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1. Datum i naziv organa koji je imenovao komisiju: Nastavno-nau¢no veée Fakulteta
veterinarske medicine Univerziteta u Beogradu na 196. sednici od 22. 05. 2019. godine.

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

1. dr Milijan Jovanovié¢, redovni profesor u penziji, PatoloSka morfologija, 1997, Fakultet
veterinarske medicine Univerziteta u Beogradu

2. dr Dejan Krnjai¢, redovni profesor, Mikrobiologija, 2016, Fakultet veterinarske
medicine Univerziteta u Beogradu

3. dr Branislav Kureljusi¢, viSi nauéni saradnik, PatoloSka morfologija, 2018, Naucni
institut za veterinarstvo Srbije, Beograd

Napomena: redosled ¢lanova Komsije je takav da se prvo navode nastavnici sa FVM a zatim
¢lanovi iz drugih institucija, sem u slu€aju kada je mentor disertacije iz druge institucije. Tada
se mentor iz druge institucije upisuje pod rednim brojem 2, odnosno posle mentora sa FVM
koji je pod rednim brojem 1.

I PODACI O KANDIDATU:

1. Ime, ime jednog roditelja, prezime: Nemanja, Velibor, Jezdimirovic¢

2. Datum rodenja, opstina, Republika: 01.01. 1981.g. Beograd, Savski Venac, Srbija
3. Datum odbrane, mesto i naziv magistarske teze*:

4. Nauéna oblast iz koje je steéeno akademsko zvanje magistra nauka*:

Il NASLOV DOKTORSKE DISERTACIJE: ,,Patomorfoloska, mikoloS§ka i molekularna
ispitivanja organa c¢uri¢a razli¢itog imunoloSkog statusa nakon vestacke infekcije
sporama Aspergillus fumigatus*“

IV PREGLED DOKTORSKE DISERTACIJE (navesti broja strana poglavlja, slika, Sema,
grafikona i sl.): Doktorska disertacija je napisana na 152 stranice i sadrZi slede¢a poglavlja:
Uvod (3 stranice), Pregled literature (41 stranica), Cilj i zadaci (1 stranica), Materijal i metode
(9 stranica), Rezultati (52 stranice), Diskusija (22 stranice), Zaklju€ci (2 stranice) i Literatura
(14 stranica). Disertacija sadrzi 64 fotografije, 13 tabela i 15 grafikona. Na poCetku disertacije
se nalazi rezime na srpskom i engleskom jeziku.

V  VREDNOVANJE POJEDINIH DELOVA DOKTORSKE DISERTACIJE (dati kratak opis
svakog poglavlja disertacije: uvoda-do 250 reéi, pregleda literature-do 500 reci, cilja i
zadataka istrazivanja-nije ograni¢eno, materijal i metoda — nije ograni¢eno, rezultata —
nije ograni¢eno, diskusije-do 100 reéi, spiska referenci-navesti broj referenci u
doktorskoj disertaciji):

U Uvodu se iznosi da respiratorne bolesti zauzimaju vazno mesto u patologiji Zivine, i
da je njihov znaCaj usko povezan sa intenziviranjem zivinarske proizvodnje. Dalje se navodi
da od respiratornih oboljenja kod uzgoja ¢urica od posebne vaznosti moze biti aspergiloza
prouzrokovana gljivicom Aspergillus fumigatus. U prirodnim uslovima infekcija nastaje
aerogeno, tj. udisanjem velikog broja germinativnih oblika spora Aspergillus fumigatus u
kratkom vremenskom periodu ili dugotrajnim izlaganjem respiratornog sistema niskoj
koncentraciji u kontaminiranom vazduhu. Predisponirajuci faktori za nastanak aspergiloze kod
¢uraka, pored virusnih i bakterijskih infekcija, su: slab imunski status nastao zbog duze
primene antibakterijskih lekova; kontinuirano izlaganje stresogenim faktorima (ucestala
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vakcinacija, lo§ kvalitet hrane); izlaganje loSim ambijentalnim i zoosanitarnim uslovima
uzgoja.

lako postoji dosta radova o aspergilozi ¢uri¢a, malo se zna o patogenezi bolesti i
patomorfoloSkim promenama u razli€itim tkivima kod imunosuprimiranih ptica. Imajuéi to u
vidu, navodi se da je zadatak ovog rada bio da u eksperimentalnim uslovima ispita,
zdravstveno stanje, nastanak patomorfoloskih promena i diseminaciju Aspergillus fumigatus
u razli¢itim organima kod imunosuprimiranih i imunokompetentnih ¢uri¢a.

U poglavlju Pregled literature kandidat je izneo sintezu velikog broja radova koji se
odnose na osobine Aspergillus fumigatus, kao i patogenezu, klinicku sliku, i patoloske
promene respiratornog sistema kod Zivine koje prouzorkuje. Takode, izneti su i radovi koji
obraduju uticaj infekcije Aspergillus spp. na hematoloSke parametre i imunski status Zivine,
ispitivanje kozne bazofilne preosetljivosti (Cutaneous Basophil Hypersensitivity — CBH)
izazvane fitohemaglutininom (Phytohaemagglutinin - PHA) kod Zivine i primenu molekularne
dijagnostike Aspergillus fumigatus kod ptica.

Cilj ovih ispitivanja bio je da se kod ¢&urica eksperimentalno inficiranih gljivicom
Aspergillus fumigatus ispita uticaj uzrocnika na njihovo zdravstveno stanje, evoluciju
patomorfoloskog supstrata, imunoloSki odgovor, kao i propagacija uzro¢nika u druga tkiva.
Postavljeni cilj je realizovan kroz sledece zadatke: 1. Klinicka opservacija imunokompetentnih
i imunosuprimiranih deksametazonom tretiranih ¢uri¢a vestacki inficiranin sa Aspergillus
fumigatus. 2. lIspitivanje makroskopskih i mikroskopskih promena u organima (pluca,
vazduSne kese, jetra, srce i mozak) vestacki inficiranih imunokompetentnih i
imunosuprimiranih ¢uri¢a, koris¢enjem standardnih i specijalnih histoloSkih metoda. 3.
MikoloSka i molekularna ispitivanja organa imnunokompetentnih i imunosuprimiranih
inficiranih ¢uri¢a 4. Ispitivanje stepena ¢elijskog imunskog odgovora kod vestacki inficiranih
imunokompetentnih i imunosuprimiranin  ¢éuriCa  posle intradermalne  aplikacije
fitohemaglutinina. 5. Ispitivanje aktivnosti humoralnog imunskog odgovora kod
imunokompetentnih i imunosuprimiranih ¢uri¢a posle primene vakcine protiv atipiCne kuge
Zivine. 6. HematoloSka ispitivanja kod vesStacki inficiranih imunokompetentnih i
imunosuprimiranih ¢uri¢a. 7. StatistiCka obrada i poredenje rezultata dobijenih kod oglednih i
kontrolnih grupa.

U poglavlju Materijal i metode kandidat iznosi da su za eksperiment koris¢eni
jednodnevni Curi¢i poreklom od roditeljskih parova provenijencije ,Converter‘. Ogled je
izveden na ukupno 90 éuri¢a, oba pola, podeljenih u &etiri grupe: ogledna grupa 1 (O-1),
ogledna grupa 2 (O-2) sa po 30 jedinki, i kontrolna grupa 1 (K-1) i kontrolna grupa 2 (K-2) sa
po 15 jedinki u grupi.

Ishrana ¢uri¢a bila je ad libitum sa komplethom krmnom smeSom, a mikroklimatski
uslovi su prilagodeni potrebama ¢éuri¢a. Nakon aklimatizacije, sedmog dana starosti ¢uri¢a
sve Cetiri grupe (O-1, O-2, K-1 i K-2) su vakcinisane protiv atipi¢ne kuge Zivine. La Sota soj
(vakcina Lasovak, Vet. zavod Subotica) je aplikovan okulo-nazalno, prema uputstvu
proizvodaca. Kontrola imunskog odgovora ¢uri¢éa na datu vakcinu obavljena je 21. dana
nakon vakcinacije uzorkovanjem krvi iz krilne vene.

Cetrnaestog dana starosti éuriéi ogledne grupe O-1 inficirani su intratrahealno
suspenzijom spora referentnog soja Aspergillus fumigatus ATCC 204305 (Microbiologics,
USA), u koncentraciji od 5,056x107 spora u zapremini sterilnog fizioloSkog rastvora NaCl od
0,3ml po jedinki. Curi¢i ogledne grupe O-2 inficirani su istog dana, istom koncentracijom
spora u istoj zapremini vehikuluma, s tom razlikom Sto su oni svakodnevno, tokom Sest
uzastopnih dana pre infekcije tretirani i.m. deksametazonom (u obliku natrijum-fosfata -
Dexaveto® 0,2, V.M.D.N.V., Belgija) u dozi od 4mg/kg telesne mase. Curi¢ima kontrolnih
grupa K-1 i K-2 &etrnaestog dana starosti je intratrahealno aplikovano po 0,3ml sterilnog
fizioloSkog rastvora NaCl, a ¢uri¢ima kontrolne grupe K-2 i deksametazon i.m. u dozi od
4mg/kg telesne mase tokom Sest uzastopnih dana pre intratrahealne inokulacije sterilnog
fizioloSkog rastvora NaCl.

Nakon inokulacije suspenzije spora curi¢i su svakodnevno, tri puta tokom dana,
opservirani u cilju ocene klinickog stanja. Ogled je trajao 35 dana, a za vreme trajanja nije
zabelezeno uginuce, kako ¢uri¢a oglednih grupa O-1 i O-2, tako i kontrolnih grupa K-1 i K-2.
Telesna masa ¢uriCa merena je na dan veStacke infekcije, 14. i 21. dana posle infekcije, a
potom odreden prosecni sedmodnevni prirast.

Za seroloSko-imunolosko ispitivanje, radi kontrole imunskog odgovora
(serokonverzija) na aplikovanu vakcinu uzeto je po 10 uzoraka krvi punkcijom krilne vene
¢urica oglednih i kontrolnih grupa, 21. dana posle vakcinacije. Dvadesetprvog dana od
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infekcije uzorkovana je krv od po 10 ¢uri¢a iz svake grupe (obe ogledne i obe kontrolne) za
hematolosko ispitivanje.

U cilju procene patomorfoloskih promena, kao i propagacije uzro¢nika u druga tkiva u
odredenom vremenskom intervalu od infekcije (1, 3, 7, 14. i 21. dana) Zrtvovano je po Sest
Curic¢a iz oglednih grupa i po tri iz kontrolnih od kojih su uzorkovani organi (plué¢a i vazdudne
kese, srce, jetra, bubreg, mozak, kosna srz) za mikoloska, patomorfoloska, histopatoloska i
molekularna ispitivanja.

Za histopatolosko ispitivanje uzorkovani su tkivni iseCci plu¢a, vazdusnih kesa, srca,
jetre, bubrega i mozga, a zatim fiksirani u 10% neutralnom formalinu. Nakon fiksacije tkivo je
obradeno u automatskom tkivhom procesoru (dehidratacija kroz rastuée koncentracije
etanola, prosvetljavanje u ksilolu, impregnacija parafinom) i ukloplijeno u parafinske blokove.
Parafinski blokovi su ise€eni pomocu rotacionog mikrotoma na rezove debljine 5um, a zatim
obojeni hematoksilin-eozin, Grocott i PAS metodom.

Uzorkovani organi za mikolosko ispitivanje (plu¢a i vazdusSne kese, srce, jetra,
mozak) su inokulisani na Sabouraud dekstrozni agar i inkubisani na temperaturi od 25°C u
aerobnim uslovima u svrhu izolacije infektivnog agensa. Da bi se izbegla bakterijska
kontaminacija podlozi su dodavani antibiotici: penicilin G (20 13/ml) i streptomicin sulfat (40
pg/ml). Potom, izvrSena su makroskopska i mikroskopska ispitivanja izraslih kolonija.

Za molekularno ispitivanje uzorkovani su: plu¢a i vazdusne kese, jetra, srce, mozak,
bubreg i kosna srz. Ekstrakcija DNK iz zbirnih uzoraka organa je uradena sa QlAamp DNA
Mini kit (Qiagen, Hilden, Nemacka) prema protokolu za ekstrakciju iz tkiva uz odredenu
modifikaciju. Uzorci ekstrahovane DNK ¢uvani su na temperaturi od -20°C do izvodenja
nested PCR protokola za detekciju A. fumigatus.

Uzorci krvi iz krilne vene ¢uri¢a uzimani su na dan uvodenja u ogled i 21. dana posle
vakcinacije protiv atipicne kuge Zzivine. Dobijeni serumi ispitani su metodom inhibicije
hemaglutinacije (HI test) na prisustvo specifiénih antitela protiv virusa atipi¢ne kuge Zivine.

Za ocenu T celijskog imunskog statusa ¢uri¢a koriscen je fitohemaglutinin (PHA)
proizvodaca ,INEP* iz Beograda. Fitohemaglutinin je aplikovan kod 40 c¢uri¢a (po 10 iz svake
ispitivane grupe) starosti od 28 dana, odnosno 21. dana nakon primene vakcine protiv
atipi¢ne kuge zivine. Fitohemaglutinin je davan u dozi od 100 pg/jedinki intradermalno izmedu
3.1 4. prsta desne noge jedinke, dok je sterilan fizioloSki rastvor NaCl u istoj dozi aplikovan na
istom mestu leve noge. Reakcija na PHA, u vidu zadebljanja koze (DK) merena je posle 6, 12
i 24 Casa od aplikacije i poredena izmedu oglednih i kontrolnih grupa.

Za hematolosko ispitivanje uzorkovana je krv punkcijom krilne vene (v. brachialis).
Ispitivani su sledeéi parametri: broj eritrocita, hematokrit, koncentracija hemoglobina i
leukogram. Za odredivanje broja eritrocita - direktha metoda, korSicene su modifikovane
Neubauer komorice za brojanje celija, za odredivanje hemoglobina hematoloski analizator
LADVIA 120 (Siemens, Nemacka), a za odredivanje hematokrita - mikrohematokrit metoda
uz koriS¢enje heparisanih mikrokapilara i centrifuge. Za odredivanje broja leukocita, koriS¢ena
je indirektna metoda brojanja leukocita, a za odredivanje leukocitarne formule - mikroskopska
analiza bojenog razmaza krvi - Wrightov rastvor (proizvoda¢ NRK Inzinjering, Beograd).

U statistiCkoj analizi dobijenih rezultata koriS¢ene su osnovne statistiCke metode,

odnosno deskriptivni statisticki parametri (aritmeti¢ka sredina — X , standardna devijacija -
SD, standardna greska - SE, minimalna prose€na vrednost - Xmin, maksimalna prosecna
vrednost - Xmax i koeficijent varijacije — CV). Prilikom testiranja i utvrdivanja statisticki
znacCajnih razlika upotrebljena su dva testa: ANOVA i Tukey test. Signifikantnost razlika je
odredena na nivou znacajnosti od 5% i 1%.

U poglavlju Rezultati kandidat je tekstualno, tabelarno, grafikonima i fotografijama
prikazao rezultate klinickog, patomorfoloSkog, mikoloSkog, molekularnog i seroloSkog
ispitivanja eksperimentalno inficiranih ¢éuri¢a kao i onih koji su sluZzili kao kontrola.

Znacajno smanjenje (P<0,05) vrednosti prose€ne telesne mase ¢uri¢a ogledne grupe
O-2 u odnosu na vrednost prosecne telesne mase ¢uri¢a ogledne grupe O-1 ustanovljeno je
14. 1 21. dana od inficiranja. Zna¢ajno smanjenje (P<0,05) vrednosti prosecne telesne mase
zapazeno je kod ¢uri¢a ogledne grupe O-2, 14. i 21. dana od inficiranja u odnosu na telesnu
masu c¢uri¢a kontrolne grupe K-1 i K-2.

Tretman deksametazonom 6 dana pre inficiranja i infekcija u oglednoj grupi O-2 su
statistiCki zna¢ajno (P<0,05) smanijili prirast i to, kako posle druge, tako i posle tre¢e nedelje
od inficiranja u poredenju sa posmatranim parametrima kod curi¢ca ogledne grupe O-1 i
kontrolnih grupa K-1 i K-2.
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Prvi klini¢ki znaci aspergiloze uoCeni su ve¢ drugog dana nakon inficiranja ¢uric¢a
sporama A. fumigatus. U oglednoj grupi O-1, kod jedne trecine ¢&uri¢a, a u oglednog grupi O-
2, kod dve treéine éuriéa uodeni su nakostre$enost perja i depresija. Cetvrtog dana od
infekcije, kod ¢uri¢éa obe ogledne grupe primeéuju se prvi znaci poremecéene funkcije
respiratornog sistema (dispnoja, tahipnoja, disanje otvorenim kljunom i pojava sekreta iz
nosnica koja je pracena povremenim otresanjem glave). Navedeni klinicki simptomi zapaZzeni
tokom prva Cetiri dana od infekcije postepeno su slabili ili nestajali tokom narednog perioda
trajanja ogleda kod ¢éuri¢a obe ogledne grupe. Kod curi¢a kontrolnih grupa, tokom ogleda,
nisu zapazeni klini¢ki znaci koji bi ukazivali na promenjeno opste zdravstveno stanje.

Makroskopskim pregledom 6 Zrtvovanih ¢urica ogledne grupe O-1 prvog dana od
infekcije kod 3 cureta ustanovljena je umerena hiperemija kaudalnog dela traheje kao i
hiperemija i edem oba pluéna krila. Tre¢eg dana od infekcije od 6 Zrtvovanih ¢uri¢a kod 4 je
ustanovljeno difuzno bilateralno zamucenje zidova abdominalnih kesa. Sedmog dana nakon
infekcije kod 3 od ukupno 6 Zrtvovanih ¢uri¢a uoceno je zamuéenje i umereno zadebljanje
zidova abdominalnih i kaudalnih torakalnih vazdusnih kesa. Cetrnaestog dana od inficiranja
nadene su makroskopski vidljive promene na vazdusnim kesama i plu¢ima kod 3 od ukupno 6
Zrtvovanih ¢éuriéa. Na zidovima abdominalnih, kaudalnih i kranijalnih torakalnih vazdu$nih
kesa zapazene su promene u vidu jasno lokalizovanih malih belih zadebljanja, bez prisustva
intraluminalnog sadrzaja. Na visceralnoj povrsini plu¢a kod 2 ¢ureta istiCu se mnogobrojni
solitarni ili konfluentni sivo - zuti milijarni noduli, a kod 1 ¢ureta unilateralno. Dvadesetprvog
dana od infekcije kod 5 ¢uri¢a od ukupno 6 zrtvovanih uoene su makroskopske promene na
vazduSnim kesama i plu¢ima.

Mikroskopski, prvog dana posle infekcije kod ¢urica ogledne grupe O-1 uoceno je
zadebljanje pleure usled edema i infiltracije velikim brojem heterofila i manjim brojem
makrofaga i limfocita. Pluéni parenhim je bio hiperemican, takode infiltrovan heterofilima,
makrofagama i limfocitima. U alveolama pojedinih podru¢ja moglo se zapaziti nakupljanje
homogenog, eozinofilnog supstrata. Tre¢eg dana posle infekcije, u pluéima celijski infiltrat
formira jasne noduse, granulome sacinjene od makrofaga, limfocita i heterofila. U samim
nodusima ili njihovoj neposrednoj okolini mogle su se uociti 1 do 2 sitnije multinuklearne
dzinovske c¢elije. U ovoj fazi na granulomima nisu zapazene regresivne promene. Sedmog
dana posle infekcije u pluéima su se zapazali mnogobrojni granulomi koji se u pojedinim
podrugjima i stapaju - konfluiSu zahvatajuci Siroka podrucja pluénog parenhima. Centralni deo
granuloma cinile su epiteloidne i dZinovske Celije dok se na periferiji nalaze viSe limfociti i
heterofili. 1zuzev pojedinaénih slu€ajeva na dzZinovskim c¢elijama, nekroticne promene se u
ovoj fazi razvoja oboljenja kod ove grupe Zivotinja ne uo€avaju. Granulomi istovetne grade
uoeni su u mukozi bronhiola i na vazdu$nim kesama. Cetrnaestog dana u pluéima je
zapazen veci broj granuloma kao i difuzna infiltracija heterofilima, makrofagama i limfocitima.
Na vecini granuloma uo€ene su nekroti€ne promene u centralnom delu. Nekroti¢na podruéja
bila su okruzena vencem od multinuklearnih dzinovskih celija, a prema periferiji Sirio se
intenzivan infiltrat od makrofaga, heterofila i limfocita. U neposrednoj blizini ovakvih promena
zapazeno je podrugje intenzivne hiperemije. Regresivne promene uofene su i na
granulomima koji su se nalazili na vazduSnim kesama. Dvadesetprvog dana, promene u
plu¢ima i vazdusnim kesama bile su po intenzitetu i karakteru sli€ne ve¢ prethodno opisanim,
izuzev nekroti€nih promena koje su u vecini slu€ajeva bile izraZenije. Nekroti¢na podrudja
zauzimala su veéi deo granuloma, takode su bila centralno situirana i po pravilu oivi¢ena
mnogobrojnim multijedarnim dZinovskim ¢éelijama poredanim u vidu venca. Na periferiji
granuloma bilo je moguce uoditi formiranje, odnosno prisustvo mreZe vezivnotkivnih viakana.

Gljivicni elementi u vidu hifa i konidija bili su prisutni i uodljivi u promenjenim
podrugjima pluc¢a i vazdusnih kesa. Prisustvo gljivica, narocito hifa, moglo se uo€iti i rutinskim
bojenjem HE metodom, ali je jo$ ociglednije bilo u ise€cima bojenim PAS i Grocott
metodama. Najveci broj razvojnih oblika gljivica bio je lociran u promenjenim plu¢ima curi¢a
zrtvovanih 7. i 14. dana od inficiranja. One su zauzimale centralni deo granuloma, a naro ito
su bile prisutne u podrucju nekroze. Takode, bile su prisutne i u multinuklearnim dzinovskim
¢elijama. U citoplazmi ovih ¢elija gljivice se vide kao filamentozne izduzene strukture ili kao
zrnasti do praSinasti ostaci posle razlaganja. Zastupljenost gljivica u makrofagama narocito je
bila izraZena u starijim opseZnim granulomima kod jedinki Zrtvovanih 21. dana.

Makroskopski i histopatolodki nalaz na respiratornim organima kod éuri¢a druge
eksperimentalne grupe O-2 su po karakteru slicne onima kod O-1 grupe, uz izvesne razlike u
evoluciji i intenzitetu uo&enih promena. Promene nastale u respiratornim organima kod
inficiranih i deksametazonom tretiranih ¢uri¢a nastaju ranije i jadeg su intenziteta. Takode, i
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regresivne promene su obimnije i ranije nastaju u poredenju sa promenama uo¢enim kod
Curi¢a koji su samo inficirani sporama A. fumigatus.

Na drugim ispitivanim organima (mozak, srce, jetra i bubreg) ni u jednoj oglednoj
grupi, nisu uo€ene histopatoloske promene.

Na osnovu rezultata mikoloskih ispitivanja dobijenih uzorkovanjem pluca i vazdusnih
kesa od po 6 inficiranih ¢uriéa za svaki dan zrtvovanja, ustanovljeno je da je A. fumigatus
izolovan iz respiratornih organa vec prvog i tre¢eg dana od infekcije kod 4 od 12 inficiranih
jedinki (33,33 %). Sedmog dana uzroénik je izolovan kod 50 % inficiranih jedinki, Cetrnaestog
kod 83,33 % curica i dvedesetprvog dana od infekcije kod svih inficiranih ¢uri¢a (100%).
Ustanovljeno je da se od sedmog, Cetrnaestog i dvadestprvog dana od infekcije povecava
broj izolata A. fumigatus iz organa ¢uri¢a O-2 grupe u odnosu na ¢uri¢ée O-1 grupe. U grupi O-
2 izolacija iz organa 1. i 3. dana posle infekcije je bila ista kao u grupi O-1, dok se 7, 14. i 21.
dana posle infekcije broj izolata A. fumigatus povecao u poredenju sa grupom O-1.
Aspergillus fumigatus nije izolovan ni iz jednog uzorka organa ¢uri¢a kontrolnih grupa.

PCR metodom, prvog dana od vestackog inficiranja u zbirnom uzorku pluca,
vazdus$nih kesa i jetre ¢urica ogledne grupe O-1 dokazano je prisustvo DNK A. fumigatus.
Tre¢eg dana od vestackog inficiranja, u zbirnom uzorku plu¢a, vazdusSnih kesa ¢Euri¢a i
bubrega detektovana je DNK A. fumigatus. U zbirnom uzorku srca, jetre, mozga i kosne srzi
nije utvrdeno prisustvo DNK A. fumigatus. Sedmog dana od vestackog inficiranja pozitivan
PCR produkt je vizuelizovan u zbirnom uzorku pluca i vazud$nih kesa, srca i mozga, a zbirni
uzorak jetre, bubrega i kosne srzi bio je negativan. Cetrnaestog dana od vestagkog inficiranja
u zbirnom uzorku plu¢a i vazdudnih kesa, srca jetre i mozga detektovan je genom A.
fumigatus, a u zbirnom uzorku bubrega i kosne srzi nalaz je bio negativan. Dvadesteprvog
dana od vestackog inficiranja ¢urica kod svih ispitivanih zbirnih uzoraka organa (pluc¢a i
vazdusne kese, srce, jetra, mozak, bubreg i kostna srz) vizuelizovana je pozitivha reakcija na
prisustvo A. fumigatus. Kod c¢urica O-2 grupe ve¢ prvog dana od infekcije dokazano je
prisustvo DNK A. fumigatus u zbirnom uzorku pluc¢a, vazdudnih kesa i mozga, dok je 14. i 21
dana reakcija bila pozitivna u svim ispitivanim organima. U zbirnim uzorcima ispitivanih
organa ¢uri¢a kontrolnih grupa K-1 i K-2 PCR reakcija je bila negativa posle bilo kog vremena
Zrtvovanja.

Prosecne vrednosti DK kod ¢uri¢a oglednih grupa O-1 i O-2 i ¢uri¢a kontrolnih grupa
dobijene posle 6, 12 i 24 ¢asa od aplikacije PHA i sterilnog fizioloSkog rastvora NaCl nisu bile
statistiCki znac¢ajne u funkciji vremena. Prose¢ne vrednosti DK inficiranih ¢uri¢a dobijene u
funkciji vremena od aplikacije PHA (uporedivane izmedu 6. i 12. i 12. i 24. ¢asa) ne pokazuju
statistiCku zna&ajnost. Najveca prose€na vrednost DK ustanovljena je posle 24 ¢asa od
aplikacije PHA (2,50+0,28 mm). Dobijeni rezultati proseéne vrednosti DK curica ogledne
grupe O-2 i kontrolne grupe K-2 posle 6, 12 i 24 Casa od aplikacije sterilnog fizioloSkog
rastvora nisu bili statisti¢ki znacajno razli¢iti. Posle 6 sati od aplikacije PHA prose&na vrednost
debljine koze kod ¢éuri¢a grupe O-1 iznosila je 2,452+0,32 mm, a kod ¢uri¢a grupe O-2 bila je
1,82+0,16 mm. Prosec¢na vrednost DK kod ¢uri¢a grupe O-2, u ovom periodu merenja, bila je
statistiCki zna¢ajno manja (P<0,001) u odnosu na prosecnu vrednost DK kod ¢uri¢a grupe O-
1. Dvanaest sati nakon aplikacije PHA ustanovljena prose¢na vrednost DK kod ¢éuri¢a grupe
0O-2 nije se statisticki znacajno razlikovala u poredenju sa vrednos¢éu DK kod ¢uri¢a grupe O-
1. DvadesetcCetiri sata od aplikacije PHA prose€na vrednost DK kod ¢uri¢a ogledne grupe O-2
bila je statisticki veoma zna€ajno manja (P<0,001) u odnosu na prose¢nu vrednost DK kod
¢uri¢a ogledne grupe O-1.

Dvadesetprvog dana nakon vakcinacije ¢uri¢a kontrolne grupe K-1 titar antitela bio je:
1:16 (1); 1:32 (2); 1:128 (5); 1:256 (2), a kod curic¢a kontrolne grupe K-2, titar antitela bio je
znacajno nizi i iznosi je: 1:8 (2); 1:16 (5); 1:32 (3). Rezultati ispitivanja visine titra antitela
dobijeni 21. dana od vakcinacije protiv atipi¢ne kuge zivine kod ¢uri¢a ogledne grupe O-1 bili
su: 1:4 (3); 1:8 (7), a kod ogledne grupe O-2 titar antitela iznosio je: 1:2 (6); 1:4 (4).

Rezultati hematoloskih ispitivanja pokazali su da je infekcija A. fumigatus
prouzrokovala slabu anemiju, leukocitozu, limfocitozu i heterofiliju, posle druge i trece nedelje
od inficiranja ¢urica.

U Diskusiji kandidat rezultate do kojih je doSao tokom ovih ispitivanja kriti¢ki
razmatra i poredi izmedu eksperimentalnih grupa kao i sa rezultatima sli¢nih ispitivanja drugih
autora.

U poglavlju Spisak literature navedeno je 265 referenci.
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\ ZAKLJUCCI ISTRAZIVANjA (navesti zakljuéke koji su prikazani u doktorskoj
disertaciji):

10.

11.

Intratrahealna aplikacija spora A. fumigatus u koncentraciji od 5,056x107 izazvala je
pluénu aspergilozu kod 75% C¢uriéa ogledne inficirane grupe i ogledne grupe
deksametazonom tretiranih i inficiranih ¢urica.

Tretman deksametazonom 6 dana pre inficiranja i infekcija sa A. fumigatus su
statistiCki zna¢ajno (P<0,05) smanijili prirast i prose¢nu telesnu masu ¢uri¢a kako 14.,
tako i 21. dana od inficiranja u poredenju sa posmatranim parametrima kod ¢uri¢a
inficiranih sa A. fumigatus i kontrolnih grupa.

Prethodno izazvana imunosupresija deksametazonom uticala je na intenziviranje
klinicke slike i patomorfoloskih promena u poredenju sa oglednom grupom C¢urica
inficiranih sa A. fumigatus.

Klini¢ki simptomi infekcije uoceni su ve¢ drugog dana od inficiranja kod dve trecine
deksametazonom tretiranih i inficiranih ¢uri¢a i jedne trec¢ine ¢uri¢a inficiranih sa A.
fumigatus. U prva tri dana kod ¢éuri¢a obe ogledne grupe dominirali su opsti simptomi
(somnolentnost, opustenost krila, nakostreSenost perja, skupljanje u grupe), a od
Cetvrtog dana kod obe ogledne grupe ¢uri¢a nastupili su respiratorni simptomi.
Makroskopski, prvog dana posle infekcije u grupi deksametazonom tretiranih i
inficiranih ¢uri¢a ustanovljeni su hiperemija i edem pluéa. Difuzna inflamacija
vazduSnih kesa i granulomatozna pneumonija su najpre ustanovljeni u toj grupi
tre¢eg dana od inficiranja, dok su iste promene ustanovljene u grupi inficiranih éuri¢a
sa A. fumigatus nakon 14 dana od infekcije.

Histopatolo$ki, zapazene su promene ve¢ prvog dana posle infekcije u obe ogledne
grupe u vidu hiperemije i edema plu¢a uz pocetnu fokalnu ili difuznu ¢&elijsku
infiltraciju. Od 3. pa do 21. dana posle infekcije dominirala je granulomatozna
pneumonija razliCitog obima i intenziteta. PatoloSke promene u grupi
deksametazonom tretiranih i inficiranih ¢urica jadeg su intenziteta i obima, a
regresivne promene u patomorfoloSkom supstratu su takode obimnije i ranije nastaju.
Aspergillus fumigatus je izolovan iz respiratornih organa vec prvog i treCeg dana od
infekcije kod 4 od 12 inficiranih jedinki (33%) u obe ogledne grupe. Sedmog i
Cetrnaestog dana od infekcije povelava se broj respiratornih organa iz kojih je
izolovan A. fumigatus u grupi deksametazonom tretiranih i inficiranih ¢éuri¢a u odnosu
na oglednu grupu inficiranih éuriéa.

Analizom rezultata dobijenih metodom nested PCR i njihovim poredenjem izmedu
oglednih grupa ustanovljen je veci broj pozitivnih uzoraka na prisustvo DNK A.
fumigatus u oglednoj grupi deksametazonom tretiranih i inficiranih ¢uri¢a.
Dvadesetcetiri sata od aplikacije fitohemaglutinina prose¢na vrednost debljine koze
kod ogledne grupe deksametazonom tretiranih i inficiranih ¢uri¢a bila je statistiCki
veoma znacajno manja (p<0,001) u odnosu na prosecnu vrednost debljine koze kod
ogledne grupe inficiranih ¢uri¢a sa A. fumigatus.

Titar antitela 21. dana od vakcinacije protiv atipicne kuge Zzivine u oglednoj grupi
deksametazonom tretiranih i inficiranih Curi¢a bio je dvostruko niZi u poredenju sa
grupom inficiranih ¢uri¢a sa A. fumigatus i viSestruko nizi u poredenju sa kontrolnom
grupom.

Rezultati hematoloskih ispitivanja pokazali su da je infekcija sa A. fumigatus
prouzrokovala slabu anemiju, leukocitozu, limfocitozu i heterofiliju, posle 14. i 21.
dana od inficiranja ¢uri¢a kod oglednih grupa inficiranih i deksametazonom tretiranih i
inficiranih ¢éuri¢a.

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

Kandidat je koristio savremenu i aktuelnu metodologiju za procenu patomorfoloskih promena,
identifikaciju gljivica, imunolo$ka, i hematoloSka ispitivanja. Rezultati sprovedenih istrazivanja
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u potpunosti su u saglasnosti sa postavljenim ciliem i zadacima istrazivanja. Rezultati su
pored tekstualnog prikaza dokumentovani sa 64 fotografije, 13 tabela i 15 grafikona. Tekst je
napisan koncizno, jasnim i razumljivim stilom. Rezultati su pravilno i kriti€ki tumaceni.
Zaklju&ci su pravilno izvedeni.

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 zavrSenu doktorsku disertaciju?
Da

3. Po éemu je disertacija originalan doprinos nauci?

PazZljivom analizom dostavljenog rukopisa Komisija je miSljenja da je kandidat odabrao
aktuelnu i veoma znacajnu problematiku za svoju disertaciju. Postavljeni zadaci u potpunosti
su izvrSeni, koris¢ene su savremene metode koje obezbeduju pouzdanost i reproducibilnost,
a rezultati do kojih je do$ao predstavljaju originalan doprinos u rasvetljavanju uticaja
Aspergillus fumigatus na zdravstveno stanje i proizvodne rezultate. Ova disertacija je
pokazala da imunosupresija znacajno uti€e na Sirenje i invazivnost prouzrokovaca
aspergiloze kao i na tezinu kliniCke slike i patomorfoloSkih promena kod inficiranih Curica.

4. Da li je mentor tokom provere originalnosti disertacije utvrdio neoopravdano
preklapanje teksta sa drugim publikacijama (odgovoriti sadailine): 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, nac¢inu
vrednovanja, i kvantitativnom iskazivanju nauc¢noistrazivackih rezultata istrazivaca):

Nemanja Jezdimirovié, Branislav Kureljusi¢, Vojin lveti¢, Dejan Krnjai¢, Oliver Radanovi¢,
Jadranka  Zuti¢, Ljiliana Spalevié, Milijan  Jovanovi¢ (2019): Comparative
pathomorphological, mycological and molecular examination of turkey poults with
different immunological status experimentally infected with Aspergillus fumigatus,
Acta Veterinaria Beograd, 69(2), DOI 102478/acve-2019-0016

IF (2017): 0,604

M23

X PREDLOG:
Na osnovu ukupne ocene disertacije, komisija predlaze (odabrati jednu od tri
ponudenih moguénosti):
- da se doktorska disertacija prihvati a kandidatu odobri odbrana
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