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IZVLECEK

Pripravili smo molekularno biolosko metodo za hitro $tetje bakterijskih celic iz vrste Salmonella
enterica, ki temelji na kompetitivni razliici verizne reakcije s polimerazo (c-PCR). Uporabili
smo zacetna oligonukleotida MINF in MINR-Hex, ki sta zagotavljala specifi¢nost metode.
Notranji standard DNK smo pripravili z encimskim razrezom in lepljenjem stranskih fragmentov
pomnozka gena za 16S rRNK seva S Agona (U92197). Notranji standard DNK je imel isti
prepoznavni mesti za zaCetna oligonukleotida kot tarcna DNK, bil pa je za 27 bp krajsi.
Pomnozke c-PCR smo locevali s ka]gllarno elektroforezo in rezultate obdelali z regresijsko
analizo. Z opisano metodo in 5 X 10~ redCenim notranjim standardom smo lahko uc1nkov1to
ugotavljali $tevilo celic vrste S enterica v bujonski kulturi v obmog&ju med 1,2 x 10* in 6 x 10°
celic na reakcijsko meSanico. Z metodo smo v preliminarnem poskusu ugotavljah Stevilo celic
seva S Livingstone v bujonski kulturi in rezultate primerjali z rezultati indirektne Stevne metode.
Rezultati opisane metode c-PCR so bili 2,9 krat vi§ji od rezultatov indirektnega Stetja kolonij,
vendar je glede na Stevilne prednosti opisana metoda kljub temu uporabna za hitro, specifi¢no in
dovolj natan¢no ugotavljanje Stevila celic vrste Senterica v naravnih mikrobioloskih vzorcih.

Kljuéne besede: mikrobiologija / bakterije / Salmonella enterica / molekularna genetika / metode / ¢-PCR /
kapilarna elektroforeza

DEVELOPMENT OF A QUANTITATIVE MOLECULAR METHOD FOR
ENUMERATION OF Salmonella enterica

ABSTRACT

A competitive polymerase chain reaction (c-PCR) was developed for rapid enumeration of
Salmonella enterica cells in broth culture. The primers MINF and MINR-Hex ensured the
methods specificity. An internal DNA control was prepared by enzymatic restriction and
subsequent ligation of the flanking regions of the amplified 16S rRNA gene of S Agona
(U92197) strain. The prepared internal control had the same primer specific sequences as the
target DNA but was 27 bp shorter. The c¢-PCR products were quantified by capillary
electrophoresw and the results were obtained by regression analysis. Using the described system
and 5 x 107 times diluted mternal control a quantification of S enterica cells in broth culture in
the range between 1.2 x 10* and 6 x 10° per reaction mixture was made possible. The preliminary
test showed that the results of the c-PCR quantification of the salmonella cells in broth culture
are 2.9 times higher in comparison with the results of the indirect counting method. The authors
are still convinced, however, that the method offers a rapid, specific and sufficiently accurate
counting of S. enterica cells in natural microbiological samples.

Key words: microbiology / bacteria / Salmonella enterica / molecular genetics / methods / ¢-PCR / capillary
electrophoresis
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UvVOD

Zamudnost tradicionalnega nacina odkrivanja in ugotavljanja Stevila mikroorganizmov, Se
posebno patogenih, je najpomembnejSi vzrok za razvoj in pripravo novih, vedno hitrejsih in
veCinoma na molekularni biologiji osnovanih metod. Te lahko v nekaterih primerih le
dopolnjujejo tradicionalne metode, lahko pa jih tudi popolnoma nadomestijo ali celo omogocijo
preucevanja mikroorganizmov iz razli¢nih naravnih ekosistemov, ki jih sicer in vitro ne znamo
0z. zmoremo gojiti (Amann in sod., 1995). Pri preuCevanju oz. ugotavljanju identitete patogenih
mikroorganizmov je ¢as eden izmed pomembnejSih dejavnikov, ki odloc¢ajo, katero metodo
moramo uporabiti. V Stevilnih primerih, kot npr. pri identifikaciji salmonel ali mikobakterij,
potrebujemo za izvedbo celotnega postopka identifikacije Se vedno prevec Casa, to je ve¢ dni ali
tednov. Z modernimi molekularno bioloSkimi metodami lahko ta cas bistveno skrajsamo. Te
metode vecinoma temeljijo na verizni reakciji s polimerazo (PCR — ang. polymerase chain
reaction), ki je zelo obcutljiva tehnika, vendar v obicajni obliki ne omogoca natancnega
ugotavljanja Stevila tar¢ (genskih elementov ali organizmov) v vzorcu. TaksSne metode so
posledi¢no manj uporabne pri mikrobno ekoloskih preiskavah, v katerih zelimo poleg odkrivanja
tarénih mikroorganizmov preucevati tudi njihovo populacijsko dinamiko.

Za specificno odkrivanje in Stetje mikroorganizmov na osnovi kratkih segmentov DNK
uporabljamo v osnovi dva pristopa. V prvem pripravimo t.i. sonde, t.j. sinteticne kratkoverizne
molekule DNK, ki v primernith razmerah hibridizirajo s svojimi tarami, obicajno
komplementarnimi sekvencami znotraj ribosomskih molekul manjSe ali vecje ribosomske
podenote. Ker so sonde primerno oznacene, obiajno s fluorescentnimi barvili, lahko signal po
koncani hibridizaciji sledimo bodisi z epifluorescentno mikroskopijo bodisi preto¢no citometrijo.
Zal mikroskopske preiskave hibridiziranih vzorcev zaenkrat v veéini primerov $e ne omogoéajo
avtomatizacije in je Stevilo vzorcev, ki jih lahko na tak nacin preuc¢imo, za prave mikrobno
ekoloske raziskave premajhno (Glockner in sod., 1996). Avtomatizacijo omogoca pretocna
citometrija (Davey in Kell, 1996), vendar so preto¢ni citometri po eni strani zelo dragi, po drugi
pa Se vedno premalo obcutljivi za odkrivanje vseh mikrobnih celic, Se posebej iz prehransko
revnih okolij (Fuchs in sod., 2000).

Drugi pristop temelji na pripravi t.i. zacetnih oligonukleotidov (ang. primer), ki nalegajo na
komplementarne sekvence v genomu tar¢nega organizma in omogocijo izvedbo PCR. Zaradi
narave reakcije, v kateri ti t.i. reakcijski pomnozki nastajajo na eksponenten nacin, lahko Ze
majhne eksperimentalne napake povzrocijo velike razlike v koncentracijah nastalih pomnozkov.
Obicajna oblika PCR je zato neprimerna za kvantitativno obliko preufevanja vzorcev, t.j. za
ugotavljanje Stevila tar¢ v vzorcu. To omogocajo izpopolnjene razli¢ice PCR, bodisi t.i. PCR v
realnem casu (ang. real time PCR) (Nitsche in sod., 1999), ki pa zahteva posebno in drago
aparaturo in tehnologijo oznacevanja zacetnih oligonukleotidov, bodisi t.i. kompetitivnha PCR (c-
PCR). V c-PCR uporabljamo tekmovalne molekule, ki delujejo kot notranji standard ali interna
kontrola in omogocajo kontrolo variabilnosti med reakcijami (Mahon in Lax, 1993). Tekmovalne
molekule se pomnozujejo v isti reakciji in v povsem enakih razmerah kot preucevane tarce in
med pomnoZevanjem tekmujejo za vse sestavine reakcijske meSanice. Ker morajo biti
tekmovalne molekule ¢im bolj podobne tarcam, imajo najpogosteje enaka prepoznavna mesta za
zacetne oligonukleotide in se praviloma razlikujejo le po velikosti. Tekmovalno molekulo
najenostavneje pripravimo tako, da pomnozku taréne molekule izrezemo ali dodamo kratko
zaporedje nukleotidov (do 10 % dolzine tarce) (Piatak in sod., 1993; Mahon in Lax, 1993).
Kvantifikacija temelji na isto¢asnem pomnozevanju taréne nukleinske kisline, katere
koncentracijo zZelimo ugotoviti in znane koncentracije notranjega standarda oz. interne kontrole
(Vincent in sod., 1996). Pogoj za uspesno kvantifikacijo taréne nukleinske kisline je ¢im bolj
podobna oz. enaka ucinkovitost pomnozevanja obeh molekul DNK. Pomnozke tar¢ in internih
kontrol po koncani c-PCR obic¢ajno analiziramo in vrednotimo z elektroforeznimi tehnikami,
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bodisi obicajno gelsko bodisi bolj natan¢no kapilarno obliko (Tep$i¢ in Avgustin, 1999).
Kapilarna elektroforeza se odlikuje s Stevilnimi prednostmi pred klasi¢no gelsko elektroforezo.
Dobra lo¢ljivost metode omogoca razlikovanje dveh molekul DNK, ki se med seboj razlikujeta
celo po enem samem baznem paru (Lu in sod., 1994), omogoca pa tudi zelo natan¢no
ugotavljanje koncentracij nastalih pomnozkov z neposrednim merjenjem oddajane fluorescence
barvila, ki je vgrajeno v enega od uporabljenih zacetnih oligonukleotidov.

V prispevku opisujemo pripravo metode c-PCR, ki omogoca istoasno odkrivanje in
ugotavljanje Stevila celic salmonel v bujonski kulturi. Pri delu smo uporabili zacetne
oligonukleotide, ki so specificni za vrsto Salmonella enterica (Trkov in Avgustin, 2003), v
katero sodi vecina, to je nad 2500 serovarov omenjenega rodu, princip metode pa smo povzeli po
Reillyu in Attwoodu (1998).

MATERIAL IN METODE

Bakterijski sev

Sev Salmonella Agona (U92197) (Institute of advanced studies, Kuala Lumpur, Malezija)
smo gojili 16—18 ur v bujonu (Trkov, 1999) pri 37 °C. Iz bujonske kulture smo pripravili 10-
kratna serijska redenja do 107, Iz enega mililitra vsake redéitve celic smo osamili DNK z lizo
celic, kot so opisali Trkov in sod. (1999). Hkrati smo ugotavljali Stevilo mikrobnih celic v
bujonski kulturi z indirektno metodo Stetja kolonij (Harrigan, 1998).

PomnoZevanje z veriZno reakcijo s polimerazo (PCR)

V PCR smo uporabili zacetna oligonukleotida MINF in MINR (Trkov in Avgustin, 2003), ki
pomnozujeta del gena za 16S rRNK vrste Salmonella enterica. Zacetni oligonukleotid MINR
smo na koncu 5' oznacili s fluorescentnim barvilom Hex (4,5,2'4",5',7"-heksakloro-6-
karboksifluorescin) (MWG Biotech, Ebersberg, Nemcija). PCR smo izvedli s ciklicnim
termostatom GeneAmp PCR System 2400 (Perkin Elmer, ZDA) v 20 pl reakcijski meSanici,
sestavljeni iz 1 pl lizata bakterijskih celic, 10 % 10x reakcijskega pufra, 1,9 mM MgCl,, 200 uM
posameznega nukleotida dCTP, dGTP, dTTP, dATP, 0,75 uM posameznega zacetnega
oligonukleotida MINF in MINR-Hex, 0,4 % Tweena 20 in 0,5 enote polimeraze DNK Taq
(GoldStar, Eurogentec, Seraing, Belgium). Pomnozevanje 402 baznih parov dolgega dela gena
za 16S rRNK je potekalo po shemi: zacetna denaturacija DNK pri 94 °C 90 s, pomnoZevanje
med 30 cikli (15 s pri 94 °C, 10 s pri 60 °C, 30 s pri 72 °C) in zaklju¢no podaljSevanje pri 72 °C
4 minute.

Kompetitivna veriZna reakcija s polimerazo (c-PCR)

V ¢-PCR smo uporabili enake sestavine in koncentracije reakcijskih meSanic kot pri postopku
PCR. Spreminjali smo le koncentracije tar¢ne genomske DNK in notranjega standarda DNK.
Razmere pomnoZzevanja smo spremenili tako, da smo znizali temperaturo prileganja zacetnih
oligonukleotidov na 58°C, ¢as prileganja le-teh pa podaljsali na 15 sekund. Pomnozke c-PCR
smo preliminarno pregledovali v 2 % TBE agaroznih gelih (agaroza SeaKem LE, TBE: pufer
Tris-borat EDTA) pri 6 V/cm.

Ugotavljanje velikosti in koli¢ine pomnoZkov c-PCR s kapilarno elektroforezo

Velikost in koli¢ino pomnozkov c-PCR, oznacenih s fluorokromom Hex, smo ugotavljali s
kapilarno elektroforezo (ABI Prism 310 Genetic Analyzer, Perkin Elmer, ZDA). Enemu pl
pomnozka smo dodali 12 pl deioniziranega formamida (Gibco, BRL, ZDA) in 0,5 pl
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velikostnega standarda Genescan®-500 (TAMRA) (Perkin Elmer, ZDA) ter meSanice
denaturirali 3 minute pri 95 °C. Ohlajene vzorce smo prenesli na pripravo za avtomatsko
odvzemanje vzorcev v kapilarni elektroforezi. Oznaceni fragmenti so med elektroforezo potovali
po polimeru POP 4 (Perkin Elmer) v 47 cm dolgi kapilari pri 60 °C. Argonski laser je vzbudil
fluorokrom Hex, emitirano svetlobo pa je zaznala kamera CCD. Program za analizo podatkov je
intenziteto emitirane svetlobe pretvoril v elektri¢ni signal in zbrane podatke podal v obliki
elektroferograma.

REZULTATI IN RAZPRAVA

Priprava notranjega standarda DNK

Nukleotidno sekvenco 402 bazna para dolge regije gena za 16S rRNK seva S Agona
(U92197), ki jo lahko pomnozimo s parom zacetnih oligonukleotidov MINF in MINR v PCR,
smo analizirali s programskih paketom WebCutter (na spletni strani BCM Search Launcherja
http://searchlauncher.bcm.tmc.edu/). Pri tem smo uporabili podatke o delovanju restrikcijskih
encimov iz baze REBASE in za nadaljnje delo izbrali restrikcijski encim Ddel, ki preiskovani
del gena reze na mestih 229 in 256. V PCR smo nato pomnoZili 402 bp dolgo regijo, zdruzili
pomnozke petih loCenih reakcij in jih ocistili (High Pure PCR Product Purification Kit,
Boehringer Mannheim). Z restrikcijskim encimom Ddel (Gibco BRL, ZDA) smo nato
pomnozeni del gena razrezali na tri dele, dolge 229, 27 in 146 baznih parov in jih locili z
agarozno gelsko elektroforezo. Iz gela smo izrezali fragmenta DNK velikosti 229 in 146 baznih
parov, ju zlepili z encimom ligazo T4 DNK po navodilih proizvajalca (Gibco BRL, ZDA) in tako
dobili nov, 375 bp dolg fragment. Dva pul ligacijske meSanice smo namnozili s PCR in pomnozek
ponovno lo€ili v agaroznem gelu. 1z gela smo ga izrezali, ocistili in ga uporabili kot notranji
standard oz. interno kontrolo c-PCR. Notranji standard DNK je tako ohranil prepoznavni mesti
za par zacetnih oligonukleotidov MINF in MINR, od nerazrezanega, s PCR pomnoZzenega dela
gena za 16S rRNK, pa se je razlikoval le po dolzini. Bil je za 27 baznih parov krajsi.

Ugotavljanje u¢inkovitosti pomnoZevanja notranjega standarda DNK

Notranji standard DNK lahko uporabimo v ¢c-PCR za dolo¢anje koncentracije tarcne DNK le,
¢e se v c-PCR obe molekuli pomnozujeta enako uc¢inkovito. U€inkovitost pomnozevanja taréne
DNK in notranjega standarda smo ugotavljali z regresijsko analizo (Reilly in Attwood, 1998). V
reakcije smo dodajali 1 pl taréne DNK, izolirane iz 1,2 x 10° celic seva S Agona (U92197) in 1
pl serijsko red¢enega (od 107 do 1079 notranjega standarda DNK. Nastale pomnozke c-PCR
smo nato locili z agarozno (ni prikazano) in kapilarno gelsko elektroforezo (slika 1A). Po
lo¢evanju s kapilarno gelsko elektroforezo smo ugotovili, da sta se pri red€itvi notranjega
standarda DNK 5 x 10~ do 5 x 10°® pomnozZevali obe molekuli (slika 1A). V preglednici 1 so
podane povrSine pod posameznimi piki (vrhovi elektroferograma) pomnozkov c-PCR po
lo¢evanju s kapilarno gelsko elektroforezo.

Logaritemske vrednosti razmerij povrSin vrhov obeh pomnozkov DNK in red¢enega
notranjega standarda smo obdelali z regresijsko analizo. Isto¢asno pomnozevanje tarcne DNK in
notranjega standarda, redéenega od 5 x 10* do 5 x 10°°, poda premico z naklonom —1,002 in
korelacijskim koeficientom R* = 0,9065 (slika 1B). Premica seka os X pri vrednosti —4,4. To
pomeni, da je za zaznavo 1,2 x 10> celic seva S Agona (U92197) v reakciji c-PCR optimalna
redgitev notranjega standarda DNK 4 x 10~
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Slika 1. A) elektroferogram pomnozkov c-PCR serijsko redCenega notranjega standarda DNK
(A=5x10"B=1x10* C=5%x10°,D=1x10" in E=5 x 10°°) in taréne DNK,
izolirane iz 1,2 x 10° celic seva S Agona (U92197). B) umeritvena krivulja za
dolocitev optimalne redcCitve notranjega standarda DNK za isto¢asno pomnoZevanje s
taréno DNK, izolirano iz 1,2 x 10° celic S Agona.

Figure 1. A) electropherogram of c-PCR products serial diluted internal control DNA
(A=5x10"% B=1x10", C=5%x10>, D=1x10" and E=5x 10°) and target
DNA, isolated from 1,2 x 10° cells of S Agona (U92197) strain. B) standard curve for
the determination of optimal internal control dilution for competitivne amplification
with DNA, isolated from 1,2 x 10° S Agona cells.

Preglednica 1. PovrSine pod piki pomnozkov tar¢ne DNK in notranjega standarda DNK (v
relativnih enotah), ugotovljene s kapilarno elektroforezo

Table 1. Peak areas (in relative values) of target DNA and internal control c-PCR
products as determined by the capillary electrophoresis analysis

. . Povriine Pod piki elektroferograma
Redcitev notranjega standarda DNK Peak areas
Dilutions of internal control taréna DNK (402 bp) | notranji standard DNK (375 bp)
target DNA (402 bp) internal control (375 bp)

5x10™ 1558 14557

1x10* 2533 9749

5x10° 11925 8706

1x10° 18 830 9502

5x10° 29487 1893

Priprava umeritvene Kkrivulje za od¢itavanje Stevila bakterijskih celic iz rezultatov reakcije
c-PCR

Pri pripravi umeritvene krivulje smo, zaradi lazjega redCenja in s tem zmanjSanja
eksperimentalne napake, uporabili red¢itev notranjega standarda DNK 5 x 10>, V seriji reakcij
c-PCR smo tako red¢en notranji standard pomnoZevali skupaj z naras¢ajocimi koncentracijami
DNK, ki smo jo osamili iz serijsko red¢enih vzorcev bujonske kulture seva S Agona (U92197).
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Ugotovili smo, da sta se obe molekuli pomnozevali takrat, kadar smo notranjemu standardu
dodali osamljeno DNK iz vzorcev, ki so vsebovali med 1,2 x 10* in 6 x 10° bakterijskih celic na
reakcijsko meSanico. Pri drugih vzorcih se je pomnozevala le ena od obeh molekul (ni
prikazano). Logaritemske vrednosti razmerij povrSin vrhov taréne DNK in notranjega standarda
ter logaritemske vrednosti Stevila celic preiskovanega seva, iz katerega smo DNK osamili, smo
obdelali z regresijsko enatbo. Regresijska analiza istoasnega pomnozevanja 5 x 10> red¢enega
notranjega standarda DNK in omenjenih redgitev taréne DNK (od 1,2 x 10* do 6 x 10°) poda
premico z naklonom 1,1459 in R* = 0,9578 (slika 2). Kvantifikacijo smo lahko izvedli v
obmod&ju med 1,2 x 10%in 6 x 10’ celic (DNK, izolirana iz tak$nega $tevila celic v 1 ul lizata).

Preglednica 2. PovrSine pod piki (relativne enote) pomnozkov c-PCR taréne DNK in notranjega
standarda DNK, dobljene s kapilarno elektroforezo ABI Prism 310

Table 2. Peak areas (relative values) of c-PCR products of target DNA and internal
control after the analysis on capillary electrophoresis ABI Prism 310

Povrsine pikov
Peak areas

Log. st. celic na reakcijsko meSanico tarcna DNK (402 bp) | notranji standard DNK (375 bp)
Log of cell number in reaction mixture target DNA (402 bp) internal control (375 bp)

5,78 31710 3932

5,08 16210 7626

4,78 3228 8594

4,08 1037 9651

y = 1,1459x - 5,6893
R? = 0,9578

1 2 3 4 5 6
05
-1

log §t. celic na reakcijo
‘—o—eksp. pod. ——regresija ‘

log 402/375

Slika 2.  Umeritvena krivulja za od¢itavanje Stevila celic salmonel iz bujonske kulture v
obmod&ju med 1,2 x 10* in 6 x 10’ celic na reakcijsko mesanico.

Figure 2. Standard curve for quantification of salmonella cells in broth culture in range from
1.2 x 10% to 6 x 10° cells in reaction mixture.

Preliminarno ugotavljanje primernosti pripravljene metode za Stetje celic salmonel v
bujonski kulturi

Cisto kulturo seva S Livingstone (VF) smo gojili preko noéi. Nato smo pripravili 10-kratna
serijska redCenja zrasle kulture. Stevilo celic S Livingstone (VF) smo ugotavljali z metodo po
32 %10’ cfu. Genomsko DNK smo izolirali iz 1 ml razliénih redgitev zrasle kulture po
postopku, opisanem v poglavju Materiali in metode. V skupni c-PCR smo istocasno
pomnoZevali taréno DNK, izolirano iz razli¢nih red&itev celic salmonel (red¢itve 107'-107) s
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5%x10° redSenim notranjim standardom DNK. Po kapilarni elektroforezi smo iz
elektroferograma odgitali povr§ino pod pikom namnoZene taréne DNK, izolirane iz 10 red&ene
bujonske kulture seva S Livingstone (VF), ki je bila 29915. PovrSina pod pikom za notranji
standard DNK je bila 29208. 1z logaritemskih vrednosti razmerij povrSin pod obema pikoma smo
z regresijsko enagbo izradunali, da smo v c¢-PCR pomnoZevali DNK iz 9,3 x 10* celic. Ob
upostevanju redcitev v postopku izolacije DNK smo dobljeno vrednost pomnozili s 100, kar
pomeni, da smo v 1000-krat red&eni bujonski kulturi z metodo c-PCR ugotovili 9,3 x 10°
celic ml™". V primerjavi z rezultatom indirektne $tevne metode po Harriganu (1998) smo s c-PCR
odkrili 2,9% ve¢ celic v vzorcu. Razlogov za nepric¢akovano veliko razliko je lahko vec¢, od napak
pri sami indirektni Stevni metodi (ki lahko doseZze tudi £90 %, Collins in Lyne, 1995), do
premajhnega Stevila vzorcev, ki smo jih doslej uspeli preuciti. Metoda je tudi prezahtevna za
rutinsko ugotavljanje Stevila salmonel v Cistih laboratorijskih kulturah. Vsekakor pa metoda s
svojo hitrostjo in specifi¢nostjo omogoca odkrivanje in Stetje salmonel v umetnih mesanih in
naravnih mikrobnih vzorcih, podobno kot je Zze bilo opisano za nekatere druge vrste bakterij
(Lleo in sod., 1999; Phillips in sod., 2000; Clausen in sod., 2002) in predvsem v bistveno
krajSem casu, kot pa to omogocajo doslej uporabljane tradicionalne mikrobioloske metode za
odkrivanje salmonel (Trkov, 1999).

POVZETEK

Pripravili smo metodo kompetitivne PCR (c-PCR), ki omogoca ugotavljanje Stevila celic vrste
Salmonella enterica v bujonski kulturi. Izbrali smo specifi¢na zacetna oligonukleotida, MINF in
MINR-Hex, s katerima lahko v PCR pomnozimo 402 bp dolg del gena za 16S rRNK pri vseh
predstavnikih vrste S enterica. Za pripravo notranjega standarda DNK smo uporabili znano
sekvenco gena za 16S rRNK seva S Agona. Pomnozek PCR smo razrezali z restrikcijsko
endonukleazo Ddel, ki je preiskovani, 402 bp dolg del gena, razrezala na mestih 229 in 256.
Boc¢na fragmenta smo zlepili in dobili notranji standard DNK, ki je ohranil prepoznavni mesti za
zacetna oligonukleotida in se je od osnovne sekvence razlikoval za 27 bp. Ucinkovitost
istoasnega pomnoZevanja obeh molekul v c-PCR smo ugotavljali z regresijsko analizo (Reilly
in Attwood, 1998). Razlicne red¢itve notranjega standarda DNK smo v seriji reakcij
pomnoZevali z isto koncentracijo tarcne DNK, pomnozke c-PCR pa locili s kapilarno
elektroforezo. Logaritemske vrednosti povrsin pikov obeh pomnoZkov in red¢itev notranjega
standarda DNK so dale v regresijski enacbi premico s korelacijskim koeficientom R* = 0,9065.
To nakazuje skoraj enakovredno pomnoZevanje tarcne DNK in notranjega standarda DNK v c-
PCR. Optimalno red¢itev notranjega standarda, tj. 5x 10, smo nato v seriji reakcij
pomnoZevali z razli€énimi koncentracijami taréne DNK, ki smo jih izolirali iz serijskih redcitev
Ciste kulture z znanim Stevilom celic. Regresijska analiza logaritemskih razmerij povrSin pikov
pomnozkov taréne DNK in notranjega standarda, ter logaritemskih vrednosti Stevila celic na
reakcijsko meSanico je podala premico, ki omogoca zanesljivo ugotavljanje Stevila celic
salmonel v obmo&ju med 1,2x10* in 6 x 10° celic na reakcijsko mesanico. Rezultate
pripravljene metode c-PCR smo primerjali z rezultati indirektnega Stetja celic seva S
Livingstone v bujonski kulturi, pri ¢emer smo z metodo c-PCR ugotovili 2,9 x vecje Stevilo celic
na ml kulture kot z indirektno Stevno metodo. Kljub temu smo mnenja, da je kompetitivna PCR
uporabna metoda za hitro, specifi¢no in tudi dovolj natan¢no Stetje celic vrste S enterica v
naravnih mikrobioloskih vzorcih.
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SUMMARY

A competitive PCR (c-PCR) method for enumeration of Salmonella enterica in broth culture
was developed. Salmonella 16S rDNA specific primers MINF and MINR-Hex were used for
amplification of the 402 bp long PCR product. An internal DNA control, based on the analysis of
the known 16S rRNA sequence of S Agona (U92197) strain, was constructed. The 402 bp PCR
product of S Agona (U92197) strain contains two Ddel sites (at 229 and 256 position).
Following the digestion with Ddel restriction endonuclease the flanking fragments were ligated.
The internal control preserved the same primer recognition sites and differed from wild type
sequence only in deletion of 27 bp long fragment in the middle of the sequence. Optimal co-
amplification efficiency of internal control and target DNA was determined by regression
analysis. Serial dilutions of internal control DNA were co-amplified with constant concentration
of target DNA, isolated from a known amount of salmonella cells. The c-PCR products were
separated by capillary electrophoresis. The regression analysis of the logarithms of the peak
areas of both molecules and serial internal control dilutions resulted in a regression coeficient
(R?) of 0.9065 indicating nearly equivalent amplification efficiencies of the target and internal
control DNAs. Optimal dilution of internal control (5 x 107°) was co-amplified with different
concentrations of the target DNA, which were isolated from serially diluted S Agona cultures
with known cell numbers. Logarithmic ratios of target DNA peak areas versus internal control
peak areas against the log cell dilutions per reaction yielded a strait line, making possible the
quantification of salmonella cells within the range of 1.2 x 10* to 6 x 10> cells in a reaction
mixture. The developed c-PCR method was used in a preliminary test for the determination of S
Livingstone cells and gave results approximately 2.9 times higher than the control indirect plate
counting method. We are still convinced, however, that the method is suitable for a rapid,
specific and sufficiently accurate counting of S enterica cells in natural microbiological
samples.
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