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OAKYNTET BETEPUHAPCKE MEANLUUHE OBPA3AL -1 4
YHUBEP3UTETA Y BEOIPALlY

M3BELLUTAJ O OLEHU 3ABPLUEHE OOKTOPCKE OUCEPTALUWUJE
| NTOOALIU O KOMUCUJIN:

1. laTym 1 Ha3uB opraHa Koju je UMeHOBaoO KOMUCH]Y:

HactaBHo HaydyHo Behe ®akynTeTa BeTepuHapcke meauumHe, 179. cegHuua ogpXaHa
13.09.2017. roguHe.

2. CactaB KOMMCHje Ca HA3HAKOM MMEHa MU Npe3MMeHa CBaKor YnaHa, 3Bamba, Ha3usa
yXKe Hay4yHe obGnacTu 3a Kojy je usabpaH y 3asamwe, roguHoM usbopa y 3Bawe 1 Ha3mB
c¢hakynTeTa, ycTaHOBE Y KOjOj je 4naH KOMUCHje 3anoCheH:

1. [Op Comwa Papgojuuunh, pegoBHu npodecop, EnnsooTtuonoruja, 3apasHe G6onectu
XuBOTUMHA M OGonectn nyena u ceunonpersa, 2011. rogmHa, ®akynteT
BeTepuHapcke MeguuuHe YHuBepsuTeTa y beorpagy

2. [Op Mwupocnae Banuuh, pegosHu npodecop, Ennsootnonoruja, 3apasHe 6onectu
XuBoTMHA M OGomectn ndena u ceunonperba, 2010. rogmHa, ®akyntet
BeTepuHapcke MeguunHe YHuBepsuTeTa y beorpagy

3. [Op OywaH Muwwuh, BaHpeaHu npodyecop, Mukpobronornja ca umyHoONorujom,
2014. roguHa, ®akynTeT BeTepuHapcke MeguumHe YHmBepanTteTta y beorpaay

4. [Op Kasummnp MaTtoBuh, HayuHu capagHuk, 2014. rogmHa, Mukpobuornoruja ca
UMyHornorujom, BeTepmnHapcku cneumjanucTudkm MHCTUTYT KparbeBo

5. Op Nasap PaHuH, pepoBHuM npodecop, Mukpobuonorunja, 2006. roguHa,
MeguumHckn dakynTteT YHuBepauTeTa y beorpaay

I moAgAUM O KAHOUOATY:
1. Wwme, nme jegHor pogutersba, npe3nme:

Hartawa, O6bpag, Ctesuh
2. DaTtym poRemwa, onwTtnHa, Peny6nuka:

15. 09. 1984. roguHa, 3Be3napa, beorpag, Peny6nuka Cpbuja
3. DaTtym onbpaHe, MeCcTo M Ha3UB MarncTapcke Tese*:
4. Hay4yHa obnacrt 13 Koje je CTe4eHO akafeMCKO 3Bake Marmcrtpa Hayka*:
Il HACNOB OOKTOPCKE OUCEPTALIUJE:
»,AcnuTuBame Noy3paHOCTU CEPONOLIKUX, BAKTEPUONOLLKMX U MONEKyNnapHUX metoaa
y AvjarHocTuum 6pyuenose naca nsassaHe BpcTom Brucella canis®
IV NPEMMEQ OOKTOPCKE OAUMCEPTALWUJE (HaBecTu 6poj cTpaHa nornaerba, Cnuka,
wema, rpacdmkoHa u cn.): [Joktopcka gucepTauuja gunnomupaHor BetepuHapa Hatawe
CteBuh, HanucaHa je Ha yKynHO 87 cTpaHa KoMmMjyTepcku obpafeHor TekcTta u cagpxu
cnegeha nornaerba: YBopg (4 ctpade), MNMpernen nutepatype (16 ctpana), Lumb n 3agaum
uctpaxumBawa (2 ctpaHe), Matepujan n metoge (13 ctpaHa), Pesyntatn (27 ctpaHa),
Ouckycuja (13 ctpaHa), 3akbyyumn (2 ctpaHe), Jlutepatypa (10 ctpaHa). Ha noyetky ce
Hanasu 3axBanHuua, KpaTak cagpXaj Ha CPrCcKOM M EHINEeCKOM je3uKy Kao W Caapxaj
OOKTOpCKe AucepTauuje, OOK ce Ha Kpajy Hamnase usjaBe u Guorpadwmja kaHgupaTa. Pag je
OOKyMeHTOBaH ca 27 Tabena (no jegHa y nornaerby lNperneg nutepatype u Matepwjan u
meTode u 25 tabena y nornaerby Pesyntartu), 9 rpadmkoHa u 6 cnvka. Cnucak nuteparype
ynHe 103 Gubnwuorpacdpcke jeanHuue oA Kojux je HajcTapuja nybnukosaHa 1966. roguHe, a
HajHoBuWja 2016. roguHe.

V  BPEOHOBAHE NOJEOUHUX OENOBA OOKTOPCKE OUCEPTALUWUJE (paTtu kpaTtak
onuc cBakor nornaBrba guceprauuje: yBoaa, nperneaa nutepaType, Uurba v 3agaTtaka
UcTpaxuBawa, matepujan U metoaa, pesyntarta, AUCKycuje, cnucka pedepeHuun): Y
nornaerby YBoA, kaHauaaT HaBoau Aa je Opyuenosa msassaHa BpcTom Brucella canis (B.
canis) ©OomnecT npeBacxogHO naca, anvM W Jbyau W da  Npunaga  Knacu4yHUM
aHTpono3ooHo3ama. Kao kocmononutcko oborberwe, OpyLenosa naca je peructpoBaHa y
BENMKOM Opojy 3emarba LUMPOM CBeTa, ykibydyjyhn n Penybnuky Cpbujy. Kao cnobogHe oa
nHpekunje nsaspaHe H6akrtepujom B. canis 3a caga ce geknapuwy camo Ayctpanuja u Hosu
3enaHa. Y3poyHuk Bpyuenose naca kao u octanu unaHosu poga Brucella, dakyntaTusHo je
WHTpauenynapHa OakTepuja koja uMma TponuM3am 3a MOHOLUWUTHO-MakpodarHu CUCTEM, U
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nocebHO 3a penpoayKTUBHE opraHe npumapHux gomahuHa. Y criyyajy MHdekumje rpaBugHmnx
XvBoTuha, B. canis ognasu y ytepyc u nnaueHTy, a o nobavaja yrmaBHOM gonasv npej
Kpaj rpasuguteta. M3 TOr pasnora, WHUUUpaHe rpaBuaHE XUBOTUHE Cy Hajuyewhe
CepornoLIK/ HeraTuBHe cBe A0 npepn nobavaj c 063MpoM Ha TO a ce Y3POUHUK He 3agpxasa y
KPBOTOKY, Na M3oCTaje cTBapare cneumdudHmux aHtutena. Kog myxjaka, rmaBHe KIUHUYKE
MaHudecTaumje cy opxutnc un ennaunaumutuc. Kog xuBotuhwa oba nona nojaBrbyje ce
numdageHnTUC, kKao 1 NpoOMeHe Ha KocTuma U 3rnobosuma, o4nMma M LEHTPaNHOM HEPBHOM
cuctemy. Mnak, Benuku 6poj nHpuMLmMpaHux naca He nokasyje Buarome cumntome 6onectu,
na 4yak HM 3HayajHuje NoBULLIEH-e TenecHe TemnepaTtype, WTO OnakLaBa Lwupewe bonectu n
oApxaBake UHeKLNje Koa npuMapHuUX goMmahumHa.

3a pas3nuky oa kaTeropuwja naca Koje Cy noA Hafg3opoM BracHuKa M BeTepuHapa,
cywTunHckn Behu npobnem npencTaBrbajy HEBMACHUYKM MCUM, O 4Yemy rosope u OpojHa
UCTpaxkupama cnpoBegeHa y 3emrbama JlatuHcke Amepuke n Asuje y Kojuma je npobnem
HanyLWwTeHNX naca ctanHo HapacTajyha m Tewko pewwuBa npenpeka. [1pobnem GpojHOCTM
HEeBaCHWYKMX Naca 3aje4HUYKN je 3a CBe eKOHOMCKWN Hepa3BujeHe 3eMIbe Y KojuMa ca gpyre
cTpaHe, xumBu BehnHa cBeTCcKOr cTaHOBHUWITBA. [locMaTpaHo M3 yrna jaBHoOr 3gpaerba, OBa
BpcTa Opyuena nma HeCcyMwMBO MHOro Behu 3Havaj ¢ 063uMpom Ha TO ga ce 36or nowmx
yCnoBa XvBOTa W HegocTaTka ageksaTHe 3gpaBcTBeHe 3awTuTe, BehrHa obonenux reyam u
He peructpyje. Mepe koje ce npegy3vnmajy 3a KOHTPOMy W €BEHTyanHo epagukauujy ose
bonecTtn, Bapupajy o4 3emrbe A0 3emibe. Y3 u3abpaH HaumH KOHTpone u cysbujama
Opyuenose naca, Benuku npobrnem npeacTaerbajy M JOCTyNHE MeTode AujarHoctuke. Kao
jeanHa noysgaHa MeToda, u3dBaja ce u3onaumja Oaktepuja, Koja ce Yy  PYTUHCKO]
AvjarHocTUUM yrnaBHOM He cnpoBoAW. Ha HUCKy oceTrbuMBOCT MeToge m3onauuje, Hajyewhe
yTUYy KBaAnNUTET M BpCTa AOCTYMHUX y30paka, nabopaTtopujcku KanauuteTu, ann n UCKycTBO U
06y4yeHOCT ocobrba kao M BEnuKM pusnk of UHdekuumja nabopartopumjckor ocobrba no kojuma
je pag ca kyntypama 6pyuena nosHat. Micnutreare y3opaka NnopekrnioMm of BNacHWYKMX naca
YecTo je oTexaHo yBohewem aHTMOUOTCKE Tepanuje M Npe NocTaBrbaka TayHe AujarHose.
36or cBera HaBefgeHor, y AuvjarHoctuumM ose Bomnectu ce Hajuewhe KopucTe CeporioLlke
meTode. 3a Ty cBpxy, 360r aHTUreHcke cneundgryHOCTM OBE BPCTE, HEOMXOAHO je KOPUCTUTH
XOMOTUMCKM aHTUreH 3aTo WTOo yobuyajeHuM TecToBuUMa 3a AeTekuujy aHTuTena npoTvs
octanux S BpcTa Gpyuena Huje moryhe yCTaHOBUTW CEPOSOLLKMA MO3UTUBHE jednHKe Ha B.
canis. Mann ,komepuujanHu® 3Hava] oBe Oonectn, ycnoeBrbaBa [a Ha TPXUWTY
ONjarHOCTUYKMX TEeCTOBA rOTOBO M HEMA OHMX KOjU CYy HaMeHEeHU AujarHocTuum Opyuenose
naca. Takohe je BaXXHO HarnacuTu ga Cy CBU CEPOJIOLIKN TECTOBM HEMOy3AaHW TOKOM MpPBUX
Mecel AaHa HaKkoH nHdUUMpakwa. HakoH Tora, y cepymy ce ogpxaBa periaTMBHO BUCOK TUTap
aHTMTEena, Koju no npecrtaHky OakTepujeMuje ornaga M MEpPSbMB je Yy PasfuuuTo AYyrom
BPEMEHCKOM nepuogy.

Hanpegak Hayke M nocebGHO npumeHa naH4yaHe peakuuwje nonumepase (PCR-
polymerase chain reaction) Ha norby AujarHOCTMKE WHGEKTMBHUX Oonectn cy JoBenu Oo
peBonyuUMoOHapHOr HanpeTka, ckpahyjyhu Bpeme u nosehaBajyhu LwaHCy 3a OTKpuBahe
XMBOTUHA Yy paHuM asama uHdekumje. M3 TOor pasrnora, y OKBMPY OBE [OKTOPCKe
avcepTtaumje mncnutaHa je n moryhHocT npumeHe Bruce-ladder multiplex PCR meTtoge vy
TecTupamy KNMHUYKOr MaTepujana nopekniom og naca.

Kako norpelwHo nocTaBrbeHa AuvjarHosa, OwWno naxHO HeratMBHa WM NaXHO
no3uTMBHA, MMa 3Ha4vajHe nocrneguue 3a fce, anu u rbyge, yHanpehewe OujarHoCTMKe OBe
HonecTn je 6O UMNepaTNB CNPOBEAEHOT NCMUTUBAH-A.

Y nornaerby lMpernep nutepatype, KaHAuMAaT y Bue MNOTMOMMaBiba oOMucyje
HajBaXkHMje acnekTe 6pyuernose naca. Ha noyeTtky, onucyjyhm kapaktepucTtuke poga Brucella,
yKka3yje M Ha 3Ha4yajaH Hanpedak y WCTpaxuBaky Opyuenose, kao M KapakTepucTuke
HOBOOTKpMBEHUX BpcTa: B. microti, B. innopinata, B. papionis n B. vulpis, n13Bope wu
noTeHuunjanHe npumapHe gomahuHe. Nopen nctopujara, onucaHe Cy OnwTe KapakTepucTuke
Opyuenose naca, Ha4YMHM U3ny4mBaka GakTepuja U3 MHMULMPAHOr OpraHu3Ma Kao 1 nyTeBun
MpeHoLlera, NatoreHesa, MMyHCKM OAroBOP, KNMHUYKA Crivka, Tepanuja, natoMopdonoLlKke un
NaTOXMCTOSOLLKE MPOMEHEe Koje HacTajy kao nocrneguua mHdekuuje OBOM BPCTOM, Kao U
paluMpeHocT GonecTu y CBeTY. Y OBOM NOrNaesby, AeTarbHo je obpafeHa nutepartypa koja ce
6aBu gujarHocTnkom 6onecTtn. Cepornollke MeTofe Koje ce faHac Hajuyewwhe kopucTe cy 6pau
arnyTuMHauuoHn TecT ca u 6e3 2-mepkantoeTtaHona (2-ME), TecT crnope arnytuHauuje y
enpyBetn (TAT-Tube agglutination test) ca n 6e3 2-ME, arap ren nmyHogudysmnja (AGID),
nmyHoeHaumckn, ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) TecToBu Kao U MHAMPEKTHA
nmyHodnyopecueHuumja. OnucaHe cy U MeTofe KnacuyHe GakTtepuoriormje u morekynapHe
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mMeTode. HaBoau ce ga notewkohe y hopmynaumjy n Tymaderwy pesynraTta HacTajy 3aTo LTO
B. canis uma cnvyHe unu uOeHTUYHE aHTUreHcke AeTtepMuHaHTe henujckor 3mga kao u
6pojHe gpyre pam HeraTuBHe GakTepuje. TakBe KapakTepPUCTUKE aHTUreHcke CTpykType B.
canis goBsoge [0 MnojaBe yHaKpCHE pPeakTUBHOCTU U MojaBe NaXkHO MO3UTUBHUX pesynTaTta. Y3
TO, NpUNpema aHTUreHa 3a AujarHOCTUYKE TECTOBE je CroXeHa M 3axTeBHa 36or uspasute
MyKOMAHOCTU B. canis koja ce ucnorbaBa HakOH HEKONMMKO AaHa WHKybauuje. 36or oBe
jeanHCTBEHE  KapakTepucTuke 'y poay bpyuena, ©Oaktepumje nokasyjy OCOOMHY
ayToarnytuHauuje y pmanonoLkom pacTteopy. B. canis uBpcTo agxepvpa 3a arap unuv ctesapa
MYKOMAHM Tamnor y TeyHum nognorama uuvjy je pH Hwxm opg 7,0. 36or HenocTojaka
CTaHOapAM30BaHWX TECTOBa W MPOTOKOMa, Kao HW reHepanHor ctaBa O HajnpuknagHujem
TecTy, nabopartopuje YecTto geduHULLY concTBeHe kputepujyme. MNpumepa pagu, Ayctpanuja
Kao 3emsba criobogHa og oBe GonecTu, 3axteBa HeraTmBaH 2-ME TAT kop yBO3a naca Ha
cBOjy Teputopujy. M3 Tor pasnora, umrb OBe [OOKTOPCKe Auceptauuje obyxBaTuo je
yHanpefewe gujarHoCTMKe MPUMEHOM MPENOpPYYEHMX M HOBMX, COMCTBEHO MPUNPEMIbEHUX
TecToBa.

Kangupat nocebHo Harnawaea pga y Penybnuum Cpbuju noctoju  3akoHcka
perynatuBa Koja Hamaxe MOCTynakwe y CryvajeBMMa gujarHocTukoBaka OpylLenose naca.
Mpema unany 9. MNpaBunHuka o HadmHy cnposofiewa Mepa 3a cy3bujare M UCKopernBaHe
Opyuenose roeeda, oBaua, Ko3a, ceuwa M naca (,Cn. rmacHuk PCY 6p. 36 oag 22. anpuna
2005.), ,yKonuko ce koA naca npumeHom 6p3ux meToda u Cropor arfyTMHaUMOHOr TecTa ca
2-MepKanToeTaHoNoOM WM M3onauujom y3podHuka, yTBpau Opyuenosa (Brucella canis),
obaBe3Ha je kacTpaLmja OQHOCHO OBapuUoOXncTepeKkToMmja u nevere obonenmx XmBoTumwa"“.

Lums mncTpaxmBawa OBe [JOKTOpcKke AucepTauuje je 6uo nopeherwe pesyntata
OOOVjeHUX NPMMEHOM  COMCTBEHO MNPUMPEMIbLEHMX  CEPOJIOLIKMX  TecToBa  CMopor
arnytMHaumoHor u ELISA Tecta ca pesyntatuma KnacuyHor OakTepuosiowwKor W
MOJSIEKyNapHOr UcnuMTMBakba METOO4OM flaHyaHe peakuunje nonumepase (Bruce-ladder
multiplex PCR) y unrby npoueHe OCeTIbMBOCTU U CneunduyHOCTN, OAHOCHO MOY34aHOCTU
TPU AWjarHoCTMYKa MpoToKorna kKoje je Moryhe KOpuCTUTM Yy PYTUHCKOj AujarHoCTUUM
Opyuenose naca. 3a ocTBapvBake MNOCTABIbEHUX UUIbeBa AeUHUCAHM Cy M 3ajaum
UCTpaxxuBama:

1. Tpukynrbatbe mMaTtepujana Nopekrom Of >KMBOTWHA, KPB U PEMPOAYKTUBHW OpraHu
y3eTW HaKOH CTepunusauuje HeBNacHUYKNX naca.

2. O6papa npuKkynrbeHOr maTtepujana-ofBajake KPBHUX CepymMa W XOMOreHusauuja
TKnBa y anapaty Bag Mixer 400 P (Interscience, France).

3. YMHOxaBahe pedepeHTHOr coja B. canis RM 6/66 y uurby npunpeme aHTureHa 3a
n3Bofhere CeponoLLKnx peakuuja.

4. Tlpunpema vn Banugaumja cnopor arnyTnuHaumoHor Tecta y enpysetu (TAT).
Mpunpema 1 Banugauuja MHOMPEKTHOTr UMYHOEH3UMcKor TecTa-ELISA.

6. CeponoLKo UCNUTMBame MPUKYNIbEHNX KPBHUX CEpyMa NpUNpeMIbeHNM TeCcToBMMa
TAT v uHaupexTHa ELISA.

7. bBakTepuornoLwKo ucnutMBawe XOMOreHu3aTa TKMBa Ha cneuujanHoM CeNnekTUBHOM
6udpasHom KactaHena meanjymy y Lumrby eBeHTyanHe usonauuje B. canis.

8. WcnuTtmBare nsonara knacm4yHMM BakTepuonoLwwKMM TEXHMKaMa 40 SOCTYMHOTN H1MBOA
naeHtTudvkaumje y3 n3Boherwe Tecta pe3ncTeHumje Ha TUOHUH U 6asHKU OYKCUH, Mo
onvcaHoj npoueaypu.

9. Ekctpakuvja monekyna [OHK wn3 pgobujeHnx wusonata Kao M CcycreHsuje TKuBa
penpoayKTMBHUX OpraHa.

10. M3Bohewe Bruce-ladder multiplex PCR meToge no onucaHoj npoueaypu ca
oarosapajyhum npajmepuma.

11. Cratuctnyka obpaga [obujeHux pesynrarta-nopehewe pesynrata [oOOWjeHMX
TECTMpPameM Yy30paka KPBHUX CepyMa M TKMBA CEPOSIOLIKUM, OaKTEpUMOSNOLLKUM U
MOMEeKynapHUM metogama.
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Y nornaesrby Matepmjan M metoae HaBoau ce Oda Cy Y30puM 3a UCNUTMBaHE
NPUKyNibeHN NPUNMKOM cripoBoherwa cTepunusauuje naca y oksupy CrpaTervje pelsaBara
npobrema HeBNacHMYKUX Maca M mMadvaka Ha Teputopuju rpaga beorpaga (Cn. nvct rpaga
Beorpaga 6p. 37/2011). Y3opum KpBK, TKMBa yTepyca M TecTuca y3umaHu cy Yy cknagy ca
A03BOMoM Ynpase 3a BeTepuHy MuHuctapcTsa norbonpuspeae u 3altuTe X1BOTHE cpeauHe
Penybnuke Cpbuje pewene 6poj 323-07-03455/2015-05/1. Y cknagy ca npuHUunuma
CTtpareruvje, HakoH cTepunu3auuje 1 onopaska, CBe XMBOTUHE Cy BpaheHe Ha nokauuje ca
Kojux cy ysete. CakynrbeH je matepujan of 225 HeBnacHWYkuMx naca v 1o 145 xeHkn n 80
MyXjaka. 3a ceporowka MWCnMTMBawa KPB je Yy3uMaHa MyHKuMjom venae cephalicae
antebrachii. HakoH cnoHTaHe koarynaumje, KpBHW CepyM je oaBajaH 1 YyBaH OO obpaje Ha -
20 °C. KpBHu cepymu cy Tectupanm metogom 2-ME TAT n nHgnpektHnm ELISA TecTtoBuma.
3a bakTepuonollka 1 MornekynapHa ucnutMBaka npaBribeHa je CycneHsumja TKMBa yTepyca U
TecTuca y (pM3MOmnOLWKOM pacTBopy y ogHocy 1:2. TkumBa Cy XOMOreHusoBaHa y ctomaxepy
Bag Mixer 400 P (Interscience, France). XoMoreHn3oBaH martepujan je HakoH cunTtpauuje
JerbeH Ha [Ba fena oA Kojux je jegaH kopuwheH 3a GakTepuornolwka, a gpyrm 3a
MonekynapHa ucnutusara. Matepujan je YyBaH Ha Temnepatypu og -20 °C oo ucnutmeama.
Y cBe AuvjarHoCTuyKe npouedype YKibydeHe Cy MO3WTMBHa M HeratMBHa KoHTpona. Kao
MO3UTVMBHA KOHTPONa y CEpOSOWKUM TECTOBMMA, KOpUWhEH je cepym CUrypHO NO3UTUBHOT
nca m3 Kora je m3onoBaHa B. canis wto je BepudumkoBaHo y pedepeHTHoj OIE (World
Organisation for Animal Health) nabopatopuju y ®paHuyckoj (AFSSA-Agence Francaise de
sécurité sanitaire des aliments). Tutap aHTUTEena CUrypHO MO3MTUBHOI CeEpyMa je HaKOoH
nnodpunmsaumje mnsHocno 1/3200 (2-ME TAT). Kao HeraTMBHE KOHTPONie y3eTu Cy Cepymu
CUrypHO 34paBuWX BMACHWYKUX Maca npe noriHe 3penocTtu, y yspacty og 6 meceuu. Kao
Nno3nTMBHA KOHTporna 3a u3onauujy 6akrepuja kao n nssohewe Bruce-ladder multiplex PCR
mMeToae, kopuwheHu cy pedepeHTHU coj B. canis RM 6/66, nsonat B. canis SR-1 u n3onat B.
suis WS 1 (csu BepudmkoBaHn y OIE nabopatopujm AFSSA, ®paHuycka, 2004.). Y
npunpemMu aHTUreHa 3a copmynawmjy ceporsoLKMx TecTtoBa KopuwheH je pedepeHTHN coj B.
canis RM 6/66. AHTureH 3a 2-ME TAT npunpemaH je y cknagy ca npenopykama y
nuTepatypu. 3a ymHOXaBahe bakTtepuja kopuwheHe cy Roux 6oue, a HakoH MHKyBupara u
cnvpawa 6akTepujcknx KornoHwuja, paheH je [OBOCTPYKM CUCTEM KOHTpOne: KOHTpona
CTEPWMHOCTU U KOHTPONa MHaKTMBaLUMje HakoH TepMuyke obpage cycneHsunje baktepuja Ha
70 °C TokoM jemHor caTa. baktepuje cy mncnmpaHe 3x ueHTpudyrmpawem Ha 1000xg 30
MUHYTa; HaKOH nofellaBara MakoBaHe hernujcke 3anpemuHe, NpUNpeMrbeHn aHTUreH 3a
n3Bohewe TecTa cnope arnytuHauuwje 4vyBaH je Ha 4 °C po ynotpebe. KpBHu cepymu
ucnutaHn cy metogom 2-ME TAT y paspehewuma 1/50, 1/100 u 1/200, y cknagy ca
npenopykama. Paspehewa cy npasrbeHa y 3,5% pactBopy NaCl y3 gogatak dopmanuH
dusmnonowukor pacteopa ca 2-ME «koju kao gucyndwump peaykyjyhm areHc pasapa IgM u
nosehaea cneunduyHocT Tecta. Peakumja ce ogsujana Ha TemnepaTtypu o 37 °C, a
pes3yntatm Cy ouuMTaBaHuW [OBOKpaTHO, nocne 24 un 48 yacosa. Kao nosutmBHa peakuuja
O3Ha4yaBaHa je OHa Yy KOjoj je 4oLno A0 MOTnyHor pasbucTpaBarwa TEYHOCTU U hopmMuparsa
Tanora Ha gHy enpyseTe y paspehery 1/200.

Y3rajawe Gaktepuja 3a npunpemy ELISA TecTa BpLUEHO je Ha MAEHTMYAH HA4MH.
KonoHuje 6Gaktepuja cy cnupaHe CTepunHuM U3MONOLWKMM pacTBOpoM. bakTepujcka
cycneHsuja je ucnpaHa 3X CTepuUriHUM U3MONOLIKMM pPacTBOPOM, UeHTpudyrmpaHa Ha
2000xg 30 wmwuHyTa. JepaH fpeo Oakrepujckor Tanora je pecycneHgoBaH Yy CTepUIHOj
JecTunosaHoj BoAW M ayToknasupaH Ha 121 °C noa npuTuckom of jeaHe atmocdepe 30
MWHYTa, Na je Tako JoOujeH aHTUreH ekcTpaxoBaH TonnoTom. Opyru aeo 6akrepujckor Tasnora
pecycneHoBaH y CTEpPUIHOj AeCTUNoOBaHOj BoAU je Ae3uHTerpucaH y3 nomoh yntpasBydHe
coHe anapata Bandelin Sonoplus HD 2070 y Toky 30 muHyTa (cHara 70 W, kanauuteT 70%).
Ha onvcaHn HaunH JOoBWjeH je aHTUreH ekCTpaxoBaH yNTpa3BykoM. 3aTum cy cycneHsuje oba
aHTUreHa ueHTpudyrmpaHe 30 mMuHyTa Ha 10000xg, a noToMm je OobujeHWM cynepHaTaHT
oABajaH ¥ guvjanu3oBaH y AgecTturnoBaHoj Boan 48 YacoBa Ha 4 °C y3 KOHCTAHTHO Mellame.
Ovjannsa gobujeHnx aHTUreHa BpLUEHA je y uenyno3HuMm upesBuma BenuumHe nopa 6000 go
8000 Da (ZelluTrans, Roth, Germany). KoHueHTpauuja npoTeuMHa Yy aHTUreHuma
npunNpemMrbEHMM Ha OnucaHe HaudunHe, ofpefheHa je CcnekTpooTOMEeTpujCK1, MeToaoM Mo
Lowry-y (www.ruf.rice.edu) (CECIL CE 2021). 3a KoHCTpyucawe KanubpauuoHe Kpvse
kopuwheH je ctaHgapg BSA (Bovine serum albumine) koHueHTpauuje 1 mg/ml, a cagpxaj
npotenHa y ysopumma ogpeheH je y3 nomoh jegHaumHe npase: y=0,07527+0,46485x.
EnektpodopeTcka aHanusa aHTUreHa u3BefdeHa je y peaykTuBHuM ycrnoBuMa Ha 12,5%
nonuakpunammgHom reny y TRIS-rnuuyuHckom nydepy y npucyctsy SDS (MINI VE



OCo~NoOUITRhrWNE

HOEFFER, LKB, 2117, Bromma, Uppsala Sweden). Enektpodopesa je nssoheHa y tpajary
oA 30 muHyTa, HanoHy og 80 V, u 60 muHyTta Ha 200 V. Mo 3aBpLleHOj enekTpodopesn U
dukcupamy, renosu cy obojeHn 6ojom Coomassie Brilliant blue R250 (Sigma Aldrich, USA), a
OEH3UTOMETpMja NPOTEMHCKMX Tpaka u3BpLleHa y nporpamckom nakety TotalLab Tl 120 i Sci
Image 7.0, Origin 6.0. Pe3yntaTtM cy npukasaHuM Yy MNPOLEHTMMA Yy OAHOCY Ha YKYMHY
KOHUEeHTpauujy npoterHa. Y umrby oapehrBara MOMNEKyncknux maca nojeamHuX nNpoTeNHCKNX
dpakumja, KOHCTpyucaH je baxgapHu amjarpam 3aBUCHOCTU florapMTMa MOMEKYMCKMX maca
(logMr) mapkepa npoteunHa (ctaHgapg 10 do 250 kDa) (Thermo Scientific, USA) n wuxoBe
MOKPETIbMBOCTM Ha nonuakpunamuaHom reny. WspadyHaBake je M3BPLUEHO Ha OCHOBY
jedHaymHe npase: y=2,11747-1,15413x, r=-0,99304.

OnTumanHa KOHUeHTpauuja aHTureHa 3a uHaupektHu ELISA TecT, paspehene
CUrypHO MO3UTMBHOI cepyma U aHTuncehux aHTuTena KokwyroBaHux nepokcugasom (Anti-dog
IgG whole molecule-Peroxidase antibody produces in rabbit, Sigma Aldrich, USA) ogpeheHn
cy wax Tutpauujom. 3a ob6a aHTMreHa TecTupaHe Cy KOHUeHTpauuje npotemHa og 10 pug/ml, 1
pg/ml, 0,1 pg/ml n 0,01 pg/ml, paspehewa nos3utuBHOr cepyma og 1/200, 1/400, 1/800 wn
1/1600, 1 KowyroBaHux aHTUTENa y paspehewy og 1/20000 mn 1/25000. Kao koHayHe, y3eTe
Cy OHe BPedHOCTU KOA KOjUX je oumTaHa HajBuwa BpegHocT onTuyke ryctuHe OD (Optical
density OD;4s0).

OntumanHa paspeherwa aHTUreHa y kapboHaT OGukapboHaTHoM nydepy pH 9,6
(Sigma Aldrich, USA) HaHoweHa cy Ha nonuctupeHcke NUNC (Nunc-Immuno Plate MaxiSorp
Surface, Denmark) nnove ca 96 6yHapunha u paBHMM gHOM. HakoH nHkyGaumje npeko Hohwu
Ha 4 °C, n ucnupama docdatHum cnaHmm nydpepom pH 7,2 ca gogatkom 0,05% Tween 20
(Sigma Aldrich, USA) (PBS-T), HeBe3aHa mecTa y 6yHapunhuma cy 6nokvpaHa ca 5% BSA
(Bovine serum albumin, Sigma Aldrich, USA) y PBS-T Tokom Hohu Ha 4 °C. Tako
nNpuNpeMrbeHe Mrno4Ye Ccy Ce KOpUCTWUNE 3a TecTupakwe wucnutyjyhux cepyma. [lpe
nucnmTmMBaka, cepymu cy Tpetupanu ca 2-ME npeko Hohu. Paspeherwa ncnutyjyhmux cepyma
oa 1/200 npaerbeHa cy y 1% BSA y PBS-T. CBu cepymu cy ucnutaHu y Tpunnukarty. HakoH
nHkybauuje og 60 muHyTa Ha 37 °C, nno4ye cy ucnupaHe, a 3aTuM je JoAaBaHO CEKyHOApHO
aHTUTeno y paspeheny 1/25000 y PBS-T. HakoH uHkybauuje of jegHor cata Ha 37 °C u
ucnupawa, gopgasaH je TMB cynctpat u nocne 15 muHyta uHKyBauuje Ha COGHO]
TemnepaTypu u 3awTtuheHa of cBeTna, peakumja je ctonupaHa popaBawem 2M H,SOg.
Peakuuja, ogHOCHO onTu4ka ryctmHa, ouMtaBaHa je Ha anapaTy Thermo Scientific na 450 nm
(Thermo Fisher Scientific, USA). NpaHnyHa BpegHocT-cut off ogpehuBaHa je Ha ocHoBy 36upa

cpear-e BPeaHOCTV M Tpu ctaHaapaHe aesuwjaumje (cut off= X +3SD, npu uvemy je: X -
cpeara BpedHocT onTuyke ryctuHe 30 HeraTuBHUX cepyma, SD-ctaHgoapaHa aeswujauuja).
KoeduumjeHt Bapujaumje (CV) mspadyHaT je Ha OCHOBY cpefre BpPeaHOCTW HeraTuBHOr
cepyma TeCcTMpaHor y Tpunnukaty Kpo3 cefam noHaerbawa. CBM y30puUM KOjU cy umanu
BpegHocT OD y oncery cut off = CV, noHOBO cy TecTMpaHu.

3a n3onauujy B. canis 13 penpogykTnBHUX opraHa kopuwheH je 6udasum KactaHena
Meavjym. 3a u3onauuvjy je kopuwheH TpunTo3Hm arap u 6yjoH (Topnak, Cpbuja) ca
cenektuBHuM Brucella gogaTtkom (Brucella Selective Supplement, Oxoid, UK). MNMognore ca
3acejaHnM y3opuuma, MHKybupaHe cy y aepobHum ycnosuma Ha 37 °C (Thermo Fisher
Scientific, USA), y Tpajawy og 10 gaHa. V3onoBaHe GakTepuje cy naeHtudukoBaHe Ha
OCHOBY MOPONOLLKNX, DMOXEMUCKUX M CEPONOLLKUX KapakTepucTuka. 3a maeHTudukauujy
cy kopuvwheHn Op3a arnyTuHauuja Ha nnoYuum ca CUrypHO MO3UTUBHUM CEPYMOM,
arnyTvHauuwja ca akpudnasuHoMm (Sigma-Aldrich, USA), katanasa TecT, ypeasa TecT Ha
Christensen nognoan (Topnak, Cpbuja), TeCT pe3ucTeHuuje Ha TUOHWH U 6asHu pyKCuH
(Sigma-Aldrich, USA), TecT npoaykuumje H,S kao un APl 20 NE (bioMerieux, France).

IOHK un3 xomoreHusata TkuMBa yTepyca M TeCcTMCa Kao M M30NOBaHMX BGaKTepujcKnx
KynTypa, ekcTpaxoBaHa je nomohy koMepuujanHor kuta za ekctpakuunjy GeneJET Genomic
DNA Purification Kit (Thermo Scientific, USA) no ynyTctBy npousBofada, nakoBaHa Yy
Eppendorf mmukpoTy6e 1 yyBaHa Ha -20 °C po ynotpebe. KopuwheH je Bruce-ladder multiplex
PCR. HakoH npenumunHapHux ucnutuBawa, y PCR mewasuHy je gopaBaHa 10x Beha
konnuuHa ekcTtpaxoBaHe [OHK, a konuuumHa ykynHe PCR MewasuHe je usHocuna 50 pl.
KopuwheHu npajvepn HaBegeHn y Tabenun 1 popmaBaHu cy y PCR cmelwly y KOHa4HO]
KoHUeHTpauuju og 0,25 pmol/ul. ®nHanHa koHueHTpaumja dNTP (Thermo Scientific, USA)
usHocuna je 0,4 mM. Taq nonumepasa (Thermo Scientific, USA) je fogasaHa y KonuunHu o4
0,5 pl. Mporpam nssohewa PCR peakuunje 00yxBaTno je: nHnumjanHy geHatypaumjy Ha 95 °C,
7 MnHyTa npaheHy ca 25 uyuknyca geHatypauuvje TemnnaTta Ha Temnepartypama 95 °C, 35
cekyHau, annealing Ha 64 °C, 45 cekyHOM 1 eKCcTeH3uja npajmepa Ha 72 °C, 180 cekyHaw, a
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3aTuM brHanHa ekcTeHsuja Ha 72 °C, 6 muHyTa. Busyanusaumja godumjeHnx PCR npogykara,
BpLWEHa je MpMMEHOM METOA4E XOpM3OHTanHe enektpodopese y araposHom reny
KoHueHTpauuje 1% (Serva, Germany) ca gogatkom 6oje Midori Green DNA Stain (NIPPON
Genetics EUROPE GmbH) y kpajwoj koHueHTpaumju og 1%. Kao nosuTuBHa KOHTpona,
nopea HaBedeHux cojeBa 1 BpcTa bpyuena kopuwwheH je n mapkep AHK Mass ruler DNK 100
bp ladder (Thermo Scientific, USA). No3anTnBHuM je cMaTpaHa nojaea LecT (0O4CYCTBO Tpake
ayxuHe 794 bp), ogHocHO cepam Tpaka cnegehux ayxunHa: 1682, 1071, 794, 587, 450, 272 n
152 bp.
Tabena 1. Npajmepun kopuwhenun y Bruce-ladder multiplex PCR

Mpajmepun CekBeHUa LUnrbHu reH
BMEI0998f ATC CTATTG CCC CGA TAA GG Mnko3un TpaHcepasa
BMEI0997r GCT TCG CAT TTT CAC TGT AGC reH wbo A
BMEIO535f GCG CATTCT TCG GTT ATG AA MMyHOOOMMHaAHTaH aHTUrEH,
BMEIO536r CGC AGG CGA AAA CAG CTATAA reH bp26

MpoTenH cnorbalixe
BMEII0843f TTT ACA CAG GCA ATC CAG CA

mMembpaHe,
BMEII0844r GCG TCCAGT TGT TGT TGA TG
reH omp31
BMEI1436f ACG CAG ACG ACC TTC GGT AT
MNonucaxapuaHa geaueTtunasa
BMEI1435r TTT ATC CAT CGC CCT GTC AC
'eH 3a kaTabonusam
BMEII0428f GCC GCT ATT ATG TGG ACT GG eputpuTona
BMEI10428r AAT GACTTC ACG GTC GTT CG reH ery C (Deritruloza-1-
fosfatdehidrogenaza)
BRO0953f GGA ACACTACGC CACCTT GT [poTenH Koju ce Besyje 3a
BR0953r GAT GGA GCA AAC GCT GAA G ABC Hocau
BMEIQ752f CAG GCA AAC CCT CAG AAG C PunbosomanHn S12,
BMEIO752r GAT GTG GTA ACG CAC ACC AA reH rps L
BMEII0987f CGC AGACAG TGACCATCAAA PerynaTop Tpackpunuuje,
BMEII0987r GTATTC AGC CCC CGT TACCT CRP chamunuja
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[obujeHn pesyntaTtu cy cTaTucTuikn obpaheHu y nporpamy IBM SPSS Statistics 21.
3a aHanu3y gobujeHnx pesynTtata ynoTpebrbeHn Cy A4eCKPUMTUBHU CTAaTUCTUYKU NapameTpu
(cpeawa BpedHOCT, CTaHgapgHa AeBujauuvja, koeduvuujeHT Bapujaumje). 3a ucnutuBahe
ycarnaleHoCT! NpuUMeHeHUX [AMjarHOCTUYKMX TectoBa Kao W 3a opapehuBame
cneundUYHOCTN N OCETIBMBOCTU TecToBa KopulwheHa je Kappa ctatuctnyka aHanmsa u Mc
Nemar TecT 3a wuHTepBan noy3gaHoctu oa 95%. AHanu3a COMNCTBEHO NPUNPEMIbEHMX
nHaupekTHUX ELISA TectoBa ca OBa pasnuuMTo npunpemMrbeHa aHTUreHa u3BpLleHa je
nomohy ROC (Receiver operating characteristic curve) aHanuse n ogpehuBamemM NoBpLUMHE
ncnog kpmee AUC (Area Under the Curve).

Y nornaerey Pe3ynTtaTtu, kaHAuaaT je npukasao gobwujeHe pesyntate TabenapHo,
rpacdomykm 1 cnukama (25 Tabena, 9 rpadukoHa un 6 cnuka). [JobujeHn pesyntaTu cy nokasanm
Oa je og ykynHo 225 mcnutaHux ysopaka, 33 nnun 14,67% KpBHUX cepyma MMano Meprbus
TuTap aHtutena y 2-ME TAT. Hajumwxun mucnutusanm tutap og 1/50 umano je 13 KpBHUX
cepyma unm 5,78%, kog 8 kpBHUX cepyma ycTaHOBIbeH je Tutap og 1/100 nnn 3,55%, Ook je
Tutap oa 1/200 wmano 12 y3opaka cepyma unu 5,33%. BpepgHoct Tutpa o 1/200
oLeHUBaHa je kao CUrypHoO NO3MTUBaH Hanas, v npemMa OBOj BpeaHOCTU TuTpa ogpehusaHa je
OCeTIbUBOCT,  CrneuuMdu4yHOCT Kao WM carmacHocT  u3amelly  octanux  TecToBa.
CeponpeBaneHumja Ha y30pky of 225 cepyma, y3 ynotpeby pedepeHTHOr TecTa U CUIypHO
MO3UTUBHOI TUTpa aHTutena maHocuna je 5,33%. lNMpumeHoMm knacmyHux GakTeprONnOLLKNX
meToda, B. canis je nsonosaHa mn3 Tpu y3opka (1,33% y ogHocy Ha ykynaH 6poj ncnutaHmx
XOMOreHu3aTa TKMBa PENPOAYKTMBHWUX OpraHa) U TO u3 2 y3opKa MOPEKIIOM 04 MyXjaka K
jeQHor ysopka nopekrnom of XeHke. JegaH usonaT je noTuuao Of CEepOSIOWKMA HeraTUBHOT
nca. W3onatn Hucy npogykoBanu H,S, 6unu cy katanasa nNO3WTUBHM K MNOKa3uBanu cy
CBOjCTBO Op3e pasrpaghe ypee. Kao opjeHTaumoHu Tect, kopuwheH je n APl 20 NE; cBu
ucnutaHyn nsonatu nokasanu cy npodpun Moraxella phenylpyruvica wTo ykasyje Ha Brucella
Spp. Y TecTy pesaucTeHuunje Ha pasnuuute KOHUEHTpauuje TMOHMHA u 6asHor yKCuHa, CBU
n3onaty o3HayeHun kao 1, 2 n 3 cy Gunmn oceTrbnBM Ha KOHUEHTpaunjy 6asHor cdykcnHa og
1/50000. UcTy oceTrbMBOCT Mnokasao je M pedepeHTHU coj B. canis RM 6/66. Ca pgpyre
cTpaHe, coj B. canis SR-1 nokasao je pe3ncTeHLUMjy Ha OBY KOHLEHTpaunjy 6asHor dykcuHa.
Y paspehery o 1/100000 usonatn 1, 2, n 3 cy nokasanu pesvcteHunjy Ha 6a3Hu PyKCuH 3a
pasnuky of pedepeHTHor coja B. canis. CBu ucnutaHm cojeBu B. canis umanu cy ngeHtuyaH
nNpodmn oCeTIbMBOCTM Ha TUMOHUH. [JoBujeHn npodun oceTrbUBOCTU Ha 6a3HN OYKCUH MOXKe
Aa Oyaoe BakaH Mapkep y enu3oOoTWMOMOLLIKUM MUCMMTUBakMMa ¢ 063MpOM Ha yCTaHOBIbeHa
OACTyNawa y 04HOCY Ha pedepeHTHU, U paHuje U30noBaHe cojeBe ca oBor nogpydja. Oa 225
y3opaka wucnutaHux Bruce-ladder multiplex PCR wmeTogom, no3nTMBHA peakuuwja je
ycTaHoBrbeHa ko aea (0,88%). Kog no3ntmBHMX y3opaka U NO3UTUBHUX KOHTpona (B. suis n
B. canis SR-1) peructpoBaHo je 7 amnnukoHa u 1o 1682, 1071, 794, 587, 450, 272 i 152 bp
LWITO ogrosapa npoduny B. suis u WTO je no3HaT HeaocTaTak MeTOAE, jep Ce Hekn u3onaTu B.
canis geknapuwy kao B. suis. Victn pesyntaTtu cy gobujeHn 1 ca HOBOM30NOBaHUM COjeBUMA
B. canis. PedepeHTHn coj B. canis RM 6/66 nokasao je 6 amnnukoHa u oacycTBO Tpake of
794 bp wTo ce no Bruce-ladder multiplex PCR meTtogu yknana y npodun B. canis.

Mpe dopmynaunje unaupektHor ELISA Tecta, ogpefuBaHe Cy KOHUeEHTpauuje
npoTenHa: y aHTureHy [obujeHoM TOnnoTOM YCTaHOBIbeHa je KoHueHTpauuja og 0,606
mg/ml, a y aHTureHy gobujeHom ynTtpassykom 0,561 mg/ml. Enektpocopetcka aHanusa
aHTUreHa gobujeHNx ToNMoTOM U yNTPa3BYKOM Kao M AeH3UTOMETpuUjcka KBaHTUdUKauuja cy
nokasane ga je y aHTureHy goOujeHOM TOMIOTOM, Haj3acTynibeHuja dpakumja MOMEKyricke
mace 10,95 kDa ca yuyewhem op yak 43,12% koja ogroBapa R-LPS-y 6pyuena. Wcta
dpakumja je y aHTUreHy nobujeHom yntpasBykom Guna 3actynrbeHa ca 11,56%, ogHOCHO Yy
KONMMYMHKU Koja je Gumna 3,7x mawa. [poTenHCKM cacTaB aHTUreHa [obujeHor NpYMeEHOM
ynTtpasByka 6uo je 3HayajHo 6Goratvju, a NoO KBAHTUTATMBHOM cacTaBy Cy AOMWHUpanu
npoTtemMHn Monekynckmx maca og 30,5, 24,5, 38 u 22 kDa koju npunagajy npoTenHuma
crnorbalwhe membpaHe (Omp-Outer membrane proteins) u To rpynama 3 (25 kDa ykynHo 9%)
n 2 (36-38 kDa ykyrnHo 12%).

LWax TuTpauujom je ycCTaHOBIbE€Ha OMNTMMarnHa KOHUEeHTpauuja aHTureHa 3a oba
ELISA Tecta og 1 pg/ml, ontumanHo paspehere nosutueHor cepyma 1/200, a onTumarnHo
paspefhere KOwYroBaHOr aHTUTena wusHocuno je 1/25000. 3a ELISA Tect «koju je
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dopmynucaH ca atureHom JobujeHum TonnoTom, cpedwa BpegHocT OD 30 HeraTMBHUX
cepyma un3Hocuna je 0,1987, a ctaHgapgHa gesujaumja 0,06119. Cpeara BpegHOCT ONTUYKe
rycTMHe HeraTMBHOI cepyMa 3a 0Baj aHTUreH Kpo3 7 noHaBibaka Yy TpUnnukaTy usHocuna je
0,1286, craHpgapgHa gesuvjaumja 0,03671, a koedumumjeHT Bapujauvje 28,5%. paHu4Ha
BpeaHocTt (Cut off) 3a nHampektHn ELISA TecT copmynucaH ca aHTUreHoMm aobujeHum
Tonnotom m3Hocuna je 0,382+ 0,18, ogHocHO kpeTana ce y uHTepsany og 0,202 go 0,562.
Cepymu unje cy ce OD BpeaHOCTU KpeTane y OBOM MHTepBany, MOHOBO Cy TecTupaHu. OHu
cepymn umja je OD 6una Bumwa op 0,382 o3HavaBaHw cy Kao nNO3UTMBHU. [1lo OBOM
KpuTepujymy, og 225 ncnutaHmx cepyma, 44 ogHocHo 19,55% je 6uno nosutusHo. 3a ELISA
TECT ca aHTUreHoMm [obujeHMM ynTpasBykoMm, cpefha BpegHocT OD HeraTvBHWUX cepyMma
nsHocuna je 0,307, a ctaHgapaHa gesujaumvja 0,10245; cpeawa BpegHoct OD HeraTuBHOr
cepyma Kpo3 7 MoOHaBrbawa Yy Tpunnukaty msHocuna je 0,1884, craHpapgHa geswujauuja
0,05389, a koedwuumjeHT Bapwujauuje 28,6%. [obujeHa cut off BpeaHocT u3HOCWNa je
0,614 + 0,30, ogHoCcHO KpeTana ce y uHtepsany oa 0,314 go 0,914. Cepymu umje cy ce OD
BPeOHOCTM KpeTarne y OBOM MHTepBany, NOHOBO cy TectupaHu. OHM cepyMm Ynja je BpegHoCT
6una Buwa oa 0,614 o3HayaBaHuM Cy Kao NO3UTMBHW. Y CKnagy ca HaBedeHUM KpUTepujymom,
of 225 ncnutaHux cepyma, 37 (16,44%) je 6uno nosmtueBHo y nHanpektHom ELISA Tecty ca
AHTUreHoM A00MjeHNM yNTpa3ByKOM.

3a oppehuBawe carnacHocT mMamehy TectoBa kopuwheHa je Kappa crtatuctuuka
aHanu3a 3a uHTepBan noysgaHocTn of 95%. OceTrbMBOCT GakTepuomnollke msonauuje y
OAHOCY Ha pedyepeHTHM TecT u3Hocuna je 16,7%, a cneumcumyHoct 99,5%. MspadyHaTta
Kappa BpegHocT wu3Hocuna je 0,251, wTo je y paHry cpeghwe, OOHOCHO YyMepeHe
carnacHoctu. NpumeHom McNemar TecTa yCTaHOBIbEHA je CTaTUCTMYKM 3HadajHa pasnuvka
navehy oea gBa tecta (p<0,05), 0gHOCHO OpOj MO3UTMBHUX y30paka je BMo CTaTUCTUYKM
3HavajHo Buwm y 2-ME TAT. OcetremBocTt Bruce-ladder PCR wu3Hocuna je 8,3%, a
cneunduyHocT 99,5%. U3padvyHata Kappa BpegHocT usHocuna je 0,130 wTto je y paHry
6e3HadvajHe carmacHocTu. [MpumeHom McNemar TecTa yCTaHOBIbEHA je CTaTUCTUYKK
3HadvajHa pasnuka namely oBa aa Tecta (p<0,05), ogHOCHO B6poj NO3NTMBHUX y30opaka je brno
CTaTUCTMYKM 3HayajHo Buwmn y 2-ME TAT y ogHocy Ha Bruce-ladder PCR. OceTrbmBocT
nHampektHor ELISA Tecta ca aHTureHom pobujeHuM TonmnoTom wusHocuna je 66,7%, a
cneunduyHocT 83,1%. N3pauyHaTta Kappa BpegHocT usHocuna je 0,220 u 6una je y paHry
cpegte carnacHoctu. lNMpumeHom McNemar Tecta yCTaHOBIbEHa je CTaTUCTUYKM 3HayajHa
pasnuka mn3amehy oBa pgBa Tecta (p<0,05), ogHOocHO 6poOj NMO3UTMBHUX y3opaka je 6uo
CTaTUCTMYKM 3Ha4vajHO BuUWKM Yy wuHAuMpekTHOM ELISA Tecty y opgHocy Ha 2-ME TAT.
OceTtrbumBocT uHampekTHor ELISA Tecta ca aHTureHom gobujeHnm ynTpasBykom M3HOCWNA je
66,7%, a cneumduyHocT 86,4%. N3padyHaTta Kappa BpegHocT usHocuna je 0,268 n 6una je y
paHry cpefte carnacHoctu. lNpumeHom McNemar TecTa yCTaHOBIbeHa je CTaTUCTUYKM
3HavajHa pasnuka namehy oea aBa tecta (p<0,05), ogHOoCHO 6poj NO3NTMBHMX y30paka je bro
CTaTUCTMYKM 3Ha4ajHO BULLIN Y HAMPEKTHOM ELISA TecTy y ogHocy Ha 2-ME TAT.

AHanunsom amjarpama ROC kpuse yodasa ce pfAa je ELISA Tect ca aHTUreHom
AobvjeHum ynTpa3BykoM 60rbu OAMCKPUMMHATOPHM TECT 3aTo LUTO ce KpuBa Hanasu bnuxke
neBOj W ropw0j NUHKWjM Aunjarpama y oaHocy Ha ELISA Tect dopmynucaH ca aHTUreHOM
nobvjeHum TonnoTom. BpegHocT noBplimHe ucnog kpuee 3a ELISA TecT y Kome je kopuwwiheH
aHTureH gobwvjeH yntpassykom je Beha of BpegHOCTV noBplnHe mucnog kpuse 3a ELISA Tect
y kome je kopuwheH aHTUreH gobujeH Tonnotom. BpegHocTt nospwuHe ucnog kpuse (AUC)
n3Hocu 0,820 wto ELISA TecT ca aHTUreHoMm JobujeHnm ynTpasBykOM cBpcTaBa y gobpe
OunjarHoCTU4Ke TecToBe.

Y nornaerey [McKycuja, kaHOWZaT je KPpUTUYKM U cBeOoDyxBaTHO aHanusvpao [obujeHe
pesyntaTe M YNopeaMo WX ca pesyntaTuma WCNUTMBaka MNpuKasaHUMm Yy UUTUPAHO]
nuTeparypu.
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VI 3AKIbYYLUU UCTPAXKUBAHA (HaBecTU 3aKiby4Ke KOju Cy NpuKa3aHu y AOKTOPCKO]j
aucepTtaumjn):

Ha ocHoBy cnposefeHux ucnutMBamwa U A0OMjeHnX pesynrtaTa, Mory ce ussectu crnepehwm
3aKrby4yum:

1. Kog HeBnacHW4YKMX maca ropeknom ca Teputopuvje rpaga beorpaga npucyTtHa je

GpyLenosa usassaHa BpCToM B. canis, a ycTaHOBIbeHa ceponpeBaneHumja M3Hocu
5,33%. OBa kaTeropuja naca npeacrasrba NoTeHUMjanHu pesepeoap nHdekuuje.

2. CBum npunpemrbeHum TtectoBuma: 2-ME TAT, wnHampekTHum ELISA TectoBuma

OM3ajHMpaHMM  ca  gBa  pasnuuMTo  MpunpemMribeHa aHTUreHa, KnacuyHoM
baktepuonowkom wmsonaumjom 1 Bruce-ladder multiplex PCR wmetogom
OnjarHOCTUKOBaH je pas3nuunT Opoj naca Mo3MTUBHMX Ha BPCTy B. canis. HajHmxa
OCETIbMBOCT je ycTaHoBrbeHa koa Bruce-ladder multiplex PCR, a Hajsuwa kog
ELISA TecToBa.

3. Nopehewem ca 2-ME TAT OCeT/bMBOCT KracuyHe OakTepuorsiowke wusonauuje

nsHocuna je 16,7%, a cneundumyHocT 99,5%. Ca gpyre ctpaHe, carnacHocT usmeny
oBa ABa TecTta usHocuna je 0,251 n kpetana ce y paHry ymepeHe carnacHocTu.

4. Kog wu3onoBaHux cojeBa B. canis, ycTaHOBSfbeHa Cy OAcTynawa Yy npoduny

OCeTIbMBOCTM Ha 6a3Hn (PykCMH y oOHOCY Ha pedepeHTHW M paHuje n3onoBaHe
cojeBe oBe bakTepuje ca Hawler nogpyyja, WTo MOXe Aa Oyae 3HayajaH mapkep y
€MM300TUOSOLLKMM UCMUTMBaHMMA.

5. MNopeherweMm ca 2-ME TAT, oceTrbmBocT Bruce-ladder multiplex PCR meTtoae je 6una

3aHemapsbuBa M msHocuna je 8,3%. Takohe, carmacHoct uamehy 2-ME TAT wu
Bruce-ladder multiplex PCR wu3Hocuna je 0,130 wTO yka3syje Ha 3aHemaprbuBy
carnacHoct u3mehy oBux TectoBa. [JoOujeHn pesdynTatm cy NOTBPAMNIM fa ce
HaBegeHn PCR npOTOKONM He MOXe KOpWUCTUTU 3a ucnutmsawe npucyctBa [OHK
Opyuena y xomoreHusaTuma TkuBa yTepyca M TecTuca naca. Y3 TO, MPUMEHOM
Bruce-ladder multiplex PCR meTtoge, Huje 6una moryha TadHa uaeHTudukauumja
cojeBa B. canis uzonoBaHux ca Hawler reorpadckor nogpydja koju cy pasanu
npodpun Bpcte B. suis.

6. SDS-PAGE enektpocope3om aHTureHa p[obujeHor TOMMOTOM, [JOKa3aHo je

OOMUWHAHTHO npucycTBo npotenHa oA 10,95 kDa (43,7%) koju ogroBapa R-LPS-y B.
canis. Enekrpodopetckn npodmn aHTureHa gobujeHor yntpassykom umao je 3,7
nyta mawy KonnuuHy R-LPS-a, u paBHOMepHO Yy4yelwhe npoTeuMHa cnorballhe
membpaHe o 24,5, 30,47 n 38 kDa wTo je ytuuano Ha Behy cneumdmnyHOCT 0Bako
npunpemrseHor ELISA TecTa.

7. CTeneH HajBuLIe carnacHOCTU ycTaHoBIbeH je uamelly 2-ME TAT u ELISA Tecta ca

8.

aHTMreHom gobujeHnm yntpassykom. [lobujeHa BpeagHocT of 0,268, ce kpeTana y
paHry cpefrwe nopgyaapHoctn. OceTrbMBOCT oBako npunpemsbeHor ELISA TecTa
usHocuna je 66,7% a cneuudmnyHocTt 86,4%. Y3 1o, AUC BpeaHocT of 0,820 ra
cBpcTaBa y Aobpe aujarHocTuM4ke TECTOBE.

Y uurby nocTtaBrbawa TadHe AujarHo3e, 3a CEPOSIOLIKO UcnuTuBake, nopen 2-ME
TAT, npenopydyje ce u ynotpeba unHampekTHor ELISA Tecta dopmynucaHor ca
aHTUreHoM fobuvjeHum ynTpasBykom 360r Gorbux kapakrtepuctuka. Kog nocrtojana
CYMHUBMX pesynTata CeporiowKkMx TecToBa, 0bOaBe3HO je TecTupamwe MapHuX
cepyma Un OaKTepUOMNOLWKO UCMUTMBAHkE [AOCTYMHUX KIMHWUYKUX Yy3opaka, 36or
AOKa3aHor NOCTojakba NaXKHO HeraTMBHUX pesynTara.



Oooo~NoUTRhrWNE

VIl OUEHA HAYMHA NMPUKA3A U TYMAYEHA PE3YJNITATA UCTPAXKUBABA
(HaBecTu ga nu cy fobujeHn pe3ynTaTh y CKragy ca NOCTaBHEHUM LUIbEM U
3agauMMa UCTpakuBahba, Kao U Aa Ny 3aKrby4umn npousunase u3s gobujeHux
pe3ynTara):

MpeseHTaumja, onuck, cTtatuctTudka obpaga n Tymaderwe gobvjeHux pesyntarta cy y cknagy
ca NoCTaBIbEHMM LNIbEBUMA JOKTOPCKE AncepTaumje. Y3 nomoh Tabena, rpadmkoHa u crivka
nobujeHn pesyntaTu Cy npuKasaHu MpernegHo M jacHo; ONMCKU M Tymadewa pesynraTta cy
NOTMYHKU, Ta4HM W y CKMagy ca HajHOBUjUM HaydYHMM CTaBoBMMA. M3BegeHw 3akiby4yuum
npouaunnase n3 gobujeHnx pesynrata 1 jacHo cy opMynncaHm.

VIl KOHAYHA OLIEHA JOKTOPCKE ANCEPTALIUJE:

1. Ja nu je aucepTaumja HanucaHa y ckrnagy ca o6pasnoXxeHsemM HaBeAeHUM y nNpujaBu
Teme?

HokTopcka pauceptaumja kaHgugaTa gunnomupaHor BeTepuHapa Hartawe CteBuh nopa
HacrnoBom  ,AcnuTuBake  NOY3[aHOCTM  CEPOJSIOWKMX,  OaKTEPUONOLIKUX U
MorneKynapHuUxX meToda Yy AujarHoctvum Opyuenose naca msasBaHe BpcToM Brucella
canis“ je HanucaHa y cknagy ca o6pasnoxerwem HaBeAEHMM Y NpujaBu TEME.

2. la nn pucepTaumja cagpxu cBe ernemMeHTe nponncaHe 3a 3aBpLUEHY AOKTOPCKY
auceprtaumnjy?

HokTopcka aucepTaumja kaHauvpgaTa gunnomupaHor BeTepuHapa Hartawe Crtesuh cagpxu
CBe ernemMeHTe W Yy CKrmagy je ca nponucaHnMm 3axTeBMma 3a 3aBpLUeHY [OKTOPCKY
avceptauujy.

3. Mo yemy je aucepTauuja opurmHanaH AONPUHOC HayUmn?

Y [oKTOpcKOj AucepTaumju gunnomupaHor BeTepuHapa Hartawe Ctesuh opurmHanHm
OOMPUHOC HayLM NeXn y CUCTEMaTUYHOM CEPOSIOLLKOM, BaKTepuonoLwKoOM U MOSEKYNapHOM
ncnutuBaky OpyuLenose naca usaspaHe BpcTom B. canis. MNopen ycnewHe um3onauuvje B.
canis, ycTaHoBrbeHo je aa ce Bruce-ladder multiplex PCR meToga He MoXe KOpPUCTUTW 3a
ncnuTuBake KNMHUYKor matepujana. Beoma je BaxHo uctahu ga je kaHamaaT TOKOM u3page
OOKTOpCKe aucepTtauuje camocTanHo npurnpeMrMo U BanuaoBao CBE Ceporiolike TecToBe
kopuywheHe y wucnutMeBawy. HecymwMB [ONPUHOC Hayum nexu wn y dopmynaumju
WHOWPEKTHOI MMYHOEH3MMCKOr TecCTa, KOju Ce Ha OCHOBY u3padyHaTe OCeTibMBOCTU W
cneumndUYHOCTU, MOXE KOPUCTUTU Yy PYTUHCKOj CEPOJIOLLKOj AnjarHocTMLmM oBe Bonectu kog
naca. NctoBpemeHa ynotpeba arnytuHaumoHor u ELISA Tecta ca aHTuUreHom OoGujeHUM
ynTpasBykom, nosehasa noysgaHocT fobujeHnx pesyntaTta. To NpakTUYHO 3Ha4M Aa unibaHa
npuMeHa aBa TecTa pasnuMuUTUX reHepauuja, Moxe ga noseha noy3gaHOCT CEepOroOLLKUX
peakuuja n onakwia KoHTpony 6pyuenose naca. [JonpMHOC OBe LOKTOPCKE aucepTauunje nexm
M y MNpoOUEHU 3Hayaja HeBNaCHUYKUX Maca Kao noTeHuujanHMX pesepBoapa y Kojuma ce
oapxaBa BpcTa B. canis.
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OCoo~NOoOUITRhWNEF

IX MNPEQNOT:
Ha ocHoBy ykynHe oLeHe aucepTaumje, komucuja npeanaxe (ogabpatu jegHy on

Tpy noHyheHnx moryhHocTH):

- Aa ce AOKTOpPCKa aucepraumja npuxsaTv a KaHgmaaTy ogobpu oabpaHa
OATYM
10.11. 2017. roguHe

MOTMNCKU YITAHOBA KOMNCWNJE
1. [Op Cowa Pagojuumh, pegoBHu npodecop

dakynTeT BeTepuHapcke MeauLmHe
YHusepsuteTa y beorpagy

2. Op Mupocnae Banuuh, pegoBHu npocecop
dakynTeT BETEPMHAPCKE MeauLnHe
YHuBepauteTa y beorpagy

3. [Op OywaH Muwwnh, BaHpeaHn npodecop
dakynTeT BeTepuHapcke MeavumHe
YHusepsuTeTa y beorpagy

4. [Op Kasumup Matosuh, Hay4yHn capagHuk
BeTepuHapcku cneumnjanucTuykm MHCTUTYT
KparbeBo

5. [p Nasap PaHuH, pegoBHn npodecop
MeauunHckn cbakynTeT
YHuBepauteTa y beorpany
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