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NAJCESCE PRIMENJIVANE MOLEKULARNO
GENETICKE METODE U ZIVINARSKOJ PROIZVODNJI

MILOS VUCICEVIC

Viéedecenijski ubrzan razvoj Zivinarske proizvodnje zasnovan je i na stal-

kih postupaka, zahvaljujuci kojima je borba protiv razlicitih patogena efika-
snija. Najvedi znacdaj svakako da su imale metode izolacija bakterija i virusa
na celijskim kulturama, seroloske metode i sve dalje metode nastale na prin-
cipu reakcije antigen - antitelo. Uvodenje molekularno genetickih metoda
dopunilo je spektar analiza dostupnih laboratorijama koje se bave patologi-
jom Zivine. Molekularno geneticke metode su usmerene ka nukleinskoj ki-
selini koja kodira informacije jedinstvene za svaki patogen (te omogucavaju
koriS¢enje bilo kog uzorka koji sadrzi DNK patogena), a ne prema njegovim
antigenskim ili fenotipskim karakteristikama. Takode, one daju informaciju
o trenutnom prisustvu patogena (ili nekog njegovog razvojnog stadijuma) ili
njegovom odsustvu. Nasuprot tome, seroloSke metode daju retrospektivni
uvid ili rezultate per se, Sto je veliki nedostatak kod akutnih stanja. Moleku-
larno geneticke metode postoje poslednje tri decenije i njihov razvoj je vezan
za potrebe humanih laboratorija pa se neke od njih potom koriste i za potrebe
ispitivanja patologije Zivine, a one su najceSce zasnovane na reakciji lancane
polimeraze. Prednosti ovih metoda, kao $to su veca osetljivost, ponovljivost
i brzina izvodenja, imaju najveci znacaj pri dijagnostici oboljenja virusne eti-
ologije. Za sve patogene koji imaju znacaj za Zivinarsku proizvodnju postoje
publikovani radovi o molekularno genetickim dijagnostickim postupcima, a
za vecinu i komercijalno dostupni setovi.

Molekularno geneticka dijagnostika omogucava detekciju spororastucih mi-
kroorganizama, kao i onih ¢ija je kultivacija teSka ili nemoguca. Takode, mole-
kularno genetic¢ka dijagnostika se koristi u situacijama kada su klini¢ke mikro-
bioloske procedure neadekvatne, vremenski veoma zahtevne, teske, skupe ili
rizi¢ne po laboratorijsko osoblje.

1 Fakultet veterinarske medicine Univerziteta u Beogradu
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Postupak analize nukleinske kiseline pocinje izolacijom i multiplikacijom
DNK / RNK iz bioloskih uzoraka. Izolacija DNK iz celije podrazumeva osloba-
danje DNK iz jedra (nuklearna DNK) ili organela. Pri tome se koriste hemikalije
kojima se razbija i lizira celijska membrana i membrane organela. Nakon izo-
lacije DNK (ili RNK) iz ¢elije, slede¢i korak je amplifikacija (kloniranje) Zeljenog
(ciljanog) gena ili fragmenta DNK, Sto se moZe obaviti in vivo i in vitro.

U slucaju in vivo kloniranja Zeljenog fragmenta DNK, najpre se restrikcionim
enzimima “isece” ciljani deo DNK, a zatim taj deo ugradi u DNK vektora (plazmida
ili virusa), odnosno stvori se rekombinantna DNK. Da bi ona mogla da se umno-
Zava, neophodno je da se vektor ubaci u celiju domacina (najcesce u bakteriju
Escherichia coli). Pri svakoj replikaciji DNK vektora, istovremeno se umnozava i
ugradeno parce DNK, odnosno replikuje se Citava rekombinantna DNK.

Kljuéni momenat svih molekularno genetickih metoda je proces obimne
amplifikacije (umnoZavanja) ciljne sekvence nukleinske kiseline, sto posledic¢-
no omogucava njenu vizuelizaciju (¢ak i metodama detekcije sa ograni¢enom
osetljivoscu). Jos od prve publikacije koja opisuje primenu molekularno gene-
tickih metoda uopste (1985. godina) ili prve publikacije koja se bavi primenom
navedenih metoda u dijagnostikovanju patogena Zivine (Mycoplasma gallisepti-
cum, 1990. godina) pa sve do danas, osnovni princip ovih metoda — amplifikacija,
pokazao se kao najsire prihvacen metod. Razlicite potrebe (pre svega naucne
i ekonomske) vodile su ka stalnom definisanju novih molekularno genetickih
dijagnostickih postupaka.

| PCR

In vitro kloniranje Zeljenog (ciljnog) fragmenta DNK obavlja se putem reakcije
lancane polimerizacije, odnosno, putem PCR amplifikacije (Polymerase Chain
Reaction — PCR) u aparatu koji ima moguénost brze promene temperaturnih
uslova. Tvorac ove tehnike, Kary Mullis, je za taj svoj izum dobio Nobelovu na-
gradu 1993. godine. PCR metoda omogucava da se od pocetne, male koli¢ine
nukleinske kiseline uzorka stvori veliki broj kopija ciljne DNK sekvence. PCR
metoda se odvija uz pomo¢ malog broja sastojaka — definisana je kao vodeni
rastvor koji sadrzi slobodne nukleotide (odnosno gradivne jedinice za sintezu
novih lanaca DNK u vidu mesavine deoksiribonukleozid trifosfata -dNTP), izvor
polivalentnih jona (poput MgCL), pufer, par prajmera specificnih za odredenu
sekvencu i enzim, zahvaljuju¢i kome je amplifikacija moguca. Kljuéna kom-
ponenta u PCR procesu jeste DNA polimeraza izolovana iz bakterije Thermus
aquaticus, koja je rezistentna na visoke temperature (Zivi i replicira se pri tem-
peraturama do 95°C). Ta termostabilna polimeraza nazvana je Taq polimeraza
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(po bakteriji domacinu) i koristi se za replikaciju in vitro ¢ime se omogucava
geometrijski porast broja kopija ciljane sekvence DNK. Neophodno je pripre-
mljenu smesu izloZiti odgovaraju¢em termalnom profilu zahvljajuju¢i kome ce
se smeSa 25 do 50 puta (u zavisnosti od postavke reakcije) zagrevati i hladi-
ti. Tokom svakog ciklusa dva prajmera (oligonukleotidi komplementarni se-
kvencama koji okruZuju ciljani region nukleinske kiseline) hibridizuju sa jed-
nolancanim ciljnim sekvencama definiSuci pocetak polimerizacije dvostrukog
lanca. Teoretski, za 40 termalnih ciklusa moguce je da nastane preko trilion
amplikona. Tako obimna amplifikacija omogucava detekciju ciljne sekvence.
Vizuelizacija amplikona se najcesce vrsi primenom agaroznih gelova (nakon
elektroforeze) bojenih u etidijum bromidu.

| NESTED PCR

Nested PCR svoj naziv duguje Cinjenici da se nakon prvog PCR odvija drugi -
nested PCR, tokom koga drugi par prajmera hibridizuje sa amplikonom nasta-
lim tokom prvog PCR. Posledi¢no, drugi PCR koristi amplikon prvog kao ma-
tricu. Osnovna prednost ove metode je visa specificnost (zahvaljujuci primeni
dva para prajmera) i osetljivost u odnosu na obi¢an PCR.

| MULTIPLEX PCR

Metoda je Siroko primenjivana u rutinskim dijagnostickim protokolima prevas-
hodno iz razloga $to omogucava istovremenu detekciju razli¢itog broja patogena
Zivine samo jednom analizom. Za multipleks PCR koristi se nekoliko pari praj-
mera unutar jedne PCR smese. Osnovni zahtev je da prajmeri koji se koriste nisu
komplementarni jedni drugima, kako se ne bi pojavili nespecifi¢ni produkti re-
akcije i time onemogucili tumacenje rezultata. Brzina izvodenja reakcije je pred-
nost, medutim, veliki nedostatak je niska specificnost ove metode i to narocito u
situacijama kada je u ispituju¢em uzorku prisutno vise od jednog patogena.

| RT-PCR

S obzirom na ¢injenicu da se kao osnova PCR reakcije moZe koristiti samo DNK,
kod patogena koji za genetsku osnovu imaju RNK neophodno je prvo RNK pre-
pisati u komplementarnu DNK (cDNK) primenom enzima RNK zavisna reverzna
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DNK polimeraza (reverzna transkriptaza). Ova metoda je Cesto primenjivana pri
dijagnostici virusnih oboljenja. Dobijena DNK se koristi kao matriks za dalju am-
plifikaciju putem PCR. Uzimajuéi u obzir sloZenost i trajanje drugih nemoleku-
larnih metoda za dijagnostikovanje virusnih infekcija, kao i njihovu nisku speci-
ficnost i nemogucnost izvodenja bez specijalnih laboratorijskih uslova, moZe se
smatrati da je uvodenje RT-PCR metode predstavljalo revoluciju u dijagnostici vi-
rusnih oboljenja jer je omogucavalo rutinsku dijagnostiku velikog broja vrlo zna-
c¢ajnih oboljenja svakoj laboratoriji koja poseduje osnovnu molekularnu opremu.
Ipak, neophodno je napomenuti da ova metoda samo dokazuje prisustvo (ili od-
sustvo) nukleinske kiseline u ispituju¢em uzorku te da se ne moze koristiti za
druga ispitivanja poput patofizioloskih mehanizama, intenziteta infekcije,...

| REAL-TIME PCR

Real-Time PCR omogucava i kvantifikaciju DNK ili RNK patogena i diskrimina-
ciju latentnih infekcija od klinicki znacajnih infekcija koje karakterise replikacija
patogena i visoka opterecenost patogenom. Kod ove metode amplifikacija i de-
tekcija amplikona se odigravaju unutar jednog programa, odnosno, ne postoji
potreba za vizuelizacijom na agaroznom gelu. To je moguce zahvaljujuci tehnici
visoko osetljive opti¢ke detekcije amplikona u realnom vremenu na osnovu fluo-
rescentnih interkalirajucih boja koje se vezuju nespicificno za dvolan¢anu DNK. S
obzirom da metoda omogucava pracenje deSavanja unutar same reakcije tokom
njenog odvijanja, moguce je vrsiti analize (a posledi¢no i reagovati) dok termalni
profil traje. Osim analize u realnom vremenu, prednosti ove metode ogledaju se
i u odsustvu potrebe za daljim analizama (za dobijanje Zeljenog rezultata, po-
put elektroforeze), brzini izvodenja reakcije, povecanju specifi¢nosti i izuzetnom
smanjenju mogucnosti kontaminacije okruZenja. Rizik je umanjen jer se nakon
reakcije bocice sa amplikonima ne otvaraju ve¢ bacaju jer ne postoji potreba za
daljim koris¢enjem amplikona koji mogu kontaminirati okruzenje. U rutinskoj
dijagnostici ova semikvantitativha metoda moZe dati informacije o kolicini pri-
sutnog patogena bez da se rade serije standardnih razredenja.

| LAMP

LAMP metoda (Loop mediated isothermal amplification) je sve ¢eSée primenji-
vana metoda molekularne dijagnostike u svim poljima veterinarske medici-
ne. Narocito ima sve veéu primenu u terenskim uslovima. Ubraja se u grupu
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tzv. izotermalnih reakcija i njihova osnovna prednost je Sto ne zahtevaju pri-
menu sofisticirane opreme (kao Sto je slucaj za druge molekularno gene-
ticke analize). Za samu analizu potrebna je jedinica za odvijanje termalnog
protokola a rezultati se mogu ocitavati primenom elektroforeze a ponekad i
golim okom (u zavisnosti od uredaja). Citav postupak je jednostavan, brzo se
izvodi, ali su specifinost i osetljivost dosta niZe u odnosu na obi¢an PCR. S
toga, najcesce se primenjuju pri akutnim pojavama epizootija. LAMP reakcija
je zasnovana na setu od 6 specificno dizajniranih prajmera koji okruZuju 8
razli¢itih sekvenci ciljnog gena. Nakon inicijalnog koraka sledi cikli¢na am-
plifikacija i elongacija primenom DNK polimeraze u trajanju kra¢em od sat
vremena. Takode, moguca je i reverzija (RT-LAMP) a reakcijama razredenja
moze se vrsiti i kvantifikacija.

PREGLED PUBLIKACIJA KOJE SE ODNOSE NA PRIMENU
MOLEKULARNO GENETICKIH METODA U CILJU
DIJAGNOSTIKOVANJA POJEDINIH OBOLJENJA ZIVINE

Avijarna influenca

Kao uzorak pri ispitivanju prisustva virusa uzrocnika avijarne influence kori-
ste se orofaringealni i kloakalni brisevi. Danas se real-time RT-PCR zajedno
sa seroloskim metodama smatra standardom pri rutinskoj dijagnostici, ali i
pri epizootioloSkim studijama. Molekularne metode su definisane, publiko-
vane i neprestano se obnavljaju od strane nacionalnih i medunarodnih refe-
rentnih laboratorija za avijarnu influencu (npr. za EU zemlje to je Diagnostic
Manual For Avian Influenza), kako bi se obezbedila najpouzdanija dijagnostika
verovatno najznacajnijeg oboljenja Zivine danas. Uzorkovanje naj¢esce po-
drazumeva najmanje 20 orofaringealnih i kloakalnih briseva (koji se ponekad
mogu objediniti na nivou jata). Tokom epizootija i u zavisnosti od prevalen-
ce, potreba za vec¢im brojem uzoraka se moze dramatic¢no povecati kako bi
ukupan uzorak bio $to je mogude visSe relevantan, a dobijeni rezultati pouz-
daniji. U poslednjoj deceniji svest o riziku od proboja oboljenja u intenzivnu
proizvodnju je povecana nakon nekoliko epizootija. Posledi¢no, raste i priti-
sak da se uz serolosko nadgledanje rutinski primenjuje i real-time RT-PCR
nadgledanje. Cak su razvijeni i komercijalno dostupni dijagnosti¢ki setovi za
ispitivanje.
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Atipicna kuga Zivine

Uzrocnik oboljenja je RNK virus iz familije Paramyxoviridae, rod Avulavirus.
Oboljenje poseduje zoonotski potencijal i mere vezane za ovo oboljenje su
regulisane zakonom. U cilju postavljanja dijagnoze standardna metoda je vi-
rusoloska dijagnostika koja ukljucuje izolaciju virusa na pile¢im embrionima
starim 9 — 11 dana, izolaciju virusa na celijskim kulturama, test hemagluti-
nacije i inhibicije hemaglutinacije i ELISA test. Patogenost izolovanih sojeva
se ispituje odredivanjem intracerebralnog indeksa patogenosti, intravenskog
indeksa patogenosti i srednjim vremenom uginuc¢a embriona. Pored navedenih
metoda primenjuju se i molekularno geneticke metode i to RT-PCR, Real-Time
RT-PCR i sekvencioniranje dobijenih amplifikata. S obzirom da je u pitanju RNK
virus i da pokazuje izuzetnu varijabilnost, kao i da se lentogeni sojevi koriste
kao atenuisane vakcine, neophodno je detektovati sve genetske grupe i izvrsiti
razdvajanje vakcinalnih i velogenih sojeva.

Avian metapneumovirus

Uzorak izbora pri ispitivanju prisustva uzroc¢nika ovog oboljenja su trahealni i
faringealni brisevi, pluéa, jajovod i druga tkiva. Na teritoriji Evrope najprisutniji
su subtipovi A i B i unakrsna zastita medu subtipovima je dosta ogranicena.
Kao i za infektivni bronhitis identifikacija subtipa je krucijalna za definisanje
adekvatnog vakcinalnog programa. Za tu svrhu najcesce se koristi real-time
RT-PCR metoda, a postoje i komercijalno dostupni setovi za rutinsku analizu.

Infektivni bronhitis

Aktuelna literatura deli analize virusa uzrocnika infektivhog bronhitisa na
funkcionalne i nefunkcionalne. Pod funkcionalnim se ubrajaju seroloSke ana-
lize (virus neutralisuci test, inhibicija hemaglutinacije) i njima se analizira anti-
gena struktura virusa, tj. odgovor domacina na prisustvo virusa (antitela). Tzv.
nefunkcionalnim testovima smatraju se molekularno geneticki testovi u cilju
ispitivanja genoma virusa. Zbog znacaja koncepta protektotipova, za svakog
veterinara je neophodno da zna koji varijantni soj virusa infektivnog bronhitisa
je prisutan u regiji gde mu se farma nalazi. Seroloski testovi su dostupni za ru-
tinsku analizu ali njihovo izvodenje i tumacenje nisu jednostavni prvenstveno
zbog delimi¢ne unakrsne reaktivnosti. U cilju odredivanja varijantnog soja naj-
Cesce se za rutinsko nadgledanje koristi konvencionalni ili real-time RT-PCR,
uz dalju analizu dobijenih sekvenci. Novi ili do tada poznati, ali blago izmenjeni
sojevi virusa, mogu proci nedetektovano od strane postojecih specifi¢nih praj-
mer — proba reakcija za poznate sojeve. Iz tog razloga je potrebno inicijalno
nadgledanje raditi analizom visokokonzervisanih sekvenci odredenih gena.
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Ukoliko nadgledanje pokaZze prisustvo virusa uzro¢nika infektivnog bronhitisa,
ali ne i koji varijantni soj je prisutan neophodno je uraditi sekvencioniranje i
dalje filogenetske analize. Uzorak za ispitivanja najcesce predstavljaju brisevi
iz organa respiratornog sistema i kloake, kao i tkiva plu¢a, bubrega, jajovoda
i ileocekalne tonzile. Inicijalne analize se mogu raditi u vecini molekularnih la-
boratorija (postoje i komercijalni dijagnosticki setovi), dok je definisanje vari-
jantnih sojeva moguce u ograni¢enom broju laboratorija.

Gamboro bolest

Za dijagnostikovanje verovatno jednog od najznacajnijih oboljenja mogu se
koristiti brojne laboratorijske metode — elektronska mikroskopija i seroloski
testovi (ELISA, AGID, VN test, test imunofluorescencije). Medutim, testovi su
uglavnom nedovoljne osetljivosti. Ali Sto je najbitnije, ne mogu vrsiti diferenci-
jaciju izmedu vvIBDV (very virulent) i cvIBDV (classical virulent) sojeva virusa
uzrocnika Gamboro bolesti. S obzirom da je u pitanju RNK virus, od molekular-
no genetic¢kih metoda, za dijagnostikovanje Gamboro bolesti najveéu primenu
imaju RT-PCR i real-time RT-PCR. Kao dodatak navedenim metodama, za de-
taljnija ispitivanja ¢esto se koriste RFLP i sekvencioniranje.

Infektivni laringotraheitis

Prisustvo uzroc¢nika infektivnog laringotraheitisa - Gallid Herpesvirus 1 (GaHV-
1) najcesce se ispituje primenom nested PCR, real-time PCR i LAMP metoda-
ma. Kao uzorak izbora koriste se trahealni bris, homogenizovano tkivo slezine,
trahealna mukoza itd. Veliki izazov predstavlja interpretacija rezultata u cilju
razdvajanja vakcinalnih od terenskih sojeva i bazira se na koliCini specificne
DNK u kombinaciji sa vremenom koje je proslo nakon vakcinacije i distribu-
cijom uzrocnika unutar organizma u poredenju sa tzv. housekeeping genima.
Takode, moguce je vrsiti detekciju specifi¢nih vakcinalnih sojeva.

Marekova bolest

lako je ovo limfoproliferativno oboljenje pod kontrolom zahvaljujuéi vakcina-
cijama vec¢ dugi niz godina i dalje predstavlja ozbiljnu pretnju industrijskom
Zivinarstvu. Virus Marekove bolesti neprestano evoluira i menja se, tako da
i dijagnosticki postupci moraju pratiti ,promene na terenu®. Jedan od bitnijih
ciljeva dijagnostike je razdvoijiti vakcinalne od infektivnih sojeva virusa prona-
denih u ispituju¢em uzorku. Kao uzorak izbora najcesce se koriste pulpa pera,
puna krv, tkivo tumora, slezina ili timus. Od metoda, naj¢esce se primenjuju
konvencionalni i real-time PCR.
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Enterococcus cecorum

Kao uzorak za ispitivanje mogu se koristiti tkivo (promenjeni delovi prslje-
na ili butne kosti, jetra) ili izolat dobijen zasejavanjem ispituju¢eg materijala
na hranljive podloge. Primenom samo standardnih bakterioloSkih metoda
i komercijalnih setova za identifikaciju bakterija nije moguce utvrditi da li se
u uzorku nalazi E. cecorum. Iz tog razloga neophodno je uraditi amplifikaci-
ju ciljnog gena (16S ribosomal RNA) i nakon toga sekvencioniranje amplikona
kako bi se utvrdio tacan redosled nukleotida. Sekvencioniranje je neophodno
jer identi¢an gen koji se amplifikuje postoji i kod drugih bakterija te se ne moze
smatrati specificnim. E. cecorum je moguce jedino primenom molekularno ge-
netickih metoda sa sigurno$¢u dokazati u ispitivanom uzorku.

Mikoplazmoza

Detekcija vrsta roda Mycoplasma spp. uglavhom se vrsi rutinski primenom
molekularno geneti¢kih metoda i to pre svega real-time PCR (primenjuju se
jos i konvencionalni i multipleks PCR). S obzirom na to da ih je vrlo tesko uz-
gajati na hranljivim podlogama, vrste ovog roda su prve za koje su razvijeni
molekularno geneticki dijagnosticki protokoli, kada je u pitanju Zivinarstvo. Na
trzistima su komercijalno dostupni dijagnosticki setovi, a kao uzorak koriste
se brisevi traheje, Zdrela, plu¢a, vazdusnih kesa, jajovoda i zglobova.

Salmoneloza

Prvenstveno zbog svog zoonotskog potencijala, na nivou Evropske unije nad-
gledanje prisustva bakterija roda Salmonella je najéesc¢a zakonom regulisana
dijagnosti¢ka procedura. Nadgledanje je regulisano dokumentima Regulation
(EC) No 2160/2003 i Commission Regulation (EC) No 2073/2005. fokus je po-
stavljen na S. Enteritidisi, S. Typhimurium i pozitivni rezultati ispitivanja vode ka
ozbiljnim posledicama za proizvodaca. Navedeni uzrocnici su najcesce dijagno-
stikovani patogeni ljudi od svih uzro€nika koji se sa Zivine na ljude mogu pre-
neti. Metod koji je navedenim pravilnicima EU definisan (i opisan u standardu
ISO 6579:2007) traZi tri do pet dana za dobijanje rezultata, u zavisnosti da li su
bakterije prisutne ili odsutne. Medutim, za potrebe samokontrole ovaj metod je
vremenski suviSe zahtevan i iz tog razloga su razvijene molekularno geneticke
metode, pre svega konvencionalni PCR, real-time PCR, LAMP i Microarray test,
koje se masovno koriste. Ove metode daju pouzdane rezultate a rezultati se
dobijaju tokom istog dana ili najkasnije sutradan. Medutim, predstoji borba da
se ove metode prihvate od strane organa vlasti kao alternatnvna metoda uko-
liko su validirane standardom ISO 16140:2013. Pravilnici zemalja ¢lanica EU, ili
onih koje to Zele da postanu definiSu Sta predstavlja uzorak za ispitivanje. Na
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trziStu Evrope prisutni su brojni dijagnosticki setovi za molekularnu detekciju
bakterija roda Salmonella.

E. coli

Karakterizacija APEC izolata je veoma znacajna kako za veterinarsku medicinu
i Zivinarsku proizvodnju, tako i za humanu medicinu. Prisutan je izuzetno veliki
broj naucnih istraZivanja koja se bave ispitivanjima izolata primenom moleku-
larno genetickih metoda. Metode koje se primenjuju su, pre svih, konvencional-
ni PCR, multipleks PCR i njih najéeS¢e prati DNK-DNK hibridizacija. DNK-DNK
hibridizacija omogucava da se (uz pomo¢ kompleksnih statisti¢kih programa)
odredi filogenetska bliskost izolata medu sobom, kao i odnos izolata sa do tada
poznatim. Navedene analize se naj¢esc¢e kombinuju sa sekvencioniranjem.

| ZAKLJUCAK

Uvodenje molekularno genetickih dijagnostickih metoda u veterinarsku medi-
cinu napravilo je revoluciju u borbi protiv patogena koji opterecuju Zivinarsku
proizvodnju i postalo znacajna karika u intenzivnom rastu ove grane privrede.
Svakako da ¢e prikazane metode biti neizostavni deo kako redovnih nadgleda-
nja epizootioloske situacije, tako i pri situacijama kada se pojave proboji odre-
denih patogena, odnosno pri epizootijama. Sve brZi razvoj novih metoda ¢ini
ih dostupnijim i pristupacnijim u svakodnevnom rutinskom laboratorijskom
radu, a uvodenje i primena standarda na farmama navodice veterinare da se
sve viSe opredele za primenu molekularnih metoda ispitivanja.

THE MOST FREQUENTLY APPLIED MOLECULAR GENETIC
METHODS IN POULTRY PRODUCTION

The industrial poultry production has always been accompanied by veterinary
practice which included the use of classical diagnostic methods, such as cul-
ture isolation of bacteria and viruses, serology, and a variety of techniques
using antigen-antigen reactions. Laboratory methods for poultry have been
completed by introducing molecular methods that are directed towards the
nucleic acid encoding information unique to each pathogen rather than towar-
ds its antigenic or phenotypic characteristics. They provide instant information
about the current presence, developmental stadium or absence of pathogens.
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Unlike the molecular methods, serological assays show whether the pathogen
was previously present in the body and how the organism responded, giving
retrospective insight which is a major disadvantage compared to acute diagno-
stic procedures. Molecular methods are widely used, especially those based
on amplification techniques such as Polymerase Chain Reaction (PCR). Higher
sensitivity, reproducibility and rapidity are the advantages of these methods,
particularly important in the diagnosis of viral diseases. Molecular methods
are available on commercial basis for most pathogens relevant in poultry pro-
duction.
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