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1.UVvOD

Alergija na hranu predstavlja rastu¢i problem u razvijenim zemljama, te posljednjih nekoliko
desetljeca predstavlja veliki izazov za medicinu i prehrambenu industriju (Besler, 2001).
Smatra se kako ucestalost alergije na hranu iznosi 3-5 % kod odraslih osoba i oko 8 % kod djece
Sirom svijeta (Gupta i sur., 2011; Sicherer, 2011). Osjetljivi potroSaci moraju se oslanjati na
izbjegavanje hrane koja izaziva alergiju kako bi sprijecili alergijske reakcije. Uspjesno
izbjegavanje ovisi o potpunim i to¢nim informacijama o sastojcima hrane te informacijama u
okviru savjetodavnih oznaka (Gendel, 2012). Skriveni alergeni mogu se nalaziti u hrani iz
razli¢itih razloga (Taylor i Hefle, 2001).

Kikiriki (Arachis Hypogea) je jedan od 14 glavnih alergena koji moraju biti oznaceni ukoliko
su sastojci zapakirane ili nepretpakirane hrane, prema Uredbi (EU) br.1169/2011 (Zagon i sur.,
2015). Jedna je od najcesc¢ih alergenih namirnica s rasprostranjenos$cu u svijetu od 0,6 do 2,9 %

(Osborne i sur., 2011), a karakterizira je jaka alergenost (Petersen i sur., 2013).

Najcesca metoda koja se koristi u prehrambenoj industriji za detekciju alergena kikirikija je
imunoenzimska ELISA (eng. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) metoda (Holzhauser i sur.,
1999).

Cilj ovog rada bit ¢e imunoenzimskom ELISA metodom odrediti udio potencijalnih alergena
Kikirikija u devetnaest nepretpakiranih uzoraka sladoleda iz slastiarnica te dvadeset
zapakiranih uzoraka sladoleda iz trgovackih lanaca te usporediti dobivene analiticke rezultate
sa informacijama o hrani, vezanim uz prisutnost alergena Kikirikija, analiziranih
nepretpakiranih i zapakiranih uzoraka, kao i prikupiti stavove i misljenja potrosaca o kikirikiju

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



2. TEORIJSKI DIO

2.1. ALERGIJA NA HRANU

Alergija na hranu moZe se definirati kao nezeljena, imunoloski posredovana reakcija na hranu
koja se pojavljuje kod nekih pojedinaca (Taylor, 2006), odnosno alergija na hranu je nezeljeni
imunoloski odgovor na hranu ili komponente hrane. Alergeni u hrani najces¢e predstavljaju
proteine ili glikoproteine molekulske mase od 10 do 70 kDa (Bush i Hefle, 1996). Alergija na
hranu vrlo Cesto oznacava imunoloski mehanizam zastupljen IgE posredovanim reakcijama
(Bruijnzeel-Koomen, 1995). Ukupna rasprostranjenost nutritivnih alergija posredovanih IgE u
SAD-u obuhvaca 3-4 % stanovnistva. Ucestalost je najveé¢a u dojencadi i kod male djece te
iznosi 4-8 % (Sampson, 1990). U Velikoj Britaniji u¢estalost iznosi 8 % kod djece mlade od tri
godine i 1-2 % kod odraslih (Sampson, 1999). Kravlje mlijeko, jaja i kikiriki su najcesci
alergeni kod male djece dok su Skoljke, riba i kikiriki najces¢i alergeni kod odraslih ljudi
(Sampson 1 McCaskill, 1985). U Velikoj Britaniji provedeno je istrazivanje 16 434 odraslih
osoba gdje je ucestalost prijavljenih alergija na mlijeko 0,71 %, jaja 0,68 %, voce 0,54 %,
orasaste plodove 0,40 % te kikiriki 0,39 % (Emmet, 1999). Sklonost alergiji na hranu ovisi o
dobi, lokalnoj prehrani i mnogim drugim ¢imbenicima (Sicherer, 2007). NajceS¢e namirnice
koje sadrze alergene sastojke mogu se podijeliti u osam skupina: mlijeko, jaja, ribe, rakovi,

kikiriki, soja, orasasti plodovi i pSenica (Bousquet i sur., 1998).

2.1.1. Mehanizmi alergijskih reakcija

Obzirom na prirodu imunoloskog odgovora, nutritivne alergije mogu ukljucivati neposredne
reakcije preosjetljivosti i reakcije usporene preosjetljivosti (Lemke i Taylor, 1994), odnosno
Cesto govorimo o IgE posredovanim reakcijama i ne-IgE posredovanim reakcijama (usporena
preosjetljivost). IgE posredovana reakcija moze se jo§ nazivati neposredna preosjetljivost ili
alergija tipa I. Pojedine osobe imaju predispoziciju za razvoj specifiénih IgE antitijela koja
prepoznaju alergene iz okoliSa (Taylor, 2001). Kod IgE posredovanih reakcija simptomi se
pojavljuju u roku od nekoliko minuta do sat vremena nakon gutanja hrane. Simptomi su obi¢no
vezani uz kozu, probavni i diSni sustav. Simptomi koze najces¢e ukljucuju akutnu urtikariju,
angiodem ili pruriti¢ni eritemski osip na koZi, probavni akutno povracanje, bol u trbuhu 1
dijareju, a oni gornjeg i donjeg diSnog sustava laringealni edem, kaSalj, promjenu glasa i
promuklost. Anafilaksija moze ukljucivati sve ove simptome i sustave, a dodatno se mogu
pojaviti sré¢anoZilni simptomi kao hipotenzija i disritmija (Bock i sur., 2001; Sampson 1 sur.,

1992).



Simptomi reakcija usporene preosjetljivosti javljaju se tek 6-24 sati nakon gutanja hrane (Taylor
i Hefle, 2001). Te se reakcije razvijaju sporo i dozivljavaju vrhunac 48 sati nakon gutanja hrane
te opadaju nakon 72-96 sati. Mehanizam reakcija usporene preosjetljivosti ukljucuje interakciju
odredenih alergena iz hrane i T limfocita. Stimulacija limfocita ukljucuje stvaranje citokina i
limfokina koji izazivaju lokalne upale (Sampson, 1991). Antitijela nisu uklju¢ena u ove
reakcije, a odredene mehanizme usporene preosjetljivosti ukljucuje i celijakija ili glutenska

enteropatija (Strober, 1986).

2.2. KIKIRIKI KAO NUTRITIVNI ALERGEN

2.2.1. Opcenito o kikirikiju

Kikiriki (lat. Arachis hypogea L.), poznat i kao arahid, arahis, zemno orasce, orasac,
jednogodisnja je biljka porijeklom iz Meksika, Juzne 1 Srednje Amerike. PoCetkom 18. stoljeca
dosla je u SAD koje su trenutno na 3. mjestu sa 6 % proizvodnje u svijetu. Na prva dva mjesta
su uvjerljivo Kina (40 %) i Indija (25 %) (Car, 2017). Kikiriki je biljka koja pripada botanic¢koj
porodici Leguminosae (mahunarke) u koju se ubraja i grah, grasak, soja i le¢a. Kikiriki je biljka
grmolikog oblika (poput djeteline) koja naraste od 30 do 50 cm u visinu. Cvjetovi biljke
razvijaju se iznad zemlje, a zatim se zbog tezine cvjetova cvjetne stapke savijaju i cvjetovi ulaze
u zemlju gdje se razvijaju u mahune. Mahune kikirikija svijetlosmede su boje i sadrze 1 do 4
zrna ovalnog oblika, gradena od dvije polovice (supke) prekrivene crveno-smedom tankom
kozicom (sjemena lupina). Kikirikiju odgovara suncano i toplo podrucje s umjerenom
koli¢inom oborina. Za klijanje mu je potrebna temperatura od 21 °C. Ovisno o sorti kikirikija,
razdoblje cvjetanja traje 30 do 40 dana, a od sjetve (obi¢no u svibnju) do ubiranja plodova prode
od 4 do 5 mjeseci. Na jednoj biljci formira se 30 do 500 mahuna. U vrijeme berbe plodovi
sadrze oko 50 % vlage pa je potrebno dodatno susenje do 10 % vlage. Oljustene, neobradene
sjemenke kikirikija sadrze oko 28 % proteina i 18 % ugljikohidrata, a s 567 kcal na 100 g
odli¢an su izvor energije. Kikiriki je odlican izvor mononezasi¢enih masnih kiselina, vitamina
B skupine, vitamina E, a uz nes$to manje vitaminima A, C i D, sjemenke su bogate i magnezijem
i vlaknima. Najpopularnije uzgojne sorte kikirikija su Spanish, Runner, Virginia i Valencia
Certain. Razlikuju se obzirom na okus, sadrzaj ulja, veli¢inu 1 oblik sjemena, pa se 1 koriste u
razli¢itim proizvodima (Car, 2017).

Usprkos popularnosti, uz kikiriki se vezu dva rizika sigurnosti; jedan od njih je kontaminacija
aflatoksinom koji potic¢e od plijesni Aspergillus flavus i Aspergillus parasiticus. Aflatoksin

moZe imati Stetan utjecaj na zdravlje ljudi, medutim pravilno skladiStenje i rukovanje moze u



potpunosti ukloniti rizik od kontaminacije aflatoksinom. Drugi rizik za sigurnost predstavlja
¢injenica da je kikiriki jedan od najces¢ih uzroka alergijskih reakcija kod osjetljivih pojedinaca

(Wen isur., 2007).

2.2.2. Alergeni kikirikija

Sjemenka kikirikija u prosjeku sadrzi 29 % proteina (Freeman i sur., 1954). Otprilike 20 %
proteina moZze se pripisati glavnom alergenu Ara h 1, a otprilike 10 % drugom alergenu Ara h
2 (Burks i sur., 1998; Koppelman i sur., 2001). Arah 1 i Ara h 2 su prepoznati u 70-90 % ljudi
s nutritivnom alergijom na kikiriki, dok je Ara h 3 prepoznat kod 44 do 54 % ljudi s nutritivnom
alergijom na kikiriki (Kang i sur., 2007).

Ara h 1 je glikoprotein molekulske mase 63,5 kDa 1 izoelektri¢ne tocke (pl) 4,55. Provodenjem
analize DNK sekvence utvrdeno je da Ara h 1 ima podudaranost sa skladi§nim proteinom
vicilinom. Ara h 1 stvara stabilnu trimernu strukturukoja se temelji na hidrofobnim
interakcijama. Ara h 1 sadrzi 23 linearna epitopa koji se vezu na IgE. Medu njima epitopi 1, 3,
4117 su imunodominantni 1 jedna promjena aminokiselina unutar peptida moze imati drasti¢ne
utjecaje na karakteristike vezanja za IgE (Wen i sur., 2007).

Ara h 1 je idealan biomarker za otkrivanje alergena Kikirikija iz mnogih razloga (Pomés i sur.,
2003). Ara h 1 je toplinski stabilan, odnosno zagrijavanjem izoliranog Ara h 1 iz kikirikija
uocena su ista svojstva vezanja za IgE kao 1 u slu¢aju nativne molekule Ara h 1 (Koppelman 1
sur., 1999). Nije zabiljezena krizna kontaminacija izmedu Ara h 1 i orasastih plodova te ostalih
mahunarki koje pripadaju istoj botani¢koj skupini, Sto zna¢i da neki proteini iz razli¢itih
mahunarki imaju zajednic¢ke epitope (Pomes 1 sur., 2003).

Ara h 2 je glikoprotein molekulske mase 17 kDa i pl 5,2 (Wen i sur., 2007). Aha h 2 je
monomerni protein koji sadrzi 8 cisteinskih ostataka koji mogu formirati 4 disulfidne veze.
Takoder ima podudarnost sa skladiSnim proteinom konglutinom (Mikita i sur., 2012).
Disulfidne veze pridonose stabilnosti Ara h 2. Djeluje kao slabi inhibitor tripsina te $titi Ara h
1 od djelovanja tripsina. Ara h 1 izoliran iz peenog kikirikija je manje topljiv, dok u slucaju
Ara h 2 pecenje manje utjeCe na topljivost. Oba alergena iz pecenog kikirikija se bolje vezu na
IgE nego alergeni iz sirovog kikirikija. Toplinskom obradom povecava se stabilnost alergena
Ara h 2, povecavaju se alergena svojstva i poboljSava inhibicija tripsina (Maleki i sur., 2003).
Ara h 3 identificiran je kao treci alergen kikirikija s molekulskom masom od 57 kDa. Ara h 3
dijeli homologiju s ostalim proteinima iz porodice glicinina kao G1 i G2 glicinini te beta-
koglicinin u sojinim alergenima, potencijalno doprinosi kriznoj kontaminaciji izmedu kikirikija

i drugih mahunarki (Mikita i sur., 2012).



Ara h 4 je Cetvrti alergen molekulske mase 61 kDa i izoelektri¢ne toc¢ke 5,2. Rekombinantni
oblik Ara h 4 pronaden je u 53 % ljudi s nutritivnhom alergijom na kikiriki. 91,3 % aminokiselina
podudara se izmedu Ara h 3 i Ara h 4 te se smatraju istim alergenima. Stoga kao i Ara h 3
pripada porodici glicinina (Wen i sur., 2007).

Arah 5 je protein s 131 aminokiselinom, molekulske mase 14 kDa i izracunatim pl 4,6. Pripada
porodici proteina profilina koji su aktin vezajuci proteini. Vrlo je niska frekvencija osjetljivosti
jer se profilin u malim koli¢inama nalazi u sjemenkama kikirikija. Cest je alergen u kriznim
kontaminacijama sa peludom breze, trave 1 pSenice. UcCestalost osjetljivosti na Ara h 5 iznosila
je 13 % na 40 ispitanika (Wen i sur., 2007).

Kodiraju¢e podrucje Ara h 6 sadrzi 375 nukleotida, 124 aminokiselina, molekulske mase 14,5
kDa i pl 5,2. Dok Ara h 7 ima 408 nukleotida, molekulske mase 15,8 kDa i pl 5,6. Oba alergena
pokazuju sli¢nost sa sekvencijama aminokiselina iz porodice skladi$nog proteina kolutina.
Ucestalost osjetljivosti na Ara h 6 1 Ara h 7 na 40 ispitanika bila je 38 % 1 43 %. Neka
istrazivanja pokazuju da se Ara h 6 moze pronaci 120 minuta nakon probave pepsina i 40 minuta
nakon zagrijavanja u prisutnosti Secera, pSeni¢nog brasna i maslaca (Suhr i sur., 2004).

Ara h 8 sadrzi 157 aminokiselina, molekulske mase 16,9 kDaipl 5,03. Pokazuje mogucu kriznu
kontaminaciju s Bet v1 koji je glavni peludni alergen breze 1 javlja se u rano proljec¢e. Ova dva
alergena dijele 45,9 % sli¢nosti u aminokiselinama i imaju slicnu sekundarnu strukturu. To
rezultiralo time da peludna alergija moze biti povezana s alergijom na kikiriki te primarna

osjetljivost na pelud moze biti jedan od razloga razvoja alergije na kikiriki (Wen i sur., 2007).

2.2.3. Alergijska reakcija na Kikiriki

Alergija na kikirikija je tipicna IgE posredovana imunoloska reakcija. Klini¢ki simptomi se
pojavljuju u roku od nekoliko sekundi, pa i do 2 sata nakon unosa ¢ak nekoliko miligrama
kikirikija (Burks, 2008). To je tre¢a najcesca alergija na hranu kod mlade djece (Bock, 1987) 1
najcesca alergija na hranu kod starije djece, adolescenata 1 odraslih (Sicherer i sur., 1999).
Hrana koja sadrzi kikiriki popularna je Sirom svijeta, medutim ¢esto moze izazvati Cak i
anafilakticki Sok sa smrtnim posljedicama (Chen i sur., 2012). Smrti uzrokovane Kikirikijem
Ceste su u SAD-u 1 Kini (Ji 1 sur., 2009). Jedno istraZivanje je pokazalo da je alergija na kikiriki
utjecala na 0,8 % adolescenata i 0,6 % odraslih osoba u SAD-u (Sampson, 2004). U Francuskoj
1 % populacije pati od alergije na kikiriki. Ucestalost alergije na kikiriki povecala se u proslom
desetljecu (Kanny i sur., 2001). Razlog tome je Sto vrlo mala koli¢ina kikirikija 0,1-1000 mg

moze izazvati alergijsku reakciju (Wensing 1 sur., 2002). Do 80 % pojedinaca alergi¢nih na



kikiriki reagira kroz reakcije senzibilizacije tijekom prvog izlaganja kikirikiju (Sicherer i sur.,
1999). Pocetna dijagnoza Cesto se temelji na povijesti bolesti nekolicine klinickih reakcija u
kombinaciji s poviSenom razinom IgE antitijela u serumu ili pozitivnih testova koze. U manjem
broju slucajeva koriste se dvostruko slijepi placebo testovi (Sampson, 2002). Za razliku od
drugih djecjih alergija koje ve¢inom izostanu u kasnijoj djecjoj dobi, alergija na kikiriki ima
tendenciju trajanja i tijekom odrasle zivotne dobi (Hourihane, 1998). Medutim, viSe nedavnih
istrazivanja dokazalo je da alergija na kikiriki moze izostati u kasnijoj dobi (Wen i sur., 2007).
Istrazivanje na 223 ispitanika pokazalo je da je kod 21,5 % alergija na kikiriki izostala u
odrasloj dobi, osobito kod pojedinaca koji su imali nisku razinu IgE antitijela specifi¢nih za
kikiriki u ranijoj dobi (Skolnick i sur., 2001). Stovise, pojedinci s blazim reakcijama imali su
bolju Sansu za razvoj tolerancije od pojedinaca ¢iji su prvi simptomi bili anafilakticka reakcija
(Spergel 1 Fielder, 2001). Godisnje u SAD-u 30 000 osoba trazi hitnu lijecnicku pomo¢ zbog
simptoma anafilaktickog Soka (Sampson, 2000), a pri tome jedna trecina zbog posljedica
izloZenosti kikirikiju (Sampson i Ho 1997). Analize 32 smrtna slu¢aja zbog anafilaktickog Soka,
pokazale su kako ih je ¢ak 90 % povezano s kikirikijem i oraSastim plodovima (Bock 1 sur.,
2001). U Velikoj Britaniji se od 1989. godine do 1995. godine broj trogodiSnje djece s
nutritivnom alergijom na kikiriki povecao sa 1,3 % na 3,2 % (Emmet i sur., 1999). Da bi se
zastitili pojedinci alergi¢ni na kikiriki, mnoga su se istrazivanja usredotocila na pronalazenje
najnize koli¢ine alergena koja moze izazvati alergijsku reakciju na kikiriki uz pomo¢ dvostruko
slijepog placebo kontroliranog izazivaca hrane (DBPCFC). Rezultati istrazivanja smatraju se
pozitivnim kada se pojave objektivni simptomi (teSko disanje, povracanje, proljev, oticanje
usne Supljine, promuklost) ili kada se subjektivni simptomi (svrbez koze ili usne Supljine,
mucnina, bol u trbuhu) vise puta pojave nakon aktivne doze (Sampson, 1988). Koli¢ina praga
se moze definirati kao najniza koli¢ina proteina kikirikija ili kikirikija koja izaziva pozitivnu
reakciju (Wensing i sur., 2002). Stoga se ona nalazi izmedu razine neprimjecenih Stetnih
u¢inaka (NOAEL) i najnize razine primjecenih Stetnih u¢inaka (LOAEL) (Madsen, 2001).
Tijekom istrazivanjaje takoder utvrdeno kako pacijenti s teSkim reakcijama reagiraju na nize
koli¢ine u odnosu na bolesnike s blagim simptomima (Wensing i sur., 2002).

IgE 1 mastociti su dvije glavne znacajke u alergijskim reakcijama na kikiriki. IgE je vrsta
imunoglobulina koji cirkulira u krvnim Zila 1 ima najmanji Zivotni vijek od svih imunoglobulina
i u najmanjoj koncentraciji od svih se nalazi u serumu (Harlow i Lane, 1999). IgE ima visoKi
afinitet prema receptorima mastocita koji se nalaze u podrucjima koja su tipicna za alergijske
reakcije; krvne Zile u vezivnom tkivu, u sluznici probavnog sustava i pluca te u kozi (Benjamini

i Leskowitz, 1991). Postoji pet koraka koji doprinose alergijskim reakcijama na Kikiriki:
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prezentacija antigena, proizvodnja IgE, aktiviranje mastocita, otpustanje medijatora upale te u
konacnici ispoljavanje simptoma (Wen i sur., 2007).

Alergijska senzabilizacija zapocCinje nakon unosa kikirikija i tada alergeni kikirikija prolaze
kroz crijevnu sluznicu. Antigen stanica kao §to su makrofagi, dendriti¢ke stanice ili B-limfociti
uzimaju alergene endocitozom ili fagocitozom. Nakon §to se alergeni internaliziraju, oni se
pregraduju u peptide i vezu na glavni histokompatibilni kompleks klase IT (MHC klasa IT) i tako
formiraju peptidne komplekse MHC klase 1l. Kompleksi se prenose u plazmu membrane pri
¢emu su peptidi predstavljeni CD4+T-pomagackim-2 (Th-2) stanicama i ta se faza naziva
predstavljanje antigena. Interakcija izmedu peptidnih kompleksa MHC klasa II i1 T-stani¢nih
receptora na Th-2 aktivira T-pomoc¢ne stanice i stimulira proizvodnju limfokina poput
interleukina-4 koji aktiviraju B-stanice. Aktivirane B-stanice zapocinju proliferaciju,
diferencijaciju i sintezu IgE. Sintetizirana antitijela IgE izlucuju se u krvotok i vezu na receptore
mastocita ili bazofila (Wraith i sur., 1989; De Vries i sur., 1991; Romagnani 1991). Nakon sto
je osoba s nutritivnom alergijom ponovno izloZena kikirikiju, alergeni kikirikija se veZu na
povrsinu mastocita preko vezanih IgE. Obzirom da jedan alergen ima vise od jednog epitopa,
moze vezati nekoliko razli¢itih IgE antitijela i tako umreziti nekoliko razli¢itih IgE S$to izaziva
degranulaciju unutar mastocita. Taj korak naziva se aktivacija mastocita. Reakcija
degranulacije otpusSta medijatore i tako zapocCinju alergijski simptomi nutritivne alergije na
kikiriki (Lehrer i sur., 1996). Oslobodeni medijatori mogu se svrstati u dvije skupine. Jednu
skupinu ¢ine posredicni medijatori poput histamina, koji nastaje dekarboksilacijom histidina i
moze izazvati suzenje glatkih miSi¢a ili povecanje vaskularne propusnosti. Drugu skupinu
medijatora ¢ine novo sintetizirani medijatori prostaglandini i leukotrieni, a oni su kemotakti¢ni
za neutrofile, bazofile, eozinofile i monocite. Proizvodnja ove skupine temelji se na pretvorbi
fosfolipida stani¢nih membrana. Leukotrieni mogu izazvati dugotrajno suzenje glatkih miSica,
dok prostaglandini mogu izazvati suzenje bronha (Lehrer i sur., 1996). Simptomi nutritivne
alergije na kikiriki se javljaju po cijelom tijelu, od manjih simptoma poput svrbeza na jeziku ili
bolova u trbuhu, povracanja, dijareje, do teskih sustavnih reakcija (anafilaksije), ukljuc¢ujuéi
stezanje disnih puteva, kasalj, promuklost, pad krvnog tlaka (hipotenzija), gubitak svijesti ili

cak smrt (Benjamini i Leskowitz 1991).
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Slika 1. Mehanizam alergijske reakcije na kikiriki (Benjamini and Leskowitz 1991; Kay 2001,
Lehrer and others 2002; Merz 2003; Bohle 2004)

Pored izlozenosti kikirikiju razvija se i alergija na kikiriki ovisno o nacinu pripreme kikirikija
(Beyer 1 sur., 2001). Alergija na kikiriki obi¢no se smatra bolesti razvijenih zemalja gdje se
najces¢e konzumira przeni kikiriki (Hourihane, 2002). Alergija na kikiriki je manje
rasprostranjena u Kini jer se, smatra se, kikiriki konzumira kuhan ili peen, a ne przen kao u
razvijenijim zemljama. PrZzenje moze povecati razinu naprednog glikacijskog kraja koji je
otporniji na razgradnju kiselinom 1 ima pozitivnu povezanost s pove¢anom alergenos¢u (Chung
1 Champagne, 2001; Mondoulet i sur., 2005). S druge strane, pojedina istrazivanja pokazuju
kako je kuhanje uzrokovalo dvostruko smanjenje alergenosti kikirikija, smatra se zbog
uklanjanja alergena niske molekulske mase iz Kikirikija tijekom kuhanja u vodi (Mondoulet i
sur., 2005).

Istrazeno je viSe razli¢itih potencijalnih terapija u sluc¢aju nutritivne alergije na kikiriki (Burks
i sur., 2004; Nowak-Wegrzyn i Sampson 2004; Li 2005). Imunoterapija se temelji na blokiranju
vezanja IgE na mastocite. Ovo blokiranje inhibira alergijske reakcije u ranoj fazi i moze
ucinkovito zaustaviti alergijske simptome prije nego Sto po¢nu (Sampson, 2001). Mutirana
imunoterapija proteinima koristi glavne alergene u kojima su mjesta vezivanja IgE
promijenjena mijenjanjem primarnog niza aminokiselina (Stanley i sur., 1997). Imunizacija
DNA je metoda terapije koja ukljucuje protein kikirikija koji kodira DNA. Pristup rezultira

endogenom proizvodnjom alergenih proteina, $to mozerezultirati netolerancijom umjesto
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alergenosti (Spiegelberg i sur., 1997). Imunizacija imunostimulirajuéim sekvencama (ISS)
temelji se na sposobnosti ISS da stimulira ACP i prirodne stanice ubojice da lu¢e IFN-r i IL-
12, promicuci imunolosku devijaciju od alergijskog Th-2 fenotipa do tolerantnog Th-1 fenotipa
(Chu i sur., 1997). Imunoterapija na peptide koristi ekstrakt kikirikija koji je probavljen
pepsinom. Rezultati studije pokazuju da ekstrakt probavljen pepsinom sadrzi epitope T-stanica
umjesto epitopa koji vezuju IgE, tako da je reaktivnost IgE bila eliminirana, ali reaktivnost T-
stanica je odrzana (Hong i sur., 1999). Li i suradnici (2001) istrazivali su i tradicionalnu kinesku

terapiju (Li i sur., 2001).

2.3. Metode odredivanja alergena kikirikija

Zbog ucestale konzumacije namirnica koje sadrze Kikiriki, nepravilnog oznaCavanja te
kontaminacije kikirikijem sirovina ili u proizvodnji, mogu se pojaviti tragovi kikirikija u hrani
koja ih ne bi trebala sadrzavati, $to predstavlja potencijalni rizik za pojedince s nutritivnom
alergijom na kikiriki (Koppelman i sur., 1996; Whitaker i sur., 2005). Stoga su potrebne
pouzdane metode detekcije alergena Kkikirikija za osiguranje uskladenosti s ozna¢avanjem hrane
i za poboljSanje zastite potroSaca. Medutim, detekcija alergena u hrani moze biti vrlo oteZana,
buduci da su alergeni ¢esto prisutni u tragovima i mogu biti maskirani prehrambenom matricom
(Poms i sur., 2004). Prema op¢em dogovoru, smatralo se da detekcijski limit metode za
odredivanje alergena u razli¢itim namirnicama mora biti izmedu 1 i 100 mg kg™ (Koppelman i
sur., 1996). Osim osjetljivosti, specifi¢nost je jo$ jedan zahtjev u razvoju analitiCke metode za

detekciju alergena u hrani (Krska i sur., 2004).

2.3.1. Imunoanaliti¢ke metode

Za detektiranje potencijalnih alergena Kikirikija primjenjuje se nekoliko analitickih metoda. Te
analiticke metode ciljaju na proteine Kikirikija ili fragmente DNA koji kodiraju alergene
kikirikija (Wen i sur., 2007). Ove analiticke metode se dijele u dvije skupine metoda: metode
temeljene na proteinima i metode temeljene na DNA (Koppelman i sur., 1996). Metode
temeljene na proteinima mogu otkriti ukupan broj proteina kikirikija ili specifiéne alergene
kikirikija. Metode koje se ubrajaju u ovu kategoriji su: dot-imunolosko blotanje (engl. dot
immunobloting), ~rocket” imunoelektroforeza (engl. Rocket Immuno-Electrophoresis, RIE),
imunoenzimski test (engl. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, ELISA), radioalergosorbent
test (engl. Radio-Allergosorbent Test, RAST), radioimunotest (engl. Radio-Immunoassay,

RIA), imunokromatografski test (engl. dipsticks), lateralni proto¢ni test (eng. Lateral-Flow



Immunoassay, LFIA) te tekucinska kromatografija i viSestruka spektrometrija masa (engl.
Liquid Cromatography-Tandem Mass Spectrometry, LC-MS/MS. Dot-imulosko blotanje,
imunokromatografski test, RIE i LFIA pripadaju kvalitativnim metodama, dok se ELISA,
RAST, RIA i LC-MS/MS ubrajaju u skupinu kvantitativnih metoda (Poms i sur., 2004).
Imunoanaliticke metode se upotrebljavaju s obzirom na specifi¢nost i osjetljivost antitijela.
Najces¢e se koriste u prehrambenoj industriji, istrazivackim laboratorijima i vladinim
ustanovama za otkrivanje i kvantifikaciju prisutnosti alergena u hrani (Poms i sur., 2004).
Analize na bazi proteina za otkrivanje potencijalnih alergena kikirikija mogu se podijeliti u
dvije skupine testova: testovi za otkrivanje proteina i testovi za ispitivanje alergena (Krska i
sur., 2004). Testovi za ispitivanje alergena usmjereni su na specificne alergene kikirikija, dok
se uz pomoc¢ testova za otkrivanje proteina odreduju ukupni proteini kikirikija. Na taj nacin se
testovima za otkrivanje proteina lakse odreduje Siroki raspon proteina kikirikija pri niskim
razinama. Naj¢eS¢a metoda na bazi otkrivanja proteina koja se koristi je ELISA metoda zbog
visoke preciznosti, jednostavnog rukovanja i dobrog potencijala za standardizaciju (Poms i sur.,
2004).

2.3.2. Molekularno-genetske metode

Molekularno-genetske metode su metode koje se temelje na umnaZanju i analizi molekule
deoksiribonukleinske kiseline (DNK). Za analize DNK uglavnom se koristi lanc¢ana reakcija
polimeraze (engl. Polimerase Chain Reaction, PCR) i njene brojne modifikacije te
elektroforeza u umreZenom polimeru agaroznog ili poliakrilamidnog gela. PCR je brza,
jednostavna 1 specificna metoda u kojoj se za umnazanje specificnog dijela molekule DNK
koriste razli¢iti termostabilni enzimi polimeraze DNK (Butorac i sur., 2013).

Postoje dvije vrste PCR metode koje se koriste za detekciju alergena Kikirikija: RT-PCR (Real
Time PCR) i DNA ELISA metoda. Granica detekcije je ispod 10 ppm (Hefle, 2006). Ovisno o
hrani i na¢inu prerade, DNA moZe biti u potpunosti razgradena i posljedicno time moZze do¢i
do laznih negativnih rezultata, a hrana u sebi moze sadrzavati alergen. Medutim, DNA se lako
ekstrahira u teskim uvjetima i manje se izvlai iz prehrambenih matrica u usporedbi s
proteinima. PCR metode detektiraju DNA iz datog uzorka hrane, ali ne i prisutnost specificnog
alergena iz uzorka te time moze do¢i do laznih rezultata, dok ELISA metoda otkriva proteine
iz uzorka hrane. Prednost PCR metode je u brzom ispitivanju od 7 do 10 dana kada je poznata
sekvenca DNA. Razvoj ELISA testova moze trajati mjesecima ukoliko specifi¢ni protein mora

biti procis¢en, a ukoliko se stvaraju specifi¢na antitijela moze se produljiti jo§ jedan mjesec.
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PCR tehnike se zasnivaju na jednostavnom i definiranom slijedu DNA, dok ELISA testovi
ukljucuju zivotinjska antitijela koja se moraju odrzavati u stalnoj kvaliteti. Metode temeljene
na DNA neée zamijeniti metode temeljene na proteinima ve¢ ¢e postojati kao dodatne i

komplementarne metode (Mustorp i sur., 2007).

2.4. ELISA metoda u odredivanju nutritivnih alergena

2.4.1. Opcenito o ELISA metodi

ELISA metoda omogucuje odredivanje prisutnosti i kolic¢ine antigena. Reakcija se temelji na
vezanju antitijela i antigena iz uzorka te spektrofotometrijskom mjerenju nastale reakcije, do
koje dolazi zbog promjene boje. ELISA metodom moguce je odrediti vrlo nisku koncentraciju
analita od nekoliko ng po kg analiziranog uzorka (Butorac i sur., 2013). Primjena ELISA
testova je vrlo rasirena u forenzici hrane i koristi se pri odredivanju alergena u namirnicama
kao $to su mlijeko, kikiriki, ljeSnjak, jaja i sl., a uporabu pronalazi i pri utvrdivanju
kontaminacije mikroorganizmima, pesticidima i antibioticima (Chen i sur., 2012). ELISA
metoda je metoda koja se najceSce koristi u prehrambenoj industriji i agencijama za kontrolu
hrane (Van Hengel, 2007). Pomes i suradnici (2003) odredivali su udio alergena kikirikija Ara
h 1 ELISA metodom u 83 razli¢ita prehrambena proizvoda. Udio alergena Ara h 1 kretao se u
rasponu od 0,1 pg g do 500 pug g*. Utvrdili su da se ova metoda moze koristiti za pracenje
eventualne kontaminacije alergenom Ara h 1 tijekom procesa proizvodnje te za odredivanje
najniZe koli¢ine (0,2 mg) pri kojoj dolazi do senzibilizacije u osoba koje s nutritivnom alergijom
na Kikiriki. Prednosti ELISA metode su: brzo i jednostavno koristenje, prikladan i
standardiziran format odredenog broja jazica, osjetljivost , selektivnost na tragove alergena,
dostupnost reagensa, brza obrada podataka, niski pocetni troSkovi i prenosivost. Nedostaci su:
dugotrajno razvojno vrijeme, moguca krizna kontaminacija, ucinci matrice, moguci pozitivni
rezultati, utvrdivanje pozitivnih rezultata i analiza vise sastojaka istovremeno (Koppelman i
Hefle, 2006).

2.4.2. ELISA testovi

Postoje vise tehnika imunoloskog odredivanja pomoc¢u ELISA testa: indirektna, ~sandwich “ili
direktna, konkurentna i nova viSestruka i prijenosna metoda pomoc¢u mikrotitarskih ploca
(Butorac i sur., 2013). U analizi prehrambenih proizvoda najéesce se koriste ~sandwich “metoda

i konkurentna metoda.
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A) Direktni ili ~sandwich” ELISA test

Direktna ili ~sandwich” metoda je najes¢a imunoloska metoda za detekciju proteina.
Omogucuje detekciju i kvantifikaciju specifi¢nih topljivih proteina (Yeung, 2006). Ova metoda
ukljuc¢uje imobilizirana hvataju¢a visoko procis¢ena antitijela na mikrojazicama. Nakon
dodavanja standardne ili otopine uzorka dolazi do vezanja antigena na antitijelo. Nakon toga
slijedi ispiranje ¢ime se uklanja nevezani antigen. Na specifi¢ni antigen dodaje se sekundarno
enzimom konjugirano antitijelo te ponovno dolazi do vezanja i stvaranja ~sendvica”. Zatim se
dodaje supstrat koji reagira sa enzimom i stvara obojeni produkt¢iji intenzitet obojenja se mjeri
spektrofotometrijski, izmjerena apsorbancija je izravno proporcionalna koncentraciji analita

(Besler i sur., 2002). Sendvi¢ metoda je 2-5 puta osjetljivija od ostalih metoda (Aydin, 2015) .

~Sandwich” ELISA
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imobiliziranim antigena i vezanje supstrata i
primarnim vezanje s sekyrj_darnog njegovo
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antitijelom. obll.]ezenog u obojeni
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nastalim katalizirano
komp_leks_om enzimom.
antitijelo i
antigen.

Slika 2. Pojednostavljen prikaz direktne ili ~sandwich” ELISA metode (Anonymuos 1, 2011)

B) Konkurentni ELISA test

Konkurentni ELISA testovi Cesto ukljucuju antigen imobiliziran na dno mikrojazica. U
odredene jazice se dodaje odredena koli¢ina primarnog antitijela i slobodnog antigena (iz
uzorka), ¢ime dolazi do kompeticije izmedu slobodnog antigena i imobiliziranog antigena za
stvaranje kompleksa sa antitijelom. Nakon toga slijedi ispiranje ¢ime se uklanja nevezani
antigen i dodaje se sekundarno enzimom obiljezeno konjugirano antitijelo koje prepoznaje i
veze se za antigen-antitijelo kompleks. Dodatkom bezbojnog supstrata za enzim dolazi do
njegovog prevodenja u obojeni produkt (Slika 3). Medutim, ako u uzorku nisu prisutni antigeni,
antitijelo na koje je vezan enzim veze se za imobilizirani antigen §to rezultira visokim

vrijednostima apsorbancije nastalog obojenog produkta. Sto je vec¢a koli¢ina slobodnog
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antigena u uzorku, posljedi¢no time jaca je inhibicija vezanja antitijela obiljezenog enzimom
na imobilizirani antigen. Koncentracija antigena kod ove metode je obrnuto proporcionalna

intenzitetu nastalog obojenja (Besler i sur., 2002), a bazdarna krivulja prikazuje tipi¢an

sigmoidalni oblik (Butorac i sur., 2013).

Konkurentna ELISA
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imobiliziranim g antitijela njegovo
antigenom. obiljeZenog prevodenje
enzimom i u obojeni
prepoznava produkt
nje nastalog katalizirano
kompleksa enzimom.
antitijela i
antigena.

Slika 3. Pojednostavljen prikaz konkurentne ELISA metode (Anonymous 1, 2011)

2.5. 0OZNACAVANJE ALERGENA

Zahtjev za navodenje alergena prisutnih u hrani je dana 13. prosinca 2014. godine prosiren EU
zakonodavstvom i na nepretpakiranu hranu. Pri tome je drzavama c¢lanicama dozvoljeno
regulirati to podrucje na razini nacionalnog zakonodavstva. U slucaju da drzava Clanica ne
donese nacionalni propis o navodenju alergena, isti se moraju voditi prema pravilima utvrdenim
u Uredbi (EU) br.1169/2011 o informiranju potro$aca u hrani i jednaki su za pakiranu i
nepretpakiranu hranu (Ministarstvo poljoprivrede, 2015).

Uredbom (EU) br.1169/2011 se utvrduje osnova za postizanje visoke razine zastite potrosaca u
vezi s informacijama o hrani. Ovom se Uredbom utvrduju op¢a nacela, zahtjevi i odgovornosti
u vezi s informacijama o hrani, a posebno u vezi ozna¢avanja hrane. Ova se Uredba primjenuje
na subjekt u poslovanju hranom u svim fazama prehrambenog lanca ako njihove djelatnosti
ukljucuju pruzanje informacija o hrani potroSacima (Uredba, 2011).

Informacije o hrani su informacije koje se odnose na hranu, a dostupne su krajnjem potrosacu
putem etiketa, drugog popratnog materijala ili na neki drugi naéin, uklju¢ujuci sredstva
moderne tehnologije ili verbalne komunikacije. Pruzanjem informacija o hrani treba se posti¢i

visoka razina zaStite zdravlja 1 interesa potroSaca uspostavom temelja pomocu kojih ¢e krajnji
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potrosaci biti informirani pri odabiru hrane i pomocu kojih ¢e upotrebljavati i koristiti hranu na
siguran nacin, s posebnim naglaskom na zdravstvene, gospodarske, okoli$ne, socijalne i eticke
okolnosti. Cilj propisa o informacijama o hrani jest u Uniji posti¢i slobodan protok hrane koja
se zakonito proizvodi i stavlja na trziSte, vode¢i prema potrebi, raCuna o zastiti legitimnih
interesa proizvodaca te poticati promociju kvalitetnih proizvoda (Uredba, 2011).

Tvari ili proizvodi koji uzrokuju alergiju ili netoleranciju moraju biti navedeni kao ostali
sastojci u popisu sastojaka (naziv tvari ili proizvoda), naglaseno uporabom vrste pisma koje se
jasno razlikuje od vrste pisma kojim je pisan ostatak popisa sastojaka, na primjer razliitim
slovima, stilovima ili bojama u pozadini. Ako nema popisa sastojaka, navod podataka mora
ukljucivati rije¢ ,,sadrzi” iza koje se navodi naziv tvari ili proizvoda. Popis sastojaka mora
ukljucivati sve sastojke hrane navedene padajuc¢im redoslijedom s obzirom na masu koja je
utvrdena u vrijeme njihove upotrebe u proizvodnji hrane (Uredba, 2011).

Sastojci dobiveni iz poznatih izvora alergena mogu biti skriveni sastojci ukoliko nisu navedeni
u popisu sastojaka (Taylor i Hefle, 2000). Medutim, skriveni sastojci koji se potencijalno mogu
izloZiti potrosa¢ima mogu do¢i iz razli€itih izvora. KoriStenje zajedniCke opreme 1 postrojenja,
prisutnost alergijskih oneciS¢enja u sirovinama i ambalazi mogu dovesti do povecanja razine
skrivenih sastojaka (Taylor i Hefle, 2005; Warner, 2005).

Jedna od najvaznijih briga za osjetljive potroSace je da se alergen moze "skrivati" u preradenoj
hrani. Stoga je jedan od glavnih ciljeva svih regulatornih okvira vezanih uz oznacavanje
prehrambenih alergena koriStenje jednostavnog jezika u popisu sastojaka. Na primjer,

regulatorni okviri za alergene proteine u SAD-u Kkoriste izvorni naziv hrane (Gendel, 2012).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Uzorci

U svrhu istrazivanja, na zagrebackom trzistu je prikupljeno 39 uzoraka sladoleda, 19
nepretpakiranih uzoraka u slasti¢arnicama (SS1 do SS19) i 20 zapakiranih uzoraka u trgovackim
lancima (ST1 do ST2). Obzirom na sastav, uzorci sladoleda bili su na bazi vanilije, voéa i

oraSastih plodova te na popisu sastojaka nisu sadrzavali kikiriki.

3.1.2. Laboratorijska oprema i pribor

Tijekom istrazivanja i laboratorijskih analiza koriSteni su sljede¢i uredaji:
+ analiticka vaga (YMC Chyo, tip JK-180 Mikrotehna, Zagreb)
+«» centrifuga (Rorofix 32 A, Hettich, Njemacka) (Slika 4)

«» ELISA-Cita¢ s filterom od 450 nm sa racunalnim programom Gen 5, Bio Tek
Instruments, SAD (Slika 5)

+«»+ vodena kupelj (INKO, Zagreb) (Slika 6)

+«» vortex mjesalica (VWR, tip VV3) (Slika 7).

Slika 4. Centrifuga (vlastite fotografije)
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Slika 7. Vortex mjesalica (vlastite fotografije)

Laboratorijsko posude i pribor koristeni tijekom istrazivanja i laboratorijskih analiza:
+«+ automatska jednokanalna pipeta

«» elektri¢ni Stapni mikser

% Erlenmeyerove tikvice od 100 mL

% Falcon epruvete

% filter papir

+ laboratorijska ¢asa od 100 mL

+ laboratorijska ¢asa od 250 mL

% nosac za mikrojazice, Agraquant, Romer Labs, Austrija

% pipetaod 1 mL
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%+ pipeta od 5 mL

% pipeta od 10 mL

% pipeta od 25 mL

% pipeta od 50 mL

% nastavak za pipetu

% odmjerna tikvica od 100 mL
% odmjerna tikvica od 250 mL
s stakleni lijevak

¥ stanievina

% plasti¢ne Zlicice

s sterilne CaSe.

3.1.3. Reagensi
« AgraQuant, Peanut, Extraction & Sample Dilution Buffer, Romer Labs, Austrija
(esktrakcijski pufer)

7

+« AgraQuant, Peanut, Wash Butter, Romer Labs, Austrija (pufer za ispiranje)

« AgraQuant-Peanut Enzyme, Romer Labs, Austrija (reagens sa zelenim poklopcem,
konjugat) (Slika 8)

« AgraQuant-Substrate, Romer Labs, Austrija (reagens s plavim poklopcem, supstrat)
(Slika 8)

« AgraQuant-Stop Solution, Romer Labs, Austrija (reagens s crvenim poklopcem, stop
otopina) (Slika 8)

7

¢ filtrat proc¢is¢enog uzorka.

pr—r

=¥ 7A

Slika 8. Reagensi za ELISA test (vlastite fotografije)
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3.1.4. Ispitanici

U svrhu prikupljanja stavova i misljenja potrosaca o kikirikiju i proizvodima od kikirikija kao
tvarima ili proizvodima koji izazivaju alergijske reakcije, proveden je upitnik na uzorku od 167
ispitanika starijih od 18 godina koji su dobrovoljno pristali sudjelovati u provedenom

anketiranju.

3.2. METODE RADA

3.2.1. Priprema reakcijskih otopina

Otopina ekstrakcijskog pufera pripremljena je razrjedivanjem koncentriranog ekstrakcijskog
pufera destiliranom vodom u omjeru 1:10. Pripremljena otopina ekstrakcijskog pufera cuvana
je u hladnjaku pri temperaturi od 4 °C do daljne uporabe. Otopina pufera za ispiranje
pripremljena je razrjedivanjem koncentriranog pufera za ispiranje destiliranom vodom u
omjeru 1:10. Dobivena otopina pufera za ispiranje ¢uvana je u hladnjaku pri temperaturi od 4
°C do laboratorijskih analiza. Obje otopine su temperirane na sobnu temperaturu prije

provodenja laboratorijskih analiza.

3.2.2. Ekstrakcija uzoraka

Prije pocetka analize, uzorak je homogeniziran, a zatim je na analitickoj vagi u Falcon epruvetu
odvagano 1,000 g. Nakon toga je dodano 20 mL otopine ekstrakcijskog pufera te vorteksirano
do potpune homogenizacije uzorka u reakcijskoj otopini. Sadrzaj epruvete stavljen je u
prethodno zagrijanu vodenu kupelj na 60 °C te zagrijavan 15 minuta uz snazno protresivanje
svake 2 minute. Dobivena suspenzija centrifugirana je 10 minuta pri 2000 okretaja kako bi se
dobio bistri supernatant. Dobiveni supernatant je na kraju dodatno profiltriran uz pomoc¢ filter
papira kako bi se uklonile eventualno prisutne Cestice. Dobiveni filtrat predstavljao je uzorak

za odredivanje potencijalno prisutnih alergena kikirikija ELISA testom.

3.2.3. Analiza uzoraka ELISA testom

3.2.3.1. Princip odredivanja

AgraQuant kikiriki test, koristen tijekom ovog istrazivanja, prema principu odredivanja se
ubraja u "sandwich” ELISA test temeljen na imunoenzimskoj reakciji. Proteini Kikirikija iz
uzorka se ekstrahiraju pomocu ekstrakcijskog pufera. Unutar mikrojazica, koje sadrzi set za
imunoenzimski test, se u tankom sloju nalaze primarna antitijela. NanoSenjem pripremljenog

ekstrakta uzorka u mikrojazice dolazi do vezanja primarnih antitijela i proteina kikirikija. Zatim
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slijedi ispiranje puferom za ispiranje ¢ime se uklanjaju nevezani antigeni. Nakon ispiranja, u
mikrojazice se dodaje konjugat, odnosno enzimom oblozeno sekundarno antitijelo koje se veze
na nastali antigen-antitijelo kompleks kroz odredeni period inkubacije. Nakon inkubacije
provodi se ponovno ispiranje i dodaje se supstrat specifi¢an za enzim koji uzrokuje razvitak
plave boje koja je proporcionalna udjelu kikirikija u uzorku. Nakon odredenog vremena
inkubiranja dodaje se "stop"otopina koja uzrokuje promjenu plave boje u Zutu boju (Slika 9)
¢ime se reakcija zaustavlja. Nastali intenzitet obojenja mjeri se spektrofotometrijski pri 450 nm
te se na temelju bazdarnog dijagrama standarda kikirikija (Slika 10) odreduje udio potencijalnih
alergena kikirikija (mg kg™) u uzorcima.

3.2.3.2. Postupak odredivanja

Na mikrotitarsku plocu postavljen je drza¢ od 8 mikrojaZica oblozenih antitijelima.
Jednokanalnom automatskom pipetom dodano je po 100 uL pripremljenih proc¢iscenih filtrata
uzoraka u svaku od 8 jazica. Drza¢ s jazicama potom je stavljen na inkubaciju u trajanju od 20
min pri sobnoj temperaturi. Pri pomicanju ploCe s jazicama postupano je oprezno i bez
protresanja mikrotitarske ploce kako ne bi dosSlo do medusobnog mijeSanja sadrzaja i1
kontaminacije. Nakon inkubacije sadrzaj jazica je brzim okretanjem ploce ispraznjen u otpadni
spremnik. Nakon toga slijedilo je ispiranje otopinom pufera za ispiranje. Ispiranje je provedeno
tako da je svaka jazica isprana 5 puta dodatkom 100 pL razrijedenog pufera za ispiranje te
nakon svakog ispiranja sadrzaj u jazicama brzim okretanjem ploCe ispraznjen u otpadni
spremnik. Nakon ispiranja sadrZaj jazica je osuSen tapkanjem po staniCevini. Postupak je
nastavljen dodavanjem po 100 uL reagensa koji u sebi sadrzi sekundarna antitijela konjugirana
s enzimima. Zatim je opet slijedila inkubacija u trajanju od 20 minuta. Nakon inkubacije
ponovljen je postupak ispiranja mikrojazica razrjedenim puferom za ispiranje. Ispiranje je
takoder ponovljeno 5 puta dodatkom 100 pL razrijedenog pufera za ispiranje, a izmedu svakog
ispiranja sadrZaj je ispraZznjen u otpadni spremnik. Nakon §to su mirkojaZice osuSene tapkanjem
po stani¢evini, u mikrojaZice je otpipetirano po 100 uL reagensa koji u sebi sadrzi supstrat za
enzim te je ponovno provedena inkubacija u trajanju od 20 minuta, u ovom slucaju u tami.
Nakon inkubacije u tami, otpipetirano je po 100 pL "stop" otopine u mikrojazice pri ¢emu je
doslo do promjene plave boje u zutu boju (Slika 9). Odmabh je slijedio postupak mjerenja pri
¢emu je mikrotitarska ploca sa drzacem oprezno prenesena do ELISA ¢itaca s filterom od 450

nm te je pokrenut racunalni program za ocitavanje apsorbancije. Udio alergena u analiziranim
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uzorcima odreden je pomocu prethodno izradenog bazdarnog dijagrama standarda kikirikija

(Slika 10), pri ¢emu su koncentracije iznosile 0, 1, 4, 10 i 40 mg kg™.
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Slika 9. Drza¢ s mikrojazicama (vlastite fotografije)
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Slika 10. Bazdarni dijagram standarda kikirikija
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3.2.4. Upitnik o kikirikiju i proizvodima od kikirikija kao tvarima ili proizvodima koji
uzrokuju alergije

Svrha upitnika provedenog tijekom ovog istrazivanja bila je prikupiti stavove i misljenja
potrosaca o kikirikiju i proizvodima od kikirikija kao tvarima ili proizvodima koji uzrokuju
alergije. U upitniku je sudjelovalo 167 ispitanika koji su dobrovoljno pristupili ispunjavanju
upitnika. Ispitanici su bili stariji od 18 godina, a anketa je provedena na podrucju grada Zagreba
i Velike Gorice. Upitnik se sastojao od dvije grupe pitanja: prva grupa pitanja bila je vezana za
socio-demografske karakteristike ispitanika, dok je druga grupa pitanja bila je vezana uz

kikiriki kao ¢esti nutritivni alergen.

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

udio ispitanika - %).

21



4. REZULTATI | RASPRAVA

Ovim istrazivanjem, imunoenzimskim ELISA testom, odreden je udio potencijalnih alergena
kikirikija u trideset i devet uzoraka sladoleda prikupljenih u slasti¢arnicama i trgovackim
lancima, a dobiveni rezultati usporedeni su sa navodima 0 prisutnosti alergena u okviru
informacija o hrani analiziranih proizvoda. Osim analiza ELISA testom, tijekom istrazivanja
takoder je proveden upitnik s ciljem prikupljanja miSljenja i stavova potrosaca o Kikirikiju i
proizvodima od kikirikija kao tvarima ili proizvodima koji uzrokuju alergije. Rezultati
odredivanja udjela potencijalnih alergena kikirikija (mg kg™) prikazani su u Tablicama 1, 2 i 3,

a stavovi i miSljenja potrosaca, graficki na Slikama 11-20.

4.1. UDIO ALERGENA KIKIRIKIJA U UZORCIMA SLADOLEDA

Udio potencijalnih alergena kikirikija u trideset i devet uzoraka sladoleda, devetnaest
prikupljenih u slastiarnicama (uzorci oznaceni oznakama od SS: do SSi9) I dvadeset
prikupljenih u trgovackim lancima (uzorci oznaceni oznakama od ST1 do STao), odreden je
imunoenzimskim ELISA testom. Dobiveni rezultati prikazani su u Tablicama 1-2. Analiti¢ki
rezultati usporedeni su takoder sa navodima u okviru pripadaju¢ih informacija o hrani
analiziranih proizvoda (Tablica 3).

U Tablici 1 prikazani su rezultati odredivanja potencijalnih alergena kikirikija u uzorcima

sladoleda prikupljenih u slasti¢arnicama.

Tablica 1. Udio alergena [mg kg™] kikirikija u uzorcima (n=19) sladoleda prikupljenih u

slastiCarnicama
UZORAK Udio alergena kikirikija [mg kg™]
Srednja vrijednost (+ SD)
SSy 1,41 +£ 0,001
SS» 0,22 + 0,000
SS3 0,35 + 0,000
SSs4 1,23 £ 0,000
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Tablica 1. (nastavak) Udio alergena [mg kg?] kikirikija u uzorcima (n=19) sladoleda

prikupljenih u slastiCarnicama

SSs < LOD*

SSe 0,37 + 0,000
SS7 0,48 + 0,001
SSs 0,42 + 0,000
SSo 1,16 + 0,000
SS1o 2,85 + 0,002
SSu1 0,53 + 0,001
SS12 12,22 + 0,001
SSi3 0,80 + 0,000
SSus < LOD*

SSis 0,58 + 0,000
SSi6 0,15 + 0,000
SSi7 < LOD*

SSis 0,12 + 0,000
SSig < LOD*

Prosjecna vrijednost 1,53
Raspon 0,15-12,22

*limit detekcije

Prisutnost alergena kikirikija detektirana je u svim uzorcima osim u cetiri uzorka; "SSs”,
"SS14","SS17” 1 "SS19” gdje se nalazi ispod limita detekcije koji za ovu metodu iznosi 0,10 mg
kg™. Promatrajuéi uzorke u kojima je detektirana prisutnost alergena kikirikija, vidljivo je da
se dobivene analiti¢ke vrijednosti kre¢u u rasponu od 0,15 mg kg™ (“SS16”) do 12,22 mg kg
("SS12"), dok prosje¢na vrijednost iznosi 1,53 mg kg
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Slasticarnice kao subjekti u poslovanju s hranom, prema Uredbi (EU) br. 1169/2011 obavezne
su informirati kupce o mogucoj prisutnosti alergena u hrani bilo usmenim ili pisanim putem
(Uredba, 2011). Informacije vezane za mogucu prisutnost alergena u uzorcima “SS1"- "SS2o”
dobivene su usmenim putem i napomenuto je da ne postoji moguénost prisutnosti alergena
kikirikija u odabranim uzorcima. Obzirom da rezultati analiza dobiveni ELISA testom pokazuju
prisutnost alergena kikirikija u pojedinim uzorcima, potrebna je dodatna paznja kod pruzanja
informacija kupcima.

Pele 1 suradnici (2007) analizirali su sadrzaj kikirikija u 544 proizvoda (keks 1 ¢okolada) iz 10
europskih zemalja. Dok je 108/333 (32 %) pakirane hrane sa savjetodavnom oznakom imalo
tragove onecis¢enja kikirikijem, postotak onecis¢enja za proizvode bez savjetodavnih oznaka
bio je i dalje jak visok (52/211 (25%). Odabrana je koncetracija od 20 ppm kao pokazatelj
znacajnog oneciséenja, medutim nije uocena velika razlika u ucestalosti onec¢is¢enja izmedu
proizvoda sa savjetodavnom oznakom (55/333,17 %) i proizvoda bez savjetodavne oznake
(24/211, 11%). Odnosno, za osobu alergi¢nu na Kikiriki postojao je rizik da u jednom od Sest
konzumiranih keksa ili ¢okoladice sa savjetodavnom oznakom naide na alergene kikirikija, dok
je za konzumirane kekse ili cokoladice bez savjetodavne oznake postojao rizik da u jednom od
devet proizvoda naide na alergene kikirikija (Pele i sur., 2007).

Furlong i suradnici (2001) istrazivali su alergijske reakcije na kikiriki i orasaste plodove u hrani
kupljenoj u azijskim restoranima, slasticarnicama i pekarnicama. Istrazivanje je provedeno
telefonski gdje su uz pomo¢ upitnika nasumi¢no ispitani ispitanici izabrani izmedu 709 osoba
koje se nalaze u registru SAD-u kao osobe koje imaju alergijske reakcije na kikiriki i oraSaste
plodove. Prikupljeni su podaci za 156 slucajeva (29 slu¢ajeva prvi put imali alergijsku reakciju).
NajviSe alergijskih reakcija bilo je uzrokovano kikirikijem (67 %), orasastim plodovima (24
%), dok su neke reakcije (9 %) bile izazvane kombinacijom kikirikija i orasastih plodova ili su
bile nepoznate. Simptomi su zapo¢eli 5 minuta nakon izlaganja i cak 27 % osoba imalo je teske
posljedice. Od 106 ispitanika s prethodno dijagnosticiranim alergijama, samo 45 % ispitanika
dalo je informaciju ustanovi o alergiji od koje pate. Za 83 (78 %) od 106 ispitanika, zaposlenici
u ustanovi utvrdili su podatke da je konzumirana hrana sadrzavala kikiriki ili orasaste plodove,
dok su za 50 % slucajeva alergeni bili skriveni te je onemogucéena vizualna identifikacija. Kod
23 (22 %) od 106 ispitanika, izlozenost je uzrokovana koristenjem istog kuhinjskog posuda.
Kod preostalog 21 ispitanika s prethodno dijagnosticiranom alergijskom reakcijom, reakcije su
izazvane kontaktom kozom ili gutanjem hrane koja nije bila namijenjena njima (ostaci hrane
na stolovima, ljuske kikirikija na podu, mala udaljenost kuhinje od stola itd.). Zakljuceno je da

restorani, slastiCarnice i ostali ugostiteljski objekti predstavljaju veliku opasnost za pojedince
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koji pate od alergije na kikiriki i orasaste plodove zbog mogucéih kriznih kontaminacija i

neoc¢ekivanih sastojaka u hrani (Furlong i sur., 2001).

U Tablici 2 prikazani su rezultati odredivanja udjela potencijalnih alergena Kkikirikija u

uzorcima sladoleda prikupljenih u trgovackim lancima.

Tablica 2. Udio alergena [mg kg™] Kikirikija u uzorcima (n=20) sladoleda prikupljenih u

trgovackim lancima

UZORAK Udio alergena kikirikija [mg kg?]
Srednja vrijednost (+ SD)
ST 0,28 £ 0,000
ST 0,38 £ 0,000
ST3 1,51 + 0,000
STy 1,16 + 0,000
STs <LOD*
STs <LOD*
ST7 <LOD*
STs 1,36 + 0,001
STy 0,21 £ 0,001
ST 0,32 + 0,000
STu 1,42 + 0,001
STz 5,44 + 0,002
STas <LOD*
ST <LOD*
STis <LOD*

*limit detekcije
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Tablica 2. (nastavak) Udio alergena [mg kg?] kikirikija u uzorcima (n=20) sladoleda

prikupljenih u trgovackim lancima

STise <LOD*
STz <LOD*
STis 0,23 = 0,000
ST 0,22 + 0,000
ST2o 0,20 + 0,000
Prosjecna vrijednost 1,06
Raspon 0,20-5,44

*limit detekcije

Udio alergena kikirikija kod osam uzoraka sladoleda prikupljenih u trgovac¢kim lancima
("STs","STe" 1 "ST7" "ST13","ST14","ST15","ST16" 1 "ST17") nalazi se ispod limita detekcije koji za
koristenu ELISA metodu iznosi 0,10 mg kg*. U ostalim analiziranim uzorcima detektirana je
prisutnost alergena kikirikija, a dobivene analiti¢ke vrijednosti kre¢u se u rasponu od 0,20 mg
kgt ("ST20") do 5,44 mg kg* ("ST12"). Prosje¢na vrijednost iznosi 1,06 mg kg™. Usporedujuéi
analiticke rezultate sa navodima u okviru informacija o hrani analiziranih proizvoda, vezanim
uz prisutnost alergena kikirikija (Tablica 3), vidljivo je da osam uzoraka u kojima nisu
detektirani alergeni Kikirikija sadrzi navod vezan uz prisutnost alergena kikirikija, 0sim uzorka
"ST15” koji sadrzi navod vezan uz prisutnost orasastog voca (Tablica 3). U ostalim uzorcima
sladoleda iz trgovackih lanaca detektirani su alergeni kikirikija $to se podudara sa navodima na
deklaraciji proizvoda. Proizvodaci ¢esto odluuju oznaciti proizvode navodom "moze
sadrzavati" ukoliko ne mogu jamciti odsustvo alergena. Medutim, postavljanje ovakovih
navoda iz predostroznosti moZze i nepotrebno ograniciti potrosaca u konzumaciji tog proizvoda
(Spanjersberg i sur., 2010). Ipak, oprez je potreban jer postoje brojne individualne razlike,
posebno u slu€aju kikirikija, obzirom na koli¢ine alergena koje mogu izazvati alergijske
reakcije u osjetljivih pojedinaca (Taylor i sur., 2002; Hourihane 1 sur.,1997). Tesko je
predvidjeti izostavljanje navoda u slucaju kontaminiranih proizvoda ili navodenje sadrzaja
alergena u slucaju izostanka ili pak neznatne kontaminacije, te bi se deklariranje slucajne ili
nenamjerne prisutnosti zakonski obveznih alergena trebalo temeljiti na analizi opasnosti i

procjeni pripadajucih rizika (Puha¢ Bogadi, 2016; Spanjersberg i sur., 2010).
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Tablica 3. Navodi u okviru informacija o hrani analiziranih uzoraka sladoleda iz trgovackih

lanaca vezani uz prisustvo alergena kikirikija

UZORAK Navod u okviru informacija o hrani vezan uz prisustvo alergena kikirikija
ST Moze sadrzavati tragove orasastog voca.
ST, Moze sadrzavati kikiriki, jaja, gluten i orasasto voce.
STs Moze sadrzavati tragove kikirikija i oraSastog voca.
ST, Moze sadrzavati kikiriki, jaja 1 orasasto voce.
STs Moze sadrzavati tragove kikirikija, ostalog orasastog voca 1 jaja.
STe Moze sadrzavati kikiriki, gluten 1 orasasto voce.
ST Moze sadrzavati tragove ostalog orasastog voca i kikirikija.
STs Moze sadrzavati tragove ostalog orasastog voca.
STy Moze sadrzavati tragove kikirikija i oraSastog voca.
ST Moze sadrzavati kikiriki, jaja, gluten i ostalo oraSasto voce.
STu Moze sadrZavati orasasto voce 1 kikiriki.
ST Moze sadrzavati kikiriki, jaja 1 ostalo orasasto voce.
ST Moze sadrzavati kikiriki, jaja, gluten i ostalo oraSasto voce.
ST Moze sadrzavati tragove soje, kikirikija i orasastog voca.
STis Moze sadrzavati orasasto voce u tragovima.
STie Moze sadrZavati ostale oraSasto voce, soju i kikiriki.
ST Moze sadrzavati tragove kikirikija i orasastog voca.
STis MoZe sadrzavati kikiriki, jaja 1 orasasto voce.
ST MoZe sadrzavati kikiriki, jaja 1 orasasto voce.
STao MoZe sadrZavati tragove ostalog orasastog voca i kikirikija.

Iz Tablice 3 vidljivo je takoder da navodi u okviru informacija o hrani analiziranih uzoraka

sladoleda iz trgovackih lanaca vezani uz prisustvo alergena, uz alergene kikirikija sadrze i ostale
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Ceste alergene koji se pojavljuju u uzorcima sladoleda S$to je sukladno Uredbi (EU)
br.1169/2011 o informiranju potroSaca o hrani (Uredba, 2011).

Zagon i suradnici (2015) su u sklopu francuskog istrazivackog projekta "MIRABEL" istrazivali
tragove proteina kikirikija u 899 uzorka pakirane hrane koja u sebi ne sadrzi kikiriki, a uzorci
su podijeljeni u deset prehrambenih kategorija (pahuljice, ploCice od Zitarica, kruh i pekarski
proizvodi, pizza, kremasti deserti, mousse i svjezi deserti, keksi i peciva, ¢okoladne plocice,
¢okoladni namaz, ostali ¢okoladni proizvodi, sladoled). Za u¢inkovitiju analizu koristene su tri
detekcijske metode. Kao prva metoda koriStena je "Lateral flow immunoassay"
(imunokromatografska metoda) s limitom detekcije od 2 mg kg* kikirikija ili 0,5 mg kg*
proteina kikirikija. Pozitivno je bilo 139 uzoraka, a rezultat je potvrden drugom, odnosno real-
time PCR metodom. Uzorci koji su bili pozitivni u obje detekcijske metode analizirani su i
ELISA testom. Pomoc¢u ELISA testa utvrdeno je da samo 1 % (9/899) sadrzi mjerljive koli¢ine
proteina kikirikija. U Sest uzoraka detektirano je < 5 mg ukupnih proteina kikirikija, pri ¢emu
su dva uzorka sadrzavala izmedu 8 i 10 mg kg? te jedan uzorak maksimalno 20 mg kg™.
Zakljucéeno je kako su primijenjene metode izvrsne u svrhu detekcije tragova kikirikija jer mogu

detektirati koli¢ine nize od 2 ppm (Zagon i sur., 2015).

4.2. STAVOVI I MISLJENJA POTROSACA O KIKIRIKIJU I PROIZVODIMA OD

KIKIRIKIJA KAO TVARIMA ILI PROIZVODIMA KOJI UZROKUJU ALERGIJE

Tijekom ovog istrazivanja prikupljena su i miSljenja potrosaca o kikirikiju i proizvodima od
kikirikija kao tvarima ili proizvodima koji uzrokuju alergije uz pomo¢ posebno osmisljenog
upitnika. Upitnik je ispunilo 167 osoba, a prikupljeni podaci su prikazani tabli¢no i graficki.

Prvi dio Upitnika bio je vezan uz socio-demografske karakteristike ispitanika, a prikupljeni
podaci prikazani su u Tablici 4. Od sveukupno 167 ispitanika, 140 osoba (83,8 %) pripada
zenskom spolu dok preostalih 27 (16,2 %) pripada muskom spolu. Najveéi dio ispitanika
pripada studenskoj populaciji 18-30 g (92,2 %), te najveci dio ispitanika zivi na gradskom
podrucju (88 %). Pretezito prevladava najvisa sveudiliSna razina (71,3 %), a preostali dio

ispitanika ima zavrSenu srednju skolu (28,7 %).
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Tablica 4. Demografske karakteristike ispitanika (n=167)

Demografski podaci n %
Spol
Zene 140 83,8
Muskarci 27 16,2
Dob
Studenska populacija (18-30g) | 154 92,2
Rana odrasla dob (30-40g) 4 2,4
Srednja dob (40-60g) 7 4,2
Kasna odrasla dob (>60g) 2 1,2
Obrazovanje
Osnovna Skola 0 0
Srednja Skola 48 28,7
SveuciliSna razina (fakultet) 119 71,3
Zivotno okruZenje Grad 147 38
Selo 20 12
Ukupno 167 100

Na Slici 11 prikazani su odgovori ispitanika na pitanje U koju skupinu namirnica se ubraja
kikiriki. Cak 77,8 % ispitanika je izmedu ponudenih odgovora izabralo odgovor da je kikiriki
oraSasti plod, dok se za ispravan odgovor da se kikiriki ubraja u skupinu mahunarki odlu¢ilo 21

% ispitanika. Skupinu Zitarica izabralo je 1,2 % ispitanika.
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Slika 11. Graficki prikaz odgovora ispitanika (n=167) na pitanje U koju skupinu namirnica se

ubraja kikiriki

Prema Uredbi (EU) br.1169/2011 kikiriki je naveden u zasebnoj skupini alergena ~Kikiriki i
proizvodi od kikirikija”, odvojeno od skupine orasastih plodova koji ¢ine zasebnu skupinu
alergena (Uredba, 2011). Proizvodaci bi zajedno s potroSacima, trebali obratiti paznju na ovu

podjelu kako ne bi doslo do pogresnih zakljucaka tijekom pruzanja informacija o hrani.

Na Slici 12 prikazani su odgovori na pitanje vezano uz nacine konzumacije kikirikija. Najveéi
dio ispitanika konzumira kikiriki u okviru obroka (37,1 %), dok podjednaki broj ispitanika (28,7
%) konzumira kikiriki svjezi iz ljuske ili przeni. Najmanji dio ispitanika (5,4 %) ne konzumira

Kikiriki ni u kojem obliku.
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Slika 12. Graficki prikaz odgovora ispitanika (n=167) na pitanje U kojem obliku najcesce
konzumirate kikiriki

Obzirom da najveci dio ispitanika konzumira kikiriki kao sastavni dio obroka, pojedinci koji
imaju alergijske reakcije na Kikiriki trebali bi pripaziti na konzumaciju kikirikija kao dijela
obroka izvan kucée jer najve¢i dio alergijskih reakcija upravo se dogada u odredenim

restoranima, slastiarnicama i pekarnicama (Furlong i sur., 2011).

Kao Sto je vidljivo na Slici 13, najveci dio ispitanika (68,9 %) kupuje sladoled u trgovackim
lancima, dok 28,1 % ispitanika kupuje sladoled u slasticarnicama. Jedan dio ispitanika (1,8 %)
ne konzumira sladoled, a najmanji dio ispitanika (1,2 %) kupuje sladoled u fast food

restoranima.
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Slika 13. Graficki prikaz odgovora ispitanika (n=167) na pitanje Gdje najcesée kupujete
sladoled

SAD je najveci proizvodac sladoleda (6 bilijuna litara godi$nje) uz prosje¢nu godiSnju potroSnju
od 22 L sladoleda po osobi, a jedino stanovnici Novog Zelanda biljeze visu godi$nju potros$nju
(26 L). Dvije tre¢ine ukupnog prodanog sladoleda pripada slastiCarnicama, restoranima i
manjim prodajnim mjestima, jedna trecina velikim i malim trgovackim lancima, a sladoled se

naj¢esc¢e konzumira izvan doma (Clarke, 2015).

Na Slici 14 prikazani su odgovori ispitanika na pitanje smatraju li da sladoled moZze sadrzavati
tragove Kikirikija ukoliko Kikiriki nije jedan od sastojaka sladoleda. Veliki dio ispitanika (84,4
%) smatra da sladoled moZe sadrzavati tragove kikirikija ukoliko kikiriki nije jedan od sastojaka
sladoleda, dok mali dio ispitanika (16,6 %) smatra da sladoled ne mozZe sadrzavati tragove
kikirikija.
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Slika 14. Graficki prikaz odgovora ispitanika (n=167) na pitanje Smatrate li da sladoled moze
sadrzavati tragove kikirikija ukoliko kikiriki nije jedan od sastojaka sladoleda

U praksi su zabiljezeni slucajevi anafilakticog Soka nakon konzumacije proizvoda koji nisu
sadrzavali kikiriki, a takoder ni savjetodavne oznake na tim proizvodima nisu upucivale na
kikiriki. Razlog prisutnosti alergena kikirikija moze biti proizvodnja na istoj proizvodnoj liniji
kao proizvod koji sadrzi kikiriki, odnosno pojava krizne kontaminacije (Pape, 2009). U sije¢nju
2001. godine Americka uprava za hranu i lijekove provela je istrazivanje prehrambenih tvrtki
u kojima je pronadeno 25 % proizvoda s neprijavljenim alergenima, Cesto zbog krizne
kontaminacije. Navodi poput -moZe sadrzavati” su vjerojatno korisni, ali su oni zapravo slabo
povezani s rizicima uslijed krizne kontaminacije i zbog toga su prili¢no frustriraju¢i za mnoge
potrosace. Analizirani su pozivi potrosaca zbog alergijskih reakcija uslijed pogresnih i loSih
savjetodavnih oznaka na proizvodima. U 24 mjeseca zabiljeZeno je 319 poziva. NajviSe poziva
bilo je vezano za mlijeko (84), kikiriki (60), oraSaste plodove (31), itd. Naj¢es¢i prijavljeni
problemi su bili: krizna kontaminacija s neprijavljenim alergenom, vidljivi sastojci koji nisu
opisani u savjetodavnim navodima, novo otkriveni alergeni koji nisu navedeni u savjetodavnim
navodima, itd. Tvrtke su potvrdile pogresku za ¢ak 88 % prijavljenih problema (na primjer
koriStena ista oprema). Predlozeno je da se koristi jednostavan jezik (na primjer umjesto pojma
kazein trebao bi biti naveden pojam mlijeko), da se deklariraju alergeni ukoliko se nalaze u

dodanim zac¢inima ili prirodnim aromama (Altschul i sur., 2001).
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Iz grafickog prikaza odgovora ispitanika na pitanje koliko cesto Ccitaju deklaraciju na
proizvodima kao §to je sladoled, prikazanih na Slici 15, vidljivo je da nesto manje od polovice
ispitanika (46,1 %) ponekad ¢ita deklaracije na sladoledima. 34,7 %ispitanika nikada ne Cita
deklaracije na sladoledima, dok ¢esto i uvijek ¢ita najmanji dio ispitanika, odnosno 13,2 % te 6

% ispitanika.
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Slika 15. Graficki prikaz odgovora ispitanika (n=167) na pitanje Koliko cesto citate deklaraciju

na proizvodu kao Sto je sladoled

Hefle i suradnici (2007) proveli su anketu u kojoj su nastojali utvrditi da li potrosaci s
nutritivnim alergijama obracaju pozornost na savjetodavne oznake o prisutnosti alergena
kikirikija na proizvodima i da li proizvodi sa savjetodavnim oznakama sadrZavaju
prepoznatljive alergene Kkikirikija. U anketi je sudjelovalo 625 potro$aca s nutritivnim
alergijama tijekom 2003. godine i 645 potrosaca s nutritivnim alergijama tijekom 2006. godine.
Potrosaci su manje obracali pozornost na savjetodavne oznake na proizvodima (75 %) 2006.
godine nego 2003. godine kada je 85 % potrosaca obracalo pozornost na savjetodavne oznake
vezane uz alergene kikirikija u hrani. Bez obzira na nutritivne alergije koje imaju, potrosaci su
manje ¢itali savjetodavne oznake na proizvodima za koje su oni sami smatrali da ne sadrze
sastojke na koje su alergi¢ni. Tragovi kikirikija pronadeni su u 20 od 200 pakiranih proizvoda
koji na sebi imaju oznake o prisutnosti alergena kikirikija. Medutim, jedino u 13 proizvoda
pronadene su klinicki znacajnije koli¢ine kikirikija (> 1mg kikirikija, >0,25 mg proteina

kikirikija). Time rezultati pokazaju da vec¢ina proizvoda sa oznakom o prisutnosti alergena
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kikirikija ne sadrze alergene Kikirikija u proizvodu. Upravo zbog toga vidljiv je porast
ignoriranja navoda o prisutnosti alergena od strane potrosaca koji, uslijed pojacanih frustracija
zbog precestih koriStenja navoda o alergenima od strane proizvodaca, sve ¢eS¢e riskiraju i
konzumiraju takve vrste proizvoda (Hefle i sur., 2007). Oznacavanje proizvoda navodima o
prisutnosti alergena (npr. -moze sadrzavati” ili -proizvedeno u objektu koji preraduje”) se koristi
sve CeS¢e dobrovoljno, a proizvodaci se na taj nacin Zele zastititi od mogucih alergijskih
reakcija kod potrosaca. Potrosaci s nutritivnim alergijama sve ¢eS¢e zanemaruju te navode zbog
frustracija i sumnji u njihov znacaj. Kako bi se rijesio taj problem potrebno je da proizvodaci,
industrija, regulativa i lijecnici bolje utvrde rizike i pronadu bolji pristup tome problemu (Ford
i sur., 2010).

Na Slici 16 prikazani su odgovori ispitanika na pitanje koliko ¢esto se informiraju o sastojcima
sladoleda kojeg kupuju, od strane zaposlenika u slasti¢arnici. Vecina ispitanika (83,3 %) nikad
ne pita zaposlenike vezano za sastojke u sladoledu dok ponekad pita samo 13,2 % ispitanika.
Odgovore ¢esto i uvijek odabrao je mali dio ispitanika, 1,8 % odnosno 1,2 %. Slasti¢arnice kao
subjekti u poslovanju s hranom imaju u ponudi nepretpakiranu hranu te su prema Uredbi (EU)
br. 1169/2011 obavezni informirati kupce o mogucoj prisutnosti alergena u hrani bilo usmenim

ili pisanim putem (Uredba, 2011).
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Slika 16. Graficki prikaz odgovora ispitanika (n=167) na pitanje Koliko cesto se informirate 0

sastojcima sladoleda kojeg kupujete, od strane zaposlenika u slasticarnicama
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Ahuja 1 suradnici (2007) proveli su istrazivanje u 100 restorana u New Yorku o znanju
zaposlenika o alergenima u hrani, kako reagirati u slucaju alergijskih reakcija, te pruzanja
sigurnog obroka gostima. Istrazivanje je provedeno uz pomo¢ ankete i telefonskog intervjua te
je sudjelovalo 100 ispitanika (42 menadzera, 32 konobara, 24 $efa kuhinje i 2 pomoéne 0sobe).
Istrazivanje je obuhvacalo talijanske, azijske i kontinentalne restorane, fast food restorane,
slasti¢arnice i pekarnice. Samo 42 % ispitanika navelo je da je prisustovalo edukacijskom
treningu o alergenima u hrani. Njih 72 % mogu omoguciti u potpunosti sigurno jelo gostima
dok 70 % ~jamée” da bi mogli omoguéiti sigurno jelo gostima. Samo 47 % smatra da bi moglo
pravovremeno reagirati u slucaju alergijskih reakcija u hrani. U vezi pitanja 0 znanju
zaposlenika, njih 24 % naznacilo je da je mala koli¢ina alergena sigurna za konzumaciju, 35 %
vjeruju da przenjem odnosno toplinskom obradom mogu ~unistiti” alergene, 54 % smatra da su
gosti sigurni ukoliko je postavljeni stol Cist, a 25 % ispitanika smatra da izostavljanjem
namirnica koje sadrze alergene (oraSasti plodovi, jaja) sa zavrSnog jela omogucavaju siguran
obrok. Vise od 80 % ispitanika prepoznaje kikiriki, morske plodove i mlijeko kao glavne
alergene (61 % jaja). U praksi, njih 58 % je navelo da imaju siguran plan ako dode do alergijske
reakcije i njih 62 % imaju plan kako omoguciti siguran obrok. Njih 61 % je pokazalo interes za
boljom edukacijom. U kona¢nici, anketirano osoblje restorana pokazalo je visoku razinu znanja
obzirom na pruzanje sigurnog jela osobi s alergijom, medutim postoje nedostaci u njihovoj
razini znanja vezano uz alergene $to ukazuje na potrebu za edukacijama i ve¢u opreznost od

strane potroSaca (Ahuja 1 sur., 2007).

Na Slici 17 prikazani su odgovori ispitanika vezani uz pitanje da li postojeci propisi zahtijevaju
da odredene tvari ili proizvodi koji uzrokuju alergije moraju biti navedeni u popisu sastojaka.
Veéina ispitanika (88 %) smatra kako je navedena tvrdnja to¢na, dok 0,6 % ispitanika smatra

kako je neto¢na, a 11,4 % ispitanika izabralo je odgovor ne znam.
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Slika 17. Grafi¢ki prikaz odgovora ispitanika (n=167) na pitanje Postojeci propisi zahtijevaju

da odredene tvari ili proizvodi koji uzrokuju alergije moraju biti navedeni u popisu sastojaka

Oznacavanje odredenih tvari ili proizvoda koji uzrokuju alergije ili netolerancije regulirano je
prema Uredbi (EU) br.1169/2011. te oni moraju biti navedeni u popisu sastojaka (naziv tvari ili
proizvoda), naglaseno uporabom vrste pisma koje se jasno razlikuje od vrste pisma kojim je
pisan ostatak popisa sastojaka, na primjer razli¢itim slovima, stilovima ili bojama u pozadini.
Ako nema popisa sastojaka, navod podataka mora ukljucivati rije¢ ,,sadrzi” iza koje se navodi
naziv tvari ili proizvoda. Ako nekoliko sastojaka ili pomo¢nih tvari u procesu proizvodnje
hrane potjecu od jedne tvari ili proizvoda koji uzrokuju alergije ili netolerancije, to je potrebno

jasno navesti za svaki sastojak ili pomo¢nu tvar u postupku proizvodnje (Uredba, 2011).

Odgovori ispitanika na pitanje ukoliko na deklaraciji proizvoda kao Sto je sladoled nema
navoda o mogucoj prisutnosti kikirikija, smatraju li da taj proizvod ne sadrzi tragove kikirikija,
prikazani su na Slici 18 59,9 % ispitanika izabralo je odgovor DA, a 40,1 % ispitanika odgovor
NE.
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Slika 18. Graficki prikaz odgovora ispitanika (n=167) na pitanje Ukoliko na deklaraciji
proizvoda kao 5sto je sladoled nema navoda o mogucoj prisutnosti kikirikija, smatrate li da taj

proizvod ne sadrzi tragove kikirikija

Ford i suradnici (2010) proveli su istrazivanje koje istovremeno obuhvaca tri vazna pitanja:
ucestalost 1 razinu kontaminacije proizvoda sa savjetodavnim navodima koji sadrze tri glavna
alergena (jaja, mlijeko i Kikiriki), utvrditi da li stupanj rizika za navedene alergene varira
izmedu malih 1 velikih proizvodaca te odrediti ucestalost i razinu kontaminacije proizvoda bez
savjetodavnih navoda. Prikladni uzorci prikupljeni su iz mnostva trgovina na podrucju New
Yorka i New Yerseya. Prikupljeno je 100 proizvoda sa ili bez savjetodavnih navoda o
alergenima koji su sadrzavali tri alergena: kikiriki, jaja i mlijeko. Rezultati kontaminacije
prema Kkategoriji proizvoda bili su: smjese za pecenje (5/80), ¢okolade (4/68), neokoladne
slastice koje sadrze kikiriki (2/11), keksi (6/85), slane grickalice (2/81), zitarice (0/59),
tjestenine (0/15) 1 smjese za paladinke (0/2). Opcenito, razina kontaminacije bila je ve¢a od 10
ppm u 12 od 19 tih proizvoda. S obzirom na veli¢inu posluZivanja, kontaminacija alergenima
jaja iznosila je 0,084 do 0,26 g, kontaminacija alergenima mlijeka iznosila je 0,13 do 7,3 mg i
kontaminacija alergenima Kkikirikija iznosila je 0,17 do 5,8 mg po serviranju. Kikiriki je
najcesce detektiran u proizvodima sa savjetodavnim navodima o prisutnosti alergena kikirikija,.
Alergeni mlijeka ¢esce su detektirani kod malih proizvodaca. Detektirani su tragovi alergena u
5,3 % proizvoda sa savjetodavnim oznakama te u 1,9 % sli¢nih proizvoda bez savjetodavnih

oznaka. Kod malih proizvodaca razina kontaminacije iznosila 5,1 %, a kod velikih proizvodaca
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0,75 %. Ova saznanja pokazuju pravi rizik za potrosace i isti¢u da je potrebno probuditi svijest
kod proizvodaca, osobito manjih. 4,5 % proizvoda sa savjetodavnim navodom pokazivali su
mjerljive koli¢ine alergena kikirikija, ali prema procjeni rizika obzirom na veli¢inu serviranja
samo bi jedan od pet proizvoda prelazio grani¢nu vrijednost. U konacnici, istrazivanje je
pokazalo da bi potrosaci s nutritivnim alergijama trebali izbjegavati proizvode sa savjetodavnim
oznaka jer predstvljaju potencijalni rizik za potroSace. PotroSaci moraju biti oprezni prema
proizvodima bez savjetodavnih oznaka, a osobito kod manjih proizvodaca te prema onima Koji

se ubrajaju u kategoriju proizvoda veceg rizika (Ford i sur., 2010).

Na Slici 19 prikazani su odgovori ispitanika na pitanje vezano uz obvezu oznaka poput ~-moze
sadrzavati tragove kikirikija” ili ~ovaj proizvod je proizveden na opremi koja je bila u doticaju
s oraSastim plodovima”. Cak 78,4 % ispitanika smatra da je obveza navedenih oznaka tocna,

6,6 % netocna, a 15 % ispitanika je izabralo odgovor ne znam.
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Slika 19. Graficki prikaz odgovora ispitanika (n=167) na pitanje Oznake poput -moze sadrzavati
tragove kikirikija"ili ~ovaj proizvod je proizveden na opremi koja je bila u doticaju s orasastim

plodovima” su obavezne

Zbog straha od skrivenih alergena potrosaci s nutritivnim alergijama sve viSe traze informacije
0 koristenju zajednicke opreme i objekata tijekom proizvodnje. Kao odgovor na to,
prehrambena industrija pocela je dobrovoljno Koristiti dodatne informacije kao savjetodavne

oznake na proizvodima (Hefle i sur., 2007). Najces¢e dodatne informacije na savjetodavnim
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oznakama su: -moze sadrzavati (alergen)”, ~proizvedeno na zajedni¢koj opremi sa (alergen)” i
~proizvedeni u istom objektu s (alergen)”.U prehrambenoj industriji znatno se povecala svijest
0 opasnosti od alergijskih reakcija. Hrana se moze kontaminirati ostacima alergena na vise
razli¢itth mjesta u proizvodnom lancu uklju¢uju¢i berbu, skladistenje, prijevoz i proces
proizvodnje. Na istoj opremi mogu se proizvesti razli¢iti proizvodi, neki mogu sadrzavati
alergene proizvode dok drugi ne. Mnoge tvrtke se trude pravilno ocistiti uredaje izmedu
razli¢itih proizvodnih linija medutim to nije ujedna¢eno kod svih tvrtki i u¢inkovitost nije

jednaka (Brough i sur., 2015).

Na Slici 20 prikazani su odgovori ispitanika na pitanje o postojanju jedinstvenog podatka o
minimalnoj koli¢ini kikirikija koja moze izazvati alergijsku reakciju, te je vidljivo kako 23,4 %
ispitanika smatra kako je to¢no da taj podatak postoji, 34,7 % ispitanika smatra kako je netocno

da taj podatak postoji, a 41,9 % ispitanika izabralo je odgovor ne znam.

45

40

= =

% ispitanika
= = N N w
o (6] o (€] o

(6]

A B @

ETocno M Netocno [Neznam

Slika 20. Grafi¢ki prikaz odgovora ispitanika (n=167) na pitanje Postoji jedinstveni podatak o

minimalnoj kolicini kikirikija koja moze izazvati alergijsku reakciju

U danasnje vrijeme, novija istraZivanja mogu doprinjeti utvrdivanju referentnih vrijednosti za
pojedine alergene u hrani (Ballmer-Weber i sur., 2015), iako opcenito koli¢ine alergena koje
mogu izazvati alergijske reakcije nisu jasno utvrdene u literaturi (Ford i sur., 2010). Taylor i
suradnici (2002) nastojali su odrediti da li je kvaliteta i koli¢ina postojecih klinickih podataka

za Ceste alergene namirnice dovoljna da se omoguci postizanje jednoglasno suglasne odluke o
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utvrdivanju koli¢ine alergena u odredenoj hrani koja moze izazvati alergijsku reakciju. U rujnu
1999. sazvan je okrugli stol sa 12 klini¢kih alergologa i ostalih zainteresiranih kako bi
razmjenili postojece podatke 0 i raspravljali o klinickom pristupu kojim bi stekli te informacije.
Pomocu klini¢kih podataka pokusali su identificirati specifi¢ne vrijednosti za kikiriki, kravlje
mlijeko i jaja dok su za ostalu hranu poput ribe i senfa podaci bili vrlo ogranic¢eni. Obzirom da
su ti specifi¢ni podaci dobiveni raznim protokolima bilo je vrlo tesko, za odredene alergene,
odrediti koli¢ine koje mogu izazvati alergijsku reakciju, odnosno blage simptome kod
odredenu hranu. Vrijednosti za razli¢ite alergene (kikiriki i jaja) ne moraju biti nuzno jednake.
Jedno od klini¢kih ispitivanja za kikiriki provedeno je uz pomo¢ jednostuko ili dvostruko
slijepog testa 1 otvorenog testa. Sudjelovalo je 306 pacijenata iz klinike u Francuskoj. Najniza
koli¢ina iznosila je 1 mg kikirikija kod Cetiri pacijenta, a za sve pacijente vrijednosti su se
kretale od 1 mg do 5 g. Ispitanici su konzumirali mljeveni kikiriki, maslac od kikirikija ili
brasno od kikirikija. Rezultati su prikazani kao miligram proteina kikirikija ili kikirikija. U
slu¢aju kikirikija, postoje brojne individualne razlike, a moguce razlike u proteinima kikirikija
ovise i 0 samoj sorti Kikirikija i 0 agronomskim uvjetima uzgoja (Taylor i sur., 2002).

Hourihane i suradnici (1997) proveli su dvostruko slijepi test na 14 izabranih ispitanika koji su
prethodno reagirali na proteine kikirikija iz sirovog kikirikijevog ulja. Koristene su koli¢ine od
10 pug do 50 mg proteina kikirikija iz komercijalnog kikirikijevog bra$na. Rezultati su pokazali
sustavnu reakciju na 5 mg proteina kikirikija kod jedne osobe, a dva sudionika imala su
objektivne reakcije na 2 mg i 50 mg. Pet sudionika imalo je blago subjektivne reakcije na 1 do
5 mg i 4 do 50 mg dok preostalih 5 sudionika nije imalo nikakvu reakciju do 50 mg proteina
Kikirikija. Svi sudionici s uvjerljivim objektivnim reakcijama imali su kratkotrajne subjektivne
reakcije na prethodne koli¢ine, u dva sluéaja ¢ak nize od 100 pg. Cak i u grupi dobro
karakteriziranih osjetljivih osoba na kikiriki, prag osjetljivosti je jako razli¢it te najmanja

koli¢ina od 100 pug moze izazvati alergijsku reakciju (Hourihane i sur., 1997).
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju prikazanih rezultata i provedene rasprave, moze se zakljuciti sljedece:

1. Alergeni kikirikija detektirani su u petnaest od ukupno devetnaest uzoraka sladoleda iz
slastiCarnica, a informacije o hrani analiziranih nepretpakiranih uzoraka sladoleda nisu

sadrzavale informacije vezane uz prisutnost alergena kikirikija.

2. Izmedu dvadeset analiziranih uzoraka sladoleda iz trgovackih lanaca, alergeni kikirikija
detektirani su kod njih dvanaest. Dobiveni analiticki podaci podudaraju se sa informacijama o
hrani vezanim uz prisutnost alergena kikirikija u slucaju dvanaest analiziranih zapakiranih
uzoraka sladoleda iz trgovackih lanaca ("ST1","ST2", "ST3", "ST4", "STe", "ST10", "ST11", "ST12",
"STis", "STag", "ST1g", "ST20").

3. Rezultati imunoenzimskih analiza devetnaest uzoraka sladoleda iz slasti¢arnica pokazuju da
se udio alergena kikirikija kre¢e u rasponu od 0,12 mg kg ("SS16”) do 12,22 mg kg? ("SS12"),
a prosje¢no iznosi 1,53 mg kg?. Udio alergena kikirikija u dvadeset analiziranih uzoraka
sladoleda iz trgovackih lanaca kreée se u rasponu od 0,20 mg kg? ("ST20") do 5,44 mg kg*
("ST12"), te prosje¢no iznosi 1,06 mg kg™.

4. Vecina ispitanika (84,4 %) smatra da sladoled moze sadrzavati tragove kikirikija ukoliko
kikiriki nije jedan od sastojaka sladoleda. Obzirom na dodatne navode o mogucoj prisutnosti
alergena kikirikija, 40,1 % ispitanika smatra da proizvod kao §to je sladoled sadrzi tragove

kikirikija ukoliko na deklaraciji nema dodatnog navoda o njegovoj mogucoj prisutnosti.

5. Rezultati odredivanja alergena kikirikija imunoenzimskom ELISA metodom, dobiveni
tijekom ovog istrazivanja, podudaraju se sa informacijama o hrani kod ¢etiri od devetnaest
analiziranih nepretpakiranih uzoraka sladoleda iz slastiCarnica, te dvanaest od dvadeset

analiziranih zapakiranih uzoraka sladoleda iz trgovackih lanaca.
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