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OAKYNTET BETEPUHAPCKE MEANLUHE OBPA3AL -1 4
YHUBEP3UTETA Y BEOIPALlY

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

1. flatym n Ha3uB opraHa Koju je uMeHoBao Komucujy: HactaBHo-Hay4HO Behe dPakynTeTa
BeTepuHapcke MeauumHe YHmneepauTteTta y beorpaay Ha 178. cegHuum ogpxaHoj 21.06. 2017.
roauHe.

2. CacTaB KOMUCUje ca Ha3HAaKOM MMeEHa M Npe3vMeHa CBaKor 4YnaHa, 3Baka, Ha3uBa
yKe Hay4yHe obGnacTu 3a Kojy je nsabpaH y 3Bare, roquHOM u3bopa y 3Bate 1 Ha3mB
c¢hakynTeTa, ycTaHOBE Yy KOjOj je 4naH KOMUCHje 3anoCreH:

1. ap MwupjaHa Oumutpunjesuh, BaHpeaHn npodgecop, XurmjeHa n TexHosnormnja meca,
2014. rog., akynteT BeTepuHapcke meguumHe, YHuBepsuteT y beorpagy

2. pgp bpaHko BenebuTt, Buwmn Hay4Hn capagHuk, 2016. roa., MHCTUTYT 3a xurmjeHy
n TexHonorujy meca, beorpag

3. op Bnago Teopgoposuh, pegoBHu npodpecop, XurvjeHa u TexHosnorumja meca,
2007. rog., PakynteT BeTEpUHApPCKe MeaguumHe, YHmuBepauTeT y beorpagy.

4. pp Hehervko Kapabacwun, BaHpeaHun npodecop, XurnjeHa n TexHonornja meca,
2013. rog., PakynteT BeTEPUHApPCKE MeauLumHe, YHuepauTeT y beorpagy

5. [Op OejaH BugaHoBuh - HaydyHu capagHuk, Mukpobuonoruja ca MMyHOMNOrujom,
2012 rog., BetepuHapcku cneumjannctnykm MHCTUTYT Kparbeso®.

I nogALUM O KAHOUAOATY:

1. Ume, ume jeaHor poauTterba, npesume: HeseHa, Hebojwa, Unuh

2. DaTym pofjewa, onwtuHa, Penybnuka: 01.04.1989., Kocoscka MuTtpoBuua, Cpbuja.
3. Datym oa6paHe, MecTo U Ha3UB MarucTapcke Tese*:

4. Hay4Ha obnacrt 13 Koje je CTe4eHO aKkafAeMCKO 3Balkbe MarmcTpa Hayka*:

Il HACNOB NOKTOPCKE OUCEPTALUJE:

» laeHTndukaumja n domnoreHeTcka aHanmsa HopoBMpyca Nopeknom mns3 garkun (Mytilus
galloprovincialis) ca acnekta 6e3begHocTn xpaHe*

IV  NPEMMEQ OOKTOPCKE OUCEPTALIMJE (HaBecTm Gpoja cTpaHa nornaesrba, Crvka,
wema, rpacpukoHa u cn.):

[okropcka guceptauuwja HeseHe Wnuh HanvcaHa je Ha 100 cTpaHa Tekcta U cagpxu
cnepeha nornasrea: YBog (3 ctpaHe), [Npernen nutepatype (27 ctpaHa), Linrbesu n 3agaum
ucTpaxusawa (OBe ctpaHe), Matepujan n metoge uctpaxmsawa (15 crtpaHa), Pesyntatu
uctpaxusawa (21 crtpaHa), Ouckycuja (13 ctpaHa), 3akbydum (oBe ctpaHe) u Cnucak
nutepaType (17 cTpaHa). Ha noyeTky gucepTauuje AaT je kpaTak cagpaj Ha CPrcKoM U
eHrneckom jesuky. [lucepraumja je gokymeHToBaHa ca 10 Tabena, 8 rpacukoHa n 22 cnuke.
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V BPEAHOBAHE NOJEOUHUX OENOBA OOKTOPCKE OUCEPTALIMJE (naTu kpatak
onuc cBakor nornaesrba guceprauuje: yBoaa, npernega nurepartype, 4uurba v 3agartaka
UcTpaxuBaka, MaTepujan u metoga, pesynrarta, AUCKycuje, cnucka pedepeHun):

Y YBoay kaHOuAaT UCTuYe Aa HaMMpHULIE KOje Ce KOPUCTE Y UCXPaHU Ibyau Mory 6utmn nssop
LUMPOKOT CMeKTpa y3podHMKa BonecTn NPeHOCMBUX XPaHOM U Aa HMXOBa KOH3yMauuvja Moxe
npeacTaBrbatv py3uK 3a 3apaeribe notpolwada. Bupycw, kao jegaH og moryhux y3poudHuka,
BeOMa Cy pacnpocTpakeHun U npeacTaBrbajy cBe Behu npobnem ca acnekta 6e3beaHocTu
XpaHe un jaBHOr 3gpasrba Jbyau. HopoBupyc je rmaBHM M3asunBady HebakTepwujckor akyTHOr
racTpoeHTepuTUCa, KOjU Ce jaBrba LUMPOM CBeTa U y CBMM CTapOCHMM kaTeropujama. Npema
nocnegwem usBewTtajy un3 2015. rognHe (EFSA-European Food Safety Authority),
OoKapaKTepucaHu cy Kao Hajuyelhn y3poYHUK envaemMmja Koje ce npeHoce xpaHom. O wuma ce
3Ha MHOro Makwe Hero o baktepujama u ocTanvMMm naToreHuma, a pasnor Tome je, WTo ce O
BMpYyCMMa, Kao u3asmBaumma bGonectu, pasmuwrba Tek kaga ce bakTepujcka oborbemna
uckrbyde. lNopen Tora, BUPYCKM Ce jako TELUKO M30Myjy M3 MaTpukca xpaHe, na 3axTeBajy
pasnuunTe TEXHUKE eKcTpakuuvje n obpage maTtepujana. Mako je rpafa Bupyca npoydeHa go
Jetarba,Tepanuja BUpycHux 6onectu ce obu4HoO He npumMemsyje, a 6poj aHTUBMPYCHUX NEKOBA
je manu u ckonyaH ca 6pojHMM HexerbeHnM edekTuma. 3a pas3nuky oa 6akTepuja, BUpycu ce
Yy XpaHu He pa3MHOXaBajy, Te Aa Hukaga Hehe [OBECTU [0 HEHWUX OpraHonenTUyKMX
npomMeHa. Y cnosballh0j CPeAuMHU Cy jako OTMOPHU anv M MHAEKTUBHOCT 3agpke OYXKu
BPEMEHCKM negmo,q. deuecom UHMUUUPAHMX TbYOM Ce u3nydvyje Benvku 6poj BUPYCHUX
napTukyna (10°-10""), a camo Hekonmko (1-100) Moxe u3a3BaTi MHdeEKLMjy. XpaHa Moxe
BT NpuUMapHO KOHTaMUHWpaHa BUPYCMMa, WM HakHagHO TOKOM 4YMTaBor naHua
npousBogwe. LLkorbke, kao opraHusaMn Koju ce xpaHe unTpupaweMm MOpcke Boae, Mory
KOHUEHTpUCaTh BMpYCe KOjU Ce Yy H0j Hanase, na nocrajy, ca craHoBuwTa 6e3begHocTn
XpaHe pu3MyHa HaMWpHULA, Hapo4MTO ako ce jedy CMpOBE WM HELOBOSbHO TEPMUYKM
obpaheHe. Mako cy MHore cTyauje nokasane ga 6poj 6aktepuja Huje y kopenauuju ca HUBOOM
BMpYCHE KOHTamuHauuje, caHWTapHa KOHTpona fartbM ce M Jarbe 3acHuMBa Ha AEeTeKuumju
BakTepujcknx nHgmkatopa kao wTo je Escherichia coli. JeanHn HaymH geTekuuje HopoBupyca
je npumMeHa caBpeMeHuX MOfeKyrnapHMx MeToga kao wWwTo cy Reverse transcription
polymerase chain reaction (RT-PCR) i Real-Time RT-PCR. C o63upom Ha cBe HaBegeHe
nogaTke, 3akibyyyje ce Aa BMPYCM KOjM Ce MPEeHOCe XpaHOM NPeAcTaBrbajy CrOXEHU
npobnem u pfda je notpebHa kBanuMTeTHa capagwa W KoopAuHauuvja 30paBCTBEHUX WU
BETEepMHapCKMX YCTaHOBA, KOje Cy YKIby4eHe y npouec Hag3opa v NpousBoaHhe 34paBCTBEHO
6e3begHmx HamupHuUa. PesyntaTn oBOr ucTpaxmBawa ykasyjy Ha noTeHuujanaH pusuk og
nojase BMPYCHUX BONecT NPeHOCMBUX XPaHOM M NMOACTUYY UHTEPEC 3a UCMUTUBAHE LLUKOIbKU
Ha TPXWLUTY, NOPEKIIOM Ca pasnMunTMX NPoM3BOL4HUX noapydja. Takohe, gonpyHoce pas3Bojy
nrnaHa MOHWUTOPHMWra LUKOSbKM Ha MpUCYycTBO HopoBwupyca. [Mopen Tora, peanusauuwja oBe
avceptaumje morna 6w pga omoryhu nogmsawe KanauuteTa 3a pasBoj MOSEeKyrnapHo-
reTeTMYKMX MeTOAa [OujarHOCTMKOBaka BuMpyca y XpaHu. YTBphUBaH-EM HYKNEeoTUOHOTD
cacTtaBa, OHOCHO pefocrneja amuHokucenuHa, ogpeheH je nonoxaj HopoBMpyca AoKa3aHMX
ca OBUX Mofpydyja Ha CBETCKOM (hUITOreHETCKOM cTabny u yTBpheHa je reHeTcka NoBe3aHOCT
namMeny pJokasaHmx wu3oniata U OHUX paHuje onucaHux y cBeTy. [lopehewem ca
MUKPOOUONMOLLKMM 1 (PU3NYKO-XEMUCKUM MapaMeTpuMa akBaTopujyma YTBpPHEHO je KOMnMKo
OHM NMajy yTuLaja Ha NPUCYCTBO M Hanas BUpyca y WKorbkama.

Y nornaerby [Mpernep nutepatype MpukasaHa cy [jocajallkba HayyHa casHawa o
TaKCOHOMMjK, rpafu BUPYCHOr reHoma, enuaemMuorornju Bupyca, naTtoreHesu, KIMHUYKUM
CUMMNTOMMMA, [OujarHOCTMUW, Tepanuju W npeBeHUMju nojaBe WHeKUMja unsasBaHux
HopoBupycoM. Takohe, gaT je nperneq ytuuaja oU3NYKO-XEMUjCKMX NapameTapa XUBOTHe
CpeguHe Ha HOPOBMPYCE M OMUCaHU Cy OMOMHOMKATOPWM BUPYCHE KOHTaMMUHaUWje XpaHe.
Ocum nocTojehnx nogaTtaka o MeTogama Koje cy ce Hekaga KopucTune, nocebHOo cy onvcaHe
MOJieKyrnapHe MeTofe Koje NpeAcTaBrbajy Hanpeaak v NpekpeTHULY y pa3Bojy BMPYCOIOLLKE
OunjarHocTuke.

Lums uctpaxuBawa y OKBMPY OBe [OOKTOpCKe aucepTaumje OuMo je ga ce npuMEHOM
MOJEKYNapHO-reHeTUYKNX TEXHWKA YTBPAM MPUCYCTBO, KAo 1 Aa Ce U3BpLIN naeHTudukaumja
N reHotTunusaumja Hoposupyca y garmama (Mytilus galloprovincialis) Tokom cBux Meceuun y
roguHn. Tlotom 6u ce wcnuTana duIIoreHeTcka MoBe3aHOCT Wu3melly HopoBupyca
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OEeTEeKTOBaHMX y Aarkbama ca OHMM paHuje N305I0BaHUM U ONMCaHUM Yy cBeTy. Takofe, uurb je
n ga ce ytBpau mehycobHa noeesaHOCT m3amely npucycTBa HOpOBMpYCa Y LIKOSbKama ca:
dekanHoMm koHTamuHauujom (6poj E. coli) parkun, U3NYKo-XeMujckuMm napameTpuma
KBanuTeTa Mopcke Boae (TemnepaTtypa, canuHuteT, pH, 3acuhewe K1CEOHUKOM),
MUKpOBMONoLLKUM napameTpyma Mopcke Boge (ykynHe u dpekanHe konudopmHe baktepuje,
E.coli n wWHTepcTMHanHe €HTEepOKOKe) KBaHTUTATUBHOM W KBanUTaTUBHOM aHaruv3oMm
PUTONMNAHKTOHCKE KOMMOHEHTE W KOHLUEeHTpauujoMm xnopoduna y aksatopujymmma. 3a
OCTBapeHe OBUX LMrbeBa NOCTaBibeHM Cy cneaehun sagaum:

1. MMpwukynutu y3opke xusmx garteun (Mytilus galloprovincialis) u mopcke Boge y
jegHoroguwkeM nepuoay, TOKOM cBakor meceua, og jyna 2015. roguHe go jyna
2016. rognHe, 13 6 perMcTpoBaHMX y3rajanuuita ca pasnuuntnx nokaumja y LipHoj
Mopw.

2. O6pagntv u npunNpemMuTy MPUKYNSbEHE Y30pKe nfarkby, Tako fa [urecTuBHa
Xne3ga 6yge cnpemMHa 3a ekctpakuunjy BupycHe PHK (ancekuuja n nusmnpamse).

3. WsBpwutn ekctpakumjy BupycHe PHK kopuwherwem KomepuujanHor ceta 3a
eKcTpaKkuujy.

4. T[lpumeHom meTtoge Real-Time RT-PCR ucnutatm npunpemrbeHe y30pKe Aarksu
Ha NPUCYCTBO HOpOBUpYca.

5. YT1BhuBawkeM HykneoTMgHor pacnopega v nNpUMeHOM UIOreHeTcke aHanuse
ucnuTaT reHeTcky noBe3aHoCT u3mely [okasaHux wusonata M OHUX paHuje
OMNMCaHnX y CBeTY.

6. [MpukynnuTn y3opke MOpcKe BOAE U UCNNTATU eHe (PU3NYKO-XeMUjCKe
napameTape: Temneparypy, canMHuteT, pH BpeaHoCT n 3acMheHOCT KMCEOHUKOM,
3aTvM oapeauTu 6poj YKynHuX 1 dekanHux konndopmHnx bakrepuja, E.coli n
WHTECTMHANMHNX EHTEPOKOKa y BOAW, U ypaauTn aHanuse UTonnaHKTOHCKe
KOMMOHEHTE M KOHLEeHTpauujy xnopoduna a.

7. Oppeautn HajsepoBaTHMjM Opoj 6Gaktepuja E. coli u3 parwbm  (Mytilus
galloprovincialis).

8. CwucTtemaTt3oBaTu, cTaTUCTMYKa 06paguTh pesyntate W U3BPLUNTUA  HUXOBY
ynopezaHy aHanmay.

Y nommaerby Matepujan #“  mMeToAe MCTpaxuBawa NpukasaHn Ccy  geTarsu
eKcrepumeHTanHor paga.

A. MaTtepujan

McnvTnBaHm y3opum darkby Cy Ha TPXULITE Hale 3emMibe NpUCTUIMnM ca 6 pernctpoBaHmx
y3rajanuwita M3 LPHOrOpCKor akeatopujyma. Y3srajanvwTta parten cy. Jbyrta, bBpbar,
Opaxosau, Jlunuu, Connna n CeeTta Heherba, Hanase ce y BOKOKOTOPCKOM 3anvBy U Oeo cy
JagpaHcke obane. CakynrbeHo je 1000 parwu, o KOjUX Cy CaydnkbeHa 72 KOMMO3WTHa
y30pKa.

>KvBe parte cy OMPEKTHO TpaHCnopToBaHe Yy nabopaTtopujy, onpaHe nof Miasom Tonse
BOAE, kako OM ce oAcTpaHwune Heyuctohe M anre Ha HWUXOBOj MOBPLUMHW, @ 3aTUM Cy
IbyLUTYpe OTBOpPEHEe CTEPUINHNM HOXeM, Ha TayHo oapeheHoM mMecTy. HakoH Tora, oaBOjeHO
je TKMBO xenaTonaHKpeaca CBake Jarke U NpunpemIbeH je 3bupHU y3opak, Kojer je YMHUIOo
on 8-15 partbu. Y3opak je ogMepeH y KonmuuHu og 2 + 0,2 1 u npebayeH y CTepunHy
enpyBseTy, a MOTOM 3aMp3aBaH rnpu Temnepartypu o -80°C.

B. Metome

Y3opun cy xomoreHnsoBaHu y lleTpujeBMM wWoSfbama, A0 KawlacTe KOH3UCTeHuuje, nomohy
Makasa 1 CTepUIiHe nNuHUeTe.

3a ogpehuBame HajsepoBaTHujer 6poja E.coli y aarama, kopuwwheHo je 50 r xomoreHaTa,
CaunkbeHOr 0 Meca 1 UHTpaBarnsynapHe TeYHOCTU ca goaaTtkom 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-
beta-D-glucuronida.
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Y3umate y3opaka Mopcke Boae 3a xuaporpadpcka, Mukpobuonowka u  Guonoluka
ncnutmBaka BpLUeHo je nomohy Niskin-oBe 6oue 3anpemuHe og 5 n, Ha ayobunn og 0,5 m.
Mopcka Boaa je y3opkoBaHa Ha MCTOM MECTY U y UCTO BPEME Kada W Aarke.

1. MukpobuonoLuka ucnutnueama

o OppehuBawe E. coli n ykynHux konudopmHux 6aktepuja npema 1ISO 9308-1:2015-
Water quality -- Enumeration of Escherichia coli and coliform bacteria -- Part 1:
Membrane filtration method for waters with low bacterial background flora n upesHe
eHTepokoke npema I1SO 7899-2:2011 Water quality -- Detection and enumeration of
intestinal enterococci -- Part 2: Membrane filtration method.

e OgppehuBare HajBepoBaTHujer 6poja E. coli n3 partbm (Mytilus galloprovincialis)
npema ISO TS 16649-3:2005 Microbiology of food and animal feeding stuffs.
Horizontal method for the detection and enumeration of presumptive Escherichia coli.
Most probable number technique. ISO Norm 7251:2005. International Standardization
Organization ed., Geneva, Switzerland.

2. dn3n4ko-xemmjcka ucnuTmBama

o  du3MYKO-XxeMujckM napaMeTpu KBanuteTa Mopcke BoAe AobujeHn Cy ayToMaTCKum
coHgama MultiLine 4, WTW, opobpeHux o CTpaHe HagnexHor opraHa, no
ynyTcTBMMa nponssohaya.

e Cappxaj 3acuheHor knceoHuka ogpehueaH je Tutpauunjom, metogom no Winkleru.
3. KBaHTWTaTMBHA 1 KBanuTaTMBHa aHanm3a MTOMNaHKTOHCKE KOMMOHEHTE 1 xnopodwuna:

e AHanusa (pMTONNaHKTOHCKOr MaTtepujana BpLleHa je No cTaHgapaHoj MeTodonorunju
no Utermoéhl-y (Utermohl, 1958).

e [leTtepmuHaumja xnopocduna paheHa je cTaHAapAHOM CNEKTPOdOTOMETPUjCKOM
MeToOOM 3a eKkcTpakumjy nurmeHata no APHA (1995) u Jeffrey-y (1997).

4. MonekynapHe meToge

WpoeHTudukaumja supycHe PHK BpLieHa je amnnugumkaLmjom BUCOKO-KOH3EepPBUCAHOr permoHa
PHK nomohy onuroHykneoTuga u komMepuujanHux peareHaca onucaHux y mehyHapoaHom
ctaHgapgy 1SO 15216:2013 Microbiology of food and animal feed — Horizontal method for
determination of hepatitis A virus and norovirus in food using real-time RT-PCR — Part 2:
Method for qualitative detection, npu 4emy jegaH y30opak YMHW OKO LECET MNojeAuMHaYHMX
aarwsy (Mytilus galloprovincialis).

3a amnnudukaumjy PHK kopuwheH je komepumjanHu cet Ultrasense One-step gRT-PCR
System (Life Technologies, Monza, ltaly). YMHOXaBawe ce BpLIMWMIO Y jeOHOM Kopaky, Yy
KOHTMHYMpaHO] peakumnju, NpBO peBep3Ha TpaHcKpunuuja, a 3aTUM YMHOXaBawe [Aena
BMpYCHOI reHoMa. 3a yMHOXaBawe fena reHoma Bupyca oba reHoTuna kopuwheHu cy
paHvje ansajHnpaHu cneundmnyHu naposu npajmepa v npoba npema I1ISO TS 16649-3:2005:
QNIF4 (FW), NV1LCR (REV), TM9 (PROBE) 3a Gl reHorpyny n QNIF2 (FW), COG2R (REV)
n QNIFS (PROBE) 3a Gll reHorpyny. Peakuuvje cy 6une u3ssegeHe Ha Real-Time PCR
anaparty Stratagene MX3005P thermalcycler.

Y cBpxy notBpae unaeHTudukaumje supycHe PHK paheHo je cekBeHUnpame y akpeauToBaHoj
pedepeHTHOj nabopaTopuju. 3a cekBeHUMpatre je kopuwheHa Sanger Sequencing One Shot
Read TexHuka Ha anapaty Roche GS FLX Titanium 454. Pagn wto npeuusHuje
noeHTndmrkaumnje cekseHuupaHa cy oba naHua dparmeHTa KomnnemeHTapHe [OHK.
PesyntaTu cekBeHumMpama NpeacTaBibeHn cy y obnuky xpomatorpama u gatoteka y FASTA
dopmaTy. 3a ngeHtndukaumjy nsonata kopuwhet je BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) copTBeEp 3a Npeno3HaBake BUCOKOCTIMYHUX CEKBEHLIN.

MpumapHa reHoTMnu3auunja HopoBMpyca u3BplleHa je kopuwhewem Norovirus genotyping
tool v.2.0 (http://www.rivm.nl/mpf/norovirus/typingtool). HakoH Bepudukaumje o nogyaapHoOCTn
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KOMNIIeMEHTapHNX HyKneoTuaa, CekBeHue cy ynopefaHe ca HOPOBMPYCHUM CeKBeHuama
OOCTynHUM y 6aHum reHa (GenBank) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).

3a u3pagy dunoreHeTckor crabna, u3 6aHke reHa ydynTaHe Cy CeKkBeHue pedepeHTHUX
cojea 3a cBakm reHotun. CekBeHue cy nopaBHate nomohy anroputma Clustal W
umnnemeHTupaHor y nporpamy MEGA 7. HakoH cpaBwuBama OACTPakeHU Cy HEKBANUTETHU
KpajeBn cekBeHUM, na je pobujeHa yHudopmHa cekseHua (engl. alignment) og ykynHo 27
cekBeHUM, cBaka ayxuHe 250 6a3Hux naposa.

MpoBepa penpoayuMbUNHOCTN CReuMdUYHMX KapakTepucTuka pesynrtata unureHeTcke
aHanuse ¢dparmeHata ORF1 i ORF2 usBplieHa je nomohy Neighbor-Joining (NJ) metoge y3
camoyumTaBare 1000 (engl. bootstrap) u1 Kimura-2 eBonyTtuBHu mogen. [JobvjeHe cekBeHUe
Hykneotnga ynopeheHe cy ca pedepeHTHUM cekBeHuama Hopoeupyca Gl i Gll.4 reHa,
objaBrbeHnm y GenBank-u NCBI.

. Ctatuctnyke aHanuse

3a cratuctuuky aHanu3y gobujeHnx pesyntata KopuwheHun cy OeCKPUMTUBHU CTaTUCTUYKK
nokasaTesbu: Mepa LeHTpanHe TeHAeHuwje, cTaHOapgHa AeBujauuja, cTaHgapgHa rpeluka
apuTMeTUYKe cpeauHe, HTepBarn Bapujaumje n koeununjeHT Bapujauuje.

Harba ctatuctvdka aHanusa ofBwjana ce y 3aBWCHOCTM Of Tora Ja fiM Cy aHanmMaupaHu
nogaunm HopmanHo AauctpubympaHu unu  He. HopmanHo gucTtpubyvpaHu nogaum
aHanuaunpaHu cy Kolmogorov-Smirnov Tectom. Y crnyyajy HopmanHe auctpmbyuuje nogartaka
3a nopefewe CUrHUPUKAHTHUX pasnuka n3mehy ekcnepumeHTanHux rpyna kopuwheHa je
napameTtapcka aHanusa BapujaHcu (One way analysis of variances).

Y cnyyajy kaga pguctpubyumja nogataka Huje HopmanHa, ynotpebromBaHa je He-
napameTtapcka Kruskal-Vallisova aHanu3a BapujaHce (Kruskal Wallis Analysis od Variance on
Ranks).

Y cnyyajy ga cy noctojane CTaTUCTUYKM CUrHUUKaHTHE pasnuke uamehy rpyna, naposu
rpyna cy nopeheHn MehycobGHO Ha ocHOBY napameTapckor Tukey TecTa, OOHOCHO He-
napametapckor Dunn's Multiple Comparison Tecta u X2 (hi kBagpaT) TecTa.
CurHudmkaHTHOCT pasnuka ycTaHoBIbaBaHa je Ha HMBomMma 3HadajHoctm og S u 1 %.

Ceu pobujeHn pesynTatv npukasaHu cy TabenapHo u rpadwuyku. CTatucTudka aHanuaa
n3BeaeHor ekcnepumeHTa ypaheHa je y GrapfPad Prism verzija 6.00 3a Windows, (GrapfPad
Software, San Diego, California USA), www.graphpad.com n MS Excel-u.

MNornasrbe Pe3yntatu umcnutuBawa NogerbeHo je Yy Tpu uenunHe, Ha OCHOBY pesynrtaTta
UCNUTUBaHba MOJIEKYNAPHO-TEHETUYKNX aHann3a, MU3NYKO-XEMUJCKUX U MUKPOOMOMOLLKMX
aHanmsa, a CXo4HO NOCTaBibeHUM 3ajalMma ucnuTMsama

Y npeBom pJeny Pesyntata ucnuTuUBawa MnpukasaHu Ccy pesyntatM npucyctsa U
3aCTyn/bEHOCTU HOPOBMPYCa Y UCMNTMBAHOM MaTepujany, NopekrnoMm M3 AurecTuBHe Xxnesge
narwu, ynopebom Real-Time RT-PCR meTtoge 6asnpaHe Ha ,TagMan® npo6ama n npumeHoM
KomepumjanHor komnneta xemukanuja. lNapanenHo ca amnnudukalumMjoM reHa 3a CUHTE3Yy
kancupa, ogHocHo ORF1/ORF2 peruje, amnnudukoBaH je cdparmeHT MeHro Bupyca (MCO)
pagu esanyauuje eukacHOCTU ekcTpakuuje. EdprkacHoOCT ekcTpakuuje 3a cBe uMcnuvTuBaHe
y3opke nsHocuna je og 3,08-6,21%, a pesynrtatv cy cMaTpaHu MpuUXBaTibVBUM YKOJUKO je
edmnKkacHOCT ekcTpakumje = 3%. YTBpheHo je Aa je of yKyrnHO 72 y30pka, HOPOBUPYC AOKa3aH
kog 31 (43%) y3opaka aartbn. O6pagom pesyntaTa yTBpheHO je oa je HOpoBMPYC NPUCYTaH Y
JarkamMa ca CBUX UCMUTUBAHMX Npou3BoaHux nogpydja. Ca reorpadcke mane oe obane,
BMAM Ce Ja Cy Tauyke Ha Kojuma Cy y30pKoBaHe farke reocnauujanHo seoma bnucke, Te 36or
AncTpmbyLmje HOpPOBMPYCa KpeTakeM U CTpyjama Mopa, Hanas Bupyca y CBUM UCTIUTMBAHUM
y3rajanuwituma Huje HeodekmBaH. Hajsehu 6poj NO3NTUBHMX y30paka U30N0oBaH je U3 gartku
ca ysrajanuwTa Conuna (9), a Hajmawmn (2) ca y3rajanuwTa JbyTa.

O ykynHo 31-or ys3opka, MNO3UTUBHO WAEHTU(UKOBAHMX Ha MPUCYCTBO HOPOBUPYCA,
kopuwherwem MeToge ISO 15216:2013 (Ct<35), kog 4 (12,9%) ys3opka yTBpheHo je
npucycTBo Hoposupyca reHorpyne Gl, a koag 17 (54,8%) y3opka HopoBupyc reHorpyne GlI,
ook je koa 10 (32,3%) y3opaka yTBHEeHO NCTOBpEMEHO NPUCYCTBO HOpoBMpYyca obe reHorpyne
(GI+Gl).

CBM NO3WUTUBHWU Yy30puM Cy 3aTUM MOABPrHYTM amnnudukaumju ogrosapajyhux cekseHuu
ORF2 pervoHa pagu reHoTunusauumje n ncnutmBawa unoreHeTcke cpoaHoCcTn nopeherwem
ca nopgauumma n3s Genbank 6ase.


http://www.graphpad.com/
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Op 14 y3opaka no3uTMBHMX Ha HopoBupyc reHorpyrne Gl (4 no3autmBHa camo Ha Gl 1 10
no3nTmBHMX U Ha Gl n Ha Gll), kog camo 4 y3opka OOLWINOo je A0 ycrnelHe amnnudukaumje
ORF2 cekBeHue BenunumHe 330 bp, kapaktepuctnyHe 3a reHorpyny Gl. Pasnor tome je
HeJoBOMbHA KonuumMHa reHepucaHe komnnemeHTtapHe OHK koja 6u ce morna kopuctutu 3a
cekBeHUuMpawe. Kopuwhewem on line cogpTtBepa Norovirus genotyping tool v. 2.0
(http://www.rivm.nl/mpf/norovirus/typingtool , RIVM, Holandija), yTBpheHo je ga cBa 4 y3opka
HopoBsupyca reHorpyne Gl npunagajy reHotuny GI.2.

Opn 27 y3opaka no3MTUBHUX Ha Hoposupyc reHorpyne Gll (17 no3utmeHux camo Ha Gll n 10
no3utmeBHMX U Ha Gl n Ha Gll), koa 13 y3opaka gowno je o ycnewHe amnnudukaumje ORF2
cekBeHuUe, BennuuHe 340 bp kapaktepuctudHe 3a reHorpyny Gll. Kopuwhewem wuctor
codtBepa, yTpheHo je ga 12 ysopaka (92,31%) npunaga reHotuny Gll.4, gok 1 ysopak
(7,69%) npunaga reHoTuny GllI.2.

Bupycn cy reHoTMnmM3oBaHM Ha OCHOBY pefocneda Hykneotuga 3a ¢parmeHT ORF2,
BennunHe 250 HykneoTtuaa. Kopuwherwem pesyntata Neighbor Joining aHanuse, nspaheHo
je KoHce3ycHo cTabno Koje npukasyje dunoreHeTcky nosesaHocT uamehy 4 cekeHue Gl.2
N30M0BaHe y OBOM UCNUTMBaHY M 29 pedpepeHTHUX CEeKBEHLM npey3eTux u3 BaHke reHa.
McTom aHanu3om m3pafeHo je KoHce3dycHo cTabno koje npukasyje unoreHeTcKy noBe3aHoCcT
nameny 12 cekseHum Gll.4 n3 Hawer ncnutnsarwa u 30 pehepeHTHUX CeKBEHUM Npey3eTux u3
BaHke reHa.

Y agpyrom peny PesynTtata ucnutuBama npukasaHu cy pesyntatv pu3nyKo-XxeMumjCcKux
napametapa Mopcke Boge. [lpukasaHe cy [eckpunTMBHE CTaTUCTMYKE BPEAHOCTU 3a
TemnepaTypy Boge, canmuHuTeT M pH Mopcke Boge. AHanMM3OM NPOCEYHe BPESHOCTU
TemnepaType BoAe, YCTaHOBIbEHO je Aa Cy BPeOHOCTM y CBMX 6 y3rajanuwita npubnumxHe u
Oa Hema Behux Bapupara. Hucy ycTaHoBIbeHe CUrHUUKaHTHE pasnuke namehy npoceyHmx
BpegHoCTM TemnepaTypa Boge no ysrajanuwTtuma (p>0,05). Takohe je ycTaHOBIbEeHO Aa
HeMa CcWUrHudpvkaHTHe pasnuke u3mMehy npoceyHMX BPedHOCTM canvHutTeTa u3mehny
y3rajanuwTa (p>0,05). MNopen Tora, HWje yCTaHOBIbEHA CTaTUCTU4YKa Kopenauuja usmehy
CE30HCKOr MNojaBrbuBaHka HOpoBMpYca U Bapujauuje canuHuTeTa.

MpoceyHa BpegHocT pH 6una je y rpaHnuama HopMarne 3a MOPCKY BOAY WM KpeTana ce of
8,14-8,18. Hn y oBOM cny4ajy Huje yCTaHOBIbEHA CTaTUCTUYKA Kopenauumja nuamelhy cesoHckor
nojaerbuBawa HOpoBMpyca W Bapujauuje pH BpegHOCTM MOpPCKe BoAde, anu Takohe Hu
Kopenauuja namehy sapuvjauuje 3acuheHocTn KNCeoHMKa 1 rnojase HopoBMpyca.

HetarbHa aHanusa camMoO MO3UTMBHWUX Yy30paka, Mo Meceuuma, nokasana je ga je 6poj
NMO3UTUBHMUX y30paka TOKOM jyHa, jyra u aBrycra, OQHOCHO TOKOM fneThe ce3oHe (3 y3opka)
6una 3Ha4vajHo Huxa (p <0,05) Hero 6poj NO3MTUBHUX y30paka OTKpMBEHA TOKOM jeceHu (10
y3opaka) u 3ume (12 y3opka).

CTtaTuCTMYKOM aHanmM3oM je YCTaHOB/bEHO [a Ce ca CMameweM TemnepaTtype mopa
cTaTUCTMYkM 3HauvajHo (p<0,01) nosehaBa nojaBa Bupyca y MUCAMTUBAHWUM Yy3rajanuTuma.
AHanuaunpajyhu nojaBy Bupyca no roguwkwbuMm gobuma ycTaHOBIbeHa je CUTHUMKaAHTHA
pasnuka y Toky neta (p<0,01) roe ce TemnepaTtypa Mmopcke Boge nosehaBa, a 6poj
MO3UTMBHMX y30paka ce CMambyje, AOK Y TOKY 3MMCKUX MeceLm Jorasv Ao naja Temneparype
BOAe, a 6poj NO3NTUBHUX y30paka pacTe.

Y Tpehem peny Pesyntata uMcnuTMBawba MNpukasaHu Cy MUKPOOMONOLIKM napameTpu,
OAHOCHO HajBepoBaTHUjM Opoj GakTepuja wuHaukatopa dekanHor 3arahewa (E.coli) y
Jarkbama, y TOKy Lenor McnutuBaHor nepuoaa, kao n kopenauuja namehy nojase Hoposupyca
n 6poja baktepmja. Ha ocHoBy Opoja (E.coli) y garkama, npema Baxehem eBpOMncKom
cTangapay, YKynHo 48 op 72 wncnuTuBaHa y3opka, buna cy u3 ysrajanuwita koja kpunagajy
knacu A, ogHocHo umajy <230 MPN/100 g meca un MehyreylutynapHe TedHoctn. OcTtana 24
y30pKa NpuUKynibeHa cy M3 obnactu Koja ce knacudukyjy kao knaca b, roe je je 6poj
b6aktepuja E.coli y pareama Behu o [OO3BOSbEHOr U Jarke Ce He CMejy KOH3ymMupaTu
cupoBe, 6e3 npeTxogHe obpage.

logvwka cTtaTUCTMYKa aHanu3a y3opaka, Koju MOoTudy M3 OBUX MpOU3BOOHWMX obrnacTw,
yKkasarna je ga cy nogpydja dewhe kateropusoBaHa kao knaca A y nponehe (p<0,05) n neto
(p<0,01), y ogHocy Ha jeceH n 3umy (p> 0,05). Y y3opumma koj nmajy < 230 MPN/100 g E.
coli, 31,2% y3opaka je 6uno nNo3nMTMBHO Ha Hoposupyc (15/48 y3sopaka). Hawwn pesyntatu
yKasyjy Aa LUKOSbke MOry MpPeHOCUTM HOPOBUPYC Yak U Kaga je 6poj E. coli ucnog rpaHuue
BakTepujckor pusmka nponucaHe Esponckom perynatnsom 854/2004.

Ha ocHoBy pesyntata pobujeHnx 3a MUKpoBMOnoLiKe napameTpe Mopcke BoAe, OAHOCHO
Opoja yKynHux konndopma, dekanHux konudgopma, E. coli u MHTepcTuLmnjaHux eHTEepPOKOKa,
MOXe Ce 3aKibyynTu fa KBanuteT BOAE Y MWCNUTMBAHWMM y3rajanuiiTMMa YrriaBHOM He



OCO~NOUITRARWNEF

ofroBapa KBanuTeTy BOAa Koje Ce MOry KOpUCTMTWU 3a Y3roj LKorbku. Mukpobuonolika
aHanusa Mopcke BoAe, Ha OCHOBY Opoja GakTepuja koje ce y 0] Hanase, He Jaje CTBapHy
CMYKY O KBanuTeTy Boge, 0631pom Ha TO Aa ce BMPYC MOjaBrbMBao M y OHMM Meceumma kaga
je Boga y wucnywaBana kputepujyme 3a ysroj darkbu. Camum TuUM, 3akibyvyeHo je Aa
MUKPOBMOMOLLKM MapameTpyu MOPCKe Bode He mory ga byay nHavkatopu nojase Bupyca y
Aarkama.

Ca acnekrta npahena guHamuke pacta (PMTONNAHKTOHA KPO3 Ce30HCKe LiMKIyce Mormno 6u ce
pehn pa je noapydje 3anuBa NpunuM4HO OOBPO UCTpPaXEHO Ha MecTuma rae ce Hanase
y3rajanuwita LWKOrbkM. ByjHOCT dmMTonnaHkTOHa je Bapupana Yy 3aBMCHOCTM O Yycnosa
crnorballhe cpeguHe. Y jaHyapy je buna usdy3eTHO HUCKa, a ca nponeha nodnwe ga Oyja
ycneq noeuveHe TemnepaTtype Boae, Aa 6u oneTt y TOKy 3MMCKMX MeceLm onarna.

OBwu pesyntatu ykasyjy ga nojaBa BMpyCa HE 3aBWCKU Of KONUYMHE (PUTOMMAHKTOHA, Tj. 04
HeroBe OyjHOCTM y MOpCKOj Boau. PUTONNAHKTOH y NeTHuM MeceumMa Oyja, 4OK y TO Bpeme
KOHUEeHTpaumja Bupyca y Mopckoj Boaum onaga. Camo y centembpy 3abenexeH je pact
hUTONNAHKTOHCKE KOMMOHEHTE OAHOCHO Xxropodmna a, anu 1 nojaBa Bupyca Ha CBUX 6
ucnutuBaHux yarajanuwTa. CmaTtpa ce ga OO OBe MojaBe Aonasn 360r Benuke KONMuumHe
nagasvHa y OBOM nepuoay roguHe.

Buomaca cuTonnaHkToHa m3paxkaBa ce Npeko xnopoduna a (mg m'S). YpaheH je rpacdunykm
npukas Bapuvjauuje KoHLeHTpaunje xnopoduna a no meceumma. KoHueHTpaumja xnopodpuna
a Bapvparna je y TOKy rOAMHE M 3aBucuna of Crnorballkux haktopa, Te je Ha OCHOBY TUX
nogaTaka, 3akibydeHO Aa KOHUeHTpauuja xrnopoduna a Huje mmana AMPEeKTHOr yTuuaja Ha
rnojaBy 1 OTNOPHOCT HOPOBMpYCA.

VI 3AKIbYYUU UCTPAXKUBAHA (HaBecTu 3aKiby4Ke KOju Cy NpuKa3aHu y AOKTOPCKOj
AucepTtauujn):

Ha ocHoBy cnposefgeHor ncnutmeama 1 AobujeHnx pesynrtata 3akibydeHo je cregehe:

1. NMpumeHom monekynapHe metoge Real Time RT-PCR gokasaHo je npucycTBO HOpoOBMpYca
y 41% ncnutmuBaHuX y3opaka garksu.

2. Y nosutuBHO nAeHTUdUKoBaHUM y3opuuma, koa 4 (12,9%) je yrtBpheHo npucycTBo
HopoBupyca reHorpyne Gl, a kog 17 (54,8%) y3opka Hoposupyc reHorpyne Gll, gok je kog 10
(32,3%) y3opaka yTBfleHO ncToBpeMeHO NpUCYCTBO HopoBMpyca 06e reHorpyne (GI+Gll).

3. MeTogom reHoTunusaumje yTepheHo je Aa cy cBu JeTeKkToBaHW HopoBupycu reHorpyne Gl
npunaganu redotuny Gl.2, ok je BehuHa peTekToBaHWX Hoposupyca reHorpyne Gll
npunagana reHotuny Gll.4, ndyses jegHor koju je npunagao reHotuny Gll.2.

4. Pesyntatn dunoreHeTcke aHanmse ykasyjy Ha reHeTCKy CIIMYHOCT m3amely HopoBupyca
N30M0BaHUX y OBOj AMcepTaLumju U OHUX paHuje onucaHux y ceeTy. Ha ocHOBY HykneoTugHe
cekBeHue ucnutaHor ORF2 dparmeHTa cojeea NOV_GI_MNE 1, 2, 3, 4 ytBpheHa je
cnunyHocT of 98,1% no 99,2% ca n3onatom Southampton virusa (L0O7418), a Ha HykneoTuaHe
cekBeHue ncnutaHor ORF2 dparmeHTa cojeea NOV_GII_MNE 2, 3, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 14, 17,
22, 24 ytBpheHa je cnuyHocT of 96,4% do 98,5% ca uzonatom Hu/Gll.4/sydney/NSWO05
(IJX459908), TpeHYTHO HajpacnpocTpakeHnjeM ennuaemMmjCKMM CojeM.

5. YcTaHOBIbEHa je ce30HCKa Bapujaumja NpucycTBa HOpoBMpyca y garkbama. Hajsehu je 6poj
MO3UTMBHMX y30paka 3abenexeH je TOKOM 3MMCKUX Meceuu, OAHOCHO y Aeuembpy, jaHyapy u
hebpyapy, OOK je HajMakKn BPOoj MO3UTUBHMX y30paka OETEKTOBAH Y NIETHEM Nepuoay.

6. CTaTUCTMYKOM aHanM3oM YCTaHOBIbEHO je Ja Ce ca CMakereMm TemrepaTtype Mopa
CTaTUCTUYKM 3HaYajHO noBehaBa MPUCYCTBO BMpyca Y WCMUTMBAHMM Yy30pLUMa [Aarkbu.
OcTanu ncnuTmBaHn h1anyko-XxeMujck NapameTpu Mopcke Boge (pH, canuHuTteT, 3acuherse
KUCEOHWMKOM) HUCY UMarnu CTaTUCTUYKM 3HaYajaH yTuLaj Ha nojaBy HOpoBMpYca Yy Aarkbama.

7. Bapuvjaumja ByjHOCTM pUTONNTAHKTOHCKE KOMMOHEHTE M KOHLUEeHTpauumja xropoduna a Hucy
nMmarne cTaTUCTMYKM 3Ha4ajaH yTuLaj Ha NojaBy BUMpYca y Aarkbama.



OCO~NOUITRARWNEF

8. Hwuje ycTaHOBrbeHa CTaTUCTUYKM 3HaYajHa Kopenauuja wuamehy MUKPOBUOMOLLKMX
napameTapa MOPCKe BOAE 1 MojaBe BMpyca Yy garkama.

9. Huje yctaHoBrbeHa kopenauuja namehy HajsepoBaTtHujer 6poja E.coli y garkama 1 nojase
BMpyca y wuma. HopoBupyc je ycTtaHoBIibeH y 15 y3opaka Koju cy uHave 3agoBOrbaBanu
nponucaHe Kputepujyme 3a HajpepoBaTHUju 6poj E.coli y aarkama.

10. [dobuwjeHn pesyntaTtu ucCTpaxuBawa Yykasyjy Ha notpeby ycnoctaBrbawa nnaHa
MOHUTOPUHra NPUCYCTBa HOPOBMPYCa Y Aarkama, y uurby noborbluama jaBHor 3apasrba.

VIl OUEHA HAYMHA NMPUKA3A U TYMAYEHA PE3YNITATA UICTPAXKUBAHA
(HaBecTu ga nu cy nobmjeHn pe3ynTtaTu y cknagy ca noCTaBhbeHUM LUILEM U
3agjauumMa UcTpaxuBakba, Kao U ia Nu 3aKiby4um npousunase u3 aobujeHunx
pe3ynTara):

Komucunja cmaTpa ga cy aobujeHn pesyntatm ncnmtmBara y ckrnagy ca nocTaBrbeHUM
LUUIbEM M 3aaummMa UCTpaXxunsaka U Aa 3akrbydln OBe JOKTOPCKe anceprauunje npovsunase
n3 pobujeHux pesynrtata. [JobujeHn pesyntaTn npukasaHu cy TabenapHo 1 rpadouykn u Ha
OCHOBY TOra TymadeHu. Tymayerwe pesynrara je 4aTo jacHO 1 pasymMIbMBO.

VIl KOHAYHA OLIEHA OOKTOPCKE OUCEPTALWUJE:

1. fla nu je aucepTaumja HanucaHa y ckrnagy ca obpasnoxewemM HaBeAeHUM y nNpujaBu
Teme?

[okTopcka gncepTrauuja je y cBeMy HanucaHa y cknagy ca obpasnoxerem HaBegeHUM Y
npujaeu Teme.

2. la nu pucepTaumja caapxu cBe efieMeHTe nponucaHe 3a 3aBplUeHY AOKTOPCKY
aucepTauujy?

HokTopcka guceptauuja Heserne Unuh cagpxu cBe BUTHE enemeHTe Koju ce 3axTeBajy 3a
3apLUeHy JOKTOPCKY AucepTtauujy.

3. Mo yemy je AucepTaumja opurMHanaH AoNPUHOC Hayuun?

HokTopcka aucepTaunja HeseHe Unuh je opuruHanaH gonpuHoc Hayum, 6yayhn ga Ha jegaH
cBeobyxBaTaH Ha4MH TrOBOPM O MOPWUCYCTBY HOpPOBMpYCa Yy pJarkbama, TPeHYTHO
HajakTyenHujum naToreHuMa MnpeHoCuBMM XpaHoM. PesyntaTn ucnvTuBawa npukasaHu y
OKBMPY OBe [OKTOpCKe AucepTauuje npyxajy nopgatke O NPUCYCTBY M MONEKYNapHUM
KapakTepucTMKama reHoma HopoBMpyca UAEHTUMUKOBAHMX Y AarkbamMa Ha Hallem TPXULUTY,
a ca nogpydja LipHe lNope, a koju 4o caga HUCY 6unmn OCTYNHWM Hay4Hoj jaBHoCcTU. [1o npBu
nyT je pobujeH yBuag O MpPUCYCTBY HOPOBMpYca Yy [Aarkama ca Hawer TpXuwTa.
Ynopehnsarwem HYKNeoTUOHWX CEeKBEHLM BUpyca [OEeTeKTOBaHWX Y OBOj AucepTaumju ca
aHanorHUM HyKneoTUZHMM CeKBeHLama cojeBa HOpoBMpyca OO Cafa OnucaHuxX Yy CBeTy,
AobwvjeH je yBna y vuxoBy MefycobOHy CAMYHOCT.

IX MNPEAQNOTr:
Ha ocHOBY yKynHe oueHe aucepTtauuje, kKomucuja npegnaxe (ogabpatu jegHy on

Tpu noHyheHnx moryhHocTtn):
- [la ce JOKTOpCKa AucepTauuja npyxeaTtu a kaHangaTty ogobpu ogbpaHa

JATYM MOTIIMCHU YIIAHOBA KOMUCUJE
08.08.2017.
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