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Abstract 
 

Directive EC 2003/89/EC of the European Parliament and of the Council states that certain 
ingredients and products derived there of known to cause allergen reactions must always be 
declared. Furthermore labelling is mandatory irrespective of the amount included. The National 
Food Administration therefore needs methods for monitoring the presence of allergens in food. 
Methods already exist for most of the allergens on the EU-list, but an operational method for 
celery (Apium graveolens) is missing. 
A specific DNA-method was developed, based on TaqMan Real-Time PCR with the celery 
mannitol dehydrogenase gene as target sequence. The analysis was started with homogenisation 
of the sample followed by extraction of DNA. The Real-Time PCR method was shown to be 
specific for celery, producing a 113 bp fragment with two celery varieties and negative results 
with other closely selected species commonly present together with celery in food products (12 
samples). The detection limit was 2-20 pg DNA, which corresponds to 1-7 haploid genome 
copies. When evaluated with model samples of celery in meat, a detection limit of less than 
 0,01 % was determined. When used to analyse food products from the market, six out of seven 
products declared to contain celery were correctly identified as positive. 
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Introduktion 

 

Varje dag äter vi omkring två kilo livsmedel. Dessa innehåller olika näringsämnen, t ex proteiner, 
kolhydrater och fett, men också ämnen som har toxisk effekt. Livsmedelsallergier är ett vanligt  
problem, 5 -10 % av barnen och 1-2 % av de vuxna är drabbade (1). Allergierna ökar, men det 
finns inget entydigt svar på varför. Den genetiska faktorn är mycket viktig. Benägenheten att 
bilda IgE-antikroppar är ärftlig och kallas atopi. Utöver arvet krävs att vi utsätts för 
allergiframkallande ämnen, så kallade allergener. Ju större exponeringen är, desto större är risken 
att även personer med måttliga allergianlag blir allergiska. Är båda föräldrarna allergiska ökar 
risken till 40-60 %. Har de dessutom samma typ av allergi, är risken över 75 % att barnet 
utvecklar en allergisjukdom. 
Allergi är en typ av överkänslighet som orsakas av förändringar i immunförsvaret. Denna 
immunologiska överkänslighetsreaktion är en onormal försvarsreaktion från kroppen på ämnen 
som för de flesta människor är helt ofarliga. För den som är allergisk medför dessa ämnen 
(allergener) att kroppen bildar antikroppar av IgE-typ. Dessa specifika IgE-antikroppar 
medverkar vid den allergiska reaktion som orsakar symtom vid intag av t ex selleri. 
Selleriallergi är en så kallad Typ1 allergi, dvs den är IgE-förmedlad. Specifika IgE antikroppar 
sitter bundna till ytan på mastceller och basofila granulocyter. När allergenet binds till minst två 
IgE antikroppar aktiveras cellerna och flera olika substanser frigörs, exempelvis histamin. 
Symtomen vid allergiska reaktioner kan utgöras av allt från klåda i munnen och ögonen, svullnad 
i slemhinnorna, snuva, nässelutslag, i vissa fall kan reaktionen utvecklas till en allvarlig 
anafylaktisk chock, vilken kan vara livshotande (3). 
Olika frukter som vi äter kan vara släkt med varandra, vilket innebär att de innehåller samma 
eller liknande proteiner, s.k. korsreagerande allergener. Antikroppar (IgE) kan ha bildats mot 
proteinet i en art och man kan med samma antikropp få en korsreaktion mot en annan art som har 
samma eller mycket likartade proteiner (4,5). 
Hos patienter med allergi mot selleri utgör Api g1 det dominerande allergenet. Api g1 har 
molekylmassan 17 kDa och är en homolog till björkpollenallergenet Bet v1. Ett annat viktigt 
selleriallergen kallas thaumatinliknande protein. Det har betydelse för växtens skydd mot 
svampangrepp. Allergen av mindre betydelse är Api g 4, ett profilin, med molekylmassan 15 kDa 
som visar likheter med allergenet hos gråbo och Api g 5 med molekylmassan 55-58 kDa (6,7). 
I Sverige är det vanligt med allergi mot björkpollen precis som i andra länder där björk finns. 
Man har beräknat att omkring 70 % av björkpollenallergikerna dessutom kommer att få allergi 
mot något livsmedel. Exempel på sådana associerade allergier är björkpollen och äpple respektive 
björkpollen och selleri. Dessa reaktioner beror på att proteiner hos björk visar likheter med 
proteiner hos t.ex. äpple eller selleri. 
Vissa personer som har gråboallergi reagerar mot selleri, persilja och koriander. Den 
gråboallergiske patienten med överkänslighet för selleri tål i regel varken färsk eller kokt selleri- 
till skillnad från björkpollenallergikern som i regel tål kokt selleri. Andra födoämnen eller 
kryddor som har samband med gråboallergi är persilja, koriander, morot, curry och brödkryddor 
som anis, fänkål och kummin. Släktskap kan vara viktigt att känna till så att den allergiske kan 
undvika produkter från närbesläktade arter. 
Selleri, Apium graveolens, tillhör familjen flockblommiga växter (Apiaceae). Selleri är en 
tvåårig, starkt doftande ört med parbladiga blad och små grönvita blommor i flockar. Många 
viktiga köksväxter ingår i familjen. Selleri odlas ofta som grönsak eller rotfrukt. Hos variteten 
blekselleri (var. dulcis) används de förtjockade bladskaften som grönsak, medan man hos 
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rotselleri (var. rapaceum) använder den förtjockade stambasen som rotfrukt. Bladen ingår ofta i 
kryddbuketter och även frukterna kan utnyttjas som krydda. Många olika namnsorter av de två 
varieteterna förekommer i odling (8). 
På grund av de svåra allergiska reaktioner som rapporterats i bl a Schweiz, Österrike och 
Spanien måste selleri alltid deklareras i enlighet med EU:s märkningdirektiv 2003/89/EG oavsett 
i vilken mängd det förekommer i ett livsmedel. För de flesta andra allergenerna på EU: s lista 
finns etablerade metoder, men en bra metod för selleri saknas (9,10). 
Försök i Norge att ta fram en immunologisk metod baserad på antikroppar från kanin 
misslyckades. En anledning var problem vid extraktion och isolering av proteinerna från selleri 
(muntligt meddelande). 
Syftet med den här studien var att ta fram en känslig, PCR-baserad metod för detektion av selleri-
DNA. En PCR-baserad metod för detektion av selleri-DNA publicerades 2004. Det amplifierade 
PCR-fragmentet var 279 baspar, vilket inte är optimal längd vid analys av bearbetade livsmedel 
och metodens känslighet var 0,1 % (11). 
Olika arters DNA för ett visst protein skiljer sig åt och det finns sekvensbitar som är unika för en 
viss art. Genom att analysera en specifik bit av DNA:t från ett prov kan man därför avgöra från 
vilken art DNA:t kommer. Denna analys kan göras med PCR (polymerase chain reaction).  
En PCR-metod består av de tre stegen denaturering, hybridisering och extension. I det första 
denatureringssteget delas DNA:ts två strängar genom att provblandningen hettas upp till 90-
96°C. Vid hybridiseringen fäster sig primrarna på ett komplementärt ställe på DNA:t, T mot A 
och G mot C. Polymeraset fäster sig sedan på den stabila bindning som bildats och börjar kopiera 
DNA-sekvensen. Den här delen fungerar bäst i 54-60°C. Steg tre, extensionen, utförs vanligen 
vid 60-72°C och vid den lägre temperaturen gynnas DNA-polymerasets 5'-3' exonukleasaktivitet. 
De tre stegen upprepas tills man fått så mycket DNA som man behöver (12). 
En utveckling av den klassiska PCR-metoden är realtids-PCR. Fördelen med den är hastighet, 
kostnad och säkerhet. Den bildade PCR- produkten detekteras kontinuerligt under hela reaktionen 
(8). Genom att använda en sk TaqMan-probe i reaktionen ökas också specificiteten jämfört med 
vanlig PCR. På TaqMan-proben sitter två stycken signalmolekyler, en quencher och en reporter. 
Quenchern absorberar ljuset från reportern och först när signalmolekylerna separeras ifrån 
varandra kan ljuset detekteras. Det är vid annealingsmomentet som TaqMan-proben och primers 
binder till målsekvensen. Vid förlängningen av primarana upptäcker Taq-polymeraset att det är 
dubbelsträngat på grund av proben. Man kan säga att Taq-polymeraset frisätter (”äter”) TaqMan-
proben och då släpps fluorescensen från proben, som sedan detekteras av PCR-instrumentets 
optik. Fluorescensstyrkan är proportionell mot mängden bildat DNA (13) (Figur 1). 
I denna studie detekterades selleri DNA med TaqMan-realtids-PCR. I arbetet optimerades primer 
och probekoncentrationen. Dessutom validerades metoden med avseende på specificitet, 
selektivitet, detektionsgräns och amplifieringseffektivitet. 
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Figur 1: PCR-produkten påvisas vid varje PCR-cykel (Real time) med hjälp av en fluorescensmärkt TaqMan probe. 
Detta sker genom att utnyttja Taq-DNA polymerasets 5'-3'َ nukleasaktivitet. Nukleasaktiviteten leder till att 
reporterfluoroforen 5' fluorescein fysiskt skiljs från quencherfluoroforen vilket ger upphov till en sekvensspecifik 
ljussignal som kan detekteras.  

 
Material och Metoder 

 

Växtmaterial 

 
Växter, kryddor och fröer från växtfamiljen flockblommiga växter (Apiaceae) samt 
livsmedelsprover köptes från ICA-butiker och Hemköp i Uppsala. Referensprover köptes från 
Köttforskningsinstitutet i Kulmbach, Tyskland. 
 
Isolering av DNA 

 
Total-DNA isolerades med DNeasyTM Tissue Kit från QIAGEN. Alla lösningar och reagens 
ingick i kitet 
• Lysering: 100 mg av respektive prov vägdes in i märkta FastPrep rör (Bio 101, Savant) med 
homogeniseringskulor. Ett prov innehållande 100 µl vatten användes som negativ kontroll och 
behandlades som övriga prov. 720 µl ATL buffert sattes till rören. Proverna behandlades i en 
homogeniseringsapparat, FastPrep FP120 (Bio 101 Savant), i 30-45 sekunder på nivå 4. Proverna 
centrifugerades (Biofuge pico, Heraeus, rotor 7500 3324) kort innan de öppnades för att förhindra 
kontamination mellan proverna. 80 µl Proteinas K tillsattes. Rören vortexades och inkuberades 
vid 55°C i värmeskåp på skak över natt. Dagen efter centrifugerades rören kort och 400 µl AL 
buffert tillsattes, varefter proven inkuberades vid 70°C i 10 minuter. Proverna centrifugerades 5 
minuter vid 13000 rpm. Överfasen fördes över till ett 2 ml eppendorfrör och 1 del etanol (Absolut 
finsprit) 99,5 % tillsattes.  
• Bindning av DNA till membranet i kolonnen: Proverna applicerades därefter till 
reningskolonnerna i uppsamlingsrör (från kit eller 2 ml eppendorfrör med avklippta lock), 600 µl 
åt gången, med centrifugering mellan tillsatserna i 1 min vid 8000 rpm. Filtratet slängdes och 
kolonnerna sattes tillbaka i nya uppsamlingsrör. 
• Tvättning av DNA: DNA:t tvättades med 500 µl AW1 buffert och centrifugerades vid 
8000 rpm under 1 minut. Filtratet kastades och kolonnen tvättades med 500 µl AW2 buffert och 
centrifugerades vid 13000 rpm under 3 minuter för att avlägsna all buffert och torka membranet. 
Kolonnerna placerades i nya märkta 1,5 ml sterila eppendorfrör med avklippta lock. 
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• Eluering av DNA: 50 µl AE elueringsbuffert sattes till kolonnerna som inkuberades i 
rumstemperatur i 1 minut och därefter centrifugerades vid 8000 rpm i 1 minut. Proceduren 
upprepades en gång. Eluatet fördes över till ett nytt märkt eppendorfrör med lock. 
DNA kunde därefter användas direkt i PCR eller förvaras i frys upp till ett år.  
 

Koncentrationsmätning av DNA med spektrofometer 

 
Proverna späddes 20 gånger innan mätning enligt följande: 
 5 µl prov + 10 µl 2 M NaOH (ger enkelsträngat DNA) + 85µl Milli-Q H2O.  
Bakgrundslösning användes för inställning av baslinje på spektrofotometern (UNICAM uv/vis, 
VU2) där 5 µl provlösning byttes mot AE buffert. 
Proverna analyserades vid våglängderna 260, 280 och 320 nm. Kyvetten sköljdes efter 
användning med Milli-Q H2O och slogs ur ordentligt. Alla prover behandlades på samma sätt. 
Avläsning vid 260 nm användes för beräkning av DNA-koncentrationen. Kvoten A260/280 
användes för att få en uppfattning om renheten på DNA:t, (absorbans vid 280nm mäter 
koncentration av protein). Om kvoten var i intervallet 1,7 till 2,0 bedömdes provet vara 
tillräckligt rent. A320 användes för att bedöma bakgrund. DNA-koncentrationen av enkelsträngat 
DNA beräknades med formeln: 
C= A260 x spädningsfaktorn x 37ng/µl 
C= koncentration DNA i provet 
A260= 1= 37 ng/µl ssDNA 
 
Polymerase chain reaction (PCR)  
 
PCR utfördes med en ABI Prism 7900HT (Applied Biosystems) i totalvolymen 50 µl.Varje brunn 
innehöll 1x TaqMan Universal PCR Mastermix1(Applied Biosystems), 15 pmol vardera av 
primrarna AgMD2637Forward och AgMD2749Reverse och 10 pmol av proben AgMD2690-Taq 
och 200 ng DNA. Primers och prober syntetiserades av TIB MOLBIOL, Tyskland. Vatten 
användes som negativ kontroll. Realtids-PCR-programmet bestod av två steg. I steg 1 aktiverades 
UNG (Uracil N-glykosylas) vid 50°C under 2 minuter för att bryta ner eventuella PCR-produkter 
från tidigare körningar. Under steg 2 pågick amplifieringen i 45 cykler, där en cykel var 95°C i 
15 sekunder (denaturering) följt av 60°C i 1 minut (hybridisering och extension). Probe och 
primers levererades frystorkade och löstes upp i vatten till en koncentration av 50 µM respektive 
100 µM (stocklösning) (Tabell 1). 
På 96 hålsplattan placerades en självhäftande plastfilm (ABI Prism Adhesive Cover). Därefter 
centrifugerades mikrotiterplattan i Heraeus 3S Multifuge vid 1000 rpm under 1 minut innan PCR.  
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

                                                 
1 Mastermixen innehåller följande: PCR buffert, MgCl2, AmpliTaq Gold, dNTPs (dUTP, dATP, dCTP, dGTP), 
AmpEraseUNG.  
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Resultat 

 

Design av PCR-systemet 

 
Sökning i databasen GenBank visade att genen för Apium graveolens mannitol dehydrogenas var 
välkarakteriserad. Ett PCR-system designades med hjälp av programmet Primer Express, Applied 
Biosystems (Tabell 1). Amplikonlängden var 113 baspar. Homologisökningar mot valda primers 
och probe i BLASTn visade inga signifikanta likheter.  
 
Tabell 1: Primrarna och proben designades med hjälp av programmet Primer Express, Applied Biosystems (FAM- 5' 
flouroscein, TAMRA-rhodamin). 
 

Primer 1 AgMD2637Forward                                         
 5'- AGCCTGTTTCCCGTACGAGAT-3' 

Primer 2 AgMD2749Reverse 
 5'-CTCATCACACCGTAATCCAAACAT-3' 

Probe AgMD2690-Taq 
5'- FAM TGCTGAGTCACGATGAGCGTGTA-TAMRA-3' 

 

 
 
Optimering av primerkoncentrationen 

 
För att undersöka vilken kombination av primrarna som var optimal, dvs gav bäst amplifiering, 
späddes primrarna till följande koncentrationer: 0,5 µM, 3 µM, 9 µM. Detta innebar lägst Ct2-
värde (cycle threshold) och högst fluorescens. Av respektive primer sattes 5 µl till brunnarna i 
kombination F/R så att alla koncentrationsalternativ uppfylldes, totalt 9 stycken, enligt Tabell 2. 
 
 
 Tabell 2: Primermatris (nM) 
 F= Forward, R=Reverse 

                                              
 
 
 
 
 
 
 

Primärmatrisen analyserades med 200 ng selleri-DNA. Amplifiering med 3 µM av vardera 
primer gav lägst Ct-värde (ca 26) och högst fluorescens, dvs gav effektivast amplifiering. 
 

Optimering av probekoncentration 

 
Proben späddes till 0,5 µM, 1 µM, 1,5 µM, 2 µM och 2,5 µM och därefter sattes 5 µl till 96 
hålsplattan. De olika koncentrationerna analyserades med 200 ng selleri-DNA och 3 µM av 
vardera primer. Probe-koncentrationen 2 µM valdes för att den gav lägst Ct-värde utan överskott 

                                                 
2 Ct-värdet är det cykeltal där fluorescensen passerar tröskelvärdet för detektion. 
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av probe. Proben är relativt dyr och det var därför önskvärt att hålla koncentrationen på en låg 
nivå.  
 

Specificitet 

 
Specificiteten hos PCR-systemet testades mot olika arter inom familjen flockblommiga växter. 
DNA (200 ng) från resp. art sattes till valda brunnar på en 96 hålsplatta för att undersöka 
eventuell korsreaktivitet. Varje art analyserades i duplikat (Tabell 3). 
  
Tabell 3: Växtmaterial som användes för isolering av DNA och för specifitetstest. 
 

Arter och livsmedel Beskaffenhet PCR resultat 

Selleri (Apium graveolens var. dulce)                       Färsk  + 
Rotselleri (Apium graveolens var. 
rapaceum) 

Färsk + 

Morot (Daucus carota)  Färsk - 
Palsternacka (Pastinaca sativa) Färsk, Santa Maria - 
Persilja (Petroselinum crispum)  Färsk, Santa Maria - 
Libbsticka (Levisticum officinale) Frön, Lord Nelson - 
Dill (Anethum graveolens)  Färsk, Santa Maria - 
Anis (Pimpinella anisum)  Malen krydda, Knorr - 
Fänkål (Foeniculum vulgare) Malen krydda, Knorr - 
Kummin (Carum carvi) Hel krydda, Santa Maria - 

Koriander (Coriandrum sativum) Färsk, Santa Maria - 
Persiljeselleri (Apium graveolens) Frön, Lord Nelson + 
Dansk körvel (Anthriscus cerefolium) Frön, Lord Nelson - 
Körvel (okänd art) Färsk, Santa Maria - 

Spansk körvel (Myrrhis odorata) Frön, Runåbergs fröer - 

 
Resultaten visade att endast Apium graveolens amplifierades.  
För att utesluta att de negativa resultaten berodde på närvaro av PCR hämmande ämnen gjordes 
ett inhibitionstest enligt följande: Till 180 ng av respektive prov sattes 20 ng selleri-DNA. Körvel 
(färsk), dansk körvel, spansk körvel, libbsticka, persiljeselleri och kummin påvisade inhibition 
dvs. amplifierades inte alls eller gav inte förväntat Ct-värde. Därför späddes de proverna. Körvel 
(färsk), kummin, dansk körvel, spansk körvel och libbsticka späddes 10 gånger (2ng/µl) och 
persiljeselleri späddes 5 gånger (4ng/µl). Därpå kördes PCR reaktionen. Resultaten visade att 
kummin, dansk körvel och spansk körvel behövdes spädas ytterligare. Kummin och spansk 
körvel späddes till 0,4 ng/µl och dansk körvel späddes till 0,2 ng/µl, vilket visades vara 
tillräckligt. PCR på de inhibitionsfria DNA–lösningarna visade ingen korsreaktivitet.   
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Selektivitet 

 

För att undersöka metodens förmåga att selektivt identifiera selleri i blandningar med andra arter 
utfördes selektivitetstest i triplikat enligt följande: 
 I rör 1 blandades 3 µl från resp art utom selleri. I rör 2 blandades 3 µl från resp art inklusive 
selleri. Trots närvaro av selleri-DNA i rör 2 blev resultatet negativt, vilket indikerade inhibition. 
Både rör 1 och 2 späddes 10 och 100 gånger. Resultaten visade att rör 1 fortfarande var negativt 
medan selleri-DNA amplifierades vid båda spädningar av rör 2 (Tabell 4). 
 
Tabell 4: Selektivitetstest.  
Rör 1 innehöll morot, palsternacka, fänkål, dill, persilja, kummin, anis, koriander, dansk körvel och libbsticka. 
Rör 2 innehöll selleri, morot, palsternacka, fänkål, dill, persilja, kummin, anis, koriander, dansk körvel och 
libbsticka. 
 

DNA  Ospätt Spätt 10 X Spätt 100X 

Rör 1 Negativ Negativ Negativ 

Rör 2 Inhibition Positiv Positiv 

 

Detektionsgräns – LOD (Limit of Detektion) 

 

Metodens absoluta detektionsgräns (LOD) bestämdes genom att analysera en spädningsserie 
(fallande konc.) av selleri-DNA. Detektionsgränsen är den lägsta analytnivå eller 
analytkoncentration som kan detekteras entydigt. DNA från selleri späddes med vatten tills 
slutmängden vid varje reaktion var följande: 2000, 200, 20, 2 pg.  För att bestämningen av 
detektionsgränsen skulle bli pålitlig utfördes testet 2 gånger. 
 Detektionsgränsen bedömdes utifrån resultaten av LOD-testet ligga mellan 2-20 pg, dvs 1-7 
genomkopior, se tabell 5. 
 
Tabell 5: Bestämning av metodens absoluta LOD. 
 

Selleri-DNA 

pg 

Replikat Antal positiva Totalt Ct-värde (medelvärde av 

postiva) 

2000 3 3 3/3 33 
200 3 3 36 
200 5 5 

8/8 
36 

20 3 2 41 
20 5 5 

7/8 
39 

2 3 2 41 
2 5 1 

3/8 
40 

 
 
Metodens relativa LOD undersöktes på referensprover från Köttforskningsinstitutet i Kulmbach. 
DNA extraherades (a- och b-prov, 2x100 mg) från vardera nivån (1, 0,2, 0,1, 0,05, 0,01 och 0 %), 
alltså 12 preppar plus en extraktionsblank. Resultaten av PCR-körningen visade att samtliga 
referensprover innehållande selleri blev positiva (Tabell 6). 
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Tabell 6: Analys av referensprover innehållande olika koncentrationer av selleri i kött. Ct-värde av olika 
koncentrationer av referensprover visade metodens känslighet.  
 

Referens

prover 

Ct-värde a-prover, medelvärde av 

triplikat  

Ct-värde b-prover, medelvärde av  

triplikat 

1 % 30 29 

0,2 % 33 31 

0,1 % 33 32 

0,05 % 35 34 

0,01 % 36 37 

0 % _ _ 

 
Amplifieringseffektivitet (E) 

 

En standardkurva upprättades för att undersöka hur effektiv amplifieringsreaktionen var. DNA 
från selleri späddes med vatten och 200; 40; 8; 1,6; 0,32 ng tillsattes till 96 hålsplattan i triplikat. 
PCR kördes enligt samma betingelser som beskrivits tidigare. Effektiviteten kan maximalt vara 2, 
vilket innebär en fördubbling av antalet PCR-produkter per PCR-cykel (Figur 2).Resultatet 
erhölls i form av en standardkurva där lutningen gav amplifieringseffektviteten. Körningen gav 
lutningen –3,348. Genom beräkningen (E = 10-1/lutning) gavs en effektivitet på 1,99 . 
 

 
 
Figur 2. Spädningsserie av selleri-DNA för att undersöka effektiviteten av amplifieringen. Resultat erhölls i form av 
en standarkurva där lutningen avgjorde metodens effektivitet.  
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Analys av livsmedelsprover 

 
För att kontrollera metodens användbarhet köptes olika livsmedel vilka enligt 
ingrediensförteckningen skulle innehålla selleri från en livsmedelsaffär (Hemköp, Uppsala) 
(Tabell 7). 200 ng DNA av resp. livsmedel analyserades med PCR. Selleri-DNA påvisades i fyra 
av proverna. Örtsalt, Sweet & Soursås och köttsoppa blev negativa. För att utesluta eventuell 
PCR-inhibition späddes dessa prover 5 och 10 gånger och analyserades igen. Köttsoppan blev nu 
positiv med de övriga två späddes ytterligare 10 gånger (totalt 50 och 100 gånger). Örtsaltet blev 
positivt vid 100 gånger spädning medan Sweet & Soursåsen blev negativ. Inhibitionstest genom 
spikning visade att det negativa resultatet inte berodde på inhibition. 
 
Tabell 7: Livsmedelsprover som användes för isolering av DNA och för specifitetstest 

 
livsmedelsprover Tillverkare PCR resultat 

Sauce Mix Garlic  & herbs, Santa Maria + 
Varma koppen Broccoli & purjolök, Blå Band + 
Örtsalt Herbamare, A.Vogel + 
Grönsaksbiffar Familjen Dafgård + 
Sweet & Soursås Eldorado - 
Farmargryta Semper + 
Köttsoppa Grönsaker, Gustaf Bong + 
 
 

Diskussion 

    

Syftet med projektet var att etablera en metod för att kunna detektera selleri-DNA i olika 
livsmedel. Traditionellt identifieras livsmedelsallergener med immunologiska metoder t ex med 
antikroppar producerade i kaniner.  Försök att ta fram en immunologisk metod för detektion av 
selleri baserad på antikroppar från kanin hade tidigare misslyckats. En anledning var svårigheter 
vid extraktion och isolering av proteinerna från selleri. Nyligen rapporterades en metod för 
detektion av selleri-DNA med PCR och gelelektrofores (11). Målsekvensen i studien var 
mannitol dehydrogenasgenen från selleri och PCR-systemets amplikonlängd var 279 bp. I studien 
bestämdes metodens detektionsgräns till 0,1 % genom analys av köttprover med olika nivåer av 
selleri. 
I vår studie designades ett PCR-system mot mannitoldehydrogenasgenen med amplikonlängden 
113 bp. Amplikonlängden var kortare än i den nyligen publicerade studien, vilket ger bättre 
möjligheter att analysera även bearbetade livsmedel med delvis nedbrutet DNA. Kortare 
amplikon ger i regel även högre PCR effektivitet. I vår studie lyckades vi detektera lägsta 
tillgängliga nivå på 0,01 % selleri i samma provmatris som i den publicerade studien.  
Som visas i tabell 5 gav 2-20 pg selleri-DNA Ct-värden på ca 40-41. 2-20 pg selleri-DNA 
motsvarar 1-7 haploida kopior av sellerigenomet, då det haploida sellerigenomet väger 3 pg 
(14,15). Analys av köttprover innehållande 0,01 % selleri gav Ct-värden på ca 37, vilket 
teoretiskt torde innebära att även 0,001 % selleri kan detekteras, baserat på Ct-värdesskillnaden 
mellan LOD och 0,01 %. 
Eftersom selleri tillhör familjen flockblommiga växter, testades PCR-systemets specificitet mot 
olika ätliga arter ur växtfamiljen. Metoden visade absolut specificitet mot Apium graveolens.  
Vissa av proverna visade på PCR-inhibition t ex körvel och vissa kryddor, men detta 
eliminerades genom spädning av DNA-lösningarna. PCR-inhibition i livsmedelsprover är välkänt 
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och kan bero på närvaro av polysackarider, fetter och proteiner i DNA-lösningarna efter DNA-
extraktionen (16). 
Analys av en spädningsserie av selleri-DNA visade att PCR-effektiviteten var närapå optimal 
med en amplifieringsfaktor på 1,99. Analys av livsmedelsprover som enligt 
ingrediensförteckningen innehöll selleri visade att sex av proverna var positiva och ett prov 
identifierades som negativt (Tabell 7). En orsak till att selleri-DNA inte kunde påvisas i ett av 
proverna kan vara att andelen selleri var för låg dvs under metodens LOD eller att selleri-DNA:t i 
provet var nedbrutet på grund av den bearbetning provet genomgått .Värmebehandling av 
livsmedel kan leda till DNA-degradering (17). 
PCR var en bra och snabb metod för att undersöka selleri-DNA i prover. Den visade sig vara 
användbar för sammansatta om processade livsmedelsmatriser. Men den kan ge upphov till falska 
negativa och falska positiva resultat. Falska negativa resultat kan erhållas t ex om DNA- 
polymeraset av någon anledning ej fungerar, eller om provet i fråga innehåller något som 
inhiberar reaktionen. Det är därför viktigt att ha relevanta kontroller som minimerar risken för 
falska positiva eller negativa resultat. Falska positiva resultat kan erhållas genom kontaminering 
av positiva prover eller PCR-produkter.  Risken minimeras genom att använda dUTP/UNG i 
PCR-Mixen. Vid realtids-PCR behöver aldrig rören/plattan öppnas, som vid traditionell PCR 
vilket också minskar risken för kontamination. 
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