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1. UvVOD

Bezglutenska prehrana predstavlja prehranu iz koje se izostavlja protein gluten,
odnosno namirnice koje sadrze pSenicu, jeCam i raz, dok je pitanje konzumiranja zobi joS§
uvijek kontroverzno. Dok u danas$nje vrijeme pojedinci samovoljno zapocinju s provodenjem
bezglutenske prehrane, ne iz zdravstvenih razloga ve¢ kao Zivotni stil, pojedine osobe ipak ju
moraju slijediti iz zdravstvenih razloga. Poznato je da gluten moze izazvati razlidite
poremecaje, kao Sto su celijakija, dermatitis herpetiformis, glutenska ataksija, alergija na
pSenicu i preosjetljivost na gluten. Iz tog razloga, bezglutenska prehrana je jedini nacin
lijeCenja, kako u pacijenata s celijakijom, tako i u ostalim poremecajima povezanim s
glutenom. Medutim, ponekad je teSko provoditi striktnu bezglutensku prehranu, s obzirom da
gluten moze biti skriveni sastojak razliCitih proizvoda, a kontaminirane mogu biti 1 Zitarice
koje prirodno ne sadrze gluten. Nadalje do kontaminacije moze do¢i prilikom pripreme
bezglutenskih proizvoda, zbog kontaminirane radne povrSine, koriStenja kontaminiranog
pribora i posuda, pripremanja bezglutenskih proizvoda u istim prostorijama gdje se
pripremaju proizvodi s glutenom i sli¢no, ali i neznanja i nedovoljne educiranosti o tome u
kakvim se uvjetima trebaju pripremati bezglutenski proizvodi. Stoga se postavlja pitanje
sigurnosti bezglutenskih proizvoda koje osobe mogu konzumirati izvan svog doma.

Cilj ovog istrazivanja bit ¢e uz pomo¢ ELISA testa odrediti udio proteina glutena u
bezglutenskim proizvodima iz razli¢itih ugostiteljskih objekata (slastiarnice, prodavaonice
brze hrane, restorani) i prodavaonica u kojima se prodaju bezglutenski proizvodi hrvatskog
podrijetla. Udio glutena odrediti ¢e se u slasticama, slozenim jelima i pekarskim proizvodima
koji su ili vidljivo navedeni kao proizvodi bez glutena, ili su prema sastavu prirodno
bezglutenski, ili je od strane kuhara/ica ili posluzitelja/ica usmeno re¢eno da su proizvodi
bezglutenski. Takoder, provest ¢e se upitnik medu kuharima/icama 1 posluziteljima/icama u
razli¢itim ugostiteljskim objektima kako bi se ispitalo njihovo znanje od glutenu,
bezglutenskoj prehrani, kao i nacinu rukovanja bezglutenskim namirnicama i pripremi

bezglutenskih proizvoda.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. GLUTEN

Gluten je zajednicki naziv koji opisuje kompleksnu smjesu proteina prisutnih u
pSenici, razi, jeému i zobi (Colgrave i sur., 2017), a u svrhu standarda Codex Alimentarius,
gluten se definira kao proteinska frakcija iz pSenice, razi, je¢ma, zobi ili njihovih krizanih
sorti 1 njihovih derivata, na koju su neke osobe intolerantne i koja je netopiva u vodi i 0,5M
NaCl (Codex Alimentariusu, 1979 rev. 2008). Gluten je toplinski stabilan (Biesiekierski,
2017), te se proteini glutena nazivaju prolamini, zbog znacajnog udjela aminokiselinskih
ostataka glutamina i prolina prisutnih u primarnoj strukturi (Balakireva i Zamyatnin, 2016).
Udio glutamina i prolina je znacajno visok (30% 1 15% svih aminokiselina, redom)
(Schumann i sur., 2017). Proteini, koji tvore gluten, glavni su skladi$ni proteini i predstavljaju
izmedu 70% 1 80% ukupnog sadrZzaja proteina zrna (Scherf 1 sur., 2016). Prolamini pSenice
prvi su identificirani proteini glutena (Balakireva i Zamyatnin, 2016), a tradicionalno, proteini
glutena podijeljeni su u priblizno jednake frakcije prema njihovoj topivosti u alkohol-voda
otopini glutena (na primjer 60%-tnog etanola): topljivi glijadini i netopljivi glutenini (Wieser,
2007). Odnosno, gluten je sastavljen od smjese monomernih glijadina i polimernih

podjedinica glutenina (Elli i sur., 2017), §to je prikazano na Slici 1.

GLUTENIN

e

GLUTEN (GLIADIN + GLUTENIN)

Slika 1. Struktura glutena (Anonymous 1)

A

I GLIADIN




Prolamini prisutni u razi, jeému i zobi zovu se sekalin, hordein i avenin, redom (Elli i
sur., 2017). Svi prolamini su srodni, i obi¢no se svrstavaju u tri Siroke grupe: sumporom
bogati (S-bogati), sumporom-siromasni (S-siromasni) prolamini i prolamini visoke
molekulske mase (Shewry 1 Halford, 2002), Sto je detaljnije prikazano u Tablici 1.

Prihva¢eno je da su glijadini podijeljeni u cetiri velike grupe (od najvece
pokretljivosti prema najsporijoj): a-, B-, y- 1 o-glijadini, prema njihovoj elektroforetskoj
pokretljivosti u SDS-PAGE, pri niskom pH (Wieser, 2007). Proteini iz a- i B-grupe su sli¢ni,
stoga se ta grupa navodi kao o-glijadini (Zili¢ i sur., 2011). Gluteinini su puno veéi od
glijadina i podijeljeni su u proteine visoke molekulske mase (VMM) i niske molekulske mase
(NMM), prema njihovoj pokretljivosti na A-PAGE (Malalgoda i Simsek, 2017). Kada se
brasno koje sadrzi gluten pomijesa s vodom, tijesto dobiva viskoznost i elasticnost zbog
aktivnosti glijadina i glutenina (Blomfeldt i sur., 2011). Omjer glijadina naprema gluteninu
utvrden je kao jedan od odlucuju¢ih faktora za reologiju tijesta, pa tako optimalan omjer
glijadina i glutenina rezultira stvaranjem jake mreze tijesta (Khatkar i sur., 1995).

Hordeini su podijeljeni u Cetiri grupe: B-, C-, D- i y-hordeini (Huang i sur., 2016), i
oni su bogati hidrofobnim aminokiselinama, §to dovodi do visoke povrSinske hidrofobnosti i
snazne proteinske agregacije. Kao takvi, ovi proteini su vaZni u stabilizaciji pjene 1 emulzije
(Zhao i sur., 2010). Prolamini razi podijeljeni su u tri razreda: sekalini visoke molekulske
mase, y-sekalini 1 w-sekalini (Kreis 1 sur., 1985), a ti proteini nisu u mogucénosti stvoriti
trodimenzionalnu mrezu zbog strukturnih i kompozicijskih razlika (Gellrich i sur., 2003).

Ukupan udio proteina i kumulativni udio prolina i glutamina u proteinima zobi je
relativno manji, nego kod pSenice (Anderson, 2014) pa je to razlog nemogucnosti podjele
prolamina zobi u grupe proteina visoke molekulske mase, S-bogate i S-siromasne (Balakireva
i Zamyatnin, 2016). Aveini su se pokazali kao homolozi o/f-glijadinu, y-glijadinu p$enice, B-
hordeinu je¢ma i y-sekalinu razi (grupa S-bogati) (Chesnut i sur., 1989). Koristenje zobi u
peCenim proizvodima ograni¢eno je zbog nemogucénosti zobenog brasna u oblikovanju
kohezivnog, viskoelasticnog tijesta, kao Sto je glutenska mreza pSeni¢nog tijesta (Huang i

sur., 2010).



Tablica 1. Klasifikacija prolamina glutena (Balakireva i Zamyatnin, 2016)

Vrsta Zitarica Sastavni dijelovi Molekulska masa Polimeri ili
(% ukupne) Monomeri
Prolamini VMM
PSenica VMM podjedinice 65-90 kDa (6%-10%) Polimeri
glutenina
Jecam D-hordeini >100 kDA (2%-4%) Polimeri
Raz VMM sekalini >100 kDa (2%) Polimeri
S-bogati prolamini
y-glijadini Monomeri
PSenica a-glijadini Monomeri
B- i C-tip NMM 30-45 kDa (70%-80%) Polimeri
podjedinica glutenina
Jecam Agregirani tip,
B-hordeini i y-hordeini 32-45 kDa (80%) monomeri ili
jednolanc¢ani
polipeptidi
Raz vy -sekalini 40-75 kDa (80%) Polimeri
S-siromasni prolamini
PSenica o-glijadini Monomeri
D-tip NMM 30-75 kDa (11%-20%) Agregirani tip,
podjedinice glutenina polimeri
Jecam C-hordeini 40-72 kDa (10%-15%) Monomeri
Raz o-sekalini 48-55 kDa (10%-15%) Monomeri
Ostali prolamini glutena
Zob Avenini 18,5-23,5 kDa (10%) Monomeri




2.2. POREMECAJI IZAZVANI GLUTENOM

Visoki sadrzaj prolina ¢ini gluten otpornim na degradaciju gastrointestinalnim
enzimima (proteazama) i tako omogucuje da veliki imunogenic¢ni glutenski peptidi dopru do
povrsine sluznice i potaknu razvoj upalne reakcije (Tjon i sur., 2010; Balakireva i Zamyatnin,
2016). Svi proteini glutena (glijadin i glutenin, hordein, sekalin i avenin) imaju vlastite
skupine toksi¢nih i imunogenih peptida (ili epitopa) s razliCitim imunogenostima. Medutim,
poznato je da su glijadinski peptidi najtoksi¢niji i brojni, osobito izvedeni iz a- i y-glijadina.
ste¢enog imunoloskog sustava (van Heel i West, 2006; Balakireva i Zamyatnin, 2016).

Danas je poznato da gluten moze izazvati razli¢ite poremecaje koji se, prema
konsenzusu stru¢njaka, objavljenom 2012. godine, dijele u tri osnovna oblika: autoimuni
(celijakija, dermatitis herpetiformis i glutenska ataksija), alergijski (alergija na pSenicu) i ne-

autoimunski ne-alergijski (preosjetljivost na gluten) (Sapone i sur., 2012).

2.2.1. Celijakija

Celijakija je autoimuni poremecaj koji se pojavljuje kod genetski predisponiranih
pojedinaca koji razvijaju imunoloSku reakciju na gluten. Bolest prvenstveno zahvaca tanko
crijevo, ali klinicke manifestacije su Sirokog spektra, s intestinalnim 1 ekstraintestinalnim
simptomima (Lebwohl i sur., 2015). Zajedni¢ko obiljezje svih pacijenata koji pate od
celijakije je prisutnost varijabilnih kombinacija klini¢kih manifestacija, specifi¢nih protutijela
(protutijela na tkivnu transglutaminazu (tTG) ili TG2, antiendomizijska protutijela (EMA)),
humanih leukocitnih antigena (HLA) — DQ?2 i/ili — DQ8 halotipova (prisutnih u 90 — 95%
pacijenata s celijakijom) i stupnjevi enteropatije koji variraju od limfocitne infiltracije epitela
do potpune atrofije crijevnih resica (Sollid 1 Jabri, 2011). Imunoloski odgovor na gluten u
ovom poremecaju ukljucuje i1 steCeni 1 urodeni imunoloski sustav (Sollid, 2002), te nakon
izlaganja glutenu izaziva se upalna kaskada u sluznici tankog crijeva, $to dovodi do atrofije
crijevnih resica, hiperplazije kripti i povecanog broja limfocita u lamini propriji (Lotta i sur.,
2016). Isto tako, dolazi do malapsorpcije nekih vaznih nutrijenata kao §to su: Zeljezo, folna
kiselina, kalcij i vitamini topljivi u mastima (Kelly i sur., 1990; Matek i sur., 1999).

Obic¢no se pojavljuje u ranom djetinjstvu (Gujral 1 sur., 2012), medutim, dok se u
nekih osoba celijakija pojavi ubrzo nakon uvodenja glutena u prehranu, kod nekih se pojavi u
kasnoj odrasloj dobi, nakon S$to su bili izloZeni glutenu desetlje¢ima (Sanz, 2015). Celijakija

je jedan od najceS¢ih dozivotnih poremecaja u zemljama pretezno naseljenim ljudima

5



europskog podrijetla, koji zahvaéa oko 1% opcée populacije (Lionetti i sur., 2015a). Prava
prevalencija vjerojatno je puno visa (Mustalahti i sur., 2010), jer u vecina pacijenta diljem
svijeta celijakija jo§ uvijek nije dijagnosticirana (Lionetti i sur., 2015a). Epidemioloska
istrazivanja provedena u Hrvatskoj, u Medimurskoj zupaniji, pokazuju da ucestalost oboljelih

iznosi 1:519 zivorodene djece (Matek 1 sur., 1999).

2.2.1.1. Oblici celijakije i simptomi

Klinic¢ka slika celijakije vrlo je promjenjiva i individualno specificna (Lotta i sur.,
2016). Osnovni oblici celijakije su klasi¢na, atipi¢na, ,,titha“ i latentna celijakija (Bartusek i
sur., 2007). Pocetak simptoma kod klasicne (ili tipicne) celijakije (Fasano i Catassi, 2001)
opéenito se javlja izmedu 6. i 24. mjeseca Zivota (Staréevié Cizmarevi¢ i sur., 2015), nakon
uvodenja hrane koja sadrzi prolamine, kada dolazi do progresivnog gubitka tjelesne mase
(Fasano i Catassi, 2001). Ona opisuje pacijente s klasi¢nim obiljeZjima intestinalne
malapsorpcije gdje su se u potpunosti razvili atrofija crijevnih resica i ostale klasi¢ne
histoloske znacajke (Rostom, 2006). Nadalje, tipi¢no je karakterizirana kroni¢nim proljevom,
anoreksijom, nenapredovanjem, nadutosti trbuha i gubitkom misi¢a (Fasano i Catassi, 2001),
a javljaju se 1 anemija te steatoreja (Ludvigsson i sur., 2013). Takoder, mnogo djece s
klasi¢cnom celijakijom 1 malapsorpcijom pokazuju znakove promjene raspolozenja i letargije
(Dewar i Ciclitira, 2005). Kod atipicne celijakije pacijenti uglavnom imaju malo ili uopce
nemaju gastrointestinalne simptome, ali opcéenito imaju potpuno razvijenu atrofiju crijevnih
resica (Rostom, 2006). Od simptoma javljaju se anemija zbog nedostatka zZeljeza,
osteoporoza, niski rast, hipoplazija zubne cakline, artritis i artralgija, kroni¢ni hepatitis,
neuroloski problemi (Fasano i Catassi, 2001), neplodnost (Farthing i sur., 1983) i ponavljajuci
pobacaji (Gasbarrini i sur., 2000). Osim toga, javljaju se i disfunkcije jetre (Franzese i sur.,
2001) i stitnjace (Elfstrom i sur., 2008). ,, Tiha* celijakija ili asimptomatska (Ludvigsson i
sur., 2013), odnosi se na asimptomaske pacijente kod kojih je otkriveno da imaju atrofiju
crijevnih resica, izazvanu glutenom (Rostom, 2006). U vecini slucajeva ona je otkrivena
probirom (screening) u naocigled zdravih osoba (Fasano i Catassi, 2001), nakon seroloskog
pregleda ili mozda tijekom endoskopije 1 biopsije iz nekog drugog razloga (Rostom, 2006).
Takvi pacijenti ne pokazuju jasne gastrointestinalne simptome ili povezane atipi¢ne
karakteristike celijakije kao Sto su nedostatak Zeljeza ili osteoporoza (Rostom, 2006). Nadalje,

latentna celijakija javlja se u pacijenta s pozitivnim seroloskim testovima i trenutno



normalnom crijevnom sluznicom (Rostom i sur., 2004), ali kod kojih se kasnije moze razviti
aktivni oblik bolesti (Rostom, 2006).

Autoimuni poremecaji povezani s celijakijom ukljucuju i dijabetes melitus ovisan o
inzulinu i hipotiroidizam (Neuhausen i sur., 2008; Meloni i sur., 2009), a nedavna istrazivanja
pokusavaju povezati celijakiju s koronarnom bolesti srca i cerebrovaskularnom bolesti
(Heikkila i sur.,, 2015). Takoder, kao autoimuna bolest povezana s mnogim
hiperkoagulacijskim stanjima, pacijenti s celijjakijom imaju povecani rizik od
tromboembolijskih dogadaja (Lerner i Blank, 2014). Stoga, rana dijagnoza bolesti je vazna za

sprjeCavanje atrofije crijevnih resica koja predisponira za teSke komplikacije (Lotta i sur.,

2016).

2.2.1.2. Dijagnoza celijakije

U dijagnostici celijakije pet je vaznih elemenata koji omogucavaju adekvatno
provodenje dijagnostiCkog postupka: klinicka sumnja na celijakiju, seroloski testovi,
patohistolo§ka analiza sluznice tankog crijeva, genska analiza DQ2DQS8-heterodimera i

pozitivan klini¢ki odgovor na bezglutensku prehranu (Cukovi¢ — Cavka i sur., 2013).

2.2.2. Dermatitis herpetiformis

Dermatitis herpetiformis, takoder znan kao Dhuringova bolest (Scherf i1 sur., 2016) je
kozna manifestacija celijakije koju karakterizira osip 1 patognomoni¢ni kozni IgA depozit
(Salmi 1 sur., 2011). Sardy 1 sur. (2002), pokazali su kako je autoantigen za kozne IgA
depozite epidermalna transglutaminaza (TG3), koja je enzim tipi¢no ekspresiran u epidermi i
usko je povezana, ali ne i identicna TG2. Moze se pojaviti u bilo kojoj dobi (Alonso-
Llamazares i sur., 2007), a najceS¢e u treCem desetljecu (Caproni i sur., 2009), te se vrlo
rijetko javlja kod djece mlade od 3 godine (Reunala, 2001). Za razliku od celijakije, dermatitis
herpetiformis nesto je ¢es¢a kod muskaraca, nego kod Zena (Oxentenko i Murray, 2003), u
omjeru 1,5 do 1,9:1 (Sapone i sur., 2012). Prevalencija dermatitisa herpetiformisa je oko
1:10.000 u Velikoj Britaniji i SAD-u, iako je veca ucestalost (4-6:10.000) zabiljezena u
Svedskoj i Finskoj (Sapone i sur., 2012; Salmi i sur., 2011).



2.2.2.1. Klinicka slika dermatitis herpetiformisa

Tipicni simptomi su intenzivan svrbez i peCenje koze (Scherf 1 sur., 2016), a lezije
koze sastoje se od eritematoznih papula, malih vezikula, ogoljenja i oziljka koji je Cesto
hiperpigmentiran (Herrero-Gonzales, 2010). Osip moze biti pro§iren, ali i ograni¢en na jedno
do dva mjesta (Sapone i sur., 2012), a najéesce su zahvaceni laktovi (90%), koljena (30%),
ramena, straznjica, sakralna regija i lice (Caproni i sur., 2009). lako samo 10% pacijenata ima
probavne tegobe i to najcesce blage, atrofija resica sluznice tankog crijeva nalazi se u 65%-
75% pacijenata s dermatitisom herpetiformisom. Takoder, pacijenti s dermatitisom
herpetiformisom mogu pokazivati isti niz manifestacije, povezanih poremecaja i komplikacija
kao 1 u pacijenata s celijakijom (autoimune bolesti, anemiju, osteoporozu i zlo¢udne bolesti)

(Sapone i sur., 2012).

2.2.2.2. Dijagnoza dermatitis herpetiformisa

Dijagnoza se wuspostavlja  klini¢ki, histoloski, imunopatoloski  (izravna
imunofluorescencija) i seroloski (IgA protutijela na tkivnu transglutaminazu (anti-tTG) i IgA
endomizijalna autoantitijela (EMA)) (Caproni i sur., 2009). Buduc¢i da se dermatitis
herpetiformis smatra koznom biopsijom, biopsijom koZe potvrdena dijagnoza dermatitis
herpetiformis koristi se kao indirektni dokaz za prisutnost ostecenja crijevne sluznice 1 stoga

duodenalna biopsija nije potrebna (Sapone i sur., 2012).

2.2.3. Glutenska ataksija

Glutenska ataksija definira se kao idiopatska sporadi¢na ataksija u prisutnosti
cirkuliraju¢ih antiglijadinskih protutijela (IgA/IgG klase) (Hadjivassiliou i sur., 2008a).
Odnosno, to je autoimuna bolest koju karakterizira oSteCenje cerebeluma koje rezultira
ataksijom (Sapone i sur., 2012). Medutim, patogeneza glutenske ataksije nije do kraja jasna
(Hadjivassiliou 1 sur., 2008b), a u pacijenata s glutenskom ataksijom pronadena su protutijela
na tkivnu transglutaminazu 6 (tTG6), transglutaminaza prvenstveno ekspresirana u mozgu
(Hadjivassiliou i sur., 2006), te je pokazano kako pacijenti s glutenskom ataksijom imaju
imunoloski odgovor (IgG 1 IgA) primarno usmjeren na TG6, ¢ak 1 u odsutnosti enteropatije

(Hadjivassiliou i sur., 2008b).



Hadjivassiliou 1 sur. (2017), predstavili su dvadesetogodiSnje iskustvo prospektivne
evaluacije 1500 pacijenata s progresivnom ataksijom. Od 1500 pacijenata 20% imalo je
obiteljsku povijest bolesti, a preostali su imali sporadi¢nu ataksiju. Pritom, najces¢i uzrok

sporadi¢ne ataksije bila je glutenska ataksija s 25%.

2.2.3.1.Klinicka slika glutenske ataksije

Glutenska ataksija obicno je prisutna kao izrazita cerebelarna ataksija ili, rjede,
ataksija u kombinaciji s mioklonusom, palatalnim tremorom (Brucke i sur., 1988;
Hadjivassiliou i sur., 2008a), opsoklonusom (Deconinck i sur., 2006) ili korejom (Pereira i
sur., 2004). Obi¢no ima podmukao napad, u prosjecnoj dobi od 53 godine. Rijetko ataksija
moze biti vrlo progresivna, oponasajuéi paraneoplasticnu cerebralnu degeneraciju
(Hadjivassiliou i sur., 2010). Vidljivi nistagmus i drugi o¢ni znakovi cerebralne disfunkcije,
vidljivi su u 1 do 80% slucajeva, a svi pacijenti imaju ataksiju hoda, a vecina ataksiju
ekstremiteta. Takoder, manje od 10% bolesnika s glutenskom ataksijom imat ce
gastrointestinalne simptome, ali tre¢ina ima dokaze eneropatije putem biopsije. Do 60%
pacijenata ima neurofizioloSke dokaze senzomotorne aksonalne neuropatije, ovisno o duljini
(Hadjivassiliou 1 sur., 2008a), a ova neuropatija je obi¢no blaga i ne pridonosi ataksiji

(Hadjivassiliou i sur., 2010).

2.2.3.2. Dijagnoza glutenske ataksije

Sadasnje su preporuke da bolesnike s progresivnom cerebelarnom ataksijom treba
ispitati na glutensku preosjetljivost koriste¢i AGA IgA i IgG, anti-tTG2 protutijela i, ako je
moguce IgG i IgA anti-tTG6, a kod bolesnika s pozitivnim anti-tTG2 treba uciniti i biopsiju

sluznice tankog crijeva (Sapone i sur., 2012).

2.2.4. Alergija na pSenicu

Alergija na hranu je nepovoljni imunoloski odgovor koji se ponovljivo pojavljuje
nakon izlaganja danoj hrani (Walsh i O'Flynn, 2011). Gastrointestinalne alergije na hranu
mogu uzrokovati razli¢ite klinicke manifestacije 1 ovisno o osnovnom mehanizmu,
klasificirane su kao imunoglobulin E (IgE) — posredovane, ne — IgE — posredovane i mijeSane

imunoloske reakcije (Boyce i sur.,, 2010; Walsh i O'Flynn, 2011). Alergija na pSenicu



predstavlja IgE — posredovanu imunolosku reakciju, a kada se alergen specifi¢no veze za IgE
antitijela, on potice aktivaciju mastocita i bazofila (Balakireva i Zamyatnin, 2016).

Obi¢no se razvija u djetinjstvu (Savage i Johns, 2015), a u kohortnoj studiji u
Stockholmu uocena je prevalencija senzibilizacije na pSenicu od 4%, medu 2336
cetverogodisnje djece (Ostblom 1 sur., 2008a), te su isti autori uocili smanjenje zabiljezenih
reakcija na pSenicu od prve do osme godine starosti (Ostblom i sur., 2008b). Suprotni
zakljucak pokazala je longitudinalna studija na 273 djece, dobi dvije do deset godina,
pokazujuci kako se prevalencija IgE — posredovane reakcije na pSenicu progresivno povecava
s dobi od 2% do 9% (Matricardi i sur., 2008). U odraslih osoba u SAD-u uocena je
prevalencija od 0,4% (Vierk i sur., 2007), dok rezultati meta-analize koja je ispitivala
prevalenciju alergije na hranu u Europi, pokazuju kako je samoprocijenjena prevalencija

alergije na pSenicu 3,6%, a dokazana prevalencija je 0,1%. (Nwaru i sur., 2014).

2.2.4.1. Oblici alergije na pSenicu i simptomi

Ovisno o putu izlozenosti alergenu i imunolo$kim mehanizmima u podlozi, alergija na
pSenicu dijeli se na klasi¢nu alergiju na hranu koja zahvaca kozu, probavni trakt ili
respiratorni trakt; vjezbanjem induciranu, o pSenici ovisnu anafilaksiju; pekarsku astmu i
rinitis; te kontaktnu urtikariju (Sapone i sur., 2012).

Vecina djece alergi¢ne na pSenicu istodobni pati od umjerenog do teskog atopijskog
dermatitisa i osjetljivosti na druge namirnice kao $to su mlijeko i jaja (Inomata, 2009). U
djece ingestija glutena izaziva tipicne IgE posredovane reakcije brzog pocetka, kao §to su
urtikarija, angioedem, bronhalna opstrukcija, mucnina i bol u trbuhu ili u nekim slucajevima 1
anafilaksiju. U kasne manifestacije, koje se javljaju nakon oko 24 sata od ingestije, ubrajaju se
probavni simptomi i egzacerbacija atopijskog dermatitisa (Misak, 2014). U odraslih alergija
na hranu nakon ingestije pSenice je rijetka, a najceS¢a varijanta kod odraslih osoba je
vjezbanjem inducirana, o pSenici ovisna anafilaksija, gdje simptomi proizlaze iz kombinacije
uzro¢nika, unosa hrane i tjelesne aktivnosti (Palosuo, 2003). Pacijenti s ovim tipom alergije
pokazuju Siroki raspon klinickih simptoma, od generalizirane urtikarije, dispneje,
gastrointestinalnih simptoma do teske anafilaksije kada izvode tjelesnu aktivnost unutar tri do
Cetiri sata od konzumacije pSenice. U nekim sluc¢ajevima simptomi se mogu pojaviti kada se
pSenica konzumira odmah nakon vjezbanja (Elli i sur., 2017). Najvazniji protein zrna povezan
s vjezbanjem induciranom, o psenici ovisnoj anafilaksiji je ws-glijadin (Morita i sur., 2003),

dok se ostale alergijske reakcije nakon ingestije pSenice povezuju s nizom proteina pSenice
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(Sapone i sur., 2012). Pekarska astma i rinitis alergijski su odgovor na inhalaciju p$eni¢nog i
drugog brasna i prasine (Tatham i Shewry, 2008). Pekarska astma je jedna od najceséih
profesionalnih alergija u mnogim zemljama (Sapone i sur., 2012). Pacijenti s pekarskom
astmom nikad nemaju problema s ingestijom kuhane pSenice (Inomata, 2009), ali neki od njih
mogu razviti druge simptome Kkoji nisu respiratorni, nakon ingestije obroka koji su
kontaminirani sirovim pseni¢nim brasnom ili ne posve kuhane hrane na bazi pSenice
(Salvatori i sur., 2008). Kontaktna urtikarija je reakcija osjetljivosti koja se pojavljuje na kozi,
nakon dodira sa tvari koja ju izaziva, a u vecini slu¢ajeva vezana je uz zanimanje oboljele
osobe (mlinari, pekari 1 rukovatelji hranom), a najceS¢e zahvacena mjesta na tijelu jesu
dlanovi, ruke i lice (Scherf i sur., 2016). Simptomi ukljucuju pruritis, lokalizirane reakcije na
kozi, Cesto popradene angioedemom, generaliziranom urtikarijom i anafilaksijom (Scherf i

sur., 2016).

2.2.4.2. Dijagnoza alergije na pSenicu

Dijagnoza alergije na pSenicu klasi¢no se temelji na klinickoj slici, koznim ubodnim
testovima, in vitro specificnim IgE testovima te funkcionalnim testovima (Elli i sur., 2017).
Ipak, funkcionalni testovi se smatraju zlatnim standardom za dijagnoze, ali popraceni su
rizikom od ozbiljnih induciranih reakcija i neprakti¢ni su (Cianferoni, 2016). Oni obuhvacaju
bronhoprovokacijski test kod pekarske astme i dvostruko slijepi placebom kontrolirani test
opterecenja hranom te otvoreni oralni test optereCenja kod klasicne alergije na hranu

(Cianferoni, 2016; Wang, 2010).

2.2.5. Preosjetljivost na gluten

Preosjetljivost na gluten je pojam koji se koristi za opisivanje klinickog stanja u kojem
se intestinalni i ekstraintestinalni simptomi povezani s ingestijom glutena, koji se
poboljsavaju ili nestaju u roku nekoliko sati ili nekoliko dana nakon izbjegavanja glutena, a u
kojem su celijakija i alergija na pSenicu potpuno iskljuceni (Valenti i sur., 2017). Potrebno je
napomenuti kako su neke studije predlozile kako pored glutena, pSenicni amilaza — tripsin
inhibitori (Junker i sur., 2012) i fermentabilni, slabo apsorbirani, ugljikohidrati kratkog lanca
(eng. FODMAP; fermentabilni oligo-, di-, i monosaharidi i polioli) mogu pridonijeti
simptomima preosjetljivosti na gluten (Biesiekierski i sur., 2013). Za razliku od celijakije,
preosjetljivost na gluten nije korelirala s HLA — DQ2 i - DQS8, jer su ovi genetski markeri

pozitivni u samo u 46% pacijenata s preosjetljivosc¢u na gluten, $to je samo neSto viSe od
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op¢e populacije (30%) (Volta i sur., 2012). lako je etiologija nepoznata, Sapone i sur. (2011)
uocili su kako preosjetljivost na gluten uklju¢uje mehanizam urodene imunosti, bez ikakvog
uplitanja steCenog imunoloskog odgovora.

Prevalencija preosjetljivosti na gluten u opc¢oj populaciji joS je nepoznata, a ¢ini se da
je veca nego kod celijakije, te se procjenjuje da iznosi oko 6% (Scherf i sur., 2016), a navodi
se i da se krec¢e u rasponu od 0,63%-6% (Volta i sur., 2013). Presjetljivost na gluten uglavnom
je opisana u odraslih osoba, osobito Zena u dobi od 30 do 50 godina (Catassi, 2015).

2.2.5.1. Klinicka slika preosjetljivosti na gluten

Vremenski interval izmedu ingestije i pojave simptoma kod preosjetljivosti mogu
varirati od nekoliko sati do nekoliko dana (Sapone i sur., 2012; Volta i sur., 2013). Sluznica
tankog crijeva u pacijenata s preosjetljivoscu na gluten obi¢no je normalna, a serumska anti-
TG2 protutijela, protutijela anti-deamidiranih glijadinskih peptida, kao i IgE protutijela
pSenice su negativna (Volta i sur., 2012). Poremecaj karakteriziraju bolovi u trbuhu, nadutost,
konstipacija ili dijareja i gubitak tjelesne mase. Odnosno, tipi¢na prezentacija preosjetljivosti
na gluten predstavlja kombinaciju simptoma sli¢nih simptomima sindroma iritabilnog crijeva
(ENi i sur., 2017). Pacijenti takoder mogu imati ekstraintestinalne simptome koji ukljucuju
glavobolju 1 migrenu, kroni¢ni umor, bolove u misi¢ima i1 zglobovima, utrnuc¢e nogu ili ruku,
manifestacije na kozi poput svrbeza i dermatitisa, anksioznost i depresiju (Czaja — Bulsa,
2015; Volta i sur, 2013; Volta i sur., 2014). Neki autori povezuju preosjetljivost na gluten sa
shizofrenijom, poremecajima iz spektra autizma i depresije (Lionetti i sur., 2015b; Batista i
sur., 2012). Nadalje, klinicka povijest simptoma malapsorpcije, nedostatka hranjivih tvari i
autoimunih komorbiditeta, opisana je rjede u ispitanika s preosjetljivos¢u na gluten, nego u

pacijenata s celijakijom (Kabbani i sur., 2014).

2.2.5.2. Dijagnoza preosjetljivosti na gluten

Trenutno, dijagnoza preosjetljivosti na gluten postavlja se iskljuéenjem celijakije i
alergije na pSenicu, pod uvjetom negativnih seroloskih testova za celijakiju, negativnih
histoloskih nalaza i negativnih testiranja na IgE (Lotta 1 sur., 2016). Neki stru¢njaci strogo
preporucuju provodenje duodenalne biopsije kako bi isklju¢ila moguénost ,tihe* celijakije
(Volta 1 Villanacci, 2011), a u klini¢koj praksi pacijenti ¢esto traze medicinsku procjenu kad
ve¢ izbjegavaju gluten (Elli 1 sur., 2017). HLA tipizacija moZze iskljuciti celijakiju kada je
bezglutenska prehrana u tijeku, u slu¢aju izostanka HLA DQ2/DQ8. Ako genetsko ispitivanje
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nije dostupno ili je neuvjerljivo, potrebno je planirati opterecenje s glutenom (Elli 1 sur.,

2017).

2.3. BEZGLUTENSKA PREHRANA
2.3.1. Informiranje potros$aca o odsutnosti ili smanjenoj prisutnosti glutena u hrani

Prema Uredbi (EU) br. 828/2014 kada se za pruzanje informacija potroSacima o
odsutnosti ili smanjenoj prisutnosti glutena u hrani upotrebljavaju izjave, te informacije daju

se putem izjava i u skladu s uvjetima utvrdenima u Prilogu.

2.3.1.1. Opéi uvjeti

Kada je sadrZaj glutena u hrani kao gotovom proizvodu manji od 20 mgkg™, tada je
dopusteno na proizvodu navesti izjavu ,,bez glutena®. Ukoliko se proizvod sastoji ili sadrzava
jedan ili viSe sastojaka proizvedenih od psenice, razi, jeéma i zobi ili njihovih hibridnih vrsti,
koji su posebno preradeni s ciljem smanjenja koli¢ine glutena, a ne sadrzava koli¢inu glutena
visu od 100 mgkg™ u gotovom proizvodu, tada je dopusteno navesti izjavu ,,vrlo mali sadrZaj

glutena®.

2.3.1.2. Dodatni zahtjevi za hranu koja sadrzava zob

Zob koju sadrzava hrana koja se prezentira kao hrana bez glutena ili s vrlo malim
sadrZzajem glutena mora se proizvoditi, priredivati i/ili preradivati na nacin kojim se sprjecava
kontaminacija pSenicom, razi, jeémom ili njihovim hibridnim vrstama, a koli¢ina glutena u

takvoj zobi ne smije biti visa od 20 mgkg™.

2.3.2. Bezglutenska prehrana

Bezglutenska prehrana je jedini nacin lijeCenja u pacijenata s celijakijom i ostalim
poremecajima povezanim s glutenom (Rostami i sur., 2017), te je i jedini lijek za celijakiju
utvrden do danas striktna i dozivotna bezglutenska prehrana (Schumann i sur., 2017). Ona je
karakterizirana kombinacijom prirodno bezglutenskih namirnica s bezglutenskim zamjenskim
namirnicama na bazi zitarica (Pellegrini i Agostoni, 2015). Oboljeli bi pritom trebali iz svoje
prehrane izostaviti hranu koja sadrzi pSenicu, raz i jecam (Howdle, 2003), a toksi¢nost zobi |

dalje ostaje kontroverzna (Woodward, 2015). Razne namirnice prirodno ne sadrzavaju gluten
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(riza, krumpir, kukuruz, meso, riba, voce 1 povrée), a postoje i dijetetski proizvodi bez glutena
namijenjeni bolesnicima s celijakijom oznaceni napomenom ,bez glutena“ i/ili simbolom
prekrizenog klasa p3enice (brasno, tjestenine, kruh, koladi, slatkisi) (Cukovié-Cavka i sur.,
2013) (Slika 2.). Takoder, bezglutensko brasno dostupno je i na lije¢nicki recept (Barbarié,
2008), a na hrvatskom trziStu prisutno je nekoliko vrsta bezglutenskog brasna koji se sastoje
od razli¢itih vrsta skroba. Neka od njih sastoje se od pSeni¢nog Skroba gdje je gluten uklonjen,
ili od prirodno bezglutenskog skroba, kao $to su kukuruzni, Krumpirov ili tapiokin $krob
(Subari¢ i sur., 2012; Witczak i sur., 2016). Valja naglasiti da ukoliko bezglutenski proizvodi
sadrzavaju pSenicni skrob u kojem je gluten uklonjen, tada takvi proizvodi nisu prikladni za
osobe koje imaju alergiju na psenicu (BDA, 2017). Medutim, s vremenom je doslo do velikog
poboljsanja u dostupnosti hrane proizvedene upotrebom bezglutenskog brasna, a pacijenti
mogu kupiti bezglutenske zamjene za skoro svako jelo koje sadrzi gluten, ukljucujuéi pizzu,
perece, pastu, pa ¢ak i pivo (See i sur., 2006). No, pacijenti bi takoder trebali biti informirani
o visim cijenama takvih proizvoda (Kulai i Rashid, 2014), jer visoki tro§kovi utjecu na one

slabijeg socioekonomskog statusa (Burden i sur., 2015).

Slika 2. Simbol prekrizenog klasa psenice (Anonymous 2)

Bezglutenska prehrana ukljucuje ogranicenja koja mogu biti teska za prihvatiti i
slijediti (Bascunan i sur., 2016), a istrazivanje provedeno u Hrvatskoj pokazalo je da gotovo
27% bolesnika (srednje dobi 12 godina; prosjecno 9 od postavljanja dijagnoze celijakije)
uzima male koli¢ine glutena dok se 14% oboljelih uopcée ne pridrzava bezglutenske prehrane
(Jadresin i sur., 2008). Medutim, provodenjem stroge bezglutenske prehrane simptomi bolesti
do oporavljanja sluznice tankog crijeva. Stanje organizma se moze toliko oporaviti da bude

kao u svake zdrave osobe (Fasano i Catassi, 2001). Kod glutenske ataksije vazno je
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napomenuti da odgovor na bezglutensku prehranu ovisi o duljini trajanja ataksije prije
postavljanja dijagnoze i stoga je vazno §to ranije zapoceti lijecenje (Sapone i sur., 2012). To
je jedna od fundamentalnih razlika izmedu celijakije, dermatitisa herpetiformisa i glutenske
ataksije, gdje crijevo i koza imaju potencijala za regeneraciju, dok neuralno tkivo nema
(Hadjivassiliou i sur., 2008b). S druge strane, pacijenti s alergijom na pSenicu obi¢no ne
moraju ograniciti ostale Zitarice koje sadrze prolamine, kao $to su raz, jeCam i zob. Dakle,
prehrana bez pSenice moze biti liberalnija od stroge bezglutenske prehrane (Pietzak, 2012), a
iskljucivanje svih zitarica iz prehrane osoba s alergijom na pSenicu se ne preporuca i moze
imati nutritivne, razvojne i psihosocijalne posljedice (Wang, 2010). Ipak, neke osobe mogu
podnositi gluten do odredene granice u promjenjivim malim koli¢inama (Uredba (EU)
br.828/2014). Catassi i sur. (2007), navode kako je to¢an udio glutena, koji osobe oboljele od
celijakije mogu tolerirati bez razvoja Stetnih ucinaka, tesko za procijeniti. Udio vjerojatno
varira medu pojedincima, ali unos manji od 10 mg glutena na dan smatra se sigurnim, dok
prolongirani unos od 50 mg glutena na dan pokazalo se da uzrokuje znacajno ostecenje grade

tankog crijeva, u lijeCenih osoba (Catassi i sur., 2007).

2.3.2.1. Nutritivna vrijednost bezglutenskih proizvoda

Posljednjih godina interes za bezglutenskom prehranom znatno se povecao (Bascunan
i sur., 2016). Dok se pacijenti koji pate od bolesti povezanih s glutenom oslanjaju na
bezglutensku prehranu, ostali konzumenti odabiru ju slijediti kao zivotni stil (Worosz i
Wilson, 2012), te ju neki pojedinci smatraju kao zdravijim izborom (Bascunan i sur., 2016).
Bezglutenska prehrana ne preporuca se opcoj populaciji 1 nema dokaza da je blagotvorna u
pojedinaca bez simptoma i onih koji nemaju celijakiju. Umjesto toga, prisutna je zabrinutost
koja se odnosi na njenu prehrambenu vrijednost (Rostami i sur., 2017). Postoji vrlo dugacki
popis Zitarica, sjemenki, mahunarki i orasastih plodova koji, izmedu ostalog, prirodno ne
sadrze gluten (poput amaranta, kvinoje, prosa, lana, slanutka, itd.) te koji mogu poboljsati
okus i nutritivnu kvalitetu bezglutenske prehrane, ali se manje koriste dijelom zbog visoke
cijene (Kupper, 2005). Umjesto toga, bezglutenski proizvodi obi¢no sadrze ogranicen broj
sastojaka 1 nisu obogaceni mikronutrijentima (do Nascimento i sur., 2013). Godine 1999. i
2000. Thompson izazvala je zabrinutost o sadrzaju mikronutijenata u bezglutenskim
proizvodima. U svojim radovima pokazala je kako bezglutenske Zitarice, i zamjenski
proizvodi napravljeni od njih, ne sadrze toliko zeljeza, vlakana, folata, tiamina, riboflavina i

niacina u usporedbi s njihovim ekvivalentima koji sadrze gluten, §to zauzvrat moze utjecati na
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nutritivnu adekvatnost bezglutenske prehrane. Nadalje, Hallert i sur. (2002), izvijestili su o
znakovima nedostatka vitamina u pacijenata s celijakijom koji su se pridrzavali bezglutenske
prehrane, dok su Bituh 1 sur. (2011), pokazali kako su pacijenti s celijakijom ukljuceni u
studiju, a koji su se drzali bezglutenske prehrane, imali neadekvatan unos folata i nizak status
folata i vitamina B, $to je bilo u korelaciji s blago poviSenim koncentracijama homocisteina.
Neki autori ukazuju na odnos izmedu neravnoteze u metabolizmu homocisteina i patogeneze
bolesti, kao §to su kardiovaskularne bolesti, neuroloski i psihijatrijski poremecaji, kroni¢na
bolest bubrega, oste¢enja kostanog tkiva, gastrointestinalnih poremecaja, raka i kongenitalnih
defekata (Skovierova i sur., 2016). Osim toga, Saturni i sur. (2010), izvjestili su kako
bezglutenska prehrana ne moze jamciti adekvatan nutritivni unos i kako 20-38% pacijenata s
celijakijom dozivljava nutritivne nedostatke koji ukljucuju bjelanéevine, prehrambena vlakna,
mineralne tvari i vitamine. S obzirom da jedino lije¢enje celijakije predstavlja prehrana bez
glutena, takvi podaci izazivaju zabrinutost zbog dugoro¢nog zdravlja pojedinaca (Lee i sur.,
2009). Zato bi bezglutenski proizvodi trebali biti, ne samo bez glutena, ve¢ moraju biti
usporedivi prema nutritivnom profilu s proizvodima koji sadrze gluten (Jnawali i sur., 2016).
Prema tome, naglasak bi trebao biti stavljen na odabir prirodno bezglutenske hrane i
izbjegavanju pretjeranog oslanjanja na procesiranu hranu bez glutena. Uoceno je kako
procesirana hrana bez glutena ima tendenciju niskog udjela vlakana, vitamina i mineralnih
tvari, visok udio Secera, masti i energije, a mnoge namirnice bez glutena napravljene su od
rafiniranog brasna i/ili Skroba koji zbog prerade imaju nizak udio vlakana (Theethira i Dennis,
2015).

2.3.2.2. Uvrstavanje zobi u bezglutensku prehranu

Janatuinen i sur. (1995) objavili su studiju o sigurnosti zobi u kojoj su otkrili kako
upotreba zobi u osoba s celijakijom, kao dio bezglutenske prehrane, nije imala nepovoljne
uc¢inke na odrasle pacijente u remisiji 1 nije sprijecila simptomatsko lijeCenje 1 lijeCenje
sluznice u pacijenata kojima je tek dijagnosticirana bolest. Budu¢i da nije bila poznata
sigurnost dugotrajnog unosa zobi u osoba s celijakijom, Janatuinen i sur. (2002) nastavili
su svoju prethodnu studiju od 6 do 12 mjeseci i proveli petogodi$nju studiju. Objavili su
rad u kojem potvrduju kako uzimanje zobi ne dovodi do bilo kakvog oSte¢enje duodenalne
sluznice u odraslih pacijenata s celijakijom. Zanimljivo je kako je u ovoj studiji
duodenalna sluznica pokazala sporo, ali sigurno poboljsanje ¢ak i nakon nekoliko godina

na bezglutenskoj prehrani sa i bez zobi. Isto tako, u velikoj presjecnoj studiji koju su
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proveli Kaukinen i sur. (2013), uoceno je kako kod celijakije dulja konzumacija zobi, do
osam godina, nije imala Stetan ucinak na simptome, morfologiju crijevnih resica tankog
crijeva i upalu, kao ni humoralni odgovor na tkivnu transglutaminazu. Naprotiv,
morfologija sluznice bila je ¢ak znatno bolja kod osoba koje su konzumirale zob u ve¢im
koli¢inama ili tijekom duzeg vremenskog perioda, nego kod onih koji nisu konzumirali
zob. Medu djecom s celijakijom, pokazalo se kako je dulja konzumacija zobi dobro
tolerirana 1 nije rezultirala pogorSanjem sluznice tankog crijeva ili imunoloskom
aktivacijom (Holm i sur., 2006). Ipak, neki autori objavili su jasne dokaze koji sugeriraju
kako avenin ima sposobnost potaknuti aktivaciju T-stanica sluznice, uzrokuju¢i upalu
crijeva i atrofiju crijevnih resica (Pulido i sur., 2009). Medutim, u Uredbi (EU) br. 828/2014
navodi se kako vecina osoba intolerantnih na gluten moze u svoju prehranu ukljuéiti zob bez
ikakvih Stetnih posljedica po svoje zdravlje. Veci problem predstavlja kontaminacija zobi
pSenicom, razi ili jecmom do koje moZe do¢i za vrijeme Zetve, prijevoza, skladiStenja i
prerade. Stoga je potrebno voditi rauna o opasnosti od kontaminacije glutenom proizvoda
koji sadrzavaju zob kada je rije¢ o odgovarajuéim informacijama o tim prehrambenim
proizvodima koje pruzaju gospodarski subjekti u poslovanju s hranom. Dakle, stru¢njaci koji
rade s pacijentima oboljelima od celijakije bi trebali razmotriti naglaSavanje vaznosti kupnje
certificirane bezglutenske zobi i proizvoda na bazi zobi (Rostami i sur., 2017).

Temeljem kljuénih klini¢kih ispitivanja u objavljenoj literaturi koli¢ina Ciste zobi
razmatrana unutar sigurnih granica je 50-70 g na dan za odrasle i 20-25 g na dan za djecu
(Pulido i sur., 2009).

2.4. KONTAMINACIJA BEZGLUTENSKE HRANE

Jednoglasno je misljenje da bi prehrana bez glutena trebala biti striktna Sto je vise
moguce (Collin i sur., 2004). Medutim, osobe koje moraju provoditi bezglutensku prehranu,
ponekad ju krSe iz nekoliko razloga: zbog nedostatka smjernica o bolesti i pripremi hrane,
zbog nevjerice glede zabranjenih proizvoda, financijskih poteskoca, dugogodi$njih navika
konzumacije i1 pripremanja obroka s pSeni¢nim brasnom i1 nedostatka kuharskih vjeStina u
pripremi hrane bez glutena (Karajeh i sur., 2005; George i sur., 2008; Araujo i Araujo, 2011).
KrSenje bezglutenske prehrane moze biti dobrovoljno ili nenamjerno. Dobrovoljno
podrazumijeva da je pojedinac svjestan njegove konzumacije glutena i svejedno to radi, a
nenamjerno je kad osoba ne zna da se u konzumiranoj hrani nalazi gluten (Araujo i Araujo,

2011; Oliveira i sur., 2014). Gluten nije samo univerzalni sastojak kruha, kolaca i tjestenina,
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nego Cesto 1 skriveni sastojak industrijski pripremljenih juha, umaka, slatkisa 1 suhomesnatih
proizvoda (Cukovi¢-Cavka i sur., 2013). On se moZe i slu¢ajno unijeti u hranu putem krizne
kontaminacije (Hassan i sur., 2017). Krizna kontaminacija odnosi se na proces u kojem hrana
dolazi u kontakt i inkorporira strane tvari koje mogu biti $tetne za zdravlje, a u bezglutenskoj
prehrani to podrazumijeva da hrana bez glutena zapravo sadrzi gluten (Bascunan i sur., 2016).
Pritom do kontaminacije moze do¢i kod kuce ili izvan nje. Izvori kontaminacije u ku¢i mogu
biti tegle u kojima se na primjer nalaze dzem, maslac od kikirikija, majoneza, zatim posude,
daske za rezanje ili toster koji se dijele unutar obitelji (See i sur, 2006). Izvan kuce,
bezglutenski proizvodi se mogu kontaminirati ve¢ na samom polju tijekom Zetve, ali i tijekom
mljevenja, transporta ili procesiranja zitarica pa zitarice koje su prirodno bez glutena, kao $to
su kukuruz, riza, heljda, kvinoja i amarant, mogu sadrzavati gluten (Scherf i Poms, 2016). Do
kontaminacije moze do¢i i pri skladi$tenju, proizvodnji, pakiranju i distribuciji prehrambenih
proizvoda (HOK, 2016). Glutenom mogu biti kontaminirani radni prostori, povrSine, uredaji,
pribor i radna odjeca, a naj¢escée kriticne tocke su: skladiStenje, klima uredaji i nape, peénice i
ostali kuhinjski uredaji, ¢istoca radnih povrsina, ruku i radne odjece, solenke, boce s uljem,
pribor za kuhanje (kuhace, daske za rezanje, cjedila, itd.), istovremeno kuhanje bezglutenskog
1 glutenskog obroka, posude za serviranje, te posluzivanje (HOK, 2016). Unato¢ koriStenju
kontrolirane bezglutenske mjesavine brasna, kontaminacija moze biti visoka kada proizvodni
pogoni nisu pravilno ocis¢eni (Deutsch i sur., 2009). Stoga, za na primjer pekarnice
preporucaju se odvojene prostorije za proizvodnju i odvojena oprema za proizvodnju
(Deutsch i sur., 2009), budu¢i da okolina u kojoj se proizvode pekarski proizvodi ukljucuje
veliku manipulaciju pSeni¢nim braSnom, Sto povecava mogucénosti za kriznu kontaminaciju
(Farage i sur., 2017). Isto tako, kako bi se izbjegao bilo koji oblik kontaminacije, sastojci koji
sadrze gluten trebaju biti smjesteni i njima se treba koristiti na mjestima koja su strogo
odvojena od onih bezglutenskih (Foschia i sur., 2016). Takoder, kontaminacija je moguca u
trgovinama gdje su zitarice dostupne iz otvorenih posuda, na Svedskim stolovima, na bilo
kojem mjestu gdje se proizvode razli¢iti obroci ili kada razli€iti sastojci dolaze zajedno (See i
sur., 2006). Neke organizacije osoba s celijakijom potaknule su proizvodace hrane bez glutena
na upotrebu oznaka kao $to je, ve¢ spomenuti, simbol prekrizenog zrna, a proizvodaci
zainteresirani za koriStenje tih oznaka trebaju slijediti tehnicke uvjete za licenciranje. To
ukljucuje dobru proizvodacku praksu i HACCP (engl. Hazard Analysis Critical Control
Points — Analiza opasnosti i kriticne kontrolne tocke), ¢ime se osigurava izbjegavanje
kontaminacije glutena tijekom svih faza proizvodnje, skladistenja, prijevoza i rukovanja

(Bustamante i sur., 2017). HACCP je alat koji pomaZe proizvodaima hrane prilikom
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identifikacije, procjene i kontrole opasnosti koje mogu biti vezane za odredeni proizvod ili
cijelu proizvodnu liniju (HAH, 2017). Dakle, potrebno je posvetiti veliku paznju odabiru
namirnica, s obzirom da u raznim proizvodima gluten moze biti prisutan u tragovima. Zbog
toga preporuceno je da se pacijenti, koji pate od bolesti povezanih s glutenom, pridrzavaju
proizvoda koji su oznaceni kao bezglutenski, te ako su certificirani i analiti¢ki provjereni na
regularnoj osnovi, na ostatke glutena (Thompson i Simpson, 2015). Proizvodnja sigurnih
bezglutenskih proizvoda predstavlja slozeni proces, ali sigurnost je esencijalna za poboljSanje
kvalitete Zivota osoba koje provode bezglutensku prehranu iz zdravstvenih razloga (Farage i
sur., 2016). lako su bezglutenski proizvodi dostupni, skriveni izvori glutena i kontaminacija
glutenom mogu ograni¢iti nacin zivota osoba s celijakijom i mogu utjecati na njihovu
kvalitetu Zivota (Lee i sur., 2003). Izlaganje glutenu putem kontaminacije, kod na primjer
osoba oboljelih od celijakije, moze dovesti do daljnje aktivnosti bolesti (Welstead, 2015), jer
se time moze sprijeciti histoloski i klinicki oporavak (Hollon i sur., 2013). lako je
najsigurnije za pacijenta da konzumira hranu kod kuce, ponekad je neophodno jesti izvan nje.
Dok osobe koje provode bezglutensku prehranu mogu kod kuce u visokom stupnju
kontrolirati pripremu hrane (See i sur., 2006), konzumiranje hrane izvan kuce i putovanja
pokazala su se problemati¢na za osobe oboljele od celijakije (Lee i sur., 2003). U studiji koju
su proveli Karajeh i sur. (2005), kada su upitali ispitanike oboljele od celijakije jesu li
skepti€ni oko konzumiranja hrane koja nije pripremljena kod kuce, 82,1% ispitanika bilo je
skepti¢no oko konzumiranja hrane za van (engl. ,,take away food*), 78,6% bilo je skepti¢no
oko konzumiranja hrane u restoranima, a 61,3% ispitanika bilo je skepti¢no oko konzumiranja
hrane kod prijatelja. Nadalje, u studiji provedenoj na Novom Zelandu, medu 936 osoba
oboljelih od celijakije, u dobi od 16 i viSe godina, vise od jedne trecine (36,3%) izbjegavalo je
putovanja zbog bolesti barem neko vrijeme, a jedna Cetvrtina (25,6%) je odgovorila kako
nikada ili rijetko jedu u restoranima zbog opasnosti od nenamjernog unosa glutena (Sharp i
sur., 2014). Unato¢ bezglutenskom jelovniku, mnogi restorani ne slijede stroge smjernice
kako bi se izbjegla kontaminacija, koja se na primjer moze dogoditi kada se meso priprema na
kontaminiranom rostilju ili kada se posude za posluzivanje koristi i za bezglutensku hranu 1
onu koja sadrzi gluten (See i sur., 2006). Na sre¢u, kuhari su postali svjesniji bezglutenske
prehrane i zabrinutosti zbog kontaminacije tijekom proteklog desetljec¢a (Aziz i sur., 2014).
Unato¢ tome, zbog problema kontaminacije preporuka je da osobe koje izbjegavaju gluten
budu pazljive pri konzumiranju hrane izvan kuée (Schultz i sur., 2017), ali se javlja i potreba

za odredivanjem glutena u bezglutenskim proizvodima (Bascunan i sur., 2016).
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2.5. METODA ODREDIVANJA GLUTENA

U analitici namirnica koriste se brojni analiti¢ki postupci. Dobiveni podaci mogu se
koristiti u razli¢ite svrhe, od temeljnih znanstvenih istrazivanja, pa do potreba monitoringa, o
¢emu takoder ovisi odabir metode analize (Runje i Cvrtila, 2006). Odredivanje glutena u
zagrijavanim ili ekstrudiranim proizvodima poput kruha i tjestenine (Mena i sur., 2012) i
proizvoda koji sadrze djelomi¢no hidrolizirani gluten (Tanner i sur., 2013) je osobito
izazovna. Kao prvi korak, ekstrakcija proteina glutena i/ili peptida iz matriksa hrane trebala bi
biti §to potpunija (Scherf i Poms, 2016). Vecina metoda temelji se na kvantifikaciji frakcije
prolamina glutena topljivih u alkoholu. Frakcija glutenina, prolamina netopljivih u alkoholu,
Cesto nije ciljana, iako i prolamini topljivi u alkoholu i glutenini sadrze imunogene peptide
(Tye —Din i sur., 2010). Isto tako, budu¢i da se uzima kako je sadrzaj prolamina, topljivih u
alkoholu, u glutenu 50% (Codex Alimentarius, 1979 rev. 2008), utvrdeni sadrzaj prolamina
topljivih u alkohol se obi¢no mnozi s faktorom 2 kako bi se dobio sadrzaj glutena. To se
zasniva na pretpostavci da je omjer prolamina topljivih u alkoholu/prolamina netopljivih u
alkoholu jednak 1 (Wieser i Koehler, 2009). Takoder, testovi obi¢no usporeduju dobivene
analiticke signale sa bazdarnom krivuljom, koja se generira skupom kalibratora razlicitih
koncentracija ciljne molekule (Scherf i Poms, 2016).

Prema Codex Alimentariusu (1979 rev. 2008) kvantitativno odredivanje glutena u
hrani i sastojcima mora se temeljiti na imunoloskoj metodi ili nekoj drugoj metodi koja
osigurava barem jednaku osjetljivost 1 specifiCnost. Zahtjevi za pouzdane analiticke metode,
za kvantifikaciju glutena u hrani osim dostatne osjetljivosti i specificnost, su ponovljivost,
robusnost i validacija kolaborativnim studijama s nekoliko neovisnih laboratorija (Koehler i
sur., 2013a, 2013b; Don i Koehler, 2014). Za odredivanje glutena dostupno je tako nekoliko
tehnika, ukljucuju¢i PCR, masenu spektrometriju i imunokemijske metode, posebno enzimski
vezani imunosorbentni test (engl. Enzyme — Linked Immunosorbent Assay (ELISA)) (Sajic i
sur., 2017, Scherf i Poms, 2016). Prema Codex Alimentariusu (1979 rev. 2008) ELISA R5

metoda po Mendezu smatra se glavnom metodom za odredivanje glutena u hrani.

2.5.1. ELISA metoda

ELISA je imunoenzimski test kojim se odreduje prisutnost i koli¢ina antigena, te je
njime mogucée odrediti vrlo nisku koncentraciju analita od primjerice nekoliko ng po kg

ispitivanog uzorka (Butorac i sur., 2013). Imuno testovi koriste specificno protutijelo
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(imunoglobulin) za detektiranje antigena, odnosno tvari koja se odreduje, na primjer proteini
glutena ili peptidi. Protutijela se proizvode imunizacijom sisavaca kao $to su misevi, kuniéi ili
koze, nakon injekcije antigena. Pritom, monoklonska protutijela reagiraju s jednim, a
poliklonska s vise epitopa na molekuli antigena (Scherf i Poms, 2016). Uvodenju ELISA testa
u istrazivanja prethodilo je otkri¢e da se topljivi antigen ili protutijelo mogu vezati za ¢vrstu
podlogu tako da se ne isperu puferiranom fizioloSkom otopinom. U tu se svrhu rabe
polistirenske mikrotitracijske plitice ¢etvrtastog oblika koje obi¢no imaju 96 (12 x 8) jazica. U
testu su antigen ili protutijela oznaceni nekim enzimom, naj¢es¢e peroksidazom. Reakcija se
ocitava prema promjeni boje supstrata §to ga enzim razgraduje te je moguce ocitanje golim
okom ili mjerenjem apsorbancije spektrofotometrom ¢ime se postizu tocniji rezultati (Runje 1
Cuvrtila, 2006). Do sada je razvijeno nekoliko gluten- ili glijadin-specifi¢nih protutijela
(Wieser, 2008), no vec¢ina komercijalno dostupnih ELISA testova za odredivanje glutena
temelje se na Skerritt (401,21) (Skerritt i Hill, 1990), R5 (Valdes i sur., 2003), G12 (Moron i
sur., 2008) i 020 (Mitea i sur., 2008) monoklonskim protutijelima, ili razli¢itim poliklonskim
protutijelima (Scherf i Poms, 2016).

Kod ELISA R5 metode po Mendezu, protutijelo R5 usmjereno je protiv sekalina i
detektira pentapeptide QQPFP prisutne u glijadinima, sekalinima i hordeinim (Valdes i sur.,
2003). Pritom za analizu glutena mogu se primijeniti dva nacela, ,,sendvic ELISA i
konkurentna ELISA (Wieser i sur., 2014), slikovito prikazano na Slici 3.

Kod ,,sendvic“ ELISA testa plofa (s jazicama) obloZena je poznatom koli¢inom
protutijela ,,za hvatanje*, a nespecifiéna vezna mjesta na povrSini su blokirana. Zatim,
nanoSenjem uzorka koji sadrZi antigen, formira se kompleks antigen/protutijelo (korak 1).
Nakon uklanjanja viSka uzorka ispiranjem, dodaje se detekcijsko protutijelo obiljezeno s
indikatorskim enzimom i veze se na drugo vezno mjesto antigena. Antigen se tako nalazi u
»sendvicu® izmedu protutijela ,,za hvatanje* 1 detekcijskog protutijela (korak 2). Nevezano
detekcijsko protutijelo se ispire, a zatim se dodaje enzimski supstrat koji se transformira u
obojeni produkt ¢ija se apsorbancija moze mjeriti na ¢itacu (korak 3). Izmjerena apsorbancija
izravno je proporcionalna koncentraciji antigena u ekstraktu uzorka, koja se moze izracunati
iz bazdarne Krivulje (Scherf i Poms, 2016). Ova tehnika se moze koristi u kombinaciji s
,cocktail” otopinom za ekstrakciju, koja je korisna za ekstrakciju glutena ¢ak i u toplinski
obradenoj hrani (Valdes i sur., 2003). ,,Cocktail* otopina sadrzi redukcijsko sredstvo, koje
zajedno s alkoholnom ekstrakcijom, ekstrahira i monomerne i polimerne proteine glutena
(Garcia i1 sur., 2005). Medutim, nedostatak ,,sendvic* ELISA testa koji se temelji na RS

protutijelu jest da se moze koristiti samo za odredivanje ne-hidroliziranog glutena, jer
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zahtijeva prisutnost najmanje dva epitopa u proteinu ili peptidu. Ako procesiranje hrane
dovodi do stvaranja manjih fragmenata glijadina koji sadrze samo jedan epitop, kvantifikacija
viSe nije tocna (Mena i sur., 2012). Ovaj uvjet €ini ju neprikladnom za analizu glutena u
proizvodima koji sadrze djelomi¢no hidroliziran gluten, kao $to su pivo, proizvodi od Kiselog
tijesta ili esktrakt slada, jer ovi peptidi glutena mogu imati samo jedno mjesto vezanja (Scherf
i Poms, 2016).

Konkurentna ELISA moze se koristi i za intaktne proteine kao i za manje antigene
(peptide glutena), jer zahtijeva samo jedno mjesto vezanja. Poznata koliina antigena
imobilizirana je na povrSini mikrotitarske ploce. Uzorak koji sadrZi antigen i ogranicena,
konstantna koli¢ina, enzimom obiljezenog, protutijela dodaju se istovremeno u jazicu.
Tijekom inkubacije, imobilizirani i slobodni antigeni natjeCu se za mjesto vezanja na
protutijelu (korak 1). Ako je u uzorku prisutno vise antigena, manje ¢e protutijela biti vezano
za imobilizirane antigene. Nevezana protutijela, antigeni i kompleksi antigen/protutijelo
uklanjaju se ispiranjem. Nakon dodavanja enzimskog supstrata, stvara se proizvod u boji
(korak 2). U ovom slucaju, izmjerena apsorpcija je obrnuto proporcionalna koncentraciji
antigena u ekstraktu uzorka. Ponovno, za izraCunavanje koncentracije antigena u ekstraktu
uzorka koristi se bazdarna krivulja sa peptidom glutena ili peptidnom smjesom (Scherf i

(13

Poms, 2016). Konkurentna ELISA je jeftinija 1 brza od ,,sendvi¢* nacela, s obzirom da se
koristi samo jedno protutijelo i inkubacija uzorka i konjugiranog protutijela provodi se
zajedno (Mena i sur., 2012).

Opcenito, ELISA testovi nude brze rezultate, ne zahtijevaju sofisticiranu
laboratorijsku opremu, njima se lako rukuje, prikladni su za rutinske analize 1 ¢esto jeftiniji od
ostalih tehnika, a istice se 1 ponovljivost 1 osjetljivost. Unato¢ tim prednostima, postoje 1 neki
nedostaci. Pritom se komercijalno dostupni setovi ELISA testova razlikuju u mnogim
aspektima, Sto moze utjecati na rezultate. Ti aspekti ukljucuju princip ELISA testa (,,sendvic*
u usporedbi s konkurentnom), svojstva protutijela, njihove afinitete prema razli¢itim
zitaricama 1 glutenskim frakcijama, svojstva kalibracijskih standarda i ¢injenicu kako vecina
protutijela detektira samo prolamine topljive u alkoholu, tako da se sadrzaj glutena izra¢unava
dupliciranjem sadrzaja prolamina topljivih u alkoholu (Scherf i Poms, 2016; Diaz — Amigo i
Popping, 2013).

Za detektiranje kod zobi, prikladnost ELISA test ovisi o0 regulatornom okviru. U
Europskoj Uniji, Australiji i Novom Zelandu, gdje je zob navedena kao izvor glutena,
potreban je sekundarni test, jer ve¢ina monoklonskih protutijela (Skerrit, RS, a20) i Morinaga

poliklonsko protutijelo ne prepoznaju zob (Scherf i Poms, 2016; Londono i sur., 2013).
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Medutim, u Sjedinjenim Ameri¢kim drzavama, gdje se zob ne smatra izvorom glutena, testovi
za odredivanje kontaminacije zobi temeljeni na ovim monoklonskim protutijelima ili
poliklonskom protutijelu bili bi prikladni, ali G12 monoklonsko protutijelo bi bilo

neprikladno zbog svoje ograni¢ene krizne reaktivnosti sa zobi (Comino i sur., 2011).

Sendvi¢” ELISA Konkurentna ELISA

Protutijelo za . hwvatanje™

Antigen (gluten/peptidi glutena)
Imobilizirani antigen

Enzimski supstrat
@ Obojeni produkt

O
&
i Enzimom oznaéeno detekcijsko protutijelo
U

Slika 3. ,,Sendvi¢* ELISA (lijevo) i konkurentna ELISA (desno) (Scherf i Poms, 2016)
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJAL

3.1.1. Uzorci

Tijekom ovog istrazivanja analizirano je dvadeset sedam uzoraka (Tablica 2)
podijeljenih u skupine slastica, slozenih jela i pekarskih proizvoda. Bezglutenski proizvodi
prikupljeni su iz razli¢itih ugostiteljskih objekata (slasti¢arnice, prodavaonice brze hrane,
restorani) i prodavaonica u kojima se prodaju bezglutenski proizvodi hrvatskog podrijetla.
Uvjeti za prikupljanje uzoraka bili su da su proizvodi ili vidljivo navedeni kao bezglutenski,
ili su prema sastavu prirodno bezglutenski, ili je od strane kuhara/ica ili posluZzitelja/ica

usmeno receno da su proizvodi bezglutenski. Uzorci su homogenizirani uz pomo¢ mlinca, a

zatim je u njima, uz pomo¢ ELISA metode, odreden udio glutena.

Tablica 2. Uzorci u kojima su ELISA metodom odredeni udjeli glutena

Uzorci

Slastice
Uzorak 1 kola¢ od dumbira i mrkve
Uzorak 2 kola¢ krempita
Uzorak 3 kolac¢ od borovnice
Uzorak 4 kola¢ od limuna i badema
Uzorak 5 kola¢ od orasastih plodova
Uzorak 6 kola¢ od vanilije i marelice
Uzorak 7 muffin s vanilijom
Uzorak 8 kola¢ od badema i narance
Uzorak 9 keksi od indijskih orasc¢ica
Uzorak 10 keksi od heljde
Uzorak 11 keksi od oraha
Uzorak 12 keksi od vanilije
Uzorak 13 Palac¢inka
Uzorak 14 Palacinka
Uzorak 15 Sladoled
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SloZena jela

Uzorak 16 pizza capricciosa
Uzorak 17 falafel sa salatom
Uzorak 18 toast sendvi¢ od Sunke i sira

sendvi¢ u bezglutenskoj lepinji s

Uzorak 19 pljeskavicom od kvinoje, vucjeg boba 1
slanutka
Uzorak 20 zlevka s bu¢om
Uzorak 21 przeni krumpiriéi
Pekarski proizvodi
Uzorak 22 bijeli kruh
Uzorak 23 Baguette
Uzorak 24 pecivo sa sjemenkama
Uzorak 25 bijelo pecivo
Uzorak 26 kruh sa sjemenkama
Uzorak 27 kruh sa sjemenkama

3.1.2. Upitnik

U svrhu prikupljanja podataka 0 znanju o glutenu, bezglutenskoj prehrani, te nacinu
rukovanja i pripreme bezglutenskih proizvoda, proveden je upitnik medu kuharima/icama i
posluZziteljima/icama u ugostiteljskim objektima, koji u svojoj ponudi imaju bezglutenske
proizvode. Upitnik je sastavljen od 17 pitanja, kombinacijom pitanja posebno osmisljenih za
ovo istrazivanje, te pitanja koja su Simpson i sur. (2011) i Schultz i sur. (2017) koristili u
svojim istrazivanjima. Na samom pocetku upitnika nalaze se osnovna pitanja o dobi i spolu
ispitanika, u kojoj vrsti ugostiteljskog objekta rade te na koji nacin sudjeluju u pripremi
bezglutenskih proizvoda. Nadalje, postavljena su pitanja kako bi se saznalo koliko ispitanika
je Culo za celijakiju, a koliko za bezglutensku prehranu. Zatim, vrlo bitna pitanja postavljena u
upitniku su ona o tome jesu li ispitanici prosli edukaciju o pripremi i posluzivanju
bezglutenske hrane, postoji li u njihovoj kuhinji HACCP protokol za pripremu bezglutenskih
proizvoda i koriste li se prilikom pripreme i posluzivanja bezglutenskih proizvoda drugim
prostorijama, posudem, priborom i posebnim policama od onih koji se koriste za hamirnice

koje sadrze gluten. Osim toga, postavljena su pitanja kako bi se provjerilo znanje ispitanika o
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tome Sto je gluten, u kojim se zitaricama i namirnicama nalazi, §to je bezglutenska prehrana te

kako postupati s namirnicama koje ne sadrze gluten. Odgovori ispunjenih anketa obradeni su

uz pomo¢ programa Microsoft Office Excel 2007.

3.1.3. Kemikalije

Pri izradi diplomskog rada koriSteni su sljede¢i reagensi iz seta za ELISA test,

RIDASCREEN® Gliadin (R7001), proizvodaca R-Biopharm AG, Njemacka:

bocice s 6 glijadinskih standarda, 1,3 mL svakog (0 ppb, 5 ppb, 10 ppb, 20 ppb, 40
ppb i 80 ppb glijadina u vodenoj otopini, pripremljene za upotrebu)

bocica s konjugatom (1,2 mL), antitijelo konjugirano s peroksidazom, koncentrat
bocica sa supstratom (7 mL), sadrzi urea peroksid

bocica s kromogenom (7 mL), sadrzi tetrametilbenzidin

bocica sa stop otopinom (14 mL), sadrzi 1 N sumpornu kiselinu

bocica s razrjedivac¢em uzoraka (60 mL), koncentriran 5x

bocica s puferom za ispiranje (100 mL), koncentriran 10x

Dodatni reagensi koji su potrebni, a nisu osigurani u kitu za ELISA test:

destilirana voda
Cocktail (patentirana) (R7006, 105 mL) otopina
96%-tni etanol

80%-tni etanol

3.1.4. Laboratorijska oprema i pribor

Tijekom istraZivanja koriSteni su sljedeci uredaji:

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

mlinac, (Waring, tip HGB2WTS3, SAD)

vortex mijesalica (VWR, tip VV3)

vodena kupelj (INKO, Zagreb)

centrifuga (Rotofix 32A, Hettich, Njemacka) (Slika 4)

tresilica (Four E's Scientific, tip M10103002) (Slika 5)

ELISA Microplate reader s uklju¢enim racunalnim programom RIDA SOFT Win
(Z9999) (Slika 6)
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Slika 4. Centrifuga

Slika 5. Tresilica
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Slika 6. ELISA Microplate reader

Tijekom istrazivanja koristeno je sljedece posude i pribor:
e automatska pipeta

e nastavci za pipetu

e plasti¢ne Zli¢ice

e plasti¢ne epruvete

e staklena ¢aSa od 100 mL

e staklena ¢aSa od 250 mL

e stanievina

e mikrotitarska ploca s 96 jaZica (12 traka s 8 jaZica)

3.2. METODE RADA

Uzorci u kojima se odreduje koli€ina glutena pripremaju se na specifi¢an nacin i u
posebnim uvjetima, kako bi se sprijecila moguénost kontaminacije.

Uzorci se najprije homogeniziraju uz pomo¢ mlinca koji je dobro opran, osusen i
dezinficiran 96%-tnim alkoholom. Nakon meljave svakog pojedinog uzorka, mlinac se mora
na navedeni nacin dobro ocistiti kako bi se sprijecila krizna kontaminacija, odnosno medu
zagadenje uzoraka. Nakon meljave uzorak je do provedbe analize pospremljen u plasti¢ne
vrecice sa zatvaracem.

U posebno oznacene kivete s cepom vaze se 0,25 g dobro homogeniziranog uzorka
koji je zatim spreman za ekstrakciju Cocktail (patentirana) otopinom prema principu rada s
ELISA kitom.
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3.2.1. Princip rada s ELISA kitom

KoriSteni test s obzirom na princip predstavlja ,,sendvic* ELISA test, a osnova testa je
reakcija antigen-protutijelo. Jazice mikrotitarske plo¢e presvucene su specifiCnim
protutijelima na glijadin. Dodavanjem standardne otopine ili uzorka u jazice, prisutni glijadin
vezat ¢e se na specificna protutijela na zidovima jazica, a rezultat je nastajanje kompleksa
antigen-protutijelo. Komponente koje se nisu vezale na protutijela uklanjaju se u koracima
ispiranja. Zatim se dodaje protutijelo konjugirano na peroksidazu (enzimski konjugat).
Protutijelo-konjugat veze se na kompleks protutijelo-antigen i stvara se antitijelo-antigen-
antitijelo (,,sendvi¢®) kompleks. Bilo koji nevezani enzimski konjugat uklanja se u koraku
ispiranja. Potom se u jazice dodaje enzimski supstrat i kromogen. Vezani enzimski konjugat
pretvara bezbojni kromogen u plavo obojeni produkt. Dodatak stop reagensa dovodi do
promjene boje iz plave u zutu, a mjerenje se provodi na ¢itacu pri 450 nm. Apsorbancija je

proporcionalna koncentraciji glijadina u uzorku.

3.2.1.1. Ekstrakcija uzorka Cocktail (patentirana) otopinom

Gluten se ekstrahira iz uzoraka s 2,5 mL Cocktail (patentirana) otopine, mijeSa se na
vortex mijeSalici 5-10 sekundi 1 inkubira na 50°C, 40 minuta u vodenoj kupelji.

Nakon §to se kivete ohlade dodaje se 7,5 mL svjeze pripremljenog 80%-tnog etanola.
Uzorak se ponovo mije$a na vortex mijesalici, a potom se jedan sat mijeSa na tresilici, pri

sobnoj temperaturi.

3.2.1.2. Centrifugiranje i odvajanje supernatanta

Centrifugiranje kiveta s uzorkom provodi se u centrifugi pri najmanje 2500
okretaja/minuti tijekom 10 minuta. Nakon toga se supernatant odvaja u posebne epruvete s

cepom.

3.2.1.3. Priprema testa

Potrebno je izvaditi sve reagense na sobnu temperaturu prije upotrebe.
Pufer za razrjedivanje uzoraka dan je kao koncentrat (5x). Stoga, potrebno ga je
prethodno razrijediti i priprema se tako da se jedan dio originalne otopine koncentriranog

pufera za razrjedivanje razrjeduje s Cetiri dijela destilirane vode (na primjer 3 mL koncentrata
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pufera za razrjedivanje s 12 mL destilirane vode, Sto je dovoljno za razrjedivanje deset
uzoraka). Pritom treba biti siguran da pufer nije kontaminiran s glijadinom. Tako pripravljena
otopina ostaje stabilna na +4°C.

Specifi¢ni konjugat dan je kao koncentrat (11x). Koncentrat konjugata razrjeduje se u
omjeru 1:11 s destiliranom vodom (na primjer 200 pL koncentriranog konjugata s 2 mL
destilirane vode, dovoljno je za 2 trake jazica).

Pufer za ispiranje takoder je dan kao koncentrat (10x). Prije upotrebe, pufer za
ispiranje potrebno je razrijediti u omjeru 1:10 s destiliranom vodom (na primjer 100 mL
koncentriranog pufera s 900 mL destilirane vode). Prije razrjedivanja potrebno je otopiti
mogucée formirane kristale inkubacijom pufera u vodenoj kupelji na 37°C. Razrijedeni pufer
stabilan je na 2-8°C, 4 tjedna.

Uzorak se razrjeduje u omjeru 1:12,5 s razrijedenim puferom za razrjedivanje (na
primjer 80 pL uzorka s 920 uL razrijedenog pufera za razrjedivanje), a konacni faktor
razrjedenja iznosi 500, odnosno 1:500.

Za uzorke koji sadrze aproksimativno 100 mgkg™ glutena, preporuca se razrjedenje
1:2500.

Nakon razrjedenja uzorci su spremni za izvodenje testa.

3.2.1.4. Izvodenje testa

Na samom pocetku umetne se dovoljan broj jazica u mikrotitarsku ploc¢u (Slika 7) za

sve standarde i uzorke, u duplikatu.

T M S oy D W g O g T

Slika 7. Mikrotitarska plo¢a s umetnutim jaZicama
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Dodaje se 100 uL svake otopine standarda ili uzorka u odvojene jazice u duplikatu
nakon ¢ega slijedi inkubacija 30 minuta, na sobnoj temperaturi.

Nakon inkubacije potrebno je izliti tekuéinu iz jazica, naglim okretanjem, a potom
tapkanjem mikrotitarske ploCice snazno gore-dolje (tri puta) od upijaju¢i papir, kako bi
osigurali potpuno uklanjanje tekucine iz jazica. Zatim se u svaku jazicu dodaje 250 uL
razrijedenog pufera za ispiranje, tekucina se ponovno izlijeva i mikrotitarska plocica se tapka
od upijajuéi papir. Isti postupak potrebno je ponoviti jo§ dva puta.

Nakon ispiranja, dodaje se 100 uL razrijedenog konjugata u svaku jaZicu, a zatim
slijedi inkubacija 30 minuta, na sobnoj temperaturi.

Nakon inkubacije ponovno slijedi ispiranje tri puta na isti nacin kako je prethodno
opisano.

Poslije ponovnog ispiranja, dodaje se 50 uL supstrata i 50 uL kromogena u svaku
jazicu. Potrebno je njezno protresti mikrotitarsku plocu, a zatim slijedi inkubacija 30 minuta,
na sobnoj temperaturi u mraku.

Razvijanje plave boje rezultat je veze s detektorskim antitijelom, a intenzitet obojenja
ukazuje na koli¢ine glutena u uzorku.

Dodavanjem 100 pL stop reagensa u svaku jaZicu, plavo obojenje se mijenja u Zuto, a

potom slijedi o€itanje na Citacu.

3.2.1.5. Ocitanje na citacu

Ocitanje na ¢itacu, na 450 nm, treba se provesti unutar 30 minuta od dodavanja stop
reagensa.

Uz pomo¢ dobivenih vrijednosti apsorbancija za standarde potrebno je prvo nacrtati
bazdarnu krivulju. Potom se sa bazdarne krivulje, na temelju apsorbancije dobivene za svaki
uzorak, otita koncentracija glijadina u pgkg™ (ppb) u uzorku. Dobivenu vrijednost potrebno
je pomnoziti s preporuc¢enim faktorom razrjedenja. Nadalje, taj se rezultat treba pomnoziti s 2
kako bi se odredila koncentracija glutena, s obzirom kako glijadin obi¢no predstavlja 50%
proteina prisutnog u glutenu. Za konverziju iz ppb (ugkg™) u ppm (mgkg™) rezultat je
potrebno podijeliti s 1000.

Limit detekcije metode iznosi 1,5 mgkg™ (ppm) glijadina ili do 3 mgkg™ (ppm)
glutena, a limit kvantifikacije iznosi 2,5 mgkg™ (ppm) glijadina ili do 5 mgkg™ (ppm) glutena.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U svrhu izrade ovog diplomskog rada uz pomo¢ ,sendvic“ ELISA testa,
RIDASCREEN® Gliadin (R7001), odreden je udio proteina glutena u bezglutenskim
proizvodima iz razli¢itih ugostiteljskih objekata (slasti¢arnice, prodavaonice brze hrane,
restorani) i prodavaonica u kojima se prodaju bezglutenski proizvodi hrvatskog podrijetla.
Pritom su za potrebe istrazivanja odabrani uzorci koji su ili vidljivo navedeni kao
bezglutenski, ili su prema sastavu prirodno bezglutenski, ili je od strane kuhara/ica ili
posluzitelja/ica usmeno re¢eno da su proizvodi bezglutenski. Uzorci su podijeljeni u skupine
slastica, slozenih jela i pekarskih proizvoda. Osim toga, proveden je upitnik kako bi se ispitalo
znanje o glutenu, bezglutenskoj prehrani, kao i o nacinu rukovanja bezglutenskim
namirnicama i  pripremi  bezglutenskih  proizvoda, medu kuharima/icama ili
posluziteljima/icama u ugostiteljskim objektima, koji u svojoj ponudi imaju bezglutenske
proizvode. Takoder, proveden je kako bi se ispitala i njihova osvijeStenost o mogucnosti
kontaminacije bezglutenskih proizvoda. Rezultati odredivanja udjela glutena (mgkg™)
prikazani su u Tablicama 3 do 5, a odgovori na pitanja iz upitnika prikazani su grafi¢ki na
Slikama 8 do 20.

41. UDIO PROTEINA GLUTENA ODREDEN ELISA TESTOM U
BEZGLUTENSKIM PROIZVODIMA

Rezultati istrazivanja u Tablicama 3 do 5 prikazuju udjele proteina glutena odredene u
uzorcima iz skupine slastica, slozenih jela i pekarskih proizvoda. Udio glutena u tim
proizvodima kreée se u rasponu od manje od 5 mgkg™, odnosno ispod limita kvantifikacije,
do 145,91 mgkg™ (Uzorak 14, palaginka). Pritom od 27 ispitanih uzoraka 21 uzorak (77,8%)
ima udio glutena manji od 5 mgkg™, odnosno ispod limita kvantifikacije, a u preostalih 6
uzoraka (22,2%) udio glutena je iznad 5 mgkg™ uzorka. Od 6 uzoraka 4 uzorka (66,7%) imaju
udio glutena veéi od 20 mgkg™.

Rezultati u Tablici 3, prikazuju da je u skupini slastica najvisi udio glutena odreden u
Uzorku 14 (145,91 mgkg™), a slijedi ga Uzorak 8 (95,64 mgkg™). Prema Uredbi (EU) br.
828/2014 Uzorak 14 (palacinka) ne spada u bezglutenske proizvode jer je udio glutena veci
od 100 mgkg™ uzorka, dok se Uzorak 8 (kola¢ od dumbira i mrkve) moZe navoditi kao

proizvod s vrlo malim sadrZajem glutena, jer je udio glutena veéi od 20 mgkg™, ali manji od
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100 mgkg™ uzorka. U ostalim uzorcima udio glutena je ispod limita kvantifikacije, te prema

Uredbi 828/2014 mogu se smatrati i navoditi kao proizvodi bez glutena.

Tablica 3. Prikaz rezultata sadrzaja glutena dobivenih ELISA metodom u slasticama koje su

oznacene da ne sadrze gluten

Srednja o gluten
) . Izracunato | *faktor | Glijadin L
Uzorci vrijednost L . | mokg
. ngmL’ mnoZenja | mgkg
A (ppm)
Slastice
kola¢ od dumbira i
Uzorak 1 0,083 <5,00 500 <2,50 <5,00
mrkve
Uzorak 2 kola¢ krempita 0,050 <5,00 500 <2,50 <5,00
Uzorak 3 kola¢ od borovnice 0,064 <5,00 500 <2,50 <5,00
kola¢ od limuna i
Uzorak 4 0,103 <5,00 500 <2,50 <5,00
badema
kola¢ od orasastih
Uzorak 5 0,050 <5,00 500 <2,50 <5,00
plodova
kola¢ od vanilije i
Uzorak 6 _ 0,055 <5,00 500 <2,50 <5,00
marelice
Uzorak 7 muffin s vanilijom 0,056 <5,00 500 <2,50 <5,00
kola¢ od badema i
Uzorak 8 y 0,749 19,13 2500 47,82 95,64
narance
keksi od indijskih
Uzorak 9 0,052 <5,00 500 <2,50 <5,00
orascica
Uzorak 10 keksi od heljde 0,086 <5,00 500 <2,50 <5,00
Uzorak 11 keksi od oraha 0,055 <5,00 500 <2,50 <5,00
Uzorak 12 keksi od vanilije 0,061 <5,00 500 <2,50 <5,00
Uzorak 13 paladinka 0,115 <5,00 500 <2,50 <5,00
Uzorak 14 pala¢inka 1,123 29,18 2500 72,86 145,91
Uzorak 15 sladoled 0,053 <5,00 500 <2,50 <5,00

U skupini slozenih bezlutenskih jela, prikazanih u Tablici 4, udio glutena kvantificiran

je u 3 uzorka, Uzorku 16, Uzorku 18 i Uzorku 19. Pritom je najvisi udio odreden u Uzorku 16
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(105,10 mgkg™), a zatim u Uzorku 19 (72,03 mgkg™). Prema Uredbi 828/2014 Uzorak 16
(pizza capricciosa) ne moze se smatrati bezglutenskim jer je udio glutena u tom uzorku veci
od 100 mgkg™. Uzorak 19 (sendvi¢ u bezglutenskoj lepinji s pljeskavicom od kvinoje, vugjeg
boba i slanutka) se moze navoditi kao proizvod koji ima vrlo mali sadrzaj glutena jer je udio
glutena u uzorku veéi od 20 mgkg™, a manji od 100 mgkg™ uzorka. Nasuprot tome, Uzorak 18
(toast sendvi¢ od Sunke i sira) ima udio glutena manji od 20 mgkg™ uzorka, pa prema tome se
moze navoditi kao proizvod bez glutena, zajedno s preostalim uzorcima u kojima je udio
glutena ispod limita kvantifikacije. Oliveira i sur. (2014) proveli su istrazivanje kako bi se
procijenila kontaminacija glutenom u grahu serviranom u samoposluznim restoranima u
Brazilu, a koji se priprema s vise sastojaka, koji ne sadrze gluten. Od 60 uzoraka u 20
razli¢itih restorana, 10 uzoraka (16,66%) pokazalo je udio glutena veé¢i od 20 mgkg™ iz
razloga Sto ne postoji standardizacija u pripremi graha, a kuhari ¢esto koriste pSeni¢no brasno
kako bi zgusnuli bujon graha i brze ga pripremili. Takvi postupci predstavlja skriveni rizik za
osobe s celijakijom, ali i ukazuje na vaznost edukacije kuhara koji pripremaju jela, Sto se

moze zakljuciti i na temelju rezultata u Tablici 4.

Tablica 4. Prikaz rezultata sadrzaja glutena dobivenih ELISA metodom u slozenim jelima

kojia su oznacena da ne sadrZe gluten

Srednja | Izracunat | Gluten
_ . *Faktor | Glijadin 1
Uzorci vrijednost 0 . | makg
- ., | mnoZenja | mgkg
A ngmL (Ppm)
SloZena jela
Uzorak 16 pizza capricciosa 0,823 21,02 2500 52,55 105,10
Uzorak 17 falafel sa salatom 0,058 <5,00 500 <2,50 <5,00
toast sendvic od Sunke 1
Uzorak 18 ) 0,214 5,61 500 2,80 5,61
sira
sendvi¢ u bezglutenskoj
lepinji s pljeskavicom
Uzorak 19 1,933 72,03 500 36,01 72,03
od kvinoje, vuc¢jeg boba
i slanutka
Uzorak 20 zlevka s bu¢om 0,059 <5,00 500 <2,50 <5,00
Uzorak 21 przeni krumpirici 0,051 <5,00 500 <2,50 <5,00
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U Tablici 5 prikazani su rezultati za skupinu pekarskih proizvoda koji su oznaceni da
ne sadrze gluten. Pritom je samo za Uzorak 27 (kruh sa sjemenkama) kvantificiran udio
glutena (7,53 mgkg™). S obzirom da je udio glutena u svim uzorcima manji od 20 mgkg™,
prema Uredbi 828/2014 svi proizvodi iz ove skupine mogu se navoditi kao proizvodi bez
glutena. U istrazivanje u Brazilu koje su proveli Farage i sur. (2016), na puno ve¢em uzorku
od 130 analiziranih bezglutenskih pekarskih proizvoda, zabiljezeno je 28 uzoraka (21,4%) s
udjelom glutena iznad 20 mgkg™. Tako visoki rezultati u tom istrazivanju su o&ekivani zbog
velike manipulacije pSeni¢nim brasnom u pekarama, pa je stoga i veca opasnost od
kontaminacije. Medutim, s obzirom da za potrebe ovog istrazivanja nismo pronasli klasi¢nu
pekaru koja uz proizvode koji sadrze gluten proizvodi i bezglutenske proizvode, ve¢ je rije¢
uglavnom o manjim tvrtkama koje proizvode iskljucivo bezglutenske pekarske proizvode,

potvrdena su ocekivanja niskih udjela glutena.

Tablica 5. Prikaz rezultata sadrzaju glutena dobivenih ELISA metodom u pekarskim

proizvodima koji su oznacéeni da ne sadrze gluten

Srednja o Gluten
_ . Izra¢unato | *Faktor | Glijadin L
Uzorci vrijednost L L mgkg
. ngmL’ mnozZenja mgkg’
A (Ppm)
Pekarski proizvodi
Uzorak 22 bijeli kruh 0,085 <5,00 500 <2,50 <5,00
Uzorak 23 baguette 0,130 <5,00 500 <2,50 <5,00
pecivo sa
Uzorak 24 _ 0,069 <5,00 500 <2,50 <5,00
sjemenkama
Uzorak 25 | bijelo pecivo 0,048 <5,00 500 <2,50 <5,00
kruh sa
Uzorak 26 _ 0,155 <5,00 500 <2,50 <5,00
sjemenkama
kruh sa
Uzorak 27 _ 0,299 7,53 500 3,77 7,53
sjemenkama
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Iz razloga Sto je konsenzus medu znanstvenicima kako, s obzirom na prag osjetljivosti
svakog oboljelog, dnevna konzumacija glutena ne bi trebala prije¢i 50 mg (Ciclitira i sur.,
2005; Catassi i sur., 2007) u osoba oboljelih od celijakije, izra¢unata je koli¢ina glutena koju
bi osoba unijela jednom porcijom pojedinog uzorka. Izracunata koli¢ina glutena u serviranoj
porciji analiziranih uzoraka u kojima je utvrden gluten veci od limita kvantifikacije metode

prikazana je u Tablici 6.

Tablica 6. Koli¢ina glutena u serviranoj porciji analiziranih uzoraka

Masa Koli¢ina glutena
Uzorci servirane u serviranoj
porcije (g) porciji (mQg)
Uzorak 8 kola¢ od badema i narance 117 11,19
Uzorak 14 palacinka 180 26,26
Uzorak 16 pizza capricciosa 440 46,24
Uzorak 18 toast sendvic¢ od Sunke i sira 210 1,18
sendvi¢ u bezglutenskoj lepinji
Uzorak 19 s pljeskavicom od kvinoje, 300 21,61
vucjeg boba i slanutka
Uzorak 27 kruh sa sjemenkama 50 0,38

Prema izracunu koliCine glutena u serviranoj porciji analiziranih uzoraka, uoc¢eno je
kako ve¢ unosom, na primjer jedne bezglutenske palacinke, bezglutenske pizze capricciose i
jednog sendvica u bezglutenskoj lepinji s pljeskavicom u jednom danu, osoba unese puno vise
od granice koju navode Catassi i sur. (2007). Stoga, osobe koje konzumiraju bezglutenske
proizvode, iz zdravstvenih razloga, trebaju biti na oprezu. Takoder, proizvodaci bi trebali
pazljivije pripremati bezglutenske proizvode i paziti da prilikom pripreme ne dode do

kontaminacije.

Medutim, valja naglasiti da unato¢ tome §to je ELISA R5 metoda po Mendezu
prihvacdena kao glavna metoda za odredivanje udjela glutena u hrani, od strane Codex
Alimentarius (1979 rev. 2008), ova tehnika zahtjeva prisutnost najmanje dva epitopa u

proteinu ili peptidu kako bi se detektirao gluten. Stoga, ukoliko je tijekom pripreme pojedinih
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proizvoda doslo do hidrolize proteina glutena na peptide koji sadrze samo jedan toksicni

epitop (Mena i sur., 2012), rezultati u kona¢nici mogu biti podcijenjeni.

4.2. UPITNIK O GLUTENU | BEZGLUTENSKIM PROIZVODIMA

Kao dio ovog istrazivanja proveden je upitnik medu kuharima/icama i
posluziteljima/icama ugostiteljskih objekata gdje su prikupljeni uzorci, a koji u svojoj ponudi
imaju bezglutenske proizvode. Nisu svi pristali ispuniti anketu tako u konacnici anketu je
ispunilo svega 8 ispitanika u dobi od 19 do 52 godine, od kojih su 25% (n=2) bile Zene, a 75%
(n=6) muskarci. Ispitalo se njihovo znanje o glutenu, bezglutenskoj prehrani, naéinu
rukovanja i pripreme bezglutenskih proizvoda, kao i 0 osvijeStenosti o mogucénostima
kontaminacije proizvoda. Upitnik je ukupno sadrzavao 17 pitanja. Odgovori na pitanja iz
upitnika prikazani su na slikama 8 do 20.
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Slika 8. Mijesto zaposlenja osoba koje su pristale sudjelovat u upitniku (n=8)

Najvise ispitanika koji su pristali sudjelovat u upitniku radi u slasti¢arnici (50%), a
najmanje u restoranu (12,5%) (Slika 8). Pritom, vecina ispitanika sudjeluje u pripremi kao
kuhar ili kuharica (62,5%), a ostali ispitanici sudjeluje kao posluzitelj ili posluziteljica (Slika
9).
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Slika 9. Graficki prikaz odgovora ispitanika (n=8) na pitanja ,,Na koji nacin sudjelujete u

pripremi bezglutenskih proizvoda?

Vise od polovice ispitanika (n=5; 62,5%) ¢ulo je za celijakiju, a ostatak nije ¢uo za
celijakiju (n=3; 37,5%) (Slika 10). Unato¢ malom broju ispitanika, rezultati pokazuju na
slabiju upucenost ispitanika o zdravstvenom problemu kojeg gluten moze izazvati, iako
sudjeluju u pripremi ili posluzivanju bezglutenskih proizvoda. Ipak, potrebno je provesti
istrazivanje s ve¢im brojem ispitanika kako bi se istrazila svijest hrvatskih kuhara o
prisutnosti celijakije kao poremecaja. Ipak, u ve¢im studijama koje su provedene u Engleskoj,
Sjedinjenim Americkim Drzavama i na Novom Zelandu uoceno je povecanje svijesti O
celijakiji kroz godine (Karajeh i sur., 2005; Aziz i sur., 2014; Simpson i sur., 2011; Schultz i
sur., 2017). U istrazivanju koje su 2003. godine proveli Karajeh i sur. (2005) u Engleskoj, od
322 ispitana kuhara 55 ih je odgovorilo potvrdno (17,1%). Medutim, 2013. godine, nakon 10
godina ponovljeno je isto istrazivanje te je uoteno povecanje svijesti o postojanju celijakije
kao poremecaja povezanog s glutenom. Pritom je sudjelovalo 265 kuhara od kojih je 207
odgovorilo potvrdno, te se postotak povisio na 78,1%, $to je puno vise nego u prethodnoj
studiji (Aziz i sur., 2014). Nadalje, Simpson i sur. (2011) proveli su istrazivanje u kojem je od
430 ispitanih kuhara njih 330 odgovorilo potvrdno (77%), a U najnovijem istraZivanju na
Novom Zelandu (Schultz i sur., 2017) od 90 ispitanih kuhara, 78 kuhara odgovorilo je
potvrdno (87%).
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Slika 10. Graficki prikaz odgovora ispitanika (n=8) na pitanja ,,Jeste li ¢uli za celijakiju?*

Unato¢ tome S$to neki od ispitanika nisu Culi za celijakiju, svi ispitanici su culi za
bezglutensku prehranu. Ove rezultate potvrduje i istrazivanje koje su proveli Schultz i sur.
(2017) gdje su svi ispitanici bili upoznati s bezglutenskom prehranom. Takvi rezultati su i
o¢ekivani s obzirom na povecéani publicitet bezglutenske prehrane putem cCasopisa, novina,
knjiga i interneta.

Nadalje, iznenadujuce je da nitko od ispitanika nije prosao edukaciju o pripremi ili
posluzivanju bezglutenske hrane. lako se na ovako malom uzorku ispitanika ne moze
generalizirati, izostanak edukacije zaposlenika zasigurno poveéava mogucnost kontaminacije
prilikom pripreme ili posluzivanja bezglutenskih jela. S obzirom da je u 4 uzorka od 27
uzoraka odreden udio glutena veéi od 20 mgkg™, edukacija zaposlenika vrlo je vazna kako bi
se smanjio broj kontaminiranih uzoraka i1 povecala sigurnost osoba koje bezglutensku
prehranu provode iz zdravstvenih razloga

Na pitanje o postojanju HACCP protokola za pripremu bezglutenskih proizvoda (Slika
11) vecina ispitanika (n=6) odgovorila je potvrdno. Medutim u sljede¢em pitanju o koristenju
razli¢itog posuda, pribora i posebnih polica, od onih koji se koriste za proizvode s glutenom
(Slika 12) polovica je odgovorila potvrdno, a polovica je odgovorila ,,ne. U istrazivanju koje
su proveli Schultz i sur. (2017), 75,6% ispitanih kuhara nije bilo svjesno vaznosti 1 potrebe
protokola kao i odvojenog pribora, posuda i povrSina za pripremu kako bi se osiguralo da
hrana budu bezglutenska. Stoga, osim §to je vazna edukacija zaposlenika, vrlo je vazno
osigurati odvojeno posude, pribor, police kao i dijelove kuhinje u kojima ¢e se posebno
pripremati bezglutenski proizvodi, jer se na taj nain nastoji smanjiti mogucénost

kontaminacije.
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Slika 11. Graficki prikaz odgovora ispitanika (n=8) na pitanja ,,Postoji li u vasoj kuhinji
HACCP protokol za pripremu bezglutenskih obroka?
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Slika 12. Graficki prikaz odgovora ispitanika (n=8) na pitanja ,,Koristite li prilikom
pripreme/posluzivanja bezglutenskih proizvoda drugo posude, pribor i posebne police, od

onih koje koristite za pripremu/posluzivanje ostalih proizvoda?

Takoder, kao $to prikazuju rezultati na Slici 13, samo jedan (12,5%) od osam
ispitanika odgovorio je da bezglutenske proizvode pripremaju u prostorijama odvojenim od
onih gdje se pripremaju i ostali proizvodi. Ovakav rezultat ponovno ukazuje na povecanu
mogucnost kontaminacije bezglutenskih proizvoda jer ukoliko, u istom prostoru gdje se
pripremaju bezglutenski proizvodi, dolazi do manipulacije na primjer pSeni¢nim brasnom,

vrlo lako moze do¢i do kontaminacije.
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Slika 13. Graficki prikaz odgovora ispitanika (n=8) na pitanja ,,Pripremaju li se bezglutenski

proizvodi u odvojenim prostorijama od onih gdje se pripremaju ostali proizvodi?*

Vedina ispitanika je toéno definirala gluten (Slika 14), ali jedan ispitanik odgovorio je
neto¢no da je gluten masnoca, te je jo$ jedan ispitanik netocno odgovorio da je gluten
bjelancevina koju sadrzi mlijeko. Unato¢ malom broju ispitanika, ovakvi rezultati pokazuju da
medu pojedincima postoje poteSkoce u definiranju $to je gluten. Takoder, upitnik koje je
provela organizacija NSF International medu 1,012 Amerikanaca o njihovom znanju o
glutenu, uoc€eno je da iako je vecina ispitanika cula za gluten (90%), ve¢ina ima poteskoca
oko definiranja $to je gluten. Pritom, gluten je to¢no definiralo samo 35% ispitanika (Arbor,
2015).

Udio ispitanika (%)
P NWHDOITO 0

OO OO OOCOoOOoOo

masnoc¢a koju  bjelancevina koju bjelancevina koju
sadrzi Zitarica sadrzi mlijeko sadrZi pSenica,
jeCam, raz i zob

Sto je gluten?

Slika 14. Grafi¢ki prikaz odgovora ispitanika (n=8) na pitanja ,,Gluten je:*
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lako su svi ispitanici ¢uli za bezglutensku prehranu, rezultati prikazani na Slici 15
ukazuju na poteskoce oko definiranja Sto je bezglutenska prehrana. Vecina ispitanika (n=5;
62,5%) je odgovorilo je tofno, medutim 37,5% (n=3) ispitanika odgovorilo je kako
bezglutensku prehranu podrazumijeva prehrana bez mlijeka i glutena. Time se ponovno
ukazuje na potrebu za edukacijom, osobito u ugostiteljskim objektima koji u svojoj ponudi
imaju bezglutenske proizvode kako bi se razjasnilo §to se podrazumijeva pod pojmom
bezglutenske prehrane.
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Bezglutenska prehrana

Slika 15. Grafi¢ki prikaz odgovora ispitanika (n=8) na pitanja ,,Bezglutenska prehrana
podrazumijeva:*

Nadalje, vecina ispitanika je svjesna (n=7; 87,5% u oba pitanja) (Slika 16 i Slika
17) kako se namirnice koje sadrze gluten moraju nalaziti na posebnom mijestu, te da se
bezglutenski kruh treba odvojeno rezati, servirati i prenositi od namirnica koje sadrZe gluten.
Medutim, kao $to je prethodno prikazano na Slici 12 polovica ispitanika se izjasnila da uistinu

koristi odvojeno posude, pribor 1 police od onih koje koriste za hranu koja sadrzi gluten.
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Gdje se moraju nalaziti namirnice bez glutena?

Slika 16. Graficki prikaz odgovora ispitanika (n=8) na pitanja ,,Namirnice bez glutena moraju
biti:*
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moze se servirati sa odvojeno se reze, moze se rezati u
drugim kruhom servira i prenosi rezalici gdje se reze
i ostali kruh

Serviranje i rezanje bezglutenskog kruha

Slika 17. Grafi¢ki prikaz odgovora ispitanika (n=8) na pitanja ,,Bezglutenski kruh:*

Kao sto postoje poteskoce u definiranju Sto je gluten, takoder uocene su poteskoce oko
slicnog pitanja, odnosno u kojim zitaricama se nalazi gluten (Slika 18). Pritom je polovica
ispitanika to¢no odabralo da su to pSenica, jeCam, razi i zob, dok je druga polovica ispitanika

neto¢no odgovorila da su to pSenica, kukuruz, raz i zob.
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Slika 18. Graficki prikaz odgovora ispitanika (n=8) na pitanja ,,Gluten se nalazi u:*

Kao sto je ve¢ receno, gluten moze biti skriveni sastojak razli¢itih proizvoda pa tako i
suhomesnatih proizvoda. Iako je veéina ispitanika toéno odgovorila da se u bezglutenskoj
prehrani bez opasnosti moze konzumirati sve vrste voca (Slika 19), neki su ispitanici

odgovorili da se bez opasnosti takoder mogu konzumirati i suhomesnati proizvodi (37,5%).
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0 _
sve vrste voca suhomesnate  $krob ukljucujudi i
proizvode pSeni¢ni
Namirnice i proizvodi koji su mogu konzumirati
bez opasnosti

Slika 19. Grafi¢ki prikaz odgovora ispitanika (n=8) na pitanja ,,Osobe na bezglutenskoj

prehrani mogu bez opasnosti konzumirati:*
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Rezultati prikazani na Slici 20 prikazuju da su svi ispitanici to¢no odabrali kruh te da
je veéina (n=7) to¢no odabrala pastu, kao namirnice koje sadrze gluten. Medutim, medu
ponudenim namirnicama, kao one koje sadrze gluten, dva ispitanika odabralo je piletinu, dva
ispitanika je odabralo kikiriki maslac, dok je jedan ispitanik odabrao vino. U istrazivanju koje
su proveli Simpson 1 sur. (2011), ve¢ina kuhara to¢no je odabrala kruh (90%) 1 pastu (90%)
kao namirnice koje sadrze gluten, ali znacCajna manjina neto¢no je odabrala kikiriki maslac
(16%), vino (10%), piletinu (4%), ulje (3%) i sol (3%), kao namirnice koje sadrze gluten.
Stoga ukoliko kuhari/ice 1 posluzitelji/ice nisu prosli formalnu edukaciju o tome koje
namirnice sadrze gluten, a koje ne, postoji veéa moguénost da ¢e doc¢i kontaminacije

bezglutenskih proizvoda prilikom pripreme ili posluzivanja.
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Slika 20. Graficki prikaz odgovora ispitanika (n=8) na pitanja ,,Od ponudenih namirnica

gluten sadrze:*

Codex Alimentarius (1979 rev. 2008) definirao je ELISA R5 metodu po Mendezu kao
glavnu metodu za odredivanje glutena u hrani. Stoga, u ovom istrazivanju za potrebu izrade
diplomskog rada, uz pomo¢ ELISA metode odreden je udio proteina glutena u bezglutenskim
proizvodima iz skupine slastica, slozenih jela i pekarskih proizvoda. Na taj nacin ispitana je
moguc¢a kontaminacija u 27 razlicitih uzoraka, a udio glutena u tim proizvodima kreée se u
rasponu od manje od 5 mgkg™, odnosno ispod limita kvantifikacije, do 145,91 mgkg™. lako
veéina uzoraka, odnosno 21 uzorak (77,8%) ima udio glutena ispod limita kvantifikacije, 6
uzoraka (22,2%) ima udio glutena iznad 5 mgkg™. Od 6 uzoraka u kojim je kvantificiran udio

glutena, proizvodima bez glutena prema Uredbi 828/2014 mogu se smatrati samo 2 uzorka,
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jer preostala 4 uzorka imaju udio glutena iznad 20 mgkg™. S obzirom da kontaminacija
predstavlja skriveni rizik za osobe koje iz zdravstvenih razloga izbjegavaju gluten, potrebno je
obratiti ve¢u pozornost na sprjecavanje kontaminacije bezglutenskih proizvoda. Takoder,
osobe koje moraju izbjegavati gluten trebaju biti na oprezu prilikom konzumacije hrane izvan
svog doma. Kontaminacija se moze umanjiti koriStenjem odvojenih prostorija, odvojenih
polica, pribora i posuda od onih koji se koriste za proizvode koje sadrze gluten. Medutim, u
upitniku koji je proveden kao dio ovog istrazivanja, na malom broju ispitanik (n=8) medu
kuharima/icama i posluziteljima/icama, samo polovica ispitanika rekla je da koristi odvojene
police, posude i pribor prilikom pripreme ili posluzivanja bezglutenskih proizvoda. Osim
toga, samo jedan od osam ispitanika odgovorio je potvrdno da koriste odvojenu prostoriju od
one koja se koristi za pripremu proizvoda koji sadrze gluten. lako je broj ispitanika malen
(n=8), uocena je potreba za edukacijom zaposlenika ugostiteljskih objekata koji u svojoj
ponudi imaju bezglutenske proizvode, kako bi se na taj nacin sprijecila kontaminacija i kako
bi se osiguralo da bezglutenski proizvodi zbilja budu bezglutenski. Potreba za edukacijom
uocena je i zbog poteskoéa u definiranju Sto je gluten, Sto je bezglutenska prehrana i koje
namirnice sadrze gluten. Stoga, unato¢ malom broju ispitanika, provedeni upitnik mogao bi

biti polazna tocka za neko vece istrazivanje na temelju kojeg ¢e se donijeti ozbiljniji zakljucci.
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. ZAKLJUCCI

. Za odredivanje udjela glutena u bezglutenskim proizvodima iz skupina slastica, sloZenih
jela i pekarskih proizvoda, koristen je ELISA (engl. Enzyme — Linked Immunosorbent
Assay) test, a udio se kretao u rasponu od 5 mgkg™, odnosno ispod limita kvantifikacije,
do 145,91 mgkg™.

Od dvadeset sedam uzoraka u &etiri uzorka udio glutena bio je iznad 20 mgkg™, te se kao

takvi ne mogu smatrati proizvodima ,,bez glutena®.

. Zbog uocene kontaminacije, osobe koje konzumiraju bezglutenske proizvode iz
zdravstvenih razloga, trebaju biti na oprezu prilikom konzumiranja hrane izvan svog

doma.

. U provedenom upitniku medu kuharima/icama 1 posluZiteljima/icama samo polovica
ispitanika u ugostiteljskim objektima za bezglutenske proizvode koriste odvojeno posude,
pribor 1 police od onih koje koriste za proizvode s glutenom. Takoder samo jedan od osam
ispitanika odgovorio je potvrdno da koristi odvojene prostorije od onih gdje se proizvode

proizvodi s glutenom.

. Unato¢ malom broju ispitanika uocena je potreba za edukacijom kuhara/ica i
posluzitelja/ica kako bi se povecala svijest o tome u kojim se namirnicama nalazi gluten 1

kako sprijeciti kontaminaciju.
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