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tkivima pasa i krpeljima (Acari: Ixodidae) sakupljenim sa ispitivanih zivotinja.“
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grafikonai sl.):

Doktorska disertacija kandidata dipl. vet. Danice Bogunovi¢ napisana je na 120
strana teksta otkucanog na radunaru i sadrzi sledeéa poglavlja: Uvod (3 strane), Pregled
literature (26 strana), Cilj i zadaci istraZivanja (2 strane), Materijal i metode (18 strana),
Rezultati (31 strana), Diskusija (19 strana), Zakljuci (3 strane), Literatura (18 strana). Na
poCetku se nalazi Zahvalnica, Kratak sadrzaj na srpskom i engleskom jeziku kao i Sadrzaj
doktorske disertacije, dok se na kraju nalaze lzjava o autorstvu, lzjava o istovetnosti
Stampane i elektronske verzije rada, lzjava o kori§¢enju i Biografija kandidata. U okviru
doktorske disertacije nalazi se 20 tabela, 13 slika i 11 grafikona.
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V  VREDNOVANJE POJEDINIH DELOVA DOKTORSKE DISERTACIJE (dati kratak opis
svakog poglavlja disertacije: uvoda - do 250 reéi, pregleda literature - do 500 reéi, cilja i
zadataka istrazivanja - nije ograni¢eno, materijal i metoda — nije ograni¢eno, rezultata —
nije ograni¢eno, diskusije - do 100 reci, spiska referenci - navesti broj referenci u
doktorskoj disertaciji):

U poglavlju Uvod navodi se da je pojava najveée epidemije kju groznice u svetu, koja
je zabelezena u Holandiji u periodu 2007-2010. godine sa preko 4000 dijagnostikovanih
sluCajeva, dovela do znaCajnog porasta interesovanja za istrazivanje ovog oboljenja u
razli¢itim zemljama. lako se pojava kju groznice najce8cCe vezuje za ruralne sredine i kontakt
sa inficiranim materijalom poreklom od prezivara, u poslednjim decenijama opisane su
epidemije nastale kao posledica kontakta sa inficiranim psima. To je naro€ito znacajno u
urbanim sredinama, gde ne postoji direktni kontakt sa domacim prezivarima, koji je jedan od
najCeS¢e opisanih izvora infekcije za ljude. Kandidat ukazuje na to da su podaci o klini¢koj
slici i patogenezi Zivotinja oskudni i da za Zivotinje ne postoje definisani parametri za
dijagnostiku, a da se zaklju€ci izvode iz opisanih slu€ajeva oboljenja ljudi. S obzirom na to da
do sada nisu postojali podaci vezani za prisustvo C. burnetii kod pasa, a da je kju groznica
prisutna u Republici Srbiji, kandidat navodi da je svrha ove doktorske disertacije bila da se
ispita prisustvo uzro€nika kod nevlasniCkih pasa i krpelja koji na njima parazitiraju, radi
sticanja uvida u njihovu ulogu kao rezervoara i sentinel za C. burnetii na teritoriji grada
Beograda. Kandidat objasnjava zasto su odabrane metode koriS¢ene u istrazivanju, osvréudi
se posebno na odsustvo imunoenzimskih testova namenjenih za testiranje pasa. Na kraju
poglavija Uvod objasnjeno je da je za istrazivanje odabrana populacija nevlasnickih pasa jer
su ove zivotinje potpuno nezasticene ektoantiparaziticima, ne primaju hemoprofilaksu, a
kre¢u se slobodno, ¢ime se povecava verovatno¢a da ¢e doci u kontakt sa uzro¢nikom,
odnosno krpeljima nosiocima C. burnetii.

Poglavlje Pregled literature je podeljeno u 11 potpoglavlja. U prvom
potpoglavlju opisan je kratak istorijat saznanja o kju groznici. U drugom potpoglavlju
opisane su morfoloSke karakteristike C. burnetii, otpornost uzronika u spoljasnjoj
sredini, patogeneza i mehanizmi rezistencije. U treéem potpoglavlju predstavljeni su
filogenetski i genomski aspekti C. burnetii, sa posebnim osvrtom na saznanja o
prisustvu endosimbionata krpelja sliénih C. burnetii. U etvrtom potpoglavlju kandidat
opisuje koje zivotinjske vrste mogu biti rezervoari uzro¢nika u prirodi i koji je njihov
znacaj u epizootiologiji, kao i znacaj krpelja kao rezervoara uzroCnika u prirodi. U petom
potpoglavlju opisani su najées¢i putevi infekcije uzro¢nikom kju groznice. U Sestom
potpoglavlju navedeni su faktori rizika za nastanak infekcije, shodno do sada opisanim
pojavama epidemija u svetu. U sedmom potpoglavlju su opisane karakteristike klini¢ke
slike kod ljudi i novija saznanja koja namecu potrebu da se redefiniSu klinicke forme
oboljenja kod ljudi, kao i klini¢ki simptomi koji su opisani kod odredenih vrsta Zivotinja.
U osmom potpoglavlju opisana je trenutna rasprostranjenost kju groznice u svetu i
navedene su zemlje u kojima je oboljenje prisutno u enzootskoj i epizootskoj formi. U
devetom potpoglavlju opisane su dijagnosti¢ke procedure koje se koriste kod zivotinja i
ljudi, kao i njihove prednosti i nedostaci. U desetom potpoglavlju navedena je terapija
oboljenja, a u jedanaestom potpoglavlju opisane su preventivne mere koje se koriste u
suzbijanju pojave oboljenja.

U poglaviju Cilj i zadaci istrazivanja kandidat navodi da je cilj istrazivanja ove
doktorske disertacije obuhvatao (1) morfoloSku identifikaciju i determinaciju iksodidnih krpelja
skinutih sa nevlasniCkih pasa sa teritorije grada Beograda; (2) ispitivanje prisustva C. burnetii
u krpeljima i reproduktivnim tkivima nevlasniCkih pasa sa teritorije grada Beograda; (3) i
utvrdivanje seroprevalencije kod ispitivanih pasa ELISA testom, nastale kao posledica
kontakta sa uzro¢nikom Kju groznice.

Za ostvarivanje postavljenih ciljeva definisani su sledeéi zadaci istrazivanja:

1. Sakupljanje uzoraka krvi, materica, jajnika i semenika pri hiruskoj intervenciji (sterilizacija,
odnosno kastracija) nevlasni¢kih pasa obuhvacéenih programom sterilizacije, odnosno
kastracije u sklopu Strategije reSavanja problema nevlasni¢kih pasa i macaka na teritoriji
grada Beograda i Programa kontrole i smanjenja populacije napustenih pasa i mac¢aka na
teritoriji grada Beograda, proisteklog u okviru Strategije (,Sluzbeni list grada Beograda*“
br. 37/11).
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2. Sakupljanje krpelja sa nevlasni¢kih pasa podvrgnutih prethodno pomenutim hirurskim
intervencijama.

3. Obrada uzoraka za ispitivanje - odvajanje krvnih seruma, homogenizacija reproduktivnih
tkiva, pakovanje i Cuvanje do dalje obrade.

4. ldentifikacija i determinacija vrste, razvojnog stadijuma i pola krpelja, ispiranje krpelja u
opadaju¢im koncentracijama etanola, mehani¢ka homogenizacija u fosfathom puferu,
pakovanje i uvanje do dalje obrade.

5. Ekstrakcija DNK iz uzoraka reproduktivnih tkiva pasa i krpelja pomoc¢u komercijalnog kita
za ekstrakciju.

6. Molekularna detekcija prisustva DNK C. burnetii u ekstrahovanoj DNK iz uzoraka krpelja i
reproduktivnih tkiva pasa.

7. PrecliS¢avanje dobijenih nukleotidnih sekvenci pomocu komercijalnog kita za
preciS¢avanje.

8. Odredivanje redosleda nukleotida umnozenih sekvenci, obrada sekvenci i uporedivanje
sa analognim sekvencama deponovanim u Banci gena u cilju utvrdivanja sli¢nosti i razlika
izmedu njih.

9. Seroloska ispitivanja krvnih seruma pasa ELISA testom radi otkrivanja prisustva antitela
protiv C. burnetii kod ispitivanih pasa.

10. Statisti¢ka obrada dobijenih rezultata.

U poglavlju Materijal i metode detaljno je opisan nacin sakupljanja uzoraka,
metode rada primenjene u istrazivanju, kao i oprema koja je koris¢ena. Uzorci su
prikupljeni na Katedri za hirurgiju, ortopediju i oftalmologiju i Katedri za porodiljstvo,
sterilitet i veStaCko osemenjavanje Fakulteta veterinarske medicine Univerziteta u
Beogradu, prilikom sprovodenja programa sterilizacije, odnosno kastracije nevlasnickih
pasa u sklopu Strategije reSavanja problema nevlasni¢kih pasa i macaka na teritoriji
grada Beograda i Programa kontrole i smanjenja populacije napustenih pasa i macaka
na teritoriji grada Beograda. Uzorci su sakupljeni u periodu od aprila do novembra.
Nakon sterilizacije i kastracije pasa, a tokom trajanja anestezije, od ispitivanih Zivotinja
prikupljeni su wuzorci krvi i reproduktivha tkiva — materice, jajnici i semenici. U
istrazivanju je sakupljeno 105 uzoraka krvi i reproduktivnih tkiva poreklom od polno
zrelih pasa (31 muzjak i 74 Zzenke), dok su krpelji uzorkovani sa 51 psa (11 muzjaka i 40
Zenki) u okviru grupe ispitivanih jedinki. Ministarstvo poljoprivrede i zaStite zivotne
sredine - Uprava za veterinu, shodno Zakonu o dobrobiti zivotinja, Zakonu o opStem
upravnhom postupku i Zakonu o drzavnoj upravi, donelo je reSenje broj 323-07-
00364/2017-05/3 od 13.07.2017. godine kojim je odobreno ovo istrazivanje. Iz uzoraka
krvi namenjenih za seroloSka ispitivanja izdvojeni su serumi, koji su alikvotirani i Cuvani
na temperaturi -20 °C do dalje obrade. Reproduktivna tkiva (materice, jajnici i semenici)
pasa uzorkovana su nakon hirurSke intervencije sterilizacije, odnosno kastracije i
pakovana u sterilne plasticne kese. Krpelji sa Zivotinja su paZljivo skinuti pomocu
pincete i stavljeni u zasebne staklene bocice sa dodatkom 70% etanola. Svi uzorci (krv,
reproduktivna tkiva i krpelji) su propisno obeleZeni, shodno Zivotinji od koje poti¢u i
istog dana u ruénom frizideru trasnportovani u laboratorije.

Homogenizacija reproduktivnih tkiva pasa vrSena je u aparatu Bag Mixer 400 P
(Interscience, Francuska). Ovaj metod je odabran iz razloga $to je spreceno prolivanje
uzorka i kontaminacija okoline; ovakvim nacinom obrade maksimalno se smanjuje rizik
stvaranja aerosola i moguénost nastanka laboratorijskih infekcija, a takode i rizik
unakrsne kontaminacije uzoraka, uz garantovanu optimalnu ekstrakciju bakterija u
obradenim uzorcima. Homogenizovani uzorci poreklom od muZjaka sacinjeni su od tkiva
semenika, a homogenizovani uzorci poreklom od Zenki salinjeni su od tkiva materica i
jajnika. Reproduktivna tkiva pasa su usitnjena pomocu sterilnih makazica i skalpela, a
potom razredena sterilnim fizioloSkim rastvorom u razmeri 1:1 u kesama sa filterom Bag
Filter P (Interscience, Francuska) poroznosti <250 ym, koje su kompatibilne s aparatom
Bag Mixer 400 P. Za homogenizaciju koris¢en je program od 8 udaraca/s u trajanju 210
s. Nakon izvrSene homogenizacije, filtrirani materijal je alikvotiran u sterilne
mikroepruvete i ¢uvan na temperaturi -20 °C do dalje obrade. Nukleinska kiselina iz
homogenizata reproduktivnih tkiva ekstrahovana je pomocéu komercijalnog kita za
ekstrakciju GeneJET Genomic DNA Purification Kit 250 preps (Thermo Fisher Scientific,
SAD), prema uputstvu proizvodaca, a ekstrahovana DNK dobijena ovim postupkom je
alikvotirana u sterilne mikroepruvete i Cuvana na temperaturi -20 °C do dalje upotrebe.
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MorfoloSka identifikacija i determinacija krpelja izvr§ena je pomocu stereomikroskopa
(Carl Zeiss, Jena, Nemacka), prema standardnom taksonomskom klju€u. Krpelji su grupisani
prema Zivotinji sa koje poti€u, prema vrsti, razvojnom stadijumu i polu i Cuvani na temperaturi
-20 °C do ekstrakcije nukleinske kiseline. Pojedinacni uzorci krpelja su najpre ispirani u seriji
rastvora opadajucih koncentracija etanola i nakon kona¢nog ispiranja u sterilnoj destilovanoj
vodi, osuSeni na sterilnom filter papiru. Svaki krpelj je u zasebnoj sterilnoj epruveti usitnjen
pomoc¢u steriinog metalnog sediva, a zatim je pomesan sa sterilnim fosfatnim puferom u
odnosu 1:1. Krpelji su potom mehanicki usitnjeni i homogenizovani pomoc¢u sterilnog
metalnog Stapi¢a. Homogenizovani materijal je Cuvan na temperaturi -20 °C do dalje obrade.
Na osnovu vrste, razvojnog stadijuma i pola krpelja, kao i psa sa kog poti€u, formirani su
zbirni uzorci (pulovi) krpelja koji su obuhvatali od 3-10 uzoraka, u zavisnosti od veli€ine
krpelja (zbirne uzorke sa viSe od pet krpelja su Cinile lutke ili larve krpelja). Prvobitno je
izvrSena ekstrakcija nukleinske kiseline zbirnih uzoraka pomocéu komercijalnog kita za
ekstrakciju nukleinske kiseline. Nakon izvodenja lanane reakcije polimeraze sa zbirnim
uzorcima i dobijanjem pozitivnih uzoraka, pristupilo se ekstrakciji nukleinske kiseline iz
pojedinacnih uzoraka krpelja, koji su se nalazili u okviru pozitivnih zbirnih uzoraka. Nukleinska
kiselina iz zbirnih uzoraka i pojedinacnih uzoraka krpelja ekstrahovana je takode pomocu
komercijalnog kita za ekstrakciju GeneJET Genomic DNA Purification Kit 250 preps (Thermo
Fisher Scientific, SAD), prema uputstvu proizvodaca. Ekstrahovana DNK dobijena ovim
postupkom je alikvotirana u sterilne mikroepruvete i ¢uvana na temperaturi -20 °C do dalje
upotrebe.

Molekularna identifikacija C. burnetii u ekstrahovanoj DNK iz uzoraka organa pasa i
krpelja vrSena je primenom metodeTrans-PCR (touchdown PCR) kojom se umnozava 1S1111
fragment ponavljajuceg regiona sli¢nog transpozonu. U svakoj Trans-PCR reakciji koris¢ene
su pozitivna i negativha kontrola. Kao pozitivha kontrola koriS¢ena je DNK C. burnetii
ekstrahovana iz celih ¢elija faze |1 C. burnetii, a kao negativna kontrola u PCR smesu je
dodata sterilna destilovana voda umesto nukleinske kiseline. Najpre je izvrSeno ispitivanje
zbirnih uzoraka krpelja, a kada su dobijene trake odgovarajuée veli€ine izvrSeno je ispitivanje
prisustva DNK C. burnetii i u pojedinacnim uzorcima krpelja, koji su se nalazili u okviru
pozitivnih zbirnih uzoraka U reakciji su koriS¢eni prajmeri — oligonukleotidne sekvence Trans-
1 (5'-TAT GTA TCC ACC GTA GCC AGT C-3") i Trans-2 (5-CCC AAC AAC ACC TCC TTA
TTC-3'), koje daju specifiCan fragment duzine 687 bp. Da bi se verifikovala ponovljivost
rezultata PCR reakcije su izvodene dva puta na svakom uzorku. Vizuelizacija dobijenih PCR
proizvoda vrSena je primenom metode horizontalne elektroforeze u agaroznom gelu. Za
vizuelizaciju molekula DNK koriS¢ena je boja Midori Green DNA Stain (NIPPON Genetics
EUROPE GmbH, Nemacka) koja je dodata direktno u gel. U pocetne bunarci¢e unesena su 2
pl masenog DNK markera Mass ruler DNK 100 bp ladder (Thermo Scientific, SAD).
Elektoforeza je izvrSena pri naponu 100 V, u trajanju 40 min. UmnoZene sekvence su
vizuelno identifikovane kao trake definisane duzine 687 bp i fotografisane. UmnozZene
sekvence preciSéene su pomocu komercijalnog kita za preciSc¢avanje GeneJET™ PCR
Purification Kit (Thermo Fisher Scientific,SAD) prema uputstvu proizvodaca. Sekvenciranje je
izvrSeno u oba smera koriS¢enjem usluga komercijalnog servisa za sekvenciranje (Macrogen,
Europe). Za sekvenciranje su koriS¢éene prethodno navedene oligonukleotidne sekvence za
izvodenje Trans-PCR reakcije. Dobijene sekvence su obradene i analizirane koriS¢enjem
softvera BioEdit i MEGA 7.0 i uporedene sa odgovaraju¢éim analognim sekvencama
deponovanim u Banci gena (GeneBank), koris¢enjem osnovnog pretraziva¢a za uporedivanje
sekvenci (Basic Local Alignment Search Tool - BLAST) u cilju utvrdivanja stepena sli¢nosti
izmedu njih.

Za utvrdivanje prisustva antitela protiv C. burnetii u serumu ispitanih pasa koriS¢en je
komercijalni ELISA kit namenjen za dijagnostiku kju groznice prezivara (PrioCHECK™
Ruminant Q fever Ab Plate Kit, LSIVet™, Francuska), koji se zasniva na principu indirektne
imunoenzimske metode. Kao pozitivha kontrola u seroloSkom testiranju korid¢en je serum psa
pozitivnog na prisustvo antitela protiv C. burnetii dobijen iz Agence nationale de sécurité
sanitaire de l'alimentation, de I'environnement et du travail - Anses, Laboratoire de Sophia
Antipolis (Francuska). Kao negativna kontrola koriséen je serum sigurno zdravog vlasnic¢kog
psa pre polne zrelosti, starosti Sest meseci. Optimalno razredenje seruma i anti-antitela
konjugovanih peroksidazom (Anti-dog 1gG whole molecule - Peroxidase antibody produces in
rabbit, Sigma Aldrich, SAD) odredeni su Sah titracijom. Ispitivani serumi, pozitivha i negativna
kontrola razredeni su rastvorom za razredenje seruma u konaénom odnosu 1/200, a anti-
antitela su razredena rastvorom za konjugat iz kita u konaénom odnosu 1/25.000. Svi ostali
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koraci su radeni prema uputstvu proizvodaca, sa hemikalijama obezbedenim u okviru
komercijalnog kita. Svi uzorci, kao i pozitivna i negativha kontrola su radeni u duplikatu.
Reakcija, odnosno opti¢ka gustina (optical density - OD) je o€itavana na talasnoj duzini 450
nm na aparatu Multiskan Thermo Scientific (Thermo Fisher Scientific, SAD) u roku od 5 min
od zaustavljanja reakcije.

Obrada uzoraka krvi, reproduktivnih tkiva poreklom od nevlasni¢kih pasa, zatim
ekstrakcija nukleinske kiseline iz uzoraka reproduktivnih tkiva i krpelja poreklom od
nevlasnickih pasa, kao i seroloska ispitivanja sprovedeni su u laboratoriji Katedre za zarazne
bolesti Zivotinja i bolesti p&ela Fakulteta veterinarske medicine Univerziteta u Beogradu.
Morfoloska identifikacija i determinacija krpelja, kao i obrada krpelja i priprema za ekstrakciju
nukleinske kiseline izvrSena je u laboratoriji Katedre za parazitologiju Fakulteta veterinarske
medicine Univerziteta u Beogradu. Molekularna istrazivanja, sprovedena su u laboratoriji
Katedre za mikrobiologiju Fakulteta veterinarske medicine Univerziteta u Beogradu.
Sekvenciranje umnozenih DNK sekvenci obavljeno je u komercijalnom servisu za
sekvenciranje — Macrogen, Europe.

Rezultati su statistiCki obradeni u programu IBM SPSS Statistics 21. Za analizu
dobijenih rezultata upotrebljene su deskriptivne statisticke metode, Pearson-ov X2 test i Kappa
statistiCka analiza. Rezultati su predstavljeni tabelarno, slikama i grafikonima.

Poglavlje Rezultati podeljeno je na Sest potpoglavlja. U prvom potpoglaviju
predstavljeni su rezultati morfoloSke identifikacije i determinacije krpelja poreklom sa
ispitivanih pasa. ldentifikovane su tri vrste krpelja poreklom sa nevlasni¢kih pasa:
Rhipicephalus sanguineus (braon pseci krpelj), Ixodes ricinus i Dermacentor reticulatus.
U okviru vrste R. sanguineus ustanovljeni su adulti (muzjaci i zenke), lutke i larve.
Uzorci su imali morfoloSke karakteristike koje odgovaraju vrsti. Ustanovljeno je 228
krpelja vrste R. sanguineus od toga 40 Zenki, 51 muzjak, 130 lutki i 7 larvi. Svi krpelji
vrste R. sanguineus bili su delimi¢no ili potpuno nasisani. U okviru vrste I. ricinus
ustanovljeni su adulti (muZjaci i Zenke) i lutke. Uzorci su imali morfolo8ke karakteristike
koje odgovaraju vrsti. Ustanovljeno je 87 krpelja vrste 1. ricinus i to 33 Zenke, 44
muzjaka i 10 lutki. Svi krpelji vrste 1. ricinus bili su delimi¢no ili potpuno nasisani. U
okviru vrste D. reticulatus ustanovljen je samo jedan muzjak. Uzorak je imao morfoloSke
karakteristike koje odgovaraju vrsti. U drugom potpoglavlju predstavljeni su rezultati
distribucije krpelja poreklom sa ispitivanih pasa. Krpelji su sakupljeni sa 51
nevlasni¢kog psa (40 zZenki i 11 muzjaka) od ukupno 105 ispitivanih pasa. Primenom
Pearson-ovog x? testa nezavisnosti ustanovljeno je da nema statisticke znacajnosti
izmedu pola pasa i prisustva krpelja na njima (x?=3,106, df=1, p=0,082; p>0,05). U
istrazivanju je sakupljeno ukupno 316 krpelja, a broj krpelja po zivotinji iznosio je od 1-
42. NajviSe krpelja je sakupljeno u oktobru i to ¢ak 49,68% (157/316), a najmanje u
junu, svega 0,63% (2/316). Od ukupno 316 sakupljenih krpelja 72,15% (228/316)
pripadalo je vrsti R. sanguineus, 27,53% (87/316) vrsti I. ricinus, a 0,32% (1/316) vrsti
D. reticulatus. U tre¢em potpoglavlju predstavljeni su rezultati molekularnih ispitivanja
prisustva DNK C. burnetii u krpeljima poreklom sa ispitivanih pasa. Svi uzorci krpelja
ispitani su na prisustvo 1S1111 regiona C. burnetii primenom Trans-PCR metode.
Prvobitno je izvrSeno ispitivanje zbirnih uzoraka krpelja. Nakon dobijanja umnozenih
sekvenci u zbirnim uzorcima krpelja, pristupilo se analizi svih pojedinacnih krpelja koji
su se nalazili u okviru pozitivnih zbirnih uzoraka. Umnozene specifiCne sekvence
vizuelizovane su na agaroznom gelu kao trake duzine ~687 bp. Od ukupno 316 uzoraka
krpelja, umnozena su 24 proizvoda poreklom iz krpelja vrste R. sanguineus. Umnozena
DNK 24 uzorka poreklom iz krpelja je preliS¢ena i izvrSeno je sekvenciranje u oba
smera. Zbog prisustva 1S1111 regiona u endosimbiontima krpelja koji su sli¢ni C.
burnetii, svi umnozZeni prooizvodi su sekvencirani da bi se ustanovilo da li je umnozeni
fragment poreklom od endosimbionata ili od C. burnetii. Nakon obrade i analize
sekvenci duZine 653 bp ustanovljeno je da su sve sekvence poreklom iz krpelja,
dobijene u ovom istraZivanju, medusobno identi€ne (100% sli¢nosti). Zbog toga je
odabrana jedna sekvenca, kao reprezentativna i uporedena sa odgovarajuc¢im
analognim sekvencama 1S1111 regiona C. burnetii deponovanim u Banci gena.
Poredenje sekvenci pomoc¢u osnovnog pretrazivata za uporedivanje sekvenci - BLAST,
vrSeno je i sa objavlenim sekvencama 1S1111 regiona koje odgovaraju
endosimbiontima sli¢nim C. burnetii, da bi se isklju€ilo prisustvo endosimbionata sli¢nim
C. burnetii u ispitanim uzorcima. Poredenjem sekvenci, ustanovljeno je da sekvence
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poreklom iz krpelja dobijene u ovom istrazivanju poseduju 99-100% sli¢nosti sa
sekvencama 1S1111 regiona C. burnetii kompletne referentne sekvence M80806, zatim
sa sekvencama iz krpelja, Zivotinja i ljudi poreklom iz razli€itih zemalja. Na taj nacin je
potvrdeno da je u ispitanim uzorcima krpelja prisutna DNK C. burnetii i isklju¢eno
prisustvo endosimbionata. DNK C. burnetii ustanovljena je samo u R. sanguineus vrsti
krpelja, sa ukupnom prevalencijom od 10,53% (24/228). Najveca prevalencija je
zabelezena medu Zenkama krpelja, zatim u lutkama i muzZjacima ove vrste. Krpelji
pozitivni na prisustvo DNK C. burnetii poticali su sa jednog muzjaka i Sest zZenki
ispitivanih pasa. Psi sa kojih su uklonjeni krpelji pozitivni na prisustvo DNK C. burnetii
na sebi su imali od 1-36 krpelja. Od sedam pasa koji su imali pozitivhe krpelje na C.
burnetii, sa pet su krpelji uzorkovani u aprilu, a u junu i septembru su krpelji uzorkovani
sa po jednog psa. Krpelji uzorkovani sa pasa u maju, oktobru i novembru nisu bili
pozitivni na prisustvo DNK C. burnetii. U Eetvrtom potpoglavlju predstavljeni su rezultati
molekularnih ispitivanja prisustva DNK C. burnetii u reproduktivnim tkivima ispitivanih
pasa. Reproduktivna tkiva pasa — materice i jajnici Zenki, uklonjeni nakon hirurSke
intervencije sterilizacije, odnosno semenici uklonjeni nakon kastracije muzjaka,
sakupljena su od ukupno 105 pasa - 74 Zenke (70,48%) i 31 muzjaka (29,52%). Svi
uzorci tkiva ispitani su na prisustvo 1S1111 regiona C. burnetii primenom lan€ane
reakcije polimeraze, a umnozZene specificne sekvence vizuelizovane su na agaroznom
gelu kao trake duzine ~687 bp. Dokazivanje prisustva 1S1111 regiona u uzorcima
poreklom od ljudi i zivotinja na$lo je Siroku primenu u istrazivanjima jer je specificno za
C. burnetii, s obzirom na to da nije mogu¢e razmnozavanje endosimbionata sli¢nim C.
burnetii u ki€menjacima. U ovom istrazivanju umnozene su ukupno 22 sekvence
poreklom iz reproduktivnih tkiva pasa, a jedna sekvenca je preciS¢ena i izvrSeno je
njeno sekvenciranje radi provere dobijenog proizvoda. Poredenjem sekvence iz
reproduktivnih tkiva i sekvence iz krpelja dobijene u ovom istrazivanju, ustanovljeno je
da su medusobno identi€ne. Sekvenca je, takode, uporedena sa odgovaraju¢im
analognim sekvencama 1S1111 regiona C. burnetii deponovanim u Banci gena
poreklom od ljudi, Zivotinja i krpelja i ustanovljena je slicnost od 99-100% sa datim
sekvencama. DNK C. burentii ustanovljena je kod 20,95% (22/105) pasa. Od 31
muzjaka, DNK C. burnetii je otkrivena u 16,13% (5/31) uzoraka semenika. Od 74 uzorka
materica i jajnika uklonjenih nakon sterilizacije Zzenki, DNK C. burnetii je ustanovljena u
22,97% (17/74) uzoraka. Primenom Pearson-ovog X? testa nezavisnosti ustanovljeno je
da nema statistiCke znacajnosti izmedu pola pasa i prisustva C. burnetii u
reproduktivnim tkivima (x?=0,618, df=1, p=0,432; p>0,05). Od 22 psa koji u ¢&ijim je
reproduktivnim tkivima ustanovljeno prisustvo DNK C. burnetii, uzorci Sest pasa su
sakupljeni u aprilu, dva u maju, 12 u oktobru i dva u novembru. U junu i septembru nije
bilo pozitivnih uzoraka reproduktivnih tkiva ispitivanih pasa. U petom potpoglavlju
prikazani su rezultati ispitivanja seruma pasa na prisustvo antitela protiv C. burnetii
primenom modifikovanog komercijalnog ELISA metode. Optimizacija ELISA metode za
testiranje seruma pasa izvrSena je Sah titracijom razredenja pozitivhog seruma i anti-
antitela konjugovanih peroksidazom (Anti-dog 1gG whole molecule - Peroxidase
antibody produces in rabbit, Sigma Aldrich, SAD. Sah titracija je izvr§ena testiranjem
pozitivnog i negativnog seruma u razredenjima 1/100, 1/200 i 1/400, a konjugovana
anti-antitela su testirana u razredenjima 1/10.000, 1/20.000 i 1/25.000. Kao optimalne
vrednosti uzete su one kod kojih je odnos srednje vrednosti oitanih opti¢kih gustina
(optical density - OD) pozitivne i negativhe kontrole >2, pri ¢emu je OD pozitivne
kontrole >0,400. Dobijene optimalne vrednosti za razredenje seruma su iznosile 1/200,
a za razredenje konjugata 1/25.000. Svi serumi pasa su ispitani u duplikatu, a rezultati
su ocCitavani prema sledecoj formuli: S/P = [ODuzorka— ODnc] / [ODec - ODnc], gde je Titar
= S/Px100 (S/P — odnos uzorka i pozitivhe kontrole; NC — negativna kontrola; PC —
pozitivna kontrola). Test je validan ukoliko je ODec > 0,400, a ODpc/ODnc >2. Kao
negativni uzorci smatrani su svi uzorci €ija je izraCunata vrednost S/P x 100 < 40.
Pozitivnim uzorcima smatrani su svi uzorci kod kojih je S/P x 100 >40. Srednja vrednost
ocCitanih OD pozitivne kontrole iznosila je 2.856, a srednja vrednost ocitanih OD
negativne kontrole 1,388. Vrednosti OD ispitivanih seruma kretale su se u intervalu od
0,762 do 3,423. Od ukupno 105 ispitanih seruma, kod 29,52% (31/105) pasa je
ustanovljeno prisustvo specificnih antitela protiv C. burnetii. Od 31 muzjaka
seropozitivno je bilo 32,26% (10/31), a od 74 ispitane zenke pozitivno je bilo 28,38%
(21/74). Primenom Pearson-ovog x? testa nezavisnosti ustanovljeno je da nema
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statisticke znacajnosti izmedu pola pasa i prisustva specificnog seroloskog odgovora
protiv C. burnetii u serumima ispitivanih pasa (x?=0,158, df=1, p=0,691; p>0,05). Od 31
seropozitivnog psa, po devet je uzorkovano u aprilu i oktobru, Sest u maju, pet u
septembru i dva u novembru, dok u junu nisu ustanovljeni seropozitivni psi. U $estom
poglavlju predstavljen je uporedni prikaz rezultata dobijenih molekularnim i seroloskim
metodama. Od 105 ispitanih pasa pozitivno barem jednim testom bilo je 43,81%
(46/105) jedinki. Kod sedam pasa (jedan muzjak i $est zenki) je ustanovljeno i prisustvo
DNK C. burnetii u reproduktivnim tkivima kao i specificna antitela u serumu. Od ovih
pasa jedan muzjak i jedna Zenka su na sebi imali i krpelje u kojima je ustanovljeno
prisustvo DNK C. burnetii. Kod 15 seronegativnih pasa (Cetiri muzjaka i 11 Zenki)
ustanovljeno je prisustvo DNK C. burnetii u reproduktivnim tkivima, a nije ustanovljeno
kod 24 seropozitivnha psa (devet muzjaka i 15 Zenki). Od sedam pasa koji su na sebi
imali krpelje u kojima je ustanovljeno prisustvo DNK C. burnetii, dva psa su bila
pozitivna primenom oba testa (ELISA i PCR), dok kod pet pasa nije ustanovljeno ni
prisustvo DNK C. burnetii u tkivima, ni specificna antitela u serumu. Usaglasenost
izmedu PCR i ELISA testova primenjenih kod pasa ispitana je primenom Kappa
statisticke analize. Ustanovljena je osetljivost primenjenog ELISA testa od 31,8%, dok
je specificnost iznosila 71,1%. Dobijena Kappa vednost iznosi 0,025 §to ukazuje na
beznacajnu saglasnost izmedu PCR i ELISA metode.

U poglavlju Diskusija kandidat je sveobuhvatno i kritiCki rezultate svojih istrazivanja
uporedivao sa rezultatima slinih studija drugih autora. Analizirani su rezultati dobijeni
molekularnim i seroloskim ispitivanjima. Takode, diskutovan je znacaj prisustva DNK C.
burentii u R. sanguineus vrsti krpelja poreklom sa pasa.

U poglavlju Literatura naveden je spisak od 192 reference stranih i domacih autora.

VI ZAKLJUCCI ISTRAZIVANJA (navesti zakljuéke koji su prikazani u doktorskoj
disertaciji):

Na osnovu rezultata dobijenih u istraZivanjima sprovedenim u okviru ove doktorske
disertacije, izvedeni su sledeéi zakljucci:

1. Na ispitanim nevlasni¢kim psima sa teritorije grada Beograda nadene su tri vrste krpelja:
Rhipicephalus sanguineus, Ixodes ricinus i Dermacentor reticulatus. Najzastupljenija vrsta
bila je R. sanguineus.

2. DNK C. burnetii otkrivena je samo u uzorcima R. sanguineus (u adultima i lutkama) i to
kod 10,53% uzoraka, poreklom sa sedam pasa.

3. U uzorcima reproduktivnih tkiva pasa primenom Trans-PCR metode ustanovljena je DNK
C. burnetii kod 20,95% uzoraka, odnosno kod 22 jedinke. Nisu ustanovljene statistiCki
znacajne razlike u prevalenciji izmedu ispitanih muzjaka i Zenki.

4. Primenom modifikovanog komercijalnog ELISA testa, ustanovljeno je prisustvo specifi¢nih
antitela protiv C. burnetii u uzorcima seruma poreklom od 29,52% pasa, odnosno kod 31
jedinke. Nisu ustanovljene statisticki znacajne razike u prevalenciji izmedu ispitanih
muzjaka i zenki.

5. 0Od svih ispitanih pasa 43,81%, odnosno 46 jedinki, je bilo pozitivno na prisustvo C.
burnetii primenom barem jedne metode (ELISA ili Trans-PCR). Kod dva psa koja su bila
pozitivna primenom obe metode ustanovljeno je i prisustvo krpelja pozitivnih na prisustvo
DNK C. burnetii, dok je pet pasa sa krpeljima pozitivhim na prisustvo DNK C. burnetii bilo
negativno primenom obe metode.

6. Primenom obe metode bilo je pozitivno sedam pasa, prisustvo uzro€nika uz odsustvo
imunoloSkog odgovora zabeleZzeno je kod 15 pasa, dok uzroCnik nije ustanovljen u
tkivima kod 24 seropozitivna pasa.

7. Metoda Trans-PCR kojom se otkriva ponavljajuéi 1IS1111 region C. burnetii pogodna je za
otkrivanje prisustva DNK uzro¢nika u tkivima pasa i krpeljima, a sekvence IS1111 regiona
dobijene u ovom istrazivanju poseduju 99-100% slicnosti sa drugim sekvencama
poreklom iz ljudi, Zivotinja i krpelja, deponovonih u Banci gena. Nisu ustanovljeni
endosimbionti krpelja sli¢ni C. burnetii.

8. Utvrdivanje prisustva DNK C. burnetii u vrsti R. sanguineus, koja je prvenstveno parazit
pasa, kao i nalaz pozitivnih krpelja na psima koji su bili pozitivni primenom Trans-PCR |
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ELISA metode, ukazuje na to da nevlasni¢ki psi mogu imati ulogu u ciklusu odrzavanja
uzroCnika kju groznice na teritoriji grada Beograda.

9. Utvrdivanje prisustva C. burnetii kod klini¢ki zdravih pasa primenom Trans-PCR i ELISA
metode, kao i dokaz prisustva uzroénika kod seronegativnih pasa, odnosno prisustvo
seroloSkog odgovora kod pasa kod kojih nije dokazan uzroénik u tkivima, sugerise na to
da psi mogu biti asimptomatski nosioci C. burnetii.

10. Visoka seroprevalencija i prisustvo uzro€nika u tkivima pasa ukazuju na to da ova vrsta
zivotinja moze da bude sentinel za kju groznicu u Srbiji, Sto je znacajno u slu¢ajevima
pojave epidemija i epizootija, kada se isklju€e drugi izvori infekcije.

VIl OCENA NACINA PRIKAZA | TUMACENJA REZULTATA ISTRAZIVANJA (navesti da i
su dobijeni rezultati u skladu sa postavljenim ciljem i zadacima istrazivanja, kao i da li
zakljuéci proizilaze iz dobijenih rezultata):

Svi dobijeni rezultati prikazani u okviru doktorske disertacije kandidata dipl. vet.
Danice Bogunovi¢, pod naslovom ,Molekularna i seroloSka istrazivanja prisustva bakterije
Coxiella burnetii u tkivima pasa i krpeljima (Acari: Ixodidae) sakuplienim sa ispitivanih
zivotinja“, u skladu su sa postavljenim ciliem i zadacima istrazivanja, a svi izvedeni zaklju¢ci
proizilaze iz dobijenih rezultata.

VIIl KONACNA OCENA DOKTORSKE DISERTACIJE:

1. Dali je disertacija napisana u skladu sa obrazlozenjem navedenim u prijavi teme?
Da.

2. Da li disertacija sadrzi sve elemente propisane za zavr$enu doktorsku disertaciju?
Da.

3. Po €éemu je disertacija originalan doprinos nauci?

Mada je teritorija Republike Srbije enzootsko i endemsko podru¢je za kju
groznicu, do sada nisu radena ispitivanja prisustva C. burnetii kod pasa, kao i krpelja
koji parazitiraju na ovoj vrsti zivotinja. Rezultati dobijeni u okviru ove doktorske
disertacije pruzaju podatke koji ukazuju na znacaj slobodnih, klini¢ki zdravih pasa kao
mogucih rezervoara C. burnetii na podru¢ju grada Beograda. Takode, prisustvo
uzro€nika u adultnim i preadultnim stadijumima R. sanguineus vrste krpelja, koji je
primarno parazit pasa, dodatno potvrduje znac€aj ove vrste Zivotinja u lancu odrZavanja
kju groznice u prirodi. Istrazivanje sprovedeno u okviru ove doktorske disertacije je
inovativho, dobro osmisljeno i originalno, a tema je veoma aktuelna i znadajna za
veterinarsku i posebno za humanu medicinu.

Doktorska disertacija je realizovana u okviru projekta ,Razvoj i standardizacija
molekularnih i imunskih metoda u dijagnostici bakterijskih zoonoza“ (ev. br. TR 31088),

prosvete, nauke i tehnoloSkog razvoja Republike Srbije.

IX SPISAK NAUCNIH RADOVA SADRZINSKI POVEZANIH SA DOKTORSKOM
DISERTACIJOM U KOJIMA JE DOKTORAND PRVI AUTOR ODNOSNO AUTOR SA
NAJVECIM DOPRINOSOM (napisati imena svih autora, godinu objavljivanja, naslov
rada, naziv ¢asopisa, impakt faktor i klasifikaciju prema Pravilniku o postupku, naéinu
vrednovanja, i kvantitativnom iskazivanju nauénoistrazivackih rezultata istrazivaca):

= Bogunovi¢ Danica, Stevi¢ NataSa, Sidi-Boumedine Karim, MiSi¢ DuSan, Tomanovi¢
Snezana, KuliSi¢ Zoran, Magas Vladimir, Radoji¢i¢ Sonja (2018). Molecular
evidence of Q fever agent Coxiella burnetii in ixodid ticks collected from stray dogs
in Belgrade (Serbia). Acta veterinaria — Beograd, 68(3): 257-268. DOI:
10.2478/acve-2018-0023 (IF — 0,604, ¢asopis medunarodnog znacaja - M23)
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X PREDLOG:

Na osnovu ukupne ocene disertacije, komisija predlaze (odabrati jednu od tri

ponudene mogucnosti):

- da se doktorska disertacija prihvati a kandidatu odobri odbrana

- da-se-doktorska-disertacija-vrati-kandidatu-na-doradu
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