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ABSTRACT

Two separate methods EvaGreen® and SYBRGreen® Real-PCR was used to detection celery
(Apium graveolens as an allergenic food ingredients. On the speiciéntification of the presence
of celery in the sample was used species-specifitep designed in the gene for mannitol
dehyrogenase. Different variability and specificitias observed in parallel multiple calibration
samples. The result is two different assessmertepaes for fluorescent labeling of DNA used to
identify the allergen of celery.
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Potravinové alergény sa stavafpraz viac a viac sledované medzinarodnym potrayimov
obchodom a orgdnmi pre potravinovl bezmet’. To poskytuje spotrebitevi informéacie ako sa
vyhnt' zdravotnému riziku spdésobenému potencialnym atengév potravine(Hupfer et al.,
2007) Potravinova alergia je definovana ako "hypersevitti zapréinena imunologickymi
mechanizmami(Johansson et al., 2001 Alergia na potraviny ovpliwje asi 3 % aZ 4 % dospelej
populacie(Sampson, 2004)Vysledok celého procesu je okamziti alergick&aeasprevadzana
procesom, ktory mdéze miaa nasledok lokalne priznaky v mieste kontaktyrnea Ustnej dutine.
Mo6ze by spdsobena aj zalutlwo<crevna precitlivelog s nevdnog’ou, zvracanim alebo hélea,
povrchové priznaky ako Z#ilavka a ekzém, dychacie priznaky, systémové anadylax
s kardiovaskularnym a ZalG¢fwo-crevnymi priznakmi ktoré niekedy vedu k Softsacsson et al.,
2000) Aj ked’ v&Sina potravinovych alergénov spésobuje mierne ieakcniektorych pripadoch
moZzu spoOsolti ohrozenie Zivota. Vykenie potraviny je momentalne jedina dostupn&bbe
(Sampson, 2003)Aktualne metédy pouzivané k detekovaniu alergén@otravinach su hlavne
ELISA, PCR a Real-time PC®/an Hengel, 2007; Bosiak, Zidek a Golian, 2009; Bek et al.,
2010; Revak, Zidek a Golian, 2010; Zelgkova et al., 2010)

MATERIAL A METODIKA

Priprava vzoriek

Priprava vzorky zo zakupeneJuzy zeleru sptivala v umyti ffuzy, oSupani, nastrahani jadra
hluzy a néslednym suSenim pri teplote 60 °C 12 hoBim vysuSeni sme jednotlivé kasky
rozomleli mixérom na jemny praSok a zhomogenizog¢aliminat pri 10 000 otkach za minGtu
v homogenizatore (Ovidomix). Na pripravu réznychnéentacii sme pouzili hladkd muku.
Podobnym spdsobom pripravovali vzorky aj auktupfer et al. (2007)

Pafundo et al. (2009)pri priprave vzoriek riedili samotnd DNASo je v porovnani s naSou
metddou sice jednoduchsSie, ale pri zostavovanbiiafiej krivky su v tomto pripade skreslené
vysledky. Zelerovy prasok s mikou sme mieSali diesiggm systémom riedenia nasledovne: 0,5 g
vzorky zeleru na 4,5 g hladkej muky. Vzorky smeilaia analytickych vahach s presiios na

3 desatinné miesta. Po navazeni sa vzorky dokgma&mieSali za pomoci Vortexu (Biosan)
priblizne 1 minatu. Takymto spésobom sme pripreitiedeni od 100% kontrolnej vzorky (vzorka
¢istého zelerového prasku) az po vzorku s obsahdenze,000001%. VSetky hodnoty s uvedené
v tabuke¢.1.
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N&azov vzorky | Obsah zeleru vo vzorke [%]
vzorka 1 100
vzorka 2 10
vzorka 3 1

vzorka 4 0,1
vzorka 5 0,01
vzorka 6 0,001
vzorka 7 0,0001
vzorka 8 0,00001
vzorka 9 0,000001
Neg. kontrola | O

Tabukac¢. 1 Navazka vzoriek

Extrakcia DNA

Extrakciu DNA zo vzoriek sme robili za pomoci korm¢ho kitu uéeného na gonomicki
purifikdciu DNA z potravin NucleoSpfiFood (Macherey-Nagel, Suise) pad prilozeného
protokolu.

Primery

Na detekciu pritomnosti zeleru vo vzorke sme popZilnery na detekciu manitol dehydrogenazy
(GenBank, Accession No. AF067082). Primery sme ftiood autorov (Dovi¢ovicova et al.,
2004) Autori navrhli primery celF 5-CAGCCTGTTTCCCGTAGGAT-3"° acelR
5"-TGCCAAATAAAGATTCGAGATTGT-3". Primery boli navrhaté a otestované programom
Primer Express software (Applied Biosystem) s teckeu teplotou topenia okolo 60 ° C. Primery
boli otestované s nehomologickymi DNA sekvencianyich rastlin pouzitim softvéru Blast 2.1
(National Center for Biotechnology Information, Besda,Md., USA}Jur¢akova et al., 2011)

PCR reakcia
EvaGreerf Real-Time PCR

Reakind zmes na jednu vzorku pre PCR v celkovom objefhgl Bola pripravena z 10 Fast
EvaGreel gPCR Master Mix (Biotium), @l bidestilovanej HO, 2ul templatovej DNA
a primermi celF a celR poyl, tak ako to stanovuje vyrobca v uziviaieom manuali.
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Komponenty PCR reakcie

Koncentracia zasobného

Koncentracia

pouzitéh

roztoku roztoku
Fast EvaGreéh . o Ix
gPCR Master Mix
celF 10 pmoll 0,50 pmolfl
celR 10 pmoldl 0,50 pmolu

Tabukac. 2 ZloZenie Fast EvaGre®mastermixu pre vzorku

SYBRGreefi Real-Time PCR

Reakind zmes na jednu vzorku pre PCR v celkovom objed@l Dola pripravena z gl
SYBRGreen |, 0,81 SYBR MgCh, 13,2ul SYBR H0, 2ul templatovej DNA a primermi celF
a celR po 1ul, tak ako to stanovuje vyrobca v uziviigieom manuali.

Komponenty PCR reakcie

Koncentracia zasobného

Koncentracia

pouzitéh

roztoku roztoku
SYBRGreen | 10x 1x
SYBR MgCh 25 mM 1 mM
celF 10 pmoll 0,50 pmolful
celR 10 pmoll 0,50 pmolful

Tabukac. 3 ZloZzenie SYBRGre®tmastermixu pre vzorku

PCR reakcia bola zahajena¢miotnou denaturaciou prebiehajucou pri teplote 95 °oCdpbu

5 mindt a nasledne v 40 cykloch (EvaGfe&eal-Time PCR) av 50 cykloch (SYBRGréen
Real-Time PCR) tieto 3 kroky: denaturacia pri 92 po dobu 30 sekind, annealing pri 59 ° C po
dobu 30 sekdnd, polymerizacia pri 72 °C po dobumihity po ktorej nasledovalo meranie
fluorescencie. WalSom kroku nasledovala kamme polymerizécia pri 72 ° C po dobu 8 minat po
ktorej prebiehal melting pri teplote 95 ° C s ndalgm ochladenym na 65 ° C s vydrzou 15 sekund.
Real-Time PCR prebiehala v pristroji LightCycleb Roche). Analyza vzoriek bola vykonana
v programe LightCycler Software 4.05 pomocou prdegd,Absolute Quantification* a ,Tm
Calling“. Ziskané déta boli spracované do tabuligitograme EXCEL 2007.
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VYSLEDKY A DISKUZE

V tabuke ¢islo 4 mézeme vidie porovnanie detekého limitu rovnakych vzoriek dvomi
rozdielnymi metédami. Pri EvaGreen bol dergklimit 0,1 % a pri SYBRGreen 1 %.

Obsah zeleru vo| EvaGreerf SYBRGreer’

vzorke [%] Real-Time Real-Time
PCR PCR

100 + +

10 + +

1 + +

0,1 + -

0,01 - -

0,001 - -

0,0001 - -

0,00001 - -

0,000001 - -

0 R R

Tabukadé. 4 Identifikacia detetného limitu

" — "
kalibraénakrivka ¢. 1
162
. L8 = 0,0036 ¥=-0,042x+ 1,560
158 RI=0.914
+ o5 5=0,0106 —
=P i 7o)
E’ 1E ” 5=0,0203
_En S e
15 —
14 5
-1.5 -1 0.5 a a5 1 1.5 2 2.5
log koncentracie

Obrazoks.1 Kalibracna krivka detekcie zeleru - EvaGr&dreal-Time PCR
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Na osi x su logaritmované hodnoty koncentracierael® vzorke a na osi y je logaritmus cyklu
v ktorom vzorka prekrdla neSpecifické pozadie. Na zaklade koncentrac@R Pproduktu

v jednotlivych cykloch sme zostavili kalilimal krivku, ktorej smerodajné odchylky sa znizuju od
100% cistej kontrolnej vzorky smerom k riedenej 0,1% \morzeleru. Z toho vyplyva, ze &e
stanovujeme v detékom limite (Do 0,1%) vzorku, najmensia odchylka éysti najviac riedenej
vzorke a naopak najvdia je pri 100%¢cistej kontrolnej vzorke zeleru. Dochadza vSak ku
kalibratnej chybe pri paralelnych vzorkach. Deterntmakoeficient je vysoky Zoho vyplyva ze
regresna rovnica je vhodna na predpovedanie hogrefyercentom pravdepodobnosti 0,956.

kalibraéna krivka €. 2 =gt Lok
R*=0562
5 =0,0286 ‘
i 5 = 10,0401
158
& 1.5 =
A s =0,0271
. . 154 +
£ 152
= ® s =0,0253
g N *
48—
4 %
&
144
142 %
; td
25 %} 15 -1 05 [i} 0,5 1 1,5 2 25
log koncentracie

Obrazoke. 2 Kalibracna krivka detekcie zeleru - EvaGr&dreal-Time PCR

Velka variabilita, ktord m6zZeme sledavaa obrazk&. 2 spdsobuje, Ze pri opakovanych vzorkach
sa sice da vytvatikalibraina krivka, avSak ma mall spahlivos’. Smerodajné odchylky su
rozdielne, najvyssia je vSak pri hodnote&i@e pri 1% koncentracii zeleru vo vzorke. Pri haend,
koeficient dosahuje hodnotu 0,562%7e percento pravdepodobnosti je 0,749 a dana sedre
rovnica sa neda pouzivpausalne, teda vzdy musime pri detekcii ppazpdi jednu kalibrénd
vzorku, aby sme mohli &it’ tvar kalibr&nej krivky z ktorej si potom mézeme zostavegresnu
rovnicu na zaklade ktorej budeme predpoveuzdnoty y.
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kalibra&na krivka &. 3 e
167
1,66
165
1,64
1,63
162
161

16
1,59
158 y y y .

a 0,5 1 15 2 2.5

11,661

log cyklus

{1,614 ]

" 1598

log koncentacie

Obrazoks. 3 Kalibracha krivka detekcie zeleru - SYBRGe&eal-Time PCR

Determing&ny koeficient ma hodnotu 0,923¢aho vyplyva Ze regresna rovnica je vhodna na
predpovedanie hodnoty y s percentom pravdepodalmeso.

Melting Peaks

Teplota topenia
78,84 *C

66 6 O 72 74 76 78 &80 B2 o4 @ 68 9 92 94 96
Temperature (°C)

~{tid T} Fluorescence (530)

Obrazoke. 4 Krivky topenia EvaGreérReal-Time PCR

Melting Peaks

Teplota topenia
81,45 *C
65 &3 70 72 4 i 78 & 02 o4 85 8 a0 £ 94 a8
Temperature (°C)

Obrazoke. 5 Krivky topenia SYBRGre&Real-Time PCR
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Na tychto obrazkoch jasne vidime krivky topeniagfreentu Specifického pre zeler. Na osi x je
teplota ana osi y derivacia fluorescencie. PriGree!f Real-Time PCR je teplota topenia
fragmentu 78,84 ° C a pri SYBRGréeReal-Time PCR je teplota topenia fragmentu 81,85 Pri
porovnani tychto dvoch priemernych hodndt teplotstuyieme u kazdej metody iné hodnoty
topenia zelerového fragmentu pri pouziti rovnakgcimerov.Wu et al. (2010)uvadzaju teplotu
topenia $pecifického zelerového fragmentu 67,8 priCvyuziti SYBRGreefi Real-Time PCR

s pouzitim inych primerov. Intenzita fluoresceniei@ajvyssia pri vzorke so 100% obsahom zeleru
a postupne klesa pri vzorkach snizS§im obsahomrwzel® vzorke. Na zaklade intenzity
fluorescencie by sa mohol zeler vo vzorke kvanifir, tak ako to vo svojich pracach uvadzaju
autori Pafundo et al. (2009} (Wu et al., 2010) avSak tato metéda je len orietrid a na zaklade
nej nemodzeme stanavi presny obsah zeleru Vo vzorke.

Melting Peaks

z 0.375- Piky nelpecificke
% s pre zeler

=

% 0475

§oors] T e

£

E-D.DQS-

= 0125

#6 68 70 72 74 78 78 80 @2 @4 @8 @@ 90 92 94 @95 @
Temperature {°C)

Obréazoke. 6 Krivky topenia 2 EvaGre&rReal-Time PCR

Na obrazkug. 6 pozorujeme nesSpecifické pozadie u vzoriek kauizkoncentraciou DNA zeleru
(0,01 % a nizSej), ktorych teplota topenia sa wyealiSi od teploty Specifickej pre zeler a tym
padom nevieme touto metddou identifikévezorky s koncentraciou zeleru nizSou ako 0,1 %.
Dovicovitova et al. (2004)vo svojej praci, zameranej na dbkaz zeleru za poOnRCR

s vizualizaciou na gély uvadzaji rovnaky déteklimit s pouzitym rovnakych primeroWu et al.
(2010) sa zameriavali na SYB®reen Real-Time PCR s pouZitym inych primerov akgp m
a ich detekny limit pri surovom zeleri bol 0,001 % a pri tepeloSetrenych vzorkach 0,01 %.

Hupfer et al. (2007) pouzili na stanovenie det&kého limitu Tagman™ sondu a dokazali
identifikova’ zeler vo vzorke s koncentraciou 0,001 %.

ZAVER

Alergické reakcie na potraviny vyplyvaji z narastounitnych odpovedi na glykoproteinové

zlozky pritomné v potravinach a predstavogsty zdravotny problém. Zeler je uznany ako jeden

z hlavnych potravinovych alergénov, ktoré mézd pyitomné v potravine a z uvedeného dovodu

musi by jeho pritomno$ ozn&ena. Na to aby mohla Byzlozka potravin kvantifikovana je
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potrebné zostrdjikalibratnu krivku. Pre ziskanie kalibtaej krivky boli pouZité vzorky s réznym

podielom zelerového prasSku vo vzorke. MbZzeme koogtd, Zze primerovy par Specificky pre
pritomnos zeleru navrhnuty autornidovicovi¢ova et al. (2004)je schopny korektne detegava

pritomnog primesi zeleru len do koncentracie 0,01 %. Pr8anZ zastUpeni zeleru vo vzorke
primerovy par neSpecificky reaguje a vytvara ingédpikty.
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