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غذایـی  نمونـه  در  مولکولـی  فناوری‌هـای  کاربـری 
به‌منظـور تشـخیص حساسـیت‌های غذایـی )آلرژی‌هـا 
نظیر گلوتن غلات و لاکتوز شـیر( و تشـخیص تقلبات در 
صنایـع غذایـی امـری ضروری به نظر می‌رسـد. بی‌شـک، 
بـه کارگیـری روش‌هـای مرسـوم )وابسـته بـه کشـت( 
بـرای شناسـایی آلرژن‌هـای غذایـی، آنتی‌بیوتیک‌هـا و 
میکروارگانیسـم‌های پاتوژن‌هـا در صنعـت فـرآوری مواد 
غذایی امری پرهزینه و بسـیار وقت‌گیر خواهد بود، از این 
رو، بکارگیری روش‌های نوین مولکولی مسـتقل از کشـت 
نظیـر واکنش زنجیره‌ای پلیمراز1  با کمترین زمان و دقت 
بسـیار بالا به‌منظـور ارزیابی کیفیت و ایمنی مـواد غذایی 
معرفـی شـد. در کشـورهای اروپایـی، آمریکای شـمالی و 
ژاپنـی، ترکیبـات نوظهـور بـر پایـه پروتئیـن به‌عنـوان 
طبقه‌بنـدی  فهرسـت‌وار  به‌طـور  اساسـی  الویت‌هـای 
شـدند. روش‌های گسـترده مطالعات روی محتـوای توالی 
نوکلوئتیـدی DNA در شـرایطی کـه اطلاعـات کافـی در 
خصـوص توالـی اسـیدهای آمینـه سـازنده پروتئین‌هـا 
نباشـد، اسـتفاده می‌شـود. به‌منظور ارزیابی شـاخص‌های 
روش‌هایـی  از  پروتئین‌هـا  شـازنده  توالـی  در  آلـرژی‌زا 
نظیـر PCR، واکنـش زنجیـره‌ای پلیمراز در زمـان واقعی2  
اسـتفاده می‌شـود. روش‌های مذکور به دلیـل دقت بالاتر، 
دسترسـی آسـانتر و مقرون به صرفه بودن مورد اسـتفاده 
قـرار می‌گیرد. بر این اسـاس، از این روش برای تشـخیص 
حساسـیت سـاختاری تخم مرغ، شـیر و نمونه‌های حاوی 
مهارکننده‌هـا )مانند پلی‌فنول‌ها در شـکلات( و همچنین 
در برخی از کنسـانتره‌ها و ایزوله‌های پروتئینی در صنعت 
اسـتفاده می‌شـود. در ایـن مقاله، به بررسـی و تشـخیص 
و  مشـکلات  آلـرژی‌زا،  پروتئین‌هـای  حـاوی  غذاهـای 
قابلیت‌هـای چندگانـه در سیسـتم پرداخته خواهد شـد.
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براسـاس مطالعـات انجـام شـده در طی چند دهه گذشـته، آلرژی غذایی شـیوع پیـدا کرده و در حـال حاضر حدود 
6 تـا 8 درصـد از کـودکان و 3 تـا 4 درصـد از سلامت عمـوم مـردم را تحـت تاثیـر قـرار داده اسـت ]1[. آلرژی‌هـای 
غذایـی علائـم بسـیار متغیـری داشـته و ممکن اسـت پوسـت، گـردش خون، سیسـتم تنفس و سیسـتم گـوارش افراد 
را تحـت تأثیـر قـرار دهـد. به‌طـور کلـی، شـدت ایـن بیمـاری خفیـف بـوده و در گاهی مـوارد، منجـر به مـرگ برخی 
از افـراد می‌شـود. آلـرژی غذایـی پاسـخ سیسـتم ایمنـی بـدن افـراد نسـبت بـه پروتئین‌هـای تغذیـه‌ای بـوده و تولید 
آلرژن‌هـا توسـط بـدن افراد، نشـان‌دهنده اختلالات ایجاد شـده اسـت. ایمونوگلوبولین‌هـا، گروهی از آلرژن‌ها هسـتند 
کـه به‌عنـوان نشـانگر در تشـخیص آلرژی‌های غذایی اسـتفاده می‌شـوند. آلرژی غذایی علیرغم داشـتن محرک مشـابه 
بـا بیمـاری سـلیاک )گلوتـن حاصـل از گنـدم، چـاودار و جـو( موجب بـروز علائـم متفاوتی در بـدن می‌شـود. بیماری 
سـلیاک یـک اختلال ایمنـی التهابـی اسـت کـه مخـاط روده کوچک را تحـت تأثیر قـرار می‌دهـد. حـدود 1 درصد از 
جمعیـت کشـورهای توسـعه یافتـه به بیماری سـلیاک مبتلا هسـتند ]2[. آلرژی‌هـای غذایی و بیماری سـلیاک درمان 
نداشـته و تنهـا گزینـه بـرای درمـان مبتلایـان، پرهیـز از عوامل تحریک کننده اسـت. بر همین اسـاس، افـراد مبتلا به 

بیمـاری باید رژیم غذایی مناسـبی داشـته باشـند.

  ساختار برچسب‌گذاری محصولات
امــکان تشــخیص عوامــل حساســیت‌زا بــرای مصرف‌کننــدگان 
ــای  ــت. پایگاه‌ه ــم شده‌اس ــولات فراه ــب‌گذاری محص ــا برچس ب
کشــورهای  توســط  مقــررات  بررســی  به‌منظــور  نظارتــی 
ــا  ــرژی‌زا ی ــگام اســتفاده از آل ــا هن ــون وضــع شده‌اســت ت گوناگ
ــام  ــب‌گذاری انج ــی، برچس ــولات غذای ــا در محص ــتقات آنه مش
ــرد. ســاختار  ــرار گی ــورد بررســی ق ــن مراکــز م شــده توســط ای
برچســب‌ها روی محصــولات، براســاس قوانیــن هــر کشــور 
متفــاوت اســت. به‌طــور معمــول، از مــواد تشــکیل دهنــده ایــن 
لیســت می‌تــوان تخــم مــرغ، شــیر، ســویا، ماهــی، بــادام زمینــی 
ــده  ــرده ش ــام ب ــواد ن ــزان م ــن می ــرد. تعیی ــام ب ــا را ن و آجیل‌ه
ــی  ــواد غذای ــاز م ــدار مج ــت. مق ــی اس ــز الزام ــولات نی در محص
آلــرژی‌زا براســاس قوانیــن هــر کشــوری متفــاوت اســت. قوانیــن 
ــواد  ــته م ــن دس ــتفاده از ای ــاز اس ــدود مج ــور ح ــی به‌منظ جهان
ــر  ــر کمت ــن، مقادی ــا در کشــور ژاپ ــرر نشده‌اســت ام ــی مق غذای
از ppm 10 به‌عنــوان آلــرژی‌زا در نظــر گرفتــه نشــده و در 

نمی‌شــوند. معرفــی  آلرژن‌هــا  برچســب‌گذاری 
آگاهی‌بخشـی  به‌منظـور  گلوتـن«  »فاقـد  عنـوان  همچنیـن 
مبتلایـان بیمـاری سـلیاک در برچسـب‌گذاری محصـولات غذایـی 
درج می‌شـود. برچسـب‌گذاری ایـن دسـته از محصـولات شـامل 
مقررات متفاوتی اسـت. براسـاس اسـتاندارد کدکـس در اروپا، مواد 

غذایـی حـاوی گلوتـن دارای دو تعریـف متفـاوت هسـتند:

 ppm الـف(: هنگامـی کـه محتویات گلوتـن برابر یا کمتـر از(
20 باشـد، محصـولات به‌صـورت »فاقـد گلوتـن« برچسـب‌گذاری 

می‌شـوند.

 100  ppm از  بیشتر  گلوتن  میزان  که  محصولاتی  در  )ب(: 
نباشد، به‌صورت »گلوتن اندک« برچسب‌گذاری می‌شوند.

  بررسی مواد آلرژی‌زا در صنایع غذایی
و  کیفیـت  بـا  محصـولات  تولیـد  بـه  دسـتیابی  امـکان 
بـا  شـده  انجـام  برچسـب‌گذاری‌های  از صحـت  اطمینان‌بخشـی 
کنتـرل روش‌هـای تولیـد مناسـب فراهـم شده‌اسـت. صنعتگـران 
به‌طـور  ایـن هـدف،  بـه  بـرای دسـتیابی  فعـال در حـوزه غـذا، 
دقیـق مـواد آلـرژن و گلوتـن را مـورد بازرسـی قـرار داده و بـا 
اجـرای سیسـتم تحلیـل زیان و کنتـرل نقاط بحرانـی3 در صنعت، 
غذایـی  محصـولات  در  را  گلوتـن  و  آلرژن‌هـا  حضـور  احتمـال 
کاهـش داده‌انـد. بـرای جلوگیـری از وجـود مـواد حساسـیت‌زا یا 
باقیمانـده گلوتـن در محصـول نهایـی، برخی اقدامـات و خطاهای 
احتمالـی در فرآینـد تولیـد پیش‌بینـی شده‌اسـت. بـا کنترل ورود 
مـواد غذایـی آلوده به خـط تولید، فرمولاسـیون مناسـب، طراحی 
بهداشـت  و  مناسـب  تولیـد  برنامه‌هـای  تولیـد،  خـط  صحیـح 
به‌طـور  را  گلوتـن  و  آلرژن‌هـا  مقادیـر  می‌تـوان  نیـز  دسـتگاه‌ها 

داد. کاهـش  چشـم‌گیری 
در صنعـت، بـرای جداسـازی مـواد حساسـیت‌زا و گلوتـن از 
روش تحلیلـی4 اسـتفاده می‌شـود. روش مذکـور، پـس از تجزیـه 
و تحلیـل مـواد اولیـه، بررسـی محصولات نهایی، بررسـی سـطوح 
و محلول‌هـای شستشـو و مراحـل تمیـز کـردن مـورد اسـتفاده 
قـرار می‌گرفـت. در میـان روش‌هـای مختلـف تشـخیص آلرژن‌ها، 
روش مبتنـی بـر آنتی‌بادی‌هـا یا آزمـون ایمونوسـوربنت مرتبط با 
آنزیـم5 و دسـتگاه‌های جریان جانبـی6 برای تشـخیص آلرژن‌های 
غذایـی و گلوتـن بـا اسـتفاده از پروتئین‌هـا، روش‌هـای متداولـی 
رویکردهـای  از  دیگـر  یکـی  نیـز  جرمـی  طیف‌سـنجی  هسـتند. 
تحلیلـی مبتنـی بـر پروتئین‌ها برای تشـخیص و غربالگری اسـت. 
 DNA تشـخیص آلرژن‌هـای غذایـی و گلوتـن براسـاس فنـاوری
یکـی دیگـر از روش‌هـای مـورد اسـتفاده اسـت. در ایـن روش، 
DNA بـه جـای پروتئین‌هـا مورد بررسـی قـرار می‌گیـرد. امروزه 

عی
واق
ن 
زما

در 
از 
مر
پلی
ی 
ره‌ا

جی
 زن
ش

کن
 وا
ش
رو
از 
ده 

تفا
اس
 با 
تن
لو
ر گ

ظی
ی ن

ذای
ی غ

ها
ژن‌

آلر
ص 

خی
تش



دانش آزمایشگاهی ایرانسال یازدهم    شماره   4  زمستان   1402  شماره پیاپی 44   
مه فصلنا

w
w

w
.I

JL
K

.i
r

4 6

ت 
الا

مق

از روش‌هـای دیگـر بـه بررسـی پروتئین‌ها و محتـوای ژنی موجود 
در غذاهـا می‌پردازنـد. بـا اجرای مقـررات جدید برچسـب‌گذاری، 
مشـکلات تحلیلـی روش‌هایـی ماننـد الایـزا و روش‌هـای تاییـدی 
براسـاس تکثیـر DNA برطـرف شده‌اسـت. با کمـک چنین روش 
پیشـرفته‌ای تعدادی از کشـورهای توسـعه یافته نظیر کشـورهای 
ژاپـن، اسـترالیا و نیوزلنـد، کانـادا، آمریـکا و برخـی از کشـورهای 
پیشـرو  کشـاورزی  محصـولات  از  برخـی  بررسـی  در  اروپایـی 
هسـتند. مهمتریـن دسـته از محصولات کشـاورزی در جدول )1( 

نشـان داده شده‌اسـت.

جدول )1(: گروهی از آلرژن‌های غذایی ]3[.

استرلیا/ ژاپن
اروپاامریکاکانادانیوزلند

بادام 
زمینی

بادام 
زمینی

بادام 
زمینی

بادام 
زمینی

بادام 
زمینی

آجیلآجیلآجیلآجیلتخم مرغ

سویاسویاسویاسویاشیر

تخم مرغشیرتخم مرغتخم مرغگندم

شیرگندمشیرشیرمیگو

ماهیتخم مرغماهیماهی

کرفسماهیخردلدانه کنجد

غلات 
حاوی 
گلوتن

خردلدانه کنجد

دانه کنجدگندم

غلات 
حاوی 
گلوتن

DNA روش‌های مبتنی بر  
به‌منظـور تشـخیص آلرژن‌هـا در مـواد غذایـی از روش‌هـای 
 DNA اسـتفاده می‌شـود. فنـاوری مبتنـی بـر DNA مبتنـی بـر
به‌طـور گسـترده بـرای تشـخیص ماهیـت مـواد غذایـی بـه ویـژه 
ژنتیکـی7   شـده  اصلاح  میکروارگانیسـم  نـوع  تشـخیص  بـرای 
اسـتفاده می‌شـود. امـروزه بـرای بررسـی مـوارد ذکـر شـده روی 
به‌منظـور  شـده  تعییـن  مقـررات  و  غذایـی  مـواد  برچسـب‌های 
تشـخیص آلرژن‌هـا، از روش مبتنـی بـر DNA اسـتفاده می‌شـود. 
 )GMO( بسـیاری از آزمایشـگاه‌ها کنترل‌گـر اصلاح شـده ژنتیکی
هسـتند کـه از پـی سـی آر بـرای تشـخیص آلرژن‌هـای غذایـی 
اسـتفاده می‌کننـد. انجـام ایـن گـروه از آزمایش‌هـا، حساسـیت 

بالایـی دارنـد. هـدف از بـه کارگیری ایـن روش، تشـخیص آلرژن 
در مـواد خـام و محصـولات غذایـی فرآوری‌شـده، اسـت.

)PCR( واکنش زنجیره‌ای پلیمراز   
محصـولات  در  آلـرژن  تشـخیص  بـرای   PCR سـنجش‌های 
اسـتفاده  شـده  فـرآوری  محصـولات  و  خـام  مـواد  کشـاورزی، 
می‌شـوند. می‌تـوان بـا انتخـاب پرایمـر مناسـب، شـرایط و دقـت 
تشـخیص آزمون‌های تاییـدی را افزایـش داد. هنگامی که محصول 
تقویـت شـده بـا آنزیـم در نقـاط نوکلئوتیدی خاص هضم می‌شـود 
یـا به اصطلاح چندریختی طـول قطعه بریده‌شـده8 صـورت گیرد، 
یـک الگـوی خـاص به‌عنوان نقطـه هدف آنزیم مشـخص می‌شـود. 
ایـن حـال، در  بـا  اسـت.  آن  بـودن  زمان‌بـر  ایـن روش،  اشـکال 
تعییـن گونه‌هـای بـا تشـخیص وجود پلـی مورفیسـم‌ها به‌خصوص 
تغییـرات تـک نوکلئوتیـدی در ژنوم به ‌وسـیله آنزیم‌های محدودگر 
یـا به اصطلاح )PCR-RFLP(9 موجود در گروه‌هـای غذایی مانند: 
آجیـل، ماهـی و سخت‌پوسـتان نقـش مهمـی را ایفا می‌کنـد ]4[. 
بررسـی ایـن مواد غذایی بـا روش الایزا بـه اندازه کافـی اختصاصی 
نیسـت. آنزیـم محـدود کننـده بـی فـال10 برای شناسـایی سـخت 
پوسـتان )میگـو – خرچنـگ(، rRNA را مـورد هدف قـرار می‌دهد 
]5[. همچنیـن از ایـن روش بـرای تشـخیص سـویا در غذاهـای 
فـرآوری شـده بـا PCR پرایمـر جدیـد اسـتفاده می‌شـود. بـا ایـن 
حـال، ایـن روش بـرای مقادیـر )0/5 درصد سـویا( برای تشـخیص 

منبـع آلـرژی‌زا در محصـولات غذایـی حسـاس کاربـرد ندارد.
اسـتفاده از پروب‌هـای برچسـب‌دار روش دیگـری بـرای تایید 
احاطـه  غشـاء  یـک  بـا  کـه  اسـت  محصولاتـی  ویژگـی  و   PCR
بـرای  نوکلئوتیـدی  توالـی  روش،  ایـن  از  اسـتفاده  بـا  شـده‌اند. 
سیسـتم PCR تعییـن می‌شـود ]6[. در طـی مراحـل تجزیـه و 
تحلیـل غربالگـری، توالی‌هـای تعییـن شـده بـرای PCR با اسـید 
نوکلئیـک پپتید همراه شـده و به دنبال آن از روش کروماتوگرافی 
مایـع بـا کارایی بالا11 بـرای تبادل آنیون با تشـخیص فلورسـانس 
 GMOs اسـتفاده می‌شـود. ایـن روش ابتدا بـرای تجزیـه و تحلیل
توسـعه داده شـد. بـا ایـن حـال، تجزیـه و تحلیـل HPLC بـا یک 
پـروب خـاص بـرای تشـخیص فنـدق نیـز مـورد اسـتفاده قـرار 
می‌گیـرد. همچنیـن، ایـن روش بـرای آزمون‌هـای تاییـدی مفیـد 
بـوده اما به نسـبت سـایر روش‌ها، پیچیـده و وقت‌گیر اسـت ]7[.

Real-time PCR   
 PCR روش  بـه  نسـبت  متعـددی  مزایـای  کمّـی  روش  ایـن 
را   PCR نتایـج  کـردن  کمّـی  امـکان  روش،  ایـن  دارد.  معمولـی 
فراهـم می‌سـازد. همچنیـن احتمـال خطـای تداخـل آغازگرهـا بـا 
محصـولات غیـر اختصاصـی را کاهـش می‌دهد. نمونه‌های بررسـی 
شـده در ایـن روش، کمتـر در معـرض آلودگـی قـرار می‌گیرند. در 
جـدول )2( مبنـای کاربـرد روش کمّـی و معمولـی PCR در برخی 
از محصـولات غذایـی کـه بـرای تشـخیص آلرژن‌هـای غذایـی در 
مـواد خـام و غذاهای فرآوری شـده اسـتفاده می‌شـود، نشـان داده 

.]8[ شده‌اسـت 
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جدول )2(: کاربرد روش‌های PCR معمولی یا کمّی برای تشخیص 

آلرژن‌های غذایی ]3[.

روش مورد استفادهآلرژن

PCRبادام زمینی

Real-time PCRبادام زمینی

PCRسویا

PCR/Real-timeفندق

PCRگردو

PCRبادام هندی

Real-time PCRپسته

PCRماهی

PCRگندم

PCRغلات حاوی گلوتن

PCRکرفس

Real-time PCRخردل

Real-time PCRکنجد

Multiplex PCRسایر آلرژن‌ها

   روش تشـخیص هم‌زمـان چندیـن توالی هـدف با چند 
جفت پرایمـر متفاوت12

به‌صورت  غذایی  مواد  تحلیل  و  تجزیه  امکان  نوین،  روش‌های 
تشخیص  برای  کرده‌اند.  فراهم  را  آنالیت  چند  هم‌زمان  تشخیص 
هم‌زمان چندین آلرژن می‌توان از این روش‌ها استفاده کرد؛ به‌عنوان 
مثال، با استفاده از روش‌های PCR، امکان تشخیص هم‌زمان فندق 
انجام  مطالعات  براساس  فراهم شده‌است.  غذایی  مواد  در  و کنجد 
 DNA و  هستند  آلرژن  جزء  دارای  که  محصولاتی  می‌توان  شده، 
آنها در سیستم PCR تکثیر شده‌است را با پپتید نوکلئیک اسید13 
شناسایی نمود ]9[. از این روش برای شناسایی هم‌زمان آلرژن‌های 
متفاوت  دریافت ژن‌های  با  استفاده می‌شود.  زمینی  بادام  و  فندق 
 DNA مربوط به دو ساختار از آلرژن‌های فندق و بادام زمینی، توالی
نمونه به‌عنوان هدف برای پرایمرهای سیستم در نظر گرفته می‌شود 
]10[. در طی چند دهه اخیر این روش برای شناسایی هم‌زمان بادام 
زمینی، گردو، پسته، فندق، دانه کنجد و آجیل در مواد غذایی به 
کار گرفته شده‌است ]11[. نمونه‌های آلرژن شناسایی شده مرتبط 
توزیع  متفاوت  گروه‌های سنین  برای  و  غذایی  نوع محصول  هر  با 
می‌شود. در طی چند دهه اخیر این روش برای شناسایی هم‌زمان 
بادام زمینی، گردو، پسته، فندق، دانه کنجد و آجیل در مواد غذایی 

به کار گرفته شده‌است ]12[.

  فناوری PCR برای آلرژن‌های غذایی و گلوتن 0
عوامـل حساسـیت‌زا بـر پایـه پروتئین‌هـای غذایـی هسـتند. 
هـدف اصلـی از روش‌هـای یاد شـده، تشـخیص ایـن گـروه از مواد 

غذایـی اسـت که با DNA سـاختاری خود شناسـایی می‌شـوند. به 
دلیـل سـاختار پیچیـده پروتئین‌هـا و ژن‌های یک محصـول، امکان 
خطـا در سـنجش‌های مبتنـی بر DNA وجـود دارد؛ زیـرا بیان ژن 
می‌توانـد تحـت تأثیـر شـرایط محیطـی نیز باشـد. اسـتفاده از این 
روش‌هـا بـرای برخـی از مـواد غذایـی نیـز دارای محدودیت‌هایـی 
اسـت. مـواد غذایـی آلـرژی‌زا ماننـد: شـیر و تخـم ‌مـرغ به‌منظـور 
آنالیـز، حاوی مقادیـر قابل توجهی DNA نیسـتند ]13[. همچنین 
پردازش‌هـای انجـام شـده می‌تواند بر سـاختار پروتئین و DNA در 
سـاختارهای مختلـف تاثیرگذار باشـد. پروتئین‌های مورد اسـتفاده 
 DNA بـرای فرمولاسـیون‌های مـواد غذایی نیـز ممکن اسـت فاقد
قابـل دسـترس باشـند. به‌منظـور کارآمـدی سیسـتم‌های طراحـی 
شـده، از سیسـتم الایـزا و PCR به‌طـور مشـترک بـرای تشـخیص 

یک آلـرژن اسـتفاده می‌شـود ]14[.
حساسـیت   PCR سیسـتم  شـده،  انجـام  مطالعـات  براسـاس 
کمتـری نسـبت بـه آلرژن‌هـای )پروتئین( شـیر و تخم ‌مرغ داشـته 
و همچنیـن ایـن فنـاوری، دارای قابلیت تشـخیص تمایز سـاختاری 
بین اجزای حساسـیت‌زا در گوشـت مرغ، گوشـت گاو و غیره نیست. 
بـا ایـن حـال، سـنجش‌های مبتنـی بـر DNA مزایـای عمـده‌ای 
نسـبت بـه روش‌هـای دیگـر دارنـد ]15[. برخـی از سـنجش‌های 
انجـام شـده بـا روش الایـزا، براسـاس تشـخیص چندیـن پروتئیـن 
بـا اسـتفاده از آنتی‌بـادی انجـام می‌شـوند ماننـد کیت‌هـای تجاری 
کـه بـرای تشـخیص بـادام زمینی اسـتفاده می‌شـوند. سـنجش‌های 
مبتنـی بـر DNA قابـل توسـعه هسـتند و در مقایسـه بـا روش‌های 
زیـرا می‌تـوان  انجـام می‌شـوند ]16[؛  آنتی‌بـادی سـریع‌تر  تولیـد 
توالـی نوکلئوتیـدی هـدف را در آنهـا نشـانه‌گذاری نمـود. علاوه‌بـر 
ایـن، روش‌هـای مبتنـی بـر DNA، قابلیـت تشـخیص گروه‌هـای 
غذایـی خـاص ماننـد ماهـی را دارنـد. در برخـی از آزمایشـگاه‌ها، 
آلرژن‌هـای  تشـخیص  بـرای   DNA بـر  مبتنـی  سـنجش‌های  از 
غذایـی اسـتفاده می‌شـود. از نشـانگرهای DNA علاوه‌بـر تشـخیص 
آلرژن‌هـای غذایـی، بـرای بررسـی تجهیـزات صنعتـی نیـز اسـتفاده 

.]17[ می‌شـود 

  اهداف تشخیص آلرژن‌های غذایی
همان‌طـور کـه پیش‌تر اشـاره شـد، از نشـانگر‌های DNA برای 
تشـخیص آلرژن‌هـا اسـتفاده می‌شـود امـا ممکـن اسـت غلظـت 
آلرژن‌هـا در نمونـه غذایـی قابل تشـخیص نباشـد. با صـرف نظر از 
مجموعـه توالـی DNA هدف، سـنجش باید از ویژگی و حساسـیت 
کافـی بـرای تشـخیص هـدف در نمونه‌هـای غذایی برخودار باشـد 
]18[. از جملـه روش‌هـای مختلفـی کـه بـرای تشـخیص عوامـل 
آلرژی‌زا براسـاس نوع ژن هدف اسـتفاده می‌شـود می‌توان شـرایط 

ژن‌هـای علامت‌گـذاری شده/نشـده آلـرژن را نـام برد.
و  تعییـن شـده  مدنظـر  توالـی  مناسـب،  آغازگـر  انتخـاب  بـا 
همچنیـن پتانسـیل واکنـش بـه حداقـل می‌رسـد. به‌عنـوان مثـال، 
بـا وجـود تشـابه سـاختاری بیـن پروتئین‌هـای هویـج و کرفـس، 
آغازگرهـای اسـتفاده شـده در PCR بـرای شناسـایی آلـرژن کرفس 
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به‌طـور اختصاصـی عمـل کـرده و در واکنـش بـا هویج نشـانه‌ای در 
پـی نداشـته اسـت ]19[. ژن‌هـای آلـرژن خـردل نیـز درجه تشـابه 
بالایـی بـا ژن‌هـای کلـم بروکلی، کلـم و تربچـه دارند که با اسـتفاده 
از آغازگرهـای متفـاوت قابـل تشـخیص هسـتند. بـا توجه بـه اینکه 
توالـی DNA مختـص هـر ارگانیسـمی اسـت، در نتیجه، تشـخیص 
ژن‌هـای تخـم‌ مرغ از سـایر قسـمت‌های مرغ و همچنین تشـخیص 
ژن‌های شـیر در مقایسـه با سـایر فرآورده‌های گاو از جمله گوشـت 
و احشـاء، به‌عنـوان مواد تشـکیل دهنـده غیرممکن اسـت. بر همین 
اسـاس، سـنجش‌های دیگـری بـرای تجزیـه و تحلیـل تخـم ‌مـرغ و 

شـیر مبتنـی بـر DNA نیـز در نظـر گرفتـه می‌شـود ]20[.

PCR کارایی سنجش  
عوامـل متعـددی وجـود دارنـد کـه بـر عملکـرد سـنجش‌های 
مبتنـی بـر DNA تاثیرگذار هسـتند. ارزیابـی این سیسـتم‌ها باید با 
دقـت بالایـی انجام شـود. یکپارچگی، کیفیت و کمیت شـاخص‌های 
بازیابی شـده از DNA در حضور بازدارنده‌ها تأثیر بسـزایی در کارایی 
سـنجش دارنـد ]21[. علاوه‌بـر مـوارد فـوق، چگونگی فـرآوری مواد 
 DNA مـواد غذایـی تأثیرگذار اسـت. اگرچـه DNA غذایـی نیـز بـر
یـک مولکـول بسـیار پایـدار اسـت، امـا فرآیندهـای فـرآوری ممکن 
اسـت روی توالـی ژن‌هـای آن نیـز تأثیرگـذار باشـد. بسـته بـه نـوع 
و شـرایط فـرآوری مـاده غذایـی، درجـات تخریب مولکـول متفاوت 
اسـت. درجـه تخریـب DNA بـا دسـتگاه الکتروفورز قابل تشـخیص 
اسـت. از ایـن فنـاوری در طی فـرآوری نـان نیز برای تشـخیص بازه 

دمایـی پخـت خمیر نـان اسـتفاده می‌شـود ]22[.
اهمیـت شـناخت و درک سـاختار DNA در مـواد غذایـی بـرای 
اجرای سـنجش‌های مبتنی بر DNA بسـیار مهم اسـت. فرآیندهای 
فـرآوری مـواد غذایی ماننـد حرارت‌دهی، اکسـتروژن در دمـای بالا، 
اسـیدی شـدن و تخمیـر از جملـه فعالیت‌هـای صنعتی هسـتند که 
تخریـب DNA در آنهـا قابل بازیافت اسـت. براسـاس بررسـی میزان 
DNA در فرآینـد چربی‌زدایـی در آرد سـویا، ایزوله‌هـای پروتئیـن و 
کنسـانتره، در اثـر تخریـب DNA تجزیـه شـده‌اند و در نتیجه سـویا 
در محصـولات غذایی قابل شناسـایی نبود ]23[. بـا بکارگیری روش 
PCR با تکثیر نواحی از DNA، به تشـخیص آلرژن‌ها و حساسـیت‌زا 
بـودن آنهـا پرداخته می‌شـود. از دیگر کاربردهای ایـن روش می‌توان 
بـه تشـخیص منابـع بـادام زمینی و بـادام بـوداده در غلات صبحانه 
نیـز اشـاره کـرد. طبـق تحقیقـات انجـام شـده عملیـات حرارتـی با 
PCR و الایـزا تأثیـرات مضـری بـر سـاختار ژن بـادام زمینـی در 

محصولات غذایـی دارد ]24[.

PCR مهارکننده‌های سیستم  
ترکیبـات خـاص اسـتخراج شـده همـراه بـا نمونه‌هـای غـذا 
می‌تواننـد تـا حـدی بـر DNA تأثیـر گذاشـته و در تحلیل‌هـای 
PCR و Real-time PCR  اختلال ایجـاد کننـد. از هـر دو منبـع 
گیاهـی و حیوانی، تعـداد کمی از ترکیبات می‌تواننـد اثر بازدارنگی 

در سـنجش داشـته باشـند ]25[. برخـی از پلـی ‌سـاکاریدها و پلی 
فنول‌هـای موجود در منابـع گیاهی مانند کاکائـو، تأثیر بازدارندگی 
بـر فرآینـد سیسـتم دارنـد. چربی‌هـا و اجـزای چـرب موجـود در 
سـاختار بسـیاری از مـواد غذایـی نیـز به‌عنـوان مهارکننده‌هـای 
DNA پلیمـراز شـناخته شـده‌اند ]26[. بـرای تشـخیص ترکیبـات 
بازدارنـده، نمونه‌هـای عـاری و خالـص، تجزیـه و تحلیل می‌شـوند 
تـا در شناسـایی ایـن دسـته از مـواد اختلال ایجـاد نشـود. بازیابی 
و حـذف  نبـوده  امکان‌پذیـر  بازدارنـده  عوامـل  در حضـور   DNA

مهارکننده‌هـا نیازمنـد سـنجش بالقـوه اسـت ]27[.

  بازیابی DNA در مواد غذایی
علاوه‌بـر انتخـاب روش تحلیـل، روش DNA از نمونـه، حـذف 
بازدارنده‌ها،کیفیـت و خلـوص نمونـه نیـز تأثیرگـذار هسـتند. عـدم 
دسـتیابی بـه DNA خالـص مـورد نظـر از نمونـه اسـتخراج شـده در 
روش‌هـای تحلیلی، مشـکل ایجـاد می‌کند. بازیابـی DNA به محتوی 
چربی و ماده خشک نیز بستگی دارد ]28[. محتوی چربی بالا موجب 
کاهـش کارایی اسـتخراج آلرژن‌هـا از نمونه‌های غذایی می‌شـود. برای 
تصفیـه نمونه‌هـا از سـدیم دودسـل سـولفات، فنل-کلروفـوم و اتانول 
اسـتفاده می‌شـود ولی در برخی مـوارد از پروتکل‌هـای خطرناک برای 

حـذف بازدارنده‌هـا اسـتفاده می‌شـود ]29[.
کیت‌هـای تجـاری بـرای اسـتخراج ایـن مـوارد وجـود دارد اما 
کاربـرد آنهـا در غذاهـای فـرآوری شـده نیازمنـد ارزیابـی خـواص 
مرتبـط بـا DNA اسـت. بیشـتر کیت‌هـای تجـاری خالص‌سـازی 
از مـواد خـام ماننـد  بـرای اسـتخراج و جداسـازی   ،DNA شـده 
گیاهـان یـا بافت طراحـی شـده‌اند. روش‌های تجـاری مختلف برای 
خالص‌سـازی DNA وجود دارند که مبتنی بر اسـتفاده از سـیلیس 
بـا میـل ترکیبـی بـالا در فـاز جامـد و متحـرک مغناطیسـی بـوده 
و از نظـر بـازده اسـتخراج، خلـوص DNA و درجـه حساسـیت در 
انـواع مـواد غذایـی متفـاوت هسـتند ]30[. ایـن روش مبتنـی بـر 
خالص‌سـازی براسـاس مغناطیـس اسـت و بـه علـت توانایی حذف 
مهارکننده‌هایـی همچـون پلـی سـاکاریدها و پلـی فنل‌هـا کاربـرد 
بیشـتری در جداسـازی DNA از منابع گیاهـی دارند. روش دیگری 
کـه بـرای اسـتخراج از کیت‌ها اسـتفاده می‌شـود، در قالب سـتونی 
از   DNA اسـتخراج کارآمدتـر  بـه  بـود کـه منجـر  اصلاح شـده 
نمونه‌هـای غذایـی پیچیده مانند اسـنک‌های شـکلاتی، سـبزیجات 
و مربـای گیلاس می‌شـود ]31[. علاوه‌بـر مـوارد نـام بـرده شـده، 
مـواد دیگـری ماننـد مغزها، بافت DNA گوشـت، ماهـی و دانه‌های 
خشـک بـا اسـتفاده از کیت‌هـای تجـاری اسـتخراج DNA مـورد 
سـنجش قـرار می‌گیرنـد. کیت‌هـای اسـتخراج تجـاری مختلفـی 
بـرای اسـتخراج DNA فنـدق بـا کیفیت بـالا در رابطه با اسـتخراج 
سـنتی فنل/کلروفرم مورد بررسـی قـرار گرفته و براسـاس اطلاعات 
دریافتـی، کیـت تصفیه DNA مبتنی بر جـذب پارامغناطیس روش 
کارآمدتـری اسـت. در طـی ایـن روش می‌تـوان DNA فنـدق را از 
شـکلات و کـرم فندق به‌دسـت آورد. ایـن روش برای خالص‌سـازی 
غذاهـای چـرب نیـز طراحـی شده‌اسـت. بـا ایـن حـال ایـن روش 
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اسـتخراج DNA بـه مقـدار زیـادی از نمونـه و حلال آلـی احتیاج 
دارد. نتایج مشـابهی از DNA اسـتخراج شـده با کیت‌های شناسایی 
کننـده حساسـیت‌های غذایی14 هنـگام اعمال بـر نمونه‌های غذایی 
از جملـه شـکلات، بیسـکویت، لسـیتین و سـایر موارد بـرای تعیین 

فنـدق با اسـتفاده از PCR مشـاهده شـده ‌اسـت ]32[.
از  اسـتفاده  بـا  اصلاح شـده  تجـاری  از جملـه سـنجش‌های 
روش‌هـای ترکیبـی، بررسـی عملکـرد DNA و تصفیـه آن از بـادام 
زمینـی خـام و بوداده اسـت. در بیـن روش‌های مختلف انجام شـده، 
خلـوص DNA اسـتخراج شـده بـا روش PCR بیشـتر بـود ]33[. 
آزمایش‌هـای منتشـر شـده بـرای آلرژن‌هـای غذایـی بـا ایـن روش 
نشـان می‌دهـد کـه هـر چـه میـزان خلـوص بیشـتر باشـد، کیفیت 
DNA نیز بالاتر اسـت. سـنجش PCR برای تشـخیص فندق در غذا 
و مقادیـر خلـوص )A260/A290( در فندق، شـکلات، شـیر سـویا و 
مکمل‌های لسـیتین سـویا برای اسـتخراج DNA گزارش شده‌اسـت. 
 DNA کمتر باشـد، تعییـن خلوص )A280/A260( هـر چه نسـبت
بهتر اسـت. اسـتفاده از روش مبتنی بر نسـبت جـذب، موجب قطعه 
قطعـه شـدن و نوکلئولیـز شـدن DNA نمی‌شـوند. روش جـذب 
 DNA روش مناسـبی بـرای تعییـن میـزان خلـوص و کیفیـت UV
فلورومتـری مناسـب  آلرژن‌هـا و همچنیـن روش‌هـای  در تعییـن 
نیسـتند؛ زیـرا موجـب تخریـب DNA شـده و اطلاعـات دقیقـی از 
حضـور مهارکننده‌هـای PCR ارائـه نمی‌دهنـد ]34[. بهتریـن روش 
بـرای ارزیابـی کیفیـت DNA و غلظت DNA قابل تکثیر جدا شـده 
از نمونه‌هـای غذایـی، ارزیابـی توزیـع انـدازه DNA روی ژل آگارز با 
رقـت مناسـب اسـت؛ زیـرا موجـب تقویت سیسـتم PCR می‌شـود.

  میزان حساسیت سنجش
را  سـنجش  حساسـیت  نمونـه،   DNA اولیـه  غلظـت  میـزان 
محـدود می‌کنـد. حساسـیت سـنجش را می‌تـوان بـا بهینه‌سـازی 

ترکیبـی از عوامـل مختلـف تقویـت نمـود؛ به‌عنـوان مثـال:
 انتخاب مجموعه مناسبی از آغازگرها و پروب‌ها؛

DNA  نمونه؛
 غلظت معرف؛

 کیفیت و غلظت DNA استخراج شده؛
 شرایط PCR مانند دما، زمان و تعداد سیکل‌ها.

در طول سـنجش‌های توسـعه یافته مبتنی بر DNA، این روش‌ها 
می‌تواننـد مقادیـر ماده حساسـیت‌زا از چند میکروگـرم در گرم نمونه 
غذایـی )سـطح ppm پاییـن( را با اسـتفاده از الایـزا اندازه‌گیری کنند 
]35[. ایـن روش، قابلیـت سـنجش بـا حساسـیت بالا در مـواد غذایی 
مانند:گنـدم سـیاه، کرفس، فندق، شـکلات و مقادیـر ppm 10-5 در 

سوسـیس‌های چـرب نوع امولسـیونی را دارد ]36[.

  چگونگی کنترل شرایط تقویت شده
بـرای اطمینـان از خلـوص DNA اسـتخراج شـده از غذاهـای 
 PCR فرآوری شـده، بیشـتر، وجـود یا عـدم وجـود مهارکننده‌های

و بسـیاری از سـنجش‌ها بـرای آلرژن‌هـای غذایـی کـه شـامل یک 
جفـت آغازگـر یوکاریوتـی اسـت، اسـتفاده می‌شـود. جفـت آغازگر 
مخصـوص گیاه کـه برای تقویـت ناحیه غیرکد کننده کلروپلاسـت 

هسـتند نیـز در این شـرایط اسـتفاده می‌شـوند ]37[.

  غلظت DNA هدف
حداقـل غلظـت DNA مـورد نیـاز بـرای تقویـت دسـتیابی و 
 PCR برقـراری حساسـیت مطلـوب مورد نیـاز متفاوت اسـت. نتایج
مثبـت بـرای آلرژن‌هـای غذایـی در نمونه‌هـای حـاوی یـک نمونـه 
ژن )کپـی شـده( در فنـدق گـزارش شده‌اسـت ]38[. از آنجایی که 
غلظـت DNA در تخـم‌ مرغ، شـیر، روغن‌های گیاهـی و چربی‌های 
گیاهـی کـم اسـت، اسـتفاده از PCR برای تشـخیص ایـن غذاهای 

آلـرژی‌زا محدود اسـت ]39[.

  کمّی‌سازی داده‌ها
روش Real-time PCR در اصـل، ماهیـت کمّی دارد. این روش 
بـه چگونگـی پردازش مـواد غذایی نیز وابسـته اسـت. در این روش 
بـرای کمّی‌سـازی داده‌هـای سـنجش، یـک منحنـی خـاص بـرای 
هـر نـوع محصـول غذایـی ترسـیم می‌شـود. در چنـد دهـه اخیـر، 
آلبـرت اوگسـتر یـک مدل ریاضـی بـرای تعیین کمیـت آلرژن‌های 
خـاص با اسـتفاده از PCR توصیف کرده اسـت. ایـن تجزیه تحلیل 
بـرای آرد هـم انجـام شده‌اسـت، از آنجایی که این پـردازش موجب 
تخریب شـدید سـاختارها نمی‌شـود، برای کنسـانتره‌های پروتئینی 

نیز قابل اسـتفاده اسـت ]40[.
کمّی‌سـازی دقیـق بـه عواملـی مانند اثر پـردازش مـواد غذایی 
بـر یکپارچگـی انـدازه ذرات نمونـه، ترکیـب و خـواص، سـاختار 
DNA غـذا، روش اسـتخراج، روش کمّی‌سـازی، میـزان بازیابـی و 
مـواد مرجـع نیز بسـتگی دارنـد. در حـال حاضر، هیـچ محدودیتی 
بـرای تعییـن آلرژن‌هـا بـا اسـتفاده از ایـن روش دیـده نشده‌اسـت 
امـا اعمال شـرایط خـاص به‌منظور اسـتخراج و ایجـاد محدودیت‌ها 

در انتخـاب روش تأثیرگـذار اسـت ]41[.

  حداقل خطا در سنجش
و  ظـروف  معرف‌هـا،  نمونه‌هـا،  مناسـب  آماده‌سـازی  عـدم 
لوله‌هـای حـاوی محصـولات PCR می‌توانـد منجـر بـه خطاهایـی 

در حساسـیت، کمیـت و نتایـج حاصـل شـده شـود:
عـدم  یـا  گذشـته  مصـرف  تاریـخ  معرف‌هـای  از  اسـتفاده   

معر‌ف‌هـا. صحیـح  آماده‌سـازی 
 واکنش‌هـای PCR بـا اسـتفاده از حجم معرف کـم )محدوده 
 ،PCR میکرولیتـر( انجـام می‌شـود. خطاهـای تأثیرگذار بر شـرایط

موجـب ایجـاد خطـا در جنبه‌هـای کمّی سـنجش نیز می‌شـود.
درسـتی  بـه  معرف‌هـا  تمامـی  کـه  اسـت  ممکـن  گاهـی   
مخلـوط شـده باشـند امـا تغییـرات اعمال شـده در نمونـه به علت 
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بـه  معرف‌هـا  در  شـده  ایجـاد  تغییـرات  و  نامناسـب  لوله‌گـذاری 
درسـتی انجـام نشـوند.

در  ایجـاد خطـا  موجـب  نیـز  نمونـه  بـه  آلودگـی  انتقـال   
می‌شـود.   PCR از  حاصـل  محصـولات  یـا  و   DNA اسـتخراج 
خطـرات  بـروز  از  سـادگی  بـه  می‌توانـد  پیشـگیرانه  اقدامـات 
احتمالـی جلوگیـری کنـد مانند: اسـتفاده از ظـروف یکبار مصرف 
یـا ایجـاد زیرسـاخت‌هایی برای محـدود کردن فعالیـت در محیط 
انجـام آزمایـش ]42[؛ به‌عنـوان مثـال، آماده‌سـازی نمونـه بایـد 
در محـل متفاوتـی از محـل انجـام آزمایـش انجـام شـود. اقدامی 
دیگـر بـرای جلوگیـری از انتقـال آلودگـی در محصـول، اسـتفاده 
از دینامیـک روابـط بیـن سـاختار مولکولـی یـا )d UTP( به جای 
لانگو15 در PCR اسـت. اسـتفاده از بازدارنده‌های اسـتخراج شـده 
همـراه بـا DNA نمونـه غـذا، موجـب کنتـرل شـرایط آزمون‌هـا 
و حـذف آلاینده‌هـای موجـود در معرف‌هـا و ظـروف در حیـن 

.]43[ می‌شـود  نمونـه  آماده‌سـازی 
مـوارد دیگـری در رابطـه بـا تنـوع روش‌هـای نمونه‌گیـری و 
طراحـی شـرایط سـنجش وجـود دارد کـه می‌تـوان آنهـا را نیـز به 

رسـاند: مطلوب  حالـت 
 انـدازه نمونـه؛ اندازه ذرات و همگنی نمونه از مهم‌ترین عوامل 
ایجـاد تغییـر در تجزیـه و تحلیـل مواد غذایـی هسـتند. ایجاد یک 
طـرح نمونه‌گیـری مناسـب پیچیـده بـوده و ممکن اسـت بـا توجه 
بـه ویژگی‌هـای نمونـه، نوع محصـول غذایی و فعالیت‌هـای فرآوری 
محـدود شـود. آلرژن‌هـای غذایـی می‌تواننـد بـه دلیـل آلودگی در 
نقـاط مختلـف تولیـد و همچنین به علـت طراحی شـرایط واکنش 
نامناسـب، در محصـولات غذایـی به‌طـور ناهمگـن توزیـع شـوند. 
مـواد تشـکیل  از  چنیـن محصولاتـی حـاوی لایه‌هـای مختلفـی 
دهنـده هسـتند مانند:کوکی‌هـای شـکلاتی. اگـر نمونـه مـورد نظر 
به‌طـور همگـن توزیع نشـود ممکن اسـت در پـردازش انجام شـده 
نیـز خطـا ایجـاد کند. بسـته به محـل قرارگیری نمونه )در سـطوح 
داخلـی محصـول( و درجـه پـردازش، نتایـج حاصـل از آنالیـز نیـز 
از  متفـاوت اسـت. به‌عنـوان مثـال، نمونه‌هـای جمـع‌آوری شـده 
بخش‌هـای مختلـف نـان حـاوی ترکیبـات سـویا، نتایـج متفاوتـی 
در PCR نشـان می‌دهنـد. بنابرایـن، بـرای بـه حداقـل رسـاندن 
خطاهـای ناشـی از ناهمگونـی نمونـه، بایـد چگونگـی نمونه‌گیـری 

و آماده‌سـازی آن مناسـب باشـد ]44[.
 روش‌هـای دیگـری نیـز می‌تواننـد در بـه حداقـل رسـاندن 
بـرای   PCR آنالیـز  یـک  باشـند.  تأثیرگـذار  تحلیـل  خطاهـای 
تشـخیص گنـدم سـیاه انجـام شده‌اسـت کـه در آن از یـک کنترل 
کننده اسـتاندارد شـده برای جبران تنوع ناشـی از بازده اسـتخراج 

.]45[ می‌شـود  اسـتفاده  نمونه‌هـا 
 بسـته بـه نـوع مـاده غذایـی و ویژگی‌هـای منحصر به فـرد آن، 
نـوع آنالیـز، هدف نهایی و کارایـی آنها نیز متفاوت اسـت. این موضوع 
را می‌تـوان در تعییـن و تشـخیص آلرژن‌هـای فندق در شـکلات تلخ، 
شـیر سـویا، مکمل‌هـای لسـیتین مشـاهده کـرد. بـه همیـن دلیـل، 
سـنجش‌ها باید به درسـتی توسـعه داده شـوند تا دقت ارزیابی حفظ 

شـود و اختلاف نتایج حاصل شـده کاهش یابـد ]46[.

DNA استانداردهای سنجش مبتنی بر  
تشـخیص  بـرای  شـده‌ای  اسـتاندارد  اعتبارسـنجی  سـاختار 
 DNA آلرژن‌هـای غذایـی سـنجش شـده با روش‌هـای مبتنـی بر
دسـتورالعمل‌های  از  آلرژن‌هـا  تشـخیص  بـرای  نـدارد.  وجـود 
مـورد اسـتفاده بـرای محصولات مشـتق شـده در زیسـت فناوری 
کشـاورزی اسـتفاده می‌شـود. بـا ایـن حـال، از موانـع عمـده‌ای 
کـه در معتبـر بـودن سـنجش‌های مبتنـی بـر DNA آلرژن‌هـای 
موجـود در محصـولات مهندسـی شـده زیسـتی وجـود دارد، عدم 
وجـود منابـع علمـی اثبات شـده به‌منظور تشـخیص وکاربـرد آنها 
اسـت ]47[. طـی مطالعـات انجـام شـده در آنالیـز PCR بـرای 
کـه  می‌دهـد  نشـان  دسـتورالعمل‌ها  کنجـد،  و  کرفـس، خـردل 
تفاوت‌هایـی در چگونگـی آنالیـز یـک هـدف در سـه نمونـه مـاده 

غذایـی وجـود دارد:
)الـف(: فاز اسـتفاده شـده: شـامل مـواردی همچـون جنبه‌های 
کاربـردی، امـکان انجـام آزمـون، دقت، کارایـی، انحراف اسـتاندارد 

تکرارپذیـری، حـد کمّی‌سـازی و میزان اسـتحکام آن اسـت.
روش  الزامـات  شـامل  اعتبارسـنجی:  نتایـج  ارزیابـی  )ب(: 
عملکـردی سیسـتم از نظـر دینامیکـی و صحـت میانگیـن بازیابـی 
و تکرارپذیـری اسـت. در سـنجش کیفـی PCR انجـام شـده بـرای 
تشـخیص بـادام زمینـی در غذاهـا، نشـان داده شده‌اسـت کـه در 
خمیرهـای اتـوکلاو شـده، برشـته، آب‌پـز و غیرفـرآوری شـده از 
سـطوح مختلفـی از آرد بـادام زمینـی بـدون چربـی )0/1 درصـد، 
شده‌اسـت.  اسـتفاده  درصـد(   0 و  درصـد   0/001 درصـد،   0/01
نتایـج PCR از نمونه‌هـای خمیـر )فـرآوری شـده و فرآوری نشـده( 
دادنـد.  الایـزا مطابقـت  از  نتایـج حاصـل  بـا  و  بررسـی کـرده  را 
آزمایش‌هـا نشـان داد کـه ایـن روش برای تشـخیص بـادام زمینی 
در انـواع غذاهـای فـرآوری شـده قابـل تکرار، قابـل اعتمـاد و قابل 

اسـتفاده اسـت ]48[.

  سنجش‌های تجاری
طیـف گسـترده‌ای از کیت‌هـای تجـاری الایـزا بـا برندهـای 
انـواع شـرکت‌ها موجـود اسـت. با ایـن حـال، تعداد شـرکت‌هایی 
می‌دهنـد،  ارائـه  آلـرژن  تشـخیص  بـرای   PCR کیت‌هـای  کـه 
و  پذیـرش  عـدم  نشـان‌دهنده  امـر  ایـن  اسـت.  محـدود  بسـیار 
اسـتفاده از ایـن روش بـرای تشـخیص آلرژن‌هـای غذایـی اسـت. 
در بیـن روش‌های تجـاری مبتنی بـر DNA، روش PCR به‌عنوان 
دارای  کیت‌هـا  همـه  می‌شـود.  اسـتفاده  کیفـی  آزمایش‌هـای 
محدودیـت میـزان غلظت در تشـخیص مـواد غذایی حساسـیت‌زا 

هسـتند ]49[.
کیت‌هـای تجـاری Real-time PCR برای بادام زمینی، سـویا، 
بـادام، فنـدق، گـردو، سـخت پوسـتان، نرم تنـان، کنجـد، کرفس، 
خـردل و غلات حـاوی گلوتـن )گندم-چـاودار- جـو و کامـوت( 
قابـل اسـتفاده هسـتند. کیت‌هـای مـورد اسـتفاده بـرای گروهـی 
از آلرژن‌هـا، نتایـج مثبتـی را در میـان گونه‌هـای مختلـف ارائـه 
می‌دهنـد؛ به‌عنـوان مثـال، کیت‌هـای متعلـق بـه ماهـی قابلیـت 
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تشـخیص تعـداد زیـادی از گونه‌هـای ماهـی تجـاری را دارنـد؛ در 
حالـی کـه کیت‌هـای متعلـق بـه نـرم تنان، فقـط امکان تشـخیص 

حلـزون و صـدف را فراهـم می‌سـازند.
شـرکت‌های تولیـد کننـده کیت‌هـای سـخت پوسـتان گزارش 
داده‌انـد کـه کیت‌هـا در مقابـل سوسـک‌ها واکنش متقابلی نسـبت 
بـه سـایر سـخت پوسـتان دارنـد. این مشـکل بـه دلیـل همولوژی 
ترپومیوزیـن در بیـن گونه‌هـای سـخت پوسـتان اسـت. احتمـال 
آلودگی این حشـرات در محصولات در طول دوره رشـد، برداشـت، 
حمـل و نقـل و ذخیره‌سـازی وجود دارد کـه بایـد برنامه‌ریزی‌های 
کارخانه‌هـای  در  آلودگی‌هـا  رسـاندن  حداقـل  بـه  بـرای  دقیقـی 
کیت‌هـای  شـرکت‌ها،  شـود.  اعمـال  آزمایشـگاه‌ها  و  تولیـدی 

متفاوت‌تـری را به‌منظـور جلوگیـری از آلودگـی در حیـن حمـل 
و نقـل بـرای اسـتفاده توصیـه می‌کننـد. به‌منظـور آماده‌سـازی و 
چگونگـی واکنش‌دهـی و تکثیـر ایـن گـروه از کیت‌هـا، ابزارهـای 
 PCR سیسـتم  در  کیت‌هـا  ایـن  می‌شـود.  اسـتفاده  جداگانـه‌ای 
سیسـتم  از  خـارج  در   DNA اسـتخراج  در  اختلال  موجـب 
اختصاصـی می‌شـوند. همچنیـن ایـن کیت‌هـا دارای d UPT بـه 
جـای روابـط بیـن سـاختاری TP به‌منظـور جلوگیـری از آلودگـی 
حامـل محصـولات PCR هسـتند کـه موجـب بـه حداقـل رسـانی 
خطاها در سـنجش می‌شـود. بسـیاری از مراکز تخصصی تشـخیص 
دهنـده آلرژن‌هایـی غذایـی براسـاس موارد گفتـه شـده آنالیزهای 

لازم را انجـام می‌دهنـد.

تشـخیص آلرژن‌هـا در مـواد غذایـی و محصـولات فـرآوری شـده می‌توانـد به علـت تنـوع ویژگی‌های مـواد غذایی 
و تنـوع روش‌هـای تولیـد، عاملـی بسـیار چالـش برانگیـز باشـد. روش‌هـای معرفـی شـده مبتنـی بـر DNA مزایـا و 
به‌عنـوان  پروتئین‌هـا  دادن  قـرار  بـا هـدف   DNA بـر  مبتنـی  دارنـد. سـنجش‌های  را  محدودیت‌هـای خـاص خـود 
نشـانگری بـرای تشـخیص عوامـل حساسـیت‌زا ثابـت کرده‌انـد کـه روش‌هـای مفیـدی هسـتند؛ به‌خصوص بـا توجه به 
قوانیـن اعمـال شـده، آلرژن‌هـا و مـواد غذایی مانند سـویا، بـادام زمینـی، گردو برچسـب‌گذاری شـده روی محصولات 
تاییـد  بـرای  تنهـا می‌تواننـد  نـه   DNA بـر  مبتنـی  ایـن روش‌هـا سـنجش می‌شـوند. سـنجش‌های  از  اسـتفاده  بـا 
نتایـج الایـزا مـورد اسـتفاده قـرار گیرنـد، بلکـه می‌تواننـد بـرای تشـخیص آلرژن‌هـای غذایـی کـه هیـچ روش ایمنـی 
بـرای دسترسـی بـه آنهـا وجـود نـدارد، اسـتفاده شـوند. همچنیـن PCR و Real-time PCR می‌توانـد در تشـخیص و 
شناسـایی گونه‌هـای مختلفـی از آلرژن‌هـا در مـواد غذایـی ماننـد ماهی‌هـا کـه در آنهـا، دسترسـی به روش‌هـای الایزا 
پیچیـده اسـت، مفیـد باشـند. در آینـده نزدیـک، امکان دارد کـه سـنجش‌های مبتنی بر DNA، بیشـتر مورد اسـتفاده 
قـرار گیرنـد، زیـرا توسـعه ایـن روش‌هـا سـاده اسـت و قابلیـت غربالگـری نیـز دارنـد. بنابرایـن، روش‌هـای مبتنـی بر 
DNA نیـز بـرای تجزیـه و تحلیـل بـا تـوان بـالا و بـه علـت قابلیت‌هـای غربالگـری اجـزای آلرژی‌زا مناسـب هسـتند.
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Food allergens, responsible for IgE-
mediated allergic responses and listed in 
European, North American and Japanese 
regulation, are exclusively proteins and 
are ideally detected by analytical methods  
targeting either peptides or proteins. 

However, in some cases where no suitable 
methods for proteins exist or as an alternative 
method to substantiate results from pro-
tein-based methods, DNA-targeting meth-
ods can be used as indicators of the pres-
ence of potentially allergenic proteins. The 
advantage of DNA-targeting methods like 
PCR, real-time PCR is presently the lower 
cost and availability of free literature on  
several detection systems, including a 
certain degree of multiplexing. Clear  
disadvantages include the poor sensitivity  
for egg, milk and samples containing  
inhibitors (like polyphenols in chocolate) 
as well as its limited applicability in some 
industrial protein concentrates. In addition, 
if quantitative results need to be obtained,  
the DNA-based system needs to be calibrated 
for each matrix tested, as protein-to-DNA 
composition is typically matrix specific.  
However, PCR based methods are well 
established in many laboratories and still 
regularly used. This chapter discusses 
suitable systems for detection of DNA of 
ingredients and foods containing allergenic 
proteins, potential pitfalls and multiplex  
capabilities of such systems.
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