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OAKYNTET BETEPUHAPCKE MEONLIMHE OBPA3AL -1 4
YHUBEP3UTETA Y BEOIPALlY

M3BELLUTAJ O OLEHU 3ABPLUEHE OOKTOPCKE OAUCEPTALUNJE
| NTOOALU O KOMUCUJIN:

1. AaTym 1 Ha3uB opraHa Koju je UMeHoBao KOMUCH]Y:
HactaBHo-HayuHO Behe dakynTeTa BeTepuHapcke meauumHe y beorpany, 184. cegHuua
oapxaHa 21.03. 2018. roguHe

2. CactaB KOMUCH]je ca HA3HAaKOM MMEeHa U Npe3MMeHa CBaKor 4YfiaHa, 3Bakba, Ha3mBa
yKe Hay4yHe oGnacTu 3a Kojy je nsabpaH y 3Bare, rogquHOM u3bopa y 3aBawe M Ha3MB
c¢akynTeTa, ycTaHOBE Y KOjOj je 4sflaH KOMUCUje 3anocrieH:.

1. [Op CHexaHa bynajuh, BaHpegHu npodgecop, XurnjeHa n TexHosnorvja mneka, 2014.
rogvHa, ®akynrteT BeTepmMHapcke meguunHe YHuBepauTeTa y beorpagy

2. [p Bepa KaTtuh, pegosHu npocecop y neHsunju, XurmjeHa n TexHonornja mneka, 1996.
rogvHa, ®akynteT BeTepmMHapcke meguunHe YHuBepauTeTa y beorpagy

3. [Op OejaH Kpwauh, pegosHu npodecop, Mukpobuornorunja ca nmyHonorunjom, 2016.
roauHa, ®akynteTt BeTepuHapcke meauunHe YHusepsuTteTa y beorpany

4. [Op WpeHa 3posu, BaHpeaHu npocdpecop, BeTtepuHapcka mukpobuonoruja, 2017.
roauHa, BetepuHapcku dpakynteT YHuBepauteTa y JbybrbaHu

5. Op JeneHa MwuounHoBuh, BaHpeaHu npodecop, Hayka o mneky, 2015. roguHa,
MorsonpuepeaHn hakynTeT YHuBepauTeTa y beorpagy

I NOAALUWN O KAHOUOATY:

1. Wwme, nme jepHor poautersa, npesnme:
Twujana, Muwko, NeguHa

2. [atym poRhema, onwtnHa, Penybnuka:
05.01.1987. Cokobama, Penybnuka Cpbuja

3. JaTtym opbpaHe, MeCTo 1 Ha3MB MarncTapcke tese*:
4. Hay4Ha obnacrt 13 Koje je cTe4eHO akafeMCKO 3Balke Marucrpa Hayka*:

Il HACNOB AOKTOPCKE ANCEPTALUJE:
,PEe3UCTEHLM|ja Ha TETPAUMKIUH DakTepuja MreYHe KUCENMHE N30T0OBaHUX U3
TpaguumoHanHux cupesa Cpbuije,,

IV MNPEMMEQ OOKTOPCKE OUCEPTALMUJE (HaBecTu Gpoja cTpaHa nornaBrba, Cnuka,
wema, rpachukoHa u cn.): loktopcka anceptauuja TujaHe JleanHe HanucaHa je Ha 141 cTpaHu
KoMmnjyTepcku obpaheHor Tekcta u cagpxu crnegeha nornaerba: YBog (4 ctpade), MNperneg
nutepartype (27 ctpaHa), Unre n 3agaum nctpaxuamna (2 ctpane), Matepujan n metoge (12
cTpaHa), PesyntaTtu (31 ctpaHa), OQuckycuja (19 cTtpaHa), 3akrbydum (2 ctpane), Jlutepatypa
(20 ctpaHna) n Mpwunor (24 ctpaHe). HacnoBHa cTpaHa Ha CPNCKOM M EHITIECKOM je3unKy, nogaum
O KOMUCUjW, 3axBanHuua, KpaTak cagpXaj Ha CPrCKOM W €HrNecKoM je3uky, Kao 1 cagpxaj
uceptaumje M cnucak ckpaheHuua ce Hamnase Ha no4veTKy [AOKTOpcKe aucepTtauuje.
Buorpaduja 1 usjaBe kaHgmMaaTa ce Hanase Ha Kpajy AOKTopcke aucepTauuje. ducepTtauuja je
JoKkymeHTOBaHa ca 8 cnuka (3 y nornasrby Nperne nutepatype 1 5 y nornaerby PesynrtaTu),
19 tabena (3 y nornaemby lNpernen nutepatype, 4 y nornaesrby Matepujan u metoge n 12 y
nornaerby Pedyntatu) n 53 rpacdukoHa (7 y nornasrby Pedyntatu n 46 y nornasrsy Npunor).
Cnucak nutepatype u4uHm 189 6Gubnuorpadckux jeouHuua, o Kojux je Hajctapuja
nybnukosaHa 1981. roamHe, a HajHoBuja 2018. roguHe.
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V BPEOHOBAHKE NOJEAMHUX OENOBA OOKTOPCKE OUCEPTAUWMJE (patu kpatak
onuc cBaKor nornaerba guceprauuje: ysoga-go 250 peuun, npernega nutepartype-go 500
peuu, umrba M 3agartaka UMCTpaXuBakba-HUje OorpaHU4YeHo, maTepujan U MeToAa- Huje
orpaHu4eHo, pesynrtarta Huje orpaHM4yeHo, auckycuje-ao 100 peun, cnucka pecepeHum-
HaBecTUu 6poj pechepeHUMN y AOKTOPCKOj AncepTaumjm):

Y nornaesby YBoA, kaHaAnOaT, nopeq OCHOBHUX YMH-EHULA O €BOSYLINjU pe3ncTeHumje Ha
aHTUOMOTMKE U HEHOj EKOMOLWIKOj OUMEH3WjU, npeacTaBiba T3B. ,pe3epgoap” Teopujy,
onwTenpuxesaheHy y Hay4Hoj 3ajeaHuun. MNpema Toj Teopuju, KOMeHcanHe bakrepuje, ycnen
HMXOBE PaLLMPEHOCTU Y PasnMUNTUM eKocMcTeMnma, 1 BpojHOCTM nonynauumje, YuHe 3HavajaH
pe3epBoap reHa pesvcTeHLmje Ha aHTMBMOoTUKe. Teopuja MMa NTIOrMYHO YNOPULLITE Y YAHEHULIN
Ja 3Ha4ajHOCT nojeAMHavYHNX €BONYLIMOHUX MexaHu3ama, Nopes jadunHe cenekuuje, 3aBucu u
o edheKkTnBHE BeNnUMHe nonynauuje.

Kao jegaH og moryhux nyteBa npeHollewa 6aktepuja, pe3uCTEHTHUX Ha aHTMOMOTUKe, ca
XMBOTUHA Ha Ibyde, HABOAW Ce MaHal XpaHe. Y OBOM Cryyajy, Ibyan Ha MHAMPEKTaH HauYuH,
OuBajy n3noxeHn GakTepujama pe3UCTEHTHUM Ha aHTUBMOTMKE, BUNO MyTEM KOHTaKTa Unu
KOH3yMaLMjoM XpaHe >XUBOTUHCKOT NMopekna KoHTaMmnHupaHe 6aktepuvjama pe3ucTeHTHUM Ha
aHTMOMOTHKE.

Y Cpbujn nocToju gyra Tpaguumja Nnpon3BoaHe 1 NOTPOLHe Benux cupesa y canamypu.
Benu cvpeBn y canamypu Ha TpaguvuMoHanaH HayvH ce NMpOM3BOAE Of CUMPOBOr MIieka y
ceockum pomahuHcTBuma. bBaktepuje mneuyHe kucenuvHe (BMK) uynHe 3HavajaH fgeo
jeAnHcTBEHe MUKpoBMoTe oBuX cupeBa. KaHauaaT Harnmawasa [a y HayyHoj nuTepaTypu
nocToju Benuknm 6poj nogataka o TomMe Aa BGakTepuje MIeYHe KUCENUHE uMajy ynory
nocpeaHunka y pasMeHu reHa pesucteHLmje Ha aHTUbuoTnke namehy MMKkpobrMomMa X1UBOTUHA
n reyaun. lNMopen Tora, Beoma A06pO je OOKYMEHTOBaHa YMH-eHULA Aa pe3nucTeHuuja Ha
TeTpauUuKNMH NpeAacTaBrba jeaaH of Hajuewhux npoduna pesucteHumje mehy 6akrepujama
MIIeYHE KUCEIUHE.

Y Penybnmum Cpbuju He nocToju agekBaTHa KOHTpona ynotpebe aHTubuotmka y
BeTepuHapckoj meauumHu. [lopeg Tora, Kako HauWOHaNHW MporpaM  MOHUTOPUMHra
pesncTteHumje Kpo3 faHal, XpaHe Huje YCrnoCTaBSbeH, MpeBaneHuunja pesncteHuuje Ha
aHTMOMOTKKe Ko BaKkTepuja MOPEKITOM U3 XpaHe XXUBOTUHCKOT NMOpekKna, ocTaje Heno3HaHumua.

Y nornaerpby [lpernen nutepatype kaHauaaT, nNaxrbuMBo ofabpaHvm HaBoauma,
OOKYMEHTYje 3Hayaj naHua xpaHe u ynory KoOMeHcanHux 6akrepuja y Lumpery pesmcteHumje
Ha aHTMbuoTuke. KaHampatr Harmawasa fda MocCToju y3pOoyHo-nocneauyHa Besa usmehy
npuMeHe aHTUOMOTMKA KOA >KMBOTUHA, KOje CNyXe 3a NpousBOAkY XpaHe W passoja
pes3ucTeHunje ko 6akTepuja y3pouHuka oborbera rbyau. NoCTUrHyTM HayYHN KOH3EHCYC OKO
OBEe YMH-EHMLIE LOBEO je Ao Tora aa ce, 2006. roamnHe Ha noapyyjy EBponcke yHuje, 3abpamyje
npMMeHa aHTMbuoTMKa y CBpXy CTMMynauumje pacTa XuBOoTuwa. Mnak, n nopen 3abpaHe Ha
nogpydyjy EBponcke yHuje, MHOre 3emMibe LUMPOM CBETa HEMAjy TaKO PECTPUKTUBHY MOSIUTUKY.
Mopen Tora, MpMMeHa aHTUOMOTMKA Y BETEPMHAPCKO] MEAMUMHM Yy CBpXy Mpodounakce wu
mMeTadunakce, anu n 3noynotpeba aHTMOMOTHKA y TepaneyTcke CBpXe, Kao U YnkbeHuua aa
pe3ucTeHUuMja Ha aHTubunoTuke, ycnen moryhHOCTM naTtepanHor TpaHcdepa reHa, ycBaja
€KOmMnowKy AMMEeH3Wjy no npuHumny:“Cee je ca CBUM oOcCTanum y Be3n”, jacHO ykasyjy Aa
npobnem pesncTeHumje Ha aHTUBMOTUKE He MOXe BUTK peLleH Ha jeAHOCTaBaH HauuH.

Kapga ce naHau xpaHe pasmaTpa kao nyT npeHoca pesncTteHuuje, og nocebHor 3Havaja cy
depMeHTUCaHN NPOn3BOAN Of CUPOBOT Mreka 1 Meca. Koa oBux nponssoaa, ycrnes npuMmapHe
1 MOryhHOCTW cekyHaapHe KOHTaMuHauuje 13 NPoLEeCHOr OKpYXKeHa, Kao U ycnen u3octaHka
TEPMUYKOr TPETMaHa, Te NPUMPOLHOr npoueca epMeHTauunje, NocToju U oncTaje Benvkn 6poj
KOMeHcanHux 6Gakrepuja, NMOPEKIoM 0of XMBOTUH-A. M3 OBOr pasnora, HaydHe cTyauje cy,
HajpehMM [enoMm, ycMepeHe Ha MpoueHy Mukpobmote oBUX Mpou3Boda kao moryher
pesepBoapa reHa 3a pe3mcTeHUnjy Ha aHTUOMOTHKeE.

Y pareem npernegy nutepaType, HAaBOAM Ce Aa CjeHMYKM, XOMOJBbCKU U 3riaTapCku cup, Kao
HajBaXXHWjU NpedcTaBHMUM Oenux cupeBa y canamypu, ycnen Ayroroguilikwe Tpaguuuje u
crneumpuyHOCTM YCroBIbeHe reorpadujoMm nogHebrba rae ce npoussoAe, NpeacTasrbajy
ayToxToHe cupeBe Cpbuje. Ha HauMOHanNHOM HUBOY, OBM CUpPEBU Cy 3aliTMheHU O3HaKoM
reorpadckor nopekna. poussoge ce, Ha TpaguuMOHanaH HauvH, O CUPOBOr KpaBrber,
oBuMjer u kosjer mneka. 3HavajHy MUKPOOMOTY TpaguuMOHaNHWX cupeBa npeacTasrbajy
bakTepuje MneyHe kucenuHe.TakCOHOMCKM BuoamBep3uTeT 3ajefHuue HakTepuja MnedvHe
K/CEeNnuHe y TpaguLMOHanNHUM cupeBrMa, BeoMa oTexaBa MOryhHoCT ga ce Tako CrnoXeHa
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nonynauuja 6akrepuja npoLueHn kao moryhu pesepsoap reHa pesucteHumje Ha aHTubnoTuke.
UMnak, kako kaHauaaT nctude, nosmeajyhu ce Ha nogatke n3 nutepaType, 6akrepuje MrneyHe
KMCenuHe NpeacTaBrbajy T3B. ,muxu“ pe3epBoap reHa pe3ncTeHumje Ha aHTUOMOTIKE.

KaHgunpgaTt Harnmawaea ga TeTpauuKnvHM NpeacTaBrbajy roToBO CaBpLUEH Mogern 3a
npaherwe MOJieKyrnapHe eKomnorvje reHa 3a pes3ucTeHuUMjy Ha aHTUOMoTuke. TeTpauuKITMHK
npeAacTaBrbajy rpyny aHTMOMOTMKA KOja Ce 4YeCcTO KOPUCTU Yy XYMaHOj U BETEepUHApPCKO)
MeauumMHu. Pe3ancTeHumja Ha TeTpauuKiMHe je MPeHOCKMBOr KapakTepa, a reHeTcka 6asa oBe
pe3ncTeHumje [obpo okapakTepucaHa, ca Buwe on 40 [o caga onvcaHWx reHa 3a
pesucteHuwnjy. lNopea Tora, npema 6pojHUM Nogauuma 13 nurepaType, Koje kKaHanaaT HaBoau,
pesucTeHUMja Ha TeTpauuknuHe je Hajyewhn npodwn pesucTeHuuje mehy nonynauujom
BakTepuja MnevHe kucenuvHe,

CeeykynHu yBUA y Npernea nogaTtaka us nutepatype, Koje kaHamaaT HaBoau, npeacTasrba
0obpy OCHOBY 3a carnegaBare npobnema pesmcTeHumje Kpo3 faHau xpaHe, rae ce nocebHo
nuctude ynora 6akrepuja MrneyHe KMCenuHe NOpPeKnomM U3 TpaguunoHanHnx cupeea.

Y normaerby Uurb M 3apaum mcTpaxuBawa kaHAWOaT HaBoau Ja Cy WCTpaxuBaha
cnpoBefeHa y OKBUPY OOKTOPCKe guceprauuje umana Tpu cneunduydHa unba:

1. YtBphuBamwe GMoaMBep3nTETa ayTOXTOHMX cupeBa Cpbuje y ogHocy Ha nonynauujy
BakTepuja MneyHe KucernvHe ca CBPXOM MOTNYHUWje KapakTepusauuje cneuunduyHe
MUKpobuoTe TpaguumoHanHux cupesa Cpbuje;

2. YTBphMBake npodurna n npesaneHumje eHoTMna pe3ncTeHLmje Ha aHTMBMOTUKE Ko
nsonara Gakrepuja MNeyvyHe KUcenuHe, Kao Oeo npoueHe 6e30eaHOCTN ayTOXTOHUX
cojeBa DakTepuja MNeYHe KUCENVHE U TPaauLMOHaNHUX CUpEeBa U3 KOjUX OHU BoAe
MOpeKro;

3. YTBphMBae NpuUCyCTBa reHa pe3ncTeHuMje Ha TeTpauuKiMH Kog n3onaTa bakrepuja
MIlevyHe KucenuHe, paam yeuaa y reHeTcky 6asy pesmcteHumje n npoueHa MoryhHoCTM
npeHoca reHa pesncTeHumje y ycrnoBMMa in Vitro y CBpXy NpenuMMuHapHe npoueHe
pv3nKa of Wpeka tet reHa kpo3 naHay, xpaHe.

CxoHO NpeAcTaBibEHUM LNIHEBMMA, NOCTaBILEHU Cy cneaehu 3agaum:

1. YTBpaAMTM 3acCTynrbeHOCT GakTepuja MneyHe kucenuHe u cybnonynauuje Gaktepuja
MIleYHE KUCENVHE PE3UCTEHTHE Ha TETPAUMKIMH Y y30puuma TpaguuMoHanHuX
cupesa Cpouije;

2. WN3Bpwutn reHoTMnu3auujy wmsonata OakTepuje MnevyHe KucenvHe u opabpatu

penpes3eHTaTMBHE M3omaTe 3a farba UCNUTKBaHA;

VaoeHTudukoBaTn nsonate 6akrepuja MneyvyHe KNCENUHe;

McnmTatn oceTrbMBOCT Ha aHTMBMOTUKE KOA M3onarta bakrepuja MnevyHe KUCENuHe;
5. WcnuTati npucycTBO reHa 3a pe3vcTeHuujy Ha TETpPaUMKIUH Ko u3onarta bakrepuja

MIle4YHe KUCENUHE;

6. Wcnutatm moryhHOCT npeHoca reHa 3a pe3ncTeHUMjy Ha TeTpauuknvH Ha ogabpaHe
peunnujeHTe y ycroBuma in vitro.

how

Y nornaerby Matepujan n metoae, kaHAMAAT NpeacTaBrba AeTarbe ekcnepuMeHTanHor
paga. WctpaxmBame je cnpoBegeHo Ha 48 y3opaka TpaguuumoHanHux cupeBa Cpbuje,
Npoun3BeaeHNX O CUPOBOr MrieKka. Y30pKkoBawe CUMpEBa je M3BPLUEHO Ha nopyyjuma Koja,
npema noctojehum enabopatnma 3a 03Hake reorpadCckor nopekna permcTpoBaHuM y 3aBoay
3a WHTenekTyanHy CBOjuUHY, npeactaBrbajy AeduHucaHa reorpadpcka nogpydja
TpaguuMoHarHe nNpou3BoAHE OBMX CMpeBa.XOMOIbCKM cup (N=13) y30pKoBaH je Ha noapydjy
onwTmHe Xarybuua, 3natapckun cup (n=20) Ha nogpyyjy onwTuHe HoBa Bapoll, u cjeHnykm
cup (n=15) Ha noapydjy onwTtuHe CjeHuua. Y3opuu cupeBa Cy Y3UMaHW acenTU4Ho,
obenexeHu 1 TpaHCNOPTOBaHM y pydHOM prxknaepy Ao nabopartopuje Kategpe 3a xurnjeny
N TEXHOMOINjy HaMMpPHULLA aHUMarnHor nopekna Pakynteta BeTepMHapcke MeauumHe, roe cy
aHanuaupaHu y poky 24-48 4yacoBa.

Usonaumja wn oppehuBawe ©Opoja OakTepuja MMeyHe KucenuHe y  y3opumma
TpaguuuoHanHnx cMpeBa N3BPLLEHO je NpenuBakeM OAroBapajynnx cepujckux geummanHmx
pasbnaxera cupeBa, NpunpembeHnx y nycdepncaHoj nentoHckoj soam (HiMedia, India) ca 10-
15 ml oTtonsreeHor n Ha 45 °C oxnaheHor de Man, Rogosa, Sharpe (MRS) arapa (Merck,
Germany), ca popakom 0,14% copbuHcke kncennHe (MRS-S). Y uurby yTBphMBama
3acTynsfbeHocTu cybnonynauuvje 6aktepuja MeyHe KNCenvHe pe3ncTeHTHe Ha TeTPaLMKIvH,
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oarosapajyha geunmanHa pasbnaxera cupesa cy npenveaHa ca MRS-S arapom ca gopgatkom
TeTpaumknuHa (tetracycline hidrochloride; HiMedia, India), y ABocTpyko pacTyhum
KOHLeHTpauujama (1-256 pg/ml).

3acejaHe nnove cy MHKyObupaHe y aHaepobHMM ycnoBuma, npumeHom GenBox nakoBaha
(GenBox anaer; BioMérieux, France), y BpeMeHy of, 72 4aca npu temnepatypu og 30 °C. lo
3aBpLUEHO] MHKYDaLumju, Ha nnovama ogabpaHnm 3a 6pojanse (30 go 300 KonoHwuja), KonoHuje
cy usbpojaHe n 6poj npukasaH kao log CFU/g. MeTtogom cny4ajHor ogabupa, ca nnova 6e3
TeTpauMKnMHa M nrnoYa y Koje je godaTt TeTpauuknuH y pasnMynTtMM KOHLEeHTpauujama,
opgabpaHo je 395 konoHuwja. Of ykynHor Gpoja npumomsonaTta, Ha OCHOBY (HEHOTMMCKUX
TectoBa (6ojerse NMo Gramm-y, kaTanasa TecCT), 3a Adarba ucnutueBawa opabpaHo je 223
nsonara. Koa csux nsonara, usspLueHa je nsonauuja AHK.

Mpe usonaumnje OHK, nsonatn 6akrepuja mMneyHe kucenuHe cy 3acejaHn y MRS 6yjoH
(Merck, Germany) u WHKyOGupaHu y aepobHuMM ycrnoBuma Yy BpemeHy of 16 4dacosa npwu
TemnepaTtypu of 30 °C. ByjoHcka kynTypa (1 ml) je 3aTum ueHTpudyrosaHa npu 12 000 rpm y
TOKY 2 MuHyTa. Thenmjcku ceMMeHT je pecycneHaosaH y 600 ul pactsopa nusosuma (1 mg/ml)
n mytaHonusuHa (25 U/ml) (Sigma-Aldrich, Germany) y 0,5M eTuneH-guamunH-teTpacupheTHoj
kucenuHn (ethylenediaminetetraacetic acid-EDTA,; Sigma-Aldrich, Germany) (pH=8), y unrby
noctmsawa KomnreTHe nuse 3uaoBa baktepujckux henuvja. YkynHa DNK je usonosaHa y3
nomoh komepuwmjanHor kuta (Wizard Genomic DNA Purification Kit), npema ynyTtctBy
npoussohaya (Promega, WI, USA).

Y cBpxy ogabupa penpeseHTaTMBHUX M3onata bakTtepuja MeyHe KucenvHe, npumereHa
je mMeToga naHyaHe peakuumje nonumepase (eHr. Polymerase Chain Reaction - PCR) ca
pPENEeTUTUBHMM EeKCTpareHCKMM ManuvHOPOMCKMM cekBeHuama (eHr. repetitive element
palindromic PCR - rep-PCR) ca (GTG)5 npajmepom (5-GTGGTGGTGGTGGT-3'), npema
Versalovic un capagHuumma (1994). PeakumoHna cmewa (20 pl) cagpxana je 2 uM npajmepa
(Invitrogen, Thermo Fischer Scientific, MA, USA), 1 x PCR ob6ojeHor nygepa, 3 mM x MgClz,
dNTP y koHueHTpaumjn 1 mM n 1U Taqg nonumepase (Kappa Byosystems, MA, USA). lNporpam
3a amnnudukaumjy cactojao ce o4 UHUuujanHe aeHartypauuje npu temnepatypm 95 ©C y Toky
3 muHyTe 1 35 unknyca amnnudukaumje: neHatypauuja npu 95 °C y Toky 1 MUHYTE, BE3MBaHE
npajmepa npu 40 °C y TOKy jeAHe MUHYTe W enoHraumja npu 72 °C y ToKy 2 MUHYTE; Kao u
3aBpLUHE enoHrauuvje npu Temnepatypu 72 °C y Toky 5 muHyTa. Peakuuja je cnpoBegeHa y
PCR ypehajuma (Mastercycler gradient 5331, Eppendorf AG, Hamburg, Germany; Surecycler
G8800, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). [Jobujeun rep-PCR npogyktn cy
pa3aBojeHn MPUMMEHOM XOpu3oHTamnHe enektpodopese y 1,8 % araposHom reny (Sigma-
Aldrich, Germany) y TAE (Tris-Acetate-EDTA) nydepy (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, United States), y Tpajawy og 3 uyaca, obojeHn 6ojom Midori Green Advance (Nippon
Genetics, Germany) u nocmartpaHu nog UV TpaHcunymmnHatopom (Uvitec, Cambridge, UK).
[obujeHn obpacun cy ynopeheHn y OAHOCY Ha TMOKPET/bLUBOCT CTaHAapda Mo3HaTte
monekyrncke mace (1 kbp DNA Ladder; Nippon Genetics, Germany). 'eHepucanm fingerprint®-
0BW cy aHanusupanu y nporpamy BioNumericsTM Version 5.1. (Applied Maths, Sint-Martens-
Latem, Belgium), a noTom je nsspLueHa kankynauuvja reHeTcke CriM4HOCTU n3onaTa Ha OCHOBY
Dice-oBor koecuLmjeHTa Kopenauuje.

M3onatu BakTepuja mrneyHe kucenuHe, ogabpaHu npumeHoMm rep-PCR aHanuse (n=162),
noeHTndurkoBaHm cy go HuBoa BpcTe y3 nomoh MALDI TOF (eHr. Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization Time Time-of-Flight) maceHe cnektpomeTtpuje. NcnutuBaHn msonatu
GakTepwuja Mre4yHe KUCeNUHe Cy 3acejaHn Ha HecerneKTMBHE MoAasore, a 3aTtuM UHKyoupaHu y
aHaepobHum ycnosuma (GenBox anaer; BioMérieux, France) y BpemeHy 24-48 yacoBa npwu
TemnepaTtypu og 30 ©C. lMpumerseHa je MeToOa AMPEKTHOr TpaHcdepa; No 3aBpLUEHO]
MHKyOaumju, mMana KonuMyuHa MojeAMHaYHMX KOSOHMWja je Yy BuAy TaHKor comnma OMPEKTHO
HaHeTa Ha YenuyHy nrnounuy ca 96 mecTa, Koja ce Hanasm y cactaBy ypehaja (Microflex LT
System; Bruker Daltonics, Germany). [noynua ca HaHeTUM DUIMOM je oCTaBIbeHa Aa ce
ocyln Ha cobHoj TemnepaTtypu, a 3aTuMm je Ha nno4muy HaHeceH 1 ul maTpukca, pacteopa a-
CHCA (o-cyano-4-hydroxycinnamic acid; Bruker Daltonics, Germany). M3onatu 6aktepuja
MIeYHe KUCenuHe, NpunpeMrbeHn Ha oBaj HauuH, cy notom noasprHytn MALDI TOF maceHoj
cnektpomeTpuju. CnektpomeTap je 6uo nogeweH 3a naeHtudukaumjy 6akrepmja Ha HauuH
npenopy4yeH o ctpaHe npoussohaya (ppekBeHumja nacepa 20 Hz y nO3UTMBHOM NUHEPAHOM
MoZy y3 AeTeKkuujy Monekynckux maca y pacnoHy 2-20 kDa u ybpsawem op 20 kV).
Kanubpauumja maceHor cnekTtpomeTpa je m3BplleHa y3 nomoh cTaHpapga 3a Gakrepujcky
naeHtTudukaumjy, ekcrpakra coja E. coli DH5a ca pogatkom npoteumHa RNKase A wu
muornobuHa (Bruker Bacterial Test Standard — BTS; Bruker, Germany). CHUMIbeHN cnekTpu
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Cy NpeTpaxuBaHu y oOHOCY Ha 6a3y nogartaka NPOTEMHCKUX CEKBEHLM, Kako Bu ce yTBpauno
noknanawe n3MepeHux maca nentuga ca Teopujckum macama. bpoj noknonrbeHux nukoea,
OAHOCHO Opoj ekcnepumeHTanHo [obujeHux maca nentuaa, Koju ogroeapajy TeOopUjCKUM
Macama y 6a3n nogartaka, NpeAcTaBibeH je KoedmumjeHTOM noy3aaHocTn naeHtTudukaumje.
Mpema ynytcTtBY npousBohava, koeduuujeHT noysgaHoctm 22,0, npencraeiba
naeHTMdukaumjy 0O HMBOaA BPCTe, AOK KoeduuujeHT noysgaHoctn 21,7, a mawun of 2,
npegcrasrba naeHTudmKaumjy 4o HMBoa poaa.

3a ucnntmBame OCETIBMBOCTY Ha aHTUBMOTUKE KOA MOEHTMMMKOBaHUX n3onaTa bakrepuja
MrneyvHe kucenuHe (n=155), kopuwheHa je MUKpoAWNyUMOHa MeToda Y MUKPOTUTPALMOHUM
nnoyama ca 96 norba. Kog nsonarta 6akrepuja MrneyHe KMcennHe, ca U3y3eTkoM eHTepoKokKa,
npumerseH je ISO ctaHaapa 10932:2010 ,Milk and milk products — Determination of the minimal
inhibitory concentration (MIC) of antibiotics applicable to bifidobacteria and non-enterococcal
lactic acid bacteria (LAB) (International Standardization Organization - [SO, 2010).
OceTtreuBocT nsonara bMK je ucnutueaHa y ogHOCY Ha CeT aHTMOMOTUKA, NpeanoXeH of
cTpaHe [laHena o aguTMBMMa U MPOM3BOAMMA UNU CyMnCTaHuama MPUMEHSBUBKX Y CTOYHO]
xpaHu (eHr. Panel on Additives and Products or Substances used in Animal Feed - FEEDAP)
EBponicke areHuuje 3a 6e36eHoCT xpaHe (eHr. European Food Safety Agency - EFSA) (EFSA,
2012): reHtamuuuH (gentamicin sulphate; Fluka™, Honeywell, Germany), kaHamMuUuH
(kanamycin sulphate; Dr. Ehrenstorfer, Augsburg, Germany), cTpenToMuuuH (streptomycin
sesquisulfate hydrate; Sigma-Aldrich, Germany), TeTpaumknuH (tetracycline hidrochloride;
HiMedia, India), epwutpomuumH (erythromycin dihydrate; Sigma-Aldrich, Germany),
knuHgamuumnH  (clindamycin  hydrochloride; Sigma-Aldrich, Germany), xnopamdeHukon
(chloramphenicol; Sigma Aldrich, Germany) wn amnuuunud (ampicillin  trihydrate; Dr.
Ehrenstorfer, Augsburg, Germany). Kao pedepeHTHM coj kopuwheH je Lactococcus lactis
ATCC 19435. PesyntaTtu ucnMtuBama OCETIbUBOCTU Ha aHTUBUOTUKE MHTEPNpeTMPaHU Cy Ha
ocHoBy rpaHn4Hmx MUK BpegHocTu, gatux y EFSA Bognuy (EFSA, 2012).

Kof nsonata eHTepokoka, NCMMTUBAHA je OCETIbMBOCT Ha CEeT aHTUBMOTUKA, NPeanOXKEeHNX
oA cTpaHe PedepeHTHe nabopaTtopuje EBponcke yHuje 3a pe3vcTeHLMjy Ha aHTUMUKPOOHe
nekoee, a npema Boguuy ,Protocol for antimicrobial susceptibility testing of Escherichia coli,
enterococci and staphylococci (Danish Technical University, National Food Institute, 2011),
NMPUMEHOM KOMEpLMjarnHUX MWUKPOTUTPAUMOHUX MIoYa UMMPErHnpaHmx ca aHtubuotmuuma
(Sensititre Trek, Thermo Fisher Scientific, USA). MNopen oceTrbMBOCTM Ha reHTaMULUH,
TETPaUMKIVH, ePUTPOMULNH, aMNUUWUIMH U XropamMdeHUKon, KOo4 u3onata eHTEepOoKOoKa,
AodaTHo je ncnutaHa OCeTIbMBOCT Ha BaHKOMULMH, TEUKOMNNaHWH,
KBUHMNPUCTUH/AaNdONpUCTUH, JanTOMULUH, UMNPOIOKCaAUUH, TUTELMKINH U NnHe3onua. Kao
pecdepeHTHN coj kopuwheH je Enterococcus faecalis ATCC 29212. lNpwu nHTepnpeTtauumju
pesynTaTta 3a Enterococcus faecalis, npumereHe cy rpaHnyHe MUK BpeaHocTn aate y Bogmdy
PedepeHTHe nabopatopuje (Danish Technical University, National Food Institute, 2011) gok
Cy 3a WUHTepnpeTauujy pesyntarta ko4 Apyrux BpCcTa eHTepokoka kopuwheHe rpaHnyHe MK
BpeaHocTn n3 nutepartype (Hayes u cap., 2003), EFSA (EFSA, 2012) n EBponckor komuTeTa
3a NCNUTMBakE OCETIBLUMBOCTM Ha aHTUMUKPOOHe npenapaTte (eHr. European Comittee on
Antimicrobial Susceptibility Testing - EUCAST) (EUCAST, 2018) Bogu4a.

MpumeHom PCR meToae, usonatm 6akrepuja MneyHe KNCeNUHe, UCNUTaHM Cy Ha NpUCYCTBO
reHa 3a pesncTeHumnjy Ha TeTpaunknuH: tet (A), tet (B), tet (C), tet (K), tet (L), tet (M), tet (O), n
tet (W). Peakumnona cmewa (20 pl) cactojana ce og 0,5 uM npajmepa (Invitrogen, Thermo
Fisher Scientific, MA, USA) ncnutnsaHux reHa (Tabena 1), 1 x PCR obojeHor nydepa, 1,5 mM
x MgClz, dNTP y koHueHTpauumjama 200 uM n 1U TagDNA nonumepase (Kappa Biosystems,
MA, USA). lMporpam 3a amnnudukauunjy cactojao ce O4 WHUUMjanHe AeHaTypauuje npwm
TemnepaTypu og 95 °C y Tpajatby oa 1 muHyTe 1 30 umknyca amnnudurkaumje: geHatypaumja
npu 95 O°C y Tpajarby of 30 cekyHau, Be3uBakbe npajmepa npu cneuududHM TeMnepatypama
(Tan - TEMMEpaTypa ,annealing“-a) y Tpajatby of 30 cekyHau, enoHraumja npu 72 °C y Tpajamby
on 30 cekyHau U cbuHanHa enoHrauuja npu 72 °C y Tpajawy oa 5 MmuHyTa. Peakuuja je
cnpoegeHa y PCR ypehajuma (Mastercycler gradient 5331, Eppendorf AG, Hamburg,
Germany; Surecycler G8800, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA).
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Tabena

1. CekBeHue

npajmepa,

Temneparype
aMnnMguKoBaHMX NpoaykaTa v NO3UTUBHE KOHTPOSE 3a MCMUTUBAH-E NpUCycTBa tet reHa

Be3nBaka

npajmepa,

BeENMM4nHa

BenuuunHa
leH CeKBeHUa nNpajmepa Tan npoAyKTa flosutusHa PedepeHua
(°C) KOHTpOAa
(bp)
tet(A) F: GTAATTCTGAGCACTGT 55 670 Escherichia coli (Hansen n
R: CCTGGACAACATTGCTT DSM 3876 cap., 1996)
tet(B) F: CAGTGCTGTTGTTGTCATTAA 52 500 E. coli IM 648 (Roe u cap.,
R: GCTTGGAATACTGAGTGTAA. 1995)
tet(C)  F: AACAATGCGCTCATCGT 58 1138 Mnasmng pbR322 (Frech n
R: GGAGGCAGACAAGGTAT Schwarz,
2000)
F: TTATGGTGGTTGTAGCTAGAAA 55 348 Staphylococcus (Zycka-
tet(K)  R: AAAGGGTTAGAAACTCTTGAAA aureus subsp. Krzesinska u
aureus DSM 4911 cap., 2015)
tet(L) F:GTMGTTGCGCGCTATATTCC 55 696 Enterococcus (2ycka-
R: GTGAAMGRWAGCCCACCTAA mundtii IM 613 Krzesinska 1
cap., 2015)
tet(M) F: GTTAAATAGTGTTCTTGGAG 50 750 Enterococcus (Nawaz u
R: CTAAGATATGGCTCTAACAA faecium IM 338 cap., 2011)
tet(O) F:AACTTAGGCATTCTGGCTCAC 52 515 Bifidobacterium (Nawaz un
R: TCCCACTGTTCCATATCGTCA adolescentis IM cap., 2011)
677
tet(W) F:GAGAGCCTGCTATATGCCAGC 64 168 Bifidobacterium (Aminov n
R: GGGCGTATCCACAATGTTAAC lactis subsp. lactis Mackie,
LMG 18314 2007)

Mpogyktn PCR amnnudwukauuwje cy NOABPrHYTM XOPWU3OHTarnHoj enektpodopesn y 1%
araposHom reny (Sigma-Aldrich, Germany) ca gogatkom 6oje Midori Green Advance (Nippon
Genetics, Germany) n nocmatpanu nog UV ceeTtnom y TpaHcunymmnHatopy (Uvitec, Cambridge,
UK). MokpeTrbmeocT npogykata PCR amnnudmkaumje ynopefeHa je ca nokpeTrbmeoLllhy
npogykata amnnudurkaumje Nno3uTUBHMX KOHTpONa M ca CTaHAapAOM No3HaTe MOJSIEKyricke
mace (1 kbp DNA Ladder, Nippon Genetics, Germany).

Ucnntueawe MOryhHOCTM MpeHoca reHa 3a pesvcTeHUMjy Ha TeTpauuknuH paheHo je
MoaMdpUKoBaHOM MeToaAoM Kowyraumje filter mating” Ha arapy npema Geversu u cap. (2003).
Kao noteHuujanHu aoHopu ogabpaxu cy usonatun Enterococcus faecalis n Lactococcus lactis,
ca heHOTUNOM pe3ncTeHLMje Ha TETPALUMKIMH, 1 KO KOjuX je yTBpheHo npucycTso tet(M) renHa.
MoTeHumjanHe peunnujeHTe cy npeacTaerbany Enterococcus faecalis JH2-2 (LMG 19456) (6e3
nnasMuaa, pesucTeHTaH Ha pudamnuuuH 1 dy3nauHCKy KucenuHy) u nsonat Staphylococcus
aureus (pe3ncTeHTaH Ha pudamMnMUnH; EHTEPOTOKCOreHN COj N30JI0BaH M3 cMpa o4 CUpPOBOT
Mrieka; neo kornekunje baktepuja Kategpe 3a XurmjeHy n TEXHONOIMjy HaMUpHULIA aHUMaITHOT
nopekna). MNMoTeHumjanHn gOHOPU 1 peunnujeHTn cy 3acejaHn y BHI (eHr. Brain Heart Infusion
— BHI) 6yjoH (HiMedia, India) u uHkybupaHu y Tpajarwy 18-20 yacoBa npv ONTUMAarHoj
TemnepaTtypu pacta og 37 °C za Enterococcus faecalis u Staphylococcus aureus, 04HOCHO of
32 °C 3a Lactocococus lactis. ByjoHcke KynType AOHOpa 1 peuunujeHaTa cy 3aTuM npecejaHe
y BHI 6yjoH y ogHocy 1:5 n umHKyBupaHe OO0 cpeauHe ekcrnoHeHuujanHe dase pacta (4-6
Yyacosa). HakoH Mmelwawa KynTypa goHopa u peuunujeHta y ogHocy 10:1 u 1:1, ByjoHcke
KynType cy nponywteHe Kpo3 membpaHcke c¢untepe npomepa 0,45 pym (Merck Millipore,
Germany). duntepu cy NnoTom ucnpaHu ca nycgpepmucaHmm cnaHmm pacteopom (Oxoid, UK),
Kako O6u ce nocnewuno Oorbe Be3uBawe OakTepujckux henuvja 3a duntep. duntepn ca
bakTepujckum henujama cy acenTUYHO NPEHETM Ha NOBPLUMHY HecenekTnBHe nogsiore - BHI
arapa (HiMedia, India) n nnkybupaHm npeko Hohu npu Temnepatypama onTUmarnHuMm 3a pact
peunnujeHTa. o 3aBpLUeHOj MHKyDauuju, untepu cy ncnpaxm ca 10 ml nycdepucaHor crnaHor
pacTteopa (Oxoid, UK), a geunmanHa pasbnaxera ncnmpaka 3acejaHa Ha CenekTmBHM arap 3a
JoHope (BHI arap ca gpogatkom TeTpaumknuHa y KoHueHTpauuju og 10 pyg/ml), peuunuvjeHte
(BHI arap ca pogatkom puchamnuumHa y koHueHTpaumju og 50 ug/ml) n 4BOCTPYKO CENEKTUBHU
arap 3a TpaHckowyraHte (BHI arap ca gogaTtkom TeTpaumknmHa y KoHueHTpauumju og 10 ug/ml
n pudamnuunHa y koHueHTpaumju og 50 pg/ml). Mopen Tora, BGyjoHCKe KynType AOHOpa U
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peuunujeHata, y konuuanHam og 0,1 ml, cy 3acejaHe Ha OBOCTPYKO CENEKTUBHU arap Kako 6u ce
YTBPAMMO Aa N je OoLNO A0 CNOHTaHuX MyTauuja. HakoH nHkybauumje y BpemeHy o 48 yacosa
npyu onTMMarHoj TemnepaTtypu 3a OOHOpe U peuununjeHTe, ogpeheH je Opoj konoHuja (log
CFU/mI) Ha cenekTMBHUM M OBOCTPYKO CENekTMBHMM nognorama. ®pekBeHuUmja npeHoca je
n3payyHaTa Kao Opoj TpaHCkolyraHata no peuunujeHTty. MNMoTeHuunjanHu TpaHCKOHYraHTu cy
UCNWUTaHN Ha OCETIBUBOCT NpemMa TeTpauuKnHy 1 npucycTeo tet(M) reHa npumeHoM naH4aHe
peakuuvje nonvmepase. Kao nosntuBHa koHTpona kopuwheH je coj Enterococcus faecium IM
338.

HobuvjeHn pesyntatu cy obpaheHn y ctatuctuykom nakety PrismaPad 7.00 n Microsoft
Excell-u. Y aHanusu nogataka cy MNpuMMEHEHU OECKPUNTUBHW CTaTUCTUYKM napameTpu:
aputMeTuyka cpeavHa, cTaHgapaHa gesujaumja, MMHMManHa U MakcumarnHa BpeaHoCT.

Mornaesrbe Pe3ynTaTtu je, CXOOHO MOCTaBIbEHMM 3aJauMma UCTpaKuBaka, NoAESbeHo Y
LUeCT noTnornaessa.

Y npBOM MOTMOMMaBriby MNpuKasaHu Cy pe3ynTaTtu 3acTynibeHocTn OakTepuja MreyHe
KMcenvHe u cybnonynauuvje 6aktepuja MMeYHe KUCenuHe pPe3NCTEHTHE Ha TeTpauuKivH y
y3opumMma TpaguumoHanHux cupeBa Cpbuje. OpgpehumBawem 6poja kKOnoHMja Ha nro4vama
MRS-S arapa 06e3 TeTpauuknMHa W ca O04aTKOM TeTpauukiuHa y ABOCTpykopacTyhum
KoHLeHTpauujama (1-256 ug/ml), ytBpheHo je aa KoHueHTpaumja TeTpaumknmHa og 16 ug/ml,
kKog BehvmHe y3opaka TpaauuMoHanHuMX CupeBa, LOBOAM OO YMepeHe peaykuunje Opoja
BakTepuja MNeYyHe KUCenuHe, OOK KOHLEHTpauuja TeTpauuknuHa of 64 ug/ml y Behoj mepu
peaykyje 6poj BMK. Ha ocHoBy Tora, npetnoctaBrbeHo je ga ce MWK BpegHocTn 3a
TeTpauuknuH Hanase y wuHTepBany 16-64 ug/ml, Te cy pesyntatM 3acTynrbEHOCTU
cybnonynauuje BMK pe3ncTeHTHe Ha TETpaUMKIUH,y OKBMPY OBOT MOTMOrNaBba, NpukasaHu y
OZIHOCY Ha OBe KOHUeHTpauumje TeTpaumknuHa. lNpoceyvHa BpegHocT 6poja BMK y xomorsckom
cupy wmsHocuna je 7,65+1,09 log CFU/g. Kaga je y nognory gogat TeTpauuKiuH y
KoHLeHTpauunjama 1,2,4 n 8 ug/ml, Huje powno go Beher cmawena 6poja BMK, ocum kopg 2
y30pKa XOMOJbCKOT cupa, rae je Beh npu KoHUeHTpauuju TeTpauuknuia og 1 ug/ml, gowno go
cmarena 6poja BMK 3a Buwe og 2 log CFU/g. KoHueHTpauunja TeTpauuknuHa og 16 ug/ml,
ko4 Hajseher 6poja y3opaka XOMOSbLCKOT cupa je u3BpLumnia pegykuujy opoja BMK 3a 1,2-2,5
log CFU/g. MNpu koHUEHTpaumju TeTpaunknmHa og 64 ug/ml, npocevaH 6poj BMK y y3opunma
XOMOIbCKOr cupa je usHocuo 3,98+2,82 log CFU/g.lNpoceyHa BpeaHocT 6poja BMK y yzopuuma
3nartapckor cupa usHocuna je 7,74+0,6 log CFU/g. KoHueHTpauuvje TeTpauuknmHa y noanosu
oa 1,2,4 n 8 yg/ml, HUCY umane npumeTaH ytuuaj Ha 6poj BMK; cmanmerwse Bpoja BMK, kop
Hajseher 6poja y3opaka, usHocurno je oko 1 log CFU/g. Npu KOHLEHTpauuju TeTpauuknmHa o4
16 pg/ml, y BehuHn y3opaka 3natapckor cvupa, pegykuumja 6poja BMK je nsHocuna 1,8-3 log
CFU/g. lMpu koHUeHTpauuju TeTpaumknuHa of 64 pg/ml, npocevaH 6poj BMK y y3opuuma
3naTapckor cmpa, n3Hocmo je 3,35+2,02 log CFU/g. Y y3opuuma cjeHu4kor cupa, npoceyaH 6poj
BMK wnsHocumo je 7,47+0,71 log CFU/g. KoHueHTpauuje TepaunknmHa y nognosm og 1,2,4 n 8
pg/ml, ko Hajseher 6poja y3opaka, [oBene cy Ao cMamwewa bpoja BMK 3a oko 1 log CFU/g.
KoHueHTpaunja TeTpauuknuHa og 16 ug/ml, kog Hajseher 6poja y3opaka CjeHW4Kkor cupa,
JoBena je oo cmamena opoja BMK 3a 2-3 log CFU/g. Npu KOHUEHTpaumju TeTpaunkivHa o4
64 pg/ml, 3anaxajy ce Bapujauuje y cmamwemny 6poja BMK (0,8-4,5 log CFU/qg). lNMpoceyaH 6poj
BMK, y ysopuuma cjeHuyKor cupa, Npu OBOj KOHLIEHTpauuju TeTpaLuKnuHa, M3HOCUO je
3,93+2,24 log CFU/g.

Y Apyrom noTnornaerby, MNpuKasaHn cy pesyntatu reHotunusaumje wusonata BMK
npumeHom rep-PCR meTtope ca (GTG)5 npajmepom. Ha ocHOBY npopadvyHa CrMYHOCTH, NoMony
Dice-oBor koedumumnjeHTa kopenauwje, 162 (72,65%) nsonata je nokasano pasnuuute rep-PCR
Jfingerprint* Tunoee.

Y Tpehem noTtnornassby NpukasaHu cy pesyntatn naeHtudpukauymnje bBMK npymenom MALDI
TOF maceHe cnektpomeTpuje. Of ykynHo 162 nsonata BEMK nopeknom ns TpaguumMoHanHux
cupeBa Cpbuje, npyumeHom MALDI TOF maceHe crnekTpomeTpuje, naeHTudukoBaHo je 155
(95,68%) usonata. Nsonatn BMK ngeHtudumkosaHu cy kao: Lactobacillus plantarum (23,87%),
Lactobacillus paracasei (18,71%), Lactobacillus brevis (8,39%), Lactobacillus kefiri (3,22%),
Lactobacillus curvatus (1,93%), Lactobacillus parakefiri (1,29%), Lactobacillus paraplantarum
(0,65%), Lactobacillus coryniformis (0,65%), Lactobacillus diolivorans (0,65%), Leuconostoc
mesenteroides (11,61%), Leuconostoc pseudomesenteroides (1,29%), Enterococcus faecalis
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(10,98%), Enterococcus durans (3,22%), Lactococcus lactis (9,03%), Lactococcus garvieae
(3,22%) n Pediococcus pentosaceus (1,29%).

Y 4eTBPTOM MNOTNOIMaB/by NpuKasaHu Cy pe3ynTaTtu WUCNUTMBara OCET/bMBOCTU Ha
aHTnbuoTuke kod uzonata BMK. [dat je npukas auctpubyumje MUK BpegHocTu 3a cBaku of
UCMUTUBAHUX aHTUOMOTMKa, aUCTpubyumja peancteHumje y ogHocy Ha Bpcte BMK, kao u
npodoun myntupesncteHumje kog nsonatra bMK. Npadmykm je npeactaBbeHa guctpubyumja
MWK BpeaHocTh 3a TeTpaumknuH kog Bpcta BMK ca Behum Gpojem mnsonara (Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus paracasei n Enterococcus faecalis). Og ykynHo 155 nsonara BMK, 62
(40,0%) wn3onata He nokasyje pPe3nCTEeHLUMjy HW Ha jedaH Of WCMUTMBAHMX aHTMOMOTMKA.
PesucTeHunja Ha jegaH og ucnutuBaHux aHTMbnoTuka ytepheHa je kog 62 (40,0%) usonaTta
BMK. HajsactynrbeHuju npocdun pesucteHuuje kop msonata BMK jecte pesucteHuuwja Ha
aMmuHornukosugHe aHTMbmotuke. PesucTeHumja Ha KaHaMuuMH je npefcTasrbana
kapaktepuctuky 50 (37,59%) oa ykynHo ncnutanux 133 nsonarta EMK, gok je pesncteHuumja Ha
cTtpentomuumH ytBpheHa koa 21 (21,88%) on ykynHo wucnutaHux 96 wusonata BMK.
MpeBaneHuunja octanux eHOTMNOBa pes3ncTeHUuMje Ha aHTubmnotuke je Ouna cnepeha:
TeTpaumknuH (21/155;13,55%), knnHgamuuuH (15/133;11,28%), reHtamuuuH (13/155; 8,39%),
xnopamdeHukon (12/155; 7,74%), eputpomuuuH (9/155; 5,81%), amnmuunux (1/155; 0,65%).
MyntupeancteHuuja je yrtBpheHa kog 5 (3,23%) wmsonata BMK. Opg wsonata BMK, ca
dEeHOTUNOM pe3ncTeHumje Ha TeTpauuknuvH, 9 (42,86%) um3onata je npunagano BPCTU
Enterococcus faecalis. Usonatu Enterococcus faecalis cy nokasanu BUCOK HUBO pe3ncTeHLUnje
Ha TeTpauuknuH; koa 8 msonata MUK je nsHocmo 64 pg/ml, a kog 1 msonata 128 pg/ml.
Ouctpubyumja MUK BpeagHocTu 3a TeTpaumKknuH koA nsonarta Enterococcus faecalis, nokasyje
BumoganHy pacnogeny, WTOo ykadyje Ha MexaHU3Me CTeYeHe pes3ncTeHumnje Ha TeTPaLMKInH.

Y neTom noTnornaerfby MNpuKasaHW cy pes3yntaTy UCMMTMBaka npucycTBa reHa 3a
pesucTeHuurjy Ha TeTpauuknuH kof nsonata BMK (n=155). eHn tet(A), tet(B), tet(C), tet(K),
tet(O) un tet(W) Hucy ytBphenun kog nsonata BMK. Mpucycteo tet(M) reHa ytBpheHo je kog 4
(2,58%) nsonata BMK: 2 nsonata Enterococcus faecalis, 1 nsonara Lactococcus lactis n 1
n3onara Lactobacillus paracasei. Kog nsonara Enterococcus faecalis 251, koju je 6o Hocmnau
tet(M) reHa, gokasaHo je npucyctBo u tet(L) reHa. Msonat Lactobacillus paracasei 444, kon
Kora je yTBpheHo npucycTBo tet(M) reHa, nokasao je eHOTUN OCETIBMBOCTM Ha TETPALMUKIINH
(MUK 0,5 pg/ml).

Y WwecToM NoTnornaerby NPeACTaBibeHN Cy pe3ynTaT ucnutuBarwa MoryhHocTu npeHoca
reHa 3a pesucTeHUujy Ha TeTpauuKuH Ha ogabpaHe peunnujeHTe y ycnosuma in vitro. NpeHoc
tet(M) reHa je yTBpheH yHyTap BpcTe, ogHOCHO ca tet(M) nosmTusBHOr nsonarta Enterococcus
faecalis 202 Ha Enterococcus faecalis JH2-2. ®pekBeHuuja TpaHcdepa reHa je buna HUcka; y
cryyajy Mmellana JoHopa v peunnujeHTa y ogHocy 1:10 naHocuna je 1,35+0,57 x 106, ogHocHO
7,82+0,72 x 10% kapa cy OOHOP WM peuunujeHTU MewaHu y ogHocy 1:1. Koa aoGujeHux
TpaHCKOWYyraHaTa peakumnjom naHdaHe nonumepase, noTepheH je eHoTUn pesncteHumje Ha
TeTpauuknuH (MUK > 128 ug/ml), kao n npucycteo tet(M) reHa. 3acejaBarmbem foHopa U
peumnujeHTa Ha 4BOCTPYKO CEMEKTMBHY NOANOrY, HUje YyTBpReH pacT KOMoHWja, WTO yKa3syje Aa
KOA4 OOHOpa M peuunujeHTa HUCY HacTynuie CroHTaHe MyTtauuje. Y apyrum komOuHauujama
noHop/peumnnujeHT (Enterococcus faecalis 202/Stapylococcus aureus; Lactococcus lactis
237/Enterococcus faecalis JH2-2; Lactococcus lactis 237/Staphylococcus aureus), npeHoc
tet(M) reHa Huje gokasaH.

Y nornasrby [inckycuja kaHamaaT je ceeobyxsaTHO aHanusupajyhu gobujeHe pesyntaTe u
nopehewem ca pesyntaTmma UCTpaxuBamwa MNpUKasaHUM Yy HaBeOeHOoj nuTepaTtypu, Aao
KPUTUYKM OCBPT A0BUjeHnx pesynraTa.
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VI 3AKIbYYLUU UCTPAXUBAHA (HaBecTU 3aKkrbyuKke KOjU Cy NpUKasaHu y AOKTOPCKOj
aucepTaumjn):

Ha ocHoBY cnpoBegeHux ucnutnBaka n JobujeHux pesynrarta, Mory ce nsectu cnegehm
3aKIby4Lu:

1.

MpoceyaH Opoj BakTepuja MNeYHe KUCEeNuWHe y y3opuuma TpaauuMOHaNHKMX cupeBa
Cpbuje nsHocwno je 7,47-7,74 log CFU/g. MNpun koHUEHTpaumju TeTpauuknuHa of 64
pg/ml, npoceyvaH 6poj 6akTepuja MneyvHe KMcenuHe y y3opLmmMma uCTux cupesa n3HoCno
je 3,35-3,98 log CFU/g.

leHoTMnNU3aumjom wmsonata bakrepuja MneyHe kucenuHe, npumeHom rep-PCR ca
(GTG)5 onuroHykneoTnaHMMm npajMepom, yTBphHeH je BUCOKM reHETUYKN ONBEP3UTET.

MALDI TOF mMaceHa chnekTpoMeTpuja Ce Mnokasana kKao ycnewHa wmeTtoga Yy
noeHTndmrkaumnju Gaktepvja MnevyHe KUCENUHE TMOPEeKNIoM U3  TpaauMUMOHAaIHMX
cupeBa. Mzonatn 6akTtepuvja MreyHe KucenvHe cy naeHTMguKoBaHu kao: Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus brevis, Lactobacillus kefiri,
Lactobacillus curvatus, Lactobacillus parakefiri, Lactobacillus paraplantarum,
Lactobacillus coryniformis, Lactobacillus diolivorans, Leuconostoc mesenteroides,
Leuconostoc pseudomesenteroides, Enterococcus faecalis, Enterococcus durans,
Lactococcus lactis, Lactococcus garvieae n Pediococcus pentosaceus.

HajsacTtynreeHujn oeHoTMn pesncteHumje kon nsonara bakrepuje MneyHe KucenumHe
jecTe pesucTeHUMja HA aMUHOMMUKO3NAHe aHTMBnoTuke.Pe3ncTteHumja Ha KaHaMULKH
npeactaerbana je Kapakrepuctuky 37,59% wusonata, AOK je pesucteHumja Ha
ctpenTomMuuuH yTBpheHa kog 21,88% wu3onata OakTepuja MIevyHe KUCETTMHE.
MpeBaneHuunja octanux eHOTUNOBA pe3ucTeHuuje je duna crnepeha: TeTpauukuH
(13,55%), knuHaamuumH (11,28%), reHTamuumH (8,39%), xnopamdenukon (7,74%),
epuTpommumH (5,81%) 1 amnuumnuH (0,65%).

Mpucyctso tet(M) reHa yTBpheHo je kof 2,58% un3onata 6aktepuja MneyHe KNCenuHe.
Kog jeaHor nsonarta Enterococcus faecalis gokasaHo je npucyctso tet(M) u tet(L) rena.

MotepheH je npeHoc tet(M) reHa ca wu3onata Enterococcus faecalis 202 Ha
Enterococcus faecalis JH2-2 y ycnosuma in vitro. ®dpekBeHuuMja npeHoca reHa je buna
HUcKa.

M3onatu 6akTepuja MnevHe KucenmHe nopexknomM 13 TpaguumnoHanHux cupesa Cpbuje
He npeAcTaBrbajy pe3epBoap reHa pesncTeHumje Ha TeTPaLUKIIVH,

VIl OLUEHA HAYMNHA MNMPUKA3A N TYMAYEHA PE3YNITATA UCTPAXUBAKA (HasecTn
Aa nu cy nobujeHn pesynTaTv y cKnaay ca noctaB/beHUM LUUrbeM 1 3agaunma
UCTpaXxuBaka, Kao U Aa Nu 3aKrby4uum npousunase u3s nobujeHnx pesynTrara):

MpencTaBrbamwe U Tymadverwe JobujeHnx pesynTarta je y ckrnagy ca NoCTaBibeEHVMM LMrbeBUMA
N 3agauuma ucTpaxueara. VM3aBeaeHn 3akrbydum cy jacHo chopmynucaHu v npousnase us
nobujeHux pesynrarta.

VIl KOHAYHA OLEHA OOKTOPCKE OUCEPTALUMWMJE:

1.

[a nu je aucepTaumja HanucaHa y cknagy ca o6pasnoxesemM HaBeAeHUM y
npujaBu teme?

[okTopcka gucepTauuja kaHguaata TujaHe JlegmHe je HanucaHa y cknagy ca obpasnoxerem
HaBeLEeHVM Y NpujaBu Teme.
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2. [Oa nu gucepTauunja cagpxu cBe efieMeHTe nponucaHe 3a 3aBpLUEHY AOKTOPCKY
aucepTaumjy?

[okTopcka gucepTaumja kaHgugata TujaHe JleguHe cagpxu cBe enieMeHTe nponncaHe 3a
3aBpLUEHY AOKTOPCKY AucepTauujy.

3. o yemy je aucepTaumja opuruHanaH AONPUHOC HayLn?

OpurvHanaH [ONpUHOC Hayuu [JOKTopcke auceptaumje TujaHe JlegmHe npencrtaBrbajy
pe3ynTaTy KOjU YyKa3yjy Ha BWCOKM TEHETUYKU OuBep3unTeT usonata baktepuja MIeyHe
KucenuHe nopeknom m3 TpaguuuoHanHux cupesa Cpbuje. JobujeHn pesyntatu, nopen Tora
wTo noTephyjy 6GuoauBepsuTeT TpaguUMOHaNHWUX cupeBa, npyxajy MoryhHocT fa ce
030uIbHMje pasmullrba O 3alTUTU O3Hake reorpadCckor fnopekna OBWMX cupeBa W Ha
mehyHapooHoM HMBOY. YcnellHa naeHtudukaumja nsonata 6akrepuja MneyHe KuCcenuHe, m
nopea jeAVHCTBEHOCTU ayTOXTOHEe MUKpobuoTe TpaauumnoHanHux cupesa Cpbuje, npyuMmeHoMm
MALDI TOF maceHe crnekTpomeTpuje, oKas je 4a ce oBa METOAA Ca YCNEXOM MOXE KOPUCTUTHU
y KapakTtepusauujy MUKpOOMOIOLLKe CrvKke TpaauuMoHarnHux npovs3soga of mneka. [Nopen
Tora, pesyntatu MpeBaneHuuje pesncTeHuunje Ha TeTpauuknuH, npucycTBa tet reHa, Te
MoryhHOCTM nNpeHoca UCTUX reHa Yy ycroBuma in vitro, aajy moryhHoOCT ga ce Ha objekTuBaH
HayMH npoueHe OakTepuje MredHe kucenvHe kao Moryhu pesepBoap tet reHa. [lMpema
pesyntaTnmMa oBe JOKTOPCKe AncepTauuje, nako je xasapg npenosHaT, pusuk je 3aHeMapsbuB.
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IX NPEONOT:

Ha ocHOBY yKymnHe oLieHe aucepTaumje, koMucuja npeanaxe (ogabpartu jeaHy on

Tpy noHyheHnx moryhHocTH):

- Aa ce [OKTOPCKA AucepTauuja NnpMxeaT a KaHangaty ogobpu ogbpaHa

OATYM
04.04.2018.

noTnncm YNAHOBA KOMUCHJE

Ip CHexaHa bynajuh, BaHpegHu npodecop,
dakynTeT BeTEpMHAPCKE MeauLuuHe
YHuBepauteTa y beorpagy

Op Bepa Katuh, pegosHu npodecop y neHsumju,
dakynTeT BeTepuHapcke MeauuuHe
YHusepsuteTa y beorpagy

Op Oejan Kprwaunh, pegosHu npodecop,
dakynTeT BeTepuHapcKe MeamuuHe
YHusepsuteTa y beorpaay

Ip WpeHna 3goBL, BaHpeaHu npodecop,
BeTtepuHapcku hakyntet
YHuBepauTeTa y Ibybrbanu

Op Jenena MunouunHoBmh, BaHpeaHW npodecop,
MorsonpuepenHu dakyntet
YHusepsuteTa y beorpagy
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