OCoO~NOOUITA,WNPE

FAKULTET VETERINARSKE MEDICINE OBRAZAC-D 4
UNIVERZITETA U BEOGRADU

IZVESTAJ O OCENI ZAVRSENE DOKTORSKE DISERTACIJE

| PODACI O KOMISIJI:
1. Datum i naziv organa koji je imenovao Komisiju:

Dana 20.02.2019. godine, 192. sednica Nastavno-nau¢nog veca Fakulteta
veterinarske medicine Unverziteta u Beogradu.

2. Sastav Komisije sa naznakom imena i prezimena svakog €lana, zvanja, naziva uze
naucéne oblasti za koju je izabran u zvanje, godinom izbora u zvanje i naziv fakulteta,
ustanove u kojoj je €lan komisije zaposlen:

1. Dr Miroslav Valci¢, redovni profesor, Epizootiologija, zarazne bolesti Zivotinja i bolesti
pcela i sviloprelja, 2010. godina, Fakultet veterinarske medicine, Univerzitet u Beogradu -
mentor.

2. Dr Snezana Tomanovié¢, naucni savetnik, Medicinska entomologija, 2018. godina,
Institut za medicinska istrazivanja Univerziteta u Beogradu - mentor.

3. Dr Sonja Radoji€i¢, redovni profesor, Epizootiologija, zarazne bolesti zZivotinja i bolesti
pCela i sviloprelja, 2011. godina, Fakultet veterinarske medicine Univerziteta u Beogradu.

4. Dr Dusko Cirovié, docent, Ekologija, biogeografija i Zastita Zivotne sredine, 2010.
godina, Bioloski fakultet Univerziteta u Beogradu.

I PODACI O KANDIDATU:
1. Ime, ime jednog roditelja, prezime:
Ratko, Radenko, Sukara
2. Datum rodenja, opstina, Republika:
07.11.1987. godine, Jajce, Bosna i Hercegovina
3. Datum odbrane, mesto i naziv magistarske teze*:

4. Naué€na oblast iz koje je ste€eno akademsko zvanje magistra nauka*:

Il NASLOV DOKTORSKE DISERTACIJE:

~Epizootiolosko-epidemioloski znacaj zlatnog Sakala (Canis aureus) u odrzavanju vektorima
prenosivih zoonoza na teritoriji Republike Srbije”



OCO~NOOUPA,WNLE

IV  PREGLED DOKTORSKE DISERTACIJE (navesti broja strana poglavlja, slika, Sema,
grafikonai sl.):

Doktorska disertacija kandidata, doktora veterinarske medicine (dr. vet) Ratka Sukare,
napisana je na 173 strane kompjuterski obradenog teksta a €ine je poglavlja: Uvod (3 strane),
Pregled literature (51 strana), Cilj i zadaci istraZivanja (2 strane), Materijal i metode (17
strana), Rezultati (27 strana), Diskusija (25 strana), Zaklju€ci (3 strane), Literatura (52 strane).
Na poletku se nalaze Zahvalnica, Posveta, Kratak sadrzaj na srpskom i engleskom jeziku
kao i Sadrzaj doktorske disertacije, dok se na kraju nalaze Biografija kandidata, lzjava o
autorstvu, lzjava o istovetnosti Stampane i elektronske verzije rada i Izjava o koris¢enju. U
okviru doktorske disertacije nalaze se ukupno 23 slike, 17 tabela i 13 grafikona.

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 poglaviju Uvod kandidat navodi da je poslednjih decenija povec¢ano ineteresvanje nau¢ne
javnosti za izu€avanje zoonoza Ciji se uzro€nici prenose vektorima jer se ove bolesti danas
javljaju u regionima sveta u kojima do sada nisu bile prisutne ili se javljaju ucestalije na
prostorima gde su se pojavljivale sporadi¢no. Istaknuta je na prvom mestu veza povecane
incidencije ovih bolesti sa globalnim klimatskim promenama koje dovode do Sirenja areala
krpelja, komaraca, flebotomina, i drugih grupa insekata koje mogu da posluze kao vektori
uzro€nicima, kao i sa promenama u dinamici populacija pojedinih vrsta kimenjaka koje
predstavljaju potencijalne domacine rezervoare. Kao znaCajan za sagledavanje
kompleksnosti €inilaca koji determiniSu epizootilogiju i epidemiologiju vektorski prenosivih
bolesti, opisan je koncept ,jedno zdravlje* (eng. One Health) koji prepoznaje povezanost ljudi,
zivotinja i okoline i podrazumeva interdisciplinarni pristup u reSavanju zdravstvenih problema.
Naglasen je znacaj istrazivanja divljih kanida sa aspekta javnog zdravlja i ukazana potreba za
njihovim kontinuiranim epizootioloSkim nadzorom u cilju prevencije rizika po zdravlje ljudi i
Zivotinja. Kandidat navodi da je predmet istraZivanja doktorske disertacije bio da se sagleda
epizootiolosko-epidemioloski znac¢aj Sakala (Canis aureus) u odrzavanju vektorima prenosivih
zoonoza na teritoriji Republike Srbije kroz molekularnu detekciju i identifikaciju vrsta u okviru
patogenih rodova: Babesia spp., Rickettsia spp., Anaplasma spp., Ehrlichia spp., Francisella
spp., Bartonella spp., Leishmania spp., te vrsta u okviru Borrelia burgdorferi sensu lato
kompleksa i kroz detekciju prisustva Coxiella burnetii u tkivu slezine ispitivanih $akala, a
dodatno i kroz testiranje krpelja sakupljenih sa Sakala, na prisustvo prethodno nabrojanih
krpeljima prenosivih zoonoznih patogena. Kandidat navodi da, iako se gustina populacija i
areal Sakala poslednjih decenija u Srbiji poveéavaju, istrazivanja o ulozi ove divlje kanide u
epizootiologiji i epidemiologiji vektorima prenosivih bolesti u naSoj zemlji do sada nisu vrdena.

U poglaviju Pregled literature, u prvom podpoglaviju kandidat istiée da u ciklusima
transmisije, vektorima prenosivi patogeni cirkuliSu izmedu vektora i primarnih domacina, te da
je sa epizootiolodko-epidemioloSkog aspekta od velikog zna€aja poznavanje uloge razligitih
vrsta domacina i vektora u enzootskim ciklusima zoonoznih patogena na odredeno;j teritoriji.

U okviru podpoglavlja: ,Sakali i njihov epizootiolosko-epidemiolo$ki znadaj*, kandidat nas prvo
detaljnije upoznaje sa opstim karakteristikama zlatnog Sakala (Canis aureus). Navodi se da je
to Siroko rasprostranjena divlja kanida srednje veli€ine tela, poznata i pod nazivima azijski
Sakal, evroazijski Sakal ili crveni vuk te da je autohtona divlja kanida u Srbiji pored lisice i
vuka. Da je vrlo prilagodljiv po pitanju izbora staniSta i da zbog lako dostupne hrane koju
pronalazi u blizini naselja, Sakali Cesto Zive u neposrednoj blizini ljudi. Kandidat navodi da je
telemetrijsko pracenje reproduktivne grupe u okolini grada Beograda pokazalo udaljenost
Sakala od kraja urbane zone od samo 1km. Opisani su rezultati istraZivanja ishrane Sakala u
Srbiji koji potvrduju da je ova vrsta generalist i da koristi Sirok dijapazon hraniva, te da Cesto
ne lovi jer hranu pronalazi najéeS¢e na neuredenim deponijama. Navedeno je i da istraZivanja
potvrduju da Sakal ne uti€e na smanjenje brojnosti gajene divljaci u nadoj zemlji.
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Poseban osvrt kandidat daje rasprostranjenju Sakala u Evropi, te dinamic¢nim promenama
areala ove vrste u XX veku. Pominje se dramati¢an pad brojnosti populacije $akala u Evropi
zbog planskog trovanja vukova kada su brojne jedinke stradale kao kolateralna Steta, te da u
drugoj polovini XX veka preZivele populacije naglo poveéavaju svoju brojnost i
rasprostranjenje $to se ozna€ava kao ekspanzija. Navedeno je da u nasoj zemlji poveéavanje
brojnosti, rekolonizacija staniSta i Sirenje areala Sakala vezuje se za osamdesete godine XX
veka.

U posebnom podpoglavlju kandidat isti¢e da su studije koje se bave ulogom Sakala u
epidemiologiji i epizootiologiji vektorima prenosivih bolesti u svetu oskudne i da iako su Sakali
prisutni na preko 70% teritorije nasSe zemlje i da populacija broji preko 20 000 jedinki,
istrazivanja koja se bave ulogom Sakala u epizootiologiji vektorima prenosivih bolesti u nasoj
zemlji do sada nisu vrSena. Kroz viSe manijih podcelina, kandidat opisuje op$te karakteristike
krpelja, zivotni ciklus krpelja te njihov epizootioloSko-epidemioloski znacaj. Takode u
posebnom delu opisane su opste karakteristike flebotomina i njihov epizootiolosko-
epidemioloski znaca;.

Kandidat u posebnim podcelinama izlaze i relevantne podatke koji se odnose na oboljenja
koja su izazvana uzroCnicima koji se prenose vektorima, a Cija je detekcija vr§ena kod Sakala
i krpelja u okviru istrazivanja obuhvacenih ovom doktorskom disertacijom. Sistemati¢no i u
dovoljinom obimu opisuje epizootioloSko-epidemioloSke aspekte babezioze, lajmske bolesti,
anaplazmoze, rikecioza, kju groznice, tularemije i bartoneloze. Kandidat u posebnom delu
opisuje i epizootioloSko-epidemioloske aspekte lajSmanioze.

U poglavlju Cilj i zadaci istrazivanja kandidat navodi da je doktorska disertacija imala za cilj
spoznaju uloge zlatnog Sakala (Canis aureus) u odrzavanju vektorima prenosivih zoonoza
(uzrognika iz rodova: Babesia spp., Borrelia spp., Rickettsia spp., Anaplasma spp., Ehrlichia
spp., Francisella spp., Bartonella spp., Coxiella burnetii i Leishmania spp.) na teritoriji
Republike Srbije. Kandidat navodi da je zbog naglog povecanja areala rasprostranjenja i
brojnosti populacije Sakala na teritoriji naSe zemlje kao i zbog malo dostupnih podataka o
epizootiolsko-epidemioloskom znacaju ove divlje kanide u odrzavanju vektorima prenosivih
zoonoznih patogena u svetu i kod nas, postojala potreba za naucnim istrazivanjem ovog tipa.
Pored toga, s obzirom da sistematska istrazivanja faune krpelja koji parazitiraju Sakale nisu
vrSena, cilj disertacije je bio i entomolo3ki pregled, identifikacija i determinacija krpelja koji
parazitiraju Sakale kod nas te i molekularna detekcija krpeljima prenosivih patogena u
sakupljenim krpeljima (uzro€nika iz rodova: Babesia spp., Borrelia spp., Rickettsia spp.,
Anaplasma spp., Ehrlichia spp., Francisella spp., Bartonella spp., Coxiella burnetii), a zatim
tumacenje dobijenih rezultata sa aspekta humane i veterinarske medicine.

U svrhu ostvarivanja zadatih ciljeva postavljeni su slede¢i nau¢no-istrazivacki zadaci:

e Uzorkvanje tkiva odstreljenih 3akala (slezina) i ektoparazita krpelja, sa veceg broja
lokaliteta na teritoriji Republike Srbije.

e Laboratorijska obrada sakupljenih uzoraka (identifikacija vrsta, pola i stadijuma krpelja,
ekstrakcija DNK iz uzoraka tkiva i sakupljenih krpelja)

e Molekularna detekcija DNK patogena: (Babesia spp., Borrelia burgdorferi s.l., Rickettsia
spp., Anaplasma spp., Ehrlichia spp., Francisella spp., Bartonella spp., Coxiella burnetii i
Leishmania spp.) u uzorcima Sakala i krpelja.

e Genotipizacija i karakterizacija detektovanih patogena molekularnim metodama
(sekvenciranje, RFLP).

e Statisticka obrada dobijenih rezultata.
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U poglavlju Materijal i metode sistematicno je opisano istraZivano podrucje, nacin
sakupljanja uzoraka, dat je pregled metoda primenjenih tokom istrazivanja kao i opis i
prikaz opreme kori§¢ene u radu. Uzorci tkiva slezine Sakala sakupljani su od zivotinja
odstreljenih na Sirem podrucju svakog od ukupno 10 analiziranih lokaliteta (Titel, Sur¢in,
Veliko Gradiste, Smederevo, Smederevska Palanka, Velika Plana, Svilajnac, Negotin,
ZajecCar, Bela Palanka), neposredeno po odstrelu Sakala, a u sluaju Zivotinja stradalih u
saobracaju u momentu kada je leS naden. Podaci o mestu odstrela ili mestu gde je nadena
pregazena Zivotinja, polu Zivotinje i datum odstrela ili pretpostavljeno vreme smrti za Zivotinje
stradale u saobracaju, zabeleZeni su za svaku jedinku. Navodi se da je u cilju uzimanja
adekvatnih uzoraka vrSena terenska obdukcija uz postovanje principa obdukcione tehnike u
datim uslovima. Od svake obdukovane zivotinje uzorci tkiva slezine su stavljani u adekvatno
obelezene sterline bocice za urin i uz postovanje hladnog lanca (medicinski transportni
hladnjak) isti su dopremani u laboratoriju radi daljih analiza. Do laboratorijskih analiza uzorci
tkiva su Cuvani u zamrziva¢ima za duboko zamrzavanje na temperaturi od -80 °C. Uzorci
analizirani u ovoj doktorskoj disertaciji sakupljeni su tokom perioda od tri godine (januar 2010
god. — februar 2013 god.). Tamo gde je bilo moguce, ubrzo po odstrelu celo telo Sakala je
detaljno pregledano na prisusvo krpelja. Svi krpelji uo&eni inspekcijom su uz pomoé
entomoloske pincete stavljeni u obelezene plasti¢ne tubice sa 70% alkoholom i transportovani
do laboratorije. Kandidat navodi da je u periodu u kom su sakupljani uzorci tkiva slezine
Sakala (januar 2010 god. — februar 2013 god.) sakuplieno ukupno 118 krpelja koji su pored
entomoloskog pregleda analizirani i na prisustvo DNK patogena obuhvaéenih ovom studijom
(detekcija vrsta u okviru patogenih rodova: Babesia, Borrelia, Rickettsia, Anaplasma,
Ehrlichia, Francisella, Bartonella i Coxiella). KoriS¢enjem stereo-mikroskopa (58-06100,
Bresser™) sa moguéno$¢u uvecanja do 45 puta, krpelji su uz koriS¢éenje standardnih kljuceva
za determinaciju identifikovani do nivoa vste, odredeni su razvojni stadijumi (nimfe, muzjaci,
zenke) i definisan je stepen nasisanosti (ne nasisani, umereno nasisani, nasisani). Za
ekstrakciju DNK uzorci su uzimani od svake zivotinje pojedinac¢no. Opisuje se da je uzeta
mala koli¢ina tkiva slezine (do 20 mg), uz pomoc¢ sterilnih krvnih lanceta i stavljena u
plasti¢nu tubicu od 1,5 ml. Da su potom tubice drzane 15 minuta u zamrzivaCu za duboko
zamrzavanje ( na - 80 °C) a da je zatim vrSena homogenizacija uzorka uz pomo¢ plasti¢nih
Stapica predvidenih za ovu namenu (Micropestle, Eppendorf™). Opisana je procedura
ekstrakcije ukupne DNK iz uzorka tkiva slezine koja je izvedena upotrebom komercijalnog kita
za ekstrakciju DNK u sistemu sa kolonicama (Gene Jet Genomic DNA Purification Kit,
Fermentas, Thermo Scientific™), po protokolu proizvodaca za ekstrakciju DNK iz tkiva sisara.
Navedeno je da su po zavrdenom entomolodkom pregledu krpelji Suvani u 70% etanolu do
ekstrakcije DNK i da su pre same ekstrakcije krpelji ispirani u sterilnoj vodi, suSeni na filter
papiru pa zatim homogenizovani u 500 pl fosfatnog pufera (PBS) upotrebom sterilnih
makazica i uz pomo¢ sterilnih plasti€nih mikro-tu¢kova (Micropestle, Eppendorf™). Po
dobijanju homogenata alikvotirano je 200 pl u novu tubicu koja je predstavljala polaznu tacku
za izolaciju DNK iz uzoraka krpelja. Ostatak homogenata krpelja ¢uvan je u zamrzivacu na —
80 °C da bi u slu€aju potrebe postojala moguénost ponovne izolacije DNK iz svakog uzorka.
Navedeno je da je za ekstrakciju koriSc¢en isti komercijalni kit kao i za ekstrakciju DNK iz tkiva
slezine (Gene Jet Genomic DNA Purification Kit, Fermentas, Thermo Scientific™) po
prethodno opisanoj proceduri s tom razlikom da je po potrebi (gust sadrzaj, veéi stadijum
nasisanosti krpelja) vreme inkubacije produZavano sa 3 sata na 5 sati radi postizanja
optimalne digestije. Kandidat zatim opsuje multipleks lan€anu reakciju polimerizacije (PCR) u
realnom vremenu za detekciju vrsta u okviru pet nabrojanih rodova. Za detekciju Rickettsia
spp., kori8¢ena su dva seta prajmera i proba sa ciliem povec¢anja senzitivhosti i specifiCnosti
metode. ViSe razli€itih prajmera i proba je koriS8¢eno za identifikaciju vrsta u okviru roda
Anaplasma (prajmeri i probe za: A. marginale, A. centrale, A. ovis i A. phagocytophilum).
Senzitivnost i specificnost multipleks PCR-a u realnom vremenu testirana je za svakog od
navedenih patogena ponaosob. Pozitivni uzorci (bilo od krpelja ili od uzorka krvi ljudi ili
zivotinja) za koje je odredena vrsta prisutnog patogena su koriS¢eni kao pozitivne kontrole.
Analize su vrSene na uredaju C1000 Touch, CFX96 thermal cycler (Biorad™). MeSavina
polimeraze i svih komponenti neophodnih za gPCR osim prajmera, proba i DNK uzorka koji
se ispituje: SsoFast Probes Supermix (Biorad™), je koriS¢ena u zapremini od 10 ul, zajedno
sa 0,6 ulili 0,9 pl svakog prajmera koncentracije 10 uM (0,6 pl u slu€aju prajmera za detekciju
prisustva F. turalensis i C. burnetii a 0.9 ul u sluaju prajmera za detekciju Rickettsia spp.,
Anaplasma spp., A. phagocytophilum i Bartonella spp.,) i 0,4 ul svake probe (10 pM) uz
dodatak odgovarajuce koli¢ine sterilne vode za uporebu u molekularnim analizama i 2,5 pl
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izolovane DNK iz slezine koja se testira na prisustvo patogena. KoriS¢ene su dve vrste
negativne kontrole (DNK izolovana iz neinficiranih uzoraka i sterilna voda).

Prajmeri i probe koriséeni u qPCR za detekciju pojedinih patogena dati su u tabeli 1. U
slu€aju pozitivnih rezultata za svakog od testiranih patogena, klasi¢an PCR je primenjen sa
ciliem dobijanja duzeg fragmenta gena i potvrde vrste patogena sekvenciranjem.

Tabela 1. Prajmeri i probe kori§¢eni za detekciju Anaplasma spp., Rickettsia spp., Francisella
tularensis, Bartonella spp., i Coxiella burnetii multiplex Real Time PCR-om u slezinama
Sakala.

Patogen Prerlj;)rgzr/p Sekvence prajmerai proba Cglg:l
FrancF 5-ACCCACAAGGAAGTGTAAGATTAC-3
F. tularensis FrancR 5-AGTTGCCCAAGTTTTATCGTTC-3’ tul4
FrancP HEX-CAATGGCAGGCTCCAGAAGGTTCTAA
AnapF 5-AGAGTGGAATTGGAAGCGAG-3’
Anaplasma spp.* AnapR 5-GGTCTCAGTAATGTTAGCGTCG-3 msp4
AnapP FAM -ACAGAAGGTTTGCTACTTTGGCGGA
AnapphF 5-CTGACTTGCCTGTATCTCCTTAC-3
phagoc?t.ophilum AnapphR 5-CCTCCAGCTATTAAAGATATTTCAGG-3’ msp4
AnapphP FAM-CTCGCCCCTAACCCAGCACA
CbF 5-CGCTGCCAAAGTATCATTAGC-3’
C. burnetii CbR 5-GCGGTTTGAAGGGTGATTTG-3 coml
CbP HEX -TGCTCAGTGTCGACGGCCAATTAT
Rickl1F 5-GTCGCAAATGTTCACGGTAC-3’
Rickettsia spp. RicklR 5-TTGTTCAGGGTCTTCGTGC-3 gltA
Rick1P Texas Red®-TCTTTCCATTGTGCCATCCAGCCT
Rick2F 5-AATAGCAAGAACCGTAGGTGG-3
Rickettsia spp. Rick2R 5-ACATAACCTGTCTGGTCTCTGA-3’ gltA
Rick2P Texas Red®-TGTCAGGTCTTCGTGCATTTCTTTCCA
BartolTSF 5-GATGCCGGGGAAGGTTTTC-3
Bartonella spp. BartolITSR 5-GCCTGGGAGGACTTGAACCT-3 ITS
BartoP Cy5-GCGCGCGCTTGATAAGCGTG

Kandidat navodi da je za detekciju Leishmania spp., koris¢en je protokol za qPCR sa
upotrebom fluorescentne probe LEIS.P1, €ija je ologonukleotidna sekvenca: 5'-CGG TTC
GGT GTG TGG CGC C-3' specifit(na za konzervisani region gena za malu subjedinicu rRNK
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medu razli¢itim vrstama lajSmanija. Proba je na 5’ kraju oznac¢ena bojom FAM, 6-karboksi-
fluorescein a na 3' kraju nalazi se ,quencher® boja TAMRA (6-karboksi-tetrametil-rodamin).
Kori§¢eni su prajmeri: LEIS.U1 (5'-AAG TGC TTT CCC ATC GCA ACT-3") i LEIS.L1 (5'-GA-
CGC ACT AAA CCC CTC CAA-3'. Analiza je vrSena na qPCR masini C1000 Touch, CFX96
thermal cycler (Biorad™). Ukupna zapremina PCR smeSe bila je 20 ul. SsoFast Probes
Supermix (Biorad™), je koriS¢en u zapremini od 10 pl, zajedno sa: 1,6 ul svakog prajmera
koncentracije 10 uM, 0,2 ul fluoresentne probe (koncentracije 10 uM), 4,1 ul sterilne vode za
uporebu u molekularnim analizama i 2,5 yl izolovane DNK iz slezine koja se testira na
prisustvo patogena. DNK soja Leishmania infantum izolovanog iz krvi inficiranog ¢oveka je
koris¢ena kao pozitivna kontrola. KoriSéene su dve vrste negativnih kontrola (DNK izolovana
iz neinficiranih uzoraka i sterilna voda).

Detekcija prisustva DNK Babesia spp. i Borrelia burgdorferi s.1., u slezinama Sakala vréena je
konvencionalnim PCR-om po prethodno publikovanim protokolima. Za detekciju Babesia
spp., koris§¢eno je viSe parova prajmera i protokola. Prajmeri BabF (5-GCG ATG GCC CAT
TCA AGT TT-3’) and BabR (5'-CGC CTG CTG CCT TCC TTA GA-3’) €iji je target fragment
18S rRNK veli¢ine 146 baznih parova koriS¢eni su za inicijalnu detekciju. Svi dobijeni pozitivni
uzorci sa ovim protokolom su potom analizirani sa PIRO-A (5'- AAT ACC CAA TCC TGA
CAC AGG G -3) i PIRO-B (5-TTA AAT ACG AAT GCC CCC AAC-3) prajmerima koji
umnozavaju fragment ssu-rDNK gena veli€ine oko 410 bp. i sa BJ1 (5°-GTC TTG TAATTG
GAA TGA TGG-3) i BN2 (5-TAG TTT ATG GTT AGG ACT ACG-3’') prajmerima koji
amplifikuju 487 bp dugacak fragment 18S rRNK gena roda Babesia. Pored slanja pozitivnih
uzoraka dobijenih uz pomo¢ pomenutih prajmera (PIRO-A, PIRO-B i BJ1, BN2) na
sekvenciranje, za pozitivne uzorke umnozen je i veci fragment (1600 bp) 18S rRNK gena sa
prajmerima Nbab-1F (5-AAG CCA TGC ATG TCT AAG TAT AAG CTT TT-3’) i Nbab-1R (5-
CTT CTC CTT CCT TTA AGT GAT AAG GTT CAC-3’) po prethodno publikovanom
protokolu. Detekcija Borrelia spp., vrSena je po ,nested“ protokolu koji podrazumeva dva
koraka i dva seta prajmera. KoriS¢eni su prajmeri komplementarni 3’ kraju 5S rRNK (rrf)
(RIS1; 5°-CTG CGA GTT CGC GGG AGA-3), i (RIS3; 5-GGA GAG TAG GTT ATT GCC
AGG-3’) kao i 5" kraju 23S rRNK (rrl) (RIS2; 5-TCC TAG GCA TTC ACC ATA-3) i (RIS4; 5'-
GAC TCT TAT TAC TTT GAC C-3’). Prajmeri amplifikuju 5S-23S rRNK intergenskog regiona
vrsta u okviru roda Borrelia. Amplifikacija je izvedena po prethodno publikovanom protokolu.
Za detekciju DNK patogena od interesa u krpeljima koriS¢ena je metodologija klasi¢nog PCR-
a. Detekcija DNK Babesia spp. i Borrelia spp., vrSena je po protokolu koji je koriscen i za
detekciju prisustva ovih patogena u tkivu slezine Sakala. Prajmeri EHR16SD (5'-GGT ACC
YAC AGA AGA AGT CC-3) i EHR16SR (5-TAG CAC TCA TCG TIT ACA GC-3) koji
amplifikuju fragment od 345 bp 16S rRNK gena familije Anaplasmataceae koris¢éeni su za
dokazivanje prisustva DNK rodova Anaplasma, Ehrlichia, Neorickettsia, Wolbachia, po
prethodno publikovanim protokolima. Pozitivni uzorci su potom analizirani sa ,nested”
protokolom za detekciju A. phagocytophilum upotrebom prajmera dizajniranih na osnovu
visoko konzervativnog regiona p44/msp2 paraloga (p3726F; 5-GCT AAG GAG TTA GCT
TAT GA-3’), (p3761F; 5°-CTG CTC T(T/G)G CCA A(A/G)A CCT C-3’), (p4183R ; 5-CAA TAG
T(C/T)T TAG CTA GTA ACC-3'), i (p4257R ; 5-AGA AGA TCA TAA CAA GCA TTG-3).
Prajmeri Rp CS.877p (5-GGG GGC CTG CTC ACG GCG G-3') i Rp CS.1258n (5°-ATT GCA
AAA AGT ACA GTG AAC A-3’) kaji sluZze za umnozavanje fragmenta gena za citrat sintazu
Rickettsia spp., veli¢éine 380-397 bp koris¢eni su za dokazivanje prisustva rikecija u
ispitivanim uzorcima. Prajmeri TUL4-435 (5°-GCT GTATCA TCA TTT AAT AAACTG CTG-3’)
i TUL4-863; (5°-TTG GGA AGC TTG TAT CAT GGC ACT-3’) koji umnoZavaju fragment gena
od 400bp koji kodira lipoprotein od 17 kDa koji je konzerviran medu razli€itim sojevima F.
tularensis koriSceni su za dokazivanje njenog prisustva. Urbarto1 (5'-CTT CGT TTC TCT
TTC TTC A-3") i Urbarto2 (5'-CTT CTC TTC ACA ATT TCA AT-3') prajmeri koji umnozavaju
fragment 16S-23S intergenskog regiona (ITS) Bartonella spp., veli¢ine 639 bp po prethodno
publikovanom protokolu, kori§¢eni su za dokazivanje prisustva DNK bakterija ovog roda.
Prajmeri CB-1: 5'-ACT CAA CGC ACT GGA ACC GC-3'i CB-2: 5'-TAG CTG AAG CCA ATT
CGC C-3' koji amplifikuju 257 bp dugacak fragment gena za kodiranje superoksid dismutaze
C. burnetii koriS¢eni su za dokazivanje njenog prisustva u ispitivanim uzorcima.

Za konvencionalni PCR koriS¢en je uredaj: Veriti Thermal Cycler, (Applied Biosystems, USA).
Za pripremu PCR reakcije koriS¢ena je meSavina polimeraze i svih komponenti neophodnih
za reakcionu smeSu osim prajmera i DNK uzorka koji se ispituje: PCR Master Mix (2X),
(Thermo Fisher Scientific™), a reakciona smeSa je pripremana po preporuci proizvodaca
hemikalija. To je podrazumevalo: 25 yl PCR Master Mix (2X), po 3 pl svakog prajmera



OCoO~NOOUPA~,WNE

koncentracijem 10 uM, izolovanu DNK uzorka koji se ispituje (do 6 pl) i dodatak vode za
molekularne analize do ukupne zapremine PCR smes$e od 50 pl.

Detektovani pozitivni uzorci krpelja po prethodnom protokolu su zatim ponovo umnozavani
koris¢enjem jedinstvene komercijalne mesavine polimeraza: High Fidelity PCR Enzyme Mix
(Thermo Fisher Scientific™). Zbog malog stepena gresSke ovih polimeraza prilikom ugradnje
nukleotida u lanac koji sintetiSu, dobijaju se PCR produkti pogodni za sekvenciranje.

PCR reakcija prilikom kori8¢enja meSavine polimeraza: High Fidelity PCR Enzyme Mix
(Thermo Fisher Scientific™) formirana je od sledeéi konstituenata: 10X High Fidelity PCR
pufer sa 10 mM MgClz, NTP smes8a nukleotidnih baza (2 mM svake baze), po 0.3-1 mM oba
prajmera, izolovanu DNK uzorka koji se ispituje, zatim meS$avina polimeraza: High Fidelity
PCR Enzyme Mix u koli¢ini od 1,25-2,5 u po reakciji i vodu za molekularne analize do
ukupne zapremine reakcije od 50 pl. Uslovi pod kojima je vrSeno umnozavanje fragmenata
gena testiranih patogena u masini za konvencionalni PCR, prilagodeni su detekciji prisustva
DNK svakog patogena ponaosob. Uslovi su prvo postavljeni po preporuci proizvodaca
hemikalija. U slu€aju kada je koriS¢ena meSavina polimeraze i svih komponenti neophodnih
za reakcionu smeSu osim prajmera i DNK uzorka koji se ispituje: PCR Master Mix (2X),
(Thermo Fisher Scientific™) uslovi su bili sledeéi: Inicijalna denaturacija u trajanju od 1 do 3
minuta na 95°C, potom 30-40 ciklusa pod uslovima: denaturacija 95 °C u trajanju od 30
sekundi, hibridizacija prajmera na temperaturi za 5 °C nizoj od taCke topljenja prajmera
(izraCunata za sve koris¢ene prajmere) u trajanju od 30 sekindi, elongacija 72 °C u trajanju od
1 minut po kb ciljnog fragmenta. ZavrSna elongacija je vrSena na 72 °C u trajanju od 5 do 10
minuta.

Kada je za reakcionu smesu kori§¢ena meS$avina polimeraza: High Fidelity PCR Enzyme Mix
(Thermo Fisher Scientific™), pocetni uslovi za umnozavanje fragmenata gena testiranih
patogena su bili: Inicijalna denaturacija u trajanju od 1 do 3 minuta na 94 °C, potom 25-35
ciklusa pod uslovima: denaturacija 94 °C u trajanju od 30 sekundi, hibridizacija prajmera na
temperaturi za 5 °C nizoj od tacke topljenja prajmera u trajanju od 30 sekindi, elongacija 72
°C u trajanju od 1 minut po kb ciljnog fragmenta i zavr$na elongacija na 72 °C u trajanju od 5
do 10 minuta. Za detekciji svih patogena obuhvacenih ovom doktorskom disertacijom dije je
prisustvo dokazivano metodologijom konvencionalnog PCR-a vrSena je optimizacija protokola
do postizanja optimalnih uslova za izvodenje reakcije. Pored matematiCkog odredivanja
optimalne temperature za vezivanje prajmera, raden je gradijent temperature optimalne za
hibridizaciju svih koriS¢enih prajmera sa pozitivnim kontrolama za sve testirane patogene.
Elektroforetsko razdvajanje dobijenih PCR produkata vrSeno je koriS¢enjem aparature za
horizontalnu gel elektorforezu, Sub-Cell, GT, Bio-Rad™. Za izradu gelova kori§¢ena je
SeaKem, LE (Lonza™) agaroza sa u¢eS¢em od 1-2% a bojenje vrSeno etidijum bromidom
(Etidium Bromide Solution, 10mg/ml, Invitrogen™) ili sa bojom: Midori Green Advance
(Nippon Genetics™). Vizuelizacija umnoZenih PCR produkata vrdena je pod UV svetlom u
komori za ovu namenu (BioDocAnalyze Darkhood, Biometra™).

Kandidat navodi da je determinacija B. burgdorferi sensu lato genospecijesa uzoraka
pozitivnih sa klasi¢nim PCR-m pored sekvenciranja izvedena je i na oshovu polimorfizma
duzina restrikcionih fragmenata (eng. “restriction fragment length polymorphism-RFLP”)
produkata PCR-a. Koris¢eni su restrikcioni enzimi Msel i Dral po prethodno publikovanom
protokolu.

U slu€aju uzoraka tkiva Sakala i krpelja pozitivnih na Anaplasma spp., pored sekvenciranja
PCR produkata, primenjena je i RFLP metoda uz upotrebu komercijalno dostupnih
restrikcionih enzima: Haelll (Fermentas™) i Apol (New England Biolabs™) na sve umnozene
msp4 fragmente gena. Metoda omoguéava uvid u postojanje razliitih vrsta u  okviru
Anaplasma spp, (A. marginale, A. centrale i A. ovis).

Za preciS¢avanje i sekvencioniranje PCR produkata, pozitivnih na prisustvo DNK patogena
koji su ispitivani, koriS¢ena je komercijalna usluga firme Macrogen Europe (The Netherlands).
Obrada dobijenih sekvenci uradena je u programima adekvatnim za bioinformati¢ku analizu
(FinchTV™ BioEdit™, MEGA™). Identifikacija vrsta patogena utvrdena je na osnovu
poredenja dobijenih obradenih sekvenci sa do sada opisanim i deponovanim sekvencama u
banci gena (National Center for Biotechnology Information (NCBI). Dobijeni rezultati
istraZivanja u okviru doktorske disertacije obradeni su u statistiCkim programima (SPSS
v.17.0, (IBM Corporation™) Excel, (Microsoft Corporation™). Koris¢eni su deskriptivni
statistiCki parametri (aritmeticka sredina, standardna devijacija, standardna greska,
minimalna, maksimalna vrednost ,..), Hi-kvadrat test.
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Dobijene Rezultate kandidat je prikazao kroz viSe podpoglavlja uz pomoé slika,
tabelarno i graficki. Navedeno je da su tokom perioda sakupljanja od cetiri godine
sakupljeni uzorci od ukupno 216 jedinki Sakala poreklom sa 10 lokaliteta Sirom teritorije
Republike Srbije. Da je od 216 analiziranih Sakala, 108 je bilo muskog a 108 Zenskog pola.
Vecéina analiziranih uzoraka (147/216, 68,1%) poticala je sa tri lokaliteta: Veliko GradiSte
(54/216, 25%), Smederevo (49/216, 22,7%), Svilajnac (44/216, 20,4%). Preostali uzorci
(69/216, 31,9%) sakupljeni su na jednom od sedam lokaliteta: Velika Plana (25/216, 11,6%),
Surcin (24/216, 11,1%), Titel (5/216, 2,3%), Bela Palanka, Smederevska Palanka, Negotin
(po 4 uzorka, 12/216, 5,6%) i Zaje€ar (2/216, 0,9%). Srednja vrednost sakupljenog broja
uzoraka po lokalitetima iznosila je 18,2 a medijana 4,5. Najvec¢i broj analiziranih uzoraka
sakupljen je tokom 2011 godine (80/216, 37%) a najmanji tokom 2010 godine (24/216,
11,1%). Srednja vrednost sakupljenog broja uzoraka po godinama (od 2010 do 2013 god.)
iznosi 54 a medijana 56. Od ukupnog broja uzoraka najvecéi broj je sakupljen za vreme zimske
sezone lova od novembra do februara (196/216, 90,7%). Septembar i oktobar su meseci
tokom kojih nije sakupljen ni jedan uzorak tokom C&etiri godine sakupljanja.

Krpelji analizirani u ovoj studiji sakupljani su sa odstreljenih Sakala u periodu od aprila 2012
do februara 2013 god. Ukupno je sakupljeno 118 krpelja. Navodi se da su medu sakupljenim
krpeljima identifikovane tri vrste: Ixodes ricinus (64/118, 54.2%), Dermacentor reticulatus
(47/118, 39.8%) i Haemaphysalis concinna (7/118, 5.9%). Sakupljene su dve nimfe vrste H.
concinna dok su svi preostali krpelji bili adulti. Od 10 lokaliteta sa kojih poti€u odstreljeni
Sakali, krpelji su sakupljeni sa njih sedam: Bela Palanka, Smederevo, Smederevska Palanka,
Surcin, Svilajnac, Titel,Veliko GradiSte. Krpelji vrste I. ricinus su sakupljeni sa Sakala na pet
od sedam lokaliteta (Veliko GradiSte, Smederevska Palanka, Svilajnac, Sur€in, Bela
Palanka), D. reticulatus na Cetiri (Veliko Gradiste, Surcin, Smederevo, Titel), a H. concinna sa
Sakala odstreljenih na tri lokaliteta (Veliko Gradiste, Sur€in, Smederevska Palanka). Na dva
lokaliteta (Surcin, Veliko Gradiste) nadene su sve tri vrste krpelja I. ricinus, D. reticulatus i H.
concinna dok sa lokaliteta Smederevska Palanka poti¢u dve vrste I. ricinus i H. concinna. Sa
preostala Cetiri lokaliteta sakupljeni su krpelji po jedne vrste krpelja i to I. ricinus na
lokalitetima Svilajnac i Bela Palanka, a D. reticulatus na lokalitetima Titel i Smederevo.
Kandidat navodi da je ukupno 118 krpelja sakupljeno sa 20 infestiranih Zivotinja. Stepen
infestacije kretao se od jednog do 32 krpelja po Sakalu dok je srednja vrednost bila 5,9 a
medijana tri. Od 20 3akala sa kojih su sakupljeni krpelji, njih 15 je bilo infestirano samo sa
jednom vrstom krpelja (sa osam Sakala sakupljeni su krpelji vrste |. ricinus, pet Sakala je bilo
infestirano sa jedinkama vrste D. reticulatus a dva Sakala sa H. concinna). Pet Sakala je bilo
infestirano sa dve vrste krpelja istovremeno (tri Zivotinje jedinkamavrsta 1. ricinus i D.
reticulatus a dva Sakala I. ricinus i H. concinna). Infestacija Sakala krpeljima po lokalitetima
kretala se od 7,7% na lokalitetu Svilajnac do 66,7% na lokalitetu Smederevska Palanka.
Srednja vrednost infestacije bila je 31,8% a medijana 33,3%.

Dalje se navodi da je u okviru doktorske disertacije molekularnim metodama ukupno testirano
216 uzoraka tkiva selzine Sakala na prisustvo vektorima prenosivih uzro€nika zoonoza:
Babesia spp., Borrelia spp., Rickettsia spp., Anaplasma spp., Ehrlichia spp., Francisella spp.,
Bartonella spp.,Coxiella burnetii i Leishmania spp.. Da je od ukupnog broja testiranih uzoraka
devet Sakala (9/216, 4,2%) bilo pozitivno na DNK Babesia spp., da su dve zivotinje pokazale
pozitivan rezultat na prisustvo DNK Anaplasma spp. (2/216, 0,9%) te da je 15 jedinki bilo
pozitivno na prisustvo DNK Leishmania spp. (15/216, 6,9%). Kandidat navodi da u
analiziranim slezinama Sakala nije detektovano prisustvo Borrelia spp., Rickettsia spp.,
Ehrlichia spp., Francisella spp., Bartonella spp., i Coxiella burnetii. Prevalencija Babesia spp.
u analiziranom uzorku kretala se od 3,8% kod Zivotinja izlovljenih tokom 2011 god. do 4,5%
kod Zivotinja izlovljenih tokom 2013 godine. Proseéna prevalencija za Babesia spp. tokom
Cetiri godine sakupljanja iznosi 4,2% a medijana 4,3%. Po jedan pozitivan uzorak na
Anaplasma spp., detektovan je u 2012. (1/45, 2,2%) i 2013. godini (1/67, 1,5%). Prevalencija
Leishmania spp. kod odstreljenih Sakala po godinama kretala se od 1,3% (1/80) 2011.
godine, do 14,9% (10/67) 2013 godine. Navedeno je da je hi-kvadrat testom (nivo statistiCke
znacajnosti P< 0,05) potvrdeno statistiCki znacajno povecanje broja pozitivnih Sakala na
Leishmania spp., u 2013. godini u odnosu na prethodne godine (p=0,011) te da nije postojala
statistiCka znacajnost za povecanje prevalencije na Babesia spp. tokom godina sakupljanja
(p=0.436).

Prisustvo DNK Babesia spp. detektovano je kod Sakala odstreljenih na Cetiri lokaliteta: Surcin
(3/24, 12,5%), Svilajnac (3/45, 6,8%), Smederevo (2/49, 4,1%) i na lokalitetu Veliko Gradiste



O©CoOoO~NOOP~WNPE

(1/54, 1,9%). Pozitivni uzorci na Anaplasma spp., bili su sakupljeni na dva lokaliteta: Velika
Plana (1/25, 4%) i Smederevo (1/49, 2%) dok je DNK Leishmania spp. detektovana kod
Sakala odstreljenih na pet lokaliteta: Smederevo (12,2%, 6/49), Svilajnac (9,1%, 4/44), Surcin
(8,3%, 2/24), Velika Plana (4%, 1/25), Veliko Gradiste (3,7%, 2/54). Prevalencija Babesia
spp. u analiziranom uzorku po polovima bila je 5,6%, (6/216) kod muZzijaka i 2,8% (3/216) kod
zenki. Po jedna Zivotinja muSkog i Zenskog pola su bile pozitivne na prisustvo DNK
Anaplasma spp., dok je ukupno 11 muzijaka (10,2%, 11/216) i Cetiri Zenke (3,7%, 4/216) bilo
pozitivno na prisustvo DNK Leishmania spp. Hi-kvadrat testom (nivo znacajnosti p<0,05) je
potvrdena statistiCki znacajna razlika u prevalenciji izmedu muzijaka i Zenki za Babesia spp.
(p = 0,011) i Leishmania spp. (p = 0,061) u korist muzjaka. Svi prethodno pozitivni uzorci na
Babesia spp. i Anaplasma spp., su su sekvenicrani metodom po Sangeru i izvr§eno je
poredenje  dobijenih sekvenci sa sekvencama dostupnim u bazi GenBank
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). LeiSmanije su identifikovane do nivoa roda
(Leishmania spp.). Svih devet dobijenih 18S rRNK sekvenci Babesia spp. su medusobno
identi¢ne i identifikovane kao B. canis. Reprezentativna sekvenca od 1455 bp je deponovana
u bazi GenBank pod pristupnim brojem KY747491. Deponovana sekvenca se 100%
podudara sa sekvencama koje su dobijene iz vukova (KY359360) i prirodno inficiranih pasa
(AY072926) u Hrvatskoj i kod konja u Italiji (KX839231). Analiza dve dobijene sekvence
Anaplasma spp., iz slezine Sakala pokazala je da se radi o A. phagocytophilum. Sekvence su
medusobne identi€ne, a reprezentativna sekvenca je deponovana bazi GenBank pod
pristupnim brojem MF076944. Deponovana sekvenca je identicna sa viSe prethodno
deponovanih sekvenci u bazi GenBank, dobijenih od veéeg broja razli¢itih domaéina u
mnogim zemljama. Molekularnim metodama u krpeljima sakupljenim sa $akala detektovano je
prisustvo DNK Babesia spp., Borrelia spp., i Anaplasma spp. Svi uzorci krpelja pozitivni na
prisustvo DNK patogena su sekvencirani metodom po Sangeru ¢ime je identifikovana vrsta
prisutnog patogena. U analiziranim uzorcima nije potvrdeno prisustvo: Rickettsia spp.,
Ehrlichia spp., Francisella spp., Bartonella spp. i Coxiella burnetii. Kandidat navodi da je od
118 analiziranih krpelja njih 15 bilo pozitivno na prisustvo DNK Babesia spp., (15/118,
12,7%). Nakon sekvenciranja i poredenjem dobijenih 18S rRNK sekvenci sa sekvencama
deponovanim u bazi GenBank potvrdeno je prisustvo dve vrste roda Babesia: B. canis i B.
microti. Ukupan broj $akala koji su bili parazitirani sa krpeljima pozitivnim na prisustvo DNK B.
canis bio je sedam. DNK B. canis je detektovana kod Sest Zenki krpelja vrste 1. ricinus koje su
sakupljene sa pet Sakala odstreljenih na jednom od tri lokaliteta: Smederevska Palanka,
Surcin, Veliko Gradiste i kod jedne Zenke i sedam muzjaka krpelja vrste D. reticulatus koji
poti€u sa ukupno Cetiri Sakala koji su odstreljeni na jednom od tri lokaliteta: Smederevo,
Surcin, Titel. Jedan Sakal sa lokaliteta Surc€in imao je na sebi jednu Zenku krpelja I. ricinus i
jednog muzjaka krpelja D. reticulatus koji su bili pozitivni na prisustvo B. canis.

Navedeno je da je prisustvo DNK B. microtti potvrdeno kod jedne Zenke vrste |. ricinus koja je
sakuplijena na lokalitetu Svilajnac. Navedeno je da su reprezentativhe sekvence B. canis
(pristupni broj KY828593) i B. microti ( pristupni broj KY828448) deponovane u bazi
GenBank, te da je u analiziranim krpeljima detektovano i prisustvo DNK Borrelia spp., kod pet
krpelja (5/118, 4,2%) sakupljenih sa ukupno tri S$akala. Kandidat navodi da je sekvenciranjem
PCR produkata i analizom dobijenih sekvenci identifikovano prisustvo tri vrste Borrelia: Bo.
garinii, Bo. valaisiana i Bo. lusitaniae. DNK Bo. garinii detektovana je je kod jednog muzjaka
krpelja vrste D. reticulatus sakuplienog sa Sakala na lokalitetu Sur¢in. Navedeno je da je
dobijena sekvenca deponovana u bazi GenBank pod pristupnim brojem KY863460. Prisustvo
DNK Bo. valaisiana je detektovano kod dva muzijaka krpelja vrste I. ricinus sakupljenih sa
jednog Sakala na lokalitetu Veliko Gradiste. Kandidat navodi da je reprezentativha sekvenca
deponovana u bazi GenBank pod pristupnim brojem KY863459. Navodi se da je DNK Bo.
lusitaniae potvrdena kod dva muZijaka krpelja vrste I. ricinus sakupljenih takode sa jednog
Sakala na lokalitetu Smederevska Palanka, da je kod tri muZijaka vrste D. reticulatus
detektovano prisustvo DNK Anaplasma spp. te da je RFLP analizom dobijenih PCR
produkata potvrdeno prisustvo A. marginale u sva tri uzorka.

U poglavlju Diskusija, kandidat sve dobijene rezultate do kojih je doSao tokom
istrazivanja obuhvaéenih ovom doktorskom disertacijom kriti€ki analizira i uporeduje sa
podacima dobijenim u prethodnim istraZivanjima.
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U poglavlju Literatura taksativno je naveden spisak celokupne koridcene literature tokom
izrade doktorske disertacije. Ukupno su navedene 483 reference domacdih i stranih 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 sledeci zakljucci:

1. Sakali predstavljaju dobre domadine za vie vrsta krpelja sa dokazanim epizootiologko-
epidemioloskim znacajem. U naSem istrazivanju potvrdeno je prisustvo tri vrste krpelja
koji parazitiraju na S$akalima u Republici Srbiji: Ixodes ricinus (54,2%), Dermacentor
reticulatus (39,8%) i Haemaphisalys concinna (5,9%). U krpeljim sakupljenim sa Sakala u
nasoj studiji potvrdeno je prisustvo veéeg broja patogena sa zoonotskim potencijalom: B.
canis, B. microti, vrsta iz Borrelia burgdorferi s.I. kompleksa (B. garinii, B. valasiana, B.
lusitaniae) i A. marginale.

2. Reazultati nasSih istrazivanja po prvi put potvrduju prisustvo B. canis kod Sakala na teritoriji
Srbije i upuéuju na potencijalnu ulogu ove vrste u odrzavanju B. canis u silvaticnom
ciklusu u naSoj zemlji. Molekularnim metodama potvrdena je prevalencija od 4,2%
(9/216).

3. Identiénost 18S rRNK sekvence B. canis potvrdene kod jednog Sakala i D. reticulatus
krpelja koji je parazitirao na toj zivotinji, direktno ukazuje na moguénost postojanja
silvaticnog enzootskog transmisionog ciklusa na relaciji domacin Sakal-kompetentni
vektor.

4. Potvrdeno prisustvo B. canis kod Ixodes ricinus (9,4%) i Dermacentor reticulatus (17%)
krpelja sakupljenih sa Sakala u ovoj studiji, ukazuje na moguénost za prenos ove
protozoe posredstvom navedenih krpelja, dokazanih vektora B. canis na populaciju
domacih pasa s obzirom na prisustvo Sakala u suburbanim zonama.

5. Kod jedne zenke vrste |. ricinus sakuplienje sa Sakala u ovoj studiji potvrdeno je
prisustvo zoonozne B. microti. Ovo je prvi dokaz prisustva ovog patogena kod krpelja u
centralnoj Srbiji, ¢ime je potvrdena Sira distribucija glavnog uzro¢nika humane babezioze
kod nas nego Sto se mislilo do sad. S obzirom da B. microti o€igledno cirkuliSe na
terotoriji naSe zemlje ukazano je na potencijalni rizik od pojave ovog oboljenja kod ljudi i
u nasoj zemliji.

6. Rezultatima naSih istrazivanja po prvi put je dokazano prisustvo DNK A.
phagocytophilum molekularnim metodama kod Sakala uopSte. Navedeni nalaz ukazuje
na potencijalni zna¢aj $akala kao vrste rezervoara u enzootskim ciklusima anaplazmoze
izazvane A. phagocytophilum. Potvrdena je prevalencija od 0,9% (2/216).

7. Kod tri muzjaka vrste D. reticulatus sakupliena sa Sakala potvrdeno je prisustvo A.
marginale, znagajnog uzro€nika babezioze goveda u Mediteranskom regionu. Ovo je
prva potvrda prisustva A. marginale kod D. reticulatus u Srbiji dokazana molekularnim
metodama i ukazuje na potencijalni rizik od pojave anaplazmote goveda na teritoriji
Republike Srbije .

8. lako kod analiziranih Sakala nije potvrdeno prisustvo vrsta Borrelia burgdorferi s.l.
kompleksa, potvrdeno je prisustvo B. garinii kod muzjaka D. reticulatus, i B. valasiana i
B. lusitaniae kod muzjaka vrste I. ricinus sakupljenih sa Sakala. Nalaz ne ukazuje na
ulogu Sakala u odrzavanju uzro€nika lajmske bolesti ali $akali mehani¢kim prenoSenjem

10



OCoO~NOOUOPA~WNE

krpelja inficiranih borelijama mogu indirektono da uti¢u na epizootiologiju i epidemiologiju
ovog oboljenja.

9. Potvrdena relativno visoka prevalencija na Leishmania spp. kod $akala analiziranih u
ovoj doktorskoj disertaciji (15/216, 6,9%), s obzirom na opStu epizootiolosko-
epidemiolosku situaciju po pitanju lajSmanioze u nasoj zemlji, ukazuje na Sakale kao
vazne rezervoare uzrocnika lajSmanioze u silvatiénom ciklusus u Srhbiji.

10. Kod analiziranih Sakala i krpelja sakupljenih sa njih u ovoj studiji, nije dokazano prisustvo
Rickettsia spp. Coxiella burnetii, Francisella spp. i Bartonella spp., ¢ime nije potvrden
potencijalni epizootioloSko-epidemiolodki znacCaj $Sakala u odrzavanju nabrojanih
zoonoznih patogena.

11. Zbog dinamiénih promena epizootioloSko-epidemioloske situacije na odredenoj teritoriji
kroz vreme, na$ nalaz ne predstavlja konacnu sliku nego trenutnu epizootioloSku
situaciju. Neophodna su dalja istrazivanja i monitoring nabrojanih patogenih
mikroorganizama kod $akala i drugih divljih i domadih Zivotinja u cilju pracenja
epizootioloske situacije u duzem vremenskom periodu radi izrade adekvatnih planova
prevencije i suzbijanja pojedinih bolesti od interesa.

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):

Rezultati istrazivanja u okviru doktorske disertacije kandidata dr. vet. Ratka Sukare pod
nazivom ,EpizootioloSko-epidemioloSki znacaj zlatnog Sakala (Canis aureus) u odrzavanju
vektorima prenosivih zoonoza na teritoriji Republike Srbije“ u skladu su sa prethodno
postavljenim ciljevima i zadacima istrazivanja, pregledno i jasno su prikazani, adekvatno
protumadeni, a zaklju€ci koji proizilaze iz dobijenih rezultata postavljeni su pravilno i jasno su
formulisani.

VIIl KONACNA OCENA DOKTORSKE DISERTACIJE:

1. Dali je disertacija napisana u skladu sa obrazlozenjem navedenim u prijavi teme?
Doktorska disertacija je u potpunosti napisana u skladu sa obrazloZenjem navedenim u prijavi
teme.

2. Da li disertacija sadrzi sve elemente propisane za zavrSenu doktorsku disertaciju?
Doktorska disertacija kandidata dr. vet. Ratka Sukare sadrzi sve elemente i u skladu je sa
propisanim zahtevima za zavr§enu doktorsku disertaciju.

3. Po éemu je disertacija originalan doprinos nauci?

IstraZivanjem sprovedenim u okviru ove doktorske disertacije, po prvi put u Srbiji, analiziran je
epizootioloSko-epidemioloski znacaj Sakala (Canis aureus) kao potencijalnih rezervoara za
uzro€nike zoonoza koje se prenose vektorima. Dobijeni rezultati ukazali su na potencijalnu
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ulogu Sakala kao domadina rezervoara za B. canis, glavnog uzroénika babezioze pasa u
Evropi, za A. phagocytophilum, Siroko rasprostranjenog i znaajnog patogena sa aspekta
humane i veterinarske medicine i skrenuta je paznja na Sakale kao potencijalne rezervoare
uzro€nika lajSmanioze u nasoj zemlji. Od epizootioloSkog znadaja je i nalaz drugih patogena
(B. microti, Borrelia spp. i A. marginale) u krpeljima sakupljenim sa Sakala. S obzirom da su
Sakali dobri domadini za vide vrsta krpelja pokazano je da su oni indirektno, odrzavanjem i
Sirenjem populacije krpelja uklju¢eni i u enzootske cikluse oboljenja izazvanih ovim
uzroCnicima. lako S$akali poslednjih decenija povecavaju svoju brojnost i areal
rasprostranjenja u Evropi, do sada postoji mali broj naucnih istrazivanja koja su se bavila
ulogom $Sakala u odrzavanju vektorima prenosivih zoonoza, te zbog toga rezultati ove
doktorske disertacije nisu samo od znacaja za teritoriju nase zemlje.

ZnaCaj i orginalnost rezultata dobijenih u sklopu ove doktorske disertacije potvrdena je
njihovim obljavljivanjem u dva naucna rada, od ¢ega je jedan rad publikovan u vrhunskom
medunarodnom casopisu (kategorije M21), a drugi u istaknutom medunarodnom ¢asopisu
(kategorije M22).

Realizacija ove doktorske disetracije sprovedena je u okviru projekta Ministarstva
prosvete, nauke i tehnoloSkog razvoja Republike Srbije pod nazivom: ,Enzootski
transmisioni ciklusi patogenih mikroorganizama koje prenose krpelji (O1173006), kojim
rukovodi dr Snezana Tomanovic.

4. Da li je mentor tokom provere originalnosti disertacije utvrdio neoopravdano
preklapanje teksta sa drugim publikacijama (odgovoriti sa daili ne):

Ne

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, na¢inu
vrednovanja, i kvantitativnom iskazivanju nauénoistrazivackih rezultata istrazivaca):

e Cirovié, D., Chochlakis, D., Tomanovi¢, S., Sukara, R., Penezi¢, A., Tselentis, Y.,
Psaroulaki, A., 2014. Presence of Leishmania and Brucella species in the golden jackal
Canis aureus in Serbia. Biomed Res. Int. 2014. do0i:10.1155/2014/728516

(IF- 2,134, istaknuti medunarodni ¢asopis - M22)

e Sukara, R., Chochlakis, D., Cirovié, D., Penezi¢, A., Mihaljica, D., Caki¢, S., Valgié, M.,
Tselentis, Y., Psaroulaki, A., Tomanovi¢, S., 2018. Golden jackals (Canis aureus) as
hosts for ticks and tick-borne pathogens in Serbia. Ticks Tick. Borne. Dis.
doi:10.1016/j.ttbdis.2018.04.003
(IF- 3.230, vrhunski medunarodni &asopis- M21)
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X PREDLOG:

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

ponudene moguénosti):

- da se doktorska disertacija prihvati a kandidatu odobri odbrana

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

] oktorcka i o odbi

DATUM

16.04.2019.
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