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KVANTITATIVNI REAL-TIME PCR U PRACENJU INFEKCIJA,
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U radu je objasnjeno koris¢enje kvantitativne real-time PCR (qP-
CR) tehnike u postupcima koji zahtevaju preciznu i pouzdanu kvanti-
fikaciju mikroorganizama ili merenje stepena ekspresije gena za po-
trebe pracenja razvoja infekcija ili reakcija organizama na patogene
i efekta farmaka. Opisana je primena qPCR tehnike za potrebe isto-
vremene identifikacije vrsta i kvantifikacije mikroorganizama u funk-
ciji pracenja njihove prevalence, intenziteta i dinamike infekcije, kao
i kvantitativnog odnosa izmedu razli¢itih patogena koji simultano infi-
ciraju Zivotinje. Takode je objasnjen postupak i znacaj primene qPCR
metode u analizi stepena ekspresije gena znacajnih za imunitet i de-
toksikaciju. Opisano je kako se QqPCR tehnika moZe koristiti u ispitiva-
nju efikasnosti lekova, alternativnih antimikrobnih preparata, fitogenih
aditiva i suplemenata namenjenih Zivotinjama. Navedeni su primeri
procene efikasnosti prirodnih i sintetskih preparata u kontroli bakterij-
Skih i parazitskih oboljenja putem apsolutne kvantifikacije i uporediva-
nja koli¢ine DNK patogena pre i nakon primene preparata. Prikazano
Je ispitivanje efekata konvencionalnih i alternativnih antiparazitika i di-
Jetetskih suplemenata na imunitet tretiranih Zivotinja analizom relativ-
ne ekspresije gena koji uestvuju u imunskom odgovoru Zivotinja. Dati
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su primeri koji pokazuju kako se analiza genske ekspresije moze Kori-
stiti za procenu potencijala sintetskih i prirodnih preparata u prevenciji
imunosupresije izazvane infekcijama.

Kljuéne reci: antimikrobni preparati, dijetetski suplementi, ek-
spresija gena, fitogeni aditivi, imunitet, kvantifikacija mikroorganiza-
ma.

Metode koje se zasnivaju na analizi DNK danas su nezaobilazne u svim
oblastima veterinarske medicine. Kod konvencionalnih metoda, baziranih na
umnozavanju specificnih fragmenata DNK, putem lan¢ane reakcije polimeraze
(Polymerase Chain Reaction — PCR), rezultati se ocitavaju nakon zavrsetka re-
akcije (tzv. end-point PCR) primenom elektroforeze ili sekvencioniranja. Najce-
§¢e se koriste za identifikaciju vrsta i podvrsta uzro¢nika bolesti i u epizootiolos-
kim istrazivanjima (Stevanovi¢ i sar., 2013; 2016; Glavini¢ i sar., 2014; Davitkov
i sar., 2015; 2016; 2017a), u dijagnostici naslednih bolesti zivotinja (Vucicevi€ i
sar., 2016), za otkrivanje varijacija u genomu parazita ili domacina (Gaji¢ i sar.,
2013, 2016) znacajnih za njihovu otpornost, u forenzickim ispitivanjima (Davitkov
i sar., 2017b), u stoCarstvu i zastiti animalnih genetskih resursa (Vuci¢evi¢ i sar.,
2013; Stevanov-Pavlovi¢ i sar., 2015; Stanisi¢ i sar., 2017a, 2017b), za individu-
alnu identifikaciju i verifikaciju pedigrea u programima selekcije (Dimitrijevi¢ i sar.,
2013; StaniSic¢ i sar., 2017a) i u kontroli namirnica animalnog porekla (Stanimiro-
vi¢ i sar., 2015). U slucaju da je cilj identifikacija RNK virusa, pre amplifikacije se
obavlja reverzna transkripcija RNK u cDNK i takva varijanta PCR metode naziva
se ,reverse transcription PCR”, odnosno rt-PCR. Ukoliko je potrebno samo ispitati
prisustvo virusa, dovoljan je end-point PCR, kao u slu€aju virusa bolesti kljuna i
pera - PBFD virusa (Vucicevic¢ i sar., 2017), dok je za procenu stepena virusne
infekcije neophodan real-time RT PCR koja obezbeduje vizuelizaciju i kvantifika-
ciju rezultata u svakom momentu odigravanja reakcije (Simeunovic¢ i sar., 2014).

Razvojem real-time PCR tehnologije i uvidanjem njenih prednosti i potenci-
jala u odnosu na end-point PCR sisteme, stremili smo ka tome da proSirimo na$
naucno-istrazivacki dijapazon pa tako i da uvedemo mnostvo metoda koje ¢e se
zasnivati na real-time PCR platformi. Jedna od najbitnijih prednosti real-time PCR
metode je vrlo visoka osetljivost same reakcije. Njenom primenom moguce je de-
tektovati manje od pet kopija ciljne sekvence (u nekim slu¢ajevima samo jednu
kopiju), $to pruza mogucnost za analizu veoma malih koli¢ina uzorka. Real-time
PCR metoda brzo pruza rezultate, ali $to je jo$ bitnije, ne zahteva post - PCR
manipulaciju (Sto je slu¢aj kod end-point PCR metoda), zbog ¢ega krace traje,
komfornija je i smanjuje moguénost kontaminacije.

Razvoj u forenzickim i medicinskim istraZivanjima stvara talas metodolos-
kih napredaka koji neprekidno obezbeduju sve veci opseg moguénosti koriséenja
DNK-testova u veterinarskoj medicini. U ovom radu su objasnjeni principi kvanti-
tativne real-time PCR tehnike i navedeni primeri koriS¢enja te tehnike u Labora-
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toriji za genetiku Zivotinja na Katedri za biologiju Fakulteta veterinarske medicine
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Principi kvantitativne real-time PCR metode

Kvantitativni real-time PCR (qPCR) je metoda koja omogucava istovremenu
amplifikaciju, detekciju i kvantifikaciju specifiCnih sekvenci nukleinskih kiselina.
Ovo se postize upotrebom razliCitih fluorescentnih markera koji su u uzajamnoj
vezi sa koncentracijom PCR proizvoda $to se odrazava na intezitet fluorescenci-
je. Analiza rezultiraju¢eg proizvoda se zasniva na merenju porasta fluorescencije
koja je proporcionalna koli¢ini dobijene DNK tokom svakog PCR ciklusa. Postoje
dve kategorije kvantifikacije putem qPCR i to su: apsolutna i relativna kvantifika-
cija.

Apsolutna kvantifikacija

Za apsolutnu kvantifikaciju se koriste serijska razblazenja standarda pozna-
tih koncentracija. Ova metoda podrazumeva da svi standardi i uzorci imaju pribliz-
no jednaku efikasnost amplifikacije. Kao standardi se koriste razli€iti molekuli, uk-
ljuCujuci PCR-proizvode pozitivnih kontrola, plazmide koji sadrze ciljanu sekvencu
ili komercijalno pripremlijenu DNK poznate koncentracije. Pouzdanost standarda
za gqPCR je najvazniji deo prilikom kvantifikacije ispituju¢eg uzorka. Jednom na-
pravljen standard se moze koristiti u duzem vremenskom periodu, ali je zato sta-
bilnost standarda uvek pod znakom pitanja, narocCito za dugotrajna prou¢avanja
gde se standardi koriste u duzem vremenskom periodu (Vejnovic i sar., 2017).

Imajuci u vidu da se gPCR metodom moze kvantifikovati broj mikroorganiza-
ma, ova metoda pruza mogucnost za praéenje infekcija, reakcije organizama na
patogene i u proceni efekasnosti lekova, ali i aditiva i dijetetskih suplemenata u
kontroli ili prevenciji odredenih patoloskih stanja.

Kao prvi primer apsolutne kvantifikacije putem gPCR metode navodimo pro-
cenu stepena infekcije bakterijom Lawsonia intracellularis i efikasnosti fitogenog
aditiva u kontroli proliferativne enteropatije (PE) koju izaziva navedena bakterija.
Rutinska dijagnostika zasejavanjem L. intracellularis na hranljivoj podlozi nije mo-
guca, zato §to je bakteriju teSko kultivisati in vitro i jedino raste u kulturi ¢elija. DNK
identifikacija putem PCR i primena imunohistohemijskih metoda za dokazivanje
bakterijskih antigena predstavljaju ,zlatni standard” za utvrdivanja prisustva L. in-
tracellularis, ali se navedene metode ne mogu Koristiti za utvrdivanje stepena in-
fekcije. Zato je razvijen qPCR test koji omogucava da se proceni broj L. intracellu-
laris u fecesu, jer je dokazano da je broj bakterija u korelaciji sa nivoom infekcije
(Draskovic¢ i sar., 2018). Rec€ je o apsolutnoj kvantifikaciji koja je obezbedila ne sa-
mo procenu stepena infekcije navedenom bakterijom, nego i ispitivanje efikasno-
sti fitogenih aditiva u kontroli PE. Tako je, na primer, za jedan fitogeni aditiv utvr-
deno da moze zameniti antibiotike kod zalu€ene prasadi. Pored gPCR metode
kojom je merena koli€ina izlu€ene L. intracellularis u fecesu (uzorkovanom 0, 14. i
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28. dana), imunohistohemijskom (IHC) metodom je odredivan nivo osteéenja ileu-
ma. Putem qPCR je utvrdeno da su Ct vrednosti kod prasadi tretiranih navedenim
aditivom znacajno porasle tokom vremena i bile zna¢ajno veée nego u uzorcima
iz netretiranih kontrolnih prasadi. Ovi rezultati ukazuju da upotreba tog fitogenog
aditiva smanijuje izlu€ivanje L. intracellularis putem fecesa. Ekspresija antigena L.
intracellularis odredena putem IHC bila je manja kod tretiranih Zivotinja $to uka-
zuje da navedeni aditiv dovodi do smanjena koli¢ine patogena u ileumu, kao i do
znacajno vece konverzije hrane (Draskovic¢ i sar., 2018). Rezultati dobijeni prime-
nom ove dve metode navode na isti zaklju¢ak da ispitivani aditiv doprinosi kontroli
PE obzirom da je povecéanje Ct vrednosti obrnuto proporcionalno koli€ini bakterija
u fecesu (DraSkovic i sar., 2018).

Drugi primer primene apsolutne kvantifikacije mikroorganizama iz na$e
prakse je ispitivanje uticaja parazitskih tripanozoma pcela Crithidia mellificae i
Lotmaria passim na zdravlje p&elinjih zajednica i ekonomske efekte u péelarstvu
zapoceto 2015. godine, odnosno odmah nakon opisa L. passim Schwarz, kao
nove vrste parazita pela. Za potrebe molekulskog skrininga arhivskih i aktuelnih
uzoraka pc&ela iz Srbije na prisustvo navedenih tripanozoma, obavljeno je najpre
in vivo kloniranje rekombinantnih plazmida ,pGEM®-T Easy*“ radi dobijanja pozi-
tivnih kontrola poznatih koncentracija, kao i dizajniraniranje species-specifi¢nih
prajmera za PCR detekciju i identifikaciju C. mellificae i L. passim. Analiza 1192
uzorka iz devetogodiSnjeg perioda (2007-2015) dokazala je da je L. passim stalno
prisutna u Srbiji sa prose¢nom zastupljenod¢u od 62,3%. Ovi rezultati predstav-
ljaju najstariji geneticki potvrdeni nalaz L. passim na globalnom nivou i prvi nalaz
L. passim u Srbiji (Stevanovic¢ i sar., 2016). U nastavku istraZivanja, dizajnirani su
novi prajmeri i uspostavljen real-time qPCR protokol koji omogucava istovreme-
nu identifikaciju i kvantifikaciju p&elinjih tripanozoma u funkciji praéenja njihove
prevalence, intenziteta i dinamike infekcije. Sve pc&elinje zajednice inficirane tri-
panozomom L. passim bile su istovremeno inficirane i mikrosporidijom Nosema
ceranae i izmedu stepena infekcije ta dva parazita utvrdena je statisticki znacajna
pozitivna korelacija ukazujuci na njihovu sli¢nu godisnju dinamiku. Statisti¢ki zna-
¢ajne razlike u nivoima infekcije izmedu meseci su ukazale na sezonalnost obe
parazitoze (Vejnovi¢ i sar., 2017). Ovi rezultati, kao i uspostavljena metodologi-
ja, obezbeduju detaljno praéenje kinetike protozoarnih infekcija p€ela i inoviranje
strategija njihove kontrole u p&elarskoj praksi. Na sli¢an na¢in mogu se usposta-
viti i metode za monitoring i kvantifikaciju gotovo svih uzro€nika bolesti.

Relativna kvantifikacija

Najznacajnija primena relativne kvantifikacije je u analizi ekspresije gena.
Kako je primarni transkript RNK, najpre je iz uzorka potrebno ekstrahovati kom-
pletnu RNK, prevesti je u komplementarnu DNK (cDNK) postupkom koji se naziva
reverzna transkripcija (rt-PCR), a zatim koli¢inu dobijene cDNK izmeriti real-time
gPCR metodom.
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Analizom uzoraka, na ovakav nacin se dobija podatak o tome, da li je i koli-
ko, ekspresija nekog gena smanjena (suprimirana) ili povisena u odnosu na ka-
librator (nivoi ekspresije tih istih gena kod zdrave populacije jedinki — referentne
vrednosti). Odredivanjem nivoa ekspresije pojedinih gena mogu se pratiti odgovo-
ri organizma na razliCite agense. Nesumnjivo je da bolesti, stres, upotreba lekova
i suplemenata, kvalitet ishrane i dr. utiC¢u na ekspresiju razli¢itih gena, $to na kraju
rezultira i odredenim fenotipskim promenama (u zdravstvenom stanju, proizvod-
nim karakteristikama, eksterijeru i dr.). 1z ovih razloga je jasno zasto ova metoda
zauzima sve znacajnije mesto u istrazivanjima u svim oblastima veterinarske me-
dicine i biotehnologije (Stanimirovi¢ i sar., 2015).

Analize stepena ekspresije pojedinih gena se u poslednje vreme obavljaju
radi ispitivanja lekova i suplemenata, uticaja bolesti i kombinacije bolesti i apliko-
vanja lekova. Rezultati takvih istraZivanja pomazu u razumevanju patofizioloskih
mehanizama bolesti, ali i u razvoju novih dijagnosti¢kih, terapijskih i uzgojnih stra-
tegija radi produZetka Zivota kuénih ljubimaca i/ili pobolj3anja efikasnosti komerci-
jalnog uzgoja i proizvodnje hrane Zivotinjskog porekla (Stanimirovi¢ i sar., 2015).
U skladu sa tim, jedan od trendova na$e laboratorije je i ispitivanje efikasnosti
sintetskih, polusintetskih i prirodnih preparata namenjenih za kontrolu bakterij-
skih i parazitskih oboljenja ili kao imunostimulatora. Princip se zasniva na tome
da se odredenim eksperimentalnim grupama, naj¢edée kroz hranu, dodaju ciljni
preparati, pa se procesom real-time PCR kvantifikacije utvrduje koli¢ina prisutnog
uzroCnika, ali i stepen ekspresije gena znacajnih za imunitet i/ili detoksikaciju pre
i posle aplikacije datog suplementa. Pored molekularno-genetickih istrazivanja
koje nasa laboratorija sprovodi na uzorcima dobijenih od kicmenjaka, jedno od ve-
oma bitnih polja nade delatnosti odnosi se na beski€menjake, preciznije na pcele.

U okviru nekoliko medunarodnih projekata obavili smo mnostvo eksperime-
nata u kojima smo ispitivali efekat konvencionalnih i alternativnih antiparazitika i
dijetetskih suplemenata na imunitet tretiranih Zivotinja analizom relativhe ekspre-
sije gena koji u€estvuju u imunskom odgovoru Zivotinja. Nedavno su publikovani
rezultati jednog takvog istrazivanja u kome je ispitivan potencijal amino-kiselin-
sko-vitamiskog suplementa u odbrani p&ela od imunosupresije izazvane mikros-
poridijom Nosema ceranae (Glavinic i sar., 2017). Za potrebe ovog eksperimenta,
plele su zarazavane navedenim parazitom, a tretirane grupe pcela su dodatno
dobijale testirani preparat, posle ¢ega je pracen nivo ekspresije gena za antimi-
krobne peptide (abecin, defenzin, himenoptecin, apidecin i vitelogenin). Rezul-
tati su dokazali da ispitivani suplement smanjuje supresiju (ima imunoprotektivni
efekat) u grupama koje su ga konzumirale (slika 1), u odnosu na one pcele koje
nakon zarazavanja nozemom nisu dobijale suplement; tacnije, najbolji efekat su-
plement je pokazao kada je aplikovan u istom trenutku kada su péela zaraZzavane
nozemom, tri dana nakon izleganja (Glavini¢ i sar., 2017).

Osim protektivnog efekta konvencionalnih i alternativnih antiparazitika i dije-
tetskih suplemenata, sprovodili smo ispitivanja udruzenog negativnog efekta en-
doparazita Nosema ceranae i fungicida prohloraza na ekspresiju gena znacajnih
za imunitet pcela. Ova istrazivanja su dokazala da dolazi do poremecaja u ek-
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spresiji pra¢enih gena usled sinergistiCkog dejstva ova dva stresora (Slika 2), kao
i povecan mortalitet kod pcela koje su kontaminirane fungicidom, a zatim zaraze-
ne nozemom (Glavini¢ i sar., 2018).
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Slika 1. Nivoi ekspresije imuno-gena kod pcela tretiranih amino-kiselinsko-vitaminskim suple-
mentom 3., 6. i 12. dana nakon infekcije (Glavini¢ i sar., 2017)

Analize ekspresije gena su primenjivane i u ispitivanju prirodne hrane za
pCele. Za polen je utvrdeno da stimuliSe ekspresiju gena znacajnih za duzinu Zi-
vota, zatim da znacajno povecava ekspresiju gena za vitelogenin i transferin, na-
ro€ito ako je bogat proteinima i lipidima i konaéno na povecava ekspresiju gena za
detoksifikaciju i gena za antimikrobne peptide abecin i defenzin 1, §to je znacajno
i za povecanje otpornosti pCela na pesticide.

Kada je re€ o dejstvu meda, prvo je dokazano da med poveéava ekspesiju
gena za detoksifikaciju, dok saharoza i visoko-fruktozni sirup ne ispoljavaju ta-
kav efekat. Identifikovani su sastojci meda koji poveéavaju ekspesiju seta gena
znacajnih za odbranu od pesticida i patogena, odnosno gena za detoksifikaciju i
gena za antimikrobne peptide abecin i defenzin 1. Funkcionalni smisao poveca-
nja ekspresije navedenih gena se ogleda u boljoj razgradniji akaricida kumafosa
u srednjem crevu pcela. Svi navedeni rezultati nutrigenomskih efekata polena i
meda direktno su primenljivi u p&elarskoj praksi.
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Slika 2. Heatmap analiza razliCite ekspresije gena znacajnih za imunitet kod pcela tretiranih
fungicidom i inficiranih mikrosporidijom N. ceranae (Glavini¢ i sar., 2018)

U svetu su sprovedena mnoga istraZivanja fokusirana na ispitivanje genske
ekspresije kod pasa u razli¢itim stanjima, uklju€ujuci kardiomiopatije, degenera-
tivne bolesti mitralnih zalistaka, atopijski dermatitis, acinusnu atrofiju pankreasa,
malignitet mle¢nih Zlezda i bolesti centralnog nervnog sistema. Kada je re€ o dru-
gim domacim Zivotinjama, analize ekspresije gena zastupljene su u istrazivanji-
ma mastitisa kod krava i osteoartritisa kod konja. Pored ispitivanja koja nastoje
da identifikuju transkripcione promene jedinstvene za bolesti u odredenom tipu
tkiva, postoji veliki broj istraZivanja fokusiran na interakcije izmedu domacina i
patogenih organizama (Stanimirovi¢ i sar., 2015). U nedavno sprovedenom istra-
Zivanju, pracen je uticaj fungicida i parazita razli€itih parazita na istom domacinu
pri tretmanu prohlorazom. Pracen je efekat prohloraza i parazita Nosema cera-
nae na pcele kao domacine, ali i na pcelinji virus deformisanih krila (DWV), jer su
sva pcelinja drutva koja su bila uklju¢ena u eksperiment bila prirodno inficirana
tim virusom, $to je bilo i za o€ekivati, jer je vecina pcelinjih drustava koja poticu
iz Srbije njime inficirana (Simeunovi¢ i sar., 2014). Najvise koncentracije DWV su
primecene kod pcela starih 6 dana, koje su bile inficirane nozemom, ali i tretirane
prohlorazom. StimuliSuéi efekat prohloraza primecen je i kod 6 dana starih pcela
koje nisu bile inficirane nozemom, dok je kod novoizleZenih i 9 dana starih p&ela
koje nisu bile inficirane nozemom, primeceno da je prohloraz smanjio koncentra-
ciju DWV (Glavini¢ i sar., 2018). Zaklju€eno je da pesticid prohloraz ima stimuliSu-
¢i efekat na umnozZavanje DWV.

Jedan od primera procene efikasnosti sintetskih preparata i odredivanja do-

ze u kontroli parazitskih oboljenja je ispitivanje preparata koji se koristi za kontrolu
intracelularnog parazita Cryptosporidium parvum. Koristeci qRT-PCR odredivan
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je nivo uzroCnika u tkivu nakon aplikacije preparata nitazoksanid u zarazeno tki-
vo, na osnhovu ¢ega se doslo do tacnih podataka koje su to terapijske, toksi¢ne ili
letalne doze.

Iz prikazanih primera moze se zakljuditi kolika je zapravo aplikativna mo¢
gPCR-a u veterinararskoj praksi.
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QUANTITATIVE REAL-TIME PCR IN MONITORING OF INFECTION
AND RESPONSES ON PATHOGENS AND IN EVALUATION OF MEDICINES
AND DIETETIC SUPPLEMENTS

Stevanovi¢ Jevrosima, Glavini¢ Uros, Ristani¢ Marko, Draskovi¢ Vladimir,
Stanimirovi¢ Zoran

In this article we have explained the use of quantitative real-time PCR (qPCR) tech-
nique in precise quantification of microorganisms for the purpose of measuring infections
levels and in measuring gene expression levels for the purpose of monitoring the effects
of pathogens and drugs on the organism. It has been described how qPCR technique is
used for simultaneous species identification and quantification of microorganisms in survey
of their prevalence, monitoring of intensity and dynamics of infections, but also for evalu-
ation of quantitative relations between different pathogens that simultaneously infect ani-
mals. The significance of gJPCR method in measuring the expression of the genes that are
in charge for immune system and detoxification, has been described as well. Evaluation
of the efficacy of drugs, alternative antimicrobial medicines, phytogenic additives and sup-
plements used in veterinary medicine by the means of qPCR has been also explained. We
have presented the examples where the efficacy of natural and synthetic medicines used in
control of bacterial and parasitic diseases has been evaluated by gPCR method. We have
shown the use of relative gene expression analyses in the investigations of the effects of
conventional and alternative antiparasitic and dietetic supplements on the immune-related
genes of treated animals.

Key words: antimicrobial medicines, dietetic supplements, gene expression, immuni-
ty, microorganism quantification, phytogenic additives
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