Crna Corn.
UNIVERZITET CRNE Gy
PRIRODNC-MAT TR Fakot 1Y

sy (1] /01165

Pogd 0 . -
UNIVUEZITET CRNE GORE g°"°"“"-*——~:-7—~2°—zlg°“~

PRIR{)NO-MATEMATICKI FAKULTET
Vijeév ™ ‘rodno-matematickog Fakulteta

PREDM < 1 izvjeitaj komisije o magistarskom radu pod nazivom ,.Udestalost i genetska struktura
infektiv - ‘icve crva iz klase Nematoda, rod Anisakis, u odabranim komercijalno vaznim ribljim
vistame - vatorijuma crnogorskog dijela Jadranskog mora“ kandidatkinje Tamare Mitrovié,

specijaii-r: biolog-ekolog,

Na LX> X sjednici Vijeca Prirodno-matematitkog fakulteta Univerziteta Crne Gore, imenovana
Je Komi iija za pregled i ocjenu magistarskog rada pod naslovom ,,U&estalost i genetska struktura
infektiv 1e ‘arve crva iz klase Nematoda, rod Anisakis, u odabranim komercijalno vaznim
ribljim - r<.ama akvatorijuma crnogorskog dijela Jadranskog mora“ kandidatkin je Tamare
Mitrov ... aosnovu pregledanog rada i uslova utvrdenih Zakonom o visokom §kolstvu i Statutom

Univer: i« Crne Gore, podnosimo sljedeci

IZVJESTAJ

Analiz: - .gistarskog rada:

Rad je prikazan na 71 stranici i sadrzi sledeéa poglavlja: Sazetak, Abstract, Uvod, Ciljevi
istraZivanja, Materijali i metode, Rezultati, Diskusija, Zaklju¢ak i Literatura. U radu se nalazi 17

slikai 1"t elai I prilog. Poglavlje Literatura sadri 139 referenci.

Postav' 1 ciljevi rada:

Anisak rod parazitskih valjkastih crva koji u svom Zivotnom ciklusu ima stadijum koji
ukljuéu « r - i morske sisare. Infektivan je za ljude i izaziva bolest anisakijazu. Iz tog razloga
podaci - stupljenosti i precizna identifikacija vrste parazitske nematode roda Anisakis u

komerc /s'm ribljim vrstama je vazna i sa zdravstvenog i sa ekonomskog aspekta. Ciljevi ovoga

rada bi utvrdivanje dinamike populacije parazitskih nematoda Anisakis spp. u odabranim




komercijalno vaZnim vrstama riba akvatorijuma crnogorskog dijela Jadranskog mora u svrhy
prosirenja dosadasnjih saznanja o ovim parazitima y Jadranskom moru, zatim molekularna
identifikacija vrsta parazitskih crva u odabranim komercijalno vaznim vrstama riba akvatorijuma
crnogorskog dijela Jadranskog mora i uvrdivanje genetske strukture populacije najbrojnije vrste,

A. pegreffii.

Primijenjene metode:

U cilju ostvarivanja prethodno navedenih zadataka, prikupljanje jedinki osli¢a, barbuna i Snjura
od strane ribara obuhvatilo je regione crnogorskog primorja, od Herceg Novog do Ulcinja, bez
posebnog posvedivanja paznje sezonskoj dinamici. Zatim Jje vrieno uzorkovanje crva iz ribljih
vrsta i numericka analiza po domacinu. Crvi su se nakon uzimanja pincetom stavljali u 96% etanol
i drzali na 4 stepena do momenta analize. Morfologka identifikacija parazita roda Anisakis je
odradena korig¢enjem svjetlosnog mikroskopa pod uvecanjima 40, 100 i 200x. Jedinke parazita su
kalupljene izmedu dvije staklene plocice zbog bolje vizuelizacije. Razvojni stadijumi odredivani
su prema Grabdinom (1976) opisu pripadaju¢ih morfoloskih osobina. Statisticke mjere dinamike
populacija izradunate su u programu Quantitative Parasitology 3.0 (Rézsa i sar., 2000; Reiczigel i
Roézsa, 2005) i dobijeni su podaci o prevalenciji, intenzitety srednjoj abundanci vrste.
Molekularna analiza Je obuhvatila: 1, Izolacija DNK koja Jje vrsena metodom alkalne lize uz
koriS¢enje proteinaze K. Koncentracija i ¢istoéa DNK provjerene su na spektrofotometru: 2.
Lancanom reakcijom polimeraze umnozio se fragment mitohondrijske DNK, lokus citohrom
oksidaze podjedinice 2 (cox), duzine oko 600 parova baza. Zatim se uz pomoé F i R primer-a,
Premix Ex Taq Hot Start Version i nuclease free water napravio master mix koji je zajedno sa
produktom izolacije DNK izmijeSan u ependorf tubicama. PCR Je obavljen u Eppendorf uredaju
za PCR; 3. Duzina (broj parova baza) i prisutnost umnoZenih PCR produkata provjerena je
elektroforezom na 1 % agaroznom gelu. Gel je napravljen uz pomoc¢ agaroze i TE pufera, zatim
ohladen i izliven u posudu, zatim su umetnuti ¢eslji¢i. Nakon hladenja gela u komorice je uz pomo¢
mikropipeta unesen PCR produkt. Nakon elektroforeze rezultat Je provjeren uz pomoé UV
transiluminatora; 4. 1. Proc¢is¢avanje je odradeno pomocu komercijalnog kita QIAquick
PCR Purification Kit (Qiagen), slijedeci uputstva iz protokola proizvodada. Progiséeni PCR

produk:: oslati se u laboratoriju ,.Macrogen Europe*, Holandija, na sekvenciranje zajedno s




uzvodnim prajmerom. Sekvenciranje je obavljeno na aparatu ABI 3100 automatic DNA sequencer
(Applied Biosystems), koristenjem kita ABI PRISM BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit.
Analiza dobijenih sekvenci mitohondrijske DNK obukvatala je 1. Analizu genetske raznovrsnosti
i struktura haplotipova vrste Anisakis sp. Nukleotidne sekvence fragmenta mitohondrijske DNK
poravnate se¢ pomocu algoritma Clustal W (Thompson i sar., 1994) implementiranog u programu
MEGA X (Tamura i sar., 2011). Tagnost sekvenci Je provjerena u BioEdit 7.2 Software-u
pregledom na hromatogramu. Pogresno oditana nukleotidna mjesta ru¢no su korigovana, Genetska
raznovrsnost odredena je u programima DnaSP 6.0 (Librado i Rozas, 2009) i Arlequin 3.5.2.2
(Excoffier i sar., 2005) procjenom broja haplotipova (H), polimorfnih mjesta (S), raznovrsnosti
haplotipova (h, geneticka raznolikost: Nei, 1987), nukleotidne raznovrsnosti (n; Nei, 1987) i
srednjeg broja razlika izmedu parova nukleotidnih sekvenci (k, Tajima, 1983); 2. Filogenetska
analiza vrsta roda Anisakis napravljena je BI analizom (Larget i Simon, 1999) i na sekvencama
crva roda Anisakis izolovanih ovim istrazivanjem zajedno sa sekvencama preuzetim iz GenBank
baze podataka fragmenta COIl, koriste¢i MRBayes v3.2.7 program (Huelsenbeck i Ronquist,

2001). Dobijeno stablo vizualizovano je koriséenjem FigTree programa.

Dobijeni rezultati:

U poglavlju Rezultati predstavljeni su rezultati morfoloske, numericke, molekularne ;
filogenctske analize populacija vrste roda Anisakis sp. IstraZivanja na ovom rodu su u proslosti
radena na podrucju Crne Gore, ali Jje ovo prva molekularna analiza odradena na ovim prostorima.
Rezultati ovog rada su pokazali da je valjkasti crv roda Anisakis registrovan u svim uzorcima
Jedinki osliéa i $njura, dok Jje pronaden u samo tri uzorka izolovana iz barbuna, 3to navodi na
Cinjenicu da barbun predstavlja znatno manji rizik po ljudsko zdravlje u poredenju od ostale dvije
vrste. Prisustvo crva u uzorku oslica, koji je sadrzao 200 riba (61.0%), bilo je manje nego u istom
uzorku %njura (87.5%). Analizom epidemioloskih podataka pokazano je da je populacija Snjura
imala nesto nizu disperziju i manje odstupanje od uniformne distribucije, za razliku od populacije
oslica. Od ukupno 53 sekvence analizom genetske raznovrsnosti A, pegreffii utvrdeno je 39
polimorfnih mjesta ( 17 su bili singletoni sa dvije moguée varijante) i 28 haplotipova. Najveéi dio
haplotipova (20) &inili su jedinstveni haplotipovi. Ragunanjem genetskih indeksa raznovrsnosti
dobijena je visoka vrijednost ukupne raznovrsnosti haplotipova: h= 0,893 +/- 0,038 i niska

vrijednost vikleotidne raznovrsnosti Pi= 0.00680. Rezultati AMOVA analize ukazivali su na




se ukupan postotak varijacije nalazio unutar samih populacija. Na osnovu rezultata Tajiminog D
testa i Fuovog Fs, te rezultata SSD | HR] testa hipoteza o neutralnoj evoluciji je odbadena za sve
populacije. Rezultatima B analize utvrdeno Je da sve sekvence pripadaju grupi Anisakis tipa 1,
jeriA. pegreffii A. simplex pripadaju navedenoj grupi,

Pionirsko istraZivanje parazita roda Anisakis na molekularnom nivoy otvara novo poglavlje

u nauci u Crnoj Gori. Kako je konzumiranje ribe proizvoda mora po glavi stanovnika u Crnoj

na znacaj daljih, detaljnijih istraZivanja u ovoj oblasti,

Na osnovu izlozenog, Komisija predlaze Vijecu Prirodno-matematiékog fakulteta u
Podgorici, da rad kandidatkinje Tamare Mitrovié, pod naslovom: »U&estalost i genetska
struktura infektivne larve crva iz klase Nematoda, rod Anisakis, u odabranim komercijalno
vaznin. vibljim vrstama akvatorijuma crnogorskog dijela Jadranskog mora* prihvati kao

magista s} i rad i odobri Javnu usmenu odbranu.
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