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Naucno-nastavnom vecu

Predmet: lzveStaj Komisije o izradenoj doktorskoj disertaciji kandidata NataSe Stankovic
Nedeljkovi¢

Odlukom Nau¢no-nastavnog veéa Medicinskog fakulteta u NiSu od 19. 05. 2015. godine
prihvacen je izveStaj mentora Prof. dr Branislave Koci¢ o izradenoj disertaciji dr NataSe
Stankovi¢ Nedeljkovi¢, mr sci med, pod odobrenim naslovom ’’Fenotipske karakteristike
klinickih izolata Pseudomonas aeruginosa”.

Imenovana je komisija za ocenu i odbranu doktorske disertacije u sastavu:

Prof. dr Marina Dini¢, predsednik
Prof. dr Branislava Koci¢, ¢lan
Prof. dr Lazar Ranin, ¢lan, Univerzitet u Beogradu Medicinski fakultet

Komisija pregledom doktorske disertacije donosi sledeci:

IZVESTAJ

Tema za izradu doktorske disertacije kandidata NataSe Stankovi¢ Nedeljkovi¢ je
odobrena odlukom Nastavno-nau¢nog veca za medicinske nauke broj 04-829/12, na sednici
odrzanoj 07. 03. 2013. godine u NiSu. Doktorand dr NataSa Stankovi¢ Nedeljkovi¢ obavila je
istraZzivanje u Zdravstvenom centru ’’Aleksinac” u Aleksincu, u periodu od 2011. do
2014.godine.

I Odnos izradene doktorske disertacije prema prijavljenoj i odobrenoj temi

Doktorska teza ’’Fenotipske karakteristike Kklinickih izolata Pseudomonas
aeruginosa” predstavlja originalan i samostalan nauc€no-istrazivacki rad iz oblasti
mikrobiologije. Naslov doktorske disertacije u potpunosti je saglasan sa sadrzajem sprovedenog
istraZzivanja. Ciljevi i metodologija su ostali nepromenjeni tokom celog istraZivanja.

Il Tehnicki opis disertacije

Doktorska disertacija je napisana na 238 strana i sastoji se iz 8 poglavlja: uvoda, opsteg
dela, ciljeva istrazivanja, materijala i metoda, rezultata, diskusije, zakljucka, literature i priloga



(biografija i izjave). Disertacija sadrzi 30 tabela, 10 grafikona, 44 slika i 3 priloga (izjave). Broj
bibliografskih podatakaje 457.

1l SadrZajna struktura doktorske disertacije

U uvodnom delu ove doktorske disertacije ukratko se ukazuje na: morfoloSke i
taksonomske karakteristike Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa), rasprostranjenost i znacaj,
gradu bakterijske Celije i lipopolisaharida (LPS) Celijskog zida, ulogu LPS u izazivanju infekcija
izazvanih P. aeruginosa, lipid Celijskog zida, gradu flagela, stukturu i ulogu pila, pokretljivost,
kulturelne karakteristike, biohemijske osobine, faktore patogenosti, adherenciju, karakteristike
produkcije biofilma, ulogu quorum sensing signalnih sistema, patogenost za ljude po organskim
sistemima, osnove tipizacije i serotipizacije, produkcije pigmenata, pre svega pioverdina i
piocijanina, reakcije na oskidativni stres, rezistenciju na antibiotike, prirodnu rezistenciju na
antibiotike, karakteristike produkcije [3 laktamaza, j3 laktamaza proSirenog spekta dejstva
(ESBL), karbapenemaza i metalo @ laktamaza (MBL). Na kraju se ukazuje na sve vecu
rezistenciju na antibiotike izazvanu produkcijom karbapenemaza i MBL.

Zbog odredivanja fenotipskih karakteristika P. aeruginosa postavljeni su sledeCi ciljevi

istraZzivanja:

» Analiza prisustva P. aeruginosa u bolesnickim materijalima hospitalizovanih i
ambulantnih bolesnika;

» Serotipizacija kultivisanih izolata P. aeruginosa i analiza prisustva pojedinih serotipova
kod bolesnic¢kih materijala hospitalizovanih i ambulantnih ispitanika;

» Ispitivanje produkcije fluorescina i piocijanina izolata iz pojedinih bolesnickih materijala
i serotipova hospitalizovanih i ambulantnih ispitanika ;

» Ispitivanje adhezivnih sposobnosti izolata iz pojedinih bolesni¢kih materijala i serotipova
hospitalizovanih i ambulantnih ispitanika ;

e Ispitivanje sposobnosti produkcije biofilma izolata iz pojedinih bolesni¢kih uzoroka i
serotipova hospitalizovanih i ambulantnih ispitanika;

e Ispitivanje sposobnosti trzajucih pokreta izolata iz bolesnickih materijala i serotipova
hospitalizovanih i ambulantnih ispitanika;

» Ispitivanje sposobnosti rojenja izolata iz bolesnickih materijala i serotipova
hospitalizovanih i ambulantnih ispitanika;

 lIspitivanje otpornosti na oksidativni stres izolata iz bolesnickih materijala i serotipova
hospitalizovanih i ambulantnih ispitanika;

» Ispitivanje osetljivosti izolata P. aeruginosa iz bolesni¢kih materijala hospitalizovanih i
ambulantnih ispitanika na antimikrobna sredstva (imipenem, meropenem, piperacilin-
tazobaktam, kolistin, aztreonam, ceftazidim, cefepim, amikacin, gentamicin, netilmicin,
tobramicin, ofloksacin i ciprofloksacin);

* Odredivanje minimalne inhibitome koncentracije (MIK) za piperacilin-tazobaktam,
amikacin i ciprofloksacin;

» Ispitivanje sposobnosti produkcije p laktamaza proSirenog dejstva (ESBL);

» Ispitivanje sposobnosti produkcije karbapenamaza;

» Ispitivanje produkcije metalo @laktamaza (MBL).



Materijal i metode

Shodno postavljenim ciljevima prikazan je detaljan uvid u primenjenu metodologiju.
Istazivanje je izvSeno po tipu prospektivne studije i obuhvatilo je 100 klinicka izolata P.
aeruginosa, po 50 iz uzoraka hospitalizovanih i ambulantnih bolesnika. Bolesni¢ki materijali
hospitalizovanih bolesnika su uzorkovani u HirurSkom, GinekoloSkom, Intemom i Decjem
odeljenju Zdravstvenog centra ’’Aleksinac” u Aleksincu, a obradivani su u Odseku
mikrobiologije.

Izolacija i identifikacija P. aeruginosa vrdena je standardnim bakterioloSkim metodama.
Serotipizacija P. aeruginosa je vrSena reakcijom aglutinacije na plocici, po uputstvu proizvodaca
seruma (Bio-Rad, Francuska). Aglutinacija je opisivana kao pozitivna ako je dolazilo do jasne
aglutinacije u roku od dva minuta. Produkcija pigmenata je ocCitavana sa specijalizovanih
podloga za podukciju pigmenata: Pseudomonas podloge za diferencijaciju fluorescina (HiMedia,
Indija) i Pseudomonas podloge za diferencijaciju piocijanina (HiMedia, Indija).

Ispitivanje adhezivnih sposobnosti vrseno je mikrotitar plo€ama u Lauril Bertoni bujonu
(Liofilchem, lItalija) modifikovanom metodom po Stepanoviéu. U komore mikrotitar ploce
sipano je po 100 ul 24 Casa stare kulture P. aeruginosa u Lauril Bertoni bujonu. PloCe su
inkubirane 60 min u vodenom kupatilu na 37°C. Vrednost biomase je oCitavana nakon fiksiranja,
bojenja adherisanih  bakterijskih celija i dodavanja glacijalne sirCetne Kkiseline na
spektrofotometru na 610 nm (BioKit, Microwell EL 301, USA). Negativna kontrola je vrednost
ekstincije sterilnog Lauril Bertoni bujona. Ispitivanje produkcije biofilma je wvr3eno
modofikovanom metodom po Stepanovicu u Lauril Bertoni bujonu u mikrotitar plo¢ama. U
komore mikrotitar ploca sipano je po 100 jl24 Casa stare kulture P. aeruginosa u Lauril Bertoni
bujonu. PloCe su inkubirane 24 ¢asa u vodenom kupatilu na 37°C. Intenzitet formirane biomase
je Citan u spektrofotometru na 610 nm (BioKit, Microwell EL 301, USA). Negativna kontrola je
vrednost ekstincije sterilnog Lauril Bertoni bujona.

Ispitivanje klize€ih pokreta P. aeruginosa je vrSeno merenjem precnika kolonija na 1%
Lauril Bertoni agaru (Liofilchem, Italija) nakon inkubacije od 48 h. Ispitivanje rojenja P.
aeruginosa vrseno je merenjem precnika kolonija na 0,5% Lauril Bertoni agaru, nakon
inkubacije od 48 h. Osetljivost na oksidativni stres je ispitivana na 2% triptikaza soja agaru. Na
svaku plocu su stavljani sterilni diskovi filter papira precnika 7 mm, na koje je nakapavano 10ul
30% H20:2. Dijametar zone inhibicije rastaje meren nakon inkubacije od 24 h na 37°C.

Osetljivost P. aeruginosa na antibiotike proveravana je disk difuzionom metodom po
CLSI standardu (2013. M-100-S-21). Proveravana je osetljivost na: piperacilin-tazobaktam
(100/10 jug), imipenem (10 [ig), meropenem (10 fig), kolistin (10 fig), ceftazidim (30 ng),
cefepim (30 jag), aztreonam (10 jug), amikacin (30 jug), gentamicin (10 ng), netilmicin (30 jig),
tobramicin (10 jig), ofloksacin (5 jig) i ciprofloksacin (5 jig) (Rosco, Danska). MIK za
piperacilin-tazobaktam, amikacin i ciprofloksacin su odredivane kod izolata koji su bili osetljivi
ili intermedijarno osetljivi na antibiotike. E-test je izvoden po uputstvu proizodaca traka sa
antibiotikom koje su koris¢ene (Liofilchem, Italija). MIK vrednosti su tumacene po standardu
CLSI sistema (2013. M-100-S-21). Produkcija ESBL P. aeruginosa je ispitivana koris¢enjem
diskova cefotaksima (30 jig), amoksicilina sa klavulonskom kiselinom (30/10 jug), ceftazidima
(30 jig) i ceftazidima sa klavulonskom kiselinom (30 [ig) (Rosco, Danska). Produkcija
karbapenemaza je ispitivana tako $to je na povrSinu Mueller-Hintovog agara zasejavana kultura
referentnog soja E.coli ATCC 2522301. U sredinu ploce je stavljan disk meropenema (10 fig), a
zatim je povlaCena crta ispitivane kulture P. aeruginosa do diska. Ako dode do proSirenja zone
inhibicije porasta niz ispitivanu kulturu na mestu spajanja sa zonom inhibicije porasta E.coli oko
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diska merepenema smatra se da ispitivani soj produkuje karbapenemaze. Produkcija MBL je
odredivana Hodge testom.

Dobijeni podaci uneSeni su u bazu podataka, sredeni tabelamo i prikazani graflcki.
Primenjivani su adekvatni parametrijski i neparametrijski testovi u zavisnosti od nacina prikaza
podataka. Statisticka znaCajnost je uzimana za nivo verovatnoe p < 0,05. Statisticka obrada
sprovedenaje u programskom paketu Exell 2007.

Rezultati

Rezulati su prikazani tabelamo i grafiCki. Najpre su razmatrani opsti demografski podaci
ispitivane populacije. Prose€na starost ispitanika je bila 57.78 godina £+ 16.04 godina (najmladi
bolesnik je imao 3 meseca, a najstariji 89 godina). Muskarci su Cinili 59% ispitanika, a Zene
41%. 78% ispitanika je bilo starosti 50 do 89 godina.

P. aeruginosa je izolovan iz urina, sputuma, briseva rana, grla, nosa, uva, oka, desni i
vaginalnih briseva. 54% izolata je kultivisano iz briseva rana, a 21% iz urina. ldentifikovani
serotipovi P. aeruginosa su pripadali svim polivaletnim serogrupama: PMA, PME, PMF i PMC.
Reakcijom aglutinacije identifikovani su sledeCi serotipovi P. aeruginosa: Pl, P3, P4, P5, P6,
P10, PI 1i P12. NajceSce su identifikvani serotipovi Pl 1 (20%), P6 (16%) i Pl (12%), a ostali su
bili prisutni u manjem procentu. 29% izolata je bilo netipibilno, a 15% je aglutinisalo samo sa
polivalentnim serumima. Fluorescin je produkovalo 80% bolnickih izolata, piocijanin 70%, a 2%
piorubin. Oba pigmenta je produkovalo 52% izolata, samo fluorescin 28%, a samo piocijanin
18%. 1z ambulantnih uzoraka, 88% izolata je produkovalo fluorescin, a 64% piocijanin. Oba
pigmenta je produkovalo 52% izolata, samo fluorescin 36% i samo piocijanin 12%.

Nakon inkubacije od 60 min 81% izolata je adherisalo na polivinil-hlorid. Vrednost
negativne kontrole je bila -0,188, proseCna ekstincija -0,015 + 0,129 (Me -0,03). Prose¢na
ekstincija izolata iz bolesnickih materijala bolnickog porekla je -0,033 + 0,107 (Me -0,41). Kod
izolata ambulantnog porekla prosecna ekstincijaje 0,002 + 0,116 (Me -0,003). lzolati iz briseva
rana su imali najvecu sposobnost adherencije, a ako analiziramo serotipove PIl. Skoro svi izolati
P. aeruginosa (99%) imali su sposobnost formiranja biofilma. Vrednost ekstincije negativne
kontrole je -0,194. ProseCna ekstincijaje 0,154 + 0,154 (Me 0,11). Kod izolata bolnickog porekla
prosecna ekstincija je 0,092 + 0,127 (Me 0,089). ProsecCna ekstincija izolata iz materijala
ambulantnog porekla je 0,216 + 0,155 (Me 0,024). lzolati iz urina su imali viSu sposobnost
produkcije biofilma nego ostali izolati. Netipibilni izolati su formirali kolonije najvece biomase.
Svi nadi izolati nakon kultivacije od 48h na 1% Lauril-Betoni agaru su imali sposobnost trzajucih
pokreta. ProseCna vrednost preCnika formiranih kolonijaje 7,75 mm £ 2,36 mm (Me 6 mm), iz
materijala hospitalizovanih bolesnika 7,31 mm £ 4.05 mm (Me 6,2mm), iz materijala
ambulantnih bolesnika 8,19 mm + 5,86 mm (Me 6mm). Svi izolati su imali sposobnost rojenja.
ProseCna vrednost pre¢nika kolonija P. aeruginosa je 39,98 mm = 19,25 mm (Me 40mm). Ako
se analiziraju samo izolati iz materijala hospitalizovanih bolesnika prose¢na vrednost pre¢nika
kolonija je 41,92 mm *= 20,74mm (Me 40 mm). Prosecni precnik kolonija izolovanih iz
materijala ambulantnih bolesnika je 38,05 mm % 20,74 mm (Me 39mm). Nakon inkubacije od
24h na mozdano src¢ano infuzionom agaru sa diskom od filter papira na koji je nakapan 30%
H202, 55% izolata (22 izolata bolnickog porekla i 33 ambulantnog) je raslo su uz sam disk filter
papira, bez ikakve zone inhibicije. To su izolati, koji su imali apsolutnu rezistenciju na toksi¢no
dejstvo H20:z.



Svi izolati P. aeruginosa iz materijala hospitalizovanih bolesnika su osetljivi na kolistin i
aztreonam. Po efikasnosti slede meropenem (96%), imipenem (86%), piperacilin-tazobaktam
(84%) i ceftazidim (74%). Osetljivost na ostale antibiotike varira. NajniZza osetljivost je
zabelezena kod cefepima (14%). Svi izolati ambulantnog porekla su osetljivi na aztreonam i
kolistin. 88% izolata je osetljivo na meropenem, 86% na imipenem, na ceftazidim 80%, a na
piperacilin-tazobaktam 74%. Osetljivost na ostale antibiotike je bila niza. MIK vrednosti za
piperacilin-tazobaktam su bile od 3 ngr/ml do 64 (igr/ml. Naj¢eS¢a vrednost MIK je 12 jigr/ml
(37%), a 79% izolata je imalo MIK od 8 “igr/ml do 24 |ugr/ml. Rasponi MIK za amikacin su od
I(igr/ml do 48 (igr/ml. Najveci broj izolata je imao MIK 8 jigr/ml. (24, 19%), a 74% izolata je
imalo MIK 3%igr/ml do 16figr/ml. Rasponi MIK vrednosti za ciprofloksacin su bile od
0,032|ngr/ml do Ifigr/ml. Naj¢eS¢a MIK vrednost je 0,125 (igr/ml (42.85%), a MIK of
0,094jigr/ml pgo 0,25 figr/ml je umano 81,25%. Samo jedan izolat P. aeruginosa je produkovao
ESBL. U ispitivanoj grupi kod 2 izolata bolnickog porekla i 5 ambulantnog porekla je
registrovana produkcija karbapenemaza. MBL je produkovalo po 5 izolata (10%) iz bolesnickih
materijala hospitalizovanih i ambulantnih bolesnika. lzolati koji su produkovali MBL su
uglavnom serotip PI 1, a kultivisani su iz briseva rana i urina.

Diskusija

Diskusija obuhvata obaSnjenje dobijenih rezultata i njihovo poredenje sa savremenim
podacima iz literature, kao i povezanost dobijenih rezutata sa postavljenim ciljevima. Kljucni
elementi diskusije pokazuju da dobijeni rezultati u velikoj meri koreliraju sa aktuelnim svetskim
saopStenjima iz ispitivane oblasti, ali ima i opre¢nih nalaza. Saopsteni su originalni rezultati koji
su po prvi put dobijeni u ovoj disertaciji, pre svega u ispitivanju sposobnosti rojenja i trzajucih
pokreta i osetljivosti na oksidativni stres. Takvi rezultati zasluzuju opservaciju sa ve¢im brojem
izolata, s obzirom da se u ovoj disertaciji prvi put iznose. Diskusija opsezno, sadrzajno i vrlo
jasno komentariSe dobijene rezultate.

Zakljucci sadrze odgovore na postavljene ciljeve istraZivanja:

1 P. aeruginosa je CeSCe kultivisan iz bolesnikih materijala muskaraca, uglavnom starosti
od 50 do 80 godina.

2. Bacil je kultivisan iz sputuma, urina, briseva rana, Zdrela, nosa, oka, uva i desni, najcesce
iz briseva rana i urina.

3. Seroloski su identifikovani su sledeci serotipovi P. aeruginosa: PI, P3, P4, P5, P6, P10,
PIl i P12. NajceS¢e su identifikvani serotipovi P11, P6 i PI, dok je 29% izolata bilo
netipibilno.

4. VeCi broj izolata je produkovao fluorescin nego piocijanin, ali je oko polovine izolata
produkovalo oba pigmenta.

5. Skoro svi izolati su imali sposobnost adherencije, ali je to bilo izraZzenije kod izolata
ambulantnog porekla.

6. Skoro svi izolati su imali sposobnost produkcije biofilma, ali su izolati ambulantnog
porekla formirali bifim vece biomase.

7. Svi izolati su imali sposobnost trzajuéih pokreta, izolati iz uzoraka ambulantnog porekla
su formirali vece kolonije.



8. Svi izolati su imali sposobnost rojenja, izolati iz uzoraka bolni¢kog porekla su formirali
vece kolonije.

9. Vecina izolata je bila rezistentna na dejstvo oksidativnog stresa izazvano H20z2. Izolati
ambulantnog porekla su bili rezistentniji na oksidativni stres.

10. Svi izolati su bili osetljivi na kolistin i aztreonam. Po osetljivosti slede meropenem,
imipenem, piperacilin-tazobaktam i ceftazidim. Izolati su bili najrezistentniji na cefepim.

11. Samo jedan izolat je produkovao ESBL, 7% karbapenemaze i 10% MBL.

IV Ocena nau¢nog doprinosa doktorske disertacije

Uradena doktorska disertacija predstavlja originalni nau¢no-istrazivacki rad kandidata sa
znaCajnim doprinosom u oblasti mikrobiologije. Dobijeni rezultati su tema aktuelnih razmatranja
i u svetskoj nauci. NajznaCajniji rezultati su: P. aeruginosa CeSCe produkuje fluorescin nego
piocijanin, svi izolati su imali sposobnost rojenja i klize€ih pokreta, veliki broj izolata je bio
otporan na dejstvo oksidativnog stresa, svi izolati su bili osetljivi na kolistin i aztreonam, a
sledeCi po efikasnosti su meropenem, imipenem, piperacilin-tazobaktam, samo jedan izolat je
produkovao ESBL, a produkcija karbapanemaza i MBL je znatna. Dobijeni rezultati pruzaju
mogucnost primene u epidemiologiji i terapiji infekcija izazvanih P. aeruginosa.



ZAKLJUCAK

Doktorska disertacija je uspeSno realizovana u skladu sa postavljenim ciljevima
istraZivanja. Dobijeni rezultati su jasno prikazani i zaklju€ci daju jasne odgovore na postavljene
ciljeve. Koris¢ena je literatura novijeg datuma, kako u uvodu, tako i u diskusiji, pri komparaciji
dobijenih rezultata iz dosadasnjih studija. Komisija u navedenom sastavu pozitivno ocenjuje i
prihvata izradenu doktorsku disertaciju kandidata NataSe Stankovi¢ Nedeljkovi¢ pod naslovom
’Fenotipske karakteristike Klinickih izolata P. aeruginosa™ i predlaze Nau¢no-nastavnom
veCu Medicinskog fakulteta u NiSu da usvoji pozitvnu ocenu ovog rada i pokrene postupak za
njegovu javnu usmenu odbranu.

Komisija za ocenu i odbranu doktorske disertacije:

Prof. dr Branislava Koci¢, ¢lan

—J
Prof. dr LazarjRanin, ¢lan sa Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu
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