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Upotreba kvantitativne real-time PCR
(gPCR) tehnike u postupcima koji
zahtevaju:

- preciznu i pouzdanu
kvantifikaciju mikroorganizama /

odredivanje stepena infekcije /
pracenje razvoja (dinamike) infekcije

- merenje stepena ekspresije gena za
potrebe pracenja reakcija organizama
na patogene, lekove, suplemente,
hranu.




analizi DNK danas su
nezaobilazne u svim
oblastima veterine

Konvencionalni PCR : Real-time PCR

Kod konvencionalnih PCR analiza, rezultati se
olitavaju nakon zavr3etka reakcije 7
(tzv. end-point PCR)
primenom elektroforeze ili
sekvencioniranja.




Metode koje se zasnivaju na
analizi DNK danas su
nezaobilazne u svim

oblastima veterine

Konvencionalni PCR : Real-time PCR

Real-time PCR obezbeduje
vizuelizaciju i kvantifikaciju
rezultata u svakom momentu
odigravanja reakcije




Konvencionalni PCR

Najcesce se koristi za:
- specijsku i subspecijsku identifikaciju uzrocnika bolesti

i u epizootioloskim istrazivanjima,

u dijagnostici naslednih bolesti zivotinja,

za otkrivanje varijacija u genomu parazita ili domacina znacajnih za
njihovu otpornost,

u forenzickim ispitivanjima,

u stocCarstvu i zastiti animalnih genetskih resursa,

za individualnu identifikaciju i verifikaciju pedigrea u programima
selekcije,

u kontroli namirnica animalnog porekla.




Ukoliko je potrebno samo ispitati prisustvo virusa, dovoljan je end-
point PCR, kao u slucaju virusa kljuna i pera - PBFD virusa

Circoviridae - DNK virus
Psittacine Beak and Feather Disease

Virus (PBFD virus)

~Vucicevic et al. (2017) J Hell Vet Med Soc 68 (4)



U slucaju da je cilj identifikacija RNK virusa, pre
amplifikacije se obavlja reverzna transkripcija RNK
u cDNK i takva varijanta PCR metode naziva se
oreverse transcription PCR” (RT-PCR).

_____ Steneéak _____J RT-PCR_

Canine Distemper Virus — RNK virus

Neophodno je voditi raCuna o kojoj formi bolesti se
radi kako bi se odabrao pravi uzorak, virus je u razliCito
vreme prisutan u razlicitiv delovima organizma

Nakon izolacije RNK radi se reverzna transkripcija
kako bi se RNK prevela u DNK

Ukoliko je potrebno samo ispitati prisustvo
virusa, dovoljan je end-point PCR

PP-I fragment DNK veliCine 287bp se detektuje




Medutim, za procenu stepena infekcije (izazvane
bilo kojim mikroorganizmom) neophodan je real-

time (RT) PCR koji obezbeduje
ISTOVREMENU

DETEKCIJU KVANTIFIKACHJU

(IDENTIFIKACIJU) REZULTATA
PATOGENA (PROCENU STEPENA INFEKCIJE)




Real-time PCR obezbeduije:

pracenje reakcije (vizuelizaciju i kvantifikaciju
rezultata) u svakom momentu odigravanja
CELEIE

ekstremnu osetljivost (detektovanje manje od
pet kopija ciljne sekvence, u nekim slucajevima
samo jedne kopije), te mogucnost analize jako
malih kolicina uzorka,

ne zahteva post PCR manipulaciju (neophodnu
kod end-point PCR), zbog Cega kraéentrajeﬁ‘(brie

se dobijaju rezultati), komfornlja jel smanjuje
mogucnost kontaminacije.




Principi kvantitétivne real-time
PCR (gPCR) metode

SYBR Green

Kvantitativni real-time PCR (gPCR) je W, & o
metoda koja omogucava istovremenu pustlt g,

amplifikaciju, detekciju i kvantifikaciju
specificnih  sekvenci  nukleinskih g FMizediLight A Y 4
kiselina. g '

To se postize upotrebom razlicitih
fluorescentnih markera koji su u
uzajamnoj vezi sa koncentracijom PCR
produkta sto se odrazava na intezitet

fluorescencije. ,
Polymerase




Principi kvantitativne rea/-time PCR
(gPCR) metode

Analiza rezultirajuceg proizvoda se zasniva na
merenju  porasta fluorescencije koja je
proporcionalna kolicini dobijene DNK tokom
svakog PCR ciklusa.

Postoje dve kategorije kvantifikacije putem qPCR i
to su: apsolutna i relativna kvantifikacija

apsolutnu




putem rea/-time PCR
metode

Imaju¢i u vidu da se gqPCR metodom moze
kvantifikovati broj mikroorganizama ova metoda
nam pruza mogucnost za:

- pracenje infekcija,

- u proceni efekasnosti lekova, ali i
aditiva i dijetetskih suplemenata u
suzbijanju infekcije ili prevenciji
odredenih patoloskih stanja




Primer apsolutne kvantifikacije putem gPCR:

Procena stepena infekcije bakterijom
Lawsonia intracellularis
i procena efikasnosti fitogenog aditiva u kontroli
proliferativne enteropatije

Procenjivan je broj L. intracellularis u fecesu, jer je
broj bakterija u fecesu u korelaciji sa stepenom

infekcije (Draskovic i sar., 2018).




Prikaz gPCR rezultata kvantifikacije gen kopija

bakterije L. intracellularis
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Ct vrednosti kod prasadi tretiranih aditivom znacajno porasle

tokom vremena i bile znacajno vece nego u uzorcima iz
netretiranih kontrolnih prasadi

*1

Draskovié¢ et al., 2018




Zakljucak

Ispitivani aditiv doprinosi kontroli PE obzirom da je
povecanje Ct vrednosti obrnuto proporcionalnu
koliCini bakterija u fecesu

Draskovic et al. (2018)
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Drugi primer primene apsolutne kvantifikacije
mikroorganizama iz nase prakse jeste |sp|t|vanje?
uticaja parazitskih tripanozoma pcela Crlthldla
mellificae i Lotmaria passim na zdravlje pCE|InJIh
zajednica i ekonomske efekte u pcelarstvu.

A
Lotmaria passim Crithidia mellificae




Dizajniraniranje species-specifichih prajmera
za identifikaciju C. mellificae i L. passim

C. mellificae DNA - 104 10® 107 107 107 107 107
L. passim DNA 10! 10! 10" 10' 10' 10¢ 10°% 10°
C. bombi DNA

LpCytb_F1+ LpCytb_R

CmCytb_F + CmCytb_R

i0* 10*' 10!
Cm Lp Ch

Universal trypanosomatid

Stevanovic et al. (2016) J Invertebr Pathol, 139, 6-11.




- Optimizacija end-point PCR protokola za
molekularno-geneticku identifikaciju pcelinjih
tripanozoma C. mellificae i L. passim

J. Stevanovic et al. /Journal of Invertebrate Pathology 139 (2016) 6-11

Detekcija Lotmaria passim (Lp)
u DNK izolatima uzoraka pcela iz Srbije

Stevanovic et al. (2016) J Invertebr Pathol, 139, 6-11.
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Retrospektivno ispitivanje prisustva C. mellificae i L. passim
u arhivskim uzorcima DNK pcela sakupljenih na teritoriji
Srbije u proteklom devetogodisnjem periodu (2007-2015).

Table 1
Summarized annual honey bee colony sampling in Serbia and infection status with
Lotmaria passim and/or Nosema ceranae from 2007 to 2015.”

Year” L. passim N. ceranae Co-infection Uninfected
infection only infection only
2007 0 5 13 0
2008 0 11 7 0
2009 0 2 13 0 Lotmaria passim
2010 1 4 10 3
2011 0 3 15 0
2012 2 2 13 1 : ‘
2014 0 6 12 0
2015 0 10 3 0
, , , , Nosema ceranae
Total 3(1.9%) 57 (35.2%) 98 (60.5% 4 (2.5%) S -
' '. ’ . Q
4 All samples tested negative for N. apis and C. mellificae. . % = - .
b -

18 colonies were sampled each year using 60 adult bees per colony.

Vecina drustava (60.5%) bila je
ko-inficirana sa L. passim i N. ceranae

Stevanovic et al. (2016) J Invertebr Pathol, 139, 6-11.
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Razvoj metode za
istovremenu detekciju i kvantifikaciju L. passim
i pracenje godisnje dinamike infekcije
L. passim i N. ceranae u pcelinjih drustvima
prirodno inficiranih ovim protozoama




©

Negativna korelacija stepena infekcije
infekcije L. passim i temperature
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Uspostavljen gPCR protokol (novi prajmeri) za
istovremenu identifikaciju i kvantifikaciju
tripanozoma i mikrosporidija u funkciji pracenja

njihove prevalence, intenziteta i dinamike infekcije
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an hacin mogu se uspostaviti i
metode za monitoring i kvantifikaciju
gotovo svih uzrocnika bolesti

Real-time PCR
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Kako je primarni transkript RNK, najpre je iz uzorka potrebno
ekstrahovati kompletnu RNK, prevesti je u cDNK (reverzna
transkripcija), a zatim koli¢inu dobijene cDNK izmeriti real-time gqPCR
metodom.




Relativna kvantifikacija

metodom 224t obezbeduje analizu relativne
promene u ekspresiji gena putem dva koraka:

(1) normalizacija ekspresije ciljanog gena (gene of
interest - Gl) nivoom ekspresije endogene kontrole
tzv. ,house keeping gene - HK,

(11) normalizovana vrednost ekspresije ciljanog gena | "
u ispitivanim uzorcima prikazuje u odnosu na |

vrednost tog istog gena kod jedinki iz kontrole (npr.
netretirane grupe) koje se nazivaju kalibratori




Analizom uzoraka na ovakav nacin dobija
se podatak o tome da li je i koliko

ekspresija nekog gena smanjena
(suprimirana) ili povisena u odnosu na
kalibrator (nivo ekspresije tog istog gena
kod zdrave populacije jedinki — referentna
vrednost).




jem nivoa ekspresije pojedinih
Ogu se pratiti odgovori organizma
na razlicite agense (koji uticu na
ekspresiju gena):
-bolesti,
-lekove
-suplemenate,

-hranu ...




Nivoi ekspresije imuno-gena kod pcela tretiranih 3., 6. i
12. dana nakon infekcije (Glavini¢ et al., 2017)
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N.ceranae Prochloraz Prochloraz and N.ceranae

Heatmap analiza razlicite
ekspresije imuno-gena
pcela tretiranih fungicidom
inficiranih sa N. ceranae
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