HAYYHO-HACTABHOM BERY
IHOJbONTPUBPETHOTI PAKYJITETA
YHUBEP3UTETA Y BEOI'PALY

[Ipeamet: Ouena ypalhene nokropcke nucepranuje mp bojane Byjosuh

Omtykom Hayuno-nactaBror Beha ITosponpuBpentor ¢akynrtera - YHuBep3urera y beorpany op. 33/6-
5.2. ox 19.02.2016. uMeHOBaHA je KOMHCHja 3a OICHY M 0A0paHy ypaljeHe JOKTOpCKE JUcepTanuje Mp
Bojane ByjoBuh mox nacmoBom: ,bakTeprodarn kao areHcH y KOHTponiu Qopmupama OHopHUIMOBA
Pseudomonas aeruginosa“. Kommucumja y cacraBy ap /[parocmaBa Pamun, pemoBam mpodecop,
[omompuBpenun ¢daxynrer, YauBepauteT y beorpamy, ap Bepa PawmueBuh, pemosrm mpodecop,
[loswonmpuBpennn  ¢akynrer, YHuBep3uteT Yy beorpagy, ap Cwmwmma Teogoposuh, mOLEHT,
Kpumunanuctnyko mnonunujcka akanemuja, beorpaa, ap Mwuomup Hukmmh, pemoBHu mnpodecop,
[omomnpuBpenuu ¢axynrer, Yuusep3utrer y beorpaxy, ap Ilerap Kuexesuh, Banpemnu mpodecop,
[Ipuponno-matemarnuku dakynrer, YHuBep3urer y HoBom Camy Ha OCHOBY Tmperiieqa TOKTOPCKE
JqUcepTalyje, nogHocu cieachu

MN3BEILITAJ
1. OIIITHU NOAALH O JOKTOPCKOJ JUCEPTALININ

Hoxkropcka nucepranuja mp bojane Byjouh, Hanucana je Ha 198 crpana Tekcra u ykipyuyje 19 tabena,
20 rpadukona, 33 ciuke u 35 mpuiora. Mcnpen OCHOBHOT TEKCTa HAIMCAaH j€ PE3UME Ca KIbYYHHM
pedyrMa Ha CPIICKOM M €HIJIECKOM je3HKy. JIOKTOopcKa aucepTrarmja caJpKH ocaM MOTJiaBiba, U TO: YBOJ
(ctp. 1-2), Ilpernen nureparype (ctp. 3-45), IumeBu uctpaxuBama (ctp. 46), Marepujan u metoae (CTp.
47-66), Pesynratn u Jquckycuja (ctp. 67-137), Saksmyunu (ctp. 138-144), Jluteparypa (ctp. 145-165) u
IMpuosu (166-194). Ha kpajy Tekcra aucepranuje Hanasu ce buorpaduja kanaumara u ooaBe3He nu3jase.
[lornasea Ilpermen murepatrype, Marepujan u meronme, Pesynratm u Jluckycwja caapke BHIE
MOTHOTIIABJbA.

2. NINPUKA3 U AHAJIN3A JUCEPTALIUJE

VYBon. Y yBoay je ucrakHyTo ga Pseudomonas aeruginosa cmaga y rpymy OMOPTYHHCTYKHX XyMaHHX
MaToreHnX OakTepuja Koja 300r BeNHWKEe BHUPYIEHIMje M BHCOKE PE3UCTEHIMje Ha aHTHOWOTHKE
MpeCcTaB/ba BEJMKY MPETHY 10 jaBHO 3]paBJbeé CTAHOBHUINTBA. JeJHA 0J] KOMIETUTHBHUX MPEAHOCTH Y
nmpexuBibaBamy Pseudomonas aeruginosa je cmocobHocT (opmupama OwodmamoBa. IIprcycTBO
Ono(MIMOBH y KMBOTHO]j CPEIMHHM, Pa3IMUUTUM CHCTEMUMA 32 TPAHCIIOPT BOJE K0 U Yy MpeXpaMOeHO]
WHAYCTPUjU MOXE IPEeTCTaBJbaTH 3HaudajaH (akTop pu3mka y 0e30eHO] TPOU3BOIJBH XpaHe.
Enmnmunanuja O6akrepujckux OMOQHIMOBA je M3Yy3eTHO TeXak Iocao, 300r yera MocToju morpeba 3a
pa3BHjambeM alNTepPHATHBHHX HAuMHA 32 CIIPEYaBambe M KOHTPOIY (opMupama OnoduimMoBa, Kao IITO je
ynorpeba cienupuuHux OakTeprodara.

peraen nureparype. Y [lpeanedy mumepanmype, KOju UMa 4YETUPH MOTIIOTJIaBJba ACTa/bHO Cy oOpaljenu
JOCTYITHH JIMTEPAaTypHH IOJAalM M3 00JacTH Koja je MpeIMeT INpoydaBama AucepTanuje. Y IMpBOM
notnornasiey  Pseudomonas  aeruginosa-pacnpocmparsenocm, — mopgonowike,  6uoxemujcke  u
MOReKyapHe Kapakmepucmuke, WCTAKHYTO je Ja je OBO OakTepHja IMUPOKO PpaCIpOCTpambeHa Y
Pa3IMYUTUM CpeAMHaMa, aclioporeHa, oOJIMraTHU aepod ca criocoOHomhy U aHaepoOHE pecnHpanje, a
jenHa oJf OCHOBHHX TaKCOHOMCKHX KapaKTEpPHCTHKA je MPOAYyKIMja MMIMeHaTa PacTBOPJHHBUX Y BOJIH,
Kao IITO Cy IHUjOIMjaHrH, THOBEPNH U MUopyouH. Takole, oBa GakTepuja moceayje jean MUPKyIapHH
XPOMO30M Kao W BUINE [UIa3MHIA, TeHOM BeauduHe 5,2 10 7.1 MOn y KoMe je 3aCTyNbeHOCT I'yaHuHa U



IIUTO3MHA OKO 65%. Y ApyroM noTroriassby, buoguimosu Pseudomonas aeruginosa, ucTakHyTo je J1a cy
O6noniIMoBH TOOpPO OpPraHM30BaHE 3ajeHUIIE MUKPOOPTaHW3a Kao W JIa MOCTOje pa3liuiiuTe TeOpHje O
dbopmupamy OnoduiMoBa. YKazaHO je, Ja IpeMa JocalallllbuM HUCTpakuBamkbKMa, BehinHa wu3omara
Pseudomonas aeruginosa uma criocoOHoCT npoaykiuje ouopunmona (97%).Y okBupy OBOT MOTIOTIIABIbA
moce0HO je pa3MaTpaHa MOKPETJEUBOCT OBUX OaKTepHja M MCTAKHYTO Ja MIOPe IBa TUIIa KpeTama noMohy
henmjckux CTPYKTypa, MOCTOjU U T3B.“pojembe’. Y 0BOM Aely MoceOHO je pa3MarpaH 3Haudaj onoduiamonsa.
VY tpehem notnornasiby Moeyhinocm npumene bakmepuogaea Kao aHmMuUMUKpOOHUX azeHaca, YKa3aHo je
Ha ocoOmHe ¢ara KojuMa ycrleBajy na nenyjy Ha OmodmiamoBe. Takohe, MCTakHYTO je na mpoOiieMu
BE3aHM 3a PE3UCTCHIM]y cojeBa P. aeruginosa Ha pasnuunTe aHTHOMOTHKE, yTH4Ye Ha moBeharmbe
HWHTEpecoBama 3a NpuMeHoM (ara. UeTBpTo moTnornasibe, bakmepuogaeu, onucyje oBe, CBEIPUCYTHE,
OpraHm3Me WCTHYyhM WHUXOB 3Ha4ya] y Owocdepn amm, HUCTOBpEMEHO yKa3yjyhm 1a mHHXoBa
KkinacuuKaija 1 Jajbe 0CTaje M3a30B, Ka0 M Ja ce Majo 3Ha O HUXOBO] (WIOTEHHJU W OHOJIOIIKO]
Pa3HOBPCHOCTH. Y OKBHpPY OBOI' TOTIOIIaBJ/ba MOCEOHO Cy pa3matpanu Oaktepuodarm Pseudomonas
aeruginosa, mpu 4emy je UCTaKHyTo 1a BehinHa omucanux 6akrepuodara P. aeruginosa cy Caudovirales,
uMajy miaBy W pem, campxe asoctpyky JHK (dsDNA) u mpunamajy damunujama Siphoviridae,
Myoviridae i Podoviridae.

HumbeBn ucrpaxkuBama. [lomazehn on ummenunie na je enuMHUHANWja OaKTEpPHjCKUX OWOPUIMOBA
M3Y3€THO TeXKaK IMpoIec, 300T /UXOBE OTIIOPHOCTH HA CPENCTBA 32 Ne3WH(PEKINjy U aHTHOUOTHKE, ITIJb
JMCepTallfje je UCIIMTHUBAE YTUIlaja Ha (JOPMUPALE M YKIakhakhe CTBOPECHUX OMO(pHIMOBA, JIEIOBAKHEM
cnennuunux Oakreprodara P. aeruginosa. OcHOBHM HaydyHH LHJb OBE JOKTOPCKE THCEPTaIHje je
carnenaBame MOryhHOCTH puMeHe Oaktepuodara y KoHTpoiu ¢popMupama 0MohriIMoBa, Kao U yTHIAja
Ha Beh ¢opmupane OuoduiMoBe cojeBa P. aeruginosa, mpu neuHHCAHUM EKOJOIIKUM YCIOBUMA Yy
mornery temneparype, PH u xoumnentpamumje NaCl. Hayunun nmse JOKTOpCKe aucepTandje je H
UCIIMTHBAkhC JMBEP3UTETa COjeBa BpcTe P. aeruginosa mopekjioM W3 JKUBOTHE CPEIAMHE U HHUXOBE
cnocobHOCTH na QopMmupajy OmodwiM, amu W YTHIQ] HEKHX eKOJNOmKux (aktopa Ha GdopMupame
onodmamoBa. Bakan nusb aucepraiuje je (GopMHpam-e KOJEKIdje cojeBa Bpcre P. aeruginosa us
YKUBOTHE CpeJuHe Kao U opMupame koneknuje (hara. DopMupane Koiekiuja cTBopuhe 1o0py OCHOBY 3a
Oynyha Hay4yHa WCTpaKMBamba M MPETCTaBJbajy M BaKaH OMOTEXHOJOIIKM H3a30B Y MPAKTUYHO]
MPUMEHH.

Marepujaa u Mmetofe. Jlucepranuja o0yxBara TepeHCKa U JADOPATOPHjCKa UCTPAXKUBAbA & METOJIE KOje
cy KopuihieHe y TUCepTaliji Cy IpeACTaBJbeHE Y AeCeT MOTIOIIABIbA.

Y neny u3onanvja W WaeHTHU(UKAIMja, UCTAKHYTO je Ja je usoyanuja P. aeruginosa W3BpIIeHA W3
pa3IMYMTUX IKUBOTHUX CpEIMHA, MeToJoM oborahema. UYucre Kyntype cy JnoOUjeHE METOA0M
UCIPIUbKMBaKa a yrcrtoha KyaTypa je MpoBepaBaHa MHKpOCKOMHpameM. [IpumapHa uiaeHTHUKAIM]ja je
M3BpIICHA HA OCHOBY MOP(OJIOMIKUX KapaKTePUCTHKA KOJIOHHU]a, hienrja, OMOXEMH]CKUX KapaKTepUCTHKA
nodbujernx npumeHoMm API tecra (20NE, Beiomereux, Francuska) u ounraBama va APl WEB-u. Kynrype
cy ayBaHe y 20% raunepoiry Ha-80°C.

CriocobHoCcT (opMmupama OMOPHIMOBA HCIHUTAHA j€ MPUMEHOM CTATHYKOI MOEN pacta OHO(pHIMOBA,
KOJIOPUMETPHjCKH Ca KPUCTAJ BUOJIETOM y MHUKpPOTUTap Iioyama ca 96 otBopa. AGcopbaHua je ounTaHa
Ha yntady mukporutap ioya ELx808, BioTek (SAD), na tanacuHoj ayxxuan A=630nm. ExcniepumenTtu
cy ypaheHu Tpu myTa y TpH NOHaBJbama. TyMademe je BPIIEHO Y OJHOCY Ha OnoduiM-Henpoaykyjyhn
coj P. aeruginosa ATCC 27853. Knacudukaimja Ha OCHOBY (opMupaHux OnopuimMoBa TOKoM 24cata
M3BpIICHA je peMa npernopykama Perez i sar., (2011).

IMTokpeTpuBOCT OakTepuja ncnurana je Ha JIb memujymy ca 0,1, 0,3, 0,5 i 1% arapa u M8 menujymy ca
0,5% arapa. Konnenrpanuja pamaonumnuga je oxpehena meromom Fang i sar. (2005). Konmentparmja
MUOLMjaHrHA je MepeHa Ipu abcopbanuu o A=520nm.

CgojctBa ¢opmupanux OuoduimMoBa ucrutaHa cy Ha Paman cnektpomerpy (XploRA, mpoussohaua
Horiba,Janan) npu ycnosuma: ekcuutanuja CLS macepom 532 nm, gerekrop 1024 x 256 TE sciCCD,
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oGjextuB: 100x Iyke paiHe AmCTaHIE, crekTpanHn omcer 200-2500cm™. PamaH CIEKTpOMETPHjOM je
W3BPIIEHO CHUMAame y30pKa OMo(MIMOBa HACTAINX HAKOH WHKyOamuje on 24h Ha 37 1 22°C y JIb Gyjony
crannapaaor cacrasa (pH 7, NaCl 1%), kao u momudukosanom Oyjony: JIb pH 7, NaCl 2% i LB pH 6,
NaCl 1%. Pamancku criektpu y3zopaka npe mopehema cy odpahenu y ,,R* craructuuxom softveru (R
Development Core Team,2014) y3 kopuiheme hyperSpec makera (Beleites i Sergo, 2014).

I'enomcka uaentudukanmja u nudepeHuujanuja 30 m3onara u3BpiieHa je MomudpuxoBaHom MLST
memom 3a P.aeruginosa (http://pubmlst.org/paeruginosa/) momohy met housekeeping rema: acsA, guaA,
mutL, ppsA i trpE.

W3onammja JIHK Bpriena je ymorpe6om kuta 3a uzonaujy QlAamp DNA Mini (Qiagen, SAD), npema
npoTtokony npomssohaua. MzonoBana JIHK je ckmamumrena na -20°C. Keanturer m uucroha JITHK je
onpehen ynorpedbom Hanodoromerpa (Implen P300, CAl), a BpenHocTH cy m3paxeHe y ng/ul.
VYuyTtpammu GparmenTu ner onabpanux housekeeping rena Bemmumnne 800-950 bp cy ammmudukoBanu
PCR rtexnukom n xopumihenn cy Forward (F) u Reverse (R) mpajmepu (Curran i sar., 2004). IIpoBepa
ycnemHoctd PCR peaknuja m3BpieHa je ren enekrpodopesom Ha 1% arapoznom reny y 1XTBE nydepy.
3a nopeheme myxune kopuinhena je DNK mosuate nyxune (MassRulerTMDNA ladder, Mix, Fermentas
Life Sciences GmbH, Litvanija).

3a mypuduxanmja u cexBeHupame PCR mpomykata cy kopumiheHe yciayre KOMEpIHjaaHOT IIEHTpa
Macrogen Europe, Xonanauja (WwWw.macrogen.com).

Amnanmusza cexkBeHid, F u R cekBenie okyca pPpsA, guaA, acsA, mutlL i trpE cy BusyanuszoBane momohy
copreepa Finch TV, (Verzija 1.4.0., Geospiza Inc), HakoH uera je H3BpIIEHA JAcTa/bHA BU3yEIHA
WHCIEKIja CBUX MOjeJUHAYHNX CeKBeHIW. CBe TojeAuHayHe cekBeHie cy ymopehene ca mocrojehum
cekBeHIama y 6a3u nogataka NCBI (National Center for Biotechnology Information), kopuctehin BLAST
(Basic Local Aligment Search Tool). 3a cBaku J1oKyc cBakor oj u3ojiara, F u R cekBeniie cy objeaumene
y KOHCEHCYC cekBeHi, ymorpebom BLAST ammmkanuje “align two sequences”. Tlojemunauna
HeTpeKJanama Cy MaHyallHO HCIpaBJbeHA. 3a CBAKM OJ IET aHAIM3UPAHHUX JIOKYCa, HM3BPIICHO je
BUILECTYKO MopaBHame (alignment) cexBeHM cBUX wu305aTa, KOpUCTehM XHjepapXujCcKH METOJ 3a
BHUILIECTPYKO TOpaBHame, umiuieMentupad y ClustalW anary y nporpamckom makery MEGA, Bep3suja 8
(Tamura i sar., 2013).

VY neny Tunmsaruja nzomara momohy MLST (Multi locus sequence typing) mieme, objarmmeno je aa cy
pazmmunte DNK cekBeHile Ha cBakoM O] TET aHaNM3MpaHUX TeHa O3HadYeHe OpojeBnMa KOjH
NPE/ICTaBIbajy pa3IM4uTe ajiesie, He3aBUCHO O]l TOTa Ja JIM C€ PA3NIMKyjy Y IOjeIMHaYHOM HYKJICOTHIY
WM Ha MHOTHUM TIO3UIIMjaMa Y CeKBEHIIU. bpojeBu cy J0/e/beHr Ha OCHOBY mocTojelinx OpojeBa — anena 'y
P. aeruginosa MLST 6a3u mogaraka. Ajleid KOju ce HUCY TOKJIamaiu ca moctojehinm anennma y 6asu
nojlaTaka Cy O3Ha4YeHW Kao “HOBHM’. Ha oBaj HauyMH,CBakM HM30JIaT jeé OKApaKTEPUCAH CKYIOM OJ IeT
OpojeBa. Jlobujern anennu npodwm cy nopehenn ca onuma koju cy nocrynHu y MLST 6a3u momataka
(http://pubmist.org/general.shtml).

3a ¢unorenercke ananuse je kopuirhen mporpemcku maker MEGA, Bepsuja 8 (Tamura i sar., 2013).
JloOujeHe HyKICOTOIHE CEKBEHIIE CY JICTIOHOBaHe y IIeHTpasiHy 6a3y mojaraka GenBank.

Wzonanuja Oaktepuodara je ypalleHa MeToaOM ABOCTPYKOT arapa Ko0joj je MpPeTXOauiia MeToaa
HakymJbama (para. Hakon xomorenuszanujaae yzopaka nentpudyrupameM Ha 8000 X ¢, 15muH, y3opuu cy
nnkyoupanu y JIb Oyjony ca 0,1 mn Gakrepujcke hemuje y Toky 24h, na 35°C y opOutapHOM IIEjKEpy.
Jesuntperanyja gomalivHa U cemapaliiyja je u3BpIlIeHa J10jaBameM XjaopodopMa u mneHTpudyrupamem
11000 x g, 10 mwuH., HaKOH yera cy ocjoOoheHu ¢aru n30I0BaHM MeToAoM Iutaka. OBaj MeTon
MoJIpa3yMeBa NPUMEHY JIBa CJI0ja XpaHJbUBUX arapa:. oM ciioj, ca 1,5-2% arapa Ha KojH je HaHET TOPHH
cioj (,,soft™ ili ,,top* agar) ca 0,7% arapa. Muky0armja je BpireHa Ha 37°C y Toky 24 cara, HAKOH Uera je
perucTpoBaHa IojaBa “ruiakoBa’ KojuMa je ToTBpheHo NmpUcycTBO Oakrepuodara. YMHOXaBame ¢ara je
ypaheno 3acejaBamem (ara y 30-50 moHaBibama, KOHIEHTpUCakE (ara npeunnuranujom y PEG8000 u
NaCl a npeunihaBame H30MUKHUYKUM yiTpareHTpudyrupamem y rpaaujerty rycruae CsCl (Sambrook



i Russell, 2001). OnpehuBame koumeHrparuje (ara (turap ara) je ypahero ,,spot test meromom
JBOCTPYKOT arapa.

Kapakrepuzaumja wu3onoBaHux OakTteprodara OasupaHa je Ha wMopdoioruju 1miakoBa (00NHKY,
NpO3payHOCTH M BEJIMYMHH) M Mopdoioruju ¢ara O0a3upaHUX HAa TPAHCMHCOHO] €JICKTPOHCKO]
mukpockonuju (Philips CM12).Mosnekynapaa aerepmuHandja omabpanux Oakrepuodara ypabhena je
HakoH ekcrpakimje JJHK npema npotokory Sambrook i Russell, 2001. ExcrpaxoBane DNK cy u3znoxene
pecTpUKIIMOHUM eHoHykieazama, ECOR I, EcoR V, BamH I, Dra I, Hind 111 i Xba I. Takolje je ypahena
aHajM3a MPOTENHCKHUX Ipodmiia Karncuaa onadpanux (ara.JIutnaka crmocoOHOCT dara rnmpemMa pa3TmInTaM
u3onaruMa P.aeruginosa je tectupana ,,spot testom®. Pesynraté cy m3pakeHH cuMOosMma: ++ GucTpa
30Ha Ju3e, + MyTHa 30Ha nu3e, 0 Huje monuto 1o ym3e. CBU EKCIEPUMEHTH Cy TOHOBJbEHH TPH ITyTa.
Kpusa pacra 6akreprodara je ypalhieHa metogom “one step growth” ca Gaktepujama y eKCIIOHCHIIH]jaTHO]
dpasu pacra (=10° cfu/ml).

HcnutuBame nenoBama OakTepuodara Ha ¢opmupame OnopuiaMoBa ypaheHO je KOIOPUMETPUjCKOM
METOJIOM Yy MHUKPOTHUTAp IUIOYaMa, IpeMa AeIMMHYHO MoaudukoBaHoj mponenypu KuexeBuh wu
[TerpoBuh (2008). Tectupan je yruuaj ¢ara Ha ¢opmupame OuopuimoBa W Ha Beh (opmupane
onoduimoBe y pasnuunutuM yerosuMa cpeante: pH 7/NaCl 1%; pH 6/NaCl 1% u pH 7/NaCl 2%, npu
temnepatype o 37 u 22°C y Toky 24 cata. Kao menujym kopumres je JIb Oyjon.

Y Oynapuhe MukpotuTap mioue je mcroBpeMeHo arumuipano 100ul cycmensmje omabpaHor m3onaTa
Gaxrepuje (<10° cfu/ml) y excrionenumjansoj dasu pacra u 100ul cycrensuje (y CM mydepy) omabpasor
tara (=10° pfu/ml), mok cy 3a ucrnmruBame dara Ha Beh hopmupane GHOGHIMOBE GAKTEPHjCKH H30/IATH
uHKyOupanu 24h y Mukpoturap ruiouama, HakOH d¥era je caapikaj u3 OyHapuha m3badeH, GpopMupan
6ruodunM ucmpan ca 250 pl PBS mydepa, a y Gynapuhie je nomata cycrensuja dara (200 pl, ~10° pfu/ml)
u mwioue Bpahene Ha uHKyOarujy. [lapaneno je npahen pact u Gopmupame 6uopuimosa y Oynapuhuma,
Kao KoHTpoda. HakoH 3aBpiieTka WHKyOaImje, U3BPIICHO j€ NCIUpamke, Cylenke, PuKcupame, 00jeme U
Mepeme (popmupane Omomace. ExcriepuMeHT je TOHOBJbEH TpH MyTa y TPH HOHaBJbama. Pesynratu
JenieoBama OakTeprodara cy U3pakeHH MPOIEHTYaIHO.

OcHOBHA cTaTHCTHYKAa o0paga mnojaTaka W yTBphHUBame KOpEIaTUBHUX OAHOca je ypaheHo y
codreepckom nakety Mocrosoft Office Excell 2013. 3a yrBphuBame craTcTHUKE pa3iuKe je KopHIiheH
unermapamerapcku tect Kruskal-Wallis.

Pesyaratm m [uckycuja Pesynratu uctpaxuBama oOpaljleHH Cy y OKBUpPY celaM IOTIOIIaBJba M
MpPHUKa3aHu Cy y3 TeKCTyallHa TyMauema, perieHe tadesne, rpadukoHe KOju WIYCTPY]y UCTPaKUBamba a
N00WjeHn pe3yiaTaTd Cy AWCKYTOBAaHM y3 KOHIIM3HA TyMauerma. IIpBo mormnornasibe Mzonayuja u
oemepmunayuja Pseudomonas aeruginosa je peTcTaB/beHO KPO3 J1Ba jiesa. Y MPBOM JIeTy HCTAKHYTO je
nopekyio nooujeHux 30 u3onaTa: TpU U3 y30paka Boje 3a nuhe, 16 U3 MOBPIIMHCKUX BOJA, 1O jelaH U3
CHpOBe | npevriiheHe OTnaaHe BOJE, jelaH U3 3eMJBHINTA ¥ YSTHPU U3 CEMMEHTa aKyMyJiallije Boja 3a
nuhe. Hakon mpumaphe uiaeHTH(UKAIMje ¥ OunTaBama BpeaHoctu Ha APl Web-y, koncraroBaHo je na
M30J1aTH NpuUIaaajy Bpeti Pseudomonas aeruginosa, ca tauxorrhy ox 96,5 10 99,9%.

Jpyro mornornasibe Tunuzayuja u cmpykmypa nonyiayuje uzonosanux uzonoseanux Pseudomonas
aeruginosa obpaheno je xpo3 Bumie gemoBa. Ilomasehu ox Tora, ma mo cama y Cpbuju, Huje ypahena
aHanu3a ¥ TUnusanuja P. aeruginosa u3 )HUBOTHE CpeAHMHE M KIMHHUYKUX H30saTa, renu 30 u3omnata P.
aeruginosa nopehenu cy ca pesynraruma J0CTyITHUM y 0a3u nonaraka. Mzonasana je JJHK 30 uzonara P.
aeruginosa, HaKoH 4Yera je W3BplIeHa amIutdukanuja netr ogabpanux rena (acsA, guaA, ppsA, mutl i
trpE). PCR npoayktu cy mociaru Ha nasby obpany IHK, npeuninhaBame u ceKBeHIUpame. YKYIHO je
nodujeno 144 cexsenmm: 30 acsA, 28 guaA, 28 mutL, 29 ppsA i 29 trpE, koje cy nojenHaYHO nperieaaHe
y nporpamckom nakery FinchTV.

3a cBak# JIOKyC cBaKkor oj] u3oinara, F u R cexBeHiie cy o0jequmbeHe y KOHCEHCYC CeKBEHIH, PopMupany
mopaBHameM oBe JBe cekBenile momohy BLAST ammmkanmje na NCBI web ctpanwim, a 3a cBaku of et
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JIOKyCa Cy CEKBEHIIe IPyIMHCaHe W BUIIECTPYKO MOpaBHaHe y mporpamckoM nakery MEGA, ymorpebom
ClustalW anarta. IToka3aHo je aa je BehrHa aHATM3UPAHUX CEKBEHIIM MCTa Ca JICMIOHOBAHUM CEKBEHIIaMa,
300T yera uMm je nonesbeH nocrojehn anennu Opoj. On 30 ananmusupanux jgokyca acsA, 4 cekBeHIle Cy 10
cana Henoctojehe y MLST 6asu, a HaljeHo je u 4 HOBe cekBeHIle Jokyca guaA, 1 HOBa cekBeHIa Ha
Jokycy mutL u 2 HoBe Ha nokycy trpE.

Melyy ananusupanum usonatumMa P. aeruginosa, Haleno je mer HoBux anenuux npodumra (HOB 1, 2, 3, 4|
5), mok Tpu m3oiara mMmajy UCcTH mpodui ca mocrojehum wm3onatuma y 6asu: KPL V 4 (CT 487),
MIP_V_14 (CT 555) u TC PV 3 (CT 198), a cekBeHue joIn jBa M30jara ce ykiamajy y Behu 6poj
anennux npoduna. [Momamu cy nokazanu na uzonar KPL V 4, u3 Bone kanana [lamuh-Jlynam uma uctu
astenHu npodua kao 0,03 % wnzonata u3 coytyma, ogHocHo 0,03 % n3onata u3 Xonanauje u Aycrpaiyje
Kao mro m3oimar P. aeruginosa uszonoBaH u3 Boje MupujeBckor motoka, MIP_V 14 uma ucToBeTaH
npopun kao 0,03 % wmzonata w3 cmyTymMa M OpOHXOCKONA M Aa je MCTH NpOQHUI KOHCTATOBaH Y
Xonauauju, CAJl u AycTpanuju. AHaIH30M y4YeCTaJIOCTH MojeAnHuX anena (y %) youspuBa je 3HauajHa
pasnuka y ppeKBEeHIMjU aliesia HCIIMTUBAHE Tomyanyje P. aeruginosa y oIHOCy Ha MmoJaTke JeOHOBaHE
y 6a3u mozjaraka, IMITO MOXE HArOBECTUTH BEIUKY Pas3NuKy y (peKBeHIHju anena uionata u3 Cpouje y
OJIHOCY Ha II00anHy momyianujy Oaktepuja. MehyTuMm, pe3yntaTv He NPEICTaBIbajy perpe3eHTaTHBAH
onHOC 300T Maor Opoja n3onara UCIUTaHuX Ha TepeHy CpOuje u penatuBHO Majior oonma MLST 6aze.

3a yrBphuBame (HIOTCHETCKHMX OJHOCA YIMOTpeOJ/beHe Cy TeHCKe cekBeHme, (PPSA, guaA, trpE,
acsA,mutL) u cexBeHIle 10OMjeHE TOBE3MBAKHEM I10jSIMHAYHHX JIOKYCa y JaHall TECTUPaHUX u3osata P.
aeruginosa. Y ¢unorenercky anamusy cy ykbydend u (NCBI) cexkBenne xmanukux uzonara (PAOL i
P14), P. aeruginosa coj 1206 u3 Boxe okeana, P. aeruginosa coj 1303 u3 npuobanHe 30HE OKeaHa, COj U3
Bojie je3epa y Jamany, P. aeruginosa 1540 u coj P. aeruginosa M18 us pusochepe nume y MeKCHKY.

Ha ocHOBy mojennHaYHAX T€HCKUX CEKBEHIN (OPMHUPAHO je MeT (UIOTeHETCKUX cTabana u Tpu crabia
Ha OCHOBY O0jeIMILCHUX IIOJIaTaka CBUX cekBeHIW. DmioreHercka crabia cy mokasajia a TeCTHPAaHH
M30J1aTH HUCY TPYNUCAaHN HA OCHOBY CTAHMIIITA IJI€ CY M30JIOBaHH , TeorpadCcKor moioxkaja Kao Hu npema
nokaszaHoj Bupynenimju. Crnaba auBepereHTHocT P. @aeruginosa je yowsrBa Ha CTaOily KpEeHpaHOM Ha
OCHOBY I10/1aTaKa I0OOMjeHUX U3 CBHX MET JIOKYyCa.

MLST ananu3om ce youaBa BenHKa (hMUIIOTEHETCKa CIMYHOCT Mel)y M3onartnma, Kao W Ja HE TOCTOjH
rpynucame y OHOCY Ha CTaHHIITE U Teorpadcko moapydje.

VY 1phem mnoTtnornasby geromuncke kapakmepucmuxe P. aeruginosa.npercraBjbeHa je CHOCOOHOCT
(dopmupama OHOMUIMOBA, MOKPETIEUBOCT, MPOAYKIIMja PaMHOJMIKAA U NMUoLMjaHuHa. [Ipukazanu cy
pe3ynraTu crocobHocTH Tpoaykiuje ouodrmmona 30 u3omaTa MU Pa3TUIUTAM YCIOBUMA TEMIIEpaType
(37°C u 22°C), pH (7 u 6) u canunurera (konuenrpamuja NaCl 1 % u 2 %). [Tokaszano ce Aa TeCTUpaHH
u3onatu y ToKy 24 cara ycnemnuje dopmupajy omodmim Ha 22°C (¥(opeary=0,20) mero na 37°C

(E(ooﬁso)=0,13)-

On 30 u3onata P. aeruginosa, Ha 37°C, 67 % je okapakrepucano kao ciabo ouoduim npoaykyjyhe a 13
% xao cpenme OnopuaM npoaykyjyhu nzonatu. A ako ce KaTeropusanyja “3ojiaTa U3BPIIH y OJHOCY
Ha crocoOHOCT (hopmupama Onopuiamosa Ha 22°C, 40 % je OuoduiM Henpoaykyjyhux, 27 % cinabo
ouodum npoaykyjyhnx, 30 % cpenme npoaykyjyhux a camo 3 % BHCOKO MPOAyKyjyhinx n3onara.
[Mpumenom Kruskal-Wallis Tecta mokazano ce ga He TOCTOjM CTaTUCTUYKM 3HA4YajHA pa3jivKa y
nponykuuju ounoduimoa (p>0,05) na 37°C u 22°C mehy msonmaruma P.aeruginosa koju motudy u3
Pa3IMIUTUX CPEINHA.

VY pany je ykazaHO Ja je KOJA H30jaTa KOjH Cy O3HAYeHHW Ca CPEAHM IOTCHIHUjaIoM y (GopMUpamy
OououiIMoBa MpoayKaBameM HHKyOaluje 10 48 catn Ounomaca Ouiia BHCOKA, OJHOCHO JyIUIMpaHa y
OJIHOCY Ha BPEJIHOCTH HAKOH 6 caTh Mepema.



Panuja ncrpakuBama ykasyjy Ja je nmpuMapHa ocoOMHa, 3HauyajHa 3a Gopmupame Onoduimosa kox P.
aeruginosa, crocoOHOCT TPaHCIIOKAIK]E U JIa j€ TIOKPETJbUBOCT (hirareiama u muiuma tumna 1V HeonxoaHa
3a WHUOWjandjy ¢dopMmupama OunoduiMoBa, amud HeMajy yIOTY Yy pacTy HHHUIMjaTHO (opMHUpaHe
mukpokosonuje. Ilpoceune, cpeimbe BpeqHOCTH M3MEPEHUX KOJIOHM]a HACTANIUX (IarelapHiuM KpeTameM
(,,uBajyhux‘) xononuja cy x(@) =83 mm na 22°C i x(@) =90 mm ua 37°C, na meaujymy ca 0,1%

arapa, JIOK je Cpe/ma BeIMYMHA KoJIoHMja Ha Meaujymy ca 0,3% arapa R@} =19 mm mHa 22°C i
x(®) =38 mm na 37°C.

VY pany je ykasaHo Aa Cy c€ WCHHTHMBaHHM H30JaTH Kperanu rubajyhum mokperuma ¢opmupajyhn
KapakTepHCTHYHE KOJOHHje ,,pojea” M TEeHIpPWIa Ha MOAJOramMa ca HIDKMM IIPOIIEHTOM arapa,
HEKapaKTEPUCTUYHUM 3a HCIIOJbaBamkbeé OBUX OCOOMHA. VcHMTHBaHHM M30J7aTH Cy (OPMHpATH KOJIOHH]jE
HajMamer npeyHnka kopucrehu kperame nomohy muna tuma IV (,,rp3ajyhe kpearme”), a Hajsehu npu
“mumBajyheM” KpeTamy 1 ,,pojeleM Ha HUCKOHYTPUTUBHOM MeHjyMy. TecTHpaHu H30J1aTH Cy MOKa3alH
00Jby TIOKPETJFMBOCT TIPH BUIIO] TeMmepaTypu uHKyOaruje (37°C) y ogrocy Ha 22°C. KoHmeHTpammja
paMHOIMINA KOJ TECTUpaHUX M3o01ata P.aeroginosa, je msnocuna ox 23,8 mg/l (TC_PV_3) mo 68 mgl/l
(D_V_8), a mpoceuna BpemHocT 3a cBe wmsonate je 39,4 mg/l. Konuentparuje mHHOIMjaHUHA KO
TecTHpaHuX u3osata P. aeruginosa, je ox 0,92 pg/ml (S_V_1) no 6,28 (JS_V_13).

Pesynratn cHuMama OHMO(HIMOBA PaMaHCIEKTPOCKONHMjOM OJIBOJEHH Cy Y IOCEOHOM IIOTHOIVIABIbY
Hcnumusarwe ceojcmasa duoguimosa Paman cnekmpockonujom, monazehm ox tora ma cy oBo mpBa
WCTpaXUBamba OBE BPCTE KOJA HAc. Y paay Cy MPEACTaBHEHH pe3yiTaTd CHHUMama Omoduinmona 11
m3omara (SU 1 1, S V 12, SU AM 2,KSE V 11, CA SE 5,CA SE 8, CA SE 1,JS V 13, B V 7,
B_PV_1iB_V_6) u jexnor pedepentor coja (ATCC 27853) P. aeruginosa.

Criextpu cBux uzonarta ocuM (B_PV_1) umajy yetnpn xapakTepucTuyHa muka:jenaH Ha oko 1571-1580
cm xoju o3HauaBa HyKIeHHCKe KucenuHe A, I, IPOTEHHE aMHIE U YIJbCHE XHIPATE, @ KOjU MOTHUY H3
XpOMaTHHA, 3aTUM KK 0ko 1294-1306 Cm'l, Koju o3Ha4yaBa C-H Be3y ¥ OJIHOCH CE Ha JUMHJIC U YIThCHE
XHjpate, BepoBaTHO n3 henmmjcke MemOpane, muk Ha oko 1110-1122 cm™ cremmduyan 3a TIMKO3HIHY
Be3y M NHMK Ha Ooko 735-743 cm™, koju Taxohje 03HAUABA ANECHMH M YIJbEHE XHIPATE MOPEKIOM W3
Hykneycuor gema (Jung u cap., 2014,). Iuk y 3omm oxo 1124 cm™, mpermocraBma ce, o3HauaBa
BUOpanujy ycien rianko3uane Beze C-O-C, ociumanyje npcTena Ko mojimcaxapuia Wi BUudparuje ycies
C- C ucrezama.

VY notnornasiby M3onayuja baxmepuogaza NCTAKHYTO je 1a je n3onanuja ¢ara u3BpLICHA U3 PA3THIUTUHX
KUBOTHHUX CPEIHMHA U JIOKALlWja U y Jajba HCTpaxuBama je ykibyheHo 9 Oakrepuodara. 3a uzonauujy
Gakteprnodara kao Gakrepuje momahmHHM KOpHIITEeHH Cy H3oiatH Oakrepuja P .aeruginosa CA SE 8,
PV 2, CA SE 9, TOP_V 16 u TC PV 3. HakoH TpH y3acTOIHE PeH30Jallije MojeAHHAYHNX ILIaKa,
noOujeHe uyucTe Kynrype 6akrepuodara cy ymMHOXKeEHe, U cycrieH3uja ¢ara y odorahenom Tpunton OyjoHy
koja caapxu 10%-10" pfu/ml je uypama ma 4°C m KOpMINTEHA 3a Ja/ba MCTPAKMBARHA. VICIHTHBAHH
OakTeprodaru ce OJUIMKYjy YjeaHadeHOM MOPQOJIOTHjoM IIakoBa (CUTHH, aujamerpa on 1-3 mm),
Mpo3payHy, ocuM ¢ara O3HAUYCHOI Kao (8 KOjU MMa MyTHE IUlake. TpaHCMHCHHA eJIEeKTPOHCKa
MHUKpPOCKOIIHja je nmpuxBalieHa Kao OCHOB 3a JoOMjame 0a3MuHUX MojaaTtaka y kinacudukanuju ¢ara. Cau
TecTupaHu (ard UMajy UKo3aelapHy IJIaBy M Iyradak HEKOHTPAKTWJIAH per mto ux cepcrasa y Morfotip
Bl y okeupy damumuje Siphoviridae (pex Caudovirales). Y nemy monexyrapua Oemepmunayuja
uzonoeanux baxmepuogaza youeHa je pasziuka y pecTpUKIMOHOj Manu mehy Tectupanum daruma ¢4, ¢S5
u @11 mTo yKa3yje Ha TEHETHYKH JUBEP3UTET U30J0BaHuX Qara. [IpoTenHcku npodwmim Tectupanux dara
cy OwIM yjemHaueHu, TO TOBOPH Ja cy TecTupanu ¢aru mMely coboM MOpQOIIOIIKH BeoMa CIIUMYHH, allid
Cce pa3lIuKyjy Ha TEHETHYKOM HHBOY.

VY pany je ykazaHo Ja M30JI0BaHU ¢aru umajy crnocoOHocT ynze ox 40 mo 60% tectupanux m3ojara P.
aeruginosa. Hajmmpu nutrdku noteHuujan uMajy daru ¢l i @5, koju cy nmsupanu 18 ox 31 tectupana
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H3011aTa, 0K Cy ¢aru ¢4 i ¢9 umamu cruocobrnoct mu3e 13/31nomahuna. Illect TecTupanux u3onata P.
aeruginosa (oko 20%) Huje MoKa3ao OCET/LUBOCT HHU MPEMa jeIHOM TecTupaHoM dary. YV pany, npahemem
nojequHUX (paza JKMBOTHOT IMKIyca, Y Tpajamby o 60 MUHYTa je, 3aMakeHO Ja TeCTUpaHU (ard uMajy
KpaTak JIaTeHTHHU Mepuol u Aa O0poj ocnobohennx yectuna HakoH 10 MuHyTa MHKyOauuje Bapupa on 44
pfu/ml (p11) mo 4560 pfu/ml (@4). JlutepaTtypHu noganm ykasyjy Aa Ty>KHHA JJATESHTHOT TIEpUOJa Bapupa
on 13 munyta kox komudar T1, ma u 1o 17 yacosa ¢ara 6akrepuje Halobacterium salinarum (Calendar u
Inman, 2005). McraknyTo je na mapaMeTpW KpHUBE pacTa HEMajy MNpecyaaH 3Hauaj y JIHTHYKOM
MOTEHIWjary ¢ara u Jia je Mpolec JIN3€e CI0KEH U 3aBUCH 01 OpojHUX (akTopa.

Y ndecerom mnornornaBiby Hcnumusarwe Oenosarea 6axmepuogpaca Ha opmuparbe OuoPUIMOBA,
WCTaKHYTO je Aa TecTupanu daru ¢4, 05, 8 u @11 umajy paznuuuT ytunaj Ha GopMupame OHo(pHUIMOBa.
Csu Tectupanu (aru cy J0BeIH 70 yMambema Onomace onoduiiMoBa TecTupaHux n3oiara P.aeruginosa, a
Takohe cy OmiM CocOOHU Ja MPEBEHTUBHO yTUYY Ha mporec Gopmupama ouoduimosa. ¢l1 (u3onoBan
u3 BoJie 3a nuhe, ca JUTHYKUM JielioBatbeM Ha 42% TecrpaHuX HM30J1aTa) j& TECTUPAH U IO Pa3InuUuTUM
yCIIOBUMA CpEIFHE, a Pe3YNITAaTH MOKa3yjy Jla je YTUIA0 Ha yMamemne Ornomace popmupaHux OnohuiMoBa
CBUX TECTHPAHHX M30JlaTa M MOJ[ CBUM TECTHPAHUM YCIOBHMA cpeluHe y norneny PH u kKoHIeHTparuje
NaCl. ITpu pH 7, NaCl 1%, nenoBamem (ara d6uomaca duoduiaMoBa je cmamena 3a 5 mo 25%, a npu
CHIDKEHO] PH BpemHOCTH yMameme je m3Hocmio of 3 A0 27%, oK je MpH MOBUIIEHO] KOHICHTPAIlHjH
NaCl usnocuino ox 15 o 46%. Hajmamu yTuilaj Ha cMambehe OHO(UIMOBA KOHCTATOBAH j€ KOJ M30J1aTa
P.aeruginosa P_V_2 (3% mpu pH 6/NaCl 1%), a najsehu kox uzomata SU_AM_4. Yumaj 6akreprodara
Ha J1BaJleceTueTBOPO yacoBHe Ouoduimmose mpu 37°C je 6uo cmabd a 'y yeaosuma pH 7/NaCl 1% dar je
yTHLA0 Ha cMameme OnodunmoBa 3a 15% camo kon pedepentHor coja Pseudomonas aeruginosa.
CMmameme onodunmora y yciaoma pH 6/NaCl 1% je zabenexeno xon mzomata BV_7 (20%) u ATCC
27853 16%. I1pu noBehanoMm canuHUTETY, CBU GOpMUpaHu OMOMUIMOBH Cy MOKa3alll OCETIHUBOCT MpeMa
(dary 1 KOHCTaTOBAaHO je CMamkemhe OnomMace y mpoceky oJi 28%.

3aksby4ak. 3aKk/by4lH Cy MPABUIHO U3BE/ICHU U Y MOTIYHOCTH MIPOU3IIIA3e U3 T0OHjEHUX pe3yaTaTa
bakrepnodaru ¢ 5 1 ¢ 8 cy noBenu 10 ymamema ouodpumimona 3a npoceuno 20 %, nok je dar ¢4
J0BEO 10 yMmamema 3a npocedyHo 14 % na 37°C. OBu ¢aru cy mokaszanu aenoBame Ha 50 %
tectupanux P. aeruginosa. Hajoosbu edekar je mocturHyt nenoBameM @8 Ha B 'V 7 on 56 %.
Edexar ymamema Onodunma Ha 22°C je 6mo OGosbu. Parm ¢S5 u @8 cy crnpeunnu (opmupame
onoguima 3a oko 40 %, 1ok je ¢4 10Beo 110 yMamema 3a 0ko 24 %.

Ha cBuM TecTHpaHuM HM30J1aTHMa, U MOJ CBUM ycioBuMa y noryieny PH u xonnentpanuje NaCl dar @11
je yTHIiao Ha cMameme Gopmupama OHOGHIMOBA y 0HOCY Ha KOHTpoJHe 6uopunmose. [Tpu pH 7, NaCl
1%, nenoBameM (hara Omomaca OuoduiaMoBa je cMmameHa 10 25%, a mpu cHmkeHoj PH BpemHocTH
yMamemhe je u3Hocuio 10 27%, nok je mpu nosuiieHoj koHueHtpaiuju NaCl usnocuno no 46%. Ilpu
nosehanom camuauTeTy, CBH (hopMHpaHU OHOPHIMOBH Cy MOKa3ald OCETJBMBOCT mpema ¢ary wu
KOHCTaTOBaHO je cMameme Onomace y npoceky on 28%. JlenoBamem Oaktepuodara Ha Beh Gopmupane
onodrmamoBe Ha Temmeparypu on 37°C mpu pH 7 m 1% NaCl momuto je g0 cmamema GHoMmace
ouoduimoBa camo koj pedepeHTHor coja P .aeruginosa 3a 15%.

U3 y3opaka W3 XKUBOTHE cpelnuHe (CEAMMEHT, aKTUBHH MyJb, TOBPIIMHCKE BOJE, BOJe 3a muhie u
3eMJBUIITE) Ca Pa3IMIUTUX JIOKAIHUTETA N30JI0BAHO j€ BUIIE M30J1aTa a HAKOH NPUMapHe WieHTH]UKaImje
ytBpheHo je aa 30 u3onara ca npermsHonthy ox 95,8 1o 99,9 npunana Bpctu Pseudomonas aeruginosa .
ITomohy MLST mieme u ¢uioreHercke anamuse mokasano je ga tpu msonara (KPL_V_4 (CT 487),
MIP_V_14 (CT 555) u TC_PV_3 (CT 198) umajy ucru npodpun ca nocrojehum nsonatuma y 6asu. Y
n3onatumMa ca teputopuje Cpouje npoHaleHe cy cacBUM HOBE KOMOMHALMj€ AJETHUX BapHjaHTH KaKBe 110
cana Hucy onucane MLST memom. YTBpheHo je met HoBux ST mpoduna (HOB 1, 2, 3, 4, u 5), ox xojux
je HOB 1 Haj3acTyIubeHHju y Y30PKOBaHUM Mommyanujama Pseudomonas aeruginosa.

Canprxaj G+C mapoBa je Bucok u kpehe ce o 63,6% (ppsA) mo 67,2% (acsA).
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Y pany je kperpaHO TIEeT (PIIOTCHETCKUX cTabajla Ha OCHOBY IT0jeAMHAYHUX T€HCKHX CEKBEHIIM U TpPHU
crabna xopuctehn objemumeHe TOAATKE CBUX CeKBeHIM. J(oOWjeHW pe3ynTaTh Cyrepully BHCOKY
CIIMYHOCT HYKJICOTUIHUX cekBeHIM u3onata MIP_V_14 u mexcuukor uzonata M 18 u3 pusocdepe nume,
K20 U ’mHX0Bo rpymucame ca TC_ PV 3, TOP_V 16, P_V_2, KPL_V_5 u usonatuma u3 oxeana y PA14
xomnekc. Mzonatn CA_SE 5, CA SE-8, CA SE-9, SU_ AM 4 u D_V_8 3ajenno ca mpHoGamHAM |
jesepckuM m3onatuMa w3 Janmana nmpunamajy PAOLl rpymu. Uzomatu SO_M_7, SO_AM_6, B _V_6,
VI_Z_3, KTP_V_9,S_ V_1,SU | 1 u B_V_7 unne 3ace0Hy Ipymy, AOK IIpeocTaie TpH IPyIe yKbYIyjy
cnenehe umanose: 1) KSE_V_11 u B_V_10, 2)S_V_12 u SO_E_2 3) B_PV_2 .YouaBa ce 01cycTBO
rpynucama n3ojara Ha OCHOBY MUKPO M Makpo reorpadckor moioxaja i He MOKe Ce jJaCHO IeTeKTOBaTH
yTUIa] CTAaHUINTA Ha Mel)ycOOHM OHOC TECTUPAaHUX MU30J1aTa, OCUM Y CIy4ajy H30JaTa U3 CeAUMEHTa KOjU
C€ 3ajeTHO TPYIHITY.

On 30 ucnuranux uzonata 73% npunaga rpynu cnabo-OnopuiaMmpoayKyjyhux mpu TemmepaTypHu Ol
37°C pmox nHa Temn. ox 22°C 27% cy cnabo omodunmnponykyjyhu. IIpu temmeparypu on 37°C Hucy
KOHCTaTOBaHU COjE€BH Ca BICOKOM IMPOAYKIHjoM OnodmiIMoBa a pu temnepatypu o 22°C jenan u3onat
je okapakrepucaH kao Ouodmim-sucokonpoaykyjyhu. Ilpema Kruskal-Wallis Ttecty He mocToju
CTaTHCTUYKH 3Ha4yajHa pas3iuka y mnpoaykuuju OuodmimoBa Ha 37°C m 22°C wmehy wusonmatuma P.
aeruginosa Koju MOTHYY M3 PA3IMUMTHX CPEJMHA LITO YKa3yje Ja CTAHHUINTE HeMa 3HauyajHy YIory y
nponyknuju 6moduiamoBa. He mocToju craTucTidky 3Ha4dajHa pa3iuka y ¢popMupamy OnoduimmoBa mpu
pH 6 u pH 7, kao u nmpu noBumieHoj kouuneuatparuju NaCl (2%), na 37°C u 22°C. Tlokazaino ce 1a Bpeme
o1 6 caTu HHje 100ap mapameTap 3a MPOICHY MOTeHIMjajla y popMupamy 0Mo(UIMOBa.

KoncTcroBano je na moctoju cinaba kopenanuja usMely kperama Ha JIb meaujymy ca 0,1, 0,3, u 0,5 %
arapa, a Behu crenen kopenaiyje nocroju usmehy kperama Ha JIb menujymy ca 0,3 % arapa u pojema Ha
MS. KoHIleHTpanyja paMHONMIMA Ko u3omata P. aeroginosa je ox 23,8 mg/l (TC_PV_3) no 68 mg/l
(D_V_8), a mpoceuna BpemHocT 3a cBe uzonare je 39,4 mg/l. He mocroju cratuctuuku 3navajua (p>0,05)
pasiiKa y KOHICHTpAIMjU PAaMHOJMITUIA Y 3aBUCHOCTH OJI CTAHHMINTA ca KOra MOTHYe TECTUPAHH M30JIaT.
KoHieHTpaluje nuonujaHiHa Ko TeCTUpanux u3onara P. aeruginosa, je ox 0,92 pg/ml (S V_1) no 6,28
(JS_V_13). Usmehy npoaykuuje muonujaHuHa u criocobHocTH (opmupama ouodunmona Ha 37°C je
yrBpheHa Hucka kopemanuja (r=0,25, p<0,05), nok je omHoc u3Mel)y NPOAYKIMje NHOIMjaHHUHA U
(hopmupama 6noduamosa Ha 22°C y HeratuBHoj Kopenamuju (r=-0,06,p<0,05).

Wsrnen cniexTpa 1 pacropen 1o0ujeHux PamMaHOBHX MUKOBa HaBOJIE HA MPETIIOCTABKY Jia ¢y OMO(DUIMOBH
WCTIMTUBAHHUX M30J1aTa KBAJIMTATHBHO CIMYHH M JIa HEMa pa3iivKa y KBAIUTETY OMO(HUIMOBA y OJHOCY Ha
yCIIOBe cpenuHe y Kojuma ce ¢opmupajy. Ha ocHoBy Paman curHama y OuodumiaMy KOju MOTHYY O
nporenna: 1002 cm™ (penmnanannn), 1243 cm™(amuz 1) u 1658 cm™(amun 1), amun I, pennnananun
¥ TpunTohaH Ha Koju yKasyje u muk Ha 1207 cm™ u 1169 cm™ (y3 Tposun i denntananuH, ykasyje u Ha
C-H) koju cy ciabor mHTe3uTeTa (3HATHO HIKM OJI MHMKOBa KOJU C€ OJHOCE HA I'PAJMBHE CIIEMEHTE
henuja) MOXKe ce 3aKJbYYHMTH J1a TOCTOjH KBAHTUTATHBHO MAJIH CaJPrKaj OBHX MOJIeKyJia y Onoduimy.

Ca mer msomara P aeruginosa (CA SE 8, CA SE 8, PV 2, CA SE 8, CA SE 8, CA SE 9,
CA_SE 9,TOP_V_16, TC PV _3) uzonoBano je neBer GakTepuodara Mcnurtusanu Gakrepuodaru cy
yjenHaueHe MopdoJioryje miakosa, IIaKOBU Cy CHTHH, aujameTpa usmely 1-3mm, a Ha OCHOBY CHMMKa
TEM wusBpiieHo je oxpehuBame TaKCOHOMCKE NPUMATHOCTH OJa0paHuXx (ara Koju Cy CBpPCTaHU Y
Mopdorun Bl y okBupy dpammnuje Siphoviridae (pex Caudovirales). M3omnoBanu ¢aru nmajy ciocooHOCT
JUTHYKOT JAejoBama Ha Behu Opoj TecTHpaHUX M301aTa a ycremHocT nHdeknuje ce kperana ox 40-60%.
Tectupanu daru cy MOpdoIIONIKY, Ka0 U Ha OCHOBY CacTaBa MPOTEWHA KalChia BeoMa CIMYHU, MehyTHM
TecTupanu ¢aru ce Mel)y coOOM reHeTHUYKH pas3irKyjy, LITO UX CBPCTABa y Pa3IMIHUTE COjeBe.

JlutepaTtypa. Y aumcepTanudjy je Ha IpaBwiaH HauvH HaBeneHo 216 pedepenun. M300p pedepenunm je
aKTyeJaH M 0JIroBapa MpeaMeTy MpoydaBama.



3. 3AK/BYYAK U IIPEJIOT

Hokropcka aucepranuja Mp bojane ByjoBuh mox nacnmoBowm: ,,bakrepuodaru kao areHcH y KOHTPOJH
dbopmupama ouodunmoBa Pseudomonas aeruginosa‘’ mpelcTaB/ba CaMOCTAIHU HAYYHH paj KOjU je y
MOTITYHO] CarflaCHOCTH ca IUTaHOM TipenBu)eHMM TpHjaBoM AwcepTanmje. Kanmumatkwma je y
EKCIIEPUMEHTAITHOM JIeJTy UCTPaKHBakba yCIIEIIHO MPUMEHNIIA CaBPEMEHE METOJIE, PE3YJITaTe je MPaBHIHO
TyMa4ujia ¥ KOMEHTapucaa y CKlaay ca PacHoiIoKUBUM JIUTEPATypHUM IOJAllMa U M3BeJa MPaBUIIHE U
Hay4YHO JJOKa3aHe 3akjbyuke. Jlucepranuja mpencraBiba OpUrnHagaH Hay4yHU pan ca GyHAAMEHTATHUM H
MPaKTHYHUM 3HadajeM. Hayynm mompuHOC AmcepTaidje orjena ce y (pUIoreHeTckoj W MOJEeKyJIapHO
SBOJIYLIMOHOj aHAJIM3U M THITU3aLHUju n3onara Pseudomonas aeruginosa mopexiioM u3 >KUBOTHE CPEIHHE a
pesynratu nooujern MLST ananmm3om y 0BOM pamy MpBH IIyT ONMHKCY]y TEHETCKY CTPYKTYPY TOITyJIaIdje
Pseudomonas aeruginosa u3 Cpo6uje. ITocebHo Tpeba mctahum 3Havaj oBe aucepraimje y oborahemy
MLST 06a3e nogaTaka Koja je Ha caMOM 3a4eTKy y IOTJIeAy M30JiaTa U3 J)KMBOTHE cpenauHe. Komnekiuja
(DCHOTHUIICKM U MOJICKYJapHO OKapaKTepUCAaHHX cojeBa P. aeruginosa, MOpeKIIOM U3 JKUBOTHE CpPEIUHE
(moBpHIMHCKE BOZE, CHPOBA, NMpeuyumheHa BOAa, aKTUBHU MYJb, OTHAIHU MYJb, CEIUMEHT, 3€MJBHUILTE)
MpencTaB/ba BENWKHA TOTeHIMjan 3a Oynmyha wucrpaxupama. Takohe, komekiuja Oakrepuodara P.
aeruginosa, HacTajna TOKOM OBHX MCTpaKHMBamba Jiaje J00py OCHOBY 3a Jajba MCTpaKuBama. Pesynratu
OBe IHUCepTalyje yKadyjy Jna npuMeHa Oakrepuodara y KOHTpoiau Qopmupama Onodummoa P.
aeruginosa, npeacraBiba BEMMKNA OHOTEXHOJIOIIKH N3a30B KOjU 3aXTeBa HACTABAK MCTPAKUBAIbA.

Nmajyhu y Buny cBe u3nero, Komucuja mo3uTHBHO OlekYje JOKTOPCKY IUCEPTALN]y KaHAUAATKAE

Mp bojane ByjoBuh moa HacioBom: ,bakrepuodaru xao areHcu y KOHTpoiH (opmupama OnohuiMosa
Pseudomonas aeruginosa® wu mupemnaxe Hayuno-nactaBaom Behy IlosborpuBpeanor ¢axynrera,
VYuuBep3urera y beorpany, na oBy MO3WTHBHY OLEHY YCBOJHU M TUME OMOTYhM KaHAWAATKUILH JIa TIpe
nctom Komucujom jaBHO OpaHH JOKTOPCKY AMCEPTALH]y.

VY Beorpany, 27.02.2016. UnanoBW KOMUCH]E:

Ip HAparocnasa Pagun, penosau npodecop
VYika Hay4Ha 00J1acT: TEXHOJIOIIKA MUKPOOHOJIOTHja
[ossonpuBpennu daxynrer, Yausep3ureT y beorpany

Hp Bepa Panuesuh, penosan npodecop
Vika Hay4Ha 00JacT: eKOJIOIIKa MUKpOOHOIOoTHja
[NossonpuBpennu gaxynret, YHuBEp3UTET Y beorpamy

Hp Cmuba Teonoposuh, Banpeanu npogecop
V3ka Hay4Ha 001acT: OMOJIOIIKO HHKEHEPCTBO
Kpumunanuctuuko nonunujcka akagemuja, beorpan

Jp Muomup Hukmuh, penoBau npodecop
V3ka HaydHa 00JIaCT: TEXHOJIOIIKA MUKPOOHOIIOTHja
[ossonpuBpenun daxynrer, YHuBep3uter y beorpany

Hp Ierap Kuexepuh, Banpeaau npodecop
VYika Hay4Ha 00JacT: MUKpOOHOJIOTHja
[Ipupoano-Marematnuku dakynrer,Yausep3urer y Hosom Cany



Mpuior: OgjaBsen pan ca SCI simcre ayropa Bojane Byjosuh:
Bojana Byjosuh, XKespka Pynuh, Urop Kibyjes, oopuua Pajkosuh, Mune boxxuh, Bepa

Paunuepuh: [ToTennmjan popmupama Guodpuamona Pseudomonas aeruginosa u3 ;kuBOTHE CPEIHHE,
3amtuTa Mateprjaia (MOTBpAA y MPHIIOTY).
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