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1. UVOD

Reakcije preosjetljivosti na hranu (alergije) posljednjih su nekoliko godina u stalnom porastu,
a jedna od najcescih alergija je ona na proteine kikirikija. Usprkos sve vecoj popularnosti hrane
koja sadrzi kikiriki, u osoba s alergijom na kikiriki ¢ak i minorne koli¢ine mogu izazvati

anafilaktic¢ki Sok sa smrtnim posljedicama (Wensing i sur., 2002).

Najucinkovitiji nacin za spre¢avanje pojave alergijskih reakcija je eliminacijska dijeta, odnosno
striktno izbjegavanje namirnica koje sadrze alergen. Citanje informacija o hrani na
prehrambenim proizvodima jednostavna je i efikasna metoda u prevenciji alergi¢nih osoba od
nenamjerne konzumacije kikirikija. No, unato¢ velikim naporima proizvodaca skriveni alergeni
se mogu pojaviti u hrani putem krizne kontaminacije zbog npr. koristenja zajednicke opreme
tijekom proizvodnje. Iz tog se razloga sve viSe koriste razli¢iti navodi o potencijalnoj prisutnosti
alergena kikirikija, odnosno unutar iste skupine proizvoda postoje oni koji sadrze navode te oni

bez navoda o potencijalnoj prisutnosti kikirikija (Hefle i sur., 2007).

Jedna od imunoenzimskih metoda koja se koristi za detekciju alergena je ELISA (engl. Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay) metoda koja se bazira na specificnom vezanju antitijela i

antigena (protein kikirikija).

Cilj ovog rada bit ¢e odrediti udio potencijalnih alergena kikirikija u Sesnaest uzoraka kolaca
koji sadrZze kakaove dijelove pomoc¢u ELISA testa te prikupiti stavove i misljenja potrosaca o

Kikirikiju i proizvodima od kikirikija kao tvarima ili proizvodima koji uzrokuju alergije.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. ALERGIJE NA HRANU

Alergija ili preosjetljivost na hranu je reakcija organizma na neki od sastojaka hrane, smatrajuci
ga stranom tvari (antigenom) s posljedicnom promjenom imunoloskog odgovora organizma.
Preosjetljivost (hipersenzitivnost) moze biti alergijska ili nealergijska, a alergijska se dijeli na
onu posredovanu imunoglobulin E (IgE) protutijelima (npr. alergije na mlijeko, jaja i kikiriki)
i one posredovane drugim imunim mehanizmima (npr. celijakija) (Johansson i sur., 2001). U
kontaktu s alergenom tvari obrambeni sustav se poremeti i dolazi do reakcija izmedu alergena
(najcesce strane bjelancevine, tj. bjelancevine iz hrane) i antitijela, uz prekomjerno stvaranje
IgE antitijela.

Tijekom zivota ljudsko bice preko hrane dolazi u dodir s tisu¢ama raznovrsnih bjelancevina i
svaka je potencijalni alergen. Nutritivni alergeni su po kemijskom sastavu proteini molekulske
mase iznad 100.000 ili tvari vezane na proteine (hapteni). Hapteni su proteini zivotinjskog,
rjede biljnog podrijetla. Prema tome, svaka namirnica moze postati alergen bila sama proteinske
naravi ili se vezala na hapten. Osim toga proteini, polisaharidi ili lipidi vezani na haptene
razli¢ite su snage. Jaci su alergeni proteina i polisaharida nego lipida (Cvorigéec i sur., 2001).
Epitop nutritivnog alergena odreduju dvije znacajke — linearni slijed aminokiselina i njegova
prostorna konfiguracija. Prostorna konfiguracija znacajna je za alergene mlijeka, Soje, jaja i
glutena, manje je stabilna i osjetljivija na termi¢ku degradaciju, a klinickom je ocitovanju
svojstveno da je alergija prolazna i najcesce nestaje nakon 3. do 6. godine Zivota. Prevladavajuci
linearni epitopi u kikirikiju, ribi, $koljakama i orasastim plodovima otporniji su i uzrokuju
dugotrajne, Cesto dozivotne alergije (Sampson, 2004).

Rezultati istrazivanja genetskih karakteristika alergijskih pojava u populaciji, obiteljskim
studijama i u blizanaca ukazuju na poligensko nasljedivanje. U osoba s genetskom
predispozicijom (osobe s pove¢anom sintezom ukupnog i specificnog IgE-antitijela), dolazi do
vece ucestalosti o¢itovanja karakteristi¢nih dijelova genoma ili onih gena koji reguliraju sintezu
tvari odgovornih za alergijske simptome. Prema tome, ako su oba roditelja alergicari, u 80%
slucajeva c¢e biti i djeca. Ako je samo jedan roditelj alergicar, vjerojatnost da ce dijete biti
alergic¢no je 25% (Buttriss, 2001).



2.1.1 Ucestalost nutritivnih alergija

Alergijske reakcije na hranu, kao i ostale alergijske bolesti, su zadnjih desetlje¢a u porastu
osobito u razvijenim zemljama Zapada te zahvacaju 1 - 10 % ukupne populacije (Stimac i sur.,
2014).

Ucestalost alergijskih reakcija na hranu povezuje se s na¢inom prehrane, pripremom namirnica,
kulturoloskim i socijalnim ¢imbenicima svojstvenim pojedinim zemljama i kulturama. Tako je
senzibilizacija na rizu, soju, sezam, kikiriki itd. ¢eS¢a u zemljama gdje se navedene namirnice
konzumiraju u ve¢im kolicinama (Cochrane i sur., 2009). Takoder, brojne alergije na hranu se
javljaju s paralelnim uvodenjem i Sirenjem ,,nove* hrane u Europsku prehranu (na primjer kivi,
uzroc¢nika alergija na hranu)

Nutritivne alergije najcesc¢e su u djetinjstvu, no mogu se razviti u bilo kojoj zivotnoj dobi. U
vecini zemalja Zapada najcesce se javljaju na proteine kravljeg mlijeka, jaja, kikiriki, orasaste
plodove, ribu, skoljke, brasno i soju (Chapman i sur., 2006). U djece mlade od 3 godine
ucestalost je od 6 do 8 % te se najvise javlja alergija na proteine kravljeg mlijeka. Ta alergija u
vecine alergi¢ne djece (oko 80 %) nestaje do pete godine zivota, za razliku od alergije na kikiriki
na koji se u samo 20 % djece tijekom odrastanja razvije tolerancija (Lack, 2008).

Skripak 1 suradnici u svom radu navode kako se tolerancija na hranu razvija znacajno sporije te
da je u dobi od 4 godine samo 19% djece »preraslo« alergiju na proteine kravljeg mlijeka, 11%
na proteine jaja, a tek je u dobi od 16 godina oko 80% djece postalo tolerantno i na proteine
kravljeg mlijeka i jaja (Skripak i sur., 2007).

U djece se nakon alergije na proteine kravljeg mlijeka najcesce susrece alergija na jaja, kikiriki

I pSenicu, a u odraslih na kikiriki, lje$njak, ribu i Skoljke (tablica 1).



Tablica 1. Prevalencija alergijskih reakcija na hranu u djece i odraslih te razvoj tolerancije
(Sampson, 2004)

Hrana Djeca (mlada od 6 Odrasli Razvoj tolerancije
godina)
Mlijeko 2,5% 0,3% 80%

Jaja 1,3% 0,2% 60-70%
Kikiriki 0,8% 0,6% 20%
Orasidi 0,2% 0,5% Ne

Riba 0,1% 0,4% Ne
Skoljke 0,1% 2,0% Ne
Ostalo 6% 3,7% -

2.1.2. Najces¢i nutritivni alergeni

Najces¢i nutritivni alergeni odgovorni za priblizno 90 % svih alergijskih reakcija su kravlje
mlijeko, jaja, soja, pSenica, kikiriki, orasasti plodovi te ribe i Skoljkasi (Hefle i sur., 1996).
Alergija na kravlje mlijeko javlja se u oko 2,5 % dojencadi i u djece do druge godine zivota te
je to najcesca alergijska reakcija u djece te dobi. Smatra se da je tako zbog Cinjenice da mlijeko
sadrzi dvadeset proteinskih antigenskih komponenti, a svaka od njih pojedinacno ili viSe njih
zajedno mogu izazvati alergijsku reakciju. NajCes¢i uzrok alergije na mlijeko u djece je B-
laktoalbumin, rjede kazein (Martinis, 2004). Osobe s alergijom na mlijeko ne bi smjeli
konzumirati ni svjezi kravlji sir, jogurt, kiselo i slatko vrhnje, sladoled ili ostale mlije¢ne
proizvode. Lipoproteini mlijeka imaju vrlo mala alergenska svojstva zbog ¢ega osobe alergicne

na mlijeko mogu bez posljedica jesti maslac (Buttriss, 2001).

Jaja, prije svega bjelanjak, Cesti su uzro¢nici alergije, i to ¢esce u djece nego u odraslih. U jajetu
se nalaze brojni proteini i glikoproteini koji mogu uzrokovati nastavak alergijske
preosjetljivosti (ovalbumin, ovomukoid, ovotransferin i lizozim). Osobe alergi¢ne na jaja

trebali bi eliminirati iz prehrane sva jela pripremljena s jajima (Sampson, 2001).

S nutritivnog aspekta, proizvodi soje bogati su proteinima i esencijalnim aminokiselinama zbog
cega se Cesto uvode u prehranu u najranijoj zivotnoj dobi, u obliku djecje hrane, osobito kod

djece koja pokazuju netoleranciju ili alergiju na kravlje mlijeko. Prva zabiljezena pojava



alergije na soju datira iz 1934. godine te je Organizacija za hranu i poljoprivredu (engl. Food
alergena koji potjecu iz hrane. Do sada je identificirano najmanje 16 poznatih alergena iz soje.
Zarazliku od kikirikija, koji kao i soja pripada porodici leguminoza, alergija na soju vrlo rijetko
izaziva ozbiljne reakcije koje mogu dovesti do anafilaktickog Soka i smrti. Neke studije su
pokazale da je potrebna 100 puta vec¢a koncentracija sojinih proteina u odnosu na koncentraciju

drugih alergena kako bi se izazvala ista alergijska reakcija organizma (Bosnir i sur., 2009).

Kada govorimo o alergiji na Zitarice, obi¢no se spominje preosjetljivost na gluten pSenice.
Gluten je frakcija proteina psenice netopivih u vodi, glutelina i prolamina. Gluten, odnosno
prolaminske frakcije glutena, uzrokuju celijakiju. Medutim, alergija na p$enicu i celijakija nisu
jednakoznacni, to su zapravo dva razlicita stanja. Kada osoba ima alergiju, imunoloski sustav
abnormalno reagira na proteine iz pSenice. Kada osoba oboljela od celijakije unese hranu koja
sadrzi gluten, on potic¢e imunoloski sustav na reverzibilno uniStavanje mukoze tankog crijeva.
Alergije na hranu su stanja koja ljudi najéesée ,,prerastu, odnosno s vremenom mogu razviti
toleranciju na alergene iz hrane dok je celijakija dozivotna neizlje¢iva bolest. Valja napomenuti
da i ostale Zitarice poput je¢ma, razi, zobi, krupnika, kamuta ili njihovih hibrida, a koji sadrze
slicne prolaminske frakcije, mogu izazvati alergijske reakcije. Ukoliko je dokazana alergija na
pSenicu, savjetuje se izbjegavanje 1 navedenih zitarica. Kod nekih osoba moze do¢i i do alergije
na heljdu. Ne pojavljuje se Cesto kao alergija na pSenicu, no problem predstavljaju njezini
termostabilni alergeni koji mogu izazvati ozbiljne reakcije, sli¢ne onima koje izaziva kikiriki,

poput astme ili anafilaktickog Soka (Bosnir i sur., 2009).

Alergijska reakcija na ribe i rakove najrasprostranjenija je u podru¢jima kao S$to su
Skandinavske zemlje, Japan i Spanjolska, u kojima je ovakva prehrana najucestalija. Ukoliko
je osoba alergi¢na na jednu vrstu ribe, vjerojatnost da ¢e biti alergi¢na i na neku drugu vrstu je
50 %, dok u slucaju skoljaka taj postotak raste na 75 %. Asmatski napadaji mogu se
manifestirati kod nekih oboljelih ¢ak i udisanjem mirisa ribe. Zasluzni alergeni za navedene

reakcije su tropomiozin iz misica ribe te protein parvalbumin (Bernhisel-Broadbent, 1992).

Orasasti plodovi su Cesti uzroc€nici alergijskih reakcija. Osjetljivost na vise razlicitih orasastih
plodova je Cesta, a ¢esto se povezuje i s alergijom na kikiriki. Osobe koje su osjetljive na pelud
breze mogu reagirati i na alergene ljesnjaka. Przenje moze smanjiti aktivnost alergena ljesnjaka,
ali ga ne moze skroz inaktivirati (Holzhauser i sur., 2002). Kod osjetljivih osoba nekoliko

mikrograma moze uzrokovati reakcije, ali to¢na granica nije utvrdena.



Medu ovim namirnicama, kikiriki privlaci veliku pozornost buduéi da se njegova konzumacija
u alergicnih osoba povezuje s teSkim reakcijama, ukljucujuéi i po zivot opasnu anafilaksiju.
Nenamjerno izlaganje alergenima Kikirikija, bilo kao dio sastojka hrane ili kao rezultat
kontaminacije tijekom proizvodnje hrane, najveci je problem s kojim se susrecu osobe alergi¢ne
na kikiriki (Pomés i sur., 2003)

2.2. KIKIRIKI

2.2.1. Opcenito o kikirikiju

Kikiriki (lat. Arachis Hypogea) je biljna vrsta iz porodice mahunarki (lat. Fabaceae). Izvorno
potjece iz Juzne Amerike iako se danas sve viSe uzgaja u drugim dijelovima svijeta zahvaljujuci
Spanjolskim istrazivacima koji su donijeli kikiriki u Europu, odakle se njegova trgovina dalje
prosirila i u Afriku (Levetin i McMahon, 2008).

Zanimljivo je kako se zuti cvjetovi kikirikija razvijaju iznad zemlje, a zatim se zbog svoje tezine
svijaju prema zemlji i ulaze unutar nje gdje se razvijaju i sazrijevaju mahune Kikirikija (slika
1). Svijetlosmeda ljuska s okomitim linijama sadrzi dva do tri zrna kikirikija, a svako ovalno

zrno sastoji se od dvije polovice koje su prekrivene crveno-smedom tankom kozicom.

Slika 1. Izvadena biljka kikirikija pokazuje razvoj ploda mahuna ispod zemlje (preuzeto iz

Levetin i McMahon, 2008)

Komponente cjelovitog kikirikija su ulje (40-50 %) koje je ujedno i njegov glavni proizvod sa

sadrzajem od oko 80 % nezasic¢enih masnih kiselina, proteini (25-30 %) i ugljikohidrati (24 %).



Sadrzaj oleinske i palmitinske kiseline ¢ine ga stabilnim u prehrambenim proizvodima te
zadrzavanju kvalitete tijekom kuhanja.

Ispitivanja na pokusnim Zivotinjama upucivala su na aterogenost Kikirikija, osobito se
upozoravalo na Stetnost kikirikijeva ulja zbog sastava masnih kiselina i nepovoljnih uc¢inaka na
serumske lipoproteine. Kasnije se, medutim, vidjelo da je u tim ispitivanjima prehrana pokusnih
zivotinja bila izrazito bogata kolesterolom. Kada je to izmijenjeno, dobiveni su suprotni
rezultati, te su daljnja ispitivanja na ljudima pokazala korisne u¢inke konzumiranja kikirikija.
Stoga se danas smatra da on takoder, kao i orasasto voce, smanjuje rizik od kardiovaskularnih
bolesti (Kris-Etherton i sur., 2008).

Oko 2/3 svjetske proizvodnje koristi se za proizvodnju ulja i maslaca od kikirikija, a ostalo za
proizvodnju grickalica i slatkisa s kikirikijem. Kikiriki maslac je jedinstveni americki proizvod,
¢ije porijeklo seze u 1890-te godine kada ga je lijecnik St. Louis osmislio kao hranjivu i lako
probavljivu hranu za bolesnike koji su imali poteskoc¢a sa zvakanjem (Levetin i McMahon,
2008). Sjedinjene Americ¢ke Drzave trece su po proizvodnji kikirikija u svijetu, iza Kine i Indije
(Sampson, 2002).

2.2.2. Alergijska reakcija na Kikiriki

Unato¢ njegovoj velikoj popularnosti, dva se glavna problema vezu uz sigurnost konzumacije
kikirikija. Prvi problem je kontaminacija aflatoksinom, proizvod plijesni Aspergillus flavus i
Aspergillus parasiticus, koji je kancerogen te se povezuje sa mentalnom zaostalo$¢u (Yu i sur.,
2003). Srecom, pravilno skladistenje i rukovanje mogu potpuno ukloniti rizik od kontaminacije
aflatoksinom (Boutrif, 1995).

Drugi problem veze se uz alergenost kikirikija. Do manifestacije alergijske reakcije dolazi u
nekoliko koraka: prezentacija antigena, proizvodnja IgE antitijela, aktivacija mastocita,
otpustanje mediatora upale te naposljetku ispoljavanje simptoma (slika 2). Kada imunoloski
sustav, odnosno B stanice imunoloSkog sustava, prvi put stupe u kontakt s alergenom one
stvaraju antitijela (najceS¢e imunoglobuline E), koja se veZu na mastocite i na taj nacin stvaraju
stanice osjetljive na doti¢ni alergen (Lehrer i sur., 1996).

Prilikom slijedeceg izlaganja alergen se veze za IgE molekule prisutne na mastocitima i time
se pokrece signalna kaskada koja vodi aktivaciji mastocita. Aktivirani mastociti lu¢e sadrzaj
svojih granula (histamin), citokine i lipidne medijatore, molekule koji su direktni uzro¢nici
klinickih manifestacija alergijskih reakcija. Najzasluzniji za alergijske reakcije je histamin Koji

nastaje dekarboksilacijom histidina, a moze uzrokovati razliite upalne procese, svrbez te



kontrakcije glatkog misi¢ja krvnih zila, probavnog i disnog sustava. Od znac¢ajnijih medijatora

upala navode se jo$ i prostaglandini, leukotrieni te citokini (Lehrer i sur., 1996).

P4

>

L 2ol "!.C’

alergen_—" y
= "

4

B-stanica Th2-stanica
stvaranje predstavljanje alergn kihanje

antitijela antigena alergen C:;‘;’;le

2 ‘)\‘ £ ) svrbez
\ ' . .58 crvenilo

kontrakcija
J)) glatkih
misic¢a
memorijska plazma senzibilizirani .
stanica stanica mastocit degranulacija e

proizvodnja oslobadanje

ificnih | 4 ;
SpeciEainioe: . ] "“'e’_gfe_” - histamina i
]'\ spelmElcm drugih upalnih
J medijatora

Slika 2. Mehanizam alergijske reakcije (Randall i Neil, 2009)

Kikiriki moze izazvati alergijsku reakciju neposredno nakon izloZenosti uzrokujuéi razlicite
simptome (Sampson, 2002). U istrazivanju sa 662 osobe s alergijom na kikiriki, u 76 %
pojedinaca alergijska reakcija je nastupila nakon 5 minuta (Hourihane i sur., 1997). Alergijski
simptomi mogu se pojaviti po cijelom tijelu; od manjih poput svrbeza ili bolova u abdomenu
do onih mnogo opasnijih koji ukljucuju stezanje diSnih puteva, snizenje krvnog tlaka
(hipotenzija), gubitak svijesti, anafilaksiju pa ¢ak i smrt (Benjamini i Leskowitz, 1991). Vrlo
mala koli¢ina proteina kikirikija (0,1-1000 mg) moze izazvati alergijsku reakciju (Wensing i
sur., 2002). Jedno zrno kikirikija tezi otprilike 800 mg (Sicherer, 2002) 1 sadrzi oko 200 mg
proteina pa alergijsku reakciju moze izazvati koli¢ina koja odgovara masi manjoj od jednog
zrna (Goldman, 1998). Pored slucajne ingestije, alergijska reakcija na kikiriki moze biti
izazvana dodirom 1 ljubljenjem. Oticanje usana i jezika zabiljezeno je kod kartasa gdje su karte
bile kontaminirane kikirikijem od strane igraca koji su ga konzumirali (Lepp 1 sur., 2002).
Literatura navodi kako je 2 od 1139 ispitivanih alergi¢nih osoba imalo simptome nakon

ljubljenja (Eriksson i sur., 2003). Procjenjuje se kako anafilaksija izazvana kikirikijem pogada



oko 1,5 milijuna ljudi te uzrokuje 50-100 smrti godi$nje u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama
(Leung i sur., 2003).

Alergija na kikiriki manifestira se u vrlo ranoj Zivotnoj dobi. Podaci iz volonterskog registra
pokazuju kako je 89 % pojedinaca s alergijom na kikiriki mlade od 18 godina dok se prva
alergijska reakcija na kikiriki javlja u dobi od 14 mjeseci (Sicherer i sur., 2001).

Moguci nacini porijekla alergije na kikiriki u ranoj zivotnoj dobi su izlozenost 'in utero' te preko
maj¢inog mlijeka. Vecina pojedinaca alergi¢nih na kikiriki reagira prilikom prve izloZenosti ka
istome jer se senzibilizacija moguée dogodila za vrijeme izloZenosti 'in utero'. Zbog toga se
preporuca izbjegavanje kikirikija tijekom trudnoce i za vrijeme dojenja (Hourihane i sur., 1997).
Novija istrazivanja ukazuju da nema dovoljno dokaza za potporu ovakvih ogranicenja tijekom
trudnoce i dojenja (Bunyavanich i sur., 2014). Zapravo, sve je vise dokaza kako rana izloZenost
nutritivnim alergenima, a ne njihova odgoda ili izbjegavanje, moze biti korisna u razvoju
tolerancije prema alergenima i prevenciji nutritivnih alergija u djecjoj dobi (Young, 2015).
Ameri¢ka akademija za pedijatriju (engl. American Academy of Pediatrics) ne preporuca
uvodenje kikirikija u prehranu djece do tre¢e godine zivota (Zeiger, 2003).

Niza incidencija alergije na kikiriki zabiljezena je u zemljama poput Danske i Norveske gdje je
kikiriki maslac rijetko zastupljen u prehrani (Sampson, 2002). Na razvoj alergije na kikiriki
takoder utjeCe i nacin na koji je on pripremljen (Beyer i sur., 2001). Alergija na kikiriki
zastupljenija je u razvijenijim zemljama gdje ljudi obi¢no konzumiraju przeni kikiriki
(Hourihane, 2002). Usporedujuc¢i Kinu i SAD, gdje ljudi konzumiraju sli¢ne koli¢ine kikirikija
po glavi stanovnika, vidi se razlika u prevalenciji nutritivne alergije na kikiriki. U Kini je
alergija manje zastupljena zbog toga jer se kikiriki najées¢e konzumira kuhan ili przen u ulju,
dok Amerikanci jedu iskljuc¢ivo suho przeni kikiriki u ¢ijem procesu pripremanja temperatura

od 180°C stupnjeva pridonosi alergenosti proteina (Mondoulet i sur., 2005).

2.2.3. Alergeni kikirikija

Plod kikirikija sadrzi u prosjeku 29 % proteina (Freeman i sur., 1954) od ¢ega 12 % do 16 %
od ukupnih proteina ¢ini glavni alergen kikirikija Ara h 1 (vicilin-sli¢an protein), molekulske
mase 63-64 kD. Drugi glavni alergen Ara h 2 (koglutin-sli¢an protein) ¢ija molekulska masa
iznosi priblizno 17 kD ¢ini 5,9 % do 9,3 % ukupnog sadrzaja proteina kikirikija (Koppelman i
sur., 2001). Oba navedena alergena odlikuju se visokom stabilno$¢u (Mondoulet i sur., 2005) i
vise od 95 % o0soba alergi¢nih na kikiriki posjeduje antitijela (IgE) upravo za Arah 1 i Arah 2
(Scurlock i Burks, 2004).



Ostali alergeni kikirikija su Ara h 3 i 4 (proteini glicinina) (Koppelman i sur., 2003), Ara h 5
(profilin), Arah 6 i 7 (Scurlock i Burks, 2004) i Ara h 8 (Mittag i sur., 2004).

Istrazivanje provedeno 1999. godine pokazalo je kako przenje nema znacajnog utjecaja na
smanjenje alergenosti Ara h 1(Koppelman i sur., 1999) te je takoder otporan na razgradnju
proteolitickim enzimima za vrijeme probave hrane (Malecki i sur., 2000).

Studija koja je pratila utjecaj temperature na alergenost Ara h 2 ukazuje kako je IgE
imunoreaktivnost pro¢is¢enog Ara h 2 iz przenog kikirikija bila vec¢a od one iz sirovog i

kuhanog kikirikija (Mondoulet i sur., 2005).

2.2.4. Krizne reakcije

Krizna reakcija nastaje kada dva ili viSe alergena imaju iste ili vrlo slicne epitope, §to dovodi
do vezanja istih IgE protutijela. Zbog toga bolesnici koji su senzibilizirani na jedan alergen,
mogu reagirati i na drugi, a da prije nisu s njime dosli u kontakt. Senzibilizirani organizam
posjeduje specifi¢na IgE protutijela koja se mogu vezati s vise razlicitih alergena prepoznajuci
sli¢ne trodimenzionalne strukture njihovih epitopa (Brandtzaeg, 2011).

Procjenjuje se kako 20 do 50 % pojedinaca alergi¢nih na kikiriki ima alergiju i na orasaste
plodove (Sicherer i sur.,2003). No, jo§ uvijek je sporno da li je krizna reakcija izmedu kikirikija
1 oraSastih plodova rezultat taksonomske bliskosti ili sli¢nosti u homologiji IgE-vezujucih
epitopa (Maleki i sur., 2011). Strukturna sli¢nost izmedu Ara h 3 kikirikija i alergena orasastih
plodova poput Jug r 4 (orah), Cor a 9 (ljeSnjak) te Ana o 2 (indijski orasci¢) sugerira na
izbjegavanje orasastih plodova u osoba s alergijom na kikiriki (Ball i sur., 2011).

Osobe s alergijom na pelud breze mogu razviti kriznu reakciju na kikiriki zbog sli¢nosti
strukture alergena Ara h 5 (kikiriki) alergenu Bet v 2 (breza), no po ranijim saznanjima
strukturna sli¢nost je bila usko povezana s Hev b 8 §to znaci da IgE epitope treba tumaciti s
oprezom (Vujosevi¢ i sur., 2002). U istrazivanju Geroldinger-Simica i suradnika (2011)
ukljuceno je 225 osoba s alegijom na pelud breze. Testiranjem seruma tih pacijenata ELISA
metodom radi utvrdivanja reakcije IgE na rBet v 1, rezultati su pokazali 205 pozitivnih
pacijenata. Rezultati immunoblota su pokazali 210, a ImmunoCAP 147 pozitivnih seruma.
Pacijenti su potom ispunili upitnik u kojem je 165 od 225 osoba izjavilo da je imalo reakciju na
najmanje jednu od 16 ponudenih namirnica u upitniku. Od tih namirnica jabuka je izazivala
simptome kod 80 % pacijenata, ljesnjak kod 59,4 %, a potom redom breskva, Kivi i orah.
Najces¢i simptomi bili su svrbez u usnoj Supljini, a potom rinitis, konjuktivitis, naoticanje usana,

stezanje grla i dr. Osobe koje su imale alergiju na odredene namirnice imale su i viSu razinu
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IgE specifi¢nih antitijela na Bet v 1 alergen, za razliku od onih pacijenata koji nisu imali alergiju

na te odredene namirnice.

2.3. METODE ODREDIVANJA ALERGENA KIKIRIKIJA

Uslijed siroke rasprostranjenosti hrane koja sadrzi kikiriki, nepravilnog oznac¢avanja te njegove
prisutnosti u sirovinama i proizvodnim linijama, tragovi kikirikija mogu se pojaviti u hrani koja
ga inace ne bi trebala sadrzavati. Ova Cinjenica predstavlja potencijalnu opasnost za osobe s
alergijom na kikiriki (Whitaker i sur., 2005). Stoga su pouzdane metode za odredivanje alergena
kikirikija nuzne kako bi se osigurala uskladenost s informacijama o hrani te poboljsala zastita
potrosaca, osobito onih alergi¢nih na kikiriki.

Nazalost, alergeni su ¢esto prisutni u tragovima ili su zamaskirani miljejem hrane pa je njihovu
prisutnost tesko odrediti (Poms i sur., 2004). Opc¢a suglasnost nalaze kako granica detekcije
alergena u razli¢itoj hrani mora biti od 1 do 100 mgkg™? (Koppelman i sur., 1996). Osim
osjetljivosti, specificnost je jo§ jedan uvjet za razvijanje testova pomocu kojih se otkrivaju
alergeni u hrani (Krska i sur., 2004).

Razni faktori mogu smanjiti osjetljivost testova u odredivanju i kvantifikaciji alergena kikirikija
u prehrambenim proizvodima. Jedan od njih je oporavak kikirikija nakon podvrgnuca visoko
procesiranim postupcima. Njegov manji oporavak moze rezultirati smanjenom osjetljivos¢u
testa pa tako dati i laZzno negativne rezultate (Poms i sur., 2002). Drugi faktor su moguce
interakcije razli¢itih spojeva u hrani. Literatura pokazuje kako odredivanje kikirikija u cokoladi
moze biti problemati¢no, a razlog tome su tanini iz tamne cokolade koji interferiraju s
alergenima kikirikija pa je njihova detekcija otezana. To je potvrdeno dodatkom riblje zelatine
pri ekstrakciji koja je, vezuci tanine, omogucila otkrivanje tragova kikirikija (Hurst i sur., 2002).
Nadalje, uvjeti obrade poput temperature i vremena u proizvodnji ulja ili prZzenog kikirikija

takoder utjecu na osjetljivost metode (Poms i sur., 2002).

2.3.1. Imunokemijske metode

Nekoliko vrsta metoda primjenjuje se u detekciji tragova proteina i/ili alergena kikirikija. Te
metode usmjerene su ili na proteine kikirikija ili na fragmente koji kodiraju za alergene
kikirikija (Koppelman i sur., 1996).

Prvom skupinom metoda mogu se odrediti ukupni proteini kikirikija, ali i njegovi specifi¢ni
alergeni. Neke od imunoanalitickih metoda su: RAST (engl. Radio-Allergosorbent Test), RIE
(engl. Rocket Immunoelectrophoresis), EAST (engl. Enzyme Allergosorbent Test), dot-
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immunoblotting metoda, ELISA (engl. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), RIA (engl.
Radio-Immunoassay). Immunoblotting metoda i RIE daju samo kvalitativne ili semi-
kvantitativne rezultate, dok su ELISA, RAST i RIA kvantitativhe metode (Poms i sur., 2004).
Imunoanaliticke metode uglavnom se biraju prema specificnosti i osjetljivosti antitijela te se
koriste u prehrambenoj industriji, istrazivackim laboratorijima i vladinim organizacijama za
otkrivanje i kvantificiranje prisutnosti alergena u hrani (Poms i sur., 2004). Temelje se na
reakciji antitijelo-antigen, a kljucni korak je odabir odgovarajuceg izvora antitijela. Prvi izvor
antitijela bio je serumski IgE senzibiliziranih pacijenata (Keating i sur., 1990), no ne
primjenjuju se u komercijalnim testovima iz etickih razloga i visokog stupnja varijacije uslijed
individualnosti pacijenata. Naj¢eSc¢e se zamjenjuju poliklonskim antitijelima (IgG) zeca, koza
ili ovaca i monoklonskim antitijelima miseva (Krska i sur., 2004).

Metoda kojom je prvi puta imunoloski dokazana prisutnost proteina kikirikija je RIE metoda
(Barnett i Howden, 1984), no kako ona zahtijeva dugotrajnu pripremu gela te imuno-bojanje,
nije Siroko primjenjiva u otkrivanju alergena (Besler i sur., 2002). Ova metoda imala je u
pocetku limit detekcije 30 mgkg™, zatim se razvila do 10 mgkg™.

RAST (engl. Radio-Allergosorbent Test) i EAST (engl. Enzyme-Allergosorbent Test) metode
odreduju razinu specifi¢nih IgE antitijela. Prva primjena RAST metode datira iz 1983. godine
gdje se utvrdivala kontaminacija kikirikijem u hrani koja ga po svojoj prirodi ne sadrZzi.
Istrazivaéi su pronasli tragove kikiriki maslaca (3000-33000 ppm) u Sest od osam uzoraka
suncokretovog maslaca, a razlog je vjerojatno bio u koristenju iste proizvodne linije (Yunginger

i sur., 1983).
2.3.2. Molekularno-genetske metode

Molekularno-genetske metode temelje se na umnazanju molekule DNK-a gdje se za njezinu
analizu uglavnom koriste lan¢ana reakcija polimeraze (engl. Polimerase Chain Reaction, PCR)
i njene modifikacije. lako su ove metode ograni¢ene zbog fragmentacije DNK i PCR inhibitora
iz hrane, imaju vrlo nisku granicu detekcije (Holzhauser i sur., 2002). Jo$ jedna prednost je u
tome §to se DNK sekvenca ne mijenja s obzirom na geografske i sezonske znacajke koje mogu
utjecati na promjenu sastava proteina (Poms i sur., 2004). Stovise, ciljana DNK moze se
uspjesno ekstrahirati i pod uvjetima visoke denaturacije koja manje utjee na nju u odnosu na
proteine. Medutim, molekularno-genetske metode usmjerene su ka odredivanju gena alergena,
a ne na alergene pa se rezultati ne mogu vezati za stvarnu alergijsku izloZenost. Drugi
nedostatak je Sto su troSkovi materijala i opreme veci u odnosu na imunokemijske metode, a

slozenost procedure ¢ini ih teskim za koristenje unutar proizvodnih objekata (Wen i sur., 2007).
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2.4. ELISA METODA

Kako bi se izbjegla nenamjerna kontaminacija alergenima u hrani, primjena brzih, jednostavnih
1 isplativih metoda nuzna je kako za proizvodace tako i za potrosace, osobito one s odredenim
nutritivnim alergijama. Imunokemijske metode odlikuju se tim svojstvima, a najrasirenija medu
njima je ELISA (engl. Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) (Koppelman i Hefle, 2006).
Ovaj imunoenzimski test sastoji se od dvije reakcije. Imunolosku reakciju predstavlja vezanje
antitijela i antigena iz uzorka i ona je nevidljiva, dok je reakcija enzima i supstrata kemijska
reakcija, pri ¢emu se bezbojni supstrat oboji (Engvall i Perlman, 1971). Reakcija se ocitava
prema promjeni boje supstrata §to ga enzim razgraduje, a mjerenje apsorbancije provodi se
spektrofotometrijski.

ELISA tehnika se koristi u obliku raznih komercijalnih ELISA set Kitova. Set kitovi za
odredivanje alergena u osnovi sadrze: ¢vrstu povrsinu (mikrotitracijska plo¢a obi¢no s 96 jaZica,
12 x 8), antigen ili antitijelo vezano za ¢vrstu povrSinu (dno mikrotitracijske ploc¢e oblozeno
protutijelima/antigenom), standarde, tj. uzorke pozitivne i negativne kontrole, enzimski
konjugat, supstrat/kromogen, stop-otopinu za zaustavljanje enzimske reakcije te pufer za

ekstrakciju i ispiranje (Koppelman i Hefle, 2006).

2.4.1. Vrste ELISA-testa

U prehrambenoj industriji ELISA test se najceS¢e koristi pri odredivanju pesticida, mikotoksina,
antibiotika i alergena u hrani kao §to je mlijeko, jaja, ljeSnjak i kikiriki (Koppelman i Hefle,
2006). Budu¢i da se ova metoda odlikuje visokom osjetljivos¢u i selektivno$éu, njome je
moguce odrediti vrlo nisku koncentraciju analita od primjerice nekoliko ng po kilogramu
ispitivanog uzorka.

Po nacinu izvodenja postoji nekoliko vrsta ELISA tehnika: indirektna, "sendvi¢", konkurentna
te nova viSestruka prijenosna metoda pomoc¢u mikrotitarskih plo¢a, a u odredivanju alergena

najcesce se koriste "sendvic" 1 konkurentna ELISA tehnike.
1) Direktna ili ,,sendvi¢* ELISA tehnika

Kod ovog oblika ELISA tehnike, poznato specifi¢no antitijelo vezano je za dno mikrotitracijske
ploCe. Za njega se vezuje antigen iz materijala koji se ispituje, ukoliko je prisutan (slika 3).
Poslije ispiranja dodaje se konjugat kojega ¢ine antitijela, specificna za ispitivani antigen,
vezana enzimom. Ova antitijela se vezu za antigen, ukoliko se u prethodnoj fazi vezao za plocu

i nije ispran. Enzim tada stupa u reakciju sa supstratom i pojavljuje se obojenje koje ukazuje na

13



prisutnost kompleksa antitijelo-antigen-antitijelo. U veéini slucajeva kao kromogen se Koristi
tetrametilbenzidin pri ¢emu dolazi do razvitka plave boje. Potom se dodaje STOP otopina (npr.
sumporna kiselina) kojom nastaje zuti produkt. Obojenje se mjeri spektrofotometrijski pri 450
nm, pomoc¢u mikro-Citaca, a intenzitet boje je proporcionalan koli¢ini prisutnog antigena u

materijalu koji se ispituje (Immer i Lacorn, 2015).

< Antitijelo obiljezeno enzimom
- Boja
’ Antigen iz ispitivanog uzorka
< Poznato specifiéno antitijelo vezano
za dno mikrotitracijske ploce

Slika 3. Shematski prikaz "sendvi¢" ELISA metode (Purisi¢ i sur., 2003)

2) Kompetitivna ili blokiraju¢a ELISA tehnika

Kao i kod ,,sendvic” ELISA-e poznato specifi¢no antitijelo vezano je na dno mikrotitracijske
ploce (slika 4). U jazice ploce se dodaje materijal koji se ispituje, a zatim konjugat kojeg ¢ini
poznati antigen spojen s enzimom. Dodavanjem odredene koli¢ine primarnog antitijela i
slobodnog antigena (uzorka) provodi se kompeticija izmedu antigena i antigena s enzimom za
specifi¢no antitijelo vezano u mikrotitracijsku plo¢u. Prednost ima antigen iz materijala koji se
ispituje, ukoliko ga ima, budu¢i da je prvi dodan. Vezanje antigena iz uzorka onemogucéava
vezanje antigena ,,oblozenog® enzimom koji se ispiranjem uklanja. Ispiranjem ¢e supstrat ostati
nepromijenjen, odnosno bezbojan, stoga je ovdje intenzitet nastale boje obrnuto proporcionalan

koncentraciji analita (Immer i Lacorn, 2015).
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Antigen obiljeZen enzimom

Antigen iz ispitivanog uzorka

Poznato specifiéno antitijelo vezano
za dno mikrotitraciiske ploCe

Slika 4. Shematski prikaz kompetitivne ELISA metode (Purisic i sur., 2003)

2.4.2. Primjena ELISA metode u odredivanju alergena kikirikija

Razlicite tehnike ELISA metode danas se Siroko primjenjuju za odredivanje alergena kikirikija
u prehrambenim proizvodima zbog svoje osjetljivosti, brzine i prikladnosti. Neke odreduju i
kvantificiraju ukupne topljive proteine Kikirikija u hrani dok su druge dizajnirane za
odredivanje ciljanih alergena (npr. Ara h 1 ili Ara h 2) (Schmitt i sur., 2004). ELISA metode
koje se baziraju na monoklonskim antitijelima, a za utvrdivanje alergena kikirikija Arah 1 u
hrani vrlo su dobro razvijene (Peng i sur., 2014).

Prva ELISA metoda za odredivanje ostataka kikirikija opisana je 1994. godine pri ¢emu su
koristena monoklonska antitijela s molekulskom masom 14-44 kDa kao 'hvataci', dok su
poliklonska antitijela zeca koriStena kao detektori alergena. Metoda je mogla detektirati
koli¢inu kikirikija < 40 ppm u vecini hrane. Suho przeni kikiriki u koli¢ini od 0,01-5,0 %
unesen je u sladoled od vanilije i potom testiran ELISA metodom i koznim testom (skin-prick
test) u sedam alergi¢nih osoba. Pri najnizoj ispitivanoj razini (0,01 % = 100 ppm) kozni test je
ispitani i RAST testom gdje su rezultati bili proporcionalni i korelirali s rezultatima dobivenim
ELISA metodom (Hefle i sur., 1994).

Koppelman 1 suradnici (1996) su opisali "sendvi¢" ELISA metodu gdje su koriStena poliklonska

antitijela zeca i djelomi¢no proc¢iséen protein Ara h 1 iz sirovog kikirikija, dok su kao detektor
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antitijela koriStena ista antitijela obiljeZzena peroksidazom. Rezultati su pokazali da je przZeni
kikiriki neSto manje reaktivan od sirovog, a takoder metoda nije pokazala kriznu reaktivnost s
ve¢inom ostalih leguminoza. U 25 ispitivanih uzoraka hrane nije detektirana prisutnost
kikirikija. Metoda je mogla mjeriti prisutnost proteina u sirovom i przenom kikirikiju, a limit
detekcije iznosio je 0,1 mgkg™ (Koppelman i sur., 1996).

Holzhauser i Vieths (1999) su opisali indirektnu ELISA metodu s limitom detekcije 0,2
mgkg? koja nije pokazivala kriznu reaktivnost s ostalim sastojcima u ispitivanom uzorku. Od
17 uzoraka prehrambenih proizvoda na kojima nije bio deklariran kikiriki, isti je detektiran u
njih 5 u koncentraciji od 2-18 ppm (Holzhauser i Vieths, 1999).

Danas su na trzi$tu dostupni ELISA kitovi s limitom detekcije od 0,1 mgkg™ za Arah 1, 0,5
mgkg™ za Ara h 2 te 2,5 mgkg™ za ostale proteine kikirikija. Limit kvantifikacije varira u
rasponu od 1-20 i 1-15 mgkg™ za Ara h 1 odnosno Ara h 2 te 3,3-90 mgkg™ za ostale proteine
(Fielder i sur., 2010).

2.5. ZAKONSKA REGULATIVA

Proizvodi s kikirikijem 1 hrana koja ga sadrzi popularni su diljem svijeta, ipak za osobe s
alergijom na ovu mahunarku, konzumacija moze prouzrociti po zivot opasne probleme. Smrtni
slu¢ajevi nakon konzumacije kikirikija u alergi¢nih osoba zabiljezeni su u Kini i Sjedinjenim
Ameri¢kim Drzavama (Ji i sur., 2009). Istrazivanje provedeno 2004. je pokazalo kako 0,8 %
adolescenata i 0,6 % odraslih u SAD-u imaju alergiju na kikiriki (Sampson, 2004). U
Francuskoj 1 % populacije ima alergiju na kikiriki, a njezina ucestalost se povecala od proslog
desetljeca (Kanny i sur., 2001).

Deklariranje, odnosno oznacavanje hrane predstavlja u¢inkovitu i lako razumljivu metodu kako
bi se alergi¢ne osobe zastitile od slu¢ajne konzumacije proizvoda koji sadrze kikiriki. Pod
pojmom informacije o hrani podrazumijevaju se informacije koje se odnose na hranu, a
dostupne su krajnjem potrosacu putem etiketa, drugog popratnog materijala ili na bilo koji drugi
nacin, ukljucujuéi sredstva moderne tehnologije ili verbalne komunikacije (Uredba EU, 2011).
Oznacavanje hrane jedno je od najsloZenijih zakonski uredenih podruéja vezanih za hranu i
najvazniji moment u komunikaciji subjekta u poslovanju s hranom s potrosac¢ima. Ono mora u
potpunosti informirati potrosace o hrani koju konzumiraju te zastititi njihovo zdravlje i interese.
U Hrvatskoj se od 13. prosinca 2014. godine obvezno primjenjuje Uredba (EU) br. 1169/2011
0 informiranju (Pravilnik, 2013; Pravilnik, 2014). Cilj Uredbe br. 1169/2011 bio je
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pojednostaviti postojece propise o oznacavanju hrane radi jedinstvene primjene te omoguciti
izbor hrane koji odgovara prehrambenim potrebama pojedinca.

Tvari ili proizvodi koji uzrokuju alergije ili intolerancije obavezno je oznaditi U popisu sastojaka
i dodatno naglasiti uporabom vrsta pisma koje se jasno razlikuje od vrste pisma ostalih sastojaka,
na primjer slovima, stilovima ili bojama u pozadini. Obavezno je oznafavanje sljedecih
alergena: 1. zitarice koje sadrze gluten (pSenica, raz, jeGam, zob, pir, kamut ili njihovi hibridi)
1 proizvodi zitarica; 2. rakovi 1 proizvodi od rakova; 3. Skoljkasi i ostali mekusSci te proizvodi
od njih; 4. jaja i proizvodi od jaja; 5. proizvodi ribarstva; 6. kikiriki i proizvodi od kikirikija; 7.
soja i proizvodi od soje; 8. mlijeko i mlije¢ni proizvodi (ukljucujuci i laktozu); 9. orasasti
plodovi (badem Amygdalus communis L., ljesnjak Corylus avellana, orah Juglans regia,
indijski oras¢i¢-kesu Anacardium occindetale, pekan orasci¢ Carya illinoiesis, brazilski orasc¢i¢
Bertholletia excelsa, pistacija Pistacia vera, makadamija oras¢i¢c Macadamia ternifolia) i
njihovi proizvodi; 10. celer i proizvodi od celera; 11. gorusica i proizvodi od gorusice; 12.
lupina i proizvodi od lupine.

U drugim zemljama, poput Sjedinjenih Americkih Drzava, Kanade, Australije 1 Novog Zelanda
obavezno je oznaCavanje alergena, ali je taj popis reduciran. Tako americka organizacija
odgovorna za donoSenje zakona o hrani FDA (engl. Food and Drug Administration), navodi
osam kategorija izvora alergena koji predstavljaju 90 % svih nutritivnih alergija. Zemlje Zapada,
Trgovina hranom izmedu Kine i Zapadnih zemalja je u porastu (McKay, 2007). Medutim, 2005.
godine od ukupne uvezene hrane iz Kine, jedna Cetvrtina odbijena je od strane americke
agencije za hranu 1 lijekove (FDA) zbog neto¢nih informacija o oznacavanju hrane (Zhou,
2007). Naime, Kina jo§ nije bila izdala zakone o oznacavanju hrane zbog ¢ega je informacije o
alergenima trebala provjeriti kineska carina kako bi se izbjegle sporne situacije prilikom
trgovine (Ji i sur., 2009).

U Japanu je obavezno deklariranje samo za pSenicu, heljdu, jaja, mlijeko, kikiriki 1 rakove.

U 2003. godini regulativa o oznac¢avanju hrane uvedena je u Australiju i Novi Zeland po uzoru
na slicne zakone predstavljene od Europske komisije (Direktiva 2003/89/EC). Sadasnje
australsko zakonodavstvo zahtjeva obavezno oznaCavanje najceSc¢e alergene hrane (Kikiriki,
orasasti plodovi, mlijeko, jaja, sezam, riba i rakovi, soja te gluten) kao 1 proizvoda dobivenih iz
ove hrane (FSANZ, 2002).

Alergena hrana prisutna na gotovo svim regulativama je mlijeko, jaja, Zitarice koje sadrze

gluten, rakovi, Kikiriki te orasasti plodovi. Navodenje ostalih alergena poput celera, senfa,
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mekusSaca, heljde i lupine ovisi o prehrambenim navikama odredenog geografskog podrucja,

gdje su ljudi ovisno o tim navikama izlozeni razli¢itom stupnju rizika (Muraro i sur., 2014).

Sto se ti¢e informacije o mogucoj i nenamjernoj prisutnosti u hrani tvari ili proizvoda koji
uzrokuju alergije ili intolerancije vec¢ina subjekata u poslovanju s hranom dobrovoljno iz
predostroznosti navodi/upozorava na nenamjernu prisutnost alergena kako bi informirali
potroSace. Na trziStu se koristi jako puno razli¢itih izraza poput: "Sadrzi tragove [alergen] ",
"Moze sadrzavati [alergen] ", "Proizvedeno na proizvodnoj liniji gdje i [alergen] ", "Proizvodi
se u tvornici koja takoder koristi [alergen] ".

Ovakav nacin oznacavanja moze nepotrebno dovesti potrosaca u zabludu ima li u proizvodu
alergena ili nema, a takoder pokazuje i nemoguénost kontrole tehnoloskih procesa i losu
proizvodacku praksu u proizvodnji i skladistu. Potrosa¢i Cesto ignoriraju takve poruke, a
razli¢iti izrazi mogu se pogresno protumaciti da znace razliCite razine rizika. Kao posljedica,
izbor za kupca se nepotrebno ogranicava ili su potrosaci izloZeni riziku ako odlu¢e zanemariti
upozorenja (Zurzolo i sur., 2013).

Unatoc¢ velikim naporima proizvodaca, skriveni alergeni 1 dalje predstavljaju problem. Mogu
se pojaviti u hrani 1 proizvodima zbog krizne kontaminacije ako se upotrebljava zajednicka
oprema ili postrojenje, zbog pogreSaka u pakiranju ili pitanja koja se odnose na opskrbni lanac.
Hefle i suradnici su u svom radu dosli do zakljucka kako sve veci broj potroSaca s alergijom na
Kikiriki zapravo ignorira navode u okviru informacija o hrani zbog povecéanja njihove upotrebe,
a bez obzira na relevantnost informacija (Hefle i sur., 2007).

Oznaka "Bez alergena” (engl. "Free from" ) je tvrdnja koja izri€ito negira postojanje nekog
alergena. Ona je upitna i opasna jer uvjerava potroSaca da alergenog sastojka nema u potpunosti,
dok u analitiCkom smislu znaci da se koli¢ina ne moze detektirati postojeim analizama i

metodama.

2.6. DIJETOTERAPIJA NUTRITIVNIH ALERGIJA

Lije¢nici, nutricionisti i ostali zdravstveni djelatnici imaju veoma vaznu ulogu u pruzanju
informacije u svezi u¢inkovitog izbjegavanja potencijalno alergenih namirnica (Clark i Ewan,
2008). Osnovu svake terapije nutritivne alergije ¢ini dijeta, pa se i veliku vaznost treba pridati
kombiniranju obroka. Kad pojedine namirnice izbacimo iz prehrane, potrebno je nutrijente, koje
zbog toga ne unosimo, nadomjestiti iz nekih drugih izvora. U literaturi se navode dvije osnovne

vrste dijeta: eliminacijska i provokacijska dijeta.
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Kada je pojedincu postavljena dijagnoza nutritivne alergije, najudinkovitija terapija je
eliminacijska dijeta, odnosno izbacivanje odredene namirnice iz prehrane. Postoje nekoliko
vrsta eliminacijskih dijeta: inicijalna, oligoantigenska, elementarna i dijeta koja zabranjuje svu
hranu, osim vode.

Kod inicijalne eliminacijske dijete se, nakon identifikacije alergena, pacijentu daju namirnice s
niskim potencijalom da izazovu nutritivnu alergiju (npr. janjetina, mrkva, grasak, krumpir, riZa,
tjestenina i med). Pacijent potom biljezi sav unos pica, lijekova 1 hrane te prati svoja opazanja,
a ukoliko odredena namirnica izazove smetnje, mora je odmah prestati uzimati i obratiti se
lije¢niku. Ova dijeta mora se ograniciti na 10-14 dana (Garrow i sur., 2000).

Oligoantigenska dijeta je slicna inicijalnoj, a sastoji se takoder od samo jedne vrste mesa
(janjetina ili perad), povréa (kupus, kelj, spinat ili mrkva), voca (breskve, jabuke ili kruske) i
ugljikohidratne hrane. Dijeta se provodi dva do ¢etiri tjedna, uz iskljucivo konzumiranje

vode.

Elementarne dijete sastoje se od oligopeptida 1 aminokiselina, hidrolizata Skroba, disaharida i
jednostavnih Secera te minimalnih koli¢ina masti. Rijetka je moguénost, ali ipak postoji, da neki
bolesnici reagiraju i na hidrolizate Skroba bez proteina.

Provokacijske dijete temelje se na tome da se inkriminiraju¢i nutritivni alergen iskljuci iz
prehrane pa se zatim ponovno daje u odredenim intervalima. Tako se ujedno najbrze 1
najpouzdanije dvostrukim slijepim pokusom otkrivaju bolesnici koji nemaju nikakvu nutritivnu

alergiju (Gennaro, 2000).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJAL

3.1.1. Uzorci

Za potrebe izrade diplomskog rada sakupljeno je 16 uzoraka razli¢itih nepretpakiranih kolaca
koji sadrze kakaove dijelove u kojima je odreden udio potencijalnih alergena kikirikija ELISA
metodom. Svi uzorci su kupljeni na zagrebackom trzistu s tri razliCita mjesta: slasti¢arnice,
objekta javne prehrane, odnosno studentske kantine i trgovackog lanca. Po 5 uzoraka uzeto je
iz slastiarnice i objekta javne prehrane te 6 uzoraka iz trgovackog lanca. Uzorci su oznaceni
sljede¢im oznakama: od KS1 do KSs za uzorke kolaca iz slasti¢arnice, od KO1do KOs za uzorke

iz objekta javne prehrane te od KT1 do KTe za uzorke iz maloprodajnog lanca.

3.1.2. Ispitanici

U svrhu prikupljanja stavova i misljenja potrosaca o kikirikiju i proizvodima od kikirikija kao
tvarima ili proizvodima koji uzrokuju alergije, odnosno o prisutnosti tragova kikirikija u
nepretpakiranim kola¢ima koji sadrze kakao proveden je upitnik (Prilog 1) na uzorku od 76

ispitanika starijih od 18 godina koji su dobrovoljno pristali sudjelovati u anketiranju.

3.1.3. Laboratorijska oprema i pribor

Tijekom istrazivanja koriSteni su sljedeci uredaji:

analiticka vaga (YMC Chyo, tip JK-180 Mikrotehna, Zagreb)

e vortex (VWR, tip VV3)

e vodena kupelj (INKO, Zagreb)

e ELISA-¢ita¢ s filerom od 450 nm sa raCunalnim programom Gen 5, Bio Tek Instruments,
SAD (slika 5)

e centrifuga (Rotofix 32A, Hettich, Njemacka) (slika 6)
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Slika 5. ELISA Microplate reader

Slika 6. Centrifuga

Koristeno je sljedece posude i pribor:

e automatska jednokanalna pipeta
e boca Strcaljka

e Eppendorf plasti¢ne posudice
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e Erlenmeyerove tikvice

o filtar-papir

e laboratorijska ¢asa od 100 mL
e laboratorijska casa od 250 mL
e metalni stalak za epruvete

e nastavak za pipetu

e nosac za mikrojazice, AgraQuant, Romer Labs, Austrija
e odmjerna tikvica od 10 mL

e odmjerna tikvica od 200 mL

e pipetaod 1 mL

e pipetaod 10 mL

e stakleni lijevak

e stakleni Stapi¢

e staniCevina

e Spatula

3.1.4. Reagensi

e AgraQuant, Peanut, Extraction & Sample Dilution Buffer, Romer Labs, Austrija
(ekstrakcijski pufer)

e AgraQuant, Peanut, Wash Buffer, Romer Labs, Austrija (pufer za ispiranje)

e AgraQuant-Peanut Enzyme, Romer Labs, Austrija (reagens sa zelenim poklopcem,
konjugat) (slika 7)

e AgraQuant-Substrate, Romer Labs, Austrija (reagens s plavim poklopcem) (slika 7)

e AgraQuant-Stop Solution, Romer Labs, Austrija (reagens s crvenim poklopcem)
(slika 7)

e Filtrat proc¢iS¢enog uzorka
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Slika 7. Reagensi iz seta za ELISA test

3.2. METODE RADA
3.2.1. Priprema reakcijskih otopina

Otopine ekstrakcijskog pufera i pufera za ispiranje pripremljene su u potrebnoj koli¢ini za svaki
radni dan.

U odmjernu tikvicu otpipetiran je koncentrat ekstrakcijskog pufera i razrijeden destiliranom
vodom u omjeru 1:10 te ¢uvan pri 4°C do upotrebe.

Koncentrat pufera za ispiranje razrijeden je destiliranom vodom u omjeru 1:10 i ¢uvan pri
4°C.

Tako pripremljene otopine, neposredno prije upotrebe, izvadene su iz hladnjaka kako bi se

temperirale i mogle koristiti.

3.2.2. Priprema uzoraka / ekstrakcija

Reprezentativni uzorak kolaca dobro je mehani¢ki homogeniziran, a potom je na analitickoj
vagi izvagan 1,0000 g tako homogeniziranog uzorka, dodano 20 mL ekstrakcijskog pufera i sve

zajedno vorteksirano do potpune homogenizacije uzorka u ekstrakcijskom puferu. Dobivena
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suspenzija inkubirana je petnaest minuta u prethodno ugrijanoj vodenoj kupelji pri 60 °C uz
snazno protresivanje svake dvije minute.

Zatim je suspenzija centifugirana 10 minuta na 2 000 okretaja kako bi se dobio bistri
supernatant. Budu¢i da su nakon centrifugiranja u supernatantu bile prisutne Cestice, on je
profiltriran pomocu lijevka i filter-papira, a dobiveni filtrat je sakupljen za odredivanje udjela

potencijalnih alergena kikirikija ELISA testom.

3.2.3. ELISA test

3.2.3.1. Princip odredivanja

AgraQuant kikiriki test, koriSten u ovom istrazivanju, obzirom na tehniku odredivanja pripada
"sendvi¢" ELISA testu. Proteini kikirikija se iz uzorka ekstrahiraju pomocu ekstrakcijskog
pufera, a primarna antitijela su u tankom sloju nanesena na povrSinu mikrojazica. NanoSenjem
ekstrahiranih uzoraka (ili standarda za potrebe izrade bazdarne krivulje) u mikrojazice, dolazi
do vezanja proteina kikirikija i antitijela. Nakon ispiranja, u mikrojazice se dodaje enzimom
obiljezeno sekundarno antitijelo te odredeno vrijeme inkubira. Ponovno slijedi korak ispiranja
i dodavanje supstrata za enzim pri ¢emu dolazi do razvitka plave boje. Intenzitet obojenja
proporcionalan je koncentraciji proteina Kikirikija u uzorku (ili standardu). Nakon odredenog
vremena u mikrojaZice se dodaje "stop" otopina pri ¢emu plavo obojenje prelazi u zuto.

Intenzitet obojenja se mjeri spektrofotometrijski pri 450 nm, a temeljem bazdarnog dijagrama

standarda kikirikija (slika 9) odreduje se koncentracija potencijalnih alergena kikirikija
(mgkg™).

3.2.3.2. Postupak odredivanja

Set od osam mikrojazica obloZenih antitijelom postavljen je na drza¢, a ostale neiskoriStene
mikrojaZice vracene su u vrecicu s desikantom te Cuvane za sljede¢e mjerenje. Pomocu
jednokanalne pipete dodano je 100 puL dobivenog filtrata u jaZicu. Za svaki uzorak koristen je
novi nastavak za pipetu te je sadrzaj nastavka u potpunosti ispraznjen u jazicu.

Potom je drzac s jazicama inkubiran pri sobnoj temperaturi 20 minuta nakon ¢ega je sadrzaj
mikrojazica ispraznjen u otpadni spremnik. Svaka jazica 5 puta je isprana s razrijedenim
puferom za ispiranje. Na ravnu povrSinu je poslozeno nekoliko slojeva stanicevine te su o nju

lupkane mikrojazice u svrhu uklanjanja zaostale vode i potpunog susenja.
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Nakon toga u svaku jazicu je stavljeno 100 uL. konjugata iz bocice sa zelenim poklopcem te
inkubirano pri sobnoj temperaturi 20 minuta bez pomicanja drzaca s jazicama kako ne bi doslo
do kontaminacije iz jedne jazice u drugu. Sadrzaj mikrojazica ponovno je ispraznjen U otpadni
spremnik, a mikrojazice isprane 5 puta s razrijedenim puferom za ispiranje i prosusenc
lupkanjem o stanicevinu.

Nakon toga, 100 pL supstrata iz bocice s plavim poklopcem stavljeno je u svaku jazicu i
inkubirano pri sobnoj temperaturi 20 minuta u tami.

Nakon inkubacije u tami, 100 pL ,,stop* otopine iz bocice S crvenim poklopcem dodano je u
svaku jazicu nakon ¢ega je doslo do promjene boje iz plave u zutu.

Drza¢ s mikrojazicama (slika 8) pazljivo je prenesen do ¢itaca s filterom od 450 nm, a OD-

vrijednosti za svaku mikrojaZicu pohranjene.

Slika 8. Drza¢ s mikrojazicama

Na osnovu prethodno izradenog bazdarnog dijagrama standarda Kikirikija (slika 9), odredena
je koncentracija kikirikija u svakom od analiziranih uzoraka. Koncentracije otopina standarda

iznosile su 0, 1, 4, 10 i 40 mgkg™.
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Slika 9. Bazdarni dijagram standarda kikirikija

3.2.4. Upitnik o kikirikiju i proizvodima od kikirikija kao tvarima ili proizvodima koji

uzrokuju alergije

Svrha upitnika bila je prikupiti stavove i miSljenja potroSaca o Kikirikiju i proizvodima od
Kikirikija kao tvarima ili proizvodima koji uzrokuju alergije, odnosno o prisutnosti tragova
kikirikija u kolac¢ima koji sadrze kakaove dijelove. Upitnik je proveden na uzorku od 76
ispitanika (18 muskaraca i 58 Zena) starijih od 18 godina na podrucju grada Zagreba i

Krapinsko-zagorske zupanije.

Cilj upitnika bio je dobiti uvid u stavove i misljenja potrosaca vezano za nutritivne alergije;
asocijacije na navode u okviru informacija o hrani vezane uz prisutnost alergena; razumijevanje
deklariranog te percepciju sigurnosti hrane. Upitnik se sastoji od tri grupe pitanja: prva grupa
pitanja vezana je uz socio-demografske karakteristike ispitanika, a ostale dvije su usko vezane
uz nutritivne alergije te kikiriki kao jedan od najc¢es¢ih alergena. Dva pitanja su otvorenog tipa
dok su ostala zatvorenog; pet s dihotomnim odgovorima (da-ne); osam pitanja s ponudenim
odgovorima (Kuki¢ i Marki¢, 2011). Primjer upitnika nalazi se u prilozima (Prilog 1).
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3.2.5. Obrada podataka

Dobiveni rezultati analizirani su pomoc¢u Microsoft Excel 2013 programa. Za prikaz rezultata
koristene su standardne metode deskriptivne statistike (X - srednja vrijednost, SD-standardna

devijacija, udio ispitanika (%)).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Tijekom ovog istrazivanja ELISA testom odreden je udio potencijalnih alergena kikirikija u
uzorcima nepretpakiranih kolaca koji sadrze kakaove dijelove. Takoder, ispitani su stavovi i
misljenja potrosaca o kikirikiju i proizvodima od Kikirikija kao tvarima ili proizvodima koji
uzrokuju alergije. Rezultati odredivanja udjela potencijalnih alergena kikirikija (mgkg™)
prikazani su u tablicama 2, 4 i 6. Stavovi potroSaca, prikupljeni putem upitnika, prikazani su

graficki na slikama 10-16.

4.1. UDIO POTENCIJALNIH ALERGENA KIKIRIKIJA ODREDENIH ELISA
TESTOM U UZORCIMA KOLACA KOJI SADRZE KAKAOVE DIJELOVE

Tijekom ovog istrazivanja proveden je ELISA test kojim je kvantitativno odredena prisutnost
alergena kikirikija u uzorcima kolac¢a koji sadrze kakaove dijelove. Set za ELISA test
AgraQuant Peanut Assay nabavljen je od proizvodaca Romer Labs, Austrija. Limit detekcije

ELISA testa iznosi 0,10 mgkg™. Koncentracija alergena kikirikija izraZena je u mgkg™.

Usporedno s rezultatima ELISA testa, tabli¢no su prikazani navodi u okviru informacija o hrani
pripadajucih analiziranih proizvoda (tablica 3 i 5) koji su neposredno vezani uz eventualnu
prisutnost alergena kikirikija. Rezultati odredivanja (tablica 2, 4 i 6) prikazuju prisutnost
alergena kikirikija u 14 od ukupno 16 kolaca koji sadrze kakaove dijelove analiziranih ELISA

testom.

Rezultati odredivanja potencijalnih alergena kikirikija u uzorcima iz trgovackog lanca prikazani

su u tablici 2.

Tablica 2. Udio (mgkg™) alergena kikirikija u uzorcima (n=6) kola¢a iz trgovackog lanca

Uzorak Udio alergena kikirikija[mgkg]
(srednja vrijednost + SD)
KT 1,17 + 0,001
KT2 0,86 + 0,000
KTs 0,11 + 0,006
KTs <LOD*
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Tablica 2. Udio (mgkg™) alergena kikirikija u uzorcima (n=6) kolaca iz trgovackog lanca

(nastavak)
Uzorak Udio alergena kikirikija[mgkg]
(srednja vrijednost + SD)
KTs 0,21 +0,012
KTe 1,37 £0,012
Prosje¢na vrijednost 0,62
Raspon 0,11-1.37

*limit detekcije (eng. Limit Of Detection)

Prisutnost alergena kikirikija detektirana je u pet od ukupno Sest uzoraka kolac¢a. U uzorku
,,KT4“ nije potvrdena prisutnost alergena kikirikija, odnosno dobivena koncentracija je ispod
limita detekcije (LOD) sto je sukladno s navodima u okviru informacija o hrani (tablica 3).

Najvisa koncentracija alergena kikirikija (1,37 mgkg™?) odredena je u uzorku ,,KTe* unato¢

tome §to ne sadrzi navod o prisutnosti kikirikija.

Tablica 3. Navodi u okviru informacija o hrani analiziranih uzoraka kolaca iz trgovackog lanca

vezani uz prisutnost alergena kikirikija

Uzorak Navod vezan uz prisutnost alergena
KT Moguc¢i su tragovi badema, oraha i kikirikija
KT2 Moguc¢i su tragovi badema, oraha 1 kikirikija
KTs Bez navoda
KTa Alergeni: gluten, jaja, mlijeko
KTs Moguc¢i su tragovi badema, ljeSnjaka, oraha 1 kikirikija
KTs Moze sadrzavati u tragovima ljesnjak i ostale orasaste plodove

U istrazivanju provedeno u Nebraski, 200 razli¢itih zapakiranih proizvoda ispitano je na sadrzaj
kikirikija. Uzorci su ukljucili 179 proizvoda sa savjetodavnim navodima o alergenima te 21
proizvod gdje je kikiriki naveden u popisu sastojaka u okviru informacija o hrani. Proizvodi su
bili iz razlic¢itih kategorija ukljucujuci energetske plocice, zitarice, slatkiSe, grickalice, smrznute

deserte, brze obroke, sastojke za pecenje te pekarske proizvode. Za svaki proizvod uzete su
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dvije Sarze §to je dalo ukupno 400 uzoraka. Kikiriki je detektiran u najmanje jednoj Sarziu 10 %
(20/200) od svih testiranih proizvoda.

Od 179 proizvoda sa savjetodavnim navodima o alergenima, 13 proizvoda je bilo pozitivno na
sadrzaj kikirikija u jednoj ili obje Sarze, uklju¢ujuéi 2 od 51 proizvoda s navodom ‘‘moze
sadrzavati’’, 3 0d 57 proizvoda s navodom ‘‘zajedni¢ka oprema’’, 7 od 68 proizvoda s navodom
‘‘zajednicko postrojenje’” te 1 od 3 proizvoda s posebnim navodom o prisutnosti alergena.
Tragovi kikirikija detektirani su u energetskim plo¢icama (4/28 uzoraka), slatkiSima (7/36) te
u zitaricama (2/26). Nasuprot tome, tragovi kikirikija nisu detektirani ni u jednom od proizvoda
sa savjetodavnim navodom o alergenima iz kategorije grickalica (0/25), sastojaka za pecenje
(0/15), pekarskih proizvoda (0/32), smrznutih deserata (0/9) te brzih obroka (0/8).

Od 21 proizvoda gdje je kikiriki naveden u popisu sastojaka na informaciji o hrani, 7 proizvoda
je sadrzavalo kikiriki. Detektirani tragovi kikirikija pronadeni su u energetskim plo¢icama (2/2

uzorka), grickalicama (1/4), slatkiSima (1/1) te zitaricama (3/11) (Hefle i sur., 2007).

U tablici 4 prikazani su rezultati odredivanja potencijalnih alergena kikirikija u uzorcima kolaca
koji sadrze kakaove dijelove iz slasti¢arnice. Udio potencijalnih alergena kikirikija krece se u

rasponu od 0,12 mgkg*do 1,91 mgkg™.

Tablica 4. Udio (mgkg™) alergena kikirikija u uzorcima (n=5) kola¢a iz slasti¢arnice

Uzorak Udio alergena kikirikija[mgkg]
(srednja vrijednost + SD)
KS1 0,34 + 0,015
KS2 0,57 + 0,006
KSs 0,24 +£0,012
KS4 0,12 +0,000
KSs 1,91 + 0,000
Prosjecna 0,64
vrijednost
Raspon 0,12-1,91

Najvisa koncentracija alergena kikirikija (1,91 mgkg™) odredena je u uzorku ,,KSs*. U svih 5
uzoraka ELISA metodom je utvrdena prisutnost kikirikija iako on nije bio naveden na

informaciji o hrani.
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Ipak, na informaciji o hrani (tablica 5) u popisu sastojaka su navedene druge tvari koje mogu
izazvati preosjetljivost ili intoleranciju poput: jaja, pSeni¢nog brasna, mlijeka, maslaca i sojinog

lecitina, Sto je sukladno Uredbi (EU) br. 1169/2011 o informiranju potrosaca o hrani.

Tablica 5. Navodi u okviru informacija o hrani analiziranih kolaca iz slasti¢arnice vezani uz

prisutnost alergena kikirikija

Uzorak Navod vezan uz prisutnost alergena kikirikija
KS1 Bez navoda (jaja, pSeni¢no brasno, maslac)
KS2 Bez navoda (mlijeko, pSeni¢no brasno, maslac, jaja)
KSs Bez navoda (vrhnje, jaja, sojin lecitin, pSeni¢no brasno, maslac)
KS4 Bez navoda (jaja, pSeni¢no brasno, maslac, mlijeko u prahu)
KSs Bez navoda

U istrazivanju Pele i suradnika (2007) analizirano je 315 vrsta kolaca i 254 vrste ¢okolada koji
su prikupljeni iz trgovina i supermarketa u 10 europskih zemalja (Austrija, Belgija, Bugarska,
Ceska, Madarska, Poljska, Rumunjska, Slovacka i Nizozemska). Cilj rada bio je utvrditi vezu
izmedu rezultata dobivenih analitickim metodama i informacija o alergenima kikirikija i
ljesnjaka danih informacijom o hrani. Obzirom na informacije o hrani, veéina proizvoda nije
imala deklarirane kikiriki ili ljesnjak. Ipak, vecina ih je sadrzavala upozoravaju¢e navode o
nenamjernoj prisutnosti ovih alergena u tragovima.

Valja napomenuti kako su se upozoravajuc¢i navodi ("moze sadrzavati" i "prisutno u okolisu"-
tip oznacavanja) u zemljama koje su postale dio Europske unije prije 2004. godine (starije
¢lanice) odnosile uglavnom na orasaste plodove (18 % + 7 % = 25 %) u odnosu na specifi¢niju
alergenu tvar poput kikirikija (8 % + 12 % = 20 %). Obrnuta situacija je primijec¢ena u zemljama
koje su se pridruzile Europskoj uniji nakon 2004. godine sa samo 5 % (5 % + 0 %) kolaca s
upozoravaju¢im navodom o sadrzaju oraSastih plodova, naspram 44 % (12 % + 32 %) kolaca s
upozoravaju¢im navodom o sadrzaju Kikirikija.

Petnaest uzoraka kolaca i Sest uzoraka ¢okolade na kojima je deklariran kikiriki, podvrgnuti su
analizi ELISA metodom. U osam uzoraka kolaca i jednom uzorku ¢okolade nije detektirana

prisutnost Kikirikija.
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Analizom uzoraka kola¢a na kojima nije deklariran kikiriki, u njih 68 (23 %) su ELISA
metodom detektirani tragovi kikirikija. Limit kvantifikacije bio je 0,7 mgkg™. Od 68 uzoraka
kolaca pozitivnih na sadrzaj kikirikija, priblizno polovica (47 %) je imala sadrzaj kikirikija >20
mgkg™.

Rezultati ove studije pokazali su kako su tragovi alergena kikirikija i ljeSnjaka ¢e$¢e pronadeni
u proizvodima s navodom "moze sadrZzavati" u odnosu na one gdje nije bilo nikakvih navoda o
sadrzaju istih. Za ¢okoladu, veéa koli¢ina ljesnjaka (>20 mgkg™?) je detektirana u onoj s
navodom "moze sadrzavati", $to nije bilo vidljivo i za kolace. Sto se kikirikija ti¢e, nije se
pokazalo da su vece koli¢ine kikirikija (>20 mgkg™) povezane s navodom "moze sadrzavati"
(Pele i sur., 2007).

Rezultati odredivanja potencijalnih alergena kikirikija ELISA testom iz objekta javne prehrane,
odnosno studentske kantine (tablica 6) pokazuju prisutnost alergena kikirikija u cetiri od

ukupno pet analiziranih uzoraka kolaca koji sadrze kakaove dijelove.

Tablica 6. Udio (mgkg™) alergena kikirikija u uzorcima (n=5) kolaca iz objekta javne prehrane

Uzorak Udio alergena kikirikija[mgkg™]
(srednja vrijednost + SD)
KO1 <LOD*
KO2 0,17 + 0,006
KOs 0,20 = 0,000
KOs 0,12 = 0,000
KOs 1,15+ 0,000
Prosje¢na 0,13
vrijednost
Raspon 0,12-1,15

*limit detekcije (eng. Limit Of Detection)

U uzorku ,,KO1“ nije potvrdena prisutnost alergena kikirikija S obzirom da je odredena
koncentracija ispod limita detekcije (LOD - engl. Limit Of Detection), a koji za koriStenu

ELISA metodu u ovom radu iznosi 0,10 mgkg™. Prag osjetljivosti definira se kao minimalna
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koli¢ina hrane/alergena koja u osjetljivih pojedinaca moze potaknuti alergijsku reakciju. Poms
i suradnici (2004) ukazuju kako bi granice detekcije alergena kikirikija trebale biti 1 mgkg™ ili
niza. Preporucena granica detekcije u studiji Morisset i suradnika (2003) bila je visa od
prethodno navedene te iznosila 24 mgkg™ za hranu te 5 mgkg™ za ulje. U ovom trenutku &ini
se kako su metode s granicom detekcije od 1 do 5 mgkg™ najprihvatljivije (Kiening i sur., 2005).

Udio alergena kikirikija u pet analiziranih uzoraka kola¢a kreée se u rasponu od 0,12 mgkg do
1,15 mgkg?. Iako su detektirane koncentracije niske, istraZivanja pokazuju da i vrlo mala
koli¢ina proteina kikirikija (0,1-1000 mg) moze izazvati alergijsku reakciju kod predisponiranih

pojedinaca (Koppelman i sur., 2004).

Rezultati dobiveni analitiCkom metodom se u ovom slu¢aju ne mogu usporediti s informacijama
0 hrani na proizvodu jer oni nisu sadrzavali takve podatke. U Republici Hrvatskoj je od 13.
prosinca 2014. godine na snazi Pravilnik o informiranju potrosaca o nepretpakiranoj hrani
(Pravilnik, 2014) koji obuhvaca zahtjeve kojima moraju udovoljiti subjekti u poslovanju s
hranom (SPH) vezano uz navodenje informacija o prisutnosti sastojaka ili pomoc¢nih tvari u
procesu proizvodnje, koji uzrokuju alergije ili intolerancije, kao i navodenje ostalih obveznih
informacija o nepretpakiranoj hrani.

Kada se radi o0 obrocima posluzenima u restoranima, na Standovima ili dostavi tada je isticanje
alergena nesto otezano. Stoga su Pravilnikom propisani alternativni uvjeti za informiranje
potrosaca o alergenima. Iznimno se informacije o alergenima mogu pruziti, ukljucujuéi i
usmenu komunikaciju, na sljede¢e nacine:

e da se na vidljivom mjestu nalazi lako uocljiva, jasno ¢itljiva i po moguénosti neizbrisiva
obavijest kojom se potroSaci pozivaju da se za informacije o prisutnosti tvari ili
proizvoda koji uzrokuju alergije ili netolerancije u hrani obrate osoblju

e dasu informacije dostupne u ispisanom obliku u objektu u kojem se hrana prodaje kako
bi na zahtjev bile lako dostupne potrosacu i nadleznim inspekcijama

e da su informacije dostupne prije nego je hrana ponudena na prodaju bez dodatnih

troSkova za potrosaca.

U istrazivanju kojeg su proveli Thomas i Mills (2006) izraden je on-line upitnik ¢ija je svrha
bila istraziti koje nutritivne informacije potroSaci smatraju vaznima da budu sadrzane na
restorantskim menijima. Od 322 osobe koje su sudjelovale u istrazivanju 316 ih je smatralo
kako je detaljna lista sastojaka veoma vazna. Ovisno o nacinu prehrane kojeg slijede,

zabiljeZeni su razli¢iti odgovori. Tako su vegani i vegetarijanci naveli vaznost informacija o
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koriStenju hrane animalnog podrijetla u samoj pripremi hrane. Osobe koje vode brigu o
zdravom nacinu zivota posebno su bile zahvalne na informacijama o dodanom Seceru
(dijabetes), sadrzaju masti, soli i kolesterola (hipertenzija i koronarne bolesti) te o energetskoj
vrijednosti hrane (pretilost).

U odabiru hrane glavnu ulogu imale su alergije. Devet ispitanika je smatralo kako je vazno da
svaka potencijalno alergena hrana bude oznacena i1 kao takva, predstavljena potrosacu. Takoder,
proces pripreme hrane je naveden kao vazna stavka buduéi da utjece na alergenost namirnica.
Potrosaci s alergijama, specificnim zdravstvenim tegobama ili oni koji slijede odredeni nacin
prehrane smatrali su kako nedostatak informacija na hrani iz restorana moze ugroziti njihovo
zdravlje. Navode 1 vaznost posluzitelja hrane koji bi gostima trebali dati informacije o

potencijalno alergenoj hrani (Thomas i Mills, 2006).

4.2. PERCEPCIJA POTROSACA O KIKIRIKIJU I PROIZVODIMA OD
KIKIRIKIJA KAO TVARIMA ILI PROIZVODIMA KOJI UZROKUJU ALERGIJE

Tijekom ovog istraZivanja ispitani SU stavovi i mi§ljenja potroSaca o kikirikiju i proizvodima
od kikirikija kao tvarima ili proizvodima koji uzrokuju alergije. Ispitivanje je provedeno putem
posebno osmisljenog upitnika (Prilog 1) ¢iji je cilj bio dobiti uvid o stavovima i misljenju
potrosaca o nutritivnim alergijama. Anketirano je 76 ispitanika. Odgovori upitnika prikazani su

tabli¢no 1 graficki.

U Tablici 7 prikazane su demografske karakteristike ispitanika (n=76). Od ukupno 76 ispitanika,
zena je bilo 76,3 %, a muskaraca 23,7 %. Vecina ispitanika (64,5 %) je bila u dobi od 18 do 30
godina, a s obzirom na Zivotno okruZenje samo je manji dio ispitanika (23,7 %) naveo kako zivi
na selu. Sto se tice obrazovanja, 26,3 % ispitanika je zavrsilo srednju $kolu dok su ostali imali

sveucili$ni status.
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Tablica 7. Demografske karakteristike ispitanika (n=76)

Demografski podaci n %
Spol
Zene 58 76,3
Muskarci 18 23,7
Dob
Studentska populacija (18-30 god) 49 64,5
Rana odrasla dob (30-40 god) 17 22,4
Srednja dob (40-60 god) 9 11,8
Kasna odrasla dob (>60 god) 1 1,3
Obrazovanje
Osnovna §kola 0 0
Srednja skola 20 26,3
Sveucili$na razina (fakultet) 56 73,7

Zivotno okruzenje

Selo 18 23,7
Grad 58 76,3
Ukupno 76 100

Na slici 10 prikazani su odgovori ispitanika na pitanje ,,Sto je alergija?“. Vidljivo je kako je
vecina (82,9 %) upoznata s tim pojmom, no ipak 14,5 % smatra kako su alergija i intolerancija
isti pojmovi. Valja napomenuti kako su to dva razli¢ita pojma gdje je vazno razlikovati
imunoloski posredovanu reakciju na sastojak hrane (protein) i tada govorimo o alergiji na
odredenu hranu, te intoleranciju na odredeni sastojak hrane (primjerice laktozu) koja nije

posredovana imunoloskim sustavom.
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= prekomjerna reakcija obrambenog sustava
organizma u ponovljenom doticaju sa
specificnom tvari (alergenom)

1,30% - 1,30%

\ = intolerancija (nepodnosenje) specifi¢ne tvari

= neimunoloski posredovana reakcija organizma

= bolest koja se o¢ituje kao prekomjerna
obrambena reakcija organizma na specifi¢ne
tvari (alergene)

Slika 10. Grafi¢ki prikaz odgovora ispitanika (n=76) na pitanje ,,Sto je alergija?

Od ispitanika koji su se izjasnili da imaju nutritivnu alergiju (8), dvoje je alergi¢no na kikiriki,
dvoje na jagode te po jedan ispitanik na orasaste plodove, mango, kivi i narancu te rije¢nu ribu.
Ostalih 68 ispitanika nema nutritivnu alergiju.

U istraZivanju o znanju, stavovima i percepciji zaposlenika iz studentskih kantina o nutritivnim
alergijama u Americi, ispitanici su takoder bili dobro upoznati (96,4 %) s definicijom nutritivne
alergije i §to bi osoblje trebalo uéiniti po pitanju prevencije alergijskih reakcija (91,7 %). S
druge strane, ispitanici su bili manje upoznati (46,4 %) kada ih se pitalo da identificiraju
najc¢esce nutritivne alergene (Hee Choi, 2012).

Se-young i suradnici (2015) su proveli istrazivanje o stavovima i preferencijama potrosaca
prema deklariranju alergena. Nutritivnu alergiju imalo je 130 (23,9 %) ispitanika, od ¢ega je 95
imalo dijagnosticiranu alergiju od strane lije¢nika, dok ih je 35 postavilo samostalnu dijagnozu.
Ostalih 413 od ukupno 543 ispitanika nije prijavilo nutritivnu alergiju. NajceSc¢e su bile alergije
na jaja (33,3 %), breskve (30,3 %), mlijeko (27,3 %), kikiriki (18,2 %) te rakove (18,2 %).

Svi ispitanici su se izjasnili kako je potrebno poboljsati odredene stavke (font slova, boja slova,
okvir informacije o hrani, upozoravajuée navode, potencijalne alergene) 0 nutritivnim

alergenima na informacijama o hrani (Se-young i sur., 2015).
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= Leguminoza (mahunarka)
= OraSasti plod
= Zitarica

= Voce

Slika 11. Grafi¢ki prikaz odgovora ispitanika (n=76) na pitanje ,,Sto je kikiriki?

Na slici 11 prikazani su odgovori ispitanika na pitanje u koju skupinu namirnica se ubraja
kikiriki. Vise od polovice ispitanika (57,9 %) smatra kako se kikiriki ubraja u skupinu orasastih
plodova, 40,8 % ispitanika svrstalo je kikiriki u ispravnu skupinu, skupinu leguminoza odnosno
mahunarki dok je jedan odgovor bio da kikiriki pripada skupini voc¢a (1,3 %). Niti jedan
ispitanik nije svrstao kikiriki u skupinu ,,Zitarice®.

Rezultati odredivanja udjela kikirikija ELISA testom u uzorku ,,KT6* (tablica 2), koji je imao
navod ,,Moze sadrzavati u tragovima ljeSnjak i ostale orasaste plodove*, a provedeni tijekom
ovog istrazivanja pokazuju kako je detektirana odredena koncentracija potencijalnih alergena
kikirikija.

Prema Pravilniku o oznacavanju, reklamiranju i prezentiranju hrane (Pravilnik, 2011) kikiriki
se nalazi u zasebnoj skupini alergena (Kikiriki i proizvodi od kikirikija), a navod o mogucoj
prisutnosti ostalih orasastih plodova ne ukljucuje 1 kikiriki. Ovo dovodi u pitanje upucenost
subjekta u poslovanju hranom s tom ¢injenicom te da li takvi navodi dovode potrosaca na

pogresan zakljucak.

Na slici 12 prikazani su odgovori ispitanika o navikama vezanim uz naéin konzumacije
kikirikija. NajviSe ispitanika (68,5 %) odgovorilo je kako najées¢e konzumira ili svjezi kikiriki
ili prZeni iz konzerve. Manji dio (19,7 %) konzumira ga u sklopu obroka, $to je 1 najrizi¢niji
nacin za osobe s alergijom na kikiriki. Pojedinci s nutritivnim alergijama trebali bi izbjegavati

riziCne situacije poput konzumacije obroka izvan kuce, u restoranima te Skolama jer do
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alergijske reakcije najceS¢e dolazi u pekarnicama, slastiarnicama i azijskim restoranima

(Furlong i sur., 2001) gdje se kikiriki nalazi kao skriveni sastojak u razli¢itim umacima,

varivima i nedeklariranoj hrani poput za¢ina i prirodnih aroma (Sicherer, 2002).

£

= Svjezi iz ljuske

® Przeni iz konzerve

= Kao komponenta obroka (umaci,
kikiriki maslac, grickalice,
kolaci)

= Ne konzumiram kiKkiriki

Slika 12. Graficki prikaz odgovora ispitanika (n=76) na pitanje ,,U kojem obliku najc¢esce

konzumirate kikiriki?“

Kako je tijekom ovog istrazivanja provedena analiza kolaca prikupljenih s razli¢itih prodajnih
mjesta, jedno od pitanja vezalo se i uz ucestalosti kupovanja kolaca. Najvise ispitanika (77,6 %)
odgovorilo je kako ponekad kupuje kolace s razli¢itih prodajnih mjesta dok ih 11,8 % nikad ne
kupuje (slika 13).
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Slika 13. Grafic¢ki prikaz odgovora ispitanika (n=76) na pitanje ,,Kupujete li kolace na

prodajnim mjestima poput slasti¢arnice, maloprodaje ili studentske menze?«

U istrazivanju kojeg su proveli Kwon i Lee (2012) ispitani su stavovi i ponaSanja potrosaca s
nutritivnim alergijama o konzumiranju obroka izvan vlastitog doma. Ispitanici su bili alergi¢ni
na najcesce alergene kao i na one s nizom zastupljeno$éu poput voca, kukuruza, gljiva te kafeina.
Vecina ispitanika (n=10) je bilo alergi¢na na vise od jednog alergena iz hrane. Od 17 ispitanika
koji su sudjelovali u istraZivanju, njih 8 je doZivjelo alergijsku reakciju nakon konzumacije
obroka u restoranima. lako je nekoliko ispitanika imalo pozitivna iskustva s osobljem restorana
vezanih za dobivanje informacija o alergenima, ipak navode kako nutritivne alergije imaju
znadajan utjecaj na kvalitetu Zivota. Cesto imaju neugodna iskustva i nailaze na
nerazumijevanje osoblja osobito ako se radi o rijetkim alergijama ili ako je u restoranu trenutna
guzva te se zbog zurbe nehotice zanemare pojedinci s posebnim prehrambenim potrebama.

Ispitanici smatraju kako su krizna kontaminacija, skriveni sastojci u hrani te nesporazum u
komunikaciji izmedu konobara i kuhara potencijalni uzroci koji dovode do manifestacije
alergijskih simptoma. Takoder navode kako zaposlenicima nedostaje znanja 1 svjesnosti o
alergijama na hranu i njihovoj ozbiljnosti. Tako na primjer, kada je jedan sudionik dao do
znanja da je alergi¢an na gljive, konobar mu je odgovorio kako nikad nije ¢uo za tu vrstu
nutritivne alergije $to jasno ukazuje na nedostatak znanja i nuZnost edukacije. Kada se
ispitanike pitalo o vrsti restorana kojeg bi izbjegli zbog nutritivnih alergija, naveli su etnicke
restorane kineske, talijanske i meksicke kuhinje zbog umaka koji se koriste u pripremi jela i

restorane gdje se hrana posluzuje u obliku §vedskih stolova (Kwon i Lee, 2012).
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Furlong i suradnici (2008) su istrazivali incidenciju alergijskih reakcija na kikiriki i orasaste
plodove, a dobiveni rezultati ukazuju da se vecina alergijskih reakcija na kikiriki i orasaste

plodove dogodila u azijskim restoranima (13 %) i pekarnicama (14 %).

Odgovori ispitanika vezani uz prisutnost tragova kikirikija u kola¢ima koji sadrze kakaove
dijelove prikazani su na slici 14. Od 76 ispitanika, 69 ih smatra kako takvi kola¢i mogu

sadrzavati tragove kikirikija, dok ih ostalih 7, od kojih su sve zene, ne smatra tako.
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Slika 14. Graficki prikaz odgovora ispitanika (n=76), Obzirom na spol, na pitanje ,,Smatrate li

da kolaci koji sadrze kakaove dijelove mogu sadrzavati tragove kikirikija ?*

Nadalje, na pitanje da li bi kupili kola¢ koji nije deklariran (slika 15) vec¢ina muskaraca (72 %)
1 Zzena (94 %) je odgovorilo kako takve kolace ne bi kupili. Ovi odgovori ukazuju na svjesnost
ispitanika na posljedice do kojih moze do¢i konzumacijom alergenih namirnica u
predisponiranih pojedinaca, a upravo su bomboni, ¢okoladni proizvodi, kolaci i koncentrati
juha, proizvodi koje se najéesce povezuje s anafilaksijom (Sampson i sur., 2002).

Istrazivanje Hrvatske agencije za hranu ukazuje na porast postotka gradana koji izrazavaju
zabrinutost oko sigurnosti hrane. Naime 2010. godine taj postotak iznosio je 19 %, a 2011.
godine 35 % (HAH, 2011).
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Slika 15. Grafi¢ki prikaz odgovora ispitanika (n=76), obzirom na spol, na pitanje ,,Ako imate
ili poznajete nekoga tko ima alergiju na kikiriki da 1i bi kupili kola¢ koji sadrzi kakaove dijelove

koji nije deklariran?«

Na slici 16 prikazani su odgovori ispitanika kada se radi o savjetodavnim navodima i
upozorenjima 0 mogucoj prisutnosti alergena koje se sve ¢e$ce pojavljuju na informacijama o
hrani, a koje subjekti u poslovanju s hranom stavljaju kako bi se ogradili od moguéih tuzbi
potroSaca. Vidljivo je kako za sva Cetiri tipa navoda (,,SadrZi orasaste plodove®, ,,Moguci
tragovi orasastih plodova®, ,,Moguci tragovi orasastih plodova i kikirikija“, ,,Mogu¢i tragovi

kikirikija“) vecina ispitanika ne bi koristila namirnice ukoliko bi one imale navedene navode.
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Slika 16. Grafic¢ki prikaz odgovora ispitanika (n=76) na pitanje ,,Ako imate alergiju na kikiriki
ili bi pripremali obrok za nekog s alergijom na kikiriki, da li bi koristili namirnice na kojima

pige”

U istrazivanju provedenom u Irskoj na proizvodima koji su sadrzavali navode o sadrzaju
kikirikija, niske koli¢ine utvrdene su u samo 2 od 38 ispitivanih uzoraka (Hefle i sur., 2007). S
obzirom na ove podatke, autori su raspravljali da li je uopce potrebno koristiti upozoravajuce
navode s obzirom na koli¢inu rizika te su dosli do zakljucka da se zbog sigurnosti osoba s
alergijom na kikiriki ipak preporuca upotreba istih.

Nastavno na ovo istrazivanje, Noimark i suradnici (2009) su istrazivali tumacenje
savjetodavnih prehrambenih navoda i takoder dosli do rezultata kako pacijenti s alergijom na
kikiriki ¢esto riskiraju na nacin da ili ignoriraju upozoravajuce navode ili pretpostavljaju da
stupanj rizika ovisi o odabiru rije¢i u navodu. Obzirom na to, vise pacijenata bi izbjegavalo
proizvod ako je oznacen s 'Moze sadrzavati kikiriki' (‘May contain peanut’) u odnosu na
proizvod koji je deklariran kao 'Moze sadrzavati tragove kikirikija' (‘May contain traces of
peanut’).

Istrazivanje provedeno u americkom supermarketu pokazalo je kako je 17 % proizvoda imalo
upozoravajué¢e navode o nutritivnim alergenima koji su najcesc¢e bili na proizvodima poput

Cokolada, kolaca i pekarskih dobara (Pieretti i sur., 2009).

Pregledom dosadasnje literature vezane uz temu ovog rada, valja istaknuti kako veliki problem

stvaraju skriveni alergeni, osobito u predisponiranih pojedinaca koji konzumacijom takvih
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proizvoda mogu ugroziti svoje zdravlje, a u nekim slucajevima dovesti i do po Zivot opasnog
anafilaktickog Soka (Wensing i sur., 2002). Zbog toga je sve CeS¢a praksa subjekata u
poslovanju s hranom da stavljaju upozorenja o mogucoj prisutnosti alergena kako bi se ogradili
od mogucéih tuzbi potrosaca. Kao posljedica, izbor za kupca se nepotrebno ogranicava ili su
potrosaci izlozeni riziku ako odluc¢e zanemariti upozorenja (Zurzolo i sur., 2013). Kako bi se
smanjilo nerazumijevanje ili krivo razumijevanje navoda u okviru informacija o hrani na
prehrambenim proizvodima nuzna je edukacija i dobra komunikacija izmedu proizvodaca i
potros$aca. Usmena komunikacija osobito je vazna na mjestima gdje se nudi nepretpakirana
hrana koja ne sadrzi informacije na ambalazi pa je osoblje duzno informirati potrosace 0
informacijama o alergenima. Takoder, zbog vece sigurnosti hrane potrebno je razviti sustav
brze detekcije tragova alergena u prehrambenoj industriji te voditi ratuna o navedenoj

problematici kroz zakonsku regulativu.
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5. ZAKLJUCCI

Obzirom na prikazane rezultate 1 provedenu raspravu, moze se zakljuciti sljedece:

1. Za detekciju potencijalnih alergena kikirikija koristena je imunoenzimska ELISA metoda. U
analiziranim uzorcima nepretpakiranih kolac¢a koji sadrze kakaove dijelove iz slasticarnice
detektirani su potencijalni alergeni kikirikija, a udio odreden ELISA metodom kretao se u
rasponu od 0,12 mgkg™? do 1,91 mgkg™.

2. Izmedu analiziranih uzoraka kolaca koji sadrze kakaove dijelove iz objekta javne prehrane i
trgovackog lanca, u dva uzorka nisu detektirani potencijalni alergeni kikirikija. Raspon udjela
potencijalnih alergena kikirikija odredenih ELISA metodom u ostalim analiziranim uzorcima
kolaca koji sadrze kakaove dijelove iz objekta javne prehrane iznosio je od 0,12 do 0,20
mgkg* dok se u analiziranim uzorcima ¢okoladnih kolada iz trgovackog lanca kretao u rasponu
od 0,11 mgkg™ do 1,37 mgkg™.

3. Samo uzorci iz trgovackog lanca "KTi1" te uzorci "KT2", "KTs", sadrze i navod u okviru
informacija o hrani vezan uz prisutnost alergena kikirikija.

4. Najvisi udio alergena kikirikija (1,91 mgkg™) odreden je u uzorku ,,KSs* pri ¢emu uzorak ne
sadrzi navod o prisutnosti kikirikija.

5. Vecina ispitanika (82,9 %) upoznata je s pojmom alergije, no njihova percepcija o tome u
koju skupinu alergena se ubraja kikiriki ¢esto je pogresna pa mnogi (57,9 %) smatraju kako se
kikiriki ubraja u orasaste polodove.

6. 90,8 % ispitanika smatra kako kolaci koji sadrze kakaove dijelove mogu sadrzavati tragove
kikirikija te 72 % ispitanika i 94 % ispitanica ne bi kupili kola¢ koji nije deklariran u sluc¢aju
da imaju ili poznaju nekoga tko ima alergiju na kikiriki.

7. Od Sesnaest ukupno analiziranih uzoraka nepretpakirane hrane, u jedanaest uzoraka bez

navoda o prisutnosti kikirikija, ELISA metodom detektirani su potencijalni alergeni kikirikija.
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7. PRILOZI

Upitnik o kikirikiju i proizvodima od kikirikija kao tvarima ili proizvodima koji
uzrokuju alergije

Postovani,

Pred Vama je kratki upitnik osmisljen u svrhu izrade diplomskog rada na Prehrambeno-
biotehnoloSkom fakultetu u Zagrebu. Svrha upitnika je prikupiti podatke 1 istraziti o znanju u
vezi kikirikija 1 proizvoda od kikirikija budu¢i da se oni ubrajaju u jedne od najces¢ih tvari ili
proizvoda koji uzrokuju alergije na hranu.

Ispunjavanje ovog upitnika je anonimno te se podaci nece koristiti nigdje osim za izradu
diplomskog rada.

1. Demografija

1.1. Spol: 4 M

1.2. Dob:

a) Studentska populacija (18-30 god)
b) Rana odrasla dob (30-40 god)

c) Srednja dob (40-60 god)

d) Kasna odrasla dob (>60 god)

1.3. Obrazovanje:

a) Osnovna Skola
b) Srednja skola
c) Sveucili$na razina (fakultet)

1.4. Zivotno okruZenje:

a) Selo
b) Grad

2. Alergije
2.1. Alergija je:

a) intolerancija (nepodnoSenje) specifi¢ne tvari

b) bolest izazvana virusnom ili bakterijskom infekcijom

c) prekomjerna reakcija obrambenog sustava organizma u ponovljenom doticaju sa
specifiénom tvari (alergenom)

d) neimunoloski posredovana reakcija organizma

2.2. Jeste li alergi¢ni na pelud? (Ako DA, na $to?)

2.3. Imate li nutritivnu alergiju? (Ako DA, na $to?)




3. Kikiriki
3.1. Kikiriki je:
a) Orasasti plod
b) Leguminoza (mahunarka)
C) Zitarica
d) Voce
3.2. U kojem obliku naj¢es¢e konzumirate kikiriki?
a) Svjezi iz ljuske
b) PrZeni iz konzerve

¢) Kao komponenta obroka (umaci, kikiriki maslac, grickalice, kola¢i)
d) Ne konzumiram kiKkiriki

3.3. Kupujete li kola¢e na prodajnim mjestima poput slastiarnice, trgovackog lanca ili objekta
javne prehrane?

a) Nikad
b) Ponekad
c) Cesto
d) Uvijek

3.4. Smatrate li da kolaci koji sadrze kakaove dijelove mogu sadrzavati tragove kikirikija?

DA NE

3.5. Ako imate ili poznajete nekoga tko ima alergiju na kikiriki da 1i bi kupili kola¢ koji sadrzi

kakaove dijelove koji nije deklariran? DA NE

3.6. Ako imate ili poznajete nekoga tko ima alergiju na kikiriki da li bi konzumirali kola¢ koji

sadrzi kakaove dijelove na kojem piSe navod "moguci tragovi kikirikija"? DA NE

3.7. Ukoliko ste alergic¢ni na orasaste plodove ili pelud, da li ste izbacili iz prehrane kikiriki?
DA NE

3.8. Ako imate alergiju na kikiriki ili bi pripremali obrok za nekog s alergijom na kikiriki, da li
bi koristili namirnice na kojima pise:

Sadrzi orasaste plodove DA NE
Moguc¢i tragovi oraSastih plodova DA NE
Moguc¢i tragovi orasastih plodova i kikirikija DA NE
Moguc¢i tragovi kikirikija DA NE

Hvala na ispunjavanju upitnika!



