Ogranicenja konvencionalne mikrobioloske
dijagnostike

- lzolacija 1 identifikacija mikroorganizama
- Kod odredenih mikroorganizama potreba za specijalnim podlogama
- Dugo vreme kultivisanja

 Odredeni mikroorganizmi ne mogu se izolovati na hranljivim podlogama —
rikecije, hlamidije i virusi.
«  Veoma zarazni mikrorganizmi odnosno uzro¢nici zoonoza

- Detekclja antigena
- Problem detekcije mikroorganizma prisutnih u malom broju
- Zavisi od uzimanja uzoraka

- Seroloska ispitivanja - reakcije antigena I antitela
- Problem rana faza infekcije



Primena tehnike molekularne biologije u
mikrobioloskoj dijagnostici

Dobra metoda mikrobioloskog ispitivanje treba da se odlikuje
adekvatnom:

SenzitivnoScu — otkriva uzroc¢nika 1 u veoma malom broju
Specificnos$¢u — pozitivni rezultati samo prema datom
uzro¢niku

Jednostavnoscéu — lako se izvodi I nije skupa za rutinsku
dijagnostiku



Primena tehnike molekularne biologije u mikrobioloSkoj
dijagnostici

Genske probe — primenjuju se kratki, jednolancani fragmenti
nukleinskih kiselina (DNK ili RNK) poznate sekvence koji se
koriste za otkrivanje specificnih, komplementarnih genetskih
sekvenci u uzorku.

One funkcioniSu po principu hibridizacije - sparivanja baza -
adenin sa timinom/uracilom, guanin sa citozinom.
Kako bi se njihovo vezivanje moglo uociti, genske probe se

uvek obelezavaju npr. fluorescentnim bojama il
radioaktivnim izotopima.



Primena tehnike molekularne biologije u mikrobioloSkoj
dijagnostici

Genske probe

\\“

FISH Probe
\-) Hybridization && l{

Chromosome
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Primena tehnike molekularne biologije u mikrobioloSkoj
dijagnostici

Genske probe

1. Denaturacija: Uzorak DNK koji se Ispituje se zagreva kako bi
se dvostruki lanac razdvojio na dva pojedinacna lanca.

2. Dodavanje probe: U uzorak se dodaje obelezena genska proba.

3. Hibridizacija: Ako u uzorku postoji gen ili sekvenca koju
trazimo, proba ¢e se precizno vezati za nju.

4. Detekcija: Nevezane probe se ispiraju, a preostali signal (npr.
svetlucanje pod UV svetlom, fluorescencija) potvrduje prisustvo
trazenog gena.



Primena tehnike molekularne biologije u mikrobioloSkoj
dijagnostici
Genske probe

FISH (Fluorescentna in situ hibridizacija) - Probe svetle pod
mikroskopom i detektuju odgovarajuci gen direktno u ¢éeliji.

FLUORESCENCE IN SITU HYBRIDIZATION
(FISH) PROTOCOL

1. SAMPLE PREP 2. DENATURATION 3. HYBRIDIZATION
(PROBE)

5. DETECTION







Primena tehnike molekularne biologije u mikrobioloskoj
dijagnostici

Genske probe - Southern Blotting - Koristi probe za
Identifikaciju specificnih DNK sekvenci u velikom 1 slozenom

uzorku genoma.
Restriction digestion 2 | Gel electrophoresis 0 DNA denaturation /I

Restriction fragments
of different lengths
{double-stranded)

v
" aE o
Membrane transfer { Probe hybridization JI @) Washing and detection ]

Labeled single-stranded
nuclee acid probe

Mylon membrane
[with single-stranded DNA)




Primena tehnike molekularne biologije u mikrobioloékoj

dij agnosﬁci - 'MedicalLabScientist - MLS
Genske probe - |
44 u g .
Southern Blot Northern Blot
Southern Blot '_ \ (i
i Northern | | DNA (specific DNA sequences)  RNA (specific RNA transcripts)
Blot. e | T

Genomic DNA Total RNA or mRNA
Labeled DNA or RNA probe Labeled DNA or RNA probe

. DNA fragments PO ke ks .
(agarose gel under denaturing
{agarose gel conditions)

® Gene identification ® (ene expression analysis

® Detection of gene mutations =~ ® Study of transcript size

@ Restriction fragment analysis @ Compare RNA levels
between samples

& . - Named as a counterpart
an Namedafter  Edwin Southern to Southern blot

Snuthern Blnt (DNA) Northern Blot (RNA)




Primena tehnike molekularne biologije u mikrobioloSkoj

dijagnostici

DNK Cipovi
(Microarray)
Hiljade razli¢itih
probi postavljenih
na malu staklenu
plocicu, sto
omogucava
analizu hiljada
gena istovremeno.

Reference sample labelled Patient sample labelled
with red fluorescent dye with green fluorescent dye

Mix together and apply to slide

Hybridisation

Computer analysis

(DA I NID

Red / Green Gains (duplications)

fluorescence ratio E { Losses (deletions)







PCR - lan¢ana reakcija polimeraze

Klasi¢ni PCR (lancana reakcija polimeraze) je metoda kojom se
odredeni segment DNK umnozava in vitro, kroz ponavljane
temperaturne cikluse.

Ciljni segment odreduju dva prajmera koji se vezuju za njegove
grani¢ne regione na suprotnim lancima DNK.

Za reakciju su potrebni: matricna DNK, dva prajmera,
termostabilna  DNK polimeraza (npr. Tag polimeraza),
dezoksiribonukleotidi (dNTP), pufer I joni Mg?*.



PCR - lan¢ana reakcija polimeraze

Faza ~obifhyond Sta se dogada
temperatura
Denaturacija 94-98 °C Razdvajaju se dva lanca DNK.

Vezivanje prajmera

Prajmeri se vezuju za
komplementarne sekvence na

zarrlllrl?er;ﬂ:qza)cua AR e o matri¢noj DNK. Temperatura
J zavisi od njihovih osobina.
Elohais Polimeraza produzava

Sl Oko 72 °C za Tag prajmere dodavanjem
produzavanje . b ey o
e polimerazu nukleotida i sintetiSe nove

lance u smeru 5’ — 3’.




PCR - lan¢ana reakcija polimeraze

Po zavrSetku reakcije, PCR produkti se najCeS¢e razdvajaju
elektroforezom u agaroznom gelu 1 vizualizuju bojom za DNK.

Dobijena traka poredi se sa markerom velic¢ine; traka ocekivane
veli¢ine ukazuje na prisustvo ciljnog produkta, uz odgovarajuce
rezultate pozitivne I negativne kontrole.

Sama veli¢ina trake nije konacna potvrda identiteta sekvence.



PCR : Polymerase Chain Reaction

30 - 40 cycles of 3 steps :

¢ 'ﬂ“"'ﬁ“" 4“\. ‘lﬂ"‘ﬂh % | Step 1 : denamr_

1 minut 94 °C
||

¥ Step 2 : anneali
3 J.|J_LLLLL|.L|.|.|.U.U5 P hl.
45 seconds 54 °C

forward and reverse
primers !!!

2 minutes 72 °C
only dNTP's

(Andy Vierstragie 1999)










Kary Mullis

Intolerable Genius Berkeley’s
Most Controversial Nobel
Laureate

DANCIND NaKe®
inthe MiD Fi€LD
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WINNER OF TNE NOBEL PRIZE IN CHEMISTRY

KaRY MULLIS

ks I've read for a long time. It is

alsa very funnry, and | hope that—before it gets banned—myriads of copiés infiltrate all the
legislatures, colleges, and high schools of the United States”
-~ARTHUR C. CLARKE, author of 2001: A Space Odyssey
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{} Denaturation:
Heat briefly
to separate DNA
strands

) Annealing:
Cool to allow
primers to form
hydrogen bond
with ends of
target sequence
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DA polymerase
adds nuclectides 1o
the 3" end of each
primer
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Real Time PCR — lan¢ana reakcija
polimeraze u realnom vremenu




Real Time PCR

Za razliku od klasicnog PCR-a, kod kojeg se produkt najcesce
dokazuje po zavrsetku reakcije elektroforezom, real-time PCR
omogucava pracenje amplifikacije dok ona traje.

Svaki ciklus obuhvata:
1. Denaturaciju — razdvajanje dva lanca DNK.
2. Vezivanje prajmera — prajmeri se vezuju za komplementarne
sekvence koje ogranicavaju ciljni region.
3. Elongaciju — termostabilna DNK polimeraza sintetise nove lance
DNK.



Real Time PCR

Kako se dobija fluorescentni signal?

Boje koje se vezuju za dvolancanu DNK, npr. SYBR Green
Fluorescencija raste sa koli¢inom dvolanc¢ane DNK.

Specificne fluorescentne probe, npr. TagManProba se vezuje za
sekvencu unutar ciljnog fragmenta. Tokom elongacije polimeraza
razgraduje vezanu probu, razdvajajuci fluorescentni reporter od
prigusivaca (quencher), pa signal raste.

Cqg, ¢esto oznacen I kao Ct, predstavlja broj ciklusa u kojem
fluorescentni signal prede postavljeni prag iznad pozadinskog
signala.



Real Time PCR

o' Swab Collection e Collected specimen e RNA extraction

Nasopharangeal swab Specimen taken in viral Viral RNA was extracted from
was collected from the transport medium was deactivated virus in BSL-3 facility
suspected individual proceeded for RNA

- extraction 2 ‘-_I'E #

I: H._?ﬁ

o RT-qPCR o Results

Amplification of : Sample of positive
purified RNA was ' ' o SARS- CoV2 patients
done by qPCR L . \ LS LA crosses threshold

e

Cogeeps pots resrtenm (C1)




Sekvenciranje genoma

Sangerovo sekvenciranje - prekid sinteze DNK ugradnjom
didezoksinukleotida (ddNTP), wuz razdvajanje fragmenata
kapilarnom elektroforezom.

Primer for
replication

Strand to be sequenced

. . Primed DHA
Prepare four reaction mixtures,
include in each a different T%r
replication-stopping nucleotide

A

Replication ; products by
products of = & gel electrophoresis

Fgpan

Read seqence as
complement of bands
containing labeled strands




Rasprostranjenost mikroorganizama
Ljudi, zivotinje I biljke su
novopridosli stanovnici u svetu
mikroorganizama
Mikroorganizmi se nalaze svuda

R " — g T _"-‘:_,'-“;-_"-1-". -\-__-_..:._' Ry
Zemljiste R R
oo i

Voda
Vazduh

”Makrokolonije ” prokariota- ljudi,
Zivotinje, biljke
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Broj mikroorganizama u zemljistu

Kvalitet zemljista

Glina 200-800 miliona u gramu
Crnica 5 milijardi u gramu

Dubina
2,5cm
15 cm
50 cm
/5Ccm
1,50 cm

4 milijarde u gramu
2 milijarde u gramu
500 miliona u gramu
milion u gramu

100 bakterija



Vrste mikroorganizama

Bakterije — nitrifikujuce, azot fiksirajuce,
denitrifikujuce, arheabakterije, sumporne
bakterije...

Plesni, protozoe, alge, lisajevi

Biolosko kruzenje materija u prirodi- azot,
vodonik, sumpor, fosfor, ugljenik, kiseonik

Neophodne materije za sintezu organskih
jedinjenja




Patogene bakterije u zemljistu

Nije pogodna sredina za njihovo prezivljavanje

Srednje vreme

Salmonella Typhi

M. tuberculosis
Brucella spp.
Francisella tularensis

2-3 nedelje

13 nedelja

par dana -3 nedelje
10 dana

Maksimalno vreme

12 meseci
7/ meseci
2 meseca
2,5 mesecl



Spore u zemljiStu

Spore bakterija — dugo prezivljavaju
Faktor prenoSenja bolesti
Antraks, botulizam, gasni otoci, enterotoksemije

Spore gljivica
Mikoze - aspergiloza
Mikotoksikoze- fuzariotoksikoze, ergotizam
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Spore u zemljistu - Bacillus anthracis

Disease and host death

Inoculation Promotion of j /?\ Transmission to host
of sail " plant growth [[e ¢
CJ (] L () °9
N O o
° . N Y J8 A ([
N Y ¢ i Sporulation
. ‘. ) % (3 ’ h ..
< > )
‘l
Plant-microbe interactions




Mikroorganizmi u zemljiStu

Poplave mogu povecati rizik od antraksa i pojedinih
klostridijalnih bolesti.

Rizik je posebno znacajan U poznatim antraksnim distriktima i u
blizini starih mesta zakopavanja uginulih zivotinja.

Sustavac — C. chauvoei - poremecaj kontaminiranog zemljista
moze povecati izlozenost sporama, narocito kod mladih goveda.




Bacillus anthracis - antraks

WILDLIFE

Intermedlary hostNector
(Asymptomatic host)

HUMANS

HUMANS
p-123

540))
VIEENH;

LIVESTOCK __ - wiron e

v
Animal waste Exposure to O,




Mikroorganizmi u vodi

Kontaminacija vode otpadnim vodama- prisustvo
organskih materija

Nekontaminirane vode- mali broj- desetak m.o. u ml -
saprofiti iz zemljista, psihrofilni




Mikroorganizmi u vodi

Kontaminirane vode- otpadne vode I kanalizacija — tri
Zone

Polisaprobna malo O,, puno organskih materija
broj u 1 ml dostize milion 1 vise, koliformni

Mezosaprobna mineralizacija organskih materija
broj u 1 ml nekoliko stotina ili hiljada

Oligosaprobna — ¢ista voda - broj u ml nekoliko
desetina ili stotina



Patogene bakterije

Od presudnog znacaja
Stepen zagadenja vode

Spore su najotporniji bakterijski oblici u vodi, dok
medu nesporogenim bakterijama dugotrajno opstaju
narocito Vvrste prilagodene vodenim sredinama i zivotu
u biofilmu.

Prezivljavanje u vodama izvora, reka I bunara
Salmonella spp. 2 dana — 3 meseca
Leptospira spp. 7-150 dana
Vibrio cholerae ViSe meseci
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Kvalitet vode

Higijenska ispravnost vode — broj E.coli 1 srodnih bakterija
Indikator fekalnog zagadenja

Kolititar — najmanja koli¢ina vode (izrazena u ml) u
kojoj se nalazi 1 koli bakterija
Koliindeks — broj bakterija E.coli u 1 | vode



Kvalitet vode

Enterococcus faecalis
Indikator fekalnog zagadenja

\Voda

put prenosenja infekcije

Leptospira spp, enterobakterije...

Mors
Mi
Mi

Ka voda
Kroorganizmi - slana voda prebivaliste

Kroorganizmi - tolerisu salinitet



Kolera

Voda Je kod Kkolere prvenstveno sredstvo prenosenja
uzro¢nika — bakterije Vibrio cholerae.

Covek se inficira kada popije kontaminiranu vodu ili pojede
hranu koja je njome oprana ili pripremljena. Prenosenje je
fekalno-oralno: bakterije iz fecesa inficiranih osoba dospevaju
u vodu, a zatim preko usta u organizam drugog coveka.

Prema procenama koje navodi Svetska zdravstvena
organizacija (SZ0O), u svetu svake godine od kolere: oboli oko
1,34 miliona ljudi i umre oko 21.000-143.000 ljudi.



Mikroorganizmi u vazduhu

Vazduh nije pogodno prebivaliste & "
ni za jedan mikroorganizam
Do visine od 300-400 m

mikroorganizmi se nalaze na
cesticama prasine




Faktori koji uticu na broj mikroorganizama
u vazduhu

Visina na kojoj su obavljena ispitivanja

Mesto uzimanja uzorka - iznad zemlje viSe nego iznad
vodenih povrsina, naseljena mesta

Brzina I pravac vazdusnih strujanja

Koli¢ina padavina- suvo vreme prisustvo veceg broja
mikroorganizama u vazduhu

Prostor — zatvorene prostorije stale...
Klima uredaj ?



Patogeni mikroorganizmi u vazduhu

Aerosol

Dospevaju putem kapljica — infekcije organa za disanje
— kapljicna infekcija

Cestice prasine ...

Veli¢ina Cestice- “nosac¢ ” 10.000 do 100.000
mikroorganizama

Opasnost — veterinari, mikrobiolozi — kontakt sa
mikroorganizmima npr Brucella spp, Mycobacterium
tuberculosis

Arteficijalni put - Bacillus anthracis



Patogeni mikroorganizmi u vazduhu - Bacillus anthracis

Aum Sinrikjo (Aum Shinrikyo), japanska apokalipticna
sekta I teroristicka organizacija koju je predvodio Soko

Asahara.
Njeni clanovi su dolazili u Beograd,

posetili su Muzej

Nikole Tesle 1 proucavali njegove radove, trazeci ideje

ookuSala da 1zazove antraks u
Kameido.

Koje su zamisljali kao osnovu za razvoj oruzja.
Pokusaj bioloskog napada 1993. godine: grupa je

tokijskoj cCetvrti



Pet pisama sa sporama antraksa 18 septembar 2001
SAD -5 osoba umrlo + 17 inficirano

Bruce Edwards
Ivins



http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/9/9d/Bruce_Ivins_award_ceremony_crop.jpg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/9/9d/Bruce_Ivins_award_ceremony_crop.jpg

Mikroflora zivotinjskog organizma

Ukupno covek blizu 40 hiljada
milijardi mikroorganizama — 104

Vazna uloga u oCuvanju zdravlja
Kompetitiva inhibicija- efekat barijere
Stalni imunski podrazaj
Doprinos metabolickim procesima
Homeostaza

Neonatalne alimentarne

Infekcije




Holobiont

Holobiont je slozeni organizam koji se sastoji od
domacina zajedno sa svojim mikrobiomom (Margulis
1991).

Hologenom je spoj svih gena domacina sa svim
genima u njegovom mikrobiomu.

Broj bakterijskih ¢elija u ljudskom telu se procenjuje
na oko 38 hiljada milijardi, dok je procena za ljudske
¢elije oko 30 hiljada milijardi.

Broj bakterijskih gena se procenjuje na 2 miliona, 100
puta vise od priblizno 20.000 ljudskih gena.



Mikroflora koze

Koza- najveci organ
Intaktna koza- barijera koja sprecava prodor
mikrooranizama

Prisutan veliki broj saprofitskih ali | patogenih
mikroorganizama

Mogu biti prisutni stalno ili povremeno

Staphylococcus spp

Microsporum canis- macke asimpomatske
kliconose




Mikroflora digestivnog trakta PN

Broj mikroorganizama zavisi od dela digestivnog trakta
Debelo crevo 10 1> mikroorganizama u ml
Zeludac nekoliko stotina u ml
| u najnepovoljnijim uslovima postoje adaptirani
mikroorganizmi — Helicobacter pylori - ureaza
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Mikroflora tankih i1 debelih creva

Tanka creva — sprecavanje vezivanja
patogenih mikrooranizama — adherencija
| kolonizacija — antagonisticko delovanje

Lactobacillus bulgaricus
Debela creva — zivina 1 konj — sli¢na
uloga kao predzeludaca kod prezivara




Mikroflora tankih i1 debelih creva

Dominantni anaerobni mikroorganizmi i do 99,9% od
ukupnog broja
Bacteriodes, Eubacterium, Peptostreptococcus,
Lactobacillus — do 10 1°
Clostridium spp —do 10 ?
Ecol st

Upotreba antibiotika- bolesti Clostridium difficile



Mikroflora tankih i1 debelih creva

lleum

- Firmicutes/Bacillota Lactobacillus, Ligilactobacillus,
Limosilactobacillus, Streptococcus, Enterococcus

- Proteobacteria/Pseudomonadota Pseudomonas
- Bacteroidota Bacteroides, Barnesiella

Cekum

Firmicutes/Bacillota

Bacteroidota



Fekalna transplantacija

Fekalna transplantacija kod pasa, odnosno transplantacija
fekalne mikrobiote (FMT), predstavlja unosenje crevne
mikrobiote iz fecesa pazljivo odabranog, zdravog psa
davaoca u digestivni trakt psa primaoca.

Cilj je obnavljanje poremecene crevne mikrobne zajednice
— disbioze.

Za razliku od probiotika, koji obi¢no sadrze nekoliko
odabranih sojeva, FMT prenosi slozenu mikrobnu zajednicu,
zajedno sa njenim metabolitima 1 drugim sastojcima
fekalnog materijala.



Crevno-mozdana osa

Gut-brain axis predmet je intenzivnog istrazivanja u polju
neurologije, psihijatrije, gastroenterologije 1 mikrobiologije
Lactobacillus, Bifidobacterium, Escherichia 1 Bacillus, kao |
kvasnica Saccharomyces

Pilot studija - Bifidobacterium longum NCC3001 — depresija
kod ljudi

Bakterije mogu proizvoditi mnostvo neuroaktivnih supstanci,
kao Sto su dopamin, serotonin, gama-aminobuterna kiselina
(GABA), norepinefrin itd.



Crevno-mozdana osa

»

Created in BioRender.com bio




Crevno-mozdana osa

Central nervous system

brain gut microbiota axis Hypophysis

Adrenal glands

Vagus nerve .
g Enteric nervous system

Enteroendocrine cells

Gut microbiota




Gut microbiome

Microbiota gut-brain axis

¢ Metabolites
¢ Neurotransmitters
e Hormones

Immune system

Vagus nerve

Enteric nervous system

Neuroendocrine system

Circulatory system

Altered social behaviour
e Autism spectrum
disorder (ASD)
e Anxiety
¢ Depressive-like behavior

Physical performance
and motivation

Neurodegenerative
diseases




Healthy i Depressed

HPA axis HPA axis

Neural circuits Neural circuits

@ )\ £ .
@ o
Homeostasis Disruption

Immune system Immune system

e ® | . ® °%s
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,~~ Lifestyle N e LN \ " Inflammatory
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cytokines

Microbiota Microbiota
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Altered gut barrier




Mikroflora drugih sluznica

Respiratorni trakt

200-500 puta veca koli¢ina vazduha prilikom udisaja
nego ona kod izdisaja

4% bakterija stize do bronhija

Urogenitalni trakt

Vaginalna flora antagonisti¢ki na patogene
mikrooganizme

| promene u kvantitativnom odnosu mikroflore mogu
rezultirati infekcijom - disbioze



Mikroorganizmi u namirnicama animalnog
porekla

Saprofitski mikrooranizmi koji doprinose stvaranju
odredenih organoleptickih karakteristika proizvoda

Zrenje mesa
Fermentacija mesa, mleka

Patogeni mikroorganizmi
Infekcije — E.coli, Salmonella spp, Campylobacter spp
Intoksikacije — enterotoksin Staphylococcus vrsta, Bacillus

cereus
Toksoinfekcije — Clostridium botulinum



Gnotobiologija

Naucna disciplina koja se bavi 1izu¢avanjem biologije
organizama bez mikroorganizama
Cilj ispitivanja - patologija infektivnih bolesti, imunologija |
fiziologija

Monobioticke zivotinje — apsolutno sterilne

Dibioticke Zivotinje — sadrze 1 vrstu m.o.

Polibioticke Zivotinje — sadrze viSe od 1 vrste m.o.
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