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Doktorska disertacija dipl. vet. Predraga Simeunovi¢a je napisana na 163 strane Stampanog
teksta sa 56 tabela, 12 grafikona, 6 slika i sadrzi sledec¢a poglavlja: 1. Uvod (strana 1 - 3); 2.
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svakog poglavlja disertacije: uvoda, pregleda liter ature, cilja i zadataka istraZivanja,
materijal i metoda, rezultata, diskusije, spiskare  ferenci):

U uvodnom delu doktorske disertacije, dipl. vet. Predrag Simeunovi¢ navodi ekoloski i
ekonomski znaaj medonosne pcele, Apis mellifera, kao jednog od najkorisnijih insekata na
planeti. Opisana je ekoloska uloga medonosne pcele kao jednog od najznacajnih oprasSivaca
ne samo gajenih biljaka, ve¢ i velikog broja biljaka divlje flore. Sa ekonomske tacke gledista,
péela je znaCajna kao oprasSiva¢ useva i gajenih biljaka, s jedne, odnosno kao proizvodac
meda i drugih pcelinjih proizvoda, s druge strane. Od najznacajnijih patogenih uzro€nika koji
mogu izazvati ozbiljne posledice po pé&elinju zajednicu, posebna paznja se poklanja delovanju



parazitskih infekcija (pCelinji krpelj V. destructor i endoparaziti roda Nosema) i virusnih
infekcija u pojavi kolapsa pcelinjih zajednica (eng. Colony Collapse Disorder, CCD). Pomenut
je patogeni potencijal razli¢itih virusa i njihova povezanost sa uginué¢ima pojedinac¢nih pcela i
pcelinjih drustava, kao i raSirenost mikrosporidije Nosema ceranae i njena ¢esto dominantna
uloga u gubicima pcelinjih druStava Sirom sveta. Na osnovu podataka o vrednosti useva koje
p&ele oprasSuju u Evropi i ostatku sveta, razmljiv je i zna¢aj ovakve vrste ispitivanja prisustva i
zastupljenosti mikrosporidija i virusa kao najznaéajnijih €inioca u nastajanju masovnih
gubitaka pc&elinjin druStava.

U poglavlju ,Pregled literature” , pozivaju¢i se na reference domacih i stranih istrazivaca,
izneti su podaci koji se odnose na osobine mikrosporidija i virusa kao uzro¢nika infekcija
pcelinjin druStava. U podpoglaviju koje se odnosi na mikrosporidije pcela, opisane su
morfoloSke i genetske karakteristike dve vrste mikrosporidija koje parazitiraju u evropskoj
medonosnoj p&eli, Nosema apis i Nosema ceranae. Uz to, prikazana je rasprostranjenost,
klinicka slika infekcije i patogeni potencijal koji uzro€nici ostvaruju na nivou pcelinje zajednice.
IstraZivanja novijeg datuma pokazuju gotovo potpuno odsustvo N. apis na teritoriji Srbije i
okolnih zemalja, sa potpunom dominacijom N. ceranae. Opisane su promene koje nastaju
kao posledica mikrosporidijalniih infekcija na nivou pojedinanih pcela, kao i na nivou
pcelinjeg drustva. Kao posledica intenzivnih deoba u srednjem crevu péela, i N. apis i N.
ceranae dovode do oStecenja creva i pojave dijareje kao markantnog klinickog simptoma, sa
posledi¢nim slabljenjem péelinjeg druStva koje moZe dovesti do uginu¢a. Predstavljeni su i
¢esto suprotstavljeni stavovi mnogih istraZzivaca koji se odnose na dominantnost nalaza N.
ceranae u pcelinjim druStvima, klinicke znake i uticaj infekcije na stepen prezivljavanja
péelinjih zajednica. Naime, N. apis infekcija pokazuje nisku prevalenciju u toplijim mesecima,
odnosno tokom leta i ve¢eg dela jeseni, nesto viSu krajem jeseni i tokom zime, a najvisi
stupanj ima u prolec¢e, pre nego stare pele budu zamenjene mladim. Prevalencija N. ceranae
infekcije se razli¢ito prikazuje zavisno od klimatskih karakteristika ispitivanog podrudja.
Ispitivanja N. ceranae infekcije od strane jedne grupe autora pokazuju visoku prevalenciju u
toplijim Klimatima, ali odsustvo sezonalnosti. Medutim, druga grupa autora u svojim
rezultatima navodi prisustvo sezonalnosti i generalno nisku prevalenciju tokom godine. Na
osnovu ispitivanja ucestalosti infekcije u Srbiji, navodi se prisustvo sezonalnosti (nalik
pomenutoj sezonalnosti kod N. apis infekcije) uz visoku opStu prevalenciju tokom cele godine
(73 — 98%). Dokazivanje prisustva obe vrste mikrosporidija u pcelinjim zajednicama se
zashiva na maceriranju abdomena uzorkovanih pcéela i detekciji spora prisutnih u maceratu
primenom mikroskopskog pregleda. Na ovaj nacin je mogucée utvrditi postojanje infekcije
samo ukoliko je u pojedinacnim pcéelama prisutno vise od 50000 spora po pceli, a zbog
sliénosti u gradi i veli€ini spora, upotreba svetlosne mikroskopije pokazuje izuzetno slabu
pouzdanost u diferencijaciji N. apis i N. ceranae u ispitujuéem materijalu. Primenom osetljivih
molekularnih tehnika, kao Sto je lanCana reakcija polimeraze (eng. Polimerase Chain
Reaction, PCR) mogucée je utvrditi prisustvo mikrosporidijalne DNK u ispituju¢em materijalu i
posledigno izvrsiti vrsta-specificnu diferencijaciju ¢ak i pri nizem intenzitetu infekcije (manje od
50000 spora po pceli).

U podpoglavlju koje se odnosi na viruse koji mogu izazvati poremecaje zdravstvenog stanja
péela, navodi se do sada otkriveno prisustvo viSe od 22 vrste virusa u pcelinjim drusStvima. U
ovom podpoglavlju su opisane karakteristike 7 najéeS¢e detektovanih RNK virusa u pcéelama:
virus crnih mati¢njaka (eng. Black Queen Cell Virus - BQCYV), virus deformisanih krila (eng.
Deformed Wing Virus - DWV), virus meSinastog legla (eng. Sacbrood Virus - SBV), virus
hroniéne paralize p&ela (eng. Chronic Bee Paralysis Virus -CBPV), virus akutne paralize
pcela (eng. Acute Bee Paralysis Virus - ABPV), kaSmirski pcelinji virus (eng. Kashmir Bee
Virus - KBV) i izraelski virus akutne paralize pcela (eng. Israeli Acute Paralysis Virus - IAPV).
Prikazane su karakteristike njihovih genoma, rasprostranjenost u pcelinjim druStvima Sirom
sveta, povezanost sa pcelinjim krpeljom V. destructor, posledice infekcije na pojedinacne
p&ele i pelinje drustvo, kao i dijagnosticke metode kojima se detektuje njihovo prisustvo u
ispituju¢em materijalu. Akcenat je stavljen na 4 virusa koji mogu dovesti do tezih poremecaja
zdravstvenog stanja pcelinjih drustava i njihovog posledi¢nog uginuca, i to virus deformisanih
krila, virus akutne paralize pc&ela, virus hroni¢ne paralize péela i virus meSinastog legla.
NaglaSena je ¢injenica da ova Cetiri virusa egzistiraju i koegzistiraju u péelinjim drustvima ne
izazivajuéi nikakve vidljive promene (asimptomatske infekcije). Primena savremenih, osetljivih
dijagnostickin molekularnih tehnika, pokazala je visoku ucestalost pomenute pojave.
Medutim, delovanje nespecificnih c¢inioca sredine (klima, nedostatak kvalitetne hrane,
transport i sl.) i drugih patogena pcela (Nosema sp., V. destructor i dr.) mogu inicirati
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pove¢ano umnoZzavanje virusa i pojavu vidljivih simptoma infekcije i posledi¢no stradanje
pcelinjin drustava. U korak sa inovacijama iz oblasti molekularne dijagnostike, raste i
moguénost primene te sofisticirane tehnologije ne samo u otkrivanju prisustva, ve¢ i u
ispitivanju nasledne osnove izazivaga virusnih bolesti péela. U podpoglavlju koje se odnosi na
pregled metoda koje se koriste u detekciji i identifikaciji uzro€nika virusnih infekcija pcela,
navode se ograniCenja klasi¢nih dijagnostickih metoda poput elektronske mikroskopije i
seroloSkih metoda (agar-gel imunodifuzioni test (AGID), indirektni imonofluorescentni test
(IFA) i imunoenzimski test (ELISA)). Ograni¢enja se odnose na sloZenost samog postupka,
veéi utroSak vremena, nizak nivo specifi€nosti koji moze dovesti do pogreSnog klasifikovanja
srodnih virusa, nizak nivo osetljivosti zna¢ajan u otkrivanju latentnih infekcija, kao i na cenu
dijagnostickih postupaka. Jasno je prikazana prednost molekularnih tehnika u detekciji i
identifikaciji virusa u pojedina¢nim i meSovitim infekcijama, narocito kod pcelinjih druStava
koje ne pokazuju nikakve simptome. Navode se brojni primeri upotrebe RT-PCR, real-time
RT-PCR i sekvenciranja delova genoma pcelinjih virusa u cilju utvrdivanja njihovog prisustva i
zastupljenosti u pcéelinjim druStvima Sirom sveta. Akcenat je stavljen na real-time RT-PCR
tehnologiju jer dokazano da je ova metoda do 100 puta osetljivija od klasiéne RT- PCR
metode, Sto moze biti kljuéno u dokazivanju latentnih virusnih infekcija. Detaljno su objasnjeni
principi funkcionisanja real-time RT-PCR tehnika zasnovanih na upotrebi fluorescentnih boja,
SYBR green i TagMan proba. Posebno podpoglavije opisuje udruzeno delovanje
mikrosporidija i virusa i njihov znaaj u nastanku CCD-a. Na kraju poglavija ,Pregled
literature, iznet je pregled dosada3njih istrazivanja prisustva uzro€nika mikrosporidijalnih i
virusnih infekcija p&elinjih druStava na teritoriji Srbije.

U poglavlju ,Cilj i zadaci istrazivanja® navodi se da je, uzimajuéi u obzir malo dostupnih
literaturnih podataka o prisustvu i zastupljenosti DWV i ABPV, kao i odsustvo relevantnih
podataka o prisustvu SBV i CBPV kod pcelinjih druStava na teritoriji Republike Srbije, cilj ove
doktorske disertacije je bio da se primenom molekularno genetic¢kih tehnika izvrSi detekcija i
identifikacija uzro&nika virusnih infekcija zastupljenih kod péelinjih zajednica koje poticu iz
razli¢itih krajeva Srbije. Pored toga, istrazivanje je obuhvatilo utvrdivanje prisustva i
rasprostranjenosti mikrosporidija roda Nosema kod ispitivanih pcelinjih zajednica, kao i
njihovu zastupljenost u mesovitim, mikrosporidijalno-virusnim, infekcijama. IzvrSeno je i
ispitivanje  uticaja regiona i jaCine odabranih pcelinjih druStava na distribuciju
mikrosporidijalnih, virusnih i meSovitih infekcija u péelinjim zajednicama iz Srbije. U cilju
realizacije zadataka postavljenih u okviru ove doktorske disertacije, izvrSeno je: prikupljanje
uzoraka pcela iz p&elinjih zajednica sa reprezentativnih lokaliteta na teritoriji Srbije, pri ¢emu
su uzorci pcela prikupljani tokom marta, jula i oktobra meseca; obradivanje i priprema
prikupljenih uzoraka pcela za izvodenje molekularnin metoda laboratorijske dijagnostike;
ispitivanje pripremljenih uzoraka pcela primenom metoda PCR, RT-PCR i real-time RT-PCR
na prisustvo nukleinskih kiselina mikrosporidija roda Nosema, virusa deformisanih krila, virusa
akutne paralize pcela, virusa mesinastog legla i virusa hroni€ne paralize pcela; statistiCka
obrada dobijenih rezultata ispitivanja u pogledu raSirenosti mikrosporidijalnih i virusnih
infekcija pcela u ispitivanim péelinjim zajednicama; utvrdivanje povezanosti virusnih i
mikrosporidijalnih infekcija u ispitivanim pc&elinjim zajednicama; i sekvenciranje umnozenih
delova genoma virusa detektovanih u Srbiji i njihovo poredenje sa sekvencama virusa
objavljenih u genskoj bazi podataka.

U poglavlju ,Materijal i metode” detaljno su izneti podaci o odabiru lokaliteta i podlokaliteta
za uzorkovanje pcela, odabiru pcelinjih drusStava po lokalitetu, uzorkovanju materijala za
pregled. Navedene su metode ispitivanja prisustva mikrosporidija roda Nosema u
uzorkovanom materijalu koje ukljuéuju: mikroskopski pregled, izolaciju i amplifikaciju
mikrosporidijalne DNK, kao i vizuelizaciju PCR produkata. Prikazane su metode koje su
iskoriS¢ene u utvrdivanju prisustva RNK ispitivanih p&elinjih virusa u uzorkovanom materijalu:
ekstrakcija virusne RNK, amplifikacija virusne RNK primenom real-time RT-PCR tehnike i
sekvenciranje delova genoma detektovanih virusa.

Za potrebe uzorkovanja péela za pregled, odabrano je 150 péelinjih druStava sa ukupno 10
lokaliteta. Po 2 lokaliteta su se nalazila u severnoj, isto¢noj, juznoj, zapadnoj i centralnoj
Srbiji. Lokaliteti su organizovani u podlokalitete u cilju dobijanja Sto objektivnijih rezultata o
pojavi i zastuplienosti razli¢itih virusa u pc¢elinjacima na teritoriji Srbije. Uzorkovanje pcela je
izvrSeno na svakom podlokalitetu iz jakih, srednje jakih i slabih druStava. Kriterijumi za
procenu jac¢ine druStva su se odnosili na povrsinu legla i broj ulica pcela po koSnici. Procenu
jacine svakog uzorkovanog drustva je izvrSio autor ove disertacije. P&elinja drustva iz kojih su
uzorkovane pcele nisu pokazivala klinicke simptome bolesti. Sa veéine podlokaliteta péele su
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uzorkovane iz dva jaka, jednog srednje jakog i dva slaba druStva. U ovom istrazivanju
izabrana su samo stacionarna pcelinja druStva (druStva koja se ne sele na razlicite paSe).
Uzorkovanje pcela je izvrSeno u prolece, leto i jesen. Materijal za pregled na prisustvo
mikrosporidijalnih uzro€nika je bio uzorak od 60 pcela uzetih sa leta koSnice, dok je materijal
za pregled na prisustvo ispitujuéih virusa bio uzorak od 40 pcela uzetih sa leta i unutrasnjosti
koSnice. PCele su bile Zive u trenutku uzorkovanja, stavljene na suvi led do dolaska u
laboratoriju i uvane na -20°C.

Detekcija prisustva mikrosporidija i virusa pcela u ispitujuéem materijalu je obavljena u
Laboratoriji za genetiku Zivotinja, na Katedri za biologiju Fakulteta veterinarske medicine
Univerziteta u Beogradu, u okviru projekta “Molekularno-geneti¢ka i ekoloSka istrazivanja u
zastiti autohtonih animalnih geneti¢kih resursa, oCuvanja dobrobiti, zdravlja i reprodukcije
gajenih Zivotinja i proizvodnje bezbedne hrane” (Ev. br. 46002, rukovodilac prof. dr Zoran
Stanimirovi¢). Mikroskopski pregled prethodno pripremljenih uzoraka pcela u cilju utvrdivanja
prisustva spora mikrosporidija roda Nosema je izvrS8en na osnovu preporuka Svetske
organizacije za zdravlje zivotinja (OIE). Abdomeni 60 pcela svakog uzorka su macerirani u 60
ml vode, kako bi se napravio odnos 60 abdomena : 60 ml vode. Zapremina od 1 ml tako
pripremljenog macerata je upotrebliena za odredivanje prose¢nog broja spora po pceli
pomocu Neubauer—improved hemocitometra. Prisustvo spora je belezeno u pet nesusednih
kvadrata hemocitometra, pri ¢emu se svaki kvadrat sastoji iz 16 manjih kvadrata. Na taj nacin,
jedna pronadena spora u 5 x 16 = 80 kvadrata je ekvivalentna broju od 50000 spora po pceli.
Mikrosporidijalna DNK je izolovana iz macerata plela primenom komercijalnog seta za
ekstrakciju — ,DNeasy Plant Mini Kit* (Qiagen, Valencia, CA) po uputstvu proizvodaca.
Izolovana nukleinska kiselina je ¢uvana na -20°C do amplifikacije primenom PCR tehnike.
Utvrdivanje prisustva i determinacija mikrosporidijalne DNK izvrSena je primenom duplex-
PCR metode koja omoguéava istovremeno umnozZavanje vrsta-specifi€énih delova genoma
(16S rRNK gena) vrsta N. apis i N. ceranae, odnosno njihovu diferencijaciju zahvaljujuci
primeni prajmera specificnih za vrstu. Za potrebe umnoZavanja delova genoma i
determinacije vrste Nosema uzro¢nika, koriSéeni su species-specificni prajmeri 321APIS-
FOR/REV i 218MITOC-FOR/REV i Tag DNK polimeraza (Kapa Biosystems), dok je protokol
preuzet iz prethodnih istraZivanja. Nakon amplifikacije izvrSena je horizontalna elektroforeza
na 2% agaroznom gelu i vizuelizacija dobijenih produkata pod UV svetlom.

Uzorci pCela za utvrdivanje prisustva nukleinskih kiselina ispitivanih virusa su neposredno pre
postupka izolacije RNK macerirani u sterilnim epruvetama, macerat je centrifugovan, a
supernatant je iskoriSéen kao materijal za identifikaciju virusnih nukleinskih kiselina. Izolacija
virusne RNK je izvrSena pomoéu komercijalnog seta — ,ZR Viral RNA Kit™* (Zymo Research,
Orange, CA) u skladu sa uputstvima proizvodaca. 1zolovana RNK je smeStena na -80°C do
postupka amplifikacije primenom RT-PCR ili real-time RT-PCR. Za amplifikaciju RNK svakog
pojedinacnog virusa koriSéen je komercijalni set ,Rotor-Gene Probe RT-PCR Kit* (Qiagen,
Valencia, CA). UmnoZavanje je vrSeno u jednom koraku, odnosno u kontinuiranoj reakciji se
odigrava prvo reverzna transkripcija a zatim umnoZavanje dela genoma ciljanog virusa. Za
umnozavanje dela genoma svakog pojedinaénog virusa koris¢eni su specifiéni parovi
prajmera. Za potrebe kvantifikacije umnozenog dela genoma koris¢ene su Tagman® probe.
Svaka proba je na svom 5 kraju obeleZzena sa FAM fluorescenthom bojom (zeleni
fluorescentni signal), a na 3’ kraju sa TAMRA “quencher” bojom. Protokol amplifikacije je
definisan nakon niza optimizacija. Kvantifikacija amplifikovanih produkata je omogucena
beleZzenjem nivoa fluorescencije u vidu specifiénih dijagrama uz pomo¢ kompjuterskog
softvera koji je obezbeden od strane proizvodaca aparata ,Rotor-Gene Q 5plex* (Qiagen,
Valencia, CA). Sekvenciranje delova genoma detektovanih virusa se sastojalo iz amplifikacije
nukleinskih kiselina izabranih virusa putem RT-PCR tehnike. U tu svrhu je iskoriSéen protokol
preporuéen od strane ,Francuske agencije za bezbednost hrane, zaStitu Zivotne sredine i
bezbednost na radu (ANSES)". Sledilo je pre€iS¢avanje PCR proizvoda iz gela, sekvenciranje
dobijenih PCR proizvoda po Sanger metodi izvodenjem kapilarne elektroforeze u
automatskom genetskom analizatoru 3130 (3130 Genetic Analyzer, Applied Biosystems,
SAD). Dobijene sekvence genoma DWYV, ABPV, SBV i CBPV su obradivane koriséenjem
SeqScape programa (Applied Biosystems, SAD) i korigovane u Chromas Lite programu
(Technelysium Pty, Ltd, Australija). Poravnavanje sekvenci nukleotida, izrada filogenetskog
stabla i izra¢unavanje filogenetske distance je vrSeno koriSéenjem komjuterskog programa
MEGA 6 (Tamura i sar., 2013). Autenticnost dobijenih parcijalnih nukleotidnih sekvenci
svakog od ispitivanih virusa je potvrdena putem ,BLAST" pretrage (eng. Basic Local
Alignment Tool) (http://blast.nchi.nim.nih.gov/Blast.cgi) genske baze podataka (GenBank).
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Nakon pretrage, izvrSena je statisticka provera genetske sli¢nosti dobijenih nukleotidnih
sekvenci virusa pcela poreklom iz Srbije i relevantnih sekvenci virusa koje se nalaze u
genskoj bazi podataka. Najpre je izvrSeno sravnjivanje nukleotidnih sekvenci primenom
ClustalW algoritma. Nakon toga, izvrSena je filogenetska analiza primenom Maximum
Parsimony i Neighbor-Joining algoritama.

Normalnost raspodele testiranih parametara je testirana matematickim i grafickim metodama
(koeficijent varijacije, mere oblika raspodele, Kolmogorov-Smirnov i Shapiro-Wilk testovi,
histogram). Za deskripciju podataka koriS¢eni su aritmetiCka sredina i standardna devijacija
(normalno raspodeljeni), kao i medijana i opseg (podaci koji ne podleZu normalnoj raspodeli).
Ucestalosti su prikazivane kao apsolutne i relativne frekvencije izrazene u procentima. Za
poredenje dve grupe parametara koriS¢eni su studentov t-test, kao i Man-Whitney U test u
zavisnosti od distribucije podataka. Za poredenje vise od dve grupe koris¢eni su ANOVA (kao
parametarska metoda) sa Tuckey PostHoc metodom, kao i Kruskal-Wallis (kao
neparametarska alternativa) koga je pratio Mann-Whitney za analizu parova. Za poredenje
ucestalosti koriS¢eni su Pearsonov hi-kvadrat test, FiSerov test taCne verovatnoce, a tamo
gde zbog velikog broja kategorija i malih u€estalosti nije bilo adekvatno primeniti predhodna
dva navedena testa, izvdena je Monte Carlo simulacija sa 95% intervalom poverenja na 1000
uzoraka.

.Rezultati istrazivanja“® su prikazani kroz 52 tabele, 12 grafikona i 2 slike, uz pratece
komentare. U delu rezultata koji se odnosi na utvrdivanje prisustva i zastupljenosti
mikrosporidija pcela, navodi se da je nakon mikroskopskog pregleda 150 uzoraka pcela,
prisustvo spora zabelezeno u 72% pregledanih uzoraka. NajviSse uzoraka u kojima su
detektovane spore je poticao iz severne Srbije (37 zoraka, 84,1%). Nakon mikroskopskog
pregleda, svi ispitivani uzorci péela su, bez obzira na prisustvo spora mikrosporidija,
analizirani primenom molekularnin metoda. Rezultati PCR analiza pokazuju prisustvo
mikrosporidijalne DNK u 132 uzorka, odnosno u 88 % ukupno analiziranih uzoraka. Rezultati
poredenja dve pomenute metode pokazuju da je u 24 uzorka u kojima mikroskopskim
pregledom nije utvrdeno prisustvo spora, utvrdeno prisustvo DNK mikrosporidija roda
Nosema. Od ukupnog broja Nosema pozitivnih uzoraka, prisustvo DNK N. ceranae je
zabelezeno u 100 % Nosema pozitivnih uzoraka, dok prisustvo DNK N. apis nije utvrdeno ni u
jednom ispitivanom uzorku. Primenom X2 testa nije utvrdeno prisustvo statisticke znacajnosti
u regionalnoj distribuciji Nosema mikrosporidija. Prisustvo spora je zabeleZzeno u 45 uzoraka
poreklom iz jakih, 23 uzorka iz srednje jakih i 40 uzoraka iz slabih pcelinjih druStava.
Primenom tehnike PCR, prisustvo DNK N. ceranae je zabeleZeno u 55 jakih drustava, 28
srednje jakih i 49 slabih druStava. Primenom x2 testa nije utvrdeno prisustvo statisticke
znacajnosti u uticaju jagine pcelinjeg drustva na pojavu Nosema mikrosporidija. Poredenjem
vrednosti prosec¢nog broja spora po pceli primenom Kurskal-Wallis testa, za uzorke koji poti¢u
iz severne, juzne, istocne, zapadne i centralne Srbije utvrdena je statisticka znacajnost na
nivou p<0,001. Testiranjem sume rangova primenom Mann-Whitney testa, utvrdena je
statistiCki znacajna razlika (p=0,048) u prosecnom broju spora po pceli medu uzorcima iz
severne i isto¢ne Srbije, statistiCki veoma zna¢ajna razlika (p<0,001) izmedu uzoraka iz
severne i zapadne Srbije, statistiCki znacajna razlika (p=0,022) izmedu uzoraka iz juzne i
zapadne Srbije, i statisti¢ki znaCajna razlika (p=0,002) izmedu uzoraka iz zapadne i centralne
Srbije.

Prisustvo i zastupljenost DWV, ABPV, SBV i CBPV u uzorkovanom materijalu poreklom iz
pcelinjih drustava u kojima klinickim pregledom nisu zabelezeni simptomi virusnih infekcija,
ispitivano je upotrebom real-time RT-PCR metode bazirane na ,TagMan" probama. Prisustvo
RNK pcelinjih virusa je utvrdeno u 131 uzorku, Sto ¢ini 87,33 % svih obradenih uzoraka.
Zastupljenost RNK DWYV je zabeleZena u 74 %, ABPV u 49,3 %, SBV u 24 % i CBPV u 6,7 %
ukupno ispitivanih uzoraka. Posmatrano po regionima, DWYV je najzastupljeniji u p&elinjacima
centralne Srbije (83,3 %) a najmanje zastuplien u severnoj Srbiji (70,5 %); ABPV je
najprisutniji u p&elinjacima severne (68,2 %), a najmanje zastupljen u pc&elinjacima centralne
Srbije (16,7 %). Primenom X2 testa utvrdeno je prisustvo statistiCke znacajnosti (p=0,001) u
regionalnoj distribuciji svih ispitujuéih virusa, osim virusa deformisanih krila. U pogled
zastupljenosti meSovitih virusnih infekcija, primenom x2 testa, uz upotrebu Monte Carlo
simulacije zbog malih uc€estalosti i nemogucnosti saZzimanja susednih kategorija, utvrdeno je
prisustvo statisticke znacajnosti (p<0,05) u regionalnoj distribuciji sledec¢ih kombinacija virusa:
ABPV — SBV i DWV — ABPV — SBV. Posmatrano po jacini pcelinjeg drustva, RNK DWYV je bio
najzastupljeniji nalaz u jakim (78 %), a najmanje zastupljen u srednje jakim druStvima (68 %);
ABPV je najvise bilo u srednje jakim (62,5 %) a najmanje u slabim drustvima (42,4 %); SBV je
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najucestaliji nalaz u slabim drustvima (25,4 %) a najmanje ucestao u jakim drustvima (22 %);
CBPV je najfrekventniji u srednje jakim drustvima (9,4 %), a najmanje frekventan kod jakih
druStava (3,4 %). ). Statistickom obradom rezultata (x2 test) nije utvrdeno prisustvo statisticke
znacajnosti u pojavi bilo kojeg od ispitivanih virusa u odnosu na ja€inu pcelinjeg druStva.
Takode, primenom x2 testa, uz upotrebu Monte Carlo simulacije zbog malih uestalosti i
nemoguénosti sazimanja susednih kategorija, nije utvrdeno prisustvo statistiCke znacajnosti u
regionalnoj distribuciji kombinacija ispitivanih virusa. Intenzitet infekcije izazvane sa DWYV,
ABPV, SBV i CBPV je iskazan kroz visinu Ct (eng. cycle treshold) vrednosti, odnosno broj
ciklusa u kome signal fluorescencije, tokom real time RT-PCR prelazi liniju praga detekcije.
Visina Ct vrednosti je pokazatelj koji je obrnuto proporcionalan koli¢ini detektovane virusne
RNK u svakom ispitujuéem uzorku. Drugim re¢ima, Sto je Ct vrednost niZza, odnosno, §to je
broj ciklusa u kome fluorescencija prelazi prag detekcije nizi, to je koli¢ina detektovane
virusne RNK u uzorku veca. Veca koli¢ina virusne RNK ukazuje na vec¢u optereéenost ¢itavog
druStva detektovanim virusom/virusima u ispitujuéem uzorku. Primenom ANOVA testa,
utvrdeno je da izmedu uzoraka koji pripadaju jakim, srednje jakim i slabim drustvima, a u
kojima je utvrdeno prisustvo RNK ispitivanih virusa, ne postoji statistiCki znacajna razlika u
visini Ct vrednosti. Ispitivanje uticaja jaCine pé&elinjeg druStva na odnose DWV / ABPV i DWV /
SBV u uzorcima u kojima je utvrdeno istovremeno prisustvo ovih kombinacija virusa, izvrSeno
je kroz poredenje koli¢nika njihovih Ct vrednosti. Primenom ANOVA testiranja, nije utvrdeno
postojanje statisticke znacajnosti u prose¢nim vrednostima za koli¢nik Ct vrednosti pomenutih
kombinacija virusa izmedu jakih, srednje jakih i slabih druStava. NajceSc¢e identifikovana
kombinacija virusa u mesovitim (mikrosporidijalno-virusnim) infekcijama na teritoriji Srbije je
DWYV + ABPV sa uc¢eSéem od 48,33 %. Posmatrajuéi distribuciju mesSovitih (mikrosporidijalno-
virusnih) infekcija, primenom x2 testa, uz upotrebu Monte Carlo simulacije zbog malih
ucestalosti i nemoguc¢nosti saZzimanja susednih kategorija, utvrdeno je prisustvo statistiCke
znacajnosti (p<0,001) u regionalnoj distribuciji meSovitih infekcija. Primenom x2 testa, nije
utvrdeno prisustvo statisti¢ki zna€ajnog uticaja jacine pcelinjeg drustva na pojavu mesovitih
infekcija sa jednom i viSe vrsta virusa.

Nakon potvrde prisustva RNK ispitivanih virusa u uzorcima pcela, izvrSena je genetska
identifikacija i filogenetska analiza virusa pc€ela iz Srbije. Za sekvenciranje je odabrano 9
uzoraka pozitivnih na prisustvo RNK DWYV, 2 uzorka pozitivha na prisustvo RNK ABPV, 2
uzorka pozitivna na prisustvo RNK CBPV i 3 uzorka pozitivha na prisustvo RNK SBV. Nakon
sekvenciranja, u gensku bazu podataka je prijavijeno 8 razli¢itih sekvenci DWV, 1 sekvenca
ABPV, 1 sekvenca CBPV i 1 sekvenca SBV iz Srhije. Primenom kompjuterskog programa
MEGA 6 i Maximum Likelihood analize sekvenci, utvrdena je genetska slicnost sekvenci iz
Srbije sa sekvencama iz Evrope i ostatka sveta. ,BLAST" pretraga je pokazala podudarnost
od 93 — 99% nakon poredenja sekvenci virusa iz Srhije sa sekvencama koje su prijavljene u
genskoj bazi podataka od strane autora Sirom sveta.

U poglavlju ,Diskusija “ dobijeni rezultati su protumaceni i poredeni sa rezultatima drugih
istrazivaca koji su obradivali sli€¢nu problematiku.

Vi ZAKLjU CCI ISTRAZIVANJA (navesti zaklju &ke koji su prikazani u doktorskoj
disertaciji) : Na osnovu dobijenih rezultata i podataka iz aktuelne literature, moze se zakljuciti
sledece:

1. Dobijeni rezultati ispitivanja su pokazali veéu osetljivost metode PCR u odnosu na
mikroskopski pregled u otkrivanju mikrosporidijalnih infekcija p&elinjih drustava.

2. Prisustvo mikrosporidija iz roda Nosema je ustanovljeno kod 72% od ukupno 150
ispitanih uzoraka poreklom od pcelinjih drustava sa teritorije Republike Srhije.

3. Prisustvo DNK mikrosporidija iz roda Nosema utvrdeno je kod 88% ispitanih uzoraka,
odnosno kod 18% uzoraka u kojima mikroskopskim pregledom nije utvrdeno
prisustvo spora.

4. U svim ispitivanim uzorcima u kojima je potvrdena mikrosporidijalna infekcija
primenom PCR tehnike je utvrdeno prisustvo DNK mikrosporidije Nosema ceranae.
Ni u jednom ispitivanom uzorku nije utvrdeno prisustvo DNK mikrosporidije Nosema
apis.
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5. Jacina pcelinjeg druStva ne utie na pojavu mikrosporidijalnih infekcija u Srbiji. Nije
utvrdeno prisustvo statisticke zna€ajnosti u regionalnoj distribuciji uzoraka pozitivnih
na prisustvo mikrosporidija Nosema vrste, Sto implicira da pojava mikrosporidijalnih
infekcija p&ela u Srhiji ne zavisi od regiona uzorkovanja.

6. Primenom real-time RT-PCR metode zasnovane na Tagman probama kod 87,33 %
uzoraka poreklom sa teritorije Srbije je utvrdeno prisustvo nukleinskih kiselina
pcelinjin virusa. Zastupljenost RNK virusa deformisanih krila je utvrdena u 74 %,
virusa akutne paralize pcela u 49,3 %, virusa meSinastog legla u 24 % i virusa
hroni¢ne paralize u 6,7 % ispitivanih uzoraka. Odsustvo nukleinskih kiselina
ispitivanih virusa pcela je zabelezeno u 12,67 % obradenih uzoraka.

7. Zastuplienost virusa akutne paralize, virusa meSinastog legla i virusa hroni¢ne
paralize znacajno zavisi od regiona, dok u sluaju virusa deformisanih krila nije
zabeleZena znacajnost u regionalnoj distribuciji. Jagina pCelinjeg drustva ne uti¢e na
distribuciju ispitivanih virusa, kao ni na intenzitet virusnih infekcija iskazan kroz Ct
vrednost.

8. Prisustvo RNK viSe od jednog virusa je zabeleZzeno u 56,67 % uzoraka iz Srbije.

9. Zastupljenost meSovitih (mikrosporidijalno-virusnih) infekcija znacajno zavisi od
regiona uzorkovanja. Nije utvrden statisticki znaCajan uticaj jaCine pcelinjeg druStva
na zastupljenost i karakter meSovitih infekcija.

10. Rezultati filogenetske analize pokazuju odgovarajuc¢i stepen genetske sli¢nosti 8
razli¢itih sekvenci virusa deformisanih krila, 1 sekvence virusa akutne paralize pcela,
1 sekvence virusa hroni¢ne paralize plela i 1 sekvence virusa meSinastog legla iz
Srbije sa virusima utvrdenim u pcelinjim druStvima Sirom sveta.

11. Informacije o nukleotidnom sastavu sekvenci péelinjih virusa iz Srbije pruzaju uvid u
promene na posmatranim delovima genoma i upotpunjuju filogenentske analize
evropskih sojeva ispitivanih virusa.

VII OCENA NACINA PRIKAZA | TUMA CENjA REZULTATA ISTRAZIVAN]A (navesti da li
su dobijeni rezultati u skladu sa postavnjenim cil; em i zadacima istrazivanja, kao i da li
zaklju €ci proizilaze iz dobijenih rezultata)

Rezultati doktorske disertacije su u skladu sa postavljenim ciljevima i zadacima, a zakljucci
proistekli iz rezultata postavljeni su pravilno.

VIl KONACNA OCENA DOKTORSKE DISERTACIJE :

1. Da li je disertacija napisana u skladu sa obrazloZze  njem navedenim u prijavi teme ?
Doktorska disertacija je napisana u skladu sa obrazloZzenjem navedenim u prijavi.

2. Da li disertacija sadrzi sve elemente propisane za  zavrSenu doktorsku disertaciju  ?
Konacno predat rad sadrzi sve elemente propisane za zavrSenu doktorsku disertaciju.

3. Po éemu je disertacija originalan doprinos nauci  ?

Ova doktorska disertacija predstavlja prvo istrazivanje prisustva i zastupljenosti €etiri virusa u
p€elinjim druStvima na teritoriji Srbije izvrSeno primenom real-time RT-PCR tehnologije.
Ujedno, ova disertacija sadrZi rezultate molekularne karakterizacije cetiri p&elinja virusa
poreklom iz Srbije, kao i rezultate filogenetske analize nastale poredenjem nukleotidnih
sekvenci péelinjih virusa iz Srbije sa sekvencama virusa iz Evrope i sveta. Rezultati doktorske
disertacije potvrduju odsustvo DNK mikrosporidije vrste N. apis i dominantno prisustvo DNK
mikrosporidije N. ceranae u pcelinjim druStvima na teritoriji Srbije. U ovom radu je po prvi put
utvrden regionalni uticaj i uticaj ja¢ine pcelinjih druStava na prisustvo i zastupljenost:
mikrosporidija péela; pojedinaénih virusa i kombinacija virusa u meSovitim virusnim
infekcijama; kao i meSovitih mikrosporidijalno — virusnih infekcija u pcelinjim druStvima na
teritoriji Srbije. Dobijeni rezultati ove doktorske disertacije predstavljaju znacajan doprinos
istraZivanjima ovog tipa izvrSenim u Evropi i svetu jer upotpunjuju opStu sliku o prisustvu,
zastupljenosti i molekularnoj karakterizaciji virusa prisutnih u pcelinjim zajednicama, kao i
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povezanosti pojave mikrosporidija pcela i odredenih vrsta p&elinjih virusa u asimptomatskim
pcelinjim druStvima. Specificnost i osetljivost primenjenih real-time RT-PCR protokola u
detekciji pcelinjih virusa, u ovom radu omogucavaju njihovu prakti¢énu primenu u rutinskoj
kontroli prisustva i zastupljenosti virusa u pcelinjim druStvima.

IX PREDLOG:

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