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ABSTRACT

The aim of this study was determinate limit of detection (LOD) for determinate celery (Apium graveolens). Study was based
upon polymerase chain reaction (PCR). The method use primers that are nuclear gene sequences encoding for the celery
mannitol dehydrogenase. This reaction is specific for celery. The PCR method was shown to be specific for celery,
producing a 279 bp fragment. We used the decimal dilution with range from 100 % to 0.000001 % and a negative control.
When evaluated with model samples of celery in, a detection limit of 0.01 % (w/w) (100 ppm) was determined. This
method offer also semi-quantitative detection of celery in food.

Keywords: Apium graveolens, PCR, mannitol dehydrogenase, allergy

UvVoD

Zeler (Apium graveolens) je jednou z najéastejSich
potravin sposobujucich alergické reakcie u dospelych
(Etesamifar,Wiithrich,1998). Avsak, aj tak sa do
znacnej miery pouziva  V potravinarskom priemysle,
predovSetkym v produktoch, ako st suSené korenie,
dehydrované  bujony, omacky, udeniny a hotové
jedla. Tato skutoCnost’ predstavuje znacné riziko pre
alergické osoby, najmé v pripade neimyselného pozitia
zeleru kvoli nespravnemu  oznaceniu. S cielom
poskytnit’ spotrebitelom lepSie informacie a chranit’
zdravie tych, ktori trpia potravinovymi alergiami a /
alebo neznasanlivostou, legislativny ramec tykajici sa
oznaCovania zloziek pritomnych v potravinach bol
implementovany do legislativy Eurdpskej unie. Podla
smernice 2003/89/ES (Directive 2003/89/EC, 2003), je
oznacovanie povinné pre 12 skupin zloziek so zndmym
alergénnim potencidlom, okrem iného, zeler a vyrobky z
nich. Prax oznaCovania a dodrziavanie novych pravnych
predpisov musi byt riadendA pomocou vhodnej,
konkrétnej a citlivej metédy detekcie. V sucasnej dobe,
predstavuju dva hlavné piliere pri detekcii a analyzach
alergénnych  zloziek  potravin  tieto  metody:
imunologické metédy zalozené na bielkovinach
(ELISA) a metddy zaloZzené na DNA - polymerazovej
retazovej  reakcii, ako PCR a real time
PCR. Prvy pristup, zalozeny na cielovej sekvencii génu
kodujuceho manitol dehydrogenazu.

Bolo preukazané, Ze je Specificky pre detekciu zeleru
(Dovicovicova, 2004). Alergénnost zeleru zavisi od
odrody atiez ¢i je to Cast’ stonky, korefia alebo listy.
Varenim sa redukuje alergenita, ale nie uplne ako uvadza
Balmer-Weber et al (Ballmer-Weber,2002) Api g 1 je
hlavny alergén. DalSie alergény zeleru boli popisané
a klasifikované od Api g 1 az Api g 5 (Bulbiln,2003).
Potravinové alergie predstavuju hlavny rizikovy faktor
ohrozujuci zdravie vo vyspelych priemyselnych
krajinach. V Eurdpe trpi potravinovymi alergiami viac
ako 2 % dospelej populdcie aviac ako 8 % deti.
(Sicherer at al, 2003; Wuthrich et al, 2000). Pocet
syndromov, ktoré st indukované potravinovymi
alergénmi neustale narasta. Priznaky po pozity alergénu
st rozne: od zazivacich poruch, respiracné tazkosti, ako
je nadcha alebo astma, kozné reakcie ako je zihlavka ,
atopicka  dermatitida az po Zivot ohrozujuci
anafylakticky $ok. Uroven expozicie, ktord vyvola

alergicku reakciu sa 1isi od jedla k jedlu a od osoby k osobe,
najcastejsie v rozmedzi 1-1000 ppm alergénu. Niekedy v§ak
aj nepatrné mnozstvo alergénnej latky moze vyvolat
alergicku reakciu
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MATERIAL A METODIKA
Vzorky

Vzorky zeleru (Apium graveolens) boli zaktpené
v miestnej sieti hypermarketov Hypernova (Nitra, Slovenska
republika). Hl'uza zeleru bola umyta, nastruhana a nasledne
susend 12 hodin pri teplote 60 °C. SuSeny zeler sme
homogenizovali 10 minat pri 10 000 otackach za minutu,
V homogenizatore znacky Ovidomix Po homogenizacii sme
ziskali jemny prasok suseného zeleru.

Navazka vzorky — zo vzoriek sme pripravili 10 riedeni,
jedna vzorka bola kontrolna (100 % obsah lupiny bielej).
Navazovanie vzoriek sme robili na analytickych vahach
KERN EW spresnostou na 3 desatinné miesta. Pri
navazovani vzoriek sme postupovali nasledovne: 1 g vzorky
nal g hladkej muky. Pri homogenizicii sme pouzivali
Vortex firmy Biosan. Homogenizacia Vortexom medzi
kazdou navazkou trvala 1 minutu.
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Tabul’ka 1 Navazka vzoriek

Cislo vzorky Nazov vzorky Obsah  zelemm
vo vzorke [%0]
1 Vzorka 1 100
2 Vzorka 2 10
3 Vzorka 3 1
4 Vzorka 4 0.1
5 Vzorka 5 0.01
6 Vzorka 6 0.001
7 Vzorka 7 0.0001
g Vzorka & 0.00001
9 Vzorka 9 0.000001
10 Neg. kontrola 0

Extrakcia DNA

Protokol pre genomicku purifikdciu DNA z potravin
(NucleoSpin®Food). Vzorky DNA sme pripravili za
pomoci komeréného kitu NucleoSpin® Food firmy
Macherey - Nagel, ktory sa pouZiva na extrakciu DNA
z potravin. DNA sme extrahovali podl'a postupu, ktory
je uvedeny v uzivatel'skom manuali. Dostupny je aj na
internetovej  stranke  spolocnosti.  Dostupné na:
<http://www.clontech.com/images/pt/PT4015-1.pdf>.

Priméry

Na detekciu pritomnosti zeleru vo vzorke sme pouzili
priméry pre detekciu manitol dehydrogenazy (GenBank,
Accession No. AF067082). Priméry sme pouzili od
autorov  (Dovicovicova et al, 2004). Autori navrhli
priméry celF 5’>-CAGCCTGTTTCCCGTACGAGAT -3’
acelR 5-TGCCAAATAAAGATTCGAGATTGT-3".
Priméry boli navrhnuté a otestované programom Primer
Express software (Applied Biosystems) s teoretickou
teplotou topenia okolo 60 °C. Priméry boli otestované
s nehomologickymi DNA sekvenciami inych rastlin
pouzitim softvéru Blast 2.1 (National Center
formBiotechnology Information, Bethesda, Md., USA).

PCR reakcia

PCR reakcia vo finalnej faze prebichala za tychto
podmienok: velkost vyslednej vzorky 30ul. Kazda
reakcia obsahovala 1x reakény pufor pre polymerazu
(Qiagen), 1,5mmol.I" MgCl, mix 0,2 mmol. I*, 0,50
pmol. pl* , 5 U HotStarTaq DNA polymerazy a 2ul
roztoku templatovej DNA. PCR reakcia prebiehala na
pristroji MiniCycler™ PT-150. PCR cyklus zacina pre-
denaturaciou pri teplote 95 °C po dobu 5 minut.
Nasledne bude zopakovanych 38 cyklov s teplotnym
profilom ( 30 sekund pri 94 °C(denaturacia, 30 sekund
pri 59 °C annealing), lmintta pri 72 °C) a findlna
polymerizécia 8 minut pri pri 72 °.

Tabul’ka 2 Protokol na vyrobu master mixu pre reakciu
PCR (primér celF, celR)

zdsob. vysled. ul/vzorka
Red. H:0 16,62
134|Go Tag green pufor 5x Sx Ix 6
180 |Go Tag MgCl; 25mM 250 mM (1,50 mM 1.8
220|AB dNTP mix 10mM 125 mM (0,20 mM 0,48
186 |celR 10,0 0,50 1.5
187 |celFE 10, 0pmol/u|0,50 1.5
179 |Go Tag HotStart|5.0U 0,500 0,10
DNA 2
celkom 30

Gélova elektroforéza

Na vizualizaciu fragmentov DNA PCR reakcie sme pouzili
1 %-ny agardzovy gél. Pri optimalizacii metody sme pouzili
ako farbicky Etidium Bromid, ale aj farbivo GelRed™.
Elektroforéza prebiehala v elektroforetickom korytku pri
jednosmernom prade s napdtim 150 V 15 (obr.2) minat
al25 V60 minat (obr.3). Na wvyrobu 1 %-ného
agardzového gélu sme pouzili 1 g agarézy SERVA pre
analyzu DNA, ktorti sme zmiesali s TBE pufrom SERVA,
ktory je desat krat koncentrovany. ZloZenie pufru je
nasledovné: 0,89 M Tris HCI; 0,89 M kyseliny boritej a 0,02
M EDTA. Vyrobu agar6zového gélu: 1 g agardzy a 10 ml
TBE pufru a doplnili na objem 100 ml destilovanou vodou.
Vizualizacia fragmentov  DNA sa robila pomocou UV
vizualizatora, Vzorka DNA na gél bola 10 pl, 10 pl EtBr ,1
pl GelRed a 3 pl hmotnostného DNA markéra (100 bp).

VYSLEDKY A DISKUSIA

V tejto modelovej PCR reakcii, sme skimali moznosti
detekcie zeleru pritomného vo vzorke. Vzorky boli
pripravené desiatkovym riedenim s koncentraciou od 100 %
az 0,000001 %. Sucastou kontroly fungovania reakcie boli
aj negativna kontrola, ktora nepreukazovala ziadnu reakciu
na pritomnost’ zeleru vo vzorke. Touto metédou sa nam
podarilo ur¢it v modelovych podmienkach detekény limit
stanovenia zeleru vo vzorke. Detekény limit bol stanoveny
na 0,01 %, co predstavuje 100 ppm. Vysledky tejto
modelovej reakcie znazoriuju aj obrazky ¢. 2 a 3.
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Obrazok 2 Gélova elektroforéza (150V, 15 min)
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Obrazok 3 Gélova elektroforéza (125V, 60 min)

Na obrazku ¢. 2 je elektroforeogram s liniami M —
hmotnostny marker 100 bp, draha 1 -100 % zeleru,draha
2- 10 % zeleru, 3- 1 % zeleru, 4 — 0,1 % zeleru, 50,01,
6-0,001 %, 7- 0,0001 %, 8- 0,00001 %, 9 —0,000001
% zeleru vo vzorke, draha &. 10 — neagativna kontrola.

Detekcia zeleru bola pozorovand v dréhach ¢. 1-5.
V drahach 6-10 neboli pozorované ziadne fragmenty
DNA, ktoré by naznacovali pritomnost DNA vo vzorke.
Detekény limit, ktory sa nam podarilo stanovit' pri
detekcii zeleru bol 0,01 % ¢o predstavuje 100 ppm. Na
obrazku ¢. 3 moéZeme vidiet elektroforeogram, s tymi
istymi riedeniami ako na obrazku €. 1. Tato elektroforéza
prebiehala pri 125 V, po dobu 60 minuat. Tento variant sa
mam potvrdil predchadzajice vysledky, pricom
viditel'nost’ fragmentov DNA bola ovela lepsia.

Tato metoda detekcie zeleru ma detekény limit 100
ppm, ¢o sta¢i na orientatné stanovenie pritomnosti
zeleru.

Na presnejSie stanovenie obsahu zeleru vo vzorke, je
vyhodnejSie pouzit metddy s vySSou citlivostou, ako st
real time PCR ,alebo SYBRGreen PCR tak, ako to
uvadzaji (Wu et al., 2010). Tato metoéda, ktort sme
pouzili na skriningové zistenie pritomnosti zeleru
V potravinach.

ZAVER

Metoda, ktora sme pouzili na stanovenie obsahu
mnozstva zeleru v potravindch ma detekény limit 100
ppm. Tento detekény limit, umoziuje rychle zistenie
pritomnosti zeleru v potravinach. Sta¢i preto na
skrinongové stanovenie obsahu zeleru vo vzorke. Na
zaklade ako sa zmenSuje intenzita fragmentov DNA sa
da wurobit’ semikvantifikacia pritomnosti zeleru vo
vzorke.
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