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ANOTACE

Tato bakaldiskd prace se zabyva potravinovymi alergeny. Mezi nejvyznamnéjsi
alergeny patii potraviny obsahujici lepek, korysi, vejce, ryby, jadra podzemnice olejné, soja,
mléko, skotapkové plody, celer, hoicCice, sezamova semena, oxid sifi¢ity a sifiCitany, vI¢i bob
a mekkysi. V prvni ¢asti je uvedena charakteristika potravinové alergie, ptiznaky alergické
reakce a legislativa Ceské republiky, ktera se tyka potravinovych alergenti a jejich pravidel
oznacovani na obalech potravin. U kazdé skupiny alergent je vyjmenovan hlavni alergen ¢i
alergeny, vétSinou bilkovinné povahy. Druhd ¢ast je vénovéna instrumentalnim a dal$im

metodam stanoveni vyskytu prvnich sedmi skupin alergent v potravinach.

KLICOVA SLOVA

alergie, potravinové alergeny, piiznaky alergické reakce, stanoveni alergent

TITLE

Modern analytical methods for determination allergens in foods

ANNOTATION

Food allergens are the topic of this bachelor thesis. Foodstuffs containing a wheat,
a crustacean shellfish, an egg, a fish, a peanut kernel, a soy, a milk, tree nuts, a celery, a mustard,
a sesame seeds, a sulphur dioxide and sulphites, a lupin, and a mollusk shellfish are the most
important allergens. The characteristics of food allergies, their symptoms and the Czech
legislation about food allergens are described in the first part of the thesis. The main allergen(s)
are listed at each allergen group, predominantly containing protein. The instrumental and other
analytical methods for determinations of allergens in foodstuffs are summarized and

characterized in the second part of this bachelor thesis.
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0 Uvod

V minulosti se alergenim nevénovala tak dikladna pozornost, jako v poslednich
nékolika letech, kdy se oznaceni alergenti muselo z diivodu natizeni Evropské unie povinné
zavést do jidelnich listkli ve vSech restauracich, jidelnach a provozovnach rychlého obcerstveni.

Alergeny se tak staly velmi diskutovanou oblasti v gastronomii.

Seznam alergenti tvoii 14 skupin, kdy kazdd ze skupin obsahuje velké mnozstvi
potravin, ve kterych pfislusny alergen nalezneme. Poziti potraviny, kterd obsahuje urcity
alergen, miiZe mit pro jedince velmi vazné nésledky. Vyvola takzvanou alergickou reakci, ktera
ma rizné projevy a stupné. Alergeny nenalezneme pouze v potravinach, ale vyskytuji se vSude

kolem nas. Jedna se naptiklad o pyly, zvifeci srst, prachové Castice a dalsi.

Alergie je definovana jako skupina chorob, u nich opakovanéd expozice neskodnym
antigenim zevniho prostfedi (alergeniim) navozuje ve tkdnich a nejriznéjSich organech
zanétlivé zmény. Tyto zmény nasledné vedou K porucham struktury a funkce. Alergen je
jakykoli antigen schopny vyvolat alergickou odpovéd’. Tento termin se uziva jak pro zdroj
alergenu (napf. roztoci, zvirect srst, ...), tak pro konkrétni imunochemické nebo molekularné

definované antigenni struktury [1].

Potravinovou alergii nebo intoleranci trpi ptiblizné 1-3 % dospé€lé populace, u déti je
hranice vyssi a dosahuje 4-6 %, ale ¢asto se stava, ze u nejmensich déti dochazi ke spontannimu
uzdraveni. U poctu postizenych se jedna o hruby odhad. V soucasnosti nelze potravinovou
precitlivélost 1écit. Alergické reakci lze predchazet pouze vyfazenim nékterych potravin
Z jidelnicku. Dobrou zpravou pro alergiky je, ze nabidka potravin, které jsou prosty nékterych
alergenti, se stale rozriista. Nejcastéji se jedna o produkty, které jsou oznacovany jako bez
laktozové ¢i bezlepkové a v zahraniCi se jiz Casto vyskytuji potraviny oznacované jako ,,nut-
free®, kde vyrobce garantuje nepfitomnost ofechti a araSidi v potravinach [2]. Potravinové
alergeny je tedy nutno sledovat, protoze vyskyt uréitého alergenu mize byt i u potraviny, u
které bychom to necekali. Jednotlivé alergeny maji riizné chemické vlastnosti a tim padem také

rozmanité moznosti stanoventi.
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1 Teoreticka ¢ast

V této kapitole jsou popsany teoretické zaklady k pochopeni mechanismii alergické
reakce, ptiznaky potravinovych alergii a nasledné rozebrany jednotlivé skupiny alergenii v

potravinach dle legislativy.

1.1. Alergen

Za alergen mizeme povazovat jakykoliv antigen, ktery miize vyvolat imunitni nebo
alergickou odpovéd’, kterd ma za nasledek poskozeni hostitelského organismu. VétSinou se
jedna o latky glykoproteinové povahy ¢i latky chemické povahy, které jsou vazany na proteiny.
Mistem pfijmu je kiize, inhala¢ni cesta nebo gastrointestinadlni trakt. K propuknuti alergické
reakce dojde v ptipad¢ opakovaného kontaktu ¢lovéka s antigenem, po kterém se zacnou tvorit
specifické IgE protilatky, které spousti alergické reakce prvniho typu. Alergeny mizeme
rozdélit do zékladnich skupin dle vyskytu. Jedna se o venkovni alergeny (pyly, spory), vnitini

alergeny (domaci zvirata, rozto€i) a potravinové ¢i 1ékové alergeny [3].

1.2. Alergicka reakce

Alergie je nemoc imunitniho systému. Poruchy imunitniho systému délime do tfech
skupin. Prvni z nich jsou imunodeficitni stavy, které¢ vznikaji pti poruSe protiinfekéni obrany a
vedou K ¢astému vyskytu infekci. Druhé jsou autoimunitni nemoci, které jsou projevem
imunitnich reakci, jsou namifeny proti vlastnim tkanim, kdy si télo proti témto tkanim vytvari
protilatky. Posledni skupinou jsou alergické nemoci [4]. Jedna se o nejcasté)si
imunopatologickou chorobu, ktera je zptisobena neadekvatni reakci na vnéjsi antigeny. Alergie
je reakce ¢asného typu, coz znamena, Ze dostaveni se klinickych pfiznaki se dostavi maximalné
do nékolika minut po kontaktu s alergenem. Dochazi k ni ale az po navazani histaminu na
specifické receptory, z nichz nejdiilezitéjsi jsou histaminové receptory, oznacované jako H1
[5]. Postizeno byva dychaci tstroji, ktize, o¢i, travici tstroji, centralni nervovy systém, nebo
muze dojit k postizeni vice systéml soucasné. Intenzita projevu imunitni reakce muze mit
nékolik urovni a mize dojit az k ohroZeni zivota. Takto siln4 reakce se nazyva anafylakticky

S0k [6].
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1.3. Potravinové alergeny

Jako kazda alergie, i potravinova alergie ma imunologicky podklad a to zejména ve
ztraté imunologické tolerance vici slozkdm stravy, ktera se projevi v neadekvatni imunitni
odpovedi vici antigentim z potravin. Jsou to latky predevsim bilkovinné povahy, ¢ili proteiny.
Alergicka reakce vznikda vétSinou kratce, nebo nejdéle do hodiny po jidle a k jejimu
vyprovokovani staci pouze stopové mnozstvi potraviny. Mezi nejCastéjsi projevy potravinové
alergie patii otoky, kozni problémy a problémy s travicim ustrojim. Klasicka potravinova
alergie byva Casto nespravné¢ zaméiovana za pojmy jako ,,potravinova intolerance* nebo
»potravinova precitlivélost”, které ale nemaji imunologicky zéklad, ¢ili nezahrnuji imunitni
reakci organismu na bilkovinnou soucast potravy. Pfi¢inou potravinové intolerance jsou
nejcastéji enzymové defekty, které se projevuji se zmeénou schopnosti organismu normalné
zpracovavat rizikové soucasti potravy. Potravinova alergie se dédi. Riziko vzniku potravinové
alergie u déti je asi 50 % Vv ptipadé nemoci jednoho z rodict. Pokud jsou alergicti oba rodice,

riziko je 70-100 % [7-9].

1.4. ZKrizena reakce

Zktizena alergie vznika na zakladé chemicky podobnému slozeni alergent. Jedna se o
bilkoviny se stejnou biologickou funkci. Zkiizené reakce se d€li na zkiizené reakce mezi
potravinami, zkfizené reakce mezi latexem a potravinou a zkiizené reakce mezi potravinou a
inhala¢nim alergenem (pyly, rozto¢i). Mezi nej€astéjSi projevy zkiiZzené alergie patii oralni
alergicky syndrom. Jedna se o paleni rtli, jazyka, otoku tst nebo Skrabani v krku. Pokud ¢lovek
pokracuje v konzumaci potraviny, nasledky muzou byt hor§i — otok hrtanu, astma, ryma ¢i
anafylaxe. Nejcastéjsi zkiizené alergeny nalezneme v Tabulce 1. Podle mnozstvi shodnych
sekvenci aminokyselin se alergeny rozdé€luji na alergeny homologické a takzvané panalergeny.
Ty mohou zpiisobovat alergickou reakci organismu na ty alergeny, které se nemusi projevit na

alergologickém vysetfeni, protoze nelze prokazat pritomnost IgE latek [10].
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Tabulka 1: Zk¥izené alergeny [7]

Alergen Velmi ¢asta Méné casta Piedpokladana
zkFizena reakce zkFizena reakce zk¥izena reakce

Lipnicovité pyly bojinek, jilek, pyl zZita, pyl ovsa, je€menny slad
tomka, srha, rajska jablka
kostrava, lipnice,
rakos, troskut, ovsik,
svefep

Ambrozie-pyl banan, jablko, med, stromové
medovina, ofechy, celer,
hetfmankovy ¢aj slunec¢nice, meloun,

latex

Olivovnik-pyl oliva, jasan, ptaci broskev, hruska,
zob, Sefik, platan kiwi, meloun,
stromové ofechy, pyl
btizy




Alergen Velmi ¢asta Méné casta Piedpokladana

zk¥iZena reakce zk¥iZena reakce zk¥iZena reakce

Kiwi latex, bfiza, bojinek  avokado, banan, sezamové semeno,
liskové ofechy, mak, zitna mouka,
pelynék jilek

Banan latex avokado, kiwi,
meloun, bfiza

Celer mrkev, petrzel, cervena paprika okurka, meloun,
koteni mango

Rajské jablko btiza, pyl zita, arasidy, jablko, brambory, celer
bojinek latex, pelyn¢k

Arasidy sOja, rajské jablko ¢ocka, hrach,
pelynék, drnavec

Sdja arasidy, cocka, latex  hrach, fazole, cizrna,
ricinovy olej,
semena, stromové
ofechy,
potravinaiska aditiva
lusténinového

puvodu
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Mik sety liskové ofechy semeno hoi¢ice,
sezam, kiwi, zitna
mouka

Oliva jasmin, ananas, Kiwi, jasan, platan
meloun, stromové
ofechy, bfiza

Kravské mléko kozi a ov¢i mléko kobyli a buvoli mléko velblouda,
mléko bizona, teleci a
hovézi maso

Treska tunak, makrela sled’, kapr, uhot platys, losos

Vepi'ové maso kocka domaéci (srst,
roztoci)
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1.5. Projevy potravinové alergie

1.5.1. Anafylakticka reakce

wewvr

Anafylakticka reakce neboli anafylaxe je nejzavaznéjsi reakce na alergen, ktera muze
nastat. Dojde K precitlivélé reakci imunitniho systému na opakovany kontakt s urcitym
alergenem, jiz se ucastni specifické protilatky tfidy IgE a bunky, které maji schopnost uvoliovat
mediatory anafylaxe [9]. Onemocnéni postihuje jak déti, tak dosp&lé osoby. Piiznaky anafylaxe
zacinaji u koznich problémt, otokl hrtanu, snizenym krevnim tlakem, travicimi problémy a
srde¢ni arytmii. Bez pohotové a rychlé pomoci muize tento stav koncit az smrti z divodu selhani
krevniho obéhu. Ze vsech pripadl anafylaxe je 33-50 % zplsobeno prave alergeny obsazenymi

Vv potravinach [11].

1.5.2. Oralné alergicky syndrom

Oraln¢ alergicky syndrom (OAS) je mirngjs$i projev organismu na alergen. Tento
syndrom se projevi okamzit¢ po poziti potraviny, kterd je ve vétSiné piipadi rostlinného
pivodu, ale vyjimkou neni reakce ani po poziti alergenu zivo¢isného pivodu [9]. Mezi hlavni
symptomy patii palivy pocit v Ustech, svédéni rth a jazyka, porucha polykéni a duSnost.
Vétsinou se jednd pouze o tyto ptiznaky, ale mize se také vyskytnout i zivot ohrozujici otok

hrdla nebo mize reakce vyustit v anafylaktickou reakci [12].

1.5.3. Kozni priznaky

KoZni ptiznaky jsou nejcastéjSimi projevy potravinovych alergii. U déti se jednd az o
80 % prtipadt. Prvni rozsiteny kozni ptiznak je koptivka. Sviij nazev ziskala diky tomu, jak
vypada na kiizi. Zarudnuti kize s bilymi pupinky se totiz podoba stavu, kdyz se ¢loveék spali o
koptivu. Kopfivku délime na akutni a chronickou, kdy akutni postihuje hlavné déti a trva
n€kolik hodin az dnil. U chronického pribehu postihuje predevsim dospélé osoby a trva tydny
az mésice. Druhym koZnim pfiznakem je atopicky ekzém, jinak nazyvany jako atopicka
dermatitida nebo neurodermatitida. Jedna se o vyrdzku, kterd postihuje nejCastéji tvar, poté
zapésti, loketni a podkoleni jamky ale vyjimkou neni postizeni celého téla. Pribéh onemocnéni
je chronicky. V mistech, kde se ekzém vyskytuje, ma clovek hrubou, svétlou a vysusenou

pokozku. Pti Skrabani se kiize odlupuje a je zde riziku vnaseni druhotné infekce do rany [9].
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1.5.4. Respiracni priznaky

Prvnim respira¢nim piiznakem je alergické astma. Jedna se o onemocnéni dychacich
cest a plic. Dochazi k zizeni nékterych ¢asti dychaci soustavy a dochazi tak k omezeni dychani.
Projevuje se drazdivym kaSlem nebo dusnosti po vydechu. Dochézi pfitom k degradaci plicni
tkan¢ a tim zatizeni nejen dychaciho systému, ale také k zatizeni srdce. Jen malokdy je alergické
astma jedinym projevem alergické reakce, obvykle se jedna o jev pfidruzeny. DalSim
respira¢nim pfiznakem je alergicka ryma, Casto oznaCovana jako senna ryma. Projevuje se jako
vytok z nosu, spolecn¢ se svédénim a palenim uvnitf nosu, nosni sliznice je cervena a zduiela,
tim padem je omezena schopnost dychani. Poslednim Castym respiraénim ptiznakem je otok
neboli edém hrtanu. Jde o zdufeni hrtanu ¢i jazyka, coz zpusobuje kompletni nepriichodnost

hornich dychacich cest, coz miize vést k uduseni [9].

1.5.5. Gastrointestinalni priznaky - GIT

Prvnim z nich je nauzea, neboli nevolnost, coz je stav, ktery pfedchazi zvraceni. Dale

Mew o7

prujem, bfisni kiece a kolikovita bolest bricha [9].

1.6. Legislativa

Evropska unie vydala nafizeni ¢. 1169/2011 o poskytovani informaci spotiebitelim.
Toto nafizeni stanovuje povinnost poskytnout spotfebitelim informace o alergennim latkach,
které byli pouZity pfi vyrobé potraviny nebo produktu. Tato povinnost se vztahuje na 14
zékladnich alergennich slozek, které jsou k dispozici na obrazku ¢islo 1. Toto nafizeni platilo
dfive pouze pro balené potraviny. Od 13. 12. 2014 vSak musi byt informace o alergenech
uvadéna 1 u nebalenych potravin a u potravin zabalenych bez ptfitomnosti spottebitele. Tato
povinnost samoziejmé spadd i na majitele restauraci, jidelen, fast foodl, pouli¢nich stankl a

jinych stravovacich zafizeni [2].
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SEZNAM ALERGENU

publikovany ve smérnici 2000/89 ES od 13.12.2014 smérnici 1169/2011 EU

OBILVOVINY OBS/—\HUJICI LEPEK
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awvyrobky z nich 3 N
. N\

VEJCE

a vjrobky z nict .

RYBY P -

: ; B
PODZEMNICE OLEJNA (ARASIDY) 1§ oY

SOJOVE BOBY (SOJA)
a wyrobky z nich

MLEKO

a vyrobky z ng)
SKORAPKO\/E PLODY

€ ofec hy vlaiskeé ofechy, kedu ofechy, pekanove ofechy,
makadamie a v i zn m

HORCICE )@w

a vyrobky z n =

SEZAMOVA SEMENA (SEZAM)

avjrobky z nich

aa@awegeese

‘D OXID SIRICITY A SIRICITANY

v koncentracich vy$3ich 10 mg, mlkg, |, vyjadfenc SO

'E) VLC( BOB (LUPINA) %
a vyrobky z néj i : - g

B vexeys S
. a vyrobky z nic s
Obrazek 1: Rozdéleni alergenii v potravinach podle nafizeni ¢. 1169/2011 [2]

1.7. Znaceni alergenii na obalech a u pokrmi

Alergenni slozky se musi znacit nejen na obalech hotovych vyrobku, ale také u vSech
nebalenych potravin. Informacni povinnost se dle legislativy vztahuje na 14 skupin alergent,
které jsou vyobrazené na Obrazku 1. U balenych vyrobki nalezneme informace o obsazenych
alergennich latkach ve slozeni, kdy nazev alergenni latky musi byt zvyraznén, aby byl odlisen
od ostatnich sloZzek. Nejcastéji se zvyraznéni provadi stylem pisma (velkd pismena, podtrzeni
textu, tu¢né pismo, kurziva neni dostate¢na) nebo podbarvenim textu. Pokud neni na obale
uvedeno sloZeni vyrobku, alergenni slozky musi byt uvedeny za slovem ,,obsahuje®. Vyjimku
tvofi, pokud je nazev alergenni slozky pfimo obsazen v ndzvu vyrobku. Pokud se jedna o
nebalené vyrobky, seznam alergennich sloZzek musi byt v blizkosti mista nabidky (na pultu,
cedulka pfimo u vyrobku). Pokud prodavajici zabali vyrobek na misté prodeje bez ptitomnosti

spotiebitele, musi byt alergenni slozky znaCeny na obal vyrobku. To samé plati také
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Vv restauracich, rychlych obdcerstvenich a jidelndch. Seznam alergeni musi byt pisemné
vystaven naptiklad pfimo v nabidce, jidelnich listcich nebo ho musi majitel provozovny

ptredlozit na vyzvani spotiebitele [2].

Na obalech vyrobkii se mtiizeme setkat s vétou typu: ,,Muze obsahovat ...*“. NejCastéji
se v této vété objevuji arasidy, skofapkové plody ¢i lepek. Jedna se o preventivni opatieni, které
poskytuje vyrobce. Cilem tohoto preventivniho znaceni je upozornit na riziko nezdmérné
kontaminace. Jedinci se poté mizou takovym potravinam také vyhnout a predchazet tak
nechténé alergické reakci. Preventivni oznaCeni ma své vyhody a nevyhody. Vyhody jsem
zminila vySe, ale nevyhodou je poté mald rozmanitost stravy osob trpicich alergii nebo
intoleranci. Podle vyzkumu v roce 2010 se ukézalo, ze 94 % preventivnich opatfeni je

negativnich a potraviny zadnou z avizovanych slozek neobsahovaly [2].

1.8. Jednotlivé skupiny alergenii podléhajici legislativé

1.8.1. Obiloviny obsahujici lepek

Prvni velice rozsahlou skupinou alergentl jsou obiloviny, které obsahuji lepek. Kazdé
obilné zrno se sklada ze tfi ¢asti. Prvni z nich je obal neboli povrchova vrstva, ktera obsahuje
nestravitelnou vldkninu, vitaminy, minerdly a stopové prvky. V druhé casti nalezneme
bilkovinny obsah, coz je pfedevsim lepek, odborné nazyvany gluten. Gluten opét délime na dvé
slozky, gliadin a glutenin. Gliadin patfi do skupiny prolaminti a u kazdého druhu obili je popsan
jinym nazvem, ktery nalezneme v Tabulce 2. Posledni ¢asti obilného zrna je klicek, ktery

obsahuje vysoky obsah tuku [12].

Tabulka 2: Nazvy prolamini v obili [12]

Zito Jeémen Oves

sekalin hordein avenin

Lepek je v organismu §tépen plisobenim travicich enzymi, ktera rozkladaji bilkoviny
na mensi ¢asti — peptidy. Tyto vzniklé peptidy pak u predisponovanych osob vyvoldvaji
specifickou imunitni odpovéd’ stfevni sliznice, kterd vede k nepfetrzité tvorbé urcitych
protilatek. Opakovand konzumace alergizujici potraviny vede k zanétu stfevni sliznice,

popiipad¢ az k jeji atrofii (zmenSeni) s naslednym naruSenim schopnosti traveni potravin.
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Ptiznakem a projevem alergii na lepek miize byt priijem, zvraceni, svédiva vyrazka na pokozce
(pfedevsim na loktech, kolenou, hyzdich a ramenech), kiece, tinava, bolest kloubti i vyrazné
Zhubnuti. Nesnasenlivost lepku se miize projevit alergii na lepek, celiakii nebo Duhringovou
dermatitidou, coz je druh celiakie s koznimi projevy onemocnéni. U celiakie je reakce po poziti
lepku, a to i ve stopovém mnoZstvi bezprostiedni a rychla. U intolerance je pomale;jsi,
nendpadnéjsi a Clovék o ni nemusi vibec védét. NesnaSenlivost lepku je v souCasné dobé
nevylécitelné onemocnéni, pro které existuje jediné feSeni a to je dodrzovani bezlepkové diety.
Musi si davat velky pozor na slozeni potravin. Nejcastéjsi potraviny, které obsahuji lepek, je
pecivo vyrobené z pseni¢né, zitné nebo ovesné mouky. Dale také ovesné vlocky, kroupy,
cukrarské vyrobky, uzeniny, omacky a jiné. Bezlepkové potraviny se znaci nejcastéji logem

pieskrtnutého klasu nebo slovné ,,pfirozené bezlepkové* [13-14].

1.8.2. Korysi

Dalsi rozsahlou skupinou jsou korysi. Mezi korySe fadime napiiklad kraby, humry,
garnaty, langusty a raky. Vyskyt alergie je nejvétsi v oblastech, kde se korysi nejéastéji
konzumuji (Japonsko, Spanélsko, Recko, Itilie) a dosahuje 2 % z tamni populace [14].
U korysi byly dobie popsany hlavni alergeny, ale jinak obsahuji celou fadu alergent, které byly
sledovany pouze u malé skupiny lidi. Hlavnim alergenem je svalova bilkovina korySt —
tropomyosin, respektive celd skupina tropomyosint, které si jsou hodné podobné. Disledkem
jsou zkiizené reakce. Tropomyosin je u rtiznych druhii korySt znacen jinym koédem, jako
nalezneme v Tabulce 3. Tropomyosin je tepelné odolny a proto ani tepelna Gprava korysu
nepomuze zbaveni se alergenity. Odolnost vykazuje také proti nizkému pH a travicim
enzymim. Je velka pravdépodobnost, ze pokud ma jedinec alergii na jeden druh koryse, alergie
se objevi také u ostatnich druhti. Alergie zlistava na cely zivot a neméni se s vékem. Ptiznaky
této alergie jsou nejcastéji kozni problémy, ale mohou se vyskytnout i problémy s dychacim a

travicim ustrojim. Protein miZze vyvolat i anafylaxi [15].
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Tabulka 3: Prehled korysi a kodi jejich tropomyosini [14]

Druh Kkoryse Kod tropomyosinu

Krevety a ostatni garnati Penal, Penil Penm1l, Mete 1, Parf 1,

Mel e 1, Crac ¢ tropomyosin

Krabi Chaf 1, Can p tropomyosin
Humfi, langusty Panls, Homal
Raci Ast f

1.8.3. Vejce

Alergie na vejce je Casta alergie ran¢ho veéku ditéte, ktera mizi nejpozdéji kolem
desatého roku zivota. Vzhledem k podobnosti alergennich bilkovin mize byt pii alergii na vejce
pfitomna také alergie na mléko. Kazdé vejce je tvofeno z 56-61 % bilkem a z 27-32 %
Zloutkem. Bilek obsahuje az 10 % bilkovin, zbytek je voda. Zloutek obsahuje predeviim tuky,
V pfevaze jsou nasycené mastné kyseliny. Dale vejce obsahuje také vitaminy (A, E, B2, B12),
Zelezo a lecitin. Bilek je vice alergenni neZ Zloutek a pfehled zakladnich alergenid nalezneme

v Tabulce 4 [14].

Tabulka 4: Zakladni alergeny ve vejcich [14]

Zloutek Bilek Zloutek+bilek
alfa-livetin ovomukoid kasein kinaza
fosfitin ovalbumin apovitellin

ovotransferin
lyzozym
ovoglubin

ovomucin
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Hlavni alergenni slozky bilku (ovomukoid, ovalbumin, ovotransferin) ztraci tepelnou
upravou nad 60°C Cast své alergenity. Alergie na hlavni slozky zloutku (livetiny) jsou vzacné.
Problémem vajecnych alergii je da se fici jejich vSudyptitomnost. Vyskytuji se ve spouste druhti
potravin jako tzv. skryté alergeny. Jedna se o potraviny jako téstoviny, majonézy, kolace,
suSenky a dalsi. Alergeny bilku mohou vyvolat zkiizenou reakci mezi jednotlivymi druhy
driibezim vajec — slepici, husi, kiepel¢i nebo kachni. Ptiznaky alergie zacinaji zvracenim,

bolestmi bficha, prijmem. MuzZou ale koncit az anafylaktickym Sokem [16].

1.8.4. Ryby

Hlavnim alergenem u ryb je protein, ktery tvoii hlavné slozku bilé svaloviny ryb —
parvalbumin. Tato bilkovina je velmi stabilni a je odolna vii¢i tepelnému zpracovani i travicim
enzymum. Nejlépe probadané parvalbuminy u jednotlivych druhti ryb nalezneme v Tabulce 5.
Pokud je ¢lovek na ryby alergicky, pravdépodobnost vymizeni alergie je minimalni. Alergicka
reakce se muze dostavit ihned do 1 minuty az do 48 hodin. Nejmén¢ vazné ptiznaky se zacinaji
projevovat na kiizi, dale to jsou problémy s travicim ustrojim a muize koncit az anafylaktickym

Sokem [14].

Tabulka 5: Nejlépe probadané parvalbuminy [14]

Druh ryby Alergen

Treska Cadcl,Cadm1l

Losos Sals1

Tunak Thual, Thuo1l, Thuto 1
Makrela Scps1,Scoal, Scojl
Platyz Hiph1l

Sled’ Cluh1l

Sardinka Sarm 1

Kapr Cypcl

Uhot Angal
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1.8.5. Jadra podzemnice olejné (arasidy)

Nebezpecnou skupinou alergenu jsou arasidy neboli burské ofechy. Jedna se o lusténinu
— podzemnici olejnou, ktera patii do ¢eledi bobovitych [14]. AraSidové alergeny nepodléhaji
tepelné tpraveé — prazeni — dokonce diky zvlastnim chemickym reakcim nastavuje podminky
ke vzniku alergent novych. Alergii na arasidy klasifikujeme jako celozivotni. Mezi proteiny
podzemnice olejné patii globuliny, které jsou rozpustné v solném roztoku a albuminy, které
jsou rozpustné ve vod¢. ArasSidovych bilkovin, které mohou vyvolat alergii, je popsano jedenact

a jejich piehled nalezneme v Tabulce 6. U vsech z nich je vice ¢i méné znama zk¥izena alergie

[17].

Tabulka 6: Prehled alergenii arasidi [14]

Kéd alergenu Zarazeni

Arahl 7S globulin — vicilin

Arah 2 2S albumin — konglutin
Arah 3 11S globulin — legumin
Arah4 11S globulin — legumin
Arah5 Bet v 2 homologie — profilin
Arah 6 2S albumin — konglutin
Arah7 2S albumin — konglutin
Arah8 Bet v 1 homologie

Arah LTP LTP homologie

Ara h oleosin homologie se sezamem (ses i 4, ses i 5)
Ara h aglutinin homologie se sdjou

U arasidi predstavuji velké problémy jejich skryté alergeny, kterych je celé fada. Jedna

se napiiklad o sladkosti, margariny, masla, marcipany a zvlast’ pozor si musi lidé dat na cizi
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kuchyng, jako je ¢inska, thajska nebo vietnamska. Mezi ptiznaky alergie patii dychaci obtize,

otoky oblicej a u osob citlivéjsich az anafylakticky Sok [17].

1.8.6. Séjové boby — sdja

Soja se fadi mezi lusténiny z ¢eledi bobovitych. S6ja obsahuje 38 % bilkovin, 30 %
sacharidd, 20 % tukti a 10 % vlakniny. Déle je zdrojem cennych aminokyselin a nenasycenych
tukti. Zaroven ale postrada vitaminy C a B12 a ma zjevny nedostatek vapniku, fosforu a zinku
[16]. Konzumace sdji je oblibena piedevsim u vegetariant, kde do jisté miry nahrazuje masné
vyrobky s bohatym obsahem bilkovin, 1 kdyZ nikdy absolutn¢ nenahradi bilkoviny Zivo¢isného
puvodu. Dosud znamé alergeny s6ji nalezneme v Tabulce 7. S6ja se pouZziva na vyrobu dalsich
potravin, jako jsou syr, tvaroh, omacky, mléko, jogurt nebo mouka. Soja je dnes tak rozsifena,
ze se muze vyskytovat prakticky v kazdé potraving, ktera je vyrabéna primyslové. Proto kazdy
alergik musi peclivé Cist etikety [17]. V tabulce ¢islo 7, nalezneme piehled dosud znamych
alergenti soji s jejich zakladnimi funkcemi. Soja je pfic¢inou zhorseni atopického ekzému a to
predevsim u déti. Alergeny mtizou zpusobit t€Zkou az fatalni anafylaktickou reakci. Nejéasté&ji
K tomuto stavu dochazi pti nevédomém poziti soji naptiklad v masnych vyrobcich, kotfenich,
rybich konzervach a pizzach. V oznacenich na etiketich totiZ obsah soji nenalezneme, ale svou
podstatou s6ju miize obsahovat. Soja je opravdu hodné rozsifena a proto by si mél soéjovy
alergik davat pozor na spoustu véci jako je tieba monosodium glutamat sodny, ktery se pouziva
jako dochucovadlo. Ziskava se totiz ze sdje. Dalsi skupinou jsou nepotravinové vyrobky, jako

je kosmetika (mydla, mléka, krémy) nebo textilie [14].
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Tabulka 7: Znamé alergeny séji s jejich zakladnimi funkcemi [14]

Alergen Funkce
Clym1,Clym2 -
Cly m 2S albumin 2S albuminy — konglutiny ¢i konglutininy
Clym3 Profilin
Clym4 Bet v 1 homologie
Cly m glycininy Zasobni bilkoviny, jde o 11S globuliny
Cly m Bd28K Viciliny (zasobni bilkoviny)
Cly m lectin Lektiny
Cly m trypsin inhibitor Alfa-amylazy/trypsin inhibitory
Cly m Bd30K Proteinazy
1.8.7. Mléko

Alergie na mléko je jednou z nejrozsifengjsich v populaci. Casto ale byva zaménovana
s intoleranci na laktdézu. Rozdil je v tom, Ze pii intoleranci ma ¢lov€k zaZivaci potize, ale tento
stav v fadu hodin ¢i minut pomine. Neni zprostfedkovana imunitnim systémem, jedna se o
deficit enzymu laktazy, ktery $té€pi mléény cukr laktozu. Intoleranci trpi az 20 % populace
v Ceské republice. Naopak projevy alergie jsou skute¢né nemoci, které miizou trvat i nékolik
dni. V naSich krajich se jedna pfedevsim o alergii na kravské mléko, coZ ma historicky podtext.
Proto se budeme zaobirat predev§im mlékem kravskym. Alergie se ¢asto projevuje u déti a mizi
do tii let Zivota. DEti maji nezraly imunitni systém, travici trakt a sttevni mikrofloru a pii kojeni
se vyskytuje z toho divodu, ze matka konzumuje vyrobky z kravského mléka neomezen¢ a
prechazi tak pravé do matetského mléka. Dalsi moznosti je, Ze se alergie rozvine az kolem ptl
roka zivota, kdy dit€¢ za¢ne konzumovat klasické mléko, jogurty, kase. U dospélych se pftili§
nevyskytuje a prevlada u nich prave intolerance [18]. Kravské mléko obsahuje celou fadu
proteinti a 80 % z nich tvofi kaseiny a zbytek, ¢ili 20 % proteiny syrovatky. Kasein jako hlavni

alergen je termostabilni a proto nepodléha zahtati. Nekteré studie dokonce ukazuji, ze se
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alergenita mize zahtatim zvysit [14]. Oproti bilkovinam syrovatky je odolnéjsi i vii¢i vlastnimu
traveni. Alergie je celozivotni. Syrovatka kravského mléka je tvofena alfa-laktalbuminem, beta-
laktoglobulinem a hovézim sérovym albuminem. Ukazalo se, ze mnoho lidi je alergickych na
vice, nez jeden protein mléka. Ve vétsiné pripadi maji lidé alergickou reakci také na dalsi druhy
mlék, jako kozi mléko, ovéi mléko a vyrobky z nich. Mezi projevy alergie na kravské mléko
patii kozni projevy, prudké zvraceni, polykaci obtize, prijmy a vzacné také anafylaktické
reakce. Ma také vyznam ve vzniku a pribéhu chronickych onemocnéni jako je atopicky ekzém

nebo chronické stievni zanéty [17].

1.8.8. Skorapkové plody

Dostavame se k dalsi skuping, jejiz souhrnny nazev jsou skotapkové plody. Do této
kategorie fadime spoustu druhli ofechtl, krom¢ arasidli, coz jsou lusténiny a vice jsem se jim
vénovala v kapitole 1.6.5. Skupinu skofdpkovych plodii mizeme nésledné€ rozdélit na dvé dalsi
rozséhlé skupiny. Prvni z nich jsou stromové ofechy, kam fadime vlasské ofechy, pekanové
ofechy, liskové ofechy, para ofechy, kesu, pistacie a mandle. Mandle mizeme zatadit také mezi
peckoviny. Druha skupina jsou takzvané ofechy nepravé. Jednd se o kokosovy ofech,
muskatovy ofisek a také piniové ofechy, které se ale nékdy fadi spiSe mezi semena [14]. Alergie
na ofechy je jednou z nejc€astéjSich a také byva alergii celoZivotni. Pokud je jedinec alergicky
na jeden druh skotdpkového plodu, je velka pravdépodobnost, Ze se Casem projevi take alergie
na dalsi skotéapkové plody. S ofechy se Ize setkat v béznych potravinach, jako jsou pekarenské
a cukrafské vyrobky, ale ¢loveék si musi dat pozor také na vybér kosmetiky a pii chovu
domacich mazlickd. Odpovédi na alergii je dermatitida, dychaci obtize, svédéni a otoky obliceje
a kuze [19]. V Tabulce 8 nalezneme seznam hlavnich alergenti v riiznych druzich stromovych

ofechu [14].
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Tabulka 8: Seznam hlavnich alergenii v riiznych druzich stromovych ofechi [14]

Vlassky Pekanovy Liskovy Para Kesu Pistacie Mandle
ofech oirech oirech oirech
Albumin albumin Legumin  Albumin Legumin Pisv Albumin
Vicilin Vicilin Legumin  Vicilin Profilin
LTP LTP Albumin Amandin
Profilin Bet 1 Conglutin
Leguminy Bet 2 LTP
1.8.9. Celer

Celer patfi do celedi mitikovitych, stejné jako mrkev, petrzel, pastindk, anyz, fenykl
nebo koriandr. Nékdy mizeme misto mitikovitych nalézt oznac¢eni okoli¢naté [15]. Rostlina se
sklada ze dvou casti, kofene a stonku, kdy se alergie vyskytuje predev$im na kofen [17].
Alergeny v celeru, jsou znacené jako Api g 1 a Api g 4. Jsou tepelné odolné, takze vareni ani
zmrazeni jeho alergenitu nesnizi. Vyznamna je zkiiZena reakce s pyly, pfedevsim s pyly btizy
a pelynku. Alergie na celer se projevuje kopiivkou, ordlnim alergickym syndromem a

Vv krajnich pfipadech také anafylaktickou reakci [18].

1.8.10. Hox¢ice

Hoft¢ice patii do ¢eledi brukvovitych bylin, stejné jako brokolice, kapusta, kvétak, kien
Existuje spoustu rtiznych druhii hoi€ice, které obsahuji riizné alergeny, které se znaci jako Bra
j 1, Bran11a Sinal [14]. Pfi alergii musime vyradit vSechny druhy hoi¢ice naptiklad
plnotu¢nou, dijonskou, kremzskou a jiné. Hoic¢ice je také bohatym zdrojem antioxidantd,
vitaminu (A, B, C, K) a fady minerali. Mezi projevy patii dychaci problémy, otoky hrdla,

nevolnost, kopfivka a v neposledni fadé také anafylakticky Sok [18].
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1.8.11. Sezamova semena

Alergie na sezamova semena je na vzestupu, jelikoz ho do své stravy zafazuje ¢im dal
tim vice lidi a to ve form¢é pravé sezamovych semen, nebo sezamového oleje. Ve vétsing
piipadl zacina jiz v détstvi jako disledek pfenosu sezamu v matetfském mléce. Obsahuje velké
mnozstvi vitaminti a prvkd, které napomahaji spravnému fungovani organismu (fosfor, Zelezo,
vapnik). Sezam je jednoleta bylina, ktera patii do ¢eledi sezamovitych [18]. Hlavni alergeny
jsou 2S albuminy, pfesnéji Ses i 1 a Ses 1 2 a. Existuje vice druhti sezamu, ale jejich alergenita
je srovnatelna. Clovék trpici alergii si musi davat pozor na to, co konzumuje a zda se nemiize
produkt setkat pii vyrob¢ se sezamovym semenem, coz by zpusobilo skrytou alergii. Pro prudce
reagujici alergiky predstavuje nebezpeci také kosmetika, medicinské masti nebo krmiva pro
domaci mazlicky. Negativni reakce muze nastat také pii dlouhodobém pobytu v jeho
ptitomnosti. Tim trpi pfedev§im pekafi a cukrafi. Pfiznaky alergie na sezam jsou koptivka, otok

rtd a jazyka, ryma a v krajnich mezich anafylakticky Sok [20].

1.8.12. Oxid siFicity a siFi¢itany

Sifi¢itany jsou hodné rozsifené, protoze se, jednodusSe feceno, vyskytuji vSude kolem
nas. Obsahuje je jak lidské télo, tak vzduch, potraviny a jiné. V lidském téle vznikaji na zakladé
katabolického zpracovani sloucenin, které obsahuji siru, pfedev§im cystein, methionin a
aminokyseliny. Dal§im vyznamnym mistem vyskytu jsou pravé potraviny. Do potravin jsou
uméle dodavany a plni vnich fadu praktickych vlastnosti. Prvnim znich je inhibice
enzymového hnédnuti, pfedevS§im u Cerstvého ovoce a zeleniny a neenzymové hnédnuti u
suSenych potravin. Vykazuji antimikrobidlni aktivitu, zlepsSuji vlastnosti tést a piisobi jako
pomocny prostiedek. Mezi Sirokou vetejnosti jsou znamy jako takzvané ,,écka* a tak jsou také

oznacovany na obalech vyrobku. Ty z nich, které maji E-kod nalezeme v Tabulce 9 [14].
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E-kod Chemické nazvoslovi

E 220 Oxid sificity

E 221 Sifi¢itan sodny

E 222 Hydrogenuhli¢itan sodny

E 223 Disificitan sodny

E 224 Sifi¢itan draselny

E 226 Sifi¢itan vapenaty

E 227 Hydrogensifi¢itan vapenaty
E 228 Hydrogensiti¢itan sodny

Obsah sifi¢itanti v potravinach je rozdilny a pohybuje se od 10 mg/kg do 1000 mg/kg.
Nejméné jich nalezneme v rosolech, zmrazenych téstech, dale v nakladané zelening, vinném
octu a nejvyssi hodnoty nalezneme v suseném ovoci nebo vin€. Na potravindch se musi znacit

pouze Vv piipadé€, ze mnozstvi pfesahne 10 mg/kg [14].

1.8.13. VI¢i bob — lupina

Lupina ma ¢esky alternativni ndzev a to vl¢i bob mnoholisty. Jedna se o jednoletou nebo
trvalou bylinu, obc¢as kefovitou rostlinu, ktera patii do skupiny bobovitych. MizZeme ji fadit
také do skupiny lusténin. Dorlstd az do vySky jednoho metru a ma pestfe zbarvené kvéty.
Bylina je vyslechténa pravé pro potravinaiské tcely a mize se konzumovat pouze tepelné
opracovand, do té doby je pro cloveéka jedovatd. Piedstavuje alternativu k mnohem znadmé;jsi a
pouzivangj$i soje, ktera je ovSem také vyznamnym alergenem [21]. Je zdrojem velkého
mnozstvi proteinti, které zplisobuji alergii, dale obsahuje ziviny a rozpustnou vladkninu.
Alergenitu u lupiny miize sniZovat proces takzvané extruze. Jedna se o technologicky proces
zpracovani potravin, kdy se alergeny tepelné upravuji kombinaci tlaku, tepla a mechanické sily.

Lupinu nalezneme ve velkém mnozZstvi potravin, jako jsou pekaiské produkty, masné vyrobky
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a tak podobné. Priznaky alergie jsou obdobné jako u ostatnich alergenti, ¢ili drobné kozni

problémy, otoky az po anafylakticky Sok [22].

1.8.14. Mékkysi

Mezi zastupce mekkyst fadime napiiklad slavky jedlé, chobotnice, sépie, tstiice a dalsi.
Jsou hodné¢ podobné skupiné korysi, které jsem rozebrala v kapitole 1.6.2. Maji stejnou
alergenni latku, tropomyosin. Jedna se o panalergen, ktery je obsazen ve svalové tkani, kde se
ucastni jejiho stahu. U nesvalovych tkani rozhoduje o tvaru buiikky. Z hlediska snadné&jsi
dostupnosti téchto motskych zivocichi je vyskyt alergie ¢astéjsi, nez tomu bylo v ptechozich
letech. Nejrozsitenéjsi druhy mekkysu a jejich hlavni alergeny jsou vyobrazeny v Tabulce 10.
Mezi ptiznaky alergie patii otoky, koptivka, problémy s travicim ustrojim a v krajnich mezich

anafylakticky Sok [14].

Tabulka 10: Nejznaméjsi mékkysi s jejich hlavni alergenni latkou [14]

MEéEKKySi Alergeny

Ustiice Crag1l

Riizné druhy musli Turcl,Pervl Hald1

Skeble-napiiklad slavka jedla Myt e tropomyosin, Pug t tropomyosin, Lut p

tropomyosin, Pat y tropomyosin, Pin e

tropomyosin
Olihent Todp1

Chobotnice Oct v tropomyosin, Sep m tropomyosin, Lol

e tropomyosin

Sépie Sep m tropomyosin, Lol e tropomyosin
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2 Analytické metody stanoveni alergenti v potravinach
V nasledujici kapitole je zpracovana reSerSe zabyvajici se Moznostmi analytického
stanoveni jednotlivych skupin potravinovych alergent dle legislativy. Z hlediska rozsahu

bakalarské prace jsou popsany analytické metody pouze pro prvnich sedm skupin alergeni.

2.1. Lepek

Meéfeni lepku v potravinach je ddno odbornou normou CSN 46 1011, ktera ma celkem
29 ¢&asti. O stanoveni lepku pojednava jeji devata &ast, &ili norma CSN 46 1011-9, ktera kromé
stanoveni lepku v obilovinach, pojednava také o stanoveni lepku u lu$ténin a olejnin. Pfi v§ech
stanovenich musi byt dodrzeny bezpe&nostni piedpisy podle norem CSN 01 8003 a CSN 65
0201 [23].

Hojné¢ vyuzivanou metodou na stanoveni lepku je fluorescenéni spektroskopie [24].
Tato metoda je zalozena na citlivosti fluorofort vici jejich prostiedi [25]. Fluorescence je
sekundarni zareni, které vydava latka po absorpci elektromagnetického zafeni. Kazda
fluoreskujici molekula mé dvé charakteristicka spektra: emisni a excitacni. Emisni spektrum je
zavislost intenzity fluorescence na vinové délce pii konstantni vinové délce budiciho zéteni.
Excitacni spektrum je zavislost intenzity fluorescence na vinové délce pii konstantni vlnové
délce emitovaného zareni. K méteni se pouziva konvenéni fluorescenéni spektrometr, ktery
jako excitacni zdroj obsahuje vysokotlakou xenonovou vybojku. Dale obsahuje excitacni a
emisni monochromator, diky kterému je vybrana potiebna vinova délka. Difrakénim prvkem
vV monochromatorech je mtizka. Zafeni je detekovano fotonasobicem, ktery pfevede informaci
zateni na elektricky proud imérny intenzité svétla. Signal se zesiluje vhodnymi elektronickymi
zatizenimi. Vystupem klasického fluorescencniho spektroskopu jsou pravé emisni a excitacni
spektra. Koncentrace latky ze vzorku se zjistuje z kalibra¢ni kfivky [26]. Vzorek k analyze se
pfipravuje z mouky, kterd se zahiiva pfi rGznych teplotdch a casech. Guerrieri a kolektiv
zahtivali mouku pfi teploté 45°C po dobu 1 hodiny a dale zvySovali teplotu az na 110°C po
dobu 18 hodin. Poté byl vzorek lyofilizovan (vysusen mrazem). Ze smési byl lepek rucné
vymyvan vodou a poté ponechan 30 minut v klidu. Gluten byl poté analyzovan v roztoku
kyseliny octové. Obsah glutenu ve vzorku se pohyboval od 84,3-85,3 % pfi zahtivaci teploté
45°C a 88,3 % pii zahiivani na 110°C [27]. Ahmad a kolektiv porovnavali obsah lepku v mouce
obsahujici lepek s komeréné dostupnou bezlepkovou moukou. Vytvofili vzorky s rozdilnymi

pomeéry pSeni¢né a bezlepkové mouky, ¢ili s rozdilnym obsahem lepku. Pipravili 94 riznych
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vzorkd, které poté pouzili k analyze. Lepek poté vykazoval absorpéni a emisni maxima pfi
excitaéni vinové délce 270-290 nm a emisni vinové délce 430-490 nm. Obsah lepku ve vzorcich
se pohyboval od 27,9-29,6 %. Touto metodou dokdZzeme stanovit nizké hladiny lepku
V potraving, stanoveni je ale zatiZzeno chybou do 10 %, coz neni vhodné pro pacienty s celiakii,
tudiz se metoda nepovazuje za plné spolehlivou [24]. Ahmad a kolektiv v jiném experimentu
pouzili dvanact riiznych kultivart obili, ze kterych byla ptipravena mouka. Po mleti byla mouka
skladovana v chladicich boxech, aby se zabranilo zménam ve slozeni mouky. Z mouky byly
pfipraveny smési pro piipravu chleba. Skladaly se z 2 % soli, 1 % cukru, 2 % tuku, 1 % suchého
drozdi na zakladé hmotnosti mouky a vody. Tato smés poté byla po upeceni analyzovana.
Mg¢teni probihalo za stejnych podminek jako v prvnim piipadé. Obsah lepku se pohyboval od
21,56-35,82 %. Vysledky jsou opét zatizeny chybou do 10 % [28].

Dal$i moznosti je stanoveni pomoci jednorazového elektrochemického senzoru. Tento
senzor se zaméfuje predevsim na gliadinovy imunodominantni peptid, ktery zptisobuje celiakii.
Minimum lepku, které muze tento senzor stanovit je 0,113 pg gliadinu L-1, coz odpovida

380 mg/kg glutenu v potravinach [22].

Hojn¢ vyuZivanou elektrochemickou metodou je diferen¢ni pulzni voltametrie (DPV)
[29]. Jedna se o metodu, kde se pouzivaji elektrochemické ¢lanky, neboli elektrolyzéry, které
jsou tvofeny pracovni polarizovatelnou a referentni nepolarizovatelnou elektrodou. Pracovni
elektroda u voltametrie je visici kapkova rtutova elektroda, ktera ma neménny povrch. Méfi se
zavislost proudu protékajiciho pracovni elektrodou na potencidlu ménici se s ¢asem, ktery je na
ni vkladan. Rozdilna aplikace napét'ového pulzu a rozdilna registrace proudové odezvy déli
voltametrii na dva typy. Na stanoveni lepku se pouziva diferen¢né pulzni voltametrie. U této
metody je napétovy pulz aplikovan ke konci zZivota kapky, pficemz celkova doba kapky je
fizena elektronicky klepatkem. Zapisuje se rozdil proudli zméfenych tésné€ pied vlozenim pulzu
a na jeho konci. Zavislost rozdilu proudl na potencialu prochdzi maximem a ma tvar piku.
Poloha pikli na potencialové ose je dana kvalitou analytu, jeho vySka je dana jeho koncentraci
[30]. Tato metoda se pii stanoveni lepku pouziva piedevsim u vzorkd mouky. Mouka se pouziva
Vv takovém stavu, v jakém ji zname, Cili sypka, nebo se muze udélat jeji vodny roztok [31].
Detekéni limit pro tuto metodu byl stanoven na 7,11 ug/ml. Eksin a kolektiv pfi stanoveni
pouzili argentochloridovou (stfibrny dratek pokryty vrstvou Ag/AgCl v roztoku KCl) referentni
elektrodu a platinovou pomocnou elektrodou. Pseni¢ny lepek zakoupili od firmy Sigma. Pro
pfipravu standartniho roztoku se gluten rozpustil v dimethylsulfoxidu pomoci ultrazvuku.

Analyzovany byly vzorky komeréné dostupné bezlepkové mouky a pseni¢na mouka obsahujici
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lepek. Mnozstvi lepku bylo vypocteno z vysky piku. Zjistény obsah lepku v pSeni¢né mouce se
blizil deklarovanému mnozstvi lepku uvedenému na obalu (60 pg/ml) a bylo stanoveno na
62,08 ng/ml [29].

Komer¢né dostupné jsou JET (jednoduchy enzymaticky test) sady. Jedna se o test, ktery
se pouziva na detekci lepku v tepelné neupravenych potravinach. Tento test je zaloZzeny na
reakci specifickych protilatek s gliadinem v extraktu potraviny. Vysledek je interpretovan ve
form¢ negativniho nebo podezielého (patrné obsahuje gluten) vzorku. Hranice pozitivity
Z tohoto testu je 20 mg/l potraviny. Hodnoceni je zalozeno na vizualnim porovnani zabarveni

modrého roztoku. Negativni roztok nema zadné zabarveni [31].

4

2.2. Tropomyosin u korysi

Ve srovnani s ostatnimi potravinovymi alergeny jsou korysi malo probadanou skupinou.
Dtivodem je velké mnozstvi druhti korysi. Pro ucely stanoveni musime zvolit, zda se ma jednat
o druh, skupinu ¢i podskupinu. Nejcastéjsim zplisobem stanoveni je nepiima sendvicova
ELISA. ELISA je zkratka odvozena od anglického enzyme-linked immuno sorbent assay, ¢esky
volné preloZeno jako enzymimunoanalyza. ELISA je obecné biochemickd metoda uzivana
v imunologii k detekci a stanoveni ptitomnosti ur¢ité protilatky ¢i antigenu ve vzorku. Tyto
metody jsou komeréné dostupné pro spoustu alergenil, kdy jejich hlavnimi vyhodami jsou
snadnd manipulace a relativné kratk4 doba analyzy. Jednu komeréné dostupnou sadu mizeme
vidét na Obrazku 2. Tzv. kity funguji pouze pro stanoveni jednoho alergenu. Pokud tedy
chceme vzorek testovat na vice alergent, znac¢né se prodluzuje ¢as a zvysuji se naklady, protoze
pro kazdy alergen musime pouzit odlisny kit. Dalsi velkou nevyhodou ELISA kith je jejich
Spatna srovnatelnost, protoZe vyuZzivaji latky s odliSnou specifi¢nosti a miizou se tak vyskytnout

Spatné pozitivni vysledky z divodu zktizenych reakei [32].

34



El "SA KIT

Obrazek 2: Komeréné dostupné ELISA Kkity [33]

Mezi zakladni druhy patii pfima, nepiima a sendvi¢ova metoda ELISA. Sendvi¢ova metoda,
ktera nas zajima z hlediska pouziti u korysu, se taktéz déli na piimou a neptimou. Zakladni

prabéh jednotlivych metod nalezneme na Obrazku 3.
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/)k\ Primary Antibody /) \ Y' )k
Conjugate Capture Antibody
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DIRECT ELISA INDIRECT ELISA SANDWICH ELISA COMPETITIVE ELISA

Obrazek 3: ELISA metody [34]
Piimé metoda zacina pasivnim navazanim protilatky na pevny povrch. Antigeny jsou fedény
Vv blokujicim pufru, aby se zamezilo nespecifickému navazani. Po inkubaci a promyvani vznika
stabilni komplex (antigen-protilatkovy). Po odstranéni nenavdzaného materidlu si stanovi
mnozstvi navazaného antigenu pomoci enzymem znacené protilatky, kterd je namifena proti
druhé antigenni determinanté na stejném antigenu. Po druhé inkubaci a separaci nenavazaného
konjugatu, je stanovena aktivita enzymu, ktery je navazén na sendvici, pfidanim vhodného
substratu. Mnozstvi vzniklého produktu je pfimo Umérné mnozstvi antigenu ve vzorcich.
Zména zabarveni je pfimo umérnd mnozstvi antigenu ve vzorku. Ukazka pozitivni reakce je
vyobrazena na Obrazku 4, kde Zlutd barva oznacuje pozitivni reakci a negativni reakce je

bezbarva.
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Obrazek 4: Ukazka pozitivni reakce na mikrotitra¢ni desti¢ce [35]
Vhodnym enzymem pro znaceni byva alkalické fosfataza. Nepiima sendvicova ELISA pracuje
na podobném zpusobu jako pfima. Jedinym rozdilem je pfidani detekujici latky, ktera ovSem
neni enzymové znacend. Po inkubaci a promyvani se detekujici protilatka sama detekuje
pridanim anti druhového enzymového konjugatu. Déale metoda pokracuje stejné jako piima

sendvi¢ova ELISA [33]. Limity detekce u nékterych korysu nalezneme v Tabulce 11 [35].

Tabulka 11: Detekéni limity u korysi [35]

Druh Kkoryse Detekéni limit stanoveni (ug/md)
Krabi (obecny, kralovsky) 0,001
Krab snézny 0,001
Krevety 1,500
Humr 0,047

Dalsi metodou na stanoveni tropomyosinu v potravinach je PCR neboli polymerazové
fetézova reakce. Tato metoda ma vysokou citlivost a mize se vyuzit pro stanoveni velmi
malého mnozstvi vzorku ve smési [36]. Zakladem této reakce je moznost priabézného sledovani
mnozstvi specifickych sekvenci nukleovych kyselin — pfedev§im DNA. Béhem tepelné
inhibované reakce dochazi k cyklicky se opakujici syntéze DNA, kdy se k opaénym konctim
vybraného useku fetézcli denaturované DNA hybridizuji dva kratké oligonukleotidy, které
nazyvdme primery. Poté do reakce pfiddvame enzym DNA-polymerdzu a smés
deoxynukleotidi. Od primera se nésledné tvoti novéa vldkna na obou matricovych fetézcich
[37-38]. Pii experimentu se postupuje tak, ze jsou zvifata oSetfena dle vyhlasky o péci a pouziti

experimentalnich zvitat. Oe a kolektiv zvifata anestetizovali pomoci 15 mg/kg pentobarbitalu.
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Svalova vldkna pro analyzu byla vyfiznuta z centralni Casti a ihned byla ponofena do

stabiliza¢niho ¢inidla a uchovana pii teploté -20°C az do analyzy [39].

2.3. Bilkovinné alergeny ve vejcich

Velmi rozSifenou metodou stanoveni vajeCnych alergenti je pouziti vysokoucinné

kapalinové chromatografie v kombinaci s hmotnostni spektrometrii (HPLC-MS) [40].

Vysokoué¢innou kapalinovou chromatografii (HPLC) fadime mezi nejcastéji pouzivané
separacni metody. Separace funguje na principu vnaseni vzorku mezi dvé vzdjemné nemisitelné
faze. Prvni je stacionarni faze (SF), ktera je nepohybliva a je zakotvena na nepohyblivém nosici
uvnitt chromatografické kolony. Druhéd je mobilni faze (MF), ktera je pohybliva a je vysokym
tlakem (ktery je vyvijen pomoci vysokotlakych Cerpadel, pracovni tlak 30-120 MPa)
protlacovana okolo a skrz stacionarni fazi. Slozky, které se ke stacionarni fazi poutaji silnéji,
zustavaji v kolon¢ déle a zbytek odchazi z kolony ven. Na zakladé tohoto principu se se

jednotlivé slozky od sebe oddéli [41].

Hmotnostni spektrometrie (MS) je spektralni technika, ktera vyuZziva separace iontu.
Pouziva se ke zjisténi elementarniho sloZeni vzorku, kvalitativni a kvantitativni analyze, slozeni
vzorku a ke zjiSténi struktury a sloZzeni povrchl. Princip hmotnostni spektrometrie spociva
v ptevedeni molekul na ionty. Vznikajici ionty se nasledné rozd¢€luji podle poméru hmotnosti
anaboje (m/z). lonty dopadaji na detektor, ktery vysila signal do pocitace, ktery signaly prevede
do formy hmotnostniho spektra [42]. Pfistroj, na kterém se hmotnosti spektrometrie provadi, se
jmenuje hmotnostni spektrometr. Jedna se o iontové-optické zatizeni, které je sloZeno ze tiech
zékladnich ¢asti. Prvni je iontovy zdroj, ktery $t€pi molekuly na ionty. Hmotnostni analyzator
je druhou ¢asti, ten zajiStuje separaci iontl praveé podle poméru hmotnosti a ndboje. Posledni
casti je detektor, ktery poskytuje data pro vypocet kazdého iontu. Hmotnostni spektrometry

pracuji za vakua [43].

Ve spojeni téchto dvou technik byl v poslednich letech zaznamenan velky pokrok.
Spojeni ptedstavuje techniku s vysokou a u¢innou schopnosti separace jednotlivych slozek
analyzovaného vzorku. Hlavni vyhodou této metody je, ze dokéaze stanovit Ctyii hlavni alergeny
(s6ja, mléko, vejce, arasidy) soucasné s velkou citlivosti a specifitou [40]. Planque a kolektiv
extrahovali vajecné proteiny v 200 ml HCI. Poté bylo provedeno Stépeni trypsinem a produkty
tohoto Stépeni byly analyzovany pravé pomoci této kombinované metody. Pozdéji byla analyza

provedena v susenkach, které se skladaly z vajec, mléka, soji a arasidi. Smés byla 10 minut
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michana mechanickym mixérem, aby se zajistila homogenita smési. Susenky se pekly na 180°C
po dobu 18 minut. Poté byly jemné& rozemlety a rozpustény v 200 ml NHsHCOs. Vzorek se poté
Stépil trypsinem a byl analyzovan pomoci HPLC-MS metody. Limit detekce této metody byl
3,4 mg/kg pro vajeény bilek a 30,8 mg/kg pro vajecny zloutek [40].

Mezi Casto pouzivané metody stanoveni vajeénych alergenli mizeme jeSté zaradit
ptimou hmotnostni spektrometrii (MS) a detekci pomoci ELISA kitd. ELISA je v tomto ptipadé
sendvicového typu, probiha ve dvou imunologickych krocich, které vyuzivaji specifické
protilatky, které reaguji s proteiny vajecného bilku. Vyuziva se v potravinafstvi tam, kde byly
potraviny upraveny teplotou maximaln¢ do 70°C. Mez detekce pro tuto metodu byla stanovena
na 1 mg/kg. Dalsimi, ale méné pouzivanymi metodami vyuzivajici hmotnostni detektor jsou
SELDI (surface enhanced laser desorption ionization), coZz je laserova desorpce zvySena
povrchem a MALDI (matrix assisted laser desorption/ionization), coz je ioniza¢ni metoda

pomoci laserové desorpce s piispénim matrice [44].

2.4. Parvalbumin u ryb

Pfi stanoveni parvalbuminu u ryb se opét jako nejvhodnéjsi cesta jevi metoda ELISA.
Rozvinutou sendvi¢ovou ELISA metodou je mozné stanovit az 0,7 pg parvalbuminu na 1 g

vzorku. Sendvicova ELISA metoda je jiz popsana v kapitole 2.2. [4].

Dalsi moznost stanoveni je polymerazova fetézova reakce (PCR), zalozena na detekci
DNA, podobng, jako se vyuziva u stanoveni tropomyosinu u korys$i. Tato metoda je pro
stanoveni parvalbuminu dostatec¢né specificka. Pti vyzkumu, kdy bylo zkoumano 24 vzorki
produktt, vyrobenych z moiskych ryb, byla stanovena mez detekce na 10 pg/ul [45]. Casto
pouzivanou metodou je také real-time PCR. Ta pracuje na podobném principu jako klasicka
PCR. Jedinym rozdilem je pfitomnost cykleru, ktery monitoruje fluorescenci emitovanou
Vv pribehu reakce v kazdém cyklu. Zaznamenava DNA, jejiZ detence je moZna diky pfitomnosti
fluorescen¢niho substratu, ktery ji vaze. Oproti klasické PCR metodé Ize provést lepsi
kvantifikaci vzorku. Vzorek k analyze se pfipravuje extrakci pomoci SPE, coz je metoda,
zalozend na distribuci analytu mezi vodnou a tuhou fazi. Rovnovaha je posunuta ve prospéch

tuhé faze [46].

U tohoto tématu je vhodné zminit otravy histaminem, coz je biogenni amin. Tyto otravy
totiz vznikaji pfi konzumovani ptimo ryb, nebo potravin z nich. Je zavisla na mnozstvi snédené

potraviny, na rozdil od alergie. V potravinach vznika plsobenim bakterii z bilkovin [8].
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Tepelnd uprava nesnizi jeho ucinky. Prave pii nadmérné konzumaci zptsobuje symptomy typu
alergii. Dalsi potraviny, které mtizou obsahovat histamin, jsou syry, ¢ervena vina a kvasné
napoje [9]. Ke stanoveni histaminu se pouziva HPLC, tedy vysokoucinna kapalinova
chromatografie, jejiz princip je popsan v kapitole 2.3. [47]. Pfiprava vzorku obvykle zahrnuje
extrakci kapalinou. Mobilni fazi byva nejcastéji acetonitril nebo methanol v kombinaci s vodou,
ptipadné jejich smési [48]. Separace probiha pii teploté 30°C a pouziva kolona s chemicky

vazanou oktadecyl stacionarni fazi (napf. Kromasil C18) [49].

(o]

2.5. Bilkovinné alergeny u araSidi

U skupiny alergeni obsazenych v arasidech mtizeme pouzit stejnou kombinaci metod
jako u stanoveni vaje¢nych alergent, ¢ili vysokouéinna kapalinova chromatografie (HLPC)
v kombinaci s hmotnostni spektrometrii (MS) [38]. Nov¢§jsi studie ukazaly, ze jesté lepSich
vysledku se dosahne pii pouziti hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim (HRMS) [50].
I pfi tomto typu hmotnostni spektrometrie se lepSich vysledktl dosahuje pfi pouziti kombinace
metody s kapalinovou chromatografii. Pfi ptipravé vzorku k analyze byly arasidy rozemlety a
dale byly extrahovany po dobu 2 hodiny pomoci pufru (HCI, NaCl) za neustalého tfepani.
Proteiny v extraktu byly nasledné rozStépeny a vzorek poté analyzovan. Mez detekce

bilkovinnych alergent byla pod 10 pg/g [51].

Dalsi, velmi ¢asto pouzivanou metodou, je real-time PCR (RT-PCR), jejiz princip byl
popsan v kapitole 2.4. Tato metoda je u stanoveni araSidovych alergenti dostate¢né specificka
a citliva. Pouziva se také pro stanoveni vlasskych ofechti, kde dosahuje jesté lepsich vysledki.
Detekéni limit u této metody je az 2,5 pg/kg. Metoda RT-PCR dosahuje vétsi citlivost a
spolehlivost, nez dostupné ELISA kity. ELISA ma také dobré detekéni limity, ale ne tak dobré,
jako u metody RT-PCR. Je mozné detekovat alergeny o koncentraci cca 10 mg/kg, ovsem
problémem jsou zkiizené reakce arasidu, které vedou k faleSnym pozitivnim vysledkim [50].
Pomoci ELISA metody Ize stanovovat i stéry z talife, na kterém leZely arasidy. Vysledek téchto
stéri byl pozitivni. Bylo zjis$téno, Ze stopy po araSidech ziistdvaji na povrchu predméti az
24 mésict [51]. Klasickd PCR metoda je mén¢€ pouzivana, protoze je zaméfena na specifické
useky DNA. Alergenni slozky jsou ale bilkovinné povahy, takZe metoda neumoZiuje ptimou

detekci [52].

Méné¢  vyuzivanou moznosti  stanoveni alergend  araSidi  je  metoda

radioalergenosorbentové inhibice (RAST). Poprvé byla pouzita u stanoveni arasidového masla

39



ve slune¢nici maselné. Obsah arasidového masla byl detekovan v rozsahu 3000-33000 ppm.
Ara hl protein byl extrahovan piimo z arasidd, kde se jeho obsah pohyboval od 31 do 94 %.
Detek¢ni limit byl stanoven na 10 ppm [53].

2.6. Alergeny soji

Ke stanoveni sgji se pouziva RT-PCR, ¢ili polymerazova fetézova reakce v redlném
Case. Metoda je tak citliva, ze dokaze odhalit 1 jedinou molekulu DNA ve vzorku a to tak, Ze ji
namnozi fadové milionkrat. Diive se k detekci soji vyuZivala analyza proteind. Vzhledem
k rozdilnym technologickym postuptim vyroby potravin se ale ménila jejich rozpustnost a jejich
detekce se tak stava slozitou. DNA je vzhledem ke svoji stabilit¢ mnohem vhodnéjsi.
Nedetekuji se tedy piimo alergii zpusobujici proteiny, ale molekuly DNA, které se ve vétsiné

ptipadi vyskytuji spoleéné s proteiny. Detekéni limit u této metody je 50 mg/kg [54].

Druhou pouzivanou metodou je ELISA. Ta v potravinafstvi mimo jiné zkouma také

kvalitu a pravost produktd ze soje. Limity detekce se pohybuji kolem 1 mg/kg [55].

2.7. Alergeny v mléce

Rozsitenou metodou pro stanoveni alergeni v mléce je opét sendvicova ELISA.
Stanoveni je zaloZeno na imunochemické reakci B-laktoglobulinu se specifickou protilatkou,
kterd je ukotvena na sténach jamek v mikrotitranich destickach. Po odmyti nenavazanych
bilkovin dochazi k inkubaci, pfi které reaguje specificka protilatka konjugovana s enzymem —
kfenovou peroxidazou. Po tomto kroku dochazi k promyti jamek a B-laktoglobulin se detekuje
pomoci ptidavku chromogenniho substratu. Podle intenzity zabarveni stanovime koncentraci
B-laktoglobulinu ve vzorcich potravin. Stejny zpiisob stanoveni pouZijeme také u detence
kaseinu, jako dal$iho dalezitého alergenu v mléce. Princip je velmi podobny, nybrz vstupujici
kasein se oznaci biotinem. Dale se kromé kienové peroxidazy ptida také streptavidin. Poté je
postup stejny. Detekéni limit byl stanoven pfiblizné na 1,96 ng/ml. Schéma této metody

nalezneme na obrazku ¢islo 5 [56].
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Obrizek 5: Schéma metody ELISA u stanoveni alergeni mléka [56]

U mléka casto pouzivame ke stanoveni piimo mléko jako takové, bez dalSich uprav
vzorku. Pouze vzorek vhodné nafedime, aby se koncentrace tukovych slozek snizila na takové
mnozstvi, které neovlivni vysledky analyzy. Jednd se o pfimou analyzu. Dale se pouZiva tzv.
sonikace. Jedna se o proces destrukce bunécnych stén pomoci ultrazvukovych vin. Po tomto

procesu vznika ¢iry vzorek vhodny k analyze [57-59].

Pokrocilou metodou, kterd se pouziva ke stanoveni mlécnych alergenti je kombinace
vysokouéinné kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrometrie (HPLC-MS). V nedavné
studii byl sledovan rozdil mnozstvi alergenu pied tepelnou Gpravou a po tepelné upraveé. Tento
experiment byl proveden u pecenych suSenek. Susenkové tésto bylo obohaceno o alergenni
slozky a upeceno pii 180°C. Po upeceni byly suSenky rozemlety, homogenizovany a pouzity
k experimentu. Vysledkem byl zavér, ze se alergenita mléka mirné snizi. Spolecné s mlékem

byly zkoumany také arasidy, sdja a vejce [60].

Ojedinéle pouzivanou metodou jsou biosenzory, které jsou zaloZeny na rezonanci
povrchovych plazmont (SPR-surface plasmon resonance). Tyto senzory se skladaji z tenké
kovové vrstvy, ktera je piipevnéna na sklenéném povrchu. Do tohoto povrchu zavadime svétlo,
které se po dopadu generuje zvlastni druhy vin, tzv. povrchovy plazmon. Tato metoda mé
vynikajici citlivost ve srovnani s metodami ELISA. Detek¢ni limit biosenzort byl stanoven na

58 ng/ml a da se dokonce zlepsit pouzitim sendvicového formétu. Provoz soucasnych SPR
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senzorl je ovSem velmi nakladny a pfistroje jsou velké, proto se na tuto metodu zaméiuji pouze

nékteré laboratote [60].

Dalsi metodou je RT-PCR, ¢ili polymerazova fetézova reakce v realném ¢ase. Metoda
dosahla vysoké citlivosti u stanoveni alergent kravského mléka. Detekéni limit byl stanoven

na 0,05 ng/g [61].

Alergeny v mléce je mozné také stanovit pomoci kapilarni elektroforézy [63]. Jedna se
0 elektromigracni separa¢ni metodu, kterd vyuziva pohybu nabitych ¢éstic ve volném roztoku
elektrolytu nebo v néjakém nosném mediu. Pohyb zavisi na povrchovém naboji a velikosti
molekuly. Pokud je elektrolyt nebo médium naplnéno v kapilare, nazyva se metoda pravé
kapilarni elektroforézou [62]. Zatfizeni pro kapilarni elektroforézu obsahuje separacni jednotku
neboli kapilaru. Kapilary se vyrabi z tavené¢ho kiemene nebo teflonu, s vnitinimi priméty od
50 do 75 um. Délky se pak pohybuji mezi 10 az 100 cm. Dalsi ¢asti je zdroj napéti, které vytvari
elektrické pole. To je vytvoreno vlozenim konstantniho stejnosmérného napéti mezi elektrody.
Posledni ¢asti je detektor, ktery ziskava signal pres detekéni celu piimo z kapilary. Detekce
muze byt spektrofotometrickd, konduktometricka, refraktometricka, vodivostni nebo
amperometricka [42, 62-64]. Pro jesté lepsi vysledky stanoveni se pouziva kapilarni
elektroforézu kombinovat s laserovou desoprcni/ionizacni hmotnostni  spektrometrii

s matricovou podporou (MALDI MS) [61].
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3 Zavér

Alergie na potraviny je ¢im dal tim vice rozsifenou nemoci mezi populaci a proto by se
meélo co nejvice informaci dostat mezi Sirokou vetejnost. Alergie na potraviny postihuje jedince
napfi¢ generacemi a v mlad$im véku ditéte mize jesté postupné vymizet. Prace se vénuje
14 skupinam alergent, které upravuje legislativa. Tyto alergeny se musi oznacovat na vSech
obalech vyrobki, ale také ve vSem stravovacich zafizeni a to v pisemné form¢. Stupné nemoci
jsou rizné. Zacinaji jiz pti kontaktu osoby s alergenem pfi ptipravé, dale poziti stopového
mnozstvi anebo potraviny, kterd je tvofena piedev§im alergenem. Pro postizené jedince to
znamena, Ze musi hlidat veskeré sloZeni potravin, které chtéji jist a vyhybat se tém potravinam,
které obsahuji dané alergeny. Vysledkem tohoto po¢inani miize byt nedostatek diilezitych zivin,
a proto musi jedinec vzdy najit adekvatni ndhradu suroviny. Néasledky zacinaji na koznich
problémech a otocich rti, jazyka. Vyjimkou vSak neni ani Zivot ohroZujici anafylakticka reakce.

Potravinova alergie je v souc¢asné dob¢ nevylécitelnou nemoci.

Metod, které se pouzivaji na stanoveni alergenti v potravinach, je cela fada. Nejvice
pouzivand je kombinace metody vysokoucinné kapalinové chromatografie a hmotnostni
spektrometrie. Vyhodou je vysoka citlivost a univerzalnost metody, 1ze ji pouZzit na stanoveni
vétsiho poctu alergent V jedné analyze. Spojeni ndm také umoziuje v jedné analyze separovat
i identifikovat slozitou smés latek. Dalsi metodou, ktera se da také pouzit prakticky u vSech
alergenti je ELISA. ELISA je imunologicka metoda, kterd neni nijak instrumentalné ani
finan¢né narocna, protoZe probihd na napf. polystyrénovych desti¢kach s jamkami a stanoveni
alergenu se sleduje na intenzité zbarveni jednotlivych jamek. Jejimi vyhodami jsou rychlost a
spolehlivost analyzy. Metoda je také dostatecné specificka a to diky pouzivanym protilatkam,
které¢ maji vysokou afinitu k cilovym antigenim. Mezi nevyhody tadime niZs$i citlivost na
ptitomné alergeny. Dalsi pouzivanou metodou je hmotnostni spektrometrie. Mezi jeji vyhody
patii vysoka citlivost a minimalni spotfeba analyzovaného vzorku. Nevyhoda je vysoka
pofizovaci cena a vysoké provozni naklady. Mezi dal$i pouzivané metody patii vysokoucinna

kapalinova chromatografie, kapilarni elektroforéza nebo polymerazova fetézova reakce.
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