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NEMEDI ERZSEBET
»,Molekularis biologiai moédszerek fejlesztése gluténmentesség ellenérzésére”

OSSZEFOGLALAS

A glutén szenzitiv enteropatia lényege, hogy az érintett paciensben egyes gabonafélék (buza, arpa,
rozs, tritikalé, zab(?)) prolaminjai a vékonybél bolyhainak sorvadasat, deformalodasat idézik el6. Megfeleld
haarérték hianyaban csakis ezen prolaminok teljes kizarasa az étrendbdl teheti a betegeket tiinetmentessé.
Habar a zabrél manapsag ugy tartjak, hogy talan nem artalmas, mégis jelentds probléma a zab buzaval valé
szennyez6dése, tehat még szerepel a tiltdlistan. Az élelmiszerek keresztszennyez6dése és az akaratlan
diétahibak sem ritkak, ezért érthetd, hogy az allergén-jelenlét cimkén torténd feltlintetése kotelezd. llyen
megfontolasbél a fehérje alapu (ELISA) direkt vizsgalatokon kivil kifejlesztésre kerlltek DNS alapu,
indirektnek mondhaté kontaminacio szlrésére alkalmas médszerek is. Feldolgozott élelmiszerek esetében a
fehérje olyan konformaciot vehet fel, amely megnehezitheti a kioldédasat, igy modosithatja a fehérje alapu
mérésekkel kapott mennyiségi eredményt. A PCR mddszeren alapulé DNS vizsgalat nem helyettesiti a
fehérje modszereket, inkabb megerdsitésre, ellenbérzésre szolgal, viszont elég bizonyitékot nyujt arra, hogy
az adott élelmiszer valamikor buzaval vagy vele keresztreagalé gabonaval szennyez6dott, illetve kivaléan
alkalmas az esetleges keresztszennyezddések kiszlirésére.

4 primer par tesztelésére kerllt sor a kisérletek soran: az A49855 és B49317 kloroplasztisz DNS
primer part, a TR0O1/TR02 buzaspecifikus primer part, egy glutenin specifikus mikroszatellit (P1/P2) primer
part és végul egy WBR11/WBR13 nev(i primer part alkalmaztam. Ez utébbi esetben termékanalizis céljabdl
PCR-RFLP vizsgalat is tortént. Kilonb6zé buzafajtak, szaraztésztak, fott tésztak, hbékezelt kenyerek,
keresztreagald (rozs, arpa, zab(?), tritikalé) és nem keresztreagald gabonafélék (kukorica, rizs),
pszeudocerealiak (hajdina, amarant) szolgaltak mintaként.

A DNS mintak tisztasaga és sokszorozhatdésaga bizonyitast nyert egyrészt az R értékek
meghatarozasaval, majd a B49317/A49855 ndvényspecifikus kloroplasztisz primer par alkalmazasaval. Ezen
kivil ez az amplifikalasi lépés alkalmasnak bizonyult élelmiszerekben megtalalhaté gabonafélék
el6szelektaldsdra is. A TRO1/TR02 primer péar alapu rendszerrel egy konzervativ buza amplikont
detektaltam, majd bizonyitottam, hogy a buzan kiviil nem mérhet6 vele mas gabonaféle. A DNS extraktum
bluza eredetének igazolasara azonban megbizhaté valaszt adott még erésen hékezelt mintak esetében is a
mérések soran. A P1/P2 primer part a glutenint kodold génrészlet jelenlétének kimutatasara hasznaltam.
Ezzel a primer parral detektalhatdéva valt a buza és a vele keresztreakciot mutato tritikalé. Az amarant a
buzaéhoz kozeli mérettartomanyban esd jelet adott, ezért nem javasolt a negativ kontrollként vald
alkalmazasa. Végll a buza, a rozs és az arpa szelektiv kimutatasara adaptalt WBR11/WBR13 nev{ primer
parrol bebizonyosodott, hogy ftritikalé kimutatasara szintén alkalmas. A szekvencia pontosabb
azonosithatésaga érdekében az ezen primerrel kapott DNS szakaszokat Alul és BsmA1 restrikcids
endonukleazokkal hasitottam, igy az eredményeket PCR-RFLP mddszer segitségével pontositottam.

Optimalas utan tovabbi mintdkon teszteltem a kifejlesztett médszereket: gluténmentes kenyeret sitd

Uzemben vett mintakon és gluténmentesnek szant sargaborso tészta mintakon. Egy gluténmentes kenyeret
gyartd uzemi technoldgia esetében vizsgaltam a nyersanyagokat az esetleges tarolasi hibak kiszirése
végett, majd mesterséges szennyezést (el6szor buzalisztet, majd rozslisztet) iktattam be a technoldgiai
folyamatok harom fontos pontjan (a dagasztasi eljaras, a siUtés és a kenyerek szaritasa soran).
Eredményeim 0&sszegzése soran arra a kovetkeztetésre jutottam, hogy buza specifikus PCR a
nyersanyagban is megtalalta a nyomokban jelen 1évé kontaminans tiltott gabonaféle, a buza DNS részletét.
Ez a szennyezettség a végtermékben is kimutathaté volt. Mas moédszerek esetében, mint a blza, rozs és
arpa szelektiv kimutatasara adaptalt WBR11/WBR13 technikanal megallapithaté volt, hogy a két leginkabb
szennyez6désnek kitett pont a technolégia soran a dagaszté tisztasaga és a nagy nedvességtartalmu
kenyerek 24 6ras szaritasa volt.
Tovabb teszteltem a modszereket gluténmentes élelmiszernek szént, sargaborsé lisztb6l készilt
szaraztésztakon. Eredményként azt allapitottam meg, hogy a pozitiv jeleket a sargaborsé lisztben és
tésztéaban, nyomokban jelen |év6 buza eredetli szennyez6dés okozta. Ezt a kontaminaciot a sargaborsé
nem megfeleld 6rlési korilményei, vagy a kereskedelemben kaphaté sargaborsé liszt nem megfeleld
kezelése, taroldsa okozhatta.
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