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PRAVILNO UZORKOVANJE, CUVANJE | SLANJE MATERIJALA ZA
MOLEKULARNO-GENETICKE ANALIZE U VETERINARSKOJ MEDICINI

Stevanovi¢ Jevrosima, Glavini¢ Uros$, Ristani¢ Marko, Vucicevic¢ Milos,
Draskovi¢ Vladimir, Jovanovié¢ Nemanja, Stanimirovi¢ Zoran*

Molekularno geneticke analize se, osim u dijagnostici nasled-
nih bolesti, koriste za preciznu detekciju, identifikaciju i genotipizaciju
uzroCnika bolesti, ali i za ispitivanje uticaja patogena i efikasnosti le-
kova i suplemenata. Osim toga, navedene metode su nezaobilazne u
stocarstvu, veterinarskoj forenzici i kontroli namirnica animalnog pore-
kla. Zbog toga je neophodno da veterinari znaju kako se obavija pra-
vilno uzorkovanje, ¢uvanje i slanje materijala. Kao uzorak mogu da
posluze razliCite vrste briseva, dlake, pera, kozZa, kosti, krv, semena
tecnost, mleko, pljuvacka, feces ili bilo koji drugi materijal koji sadrzi
DNK. Kada su u pitanju manje Zivotinje (npr: pcele, komarci, krpelji i
dr.) uzorak moze biti i cela Zivotinja. Tokom uzimanja uzoraka, mora
se obezbediti neosporna identifikacija Zivotinje od koje se uzima uzo-
rak, kao i vlasnika Zivotinje. Neophodno je prikupljeni uzorak obeleZiti
i pravilno spakovati uz eventualno dodavanje pufera, antikoagulanasa
ili drugih medijuma. Takode je pozeljno da se prilikom uzimanja uzo-
raka sacini prateci zapisnik. Glavni problemi pri prikupljanju, ¢uvanju i
transportu bioloSkih materijala su njihova degradacija i kontaminacija,

* Dr Stevanovi¢ Jevrosima, vanredni profesor, Glavini¢ Uro§, DVM, asistent, Ristani¢ Marko,
DVM, istraziva¢ saradnik, Jovanovi¢ Nemanja, DVM, istraziva¢ pripravnik, dr Stanimirovi¢
Zoran, redovni profesor, Katedra za biologiju, Univerzitet u Beogradu, Fakultet veterinarske
medicine; dr Vucicevi¢ Milo§, docent, Katedra za bolesti kopitara, mesojeda, Zivine i divljaci,
Univerzitet u Beogradu, Fakultet veterinarske medicine; Draskovi¢ Vladimir, DVM, asistent,
Katedra za zoohigijenu, Univerzitet u Beogradu, Fakultet veterinarske medicine

Zahvaljujemo Ministarstvu prosvete, nauke i tehnoloskog razvoja RS za finansijsku podrsku
projektu Ev. br. 111 46002, kao i agenciji International Atomic Energy Agency (IAEA) koja finansira
projekat “Animal Identification, Pedigree, Exterior and Performance Data Recording in Selected
Holstein-Fiesian (HF) Cattle Population in Serbia Used for Future Genetic Selection under Al
Programmes” (Research Contract 20774 u okviru projekta D31028), oba pod rukovodstvom
prof. dr Zorana Stanimirovica. Takode zahvaljujemo Fondu za inovacionu delatnost RS koji je
odobrio 9 vaucera preduzec¢ima koja su narucila usluge koje uklju¢uju molekularno-geneticke
analize u naSoj laboratoriji.
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tako da je pravilna obuéenost lica koja vrSe ove postupke od izuzet-
nog znacaja za efikasnost analize i validnost dobijenih rezultata.

Kljuéne reci: DNK laboratorija, ¢uvanje uzoraka, pakovanje
uzoraka, pravila uzorkovanja, tipovi uzoraka, transport uzoraka.

Molekularno geneti¢ke analize su danas nezaobilazne u svim oblastima ve-
terinarske medicine, pocev od dijagnostike naslednih bolesti, preko identifikacije
i genotipizacije patogena i parazita, do slozenog pracenja uticaja patogena i efi-
kasnosti leka na zivotinje analizom ekspresije gena. U stoCarstvu, veterinarskoj
forenzici i kontroli namirnica animalnog porekla analize DNK se rutinski koriste
veé¢ dugi niz godina. Zbog toga je neophodno da veterinari sa terena znaju kako
se obavlja pravilno uzorkovanje, ¢uvanje i slanje materijala za molekularno-ge-
netiCke analize. Za pouzdane rezultate molekularno genetickih analiza, od velike
je vaznosti definisati i odabrati odgovaraju¢i uzorak, a zatim ga pravilno uzeti,
upakovati i dostaviti u laboratoriju ili privremeno ¢uvati do dospeca u laboratoriju.

Kao uzorak, u zavisnosti od analize koja se izvodi, mogu posluziti: razne vr-
ste briseva, dlake, pera, koza, kosti, krv, semena te¢nost, mleko, pljuvacka, feces
ili bilo koji drugi materijal koji sadrzi DNK. Kada su u pitanju manje zivotinje (npr:
pCele, komarci, krpelji i dr.) uzorak moze biti i cela zivotinja.

U daljem tekstu je opisano pravilno uzimanje, Cuvanje i slanje razlicitih ti-
pova uzoraka, ali pre toga treba naglasiti ono $to je zajedniCko za sve tipove, a
to je obavezno obeleZavanje trajnim markerom i sastavljanje zapisnika. Takode,
nezavisno od tipa uzorka, treba naglasiti da se, u slu¢ajevima kada je cilj nau¢no
ispitivanje efekata patogena, parazita i farmaka, podrazumeva uzimanje uzoraka
pre i nakon infekcije, odnosno tretmana, u skladu sa dizajnom istraZivanja.

Bris kao uzorak

U zavisnosti od potreba, bris se najéesc¢e uzima iz usne duplje, zdrela, nosa,
analnog i polnih otvora, rane i dr. Ukoliko je neophodno, zivotinju pre uzorkovanja
treba fiksirati, u slulaju uzorkovanja iz usta treba sterilnom Spatulom pritisnuti je-
zik, a zatim sterilnim Stapi¢éem za uzimanje brisa uzeti uzorak rotirajuci stapi¢ pre-
ko mesta sa kojih se zeli prikupiti materijal. Bris fizioloSki normalne sluznice najce-
S¢e se uzima za potrebe dijagnostike urodenih oboljenja, identifikovanja jedinke,
odnosno utvrdivanja roditeljstva i pedigrea. Osim toga, bris se uzima i kod nekih
patoloskih stanja, odnosno kada se traga za uzro¢nikom koji je doveo do bolesti.
Ukoliko se uzima bris promenjenog dela tkiva, vrSi se stalno rotiranje Stapi¢a na
promenjenim mestima (inflamirane ili oStecene sluznice, inflamiranih delova zida
zdrela, tonzila ili bilo kojih drugih mesta). Ukoliko se nade purulentni sadrzaj, onda
Stapicem treba pokupiti i ovaj materijal. Prilikom uzimanja brisa iz nosne Supljine,
najpre je neophodno navlaziti Stapi¢ za uzimanje brisa sterilnim fizioloSkim rastvo-
rom, zatim ubaciti Stapi¢ u nozdrvu i uzorak uzeti rotirajuci Stapi¢ po nazalnoj slu-
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znici. Prilikom uzimanja brisa rane, najpre treba ranu ogistiti sterilnim fizioloSkom
rastvorom, a zatim odstraniti kraste i nekrotiéni material (ako ih ima). Priborom
za uzimanje brisa uzeti uzorak sa ruba lezije ili zida apscesa, rotirajuci stapic i
izbegavajuci polja normalnog tkiva. Bris treba natopiti sadrzajem ruba rane. Kod
hroni¢ne rane (dekubitus) je bolje uzeti biopticki materijal ili punktat.

Kada se bris uzima u cilju detekcije patogena, ukoliko je to moguce, pozelj-
no je uzorkovanje izvrsiti pre antibiotske terapije. Nakon uzimanja materijala, bris
odmah staviti u sterilnu epruvetu i transportovati u odgovarajucu laboratoriju u sto
kraéem roku. Ukoliko je vreme od uzorkovanja do analiza produzeno ili bris treba
transportovati do udaljene laboratorije, bilo bi pozeljno transport izvrSiti u hladnim
uslovima (led, suvi led, te¢ni azot) ili u nekom od medijuma koji sluze za tu svrhu.

Dlake i pera kao uzorci

Dlake i perja predstavljaju znacajan bioloski materijal za molekularno gene-
ticka ispitivanja kod Zivotinja. Verovatno je najveca prednost uzorkovanja dlaka i
perja, u odnosu na uzorkovanje drugih tkiva, minimalna invazivnhost ovog postup-
ka. Prema regulativama Evropske unije kojima se §titi dobrobit Zivotinja, uzorko-
vanje dlaka i perja ima prednost u odnosu na uzorkovanje krvi.

Prilikom uzorkovanja dlaka za molekularno-geneticke analize treba koristiti
rukavice za jednokratnu upotrebu. Dlake se naj¢e$ée uzimaju sa vrata, leda ili
ekstremiteta, mada se mogu uzeti i iz aksilarne ili ingvinalne regije. Sa navedenih
delova tela treba iS€upati snop, odnosno 150-200 dlaka, proveriti da li se vidi ko-
ren dlake jer je on neophodan za analize i uzorak spakovati u Ciste papirne kover-
te ili kesice. Pri tome, treba paziti da koren dlake ne dode u kontakt sa povrSinama
koje bi mogle dovesti do njegove kontaminacije. Koverte ili kesice treba jasno
obeleziti radi pravilne identifikacije uzorka. Dlake su dosta postojane na sobnoj
temperature i ne zahtevaju posebne uslove za skladistenje i transport. Naj¢esc¢a
greska koja se moze napraviti prilikom ovog uzorkovanja je uzimanje uzoraka bez
korena dlake.

Prilikom uzorkovanja perja, nije potrebno sedirati ili anestezirati pticu. Fiksi-
ranje ptice omogucava osobi koja uzorkuje da uzme dovoljan broj pera, a obavlja
se tako $to druga osoba (pomagac) postavlja pticu u bezbedan polozaj, svoje ru-
ke stavlja preko krila ptice, a njenu glavu izmedu svojih prstiju. Perje se uzorkuje
iz predela grudi jer uzorkovanje sa tog dela tela najmanje boli. Ukoliko ptica na
tom delu tela nema perje trebalo bi odabrati predeo leda ili predeo nogu. Letna
ili repna pera ne bi trebalo uzorkovati jer su velika i dobro inervisana pa je njiho-
vo odstranjivanje za pticu izuzetno bolno. Teoretski je dovoljno uzorkovati jedno
pero. Medutim, u literaturi se obi¢no preporucuje uzorkovanje tri do pet pera. Za
uzorkovanje perja, slicno kao i kod uzorkovanja dlaka, osoba koja vrsi uzorko-
vanje mora koristiti rukavice kako ne bi doslo do kontaminacije uzorka. Perje se
hvata isklju€ivo za vrh i naglim trzajem Cupa iz koze. Deo pera koji sadrzi DNK
zove se kalamus (proksimalni kraj pera koji se mora iS€upati iz koze) i on se ne
sme dodirivati ni rukavicama. IS€upano perje treba staviti u Ciste papirne koverte
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ili kesice, obeleZiti i dostaviti u laboratoriju. Ako je cilj analiza DNK ptice, nije po-
trebno zamrzavati perje (moze da stoji na sobnoj temperaturi viSe dana), niti su
potrebni neki posebni uslovi za transport. Medutim, ukoliko je cilj detekcija nekih
patogena ptice (npr. virusa koji se nalaze u folikulu pera), vaze druga pravila:
prvo, neophodno je uzorkovati perje koje je promenjeno (naj¢eSce su u pitanju
deformiteti) i drugo: uzorak je potrebno $to je pre moguée dostaviti u laboratoriju
u cilju izolacije nukleinske kiseline, a pozeljno je (mada ne i neophodno) da bude
Cuvan i transportovan na ledu.

Krv sisara kao uzorak

Najce&¢i, a ujedno i najbolji uzorak za detekciju veéine zaraznih bolesti si-
sara je krv. Za PCR analize, krv se uzorkuje u vakutejnere sa EDTA kao antikoa-
gulansom (vakutejneri sa ljubi¢astim ¢epi¢ima). Dozvoljeno je koriS¢enje i natri-
jum-citrata, dok je heparin inhibitor PCR reakcije i zbog toga se ne koristi. Vene-
punkcija se ne razlikuje ni na koji nacin u odnosu na standardno uzorkovanje krvi
za kompletnu krvnu sliku. Naj¢eSc¢e se vrsi venepunkcija sledecih pristupacnih
vena: v. jugularis, v. cephalica antebrachii i v. saphena. Standardni uzorak je 2 ml
krvi, ali ukoliko ne postoji mogu¢nost da se dobije ta koli€ina, dovoljno je izvaditi
krv u vakutejnere od 0,5 ml. Nakon uzorkovanja, krv se moZze odmah poslati u
ovlasc¢enu laboratoriju za Zeljenu molekularnu analizu. Ukoliko se transport izvrsi
u roku od 24h, nije potrebno &ak ni obezbedivanje uslova hladnog lanca prilikom
transporta. Ukoliko se uzorak ne Salje odmah na analizu, onda se drZi na hladnom
(do 7 dana moze u frizideru, a za duze deponovanje treba zamrznuti uzorak).

Po pravilu, uzorci krvi za molekularno-geneticke analize se uzimaju pre za-
pocinjanja antibiotske ili antiprotozooalne terapije da bi se potvrdila infekcija (pri-
sustvo DNK uzro¢nika potvrduje infekciju). To je i velika prednost molekularnih
metoda u detekciji aktivnih infekcija, za razliku od testova za detekciju antitela koji
potvrduju izlozenost uzro€niku u nekom trenutku u zivotu. U slu€ajevima kad klini-
¢ar razmatra diferencijalno dijagnosticki slu¢aj i ima odredene sumnje da se moz-
da radi o nekom infektivnom agensu, preporuka je uzorkovati krv u epruvetu sa
EDTA i staviti u frizider pre zapocinjanja terapije. Tako ¢e uzorak biti dostupan za
analizu i nakon nekoliko dana, ukoliko terapija ne dovede do poboljSanja stanja.
Uvek je bolje imati uzorak uzet pre poCetka terapije i nikada ga ne iskoristiti, nego
saCuvati ako se ukaze potreba za uzorkom koji nije uzet na vreme. Formalin treba
izbegavati jer je inhibitor PCR reakcije. U nekim slu¢ajevima, PCR analize su ne-
ophodne da bi se utvrdila taéna vrsta mikroorganizma koja je dovela do infekcije
i shodno tome opredeliti se za odgovarajuéu terapiju. Tako se, na primer, razliciti
lekovi koriste za u terapiji infekcija pasa sa B. canis i B. gibsoni, a razlikovanje tih
vrsta je moguce samo putem analize njihove DNK.

Pored primarne detekcije, molekularne metode se mogu koristiti i za monito-
ring, odnosno praéenje terapijskog efekta, odnosno ispitivanje eliminacije uzro¢-
nika nakon zavrSene terapije. Po pravilu, uzorci se uzimaju 2-3 nedelje nakon
zavr§enog tretmana. To je period koji je potreban da se poveca koncentracija
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uzro¢nika u krvi iznad nivoa detekcije molekularnim metodama, ukoliko terapija
nije u potpunosti eliminisala uzro¢nika. Na taj nacin se spreava dobijanje lazno
negativnih rezultata.

Krv ptica kao uzorak

Prilikom uzorkovanja krvi ptice potrebno je raditi sa jedinkom koja je sedi-
rana ili anestezirana. Pojedini autori preporu€uju primenu injekcionih preparata
koji se mogu aplikovati na razli¢ite nacine (i.m., i.v., ukapavanjem u nozdrvu), dok
drugi savetuju upotrebu inhalacionih preparata. | jedni i drugi imaju za cilj da u€ine
postupak uzorkovanja manje stresnim, a samim tim i bezbednijim i po jedinku i po
osobu koja vrsi uzorkovanje. Za uzorkovanje krvi se mogu koristiti povrsinski krvni
sudovi - v. ulnaris, v. jugularis i v. metatarsalis.

Pri uzorkovanju krvi se Kkoriste sterilni Spric i igla. Pre uzorkovanja, Spric se
puni heparinom koji se potom u potpunosti istisne iz Sprica. Koli¢ina heparina koja
ostane na zidovima Sprica dovoljna je da krv ne koaguliSe do dopremanja u labo-
ratoriju, a tako mala koli¢ina ne utiCe negativno na dalju analizu. Sa mesta uzor-
kovanja o€upa se par pera, a koza se o isti vatom natopljenom alkoholom. Igla se
uvodi u tkivo pored krvnog suda, potom se povlaenjem klipa pravi vakuum i igla
uvede u sam krvni sud. Nakon uzorkovanja odgovarajuce koli€ine krvi (nekada je
dovoljna i jedna kap) igla se vadi iz krvnog suda, a mesto uboda se komprimuje
prstom. Po uzorkovanju, krv se iz Sprica prebacuje u sterilnu prethodno obele-
Zenu epruvetu bez antikoagulansa i tako dostavlja laboratoriji na ispitivanje. Nije
potrebno zamrzavanje, niti Cuvanje u odredenim uslovima.

Feces kao uzorak

Za pravilno uzorkovanje fecesa za potrebe molekularno genetic¢kih analiza
potrebno je obezbediti sterilne rukavice i sterilne posude. Mnogo je lakSe priku-
pljanje uzoraka fecesa velikih Zivotinja nego malih. Uzorci se mogu uzimati direk-
tno iz rektuma sterilnim rukavicama koje su predhodno navlazene &istom vodom.
U rektum se ulazi kaZiprstom i/ili srednjim prstom (ne previSe duboko) nakon ma-
siranja (dok spoljadnii sfinkter ne popusti). Sirenjem prstiju omoguéava se ulazak
vazduha u rektum i na taj nacin vazduh povecéava zapreminu rektuma, a talas
miSi¢nog pokreta Eesto pomera izmet direktno u ruku. Ukoliko je Zivotinja imo-
bilisana i ukoliko iz nekog razloga nije moguce uzeti uzorke direktno iz rektuma,
moguce je to ostvariti postavljanjem posudice neposredno ispod anusa kako bi Zi-
votinja direktno bez kontakta defecirala u sterilnu posudu za uzorkovanje stolice.
Nakon uzimanja uzoraka neophodno je obeleZiti posude sa uzorcima.

Ukoliko se traga za uzro¢nikom nekog oboljenja, feces je optimalno uzorko-
vati odmah nakon pojave simptoma. Za rutinsko ispitivanje je dovoljno uzeti 1-2 g
fecesa (veliCine oraha). Nakon uzimanja, uzorke je potrebno dostaviti laboratoriji
$to pre ito u ruénom frizideru na temperaturi 4°C. Uzorci bi trebalo da budu sve-
Zi (meki i vlazni) 4 do 6 Casova, najduze do 24 Casa na 4°C, jer se na taj nacin
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omogucava dobijanje boljih i pouzdanijih rezultata. U zavisnosti od vremena koje
uzorak provede na sobnoj temperaturi (npr. 15 ili 30 minuta) sastav mikrobioma
u fecesu se znacajno menja, tako da uzorke stolice treba zamrznuti u roku od 15
minuta nakon defekacije. Treba imati u vidu da se odmrzavanje i zamrzavanje
odrazava samo na zastupljenost bakterija u fecesu.

Stolica ne sme imati primese mokrace, ulja, deterdzenata i drugih hemijskih
sredstava. Ukoliko se pri uzorkovanju uoce krv, gnoj, sluz i druge patoloske prime-
se, njh treba takode uzorkovati.

Mieko i sperma kao uzorci

Pored navedenih uzoraka, koji se najceSce koriste, u posebnim slu¢ajevima
od znacaja mogu biti i uzorci mleka i sperme. Mleko se uzorkuje po pravilima opi-
sanim za standardne mikrobioloSke analize mleka i zdravlja mle¢ne zlezde. Pri-
likom uzorkovanja se koriste sterilne epruvete ili flasice, pri ¢emu se vodi racuna
da one budu pravilno obeleZzene i da ne dode do meSanja uzoraka uz razlicitin
mamarnih kompleksa.

Molekularno-genetiCke analize sperme se naj¢eS¢e izvode od uzoraka se-
mena pripremlijenog za vestatko osemenjavanje Zzivotinja (pajete i mini tube).
Ovakvi uzorci su dobar material za izolaciju DNK jer je uzorkovanje, pakovanije i
Cuvanije izvrSeno u kontrolisanim uslovima. Osim toga, seme moze biti prikuplje-
no direktno, nekom od metoda kojom se dovede do ejakulacije i sperma prikupi u
sterilne posude.

Uzorci zivotinja za forenzi€ka ispitivanja

U veterinarskoj forenzici, uzorci zivotinja se uzimaju za potrebe razreSavanja
slucajeva koji se odnose na krivolov, kriminalne radnje u kojima je ugroZzena neka
Zivotinja ili dogadaje u kojima je Zivotinja ugrozila druge Zivotinje ili ljude. Zbog
toga se tip uzorka moze razlikovati od slu€aja do sluc¢aja, odnosno forenzi€ar od-
lu€uje koji je uzorak adekvatan u svakom konkretnom slu€aju, a €esto je potrebno
uzeti i predmete sa kojima je Zivotinja bila u kontaktu ili uzorke telesnih tecnosti.
Naravno, u zavisnosti od vrste uzorka zavisi i koje ¢e se procedure vrsiti u foren-
zickoj laboratoriji. Slicno kao za morfoloSke analize, u veterinarskoj forenzici se
za DNK analize naj¢esce koriste standardni bioloski uzorci poreklom od Zivotinja:
dlaka, koza, feces, urin, rogovi i unutrasnji organi. Mogu se takode koristiti i uzorci
kao Sto su kosti, krzno, perje, vuna, ali i bioloski tragovi koje Zivotinje ostavljaju
(pljuvacka, krv, dlake, feces).

Svi bioloski uzorci poreklom od Zivotinja moraju se Cuvati na odgovarajuci
nacin. Neophodno je imati instrukcije od forenzi€ara za sav materijal koji se nade
na “mestu zlocina”. Ukoliko je moguce, uvek je pozeljno uzorke uzimati u duplika-
tu, a zatim ih zamrznuti ili ih staviti u etanol (ako nismo u moguc¢nost da ih zamr-
znemo). Takode, ukoliko se utvrdi da je zivotinja uginula usled bolesti nepoznate
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etiologije, uvek je najbolje uzetii bris plu¢a, punu krv (ako je moguce), urin, dlaku,
kao i sadrzaj zeluca i creva, a kod ptica jaja, odnosno Zzumance jajeta.

Ako su namenjeni za DNK analize, uzorci kao $to su dlaka, pero, skarifikat
koze, pektoralna muskulatura se stavljaju u alkohol, a za toksikoloSka ispitivanja
u zamrziva€. Uzorci kao $to su mozak, jetra, bubrezi i reproduktivni organi se za
sve vidove analiza moraju Cuvati na temperaturi zamrzivaca.

Uzorci iz péelinjih drustava

Uzimanje uzoraka iz p€elinjih drustava se obi¢no obavlja radi analize prisu-
stva pcelinjih patogena i parazita, odnosno radi dijagnostike virusnih, bakterijskih,
gljiviénih, protozoarnih i parazitskih bolesti. Uzorkovanje je bitna faza u procesu
detekcije, a potom i genotipizacije patogena, kako u slu¢aju bolesti legla, tako i
slu€aju bolesti odraslih pela. Pravilno uzeti uzorci se mogu analizirati na prisu-
stvo DNK/RNK svih pcelinjih patogena, ¢ime je omoguceno: 1) postavljanje dija-
gnoze; 2) pracenja toka infekcije i 3) odredivanja terapije. Za uzorkovanje treba
koristiti Cistu (nekontaminiranu) opremu i pribor. Kako se najcesce obavlja uzro-
kovanje iz vecCeg broja koSnica, treba zapamtiti da je pri svakom uzorkovanju po-
trebno koristiti Cist i dezinfikovan p&elarski noz (za svaku kosnicu drugi noz), kako
ne bi doslo do unakrsne kontaminacije uzorka.

Cilj uzorkovanja je da se uzme reprezentativni deo pcelinje zajednice.
Prilikom uzorkovanja pcelinjeg legla treba voditi raCuna o tome $ta Zelimo da
ispitujemo, tj. da li nam treba zatvoreno ili otvoreno leglo. Dalje, kada je u pitanju
ispitivanje prisustva uzro¢nika bolesti legla, veoma je vazno uzeti deo legla na
kome se vide patoloSke promene. Ukoliko uzorkovanije nije pravilno uradeno, ne-
¢emo dobiti realnu sliku ispitivane pc&elinje zajednice.

Prilikom uzorkovanja pcela za analizu prisutva DNK patogena odraslih p&ela
(detekcija mikrosporidija Nosema sp. i identifikacija vrste N. ceranae/N. apis, veci-
ne pcelinjih virusa, tripanozoma Lotmaria passim i Crithidia mellificae) potrebno je
sa leta koSnice uzeti oko 60-100 zivih pCela (po drustvu) vodeci racuna da u tom
zbirnom uzorku preovladavaju izletnice, te je najbolje sakupljati ih sa léta (polet-
no-sletne daske ispred ulaza u koSnicu). Sakupljene pcele treba zatvoriti u neku
¢istu kutiju ili plasti¢nu bocicu (najbolje su one sterilne kupljene u apoteci), a zatim
zamrznuti na -18°C do -20°C. Nakon §to su pcele provele u zamrzivacu jedan dan
(i uginule), mogu se dopremiti do laboratorije u istom pakovanju.

Pri uzorkovanju pcelinjeg legla radi analize prisustva DNK bakterija, gljivica
i virusa izazivaca bolesti pcelinjeg legla (AmeriCke trulezi, Evropske trulezi, kre¢-
nog legla, kamenog legla, meSinastog legla i dr.) neophodno je uzeti deo saca
(dimenzija oko 10x10 cm) na kome se jasno vidi da je leglo promenjeno, obmotati
ga obi¢nim papirom (ne Koristiti najlon kese) i stavitii u zamrziva€ na -18°C do
-20°C. Nakon &to uzorak proveo u zamrzivacu jedan dan, doneti ga li€no ili poslati
postom (opet samo obmotano papirom ili stavljeno u kartonsku kutiju, bez kori-
8¢éenja bilo kakvog najlona).



114 XL INOVACIJE ZNANJA VETERINARA
Beograd, 2019

Uzorkovanje za analizu prisustva pcelinjeg krpelja roda Varroa podrazume-
va sakupljanje celokupnog materijala (detritusa) sa podnjace kosSnice i njegovo
pakovanje u papir. U slu€aju da na podnjaci ne postoji nikakav materijal, uzeti
iseCak trutovskog legla dimenzija 10x15 centimetara i upakovati u papir.

Uzorkovanije iz koSnica mogu obavljati veterinari, veterinarski inspektori ili
pcelari u prisustvu veterinara.

Namirnice zivotinjskog porekla

Za potrebe utvrdivanja porekla animalnih proizvoda, odnosno zivotinjskih vr-
sta od kojih je proizvod napravljen, neophodno je pravilno uzeti uzorke namirnica
zivotinjskog porekla. Postupak uzorkovanja treba izvesti koristeci sterilne rukavi-
ce i vodeci racuna da bioloski materijal osobe koja vrsi uzorkovanje (dlaka, plju-
vacka | sl.) ne kontaminira uzorak. Kod uzorkovanja komercijalnih proizvoda treba
uzeti celo neotvoreno pakovanje (u originalnoj ambalazi ukoliko je to moguce). U
suprotnom, ako je pakovanje otvoreno, treba uzeti tri uzorka iz svakog pakovanja
i to sa udaljenih delova. Odsecanije ili odvajanje uzoraka treba izvrsiti sterilnim pri-
borom (Spatule, nozevi, kasike, plasti¢ni nozevi ili kaSike za jednokratnu upotre-
bu). Kada se vrSi uzorkovanije viSe razli¢itih namirnica, obavezno koristiti poseban
pribor za svaki uzorak. Ukoliko se radi o komadima mesa (salame) uzeti nekoliko
uzoraka koji se kasnije homogenizuju u laboratoriji. Ukoliko su proizvodi homo-
genizovani kao $to je to pasteta, dovoljno je uzeti 20-30 grama proizvoda. Uzete
uzorke spakovati u Ciste, sterilne posude (plasti¢ne ili staklene) ili plasticne kese
i obeleziti na odgovarajuci nacin trajnim markerom i transportovati do laboratorije
postujuci hladni lanac. Napomena: ako je proizvod bio otvoren, to obavezno treba
napomenuti u zapisniku (zbog moguce kontaminacije uzorka).

Prateci akt (zapisnik)

Uzorke koji se 3alju u laboratoriju za molekularno-geneti¢ke analize, obave-
zno treba da prati i zapisnik o uzorkovanju i slanju materijala. Ukoliko ne postoji
formular, propratni dokument se sastavlja u slobodnoj formi. Ovaj zapisnik, u za-
visnosti od uzorka i situacije, sacinjava nadlezni veterinar ili veterinarski inspektor,
a u nekim slu€ajevima i sam vlasnik (kada se analiza izvodi na njegov zahtev i za
njegove potrebe, a samo uzorkovanje ne zahteva struéne kvalifikacije, npr. uzor-
kovanije perja ptica u cilju dokazivanja pola). Propratni zapisnik sadrZi podatke ko-
je daje sam vlasnik, odnosno odgajivag ili drzalac Zivotinje, kao i podatke o uzorku
(mesto uzorkovanija, tip uzorka, koli¢ina, medijum u kojem se uzorak transportuje
itd.). Pored opstih podataka o uzorku, zapisnik moze (ukoliko je to od znac¢aja) sa-
drzati podatke iz veterinarske evidencije (izvrSena vakcinacija, izvr§eno dijagno-
stiCko ispitivanje, podaci o le€enju Zivotinja, epizootiolo$ka situacija itd.). Ukoliko
je neophodno analizu izvrsiti za potrebe sudskih sporova ili ostvarivanja odrede-
nih prava ili pravnih postupaka, kao i u slu¢aju kada je neophodno dokazati iden-
titet Zivotinje odnosno vlasnistvo (forenzicke analize), samo uzorkovanje izvodi se
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u prisustvo ovlaséenog lica (npr. veterinarskog inspektora), koji potpisuje zapisnik
i Salje ga uz zapecacen uzorak.

Na kraju treba naglasiti da su u ovom radu opisani samo postupci koji se
odnose na slanje uzoraka u okviru nase zemlje, jer je prilikom slanja uzoraka u
inostranstvo neophodna dodatna dokumentacija koju treba obezbediti u skladu sa
propisima kojima se reguliSe prekograni¢ni transfer bioloSkog materijala.
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PROPER SAMPLING, STORING AND SENDING MATERIAL FOR MOLECULAR
GENETIC ANALYSES IN VETERINARY MEDICINE

Stevanovi¢ Jevrosima, Glavini¢ Uros, Ristani¢ Marko, Vuci¢evi¢ Milos,
Draskovi¢ Vladimir, Jovanovi¢ Nemanja, Stanimirovi¢ Zoran

Besides for hereditary diseases diagnostics, molecular genetic analyses are used for
precise detection, identification and genotyping of disease causative agents, and for test-
ing the influence of pathogens and the efficacy of medicines and supplements. In addition,
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these methods are unavoidable in animal breeding, veterinary forensic medicine and the
control of food of animal origin. This is why veterinary surgeons should know how to sam-
ple, store and ship the material. Various types of swabs, hair, feather, skin, bones, blood,
semen, milk, saliva, faeces or any other material containing DNA are eligible for testing.
If small animals are subjected to analyses (e.g. bees, mosquitoes, ticks etc.) the samples
can be even whole animals. When taking samples, unambiguous identification of target-
ed animals and animal owners is vital. It is necessary to mark all samples and pack them
properly, and possibly add a buffer solution, an anticoagulant or some other medium. It is
useful to make a record on the collection. Major problems which may occur during collec-
tion, storage and transport of biological materials are their degradation and contamination,
which is why adequate training of people who perform these procedures is crucial in order
to ensure the efficacy of the analyses and the validity of the results obtained.

Key words: DNA laboratory, sample packing, sampling rules, sample storage, sam-
ple transport, sample types





