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PCR KAO DIJAGNOSTICKA METODA U
AKVAKULTURI

I. Strunjak-Perovié, N. Topié Popovié

Sazetak

PCR je akronim za »polymerase chain reaction« (metoda lancane reakcije
polimeraza), tehniku koja se temelji na otkrivanju i umnozavanju specifiénih
DNA odnosno RNA sljedova. Moze se primijeniti u dijagnostici nasljednih
bolesti, forenzici, populacijskoj genetici, sistematici, bioinZenjerstvu, evoluci-
jskoj biologiji, pa i u akvakulturi. Ovom je metodom moguée dijagnosticirati
niz virusnih, bakterijskih i parazitarnih bolesti riba, Skoljaka i rakova.
Prednosti tehnike oc¢ituju se u brzom dobivanju rezultata, visokoj specifi¢nosti
i ogjetljivosti.

Kljucne rijeci: PCR, bolesti, ribe, rakovi, skoljke

UvVOD

Utvrdivanjem sve vefega broja ekonomski vaznih bolesti u kontroliranom
uzgoju riba, rakova i Skoljaka, poveéala se potreba za brzom i preciznom
metodom njihova dijagnosticiranja. Jedna od takvih metoda jest i PCR (engl.
polymerase chain reaction). PCR je tehnika koja se temelji na otkrivanju i
umnozavanju specificnih DNA, odnosno RNA sekvenci, a mozZe se, osim u
akvakulturi, primijeniti u kliniékoj medicini, dijagnostici nasljednih bolesti,
forenzici, populacijskoj genetici, sistematici, tipizaciji tkiva, bioinZenjerstvu,
prepoznavanju hrane dobivene genetickim inZenjerstvom, kontroli ZiveZznih
namirnica, evolucijskoj biologiji itd. Svrha je ovog napisa svratiti pozornost na
ovu metodu kao metodu izbora u dijagnostici bolesti riba, rakova i Skoljaka,
te upozoriti na njezine prednosti, ali i nedostatke.
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LITERATURNI PODACI

Primjena PCR metode u akvakulturi

PCR se u akvakulturi veé uvelike primjenjuje, iako jo$ nije uveden kao
standardna metoda dijagnosticiranja bolesti organizama koji Zive u vodi.

Bakterijske se bolesti uglavnom dijagnosticiraju klasi¢nim mikrobioloskim
metodama koje podrazumijevaju uzgoj uzroc¢nika i njegovu identifikaciju bio-
kemijskim i/ili seroloskim testovima. Takve tehnike dugo traju, pa uzimaju i
tjedne dragocjena vremena. Iako seroloske metode ne zahtijevaju uzgoj bak-
terija, éesto zbog nedostatka specifiénih antiseruma ipak nisu zadovoljavajuce.
S obzirom na to da je PCR metoda brza, ponovljiva, osjetljiva i strogo
specificna, njome se mogu nadopuniti, pa i u cijelosti zamijeniti klasi¢ne
seroloske metode tipizacije. Tako PCR, osim za dijagnosticke testove, daje
neprocjenjivo vazne podatke i o epizootiologiji bakterijskih bolesti (Ber-
nardet, 1996.). Buduéi da se ovom metodom mogu otkriti bakterije u
biologkim wuzorcima bez prethodne izolacije na hranjivim podlogama, ne
za¢uduje da se danas primjenjuje za otkrivanje tesko uzgojivih bakterija kao
sto su Mycobacterium marinum (Colorni i sur., 1993.) i Renibacterium
salmoninarum (Magnusson i sur., 1994.). Toyama i sur. (1996.) su
kreirali primjere kojima je moguée umnoziti DNA sekvence specificne za
Flexibacter maritimus, Flavobacterium branchyiophilum i F. columnare. Sojeve
iz roda Vibrio u uzorcima vode i riba mogude je utvrditi i identificirati unutar
relativno kratka razdoblja (11 sati), (Martinez i sur., 1994.). Modificirajuéi
standardnu PCR metodu, Covadonga i sur. (1995.), omoguéili su brzo
otkrivanje V. vulnificus, patogenog za ljude i za ribe. Kroz 24 sata uzroénik
se moze otkriti u vrlo malom broju i u neuzgojivom obliku, i tako na vrijeme
otkloniti rizik od obolijevanja, te smanjiti ekonomske gubitke zbog mortaliteta
i antibiotskih terapija. Aeromonas salmonicida, uzroénik furunkuloze u riba,
na hranjivoj podlozi raste sporo, pa ga druge bakterije u uzorku mogu prerasti
i prikriti. Stoga do to¢ne dijagnoze bolesti moZe proéi dosta vremena. PCR
metodom moguée je izravno iz bubrega, jetre i fecesa ribe otkriti prisutnost
veé¢ samo jednoga specifi¢nog gena A. salmonicide (Gustafson i sur., 1992.).
Isto tako, u tkivu bolesnih riba moze se prepoznati Yersinia ruckeri i pouzdano
razlikovati od ostalih patogenih i ubikvitarnih bakterija (Argenton i sur.,
1996.). Osim spomenutih bakterija, danas su napravljeni PCR protokoli za
identifikaciju veéine ostalih znacajnih bakterija organizama koji Zive u vodi
(Talaat i sur.,, 1997.).

PCR-om su obradene manje-viSe i sve gospodarstveno znacajne virusne
bolesti. Tako je ova metoda, upotrijebljena za otkrivanje ribljih rabdovirusa iz
razli¢itih klini¢kih uzoraka (Bruchhof i sur., 1995; Yoshinaka i sur,
1997; Guillou i sur. 1999.), dala rezultate u vrlo kratkom vremenu. Stovige,
prvi put se uspostavila geneti¢ka veza izmedu uzro¢nika virusne hemoragic¢ne
septikemije izoliranog iz riba koje obitavaju u europskim obalnim vodama i
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virusa koji bolest uzrokuju na ribogojilistima (Stone i sur., 1997.). Buduéi
da je za nekoliko prividno zdravih morskih vrsta (bakalar, haringa, plat)
dokazano da su nosioci VHS virusa, autori smatraju da jedan od razloga pojave
bolesti u slatkovodnim ribogojilistima moze biti i hranjenje ribe netretiranim
otpacima zarazene morske ribe. Istodobno uzimajuéi u obzir ucestalost kojom
se pojavljuju mutacije u RNA-virusa, kao i nedostano detaljnije znanje o
patogenosti VHS—virusa na molekularnoj osnovi, postoji potencijalna opasnost
od morskih sojeva VHSV-a koji bi se mogli prilagoditi intenzivnim uvjetima
uzgoja (Stone i sur., 1997.). Uzrocnik zarazne nekroze gusterace (birnavirus)
PCR-om je utvrden u klinickim uzorcima ¢ak i kad je uzorak apliciran u
stani¢nu kulturu dao negativne rezultate (Lopez-Lastra i sur., 1994;
Blake i sur., 1995.). Stoga bi ova metoda bila malo korisna u otkrivanju ne
samo oboljelih riba ve¢ i nesimptomati¢nih kliconosa kao rezervoara. Osim
utvrdivanja same prisutnosti virusa, dobiven je iscrpniji uvid u genomske
slicnosti, odnosno razli¢itosti ¢lanova Birnaviridae (koji se javljaju u vodenoj
sredini), $to navodi na miS$ljenje da trenuta¢na Kklasifikacija tih virusa nije
najprikladnija (Havarstein i sur, 1990; Novoa i sur., 1995.). Istrazivanja
iridovirusa pokazala su da riblji iridovirusi pripadnici roda Ranavirusa, mogu
biti u uskoj vezi s virusima vodozemaca i gmazova, pa se ova tehnika i ovdje
smatra veoma uspjeSnom metodom ne samo radi utvrdivanja virusa u uzorku
ve¢ i njihova povezivanja s ostalim srodnim c¢lanovima (Schnitzler i
Darai, 1993; Williams i Cory, 1994; Tamai i sur., 1997.). Pojava
slicnih virusa kod razli¢itih vrsta domacina u vodenoj sredini, te njihov
medusobni prijenos vazan su problem u nadzoru zdravstvenoga stanja riba u
kontroliranu uzgoju.

Kako kod bakterijskih i virusnih bolesti, tako se PCR s jednakom
uspjehom primjenjuje i u parazitologiji. Tako je moguée otkriti uzro¢nika
vrtiGavosti salmonida Myxobolus cerebralis u svim njegovim razvojnim stadiji-
ma, te na taj nadin skratiti vrijeme identifikacije spora mikroskopskim
postupcima (Andree i sur., 1998.). Osjetljivost PCR metode omoguéuje
otkrivanje vrlo maloga broja miksosporidija Ceratomyxa shasta u zaraZenim
ribama, kao i u medudomacdinu, S$to takoder pridonosi dobivanju novih
spoznaja o zivotnom ciklusu doti¢nog parazita Bartholomew i sur., 1995.).
Todd i sur. (1997.) utvrdili su genetsku raznolikost morske usi (Lepeoptherus
salmonis) utvrdene na divljim i uzgajanim salmonidima, $to omogucuje lakse
spoznaje o putovima Sirenja doti¢nog parazita.

Tako su gore navedene poglavito riblje bolesti koje su obradene ovom
relativno novom tehnikom, vazno je spomenuti da postoje PCR protokoli koji
se, s jednakom uspjesnos$céu, primjenjuju i u dijagnostici bolesti skoljaka
(Marsh 1 sur., 1995; Stokes 1 sur., 1995.) i rakova (Lightner i
Redman, 1998.).
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Princip PCR metode

PCR je metoda koja se osniva na otkrivanju i umnozavanju (amplifikaciji)
jedne ili vise sekvenci nukleinskih kiselina koje su specifiéne za porodicu, rod,
vrstu, soj ili tip bakterija, virusa, odnosno parazita (Innis i sur., 1990.).

Ukratko, dio nukleinske kiseline koji Zelimo otkriti i amplificirati odreduje
se s pomocéu parova tzv. »primera«. Primeri su DNA fragmenti sastavljeni od
20-ak nukleotida &iji je redoslijed specifican za odredenog uzro¢nika (virus,
bakterija, nametnik). PCR je cikli¢ni postupak koji zapocinje denaturacijom
nukleinskih kiselina ispitivanog uzorka zbog djelovanja temperature od 94 do
97 °C. Zatim se smjesa ohladi na 55 °C, odnosno 72 °C kako bi se primeri
mogli vezati za svoje komplementarne sekvence na odvojenim uzvojnicama te
ih umnoziti, odnosno amplificirati. Taj proces renaturacije naziva se ukruciva-
njem (engl. annealing), a katalizira ga enzim polimeraza. Ponavljanjem ciklusa
zagrijavanja i hladenja, multiplicira se trazeni DNA segment. Za otprilike 1
sat, 20-ak ciklusa PCR-a moze amplificirati trazenu sekvencu milijun puta.
Postupak se obavlja u posebnom, za to opremljenom aparatu (engl. termocy-
cler). Broj ciklusa, duZina primjene pojedinih temperatura, kao i trajanje
cijeloga procesa, odreduju se prema uzorku.

Nakon amplifikacije, uzorak se izloZi elektroforezi. Elektroforeza se primje-
njuje za odvajanje segmenata amplificiranih u PCR-u. Tijekom elektroforeze
dolazi do odvajanja velikih ioniziranih molekula prolaskom kroz gel u elek-
tricnom polju. Buduéi da je DNA negativno nabijena, molekule putuju prema
anodi razli¢itom brzinom, ovisno o svojoj veli¢ini, odnosno tezini. Na taj se
naéin na agaroznom gelu, iz sloZene mjeSavine genomskih sekvenci, izdvoji
trazena sekvenca (ako zaista postoji u uzorku), u obliku razli¢itih linija (engl.
band). Slijedi fotografiranje gela uz UV-svjetlo i oc¢itavanje rezultata prema
standardima.

Ima nekoliko varijjanata PCR tehnike, a neke su od njih »hot-start«
tehnika koja podrazumijeva uporabu termostabilnih enzima koji oblazu veé
postojeée enzime, ¢ime se skracuje trajanje cijeloga procesa; »touch downc
tehnika, koja se primjenuje kad je u uzorku mnogo DNA, a potrebno je
umnoziti samo jedan mali dio, npr. 4 nukleotida; »long-PCR«, kojim se
umnozavaju dugacki fragmenti, npr. po 400 nukleotida; »in situ PCR«, koji,
osim podataka postoji li odredena DNA, daje informaciju i gdje se u tkivu
nalazi; »nested PCR«, kod kojeg se umjesto gelova rabe uzorci—predlosci, pa
se tako izbjegava stvaranje razmaza na gelu i poveéava specificnost metode;
»RADP PCR«, koji sluzi za odredivanje genetskih »otisaka prstiju«, jer se
amplificira sluc¢ajni uzorak; ciklus sekvencioniranja kojim se moze umnozavati
vrlo mali dio DNA bez potrebe kloniranja gena; »RT-PCR« kojim se detekti-
raju RNA-virusi (Innis i sur., 1990.).
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ZAKLJUCAK

Iz gore navednog moze se ustvrditi da je ova tehnika brz i precizan postupak
za dobivanje podataka o epizootiologkoj situaciji (npr. dok klasiéne metode
ukljucuju izolaciju virusa na stani¢noj kulturi, odnosno bakterija na hranjivim
podlogama kroz nekoliko dana do nekoliko tjedana, PCR-om se to vrijeme
skraéuje na 1-3 dana), $to omoguéuje promptno djelovanje u smislu sprecava-
nja daljnjeg Sirenja bolesti primjenom prikladnog lije¢enja provedbem od-
govarajuéih sanitarnih mjera. Prednost PCR-a pred ostalim tehnikama ocituje
se u dobivanju podataka i kada druge metode pokazuju negativan rezultat.
Naime, PCR moze amplificirati trazenu sekvencu nukleinske Kkiseline bilo
kojeg porijekla (virusa, bakterija, nametnika biljaka, Zivotinja ili covjeka)
stotinu, pa i milijun puta unutar nekoliko sati, te se tako mogu otkriti vrlo
male koli¢ine patogenih uzroénika. Nedostatci metode ocituju se u moguéem
dobivanju pogresnih pozitivnih rezultata, $to se rjesava optimalizacijom PCR-
protokola, te prisutnosti raznih inhibitora PCR-a u uzorcima iz okolisa.
Premda je ucinjen znatan napredak u uklanjanju takvih inhibitora, potrebno
je i dalje razvijati metodu za procesiranje svih tipova i vrsta uzoraka okolisa.
Prilikom provedbe PCR metode izuzetno je vazno voditi raéuna o apsolutnoj
Cistoéi radnoga prostora, aparata i potro$snog materijala zbog opasnosti od
kontaminacije.

No, unato¢ tome, dugotrajnijom uporabom metode na odredenom podrudju
mogucée je dobiti precizan uvid u epizootiolosku situaciju. Pravodobnim ot-
krivanjem kliconostva, spreavanjem unosenja takvih oranizama u kontrolirane
uzgoje, kao i toénom determinacijom uzroc¢nika bolesti, mogli bi se smanjiti
ekonomski gubitci na ribogojiliStima nastali zbog uginucéa, nepravilne terapije
ili ¢ekanja na rezultate klasi¢nih dijagnosti¢kih metoda.

Summary

PCR AS DIAGNOSTIC METHOD IN AQUACULTURE

I. Strunjak-Perovié, N. Topi¢ Popovic¢*

PCR is an acronym for »polymerase chain reaction«, a technique based on
detection and amplification of specific DNA and RNA sequences. It can be
applied in diagnostics of hereditary diseases, forensics, population genetics,
systematics, bioengineering, evolution biology, and also aquaculture. With this
method it is possible to diagnose an array of viral, bacterial and parasitic
diseases of fish, shellfish and crustaceans. The advantages of the technique
are manifested in rapid obtaining of results, high specificity and sensitivity.
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