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Radionica ima za cilj upoznavanje polaznika sa primenom mo-
lekularno-genetickih analiza u veterinarskoj praksi. U¢esnicima ce biti
predstavijene analize DNK u detekciji naslednih oboljenja i odrediva-
nju genotipa radi blagovremenog iskljuCivanja nepozeljnih jedinki iz
programa reprodukcije, zatim analize polimorfizama gena za osobine
od znacaja za stoCarsku proizvodnju, primeri iz veterinarske foren-
Zike, znacCaj i primena molekularnih markera u determinaciji pola, ana-
lizi roditeljstva, srodstva i diverziteta autohtonih rasa.

Posebno ce biti istaknuti primeri i znacaj molekularne dijagnos-
tike bolesti izazvanih razlicitim patogenima/parazitima domacih i div-
ljih Zivotinja. Detekcija i tipizacija patogena, koris¢enjem PCR analize,
bice objadnjeni na primerima virusnih i bakterijskih uzro¢nika bolesti
(virusa Stenecaka i parvoviroze kod pasa, virusa panleukopenije kod
macaka, virusa bolesti kljuna i perja papagaja, virusa pcela, bakteri-
Je koja izaziva ameri¢ku trulez pcelinjeg legla, hlamidije koja izaziva
psitakozu ptica). Znacaj specijske identifikacije bice prikazan na pri-
merima parazitskih protozoa roda Babesia (B. canis/gibsoni/vogeli/mi-
croti-like) kod pasa, zatim parazita roda Nosema (N. apis/ceranae)
kod pcela, ali i nematoda roda Dirofilaria (D. immitis/repens) kod pa-
sa i drugih kanida, odnosno Thelazia kod domacih i divljih mesojeda.
Takode ce biti objaSnjena primena i znacaj real-time PCR metodo-
logije, kvantifikacija DNK ili RNK patogena, kao i postupak i znacaj
odredivanja nivoa ekspresije gena u pracenju odgovora organizma na
razli¢ite nokse.
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Radionica je nastavak edukacije veterinara u primeni molekularno-ge-
neti¢kih analiza u veterinarskoj medicini (Stanimirovi¢ i Stevanovi¢, 2012) i ima
za cilj praktiéno upoznavanje veterinara sa analizama koje izvodimo u Laboratoriji
za genetiku zivotinja Fakulteta veterinarske medicine, kroz mnostvo primera koji
¢e ucesnicima omoguciti da se direktno uvere u dalekosezni i viSesmerni znacaj
ovih analiza.

Analize DNK u detekciji naslednih bolesti i odredivanju genotipa, omogucav-
aju precizno i blagovremeno isklju€ivanje nepozeljnih jedinki iz programa repro-
dukcije. Znacaj molekularne dijagnostike kod takvih slu¢ajeva opisacemo na pri-
meru policistiénog oboljenja bubrega macaka (Polycystic Kidney Disease - PKD)
koje nastaje kao posledica postojanja stop-mutacije na PKD1 genu. To je na-
j¢esce i najznacajnije oboljenje persijskih magaka, sa prevalencom na globalnom
nivou od 37%. Oboljenje se karakteriS8e stvaranjem cisti razli€itih velicina, naj-
¢eS¢e u korteksu i meduli bubrega. Ciste se mogu dijagnostikovati ultrazvuénim
pregledom, ali se do starosti jedinki od 10 meseci ova metoda smatra nepou-
zdanom, jer su ciste suviSe male da bi se mogle vizuelizovati. Detekcija mutacije
na PKD1 genu (tipa C-A transverzije) zahteva amplifikaciju egzona 29 (koji je
prisutan kod svih macaka) metodom lan¢ane polimerizacije (Polymerase Chain
Reaction - PCR), a zatim analizu polimorfizma u duzini restrikcionih fragmenata
(Restriction Fragment Length Polymorphism - RFLP) koja podrazumeva tretman
dobijenog amplikona Mly1 enzimom koji ¢e obaviti se€enje amplikona samo ako
postoji mutacija odgovorna za razvoj PKD, Sto se uoCava nakon elektroforeze.
Ovaj nacdin detekcije je najefikasniji za pouzdanu i ranu dijagnostiku policisti¢énog
oboljenja bubrega macaka jer daje tacan rezultat odmah nakon rodenja i isklju€uje
potrebu za primenom drugih dijagnosti¢kih postupaka. Dosadasnja ispitivanja po-
kazala su prevalencu od 48% medu persijskim mackama u Srhbiji.

Analize polimorfizama gena omogucavaju favorizovanje Zeljenih genotipo-
va u komercijalnom stoCarstvu. Tako se u govedarstvu obavlja analiza gena za
K-kazein i B-laktoglobulin za potrebe selekcije visokomlecnih krava u cilju proiz-
vodnje mleka sa najve¢im prinosom sira po jedinici zapremine. Naime, brojnim
istrazivanjma je dokazana povezanost alelnih varijanti k-kazeina i 3-laktoglobulina
sa laktacionim odlikama i preradivackim karakteristikama mleka. Istrazivanjima je
potvrden pozitivan u€inak AA i AB genotipova na mle¢nost. Genotip se utvrduje
metodom PCR-RFLP, nakon ega se mogu favorizovati odredeni genotipovi k-ka-
zeina i B-laktoglobulina u populaciji visokomle¢nih krava na komercijalnim farma-
ma (Ren i sar., 2011). Sli€no tome, razvijena je i PCR-RFLP metoda za utvrdiva-
nje genotipa za laktoferin, Sto je znacajno jer izmedu jedinki razlic¢itog genotipa
postoji statistiCki znac€ajna razlika u ukupnoj koli€ini mleka (Maleti¢ i sar., 2013).
Na osnovu informacije o zastupljenosti povoljnih genotipova, savremene farme
mogu unapredivati svoju proizvodnju. Nova istrazivanja u govedarstvu obavljaju
se u pravcu identifikacije gena koji su uklju€eni u proces imunog odgovora mle¢ne
Zlezde, odnosno povezanosti kandidat-gena sa pojavljivanjem mastitisa.

Savremene molekularne dijagnosticke metode omogucavaju i utvrdiva-
nje porekla konfiskovanog mesa. Umnozavanjem specificnih fragmenata DNK
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molekula mogu se razlikovati uzorci mesa ili krvi poreklom od evropskog jelena
(Cervus elaphus), jelena lopatara (Dama dama) i srndaca (Capreolus capreolus)
u odnosu na ostale domace i divlje zivotinje (Fajardo i sar., 2007). Primena PCR
dijagnostike u forenzicke svrhe olakSava rad lovackih udruzenja u kontroli odstre-
la i zastiti brojnog stanja divljaci. Detekcija razliCitih uzro¢nika bolesti kod divljaci
ima veliki zna¢aj u odredivanju faktora koji deluju na uzrasnu strukturu, prirast i
brojno stanje zivotinja u lovnim gazdinstvima. Trenutno se istrazuje prisustvo viru-
sa uzrocnika bolesti plavog jezika kod srnece divljadi, koja je jedan od najcesc¢ih
rezervoara ovog virusa i izvor zaraze za domace prezivare (Mellor i sar., 2008).

DNK analize se koriste i za analizu pola monomorfnih ptica i fetusa sisara.
Odredivanje pola kod monomorfnih ptica nije ranije bilo moguée i pored brojnih
pokuSaja (ultrazvuk, laparoskopija, citoloSke analize). Nijedna od koriséenih
metoda nije bila pouzdana, a mnoge su bile i invazivne i podrazumevale izlaganje
jedinki diskomforu i stresu. Utvrdivanje pola kod ptica analizom DNK, zasniva se
na analizi polimorfnog polno specificnog molekularnog markera - CHD gena, koji
postoji na oba polna hromozoma ptica (Z i W) ali je razliCite duzine zbog razlike
u duzini introna (koji je kod vecine ptica kra¢i na W hromozomu) i zahvaljujuci
tome omogucava razlikovanje polova. Analiza se sastoji od amplifikacije zeljenog
segmenta CHD gena primenom specifiCnih prajmera i utvrdivanja veli€ine dobi-
jenih amplifikata. Do sada je determinacija pola u Laboratoriji za genetiku zivotin-
ja uspesno izvrSena kod preko 100 filogenetski udaljenih vrsta ptica (VucCicevic i
sar., 2013; Bosnjak i sar., 2013; Stevanov-Pavlovi¢ i sar., 2013). Kada je re€ o ut-
vrdivanju pola fetusa sisara, u krvi gravidne zenke se mogu detektovati neznatne
koli¢ine fetalne DNK zahvaljujuci specifiCnosti i osetljivosti PCR tehnike. Dizaj-
niranjem prajmera i razli¢itih PCR protokola, omogucéeno je prepoznavanje i am-
plifikacija SRX i SRY, i ZFX i ZFY gena na X i Y hromozomu. Navedena otkri¢a
su omogucila ranu determinaciju pola fetusa sisara $to daje prednost u planiranju
i finansiranju stoCarske proizvodnje, ¢ime se jo§ jednom potvrduje aplikativnost
PCR metodologije kako sa komercijalnog, tako i sa istrazivatkog aspekta (da
Cruzi sar., 2012).

Ispitivanja roditeljstva, srodstva i diverziteta putem molekularnih markera
obavljaju se ve¢ decenijama, a trenutno se u Srbiji sprovode na autohtonim rasa-
ma magaraca i goveda koja predstavljaju nacionalni geneticki resurs RS (,Sluzbe-
ni glasnik Republike Srbije broj 41/09%). Usled ugrozenosti ovih autohtonih rasa,
analize DNK su neophodne za njihovu molekularno-geneti¢ku karakterizaciju i
utvrdivanje genetiCke distance (Stevanovi¢ i sar., 2010). Kao molekularni mark-
eri u svrhu identifikacije jedinke i utvrdivanja parametara geneti¢ke varijabilnosti,
koriste se mikrosateliti dok se za analizu filogenije koriste visoko konzervisane
sekvence mtDNK. Ovakvim nauénim pristupom dobijaju su relevantni podaci o
zdravstvenom stanju i genetiCkom diverzitetu magaraca i goveda unutar popu-
lacija, $to omogucava pravilan pristup u odgajivackim programima, a sve u cilju
oCuvanja definisanih autohtonih rasa kao nacionalnih genetickih resursa.

Veliki broj molekularno-geneti¢kih analiza koristi se u svrhu detekcije pato-
gena i parazita domacih i divljih Zivotinja, kao neizostavan deo dijagnostike broj-
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nih oboljenja. Tako se kod mesojeda naj¢esSce primenjuje molekularna dijagnos-
tika parvoviroze pasa, panleukopenije macaka i Stenecaka kod pasa. Radi se o
veoma ozbiljnim i zaraznim virusnim oboljenjima koja mogu dovesti i do uginuc¢a
u velikom procentu ako se terapija ne zapo¢ne na vreme (Decaro i Buonavoglia,
2012). Upotreba savremenih, molekularnih metoda dijagnostike predstavlja pravi
put do sigurne i pouzdane dijagnoze. Kod Stenecaka je neophodno voditi racuna
o kojoj formi bolesti se radi kako bi se odabrao pravi uzorak. Tako se za respira-
tornu formu Stenecaka uzima okularni bris, za digestivnu formu rektalni bris, a za
nervnu formu cerebrospinalna te¢nost (Wilkes i sar., 2014).

Kod ptica se od virusnih bolesti vrsi dijagnostika bolesti kljuna i perja (Psitta-
cine Beak and Feather Disease — PBFD). Ovo je visoko-kontagiozno virusno
oboljenje svih vrsta ptica reda Psittaciformes. Uzro€nik je DNK virus iz roda Cir-
covirus. Bolest se vrlo brzo $iri, a simptomi nalikuju onima koji se pojavljuju i kod
drugih oboljenja, koja se ne prenose lako ili nisu infektivne prirode. Primenom
molekularnih metoda, oboljenje je nedavno prvi put dijagnostikovano u Srbiji, a
ptice sa simptomima koji odgovaraju PBFD do sada nisu ispitivane na prisustvo
virusa i bile su izvor infekcije za druge papagaje. Virus, uzro€nik oboljenja, se
ne moze uzgajati na kulturama tkiva, dok su klasi¢ne metode ispitivanja (elek-
tronska mikroskopija, hemaglutinacija i heminhibicija) skupe, spore i nedovoljno
pouzdane. Primena PCR metode, zasnovane na detekciji ORF V1 regiona viru-
sa, smatra se najpouzdanijom za dijagnostikovanje bolesti, $to je klju¢no u borbi
protiv PBFD jer specificna preventiva i terapija ne postoje (Robino i sar., 2014).
Uvoz papagaja u Srbiju se vrsi bez ikakve kontrole na PBFD te je neophodno
uvesti PCR dijagnostiku na prisustvo uzro¢nika kao obaveznu meru tokom karan-
tiniranja.

Medu navedenim virusima, samo je uzro¢nik Stene¢aka RNK virus, tako da
zahteva da se izolovana RNK procesom reverzne transkripcije prevede u DNK,
a zatim specifican PP-I fragment klonira i vizuelizuje. Kod ostalih, DNK virusa,
dovoljno je nakon izolacije DNK obaviti amplifikaciju specificnog fragmenta.

Kada je re€ o virusima pcela, dijagnostika se u najvecoj meri oslanja na pri-
menu PCR i real-time PCR tehnika zbog pojave latentnih i najées¢e mesSovitih in-
fekcija, ali i usled nedostatka kultura ¢elija insekata. Upotrebom tehnike real-time
RT-PCR, u ispitujuéem materijalu poreklom od p&ela moze se za kratko vreme ut-
vrditi prisustvo i kvantifikovati RNK virusa deformisanih krila, virusa akutne paral-
ize pcela, virusa hroni€ne paralize pcela, virusa meSinastog legla, virusa crnih
maticnjaka, izraelskog virusa akutne paralize pCela, KaSmirskog virusa pcela i
virusa spore paralize pCela (Simeunovi¢ i sar., 2014a). Osim virusa, DNK analize
su izuzetno korisne u dijagnostici bakterijskih bolesti. Genotipizacija Paenibacil-
lus larvae, koja izaziva ameriCku trulez pcelinjeg legla, obavlja se putem rep-PCR
fingerprint tehnike, a utvrdivanje genotipa ove bakterije je zna¢ajno za prognozu
toka bolesti jer izmedu genotipova postoje razlike u patogenosti, toku bolesti i
posledicama po pcéelinje drustvo (Forsgren i sar., 2008).

Molekularna dijagnostika je izuzetno znacajna i za dijagnostikovanje psi-
takoze jer je neuporedivo osetljivija i specifiCnija od seroloSkih metoda (Dovc i
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sar., 2007). UzroCnik psitakoze je Chlamydia psittaci, identifikovan kod 465 ra-
zli¢itih vrsta ptica, sa najvecom ulestalosti kod golubova i papagaja. Do infekcije
ljudi naj¢eS¢e dolazi aerogenim putem — udisanjem aerosola ili osuSenog fecesa
ili sekreta iz respiratornog trakta obolelih ptica. Najveci problem predstavlja &i-
njenica da vecina obolelih golubova ne ispoljava klinicke simptome, a pri tome Siri
uzroCnika preko fecesa ili nosnog iscetka. Obzirom na odsustvo kontrole prisus-
tva bolesti kod papagaja koje se uvoze u Srbiju, kao i kulturu druZenja sa golubo-
vima koji su ¢esto nosioci oboljenja, bilo bi neophodno uvesti PCR dijagnostiku
na prisustvo uzro€nika kao obaveznu meru tokom karantiniranja i uraditi detaljno
ispitivanje prisustva oboljenja kod golubova sa kojima ljudi esto dolaze u kontakt.

Molekularna dijagnostika ima poseban znac&aj u detekciji eukariotskih parazi-
ta koji se ne mogu lako vizuelizovati ili su prisutni u jako malom broju, ¢ak is-
pod granice detekcije konvencionalnih metoda (Gaji¢ i sar., 2013). Brza i nedvo-
smislena dijagnostika omoguc¢ava klini€arima postavljanje pouzdane etioloSke
dijagnoze i smanijuje rizik od potencijalnih komplikacija. Pri tome je, kod mnogih
parazita, izuzetno znac€ajno obaviti i identifikaciju vrste. Na primer, vrste roda Ba-
besia (B. canis, B. gibsoni, B. vogeli, B. microti-like) izazivaju kod pasa babeziozu
sa razli¢itim klinickim manifestacijama, a zahtevaju i primenu razlicitih terapijskih
protokola. Zbog toga je specijska identifikacija uzro€nika neophodna za odabir
adekvatne terapije, predvidanje toka bolesti i pracenje globalne epizootioloSke
situacije. Medutim, mikroskopska dijagnostika omoguéava samo identifikaciju ro-
da Babesia, dok je za odredivanje vrste neophodna PCR-RFLP analiza, koja po-
drazumeva amplifikaciju gena za sintezu 18S rRNK, a zatim tretman dobijenih
produkata restrikcionim enzimima Taq/ i Hinfl. Analizom dobijenih fragmenata ut-
vrduje se tacan uzro¢nik babezioze pasa. Analize uzoraka iz Beograda ukazale
su na dominaciju vrste B. canis i omogucile prvu detekciju vrste B. gibsoni u Srbiji
(Davitkov i sar., 2015).

Ista metodologija se koristi i za utvrdivanje uzroCnika nozemoze pcela, od-
nosno za razlikovanje vrsta mikrosporidija Nosema apis i N. ceranae, naravno uz
primenu drugih prajmera i restrikcionih enzima Mspl, Pacl i Ndel. Ova analiza je
znacajna za pcCelarstvo jer izmedu navedenih vrsta postoje razlike u tkivnoj speci-
ficnosti, u otpornosti spora na temperaturu i isuSivanje, u stepenu iskori§¢avanja
domacina, u genskom odgovoru domadina, u virulenciji, infektivnosti, patogenom
potencijalu i epidemioloSkom obrascu. Medutim, jedino DNK analiza omoguc¢ava
preciznu identifikaciju uzro€nika (Stevanovi¢ i sar., 2011, 2013; Glavini¢ i sar.,
2014; Simeunovi¢ i sar., 2014b). Identifikacije vrste putem analize DNK nalazi
veliku primenu i kod parazitskih nematoda, a ovde navodimo primere dilofilarioze
i telazioze. Na primer, dirofilarioza kod pasa i drugih kanida predstavlja veoma oz-
bilino i potencijalno fatalno oboljenje koje izazivaju paraziti Dirofilaria immitis i D.
repens. NajCesc¢i vektori ovog oboljenja su komarci iz rodova Anopheles, Aedes
i Culex, a psa inficiraju tako §to pri sisanju krvi ubrizgaju larveni oblik parazita.
Tokom migracije kroz telo domacina parazit se razvija i na kraju zavr$ava u pluci-
ma i u srcu kada je u pitanju D. immitis, tj. u subkutisu kada se radi o D. repens
(pa je samim tim i mnogo benignija po psa). Zenka D. immitis je sposobna da
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produkuje milione potomaka — mikrofilarija, koje obitavaju u krvotoku domacina,
a analizom DNK mozemo dijagnostikovati prisustvo mikrofilarija u uzorku krvi. Za
dijagnostiku ovog oboljenja trenutno se najviSe koriste modifikovani Knott-ov test
(mikroskopska detekcija prisustva mikrofilarija) ili seroloSke metode (ispitivanje
postojanja antigena Zenki). Problem koji postoji kod primene navedenih metoda
su mogudi lazno pozitivni i lazno negativni rezultati, a takode se ne mogu difer-
encijalno dijagnosticki razdvoijiti mikrofilarije D. immitis i D. repens. Drugi testovi
(poput koncentrovanja sa histohemijskim bojenjem mikrofilarija na osnovu dis-
tribucije aktivnosti kisele fosfataze), za razlikovanje navedena dva parazita, su
izuzetno komplikovani za izvodenje i ekonomski nisu isplativi, a zna€ajno je pou-
zdano odrediti vrstu jer se terapijski protokoli razlikuju u zavisnosti od vrste diro-
filarije. Stoga, molekularna dijagnostika predstavlja metodu izbora za specijsku
diferencijaciju ovih nematoda, a zasniva se na detekciji dela 16S rRNK gena D.
immitis ili IpS insert dela genoma D. repens .

Kada je re€ o telaziozi, navodimo primer vrste Thelazia callipaeda koja izazi-
va infekciju oka razli¢itih vrsta domacih (pasa, macaka) i divljih mesojeda (lisica,
vukova, kuna, divljih macaka), kao i ljudi. Kod inficiranih jedinki, ovaj parazit moze
dovesti do pojatane lakrimacije, konjuktivitisa, keratitisa, zamucenja roznjace ili
pojave ulcera na roznjaci. Za inicijalnu identifikaciju parazita koristi se metoda
morfoloSke dijagnostike, dok preciznu identifikaciju omoguc¢ava molekularno-ge-
neticka analiza koja se bazira na amplifikaciji segmenta gena za citohrom oksi-
dazu 1 (cox7) uz pomo¢ PCR metode, koja omoguéava i utvrdivanje prisustva
nezrelih oblika parazita u insektima koji imaju ulogu prelaznog domacina za tela-
Ziju, ¢ime se omogucava indirektan uvid u epizootiolodku situaciju na odredenom
podrucju. Obzirom da je prisustvo T. callipaeda kod pasa i macaka u Srbiji tek
nedavno zvani¢no potvrdeno (Gaiji¢ i sar. 2014) navedena dijagnostika telazioze
bi¢e od velike koristi u diferencijalnoj dijagnostici pri klinickom pregledu Zivotinja
sa izrazenim o¢nim simptomima.

Upotrebom tehnike real-time PCR, pored klasi¢ne detekcije i umnozavanja
odredene sekvence DNK/RNK (kodirajuce ili nekodiraju¢e), moguce je obaviti i
kvantifikaciju. Ukoliko se odreduje koli¢ina informacione RNK (transkribovane sa
kodiraju¢e sekvence DNK - gena), dobija se podatak u kojoj meri se taj gen ek-
sprimira, $to omogucava utvrdivanje genske ekspresije. Od mnostva metoda ko-
jima se moze meriti genska ekspresija, PCR metode su od posebnog znacaja.
Postoji nekoliko razli¢itih PCR metoda za odredivanje genske ekspresije kako end
point, tako i real time varijanti PCR. Jedna od najznacajnijih, najnovijih i svakako
najpreciznijih, jeste relativna kvantifikacija ekspresije kori§¢enjem real-time PCR
metode. Sama metoda se sastoji iz nekoliko faza: izolacija RNK, prevodenje RNK
u cDNK - reverzna transkripcija (RT-PCR) i na kraju njena kvantifikacija (QPCR).
Odredivanjem nivoa ekspresije pojedinih gena mogu se pratiti odgovori organizma
na razliCite agense. Nesumnijivo je da bolesti, stresni momenti, upotreba lekova i
suplemenata, kvalitet ishrane i dr. utiCu na ekspresiju razli¢itih gena, $to na kraju
rezultira i odredenim fenotipskim promenama (zdravstvenom stanju, proizvodnim
karakteristikama, eksterijeru i dr). 1z ovih razloga je jasno zasto metoda zauzima



Stanimirovi¢ Zoran i sar.: 143
Primena molekularno-genetickih analiza u forenzici i dijagnostici kod domacih ...

sve znaCajnije mesto u istrazivanjima u polju veterinarske medicine. Prakti¢no,
sva novija ispitivanja lekova i suplemenata, uticaja bolesti i kombinacije bolesti i
aplikovanja lekova, u velikoj meri uklju€uju utvrdivanje stepena ekspresije pojedi-
nih gena. Rezultati ovih istrazivanja pomazu u razumevanju patofiziolo§kih meh-
anizama bolesti ali i u razvoju novih dijagnostickih, terapijskih i uzgojnih strategija
radi produzetka zivota kucnih ljubimaca i/ili poboljSanju efikasnosti komercijalnog
uzgoja i proizvodnju zivotinjskih proizvoda. Sprovedene su mnoge studije foku-
sirane na ispitivanje genske ekspresije kod pasa u razli€itim stanjima, ukljucu-
juci kardiomiopatije, degenerativne bolest mitralnih zalistaka, atopijski dermati-
tis, acinusnu atrofiju pankreasa, maligniteta mlecnih Zlezda i bolesti centralnog
nervnog sistema. Kada je re¢ o drugim domacim zivotinjama, analize ekspresije
gena zastupljene su u istrazivanjima mastitisa kod krava i osteoartritisa kod konja.
Pored studija koje nastoje da identifikuju transkripcione promene jedinstvene za
bolesti u odredenom tipu tkiva, postoji veliki broj istrazivanja fokusiran na inter-
akcije izmedu domacina i patogenih organizama. Cilj ovih ispitivanja je ispitivanje
posledica parazitizma, faktora koji mogu dovesti do rezistencije, razvoj razli€ititih
terapijskih strategija itd. (Kort i sar., 2009).

Na kraju, veoma je znacajno upoznati polaznike sa opstim pravilima koja
se moraju poStovati prilikom sakupljanja uzorkovanja za sve molekularno gene-
ticke analize, jer se time obezbeduje specifiCnost analiza i tatnost rezultata. Zbog
znaCaja koji bioloski tragovi mogu imati kao dokazna sredstva u sudskom pos-
tupku, od presudne vaznosti, pri prikupljanju ovih bioloskih tragova, je primena
odgovarajuc¢ih mera u postupku otkrivanja, prikupljanja, dokumentovanja i Cuva-
nja bioloSkih tragova. Neadekvatna primena ovih mera pre prijema u DNK labora-
toriju moze imati za posledicu potpunu neupotrebljivost bioloskih tragova. Takode,
upoznavanje polaznika sa opstim merama za spre€avanje degradacije i kontam-
inacije bioloSkih tragova omoguci¢e pravovremenu i adekvatnu analizu uzoraka i
dobijanje validnih rezultata.
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APPLICATION OF MOLECULAR GENETIC ANALYSES IN FORENSICS AND
DIAGNOSIS IN DOMESTIC AND WILD ANIMALS

Stanimirovi¢ Zoran, Simeunovi¢ Predrag, Vu€i¢evi¢ Milo$, Davitkov Darko, Stanisi¢
Ljubodrag, Maleti¢ Milan, Gaji¢ Bojan, Glavini¢ Uros, Stevanovi¢ Jevrosima

Summary

The aim of the workshop is to introduce attendants with the application of molecular
genetic analyses in veterinary practice: DNA analyses aimed to detect hereditary diseas-
es or determine genotypes for the purpose of timely exclusion of undesirable individuals
from the breeding programs, as well as analysis of polymorphisms in genes for traits im-
portant to livestock production, examples of veterinary forensics, importance and applica-
tion of molecular markers in investigations of sex, parentage, kinship and diversity of in-
digenous breeds.

Detection and typing of pathogens by PCR analysis will be explained on examples
of canine distemper virus and parvovirus, feline panleukopenia virus, psittacine beak and
feather disease virus, honey bee viruses, bacterial cause of American foulbrood in bees,
Chlamydia cause of psittacosis in birds. The importance of species identification will be
presented in the examples of parasitic protozoa of the genus Babesia (B. canis/gibsoni/vo-
geli/microti-like) in dogs, parasites of the genus Nosema (N. apis/ceranae) in bees, nema-
todes of the genus Dirofilaria (D. immitis/repens) in dogs and other Canidae and Thelazia
sp. in domestic and wild carnivores. Finally, real-time PCR methodology in quantification of
pathogens’ DNA or RNA and monitoring of gene expression as the response of the orga-
nism to various agents will be explained.

Key words: DNK analyses, PCR diagnostics, veterinary practice





