgovora, trebalo bi pokuse ponoviti na veem broju uzoraka. Hoseini-Alfatemi i
suradnici (2015) su proucavali utjecaj toplinske obrade na alergenost proteina patlidzana.
Nakon provedene ELISA analize primijetili su da ispitanici imaju visok titar IgE protutijela i
na sirove i na kuhane ekstrakte patlidzana $to se podudara s rezultatima dobivenim u ovom
radu kod drugog 1 Cetvrtog ispitanika gdje se antigenost toplinskom obradom cak i1 povecala.
Navedeni autori zatim su napravili imunoblot analizu koja je potvrdila prethodno dobivene
rezultate Sto pokazuje Vvisoku stabilnost proteina patlidzana pri toplinskoj obradi. lako
patlidzan sadrzi vrlo malo proteina (~1% na svjezoj osnovi), prisutnost velikog broja
proteinskih vrpci na SDS-PAGE ukazuje na slozenost proteinskog profila patlidzana. Osim
toga, Harish Babu i suradnici (2016) ispitivali su i alergenu aktivnost enzima polifenol-
oksidaze (PPO) iz patlidZana. U analizi su koriStene metode ELISA 1 imunoblot kojima je po

prvi put potvrdena PPO kao novi alergen iz hrane.
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Harish Babu i suradnici (2008) su radili na ucestalosti alergije na patlidzan i analizirati dobnu
I spolnu raspodjelu. Analizirano je ukupno 741 ispitanika, pri ¢emu je njih 68 (9,2 %)
pokazalo neku reakciju preosjetljivosti. Ukupno 32 (4,3 %) ispitanika su imala alergiju, a njih
36 (4,9%) je imalo intoleranciju na patlidzan. Razlika u osjetljivosti na hranu ovisno o spolu
je zanimljiva, a sli¢an se trend u buduénosti moze pretpostaviti i za druge namirnice.
Zakljuc¢no, ova studija otkriva da se alergija na patlidzan javlja u 0,8 % stanovnis$tva, s veCom
prevalencijom u zenskoj populaciji (4:1).

Rezultati prikazani u Tablici 47 i na Slici 29 pokazuju sli¢an obrazac za razliCite
ispitanike, pri cemu postupak obrade u ultrazvu¢noj kupelji vrlo malo (ispitanik 2) ili gotovo i
ne mijenja antigenost proteina jabuke (ispitanici 1, 3 i 4). Ucinak je neSto izraZeniji za
postupak obrade ultrazvu¢nom sondom, ali i dalje relativno slab, dok je toplinska obrada
uzrokovala smanjenje antigenosti od 15-20 %. Western blotom ove male razlike nije bilo
moguce precizno kvantificirati, a kao 1 kod komoraca treba uzeti u obzir da se i manje
promjene na glavnim alergenima mogu manifestirati kao veci ucinak na alergenost ukupnih
proteina koju mjeri ELISA. To se posebno vidi na primjeru toplinske obrade, gdje je kod
Western blota bilo teSko zapaziti razliku izmedu netretiranog i tretiranog uzorka, jer je uslijed
denaturacije vjerojatno doSlo da manjih promjena antigenosti pojedinacnih proteina, dok je

kod metode ELISA to evidentno jer se detektira ukupna antigenost svih proteina zajedno.
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7. ZAKLJUCCI

Na osnovu dobivenih rezultata i provedene rasprave moze se zakljuciti:

1. Rezultati mjerenja specificnog IgE-a pokazali su, prema reaktivnosti, visoku razinu
senzibilizacije za vise od 15 % populacije u oba spola za roga¢, jabuke, jagode, pulpu
breskve, patlidzan, poriluk i komorac.

2. Razvrstavanje rezultata prema spolu pokazalo je razliitu ucestalost i raspon
alergijskih reakcija na odredeno voce i povrce.

3. Znacajniji alergijski potencijal patlidzana utvrden je u Zena u dobi od 18 do 45 godina.

4. Znacajniji alergijski potencijal jabuke utvrden je u Zena u dobi od 18 do 45 godina.

5. Znacajniji alergijski potencijal komoraca utvrden je u muskaraca u dobi od 18 do 45
godina.

6. Alati multivarijatne analize, faktorska analiza i analiza glavnih komponenata pokazali
su se vrlo u¢inkovitima u analizi alergena i parametara kao $to je dob i spol. Takav
pristup daje detaljniji uvid u problematiku prevalencije alergija na hranu te na koje se
dobne skupine treba obratiti posebna pozornost.

7. Obrada ultrazvukom i poviSenom temperaturom mijenjaju svojstva i Smanjuju
alergenost proteina komoraca, patlidzana i jabuke uslijed parcijalne denaturacije.

8. Zbog krizne reaktivnosti s antigenima iz breskve, obrada komoraca ultrazvukom ili
poviSenom temperaturom mogla bi sprijeciti dodatnu alergijsku reakciju kod ljudi
alergi¢nih na breskvu.

9. Da bi se stekao detaljniji uvid u ucinke razli¢itih postupaka obrade i raznolikost

pojedinacnih alergijskih odgovora, potrebno je analizirati veci broj ispitanika.
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