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EVA GREEN REAL-TIME PCR USED TO DETECT CELERY AS AN ALLERGEN
IN FOOD.
Ondrej Skultéty, Juréikovi Andrea

ABSTRACT

EvaGreen® Real-Time PCR method has been used for celery(Apium graveolens) allergen detection. A primer designed in
mannitol dehydrogenase gene region has been used for specific celery identification in sample. The results show possibility
to create calibration curve using artificially adulterated samples. An increasing variability between parallel calibration of
celery samples has been observed from 0.1 % to 100%. The detection limit has been set to value 0.1% in celery representing
1000 ppm. Fluorescent signal has been presented even in samples with lower percentage addition of celery but these

samples have been excluded according to unspecific melting curve.
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UVOoD

Potravinové alergény sa stavaju Coraz viac a viac
sledované medzindrodnym potravinovym obchodom a
orgdnmi pre bezpeCnost potravin. To poskytuje
spotrebitel'ovi informacie, ako sa vyhnut' zdravotnému
riziku sposobenému potencidlnym alergénom v potravine
(Hupfer et al., 2007). Potravinova alergia je definovana
ako "hypersenzitivita zapriinend imunologickymi
mechanizmami"” (Johansson et al., 2001). Alergia na
potraviny ovplyviiuje asi 3% az 4% dospelej populacie
(Sampson, 2004).Vysledok celého procesu je okamzita
alergicka reakcia sprevadzana procesom, ktory moze
mat’ za nasledok lokalne priznaky v mieste kontaktu,
napr. v ustnej dutine. Moéze vzniknit' aj zaltido¢no-
¢revna precitlivelost’ s nevolnostou, zvracanim alebo
hnacka, povrchové priznaky ako zihlavka a ekzém,
dychacie  priznaky, systtmové  anafylaxie s
kardiovaskularnymi a zalido¢no-¢revnymi priznakmi
ktoré niekedy veda k Soku (lIsacsson et al., 2000). Aj
ked’ vécsina potravinovych alergénov spdsobuje mierne
reakcie, v niektorych pripadoch moézu sposobit’
ohrozenie Zivota. VyluCenie potraviny je momentalne
jedind dostupna liecba (Sampson, 2003). Aktuélne
metddy pouzivané k  detegovaniu alergénov Vv
potravinach st hlavne ELISA, PCR a Real-time PCR
(Van Hengel, 2007; Bogiak, Zidek a Golian, 2009;
Bajzik et al., 2010; Revak, Zidek a Golian, 2010;
Zeleiiakova et al., 2010). Real-time PCR je zalozena na
merani fluorescenéného signalu, ktory sa zvacsuje pocas
amplifikacie PCR produktu. Esovita krivka ziskana z
hodnoty fluorescencie v danom pocte cyklov je
pouzivand na kvantifikdciu cielovej DNA vo vzorke.
Kvantifikacia je zalozena na prahovom cykle, teda cykle,
v ktorom mdézeme rozoznat' fosforeskujuci signal od
Sumu pozadia. Real-time PCR metéda umoziiuje zistenie
alergénnej zlozky v potravine na urovni 10 mg.kg’1
a niz8ej (Stephan et al., 2004; Hird et al., 2003).

MATERIAL A METODY

Priprava vzoriek

Priprava vzorky zo zakupenej hl'uzy zeleru spocivala
vumyti hluzy, oSopani, nastruhani jadra hluzy
anaslednym suSenim pri teplote 60 °C 12 hodin.
Po vysuSeni sme jednotlivé kusky rozomleli mixérom na
jemny prasok a zhomogenizovali 10 mintt pri 10 000
otaCkach za minGtu v homogenizatore (Ovidomix).
Na pripravu réznych koncentracii sme pouzili hladka

muku. Podobnym spésobom pripravovali vzorky aj autori
Hupfer et al. (2007).

Pafundo et al. (2009) pri priprave vzoriek riedili samotnt
DNA, ¢o je v porovnani s naSou metddou sice jednoduchsie,
ale pri zostavovani kalibra¢nej krivky su v tomto pripade
skreslené vysledky. Zelerovy praSok s mukou sme miesali
desiatkovym systémom riedenia nasledovne: 0,5g vzorky
zeleru na 4,5g hladkej muky. Vzorky sme vazili na
analytickych vahach s presnostou na 3 desatinné miesta. Po
navazeni sa vzorky dokonale premiesali za pomoci Vortexu
(Biosan) priblizne 1 minatu. Takymto spdsobom sme
pripravili 9 riedeni od 100% kontrolnej vzorky (vzorka
Cistého zelerového prasku) az po vzorku s obsahom zeleru
0,000001%. Vsetky hodnoty su uvedené v tabulke ¢.1.

Tabul’ka 1 Navazka vzoriek a identifikacie detekéného

limitu
Poradie vzorky Obsah zeleru vo PCR
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 0 -
Extrakcia DNA

Extrakciu DNA zo vzoriek sme robili za pomoci
komer¢ného kitu uréeného na gonomickt purifikdciu DNA
z potravin NucleoSpin®Food (Macherey-Nagel, Suise) podla
prilozeného protokolu.

Primery

Na detekciu pritomnosti zeleru vo vzorke sme pouzili
primery na detekciu manitol dehydrogendzy (GenBank,
Accession No. AF067082). Primery sme pouzili od autorov
(Dovicovicova et al., 2004). Autori navrhli primery celF 5°-
CAGCCTGTTTCCCGTACGAGAT -3° acelR 5 -
TGCCAAATAAAGATTCGAGATTGT -3°. Primery boli
navrhnuté a otestované programom Primer Express software
(Applied Biosystem) s teoretickou teplotou topenia 60 ° C.
Primery boli otestované s nehomologickymi DNA
sekvenciami inych rastlin pouzitim softvéru Blast 2.1
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(National Center for Biotechnology Information,
Bethesda,Md., USA),(Juréakova et al., 2011).

PCR reakcia:

EvaGreen Real-Time PCR

Reakéna zmes na jednu vzorku pre PCR v
celkovom objeme 20ul bola pripravena z 10ul Fast
EvaGreen® ¢qPCR Master Mix (Biotium), 6ul
bidestilovanej vody, 2ul templatovej DNA a primermi
celF acelR po lul, tak, ako to stanovuje vyrobca
v uzivatel'skom manuali.

Tabul’ka 2 ZloZenie mastermixu pre vzorku

Koncentracia Koncentracia
Komponen_ty zasobného pouzitého
PCR reakcie
roztoku roztoku

Fast
EvaGreen® ox 1x
gPCR Master

Mix

celF 10 pmol/ul 0,50 pmol/ul

celR 10 pmol/ul 0,50 pmol/ul

DNA - 2

PCR reakcia bola zahajena pociatocnou denaturaciou
prebichajicou pri teplote 95 °C po dobu 5 minit
anasledne v 40 cykloch tieto 3 kroky: denaturacia pri
94 ° C po dobu 30 sekiind, annealing pri 59 ° C po dobu
30 sekund, polymerizécia pri 72 © C po dobu 1 mintty,
po ktorej nasledovalo meranie fluorescencie. V d’alsom
kroku nasledovala kone¢né polymerizacia pri 72 ° C, po
dobu 8 minat, po ktorej prebiehal melting pri teplote
95 °C s naslednym ochladenim na 65 ° C s vydrzou
15 sekund. Real-Time PCR prebichala v pristroji
LightCycler 1,5 (Roche). Analyza vzoriek bola vykonana
v programe LightCycler Software 4.05 pomocou
procediry ,,Absolute Quantification“ a ,,Tm Calling*.
Ziskané data boli spracované do tabuliek v programe
EXCEL 2007.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vzorky zdmerne kontaminované primesou zeleru boli
paralelne testované za ucelom vyhodnotenia variability
kalibra¢nej krivky v ramci jednej PCR reakcie.

kalibraénékrivka ¢. 1
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Obrazok 1 kalibra¢na krivka paralelnych kalibracnych
vzoriek zeleru v jednom PCR mixe

Na osi x su logaritmované hodnoty koncentracie zeleru
vo vzorke a na osi y je logaritmus cyklu v ktorom vzorka
prekrocila neSpecifické pozadie. Na zaklade koncentracie
PCR produktu v jednotlivych cykloch sme zostavili

kalibra¢nu krivku, ktorej smerodajné odchylky sa znizuju od
100% ¢istej kontrolnej vzorky smerom k riedenej 0,1%
vzorke zeleru. Ztoho wvyplyva, Ze ked stanovujeme
v detekénom limite (do 0,1%) vzorku, najmensia odchylka
bude pri najviac riedenej vzorke a naopak najvicsia je pri
100% Ccistej kontrolnej vzorke zeleru. Dochadza vSak ku
kalibracnej chybe pri paralelnych vzorkdch Vv ramci
rovnakého PCR mixu. Napriek tejto variabilite kalibracnych
vzoriek je determinaény koeficient vysoky, z ¢oho vyplyva,
ze regresna rovnica je vhodna na predpovedanie hodnoty y
S koeficientom determinacie 0,914,

y=-0,031x+ 1,526
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Obrazok 2 Kalibra¢na krivka detekcie zeleru pri
opakovanych vzorkach v r6znych PCR mixoch

Velka variabilita, ktori mozeme sledovat’ na obrazku 2
spdsobuje, ze pri opakovanych vzorkach sa sice da vytvorit’
kalibra¢na krivka, avSak ma mala spolahlivost. Smerodajné
odchylky st rozdielne, najvyssia je v§ak pri hodnote 0, Cize
pri 1% koncentracii zeleru vo vzorke. Pri hodnote 2, Cize
vzorke s koncentraciou zeleru 100% je smerodajna odchylka

iz§ia. Determinany koeficient dosahuje hodnotu
0,5627, ¢ize spolahlivost’ interpolacie vysledkov je 74,9 % a
dana regresna rovnica sa neda pouzivat’ pausalne, teda vzdy
musime pri detekcii pouzit’ asponi jednu kalibraént vzorku,
aby sme mohli urCit’ tvar kalibracnej krivky, z ktorej si
potom mdzeme zostavit’ regresni rovnicu, na zaklade ktorej
budeme predpovedat’ hodnoty y.

Melting Peaks
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Obriazok 3 Krivky topenia PCR produktov
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Na tomto obrazku vidime krivky topenia fragmentu
$pecifického pre zeler. Na osi x je teplota ana osi y
derivacia fluorescencie. Teplota topenia je 78,84 ° C. Wu et
al. (2010) uvadzaju teplotu topenia $pecifického zelerového
fragmentu 67,8 °C pri vyuziti SYBR"Green Real-Time PCR
s pouzitim inych primerov. Intenzita fluorescencie je
najvyssia pri vzorke so 100% obsahom zeleru a postupne
klesa pri vzorkach s niz§im obsahom zeleru vo vzorke. Na
zéaklade intenzity fluorescencie by sa mohol zeler vo vzorke
kvantifikovat,, tak ako to vo svojich pracach uvadzaja autori
Pafundo et al. (2009) a (Wu et al.,, 2010), avSak tato
metdda je len orientatnd ana zéklade nej nemdzZeme
stanovit’ presny obsah zeleru vo vzorke.
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Obrazok 4 Krivky topenia PCR produktov

Na obrazku 4 pozorujeme neSpecifické pozadie
uvzoriek snizkou koncentraciou DNA zeleru (0,01
anizSej), ktorych teplota topenia sa vyrazne lisi od
teploty Specifickej pre zeler a tym padom nevieme touto
metddou identifikovat’ vzorky s koncentraciou zeleru
nizSou ako 0,1%. Dovifovi¢ova et al. (2004) Vo svojej
praci, zameranej na dokaz zeleru za pomoci PCR s
vizualizaciou na gély, uvadzaji rovnaky detekény limit s
pouzitim rovnakych primerov. Wu et al. (2010) sa
zameriavali na SYBR"Green Real-Time PCR s pouzitim
inych primerov ako my a ich detekény limit pri surovom
zeleri bol 0,001% apri tepelne oSetrenych vzorkach
0,01%. Hupfer et al. (2007) pouzili na stanovenie
detekéného limitu Tagman™ sondu a dokazali
identifikovat’ zeler vo vzorke s koncentraciou 0,001%.

ZAVER
Alergické reakcie na potraviny vyplyvaji z narastu
imunitnych odpovedi na glykoproteinové zlozky

pritomné v potravinach a predstavuju casty zdravotny
problém. Zeler je uznany ako jeden z hlavnych
potravinovych alergénov, ktoré mézu byt pritomné v
potravine a zuvedeného dovodu musi byt jeho
pritomnost’ oznafena. Na to, aby mohla byt zlozka
potravin kvantifikovana, je potrebné zostrojit’ kalibracnt
krivku. Pre ziskanie kalibraénej krivky boli pouZité
vzorky s r6znym podielom zelerového prasku vo vzorke.
Moézeme konstatovat, Ze primerovy par $pecificky pre
pritomnost’ zeleru navrhnuty autormi Dovicoviova
et al. (2004), je schopny korektne detegovat’ pritomnost’
primesi zeleru len do koncentracie 0,01 %. Pri nizSom
zastipeni zeleru vo vzorke primerovy par nespecificky
reaguje a vytvara produkty, ktoré by u ndhodnej vzorky
nebolo mozné jasne definovat’.
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