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U N I V E R Z I T E T   U   B E O G R A D U
FAKULTET VETERINARSKE MEDICINE
KATEDRA ZA MIKROBIOLOGIJU

Bulevar Oslobodjenja 18, 11000 Beograd

Tel/fax: 011/2685-744                                                                                         



OPŠTI PODACI

1. Naziv programa edukacije/radionice: „Određivanje vrednosti MIK antibiotika (minimalna inhibitorna koncentracija) primenom mikrodilucione metode u bujonu– izvođenje metode i interpretacija rezultata“.
2. Naziv i sedište institucije, odnosno Katedre koja je nosilac programa: Katedra za Mikrobiologiju Fakulteta veterinarske medicine Univerziteta u Beogradu, Bulevar oslobođenja 18, 11000 Beograd, telefon 0112685744. 
Nastavno-naučno Veće Fakulteta veterinarske medicine Univerziteta u Beogradu je na svojoj 191.sednici održanoj 26.12.2018.godine usvojilo predlog edukacije i to je verifikovano odlukom NN Veća broj 01-1090/2 (dostavljeno u prilogu). Na 29.Sednici Saveta Fakulteta veterinarske medicine u Beogradu održanoj 27.12.2018.godine odobrena je predložena komercijalna cena koštanja edukacije/radionice u iznosu od 40.000 dinara bez PDV-a po polazniku. Stručni odbor Veterinarske Komore Srbije akreditovao je kurs sa 23 boda (odluka broj: 19/02 od  06.02.2019. godine).
3. Autori edukacije/radionice: Prof.dr Dušan Mišić (broj licence 3015)
4. Spisak nastavnika i saradnika koji učestvuju u održavanju edukacije/radionice: Prof.dr Dušan Mišić, Prof. dr Dejan Krnjaić, Prof. dr Jakov Nišavić, Prof. dr Marina Radojičić.
5. Način provere znanja: Provera stečenog znanja tokom edukacije izlaznim testom.

6. Način evaluacije edukacije/radionice: Učesnicima će biti podeljeni evalucioni listovi sa upitnikom u kome će svaki učesnik oceniti sve aspekte održane radionice. Evaluacioni listovi sa ocenama će biti dostavljeni na uvid Veterinarskoj Komori Srbije.
7. Maksimalan broj polaznika po terminu: 5
8. Datum, vreme i mesto održavanja radionice: Radionica traje dva dana. Radionica će biti održavana u nekoliko termina koji će naknadno biti zakazani. Radionica će se održavati u Laboratoriji za bakteriologiju Katedre za Mikrobiologiju Fakulteta veterinarske medicine Univerziteta u Beogradu. Koliko termina će biti zakazano, zavisi od broja prijavljenih kandidata. O tome svemu stručni odbor VKS može biti naknadno informisan. 
9. Potvrda o zavrešenoj edukaciji/radionici: Svi učesnici koji uspešno budu pohađali i završili edukaciju/radionicu dobiće sertifikat o učešću na radionici. Dokument će biti potpisan (i pečatiran) od strane šefa Katedre za mikrobiologiju i dekana Fakulteta veterinarske medicine u Beogradu.
10. Značaj i cilj edukacije/radionice: Problem rezistencije bakterija na antibiotike je jedan od najaktuelnijih problema savremene medicine. Krajem 20. veka došlo je do pojave i dramatičnog širenja takozvanih panrezistentnih sojeva bakterija, tj. sojeva koji su rezistentni na apsolutno sve postojeće antibiotike. Zvanična nauka i medicina priznale su da je svet zatečen problemom panrezistencije i da za sada nema efikasnog rešenja za ovaj fenomen. Zbog straha od pojave novih oblika rezistencije kao i od širenja već postojećih, gotovo sve razvijene države u svetu osmislile su i implementirale ozbiljne i skupe programe monitoringa rezistencije. Monitoring je praćenje pojave rezistencije na kritično važne antibiotike kod patogenih bakterija izolovanih od bolesnih/uginulih jedinki kao i indikatorskih bakterija izolovanih od zdravih jedinki. Posebno se sprovode monitorinzi rezistencije kod bakterija izolovanih od ljudi, a posebno kod životinja. U zavisnosti od budžeta sa kojima se raspolaže, neke države u programe monitoringa uključuju i bakterije izolovane od divljih životinja, riba i ptica kao i kućnih ljubimaca, dok druge pak prate ovu problematiku samo kod životinja čije se meso i drugi proizvodi koriste u ishrani ljudi. U cilju monitoringa rezistencije (bez obzira da li je humana ili veterinarska medicina) primenjuje se isključivo mikrodiluciona metoda u bujonu. Razlog za izbor ove metode je tačnost dobijenih rezultata. Osim tačnosti u rezultatima, razlog je i taj što se primenom ove metode omogućuje komparacija dobijenih rezultata od države do države i objedninjena interpretacija dobijenih rezultata na globalnom nivou. Stoga, svi programi monitoringa u svim državama na svetu bez izuzetka primenjuju samo mikrodilucionu metodu u bujonu. To je izrazito kompleksna i skupa metoda i  stoga se ne koristi za rutinska ispitivanja već isključivo za naučna istraživanja (u koje spada i monitoring). Republika Srbija još uvek nema odobren program monitoringa rezistencije i ovakva ispitivanja u našoj zemlji nisu obavezna. Međutim, od početka pregovora o pristupanju Srbije EU, na našu zemlju kao i na sve druge države regiona koje su kandidati za ulazak u EU, vrši se veliki međunarodni pritisak za hitnim uvođenjem zakonski obaveznog programa monitoringa rezistencije na antibiotike kod životinja kako bi se dobijeni podaci transparentno mogli prikazati međunarodnoj zajednici. U skladu sa tim, Ministarstvo poljoprivrede, šumarstva i vodoprivrede Republike Srbije – Uprava za veterinu (MINPOLJ), otpočelo je osmišljavanje i implementaciju nacinalnog programa monitoringa rezistencije koji svakako mora biti u potpunosti usklađen sa sličnim programima ostalih država EU. Jedna od najvažnijih stavki ovog programa je obavezna primena mikrodilucione metode u bujonu po standardima EUCAST-a (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) kao i standard ISO 20776-1:2006.  Kako se ova metoda zbog kompleksnosti i skupoće ne primenjuje u rutinskim mikrobiološkim ispitivanjima, iznenada se pojavila potreba za dodatnom edukacijom svih mikrobiologa pri specijalističkim veterinarskim institutima u Srbiji i u regionu koji su zainteresovani da dobiju posao monitoringa. U protivnom, mogle bi se dogoditi poteškoće u implementaciji monitoringa na teritoriji R.Srbije zbog činjenice da specijalistički veterinarski instituti nemaju iskustva u primeni ove metode -ni jedna veterinarska institucija u Srbiji do danas nije akreditovala mikrodilucionu metodu u bujonu jer do sada i nije postojala potreba za njenom primenom. Mikrodiluciona metoda u bujonu se na Katedri za mikrobiologiju Fakulteta veterinarske medicine u Beogradu u naučno-istraživačke svrhe koristi gotovo svakodnevno već više od 20 godina. Katedra za mikrobiologiju raspolaže sa apsolutno svim dijagnostikumima neophodnim da se sprovede kvalitetna edukacija na ovu temu, a ova edukacija bi omogućila svim kolegama i njihovim matičnim institucijama da kasnije primenjuju i akredituju ovu metodu. Važno je da se napomene da se vrednosti MIC antibiotika mogu odrediti i primenom drugih metoda koje su manje zahtevne (na primer E test) ali rezultati dobijeni tim metodama se ne prihvataju u programima monitoringa. Edukacija će se odnositi isključivo na patogene bakterije koje imaju veliki značaj u kliničkoj veterinarskoj mikrobiologiji, a ispitivanja će se vršiti sa antibioticima koji su na kritičnim listama OIE i WHO. 
11. Ciljna grupa kojoj je namenjeno usavršavanje: Kontinuirana edukacija/radionica je namenjena kolegama specijalistima mikrobiologije zaposlenim u veterinarskim specijalističkim institutima u Republici Srbiji, Crnoj Gori i Bosni i Hercegovini, u privatnim laboratorijama, Zavodima, odnosno specijalizantima i doktorandima Fakulteta veterinarske medicine Univerziteta u Beogradu (kao i drugih srodnih fakulteta) koji smatraju da bi u svom radu trebalo da primenjuju mikrodilucionu metodu u bujonu. 
12. Očekivani rezultati kontinuirane edukacije/radionice: Polaznici kontinuirane edukacije/radionice će imati priliku da steknu praktično iskustvo u izvođenju mikrodilucione metode i da je primene u svom rutinskom radu, a po završetku edukacije polaznici će dobiti sertifikat o uspešno završenoj obuci. Nakon toga polaznici će moći da implementiraju znanje stečeno na radionici u svoj svakodnevni rad – drukčije rečeno, biće u mogućnosti da konkurišu kod Ministarstva Poljoprivrede Republike Srbije za dobijanje posla monitoringa rezistencije na antibiotike.
DETALJAN OPIS EDUKACIJE/RADIONICE

(Ukupno 3, 5 časova teorijske nastave i 10 časova praktične nastave odnosno praktičnog rada)
PRVI DAN
Nastava traje od 09 do 17 h
TEORIJSKA NASTAVA (3,5 ČASOVA)
1. Značaj monitoringa rezistencije – 1 čas (teorijska nastava)- Prof. Dr Dejan Krnjaić
2. Akreditacija mikrodilucione metode u bujonu  –(teorijska nastava) 1 čas, prof. dr Jakov Nišavić
3. Mikrodiluciona metoda u bujonu – teorijsko razmatranje, princip, način izvođenja metode i interpretacije rezultata (teorijska nastava) – 1 čas - Prof. Dr Dušan Mišić
4. Primena standarda EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) u ispitivanjima rezistencije na antibiotike ––(teorijska nastava)  30 minuta Prof. Dr Dušan Mišić

Pauza 30 minuta
PRAKTIČNA NASTAVA (4 ČASA)

Parktičnu nastavu izvode Prof. Dr Dušan Mišić, Prof. Dr Dejan Krnjaić, prof. dr Marina Radojičić. Za svaku fazu radionice će nastavnici najpre demonstrirati način izvođenja. Gde izvođenje traje predugo, paralelno će raditi i nastavnici i polaznici radionice.
5. Priprema koncentrovanih rastvora antibiotika (štokova) (praktična nastava) – 1 čas 

Polaznici će napraviti štok antibiotika u onoj koncentraciji koja im bude zadata (radi vežbanja preračunavanja koje je najteži deo u preciznom izvođenju metode). Polaznici radionice treba da matematički preračunaju potrebne količine čistih aktivnih supstancija antibiotika u odnosu na deklarisanu aktivnost/koncentraciju antibiotika, da ih odmere na elektronskim analitčkim vagama i da ih rastvore u rastvaračima da bi dobili štok zadate koncentracije. Katedra raspolaže sa 4 elektronske analitičke vage i polaznici (uglavnom) neće morati da čekaju jedni na druge. Za svaki antibiotik koristi se poseban rastvarač (polaznici treba da znaju da pretraže literaturu koja će im biti obezbeđena), a za neke antibiotike biće potrebno da polaznici pripreme posebne pufere kao rastvarače (PBS, phosphate saline buffer). 
6. Razlivanje podloge u mikrotitracione ploče i titracija antibiotika (praktična nastava) – 1 čas 
Polaznici moraju da iz štokova antibiotika naprave ispitujuće koncentracije antibiotika (da razblaže antibiotik). Za svaki antibiotik pripremaju se različite koncentracije, zavisno od standarda EUCAST. Radi određivanja vrednosti MIK potrebno je pripremiti 12 različitih koncentracija jednog antibiotika (mada je moguće pripremiti i manji broj koncentracija koje moraju biti u rasponu u kom se može izvršiti kategorizacija soja po osetljivosti na taj antibiotik). Najveća koncentracija je najčešće 256 g/ml, a najmanje je najčešće 0,125 g/ml), odnosno, 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0,5, 0,25, 0, 125. Za neke antibiotike to je 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0,5, 0,25, 0,125, 0,06, 0,03, 0,0125 g/ml. Polaznici će razblažiti štokove antibiotika u tečnim hranljivim podlogama i zatim unositi preciznu količinu podloge/antibiotika u bunarčiće mikrotitracionih ploča (obaviće takozvanu titraciju antibiotika). Tamo gde se zahteva po proceduri izvođenja metode, u podloge će biti dodavani i određeni suplementi (natrijum hlorid za određivanje vrednosti MIK oksacilina). Polaznici će u ovom delu savladati način obeležavanja ploča.
7. Priprema inokuluma ispitujućih bakterija (praktična nastava) – 1 čas 
Polaznici će dobiti ispitujuće sojeve bakterija za rad. Potrebno je da od svakog ispitujućeg soja naprave inokulum (suspenziju) sa precizno određenim brojem bakterija (CFU/ml). 
Pauza 30 minuta

8. Inokulacija mikrotitracionih ploča, postavljanje kontrola (praktična nastava) – 1 čas.
Nakon pripreme bakterijskih inokuluma, pristupiće se inokulisanju mikrotitracionih ploča sa antibioticima, kao i postavljanju kontrola. Inokulacija je najosetljiviji deo metode jer lako dolazi do kontaminacije. Za ovaj deo rada potrebna je najveća pažnja jer polaznici moraju da ubace suspenzije ispitujućih bakterija u 96 bunarčića po jednoj mikrotitracionoj ploči. Planirano je da svaki polaznik napravi rastvore tj.razblaženja 5 različitih antibiotika (po 1 mikrotitraciona ploča za svaki antibiotik) i da u mikrodilucionoj metodi odredi vrednosti MIK tih 5 antibiotika na 8 različitih vrsta bakterija (4 soja iz ATCC kolekcije i 4 klinička izolata). To znači da će svaki polaznik morati da pripremi, postavi i inokuliše (sa kontrolama) najmanje 6 mikrotitracionih ploča odnosno da inokuliše tokom rada 576 bunarčića. Svaki polaznik će ukupno da  postavi 3 kontrolne mikrotitracione ploče: samo tečna hranljiva podloga, tečna hranljiva podloga sa rastvorenim antibioticima, tečna podloga bez antibiotika sa inokulisanim ispitujućim sojevima bakterija. Nakon pripreme i inokulacije, mikrotitracione ploče će biti ostavljene na inkubaciji 18 h.
DRUGI DAN
PRAKTIČAN RAD 6 ČASOVA

Nastava traje od 09-17 h

1. Očitavanje i interpretacija rezultata (praktična nastava)- 2 časa, 
Očitavanje rezultata se može vršiti na dva osnovna načina, odokativno, posmatranjem dna mikrotitracionih ploča ili spektrofotometrijski određivanjem vrednosti OD (optical density) na spektrofotometru za mikrotitracione ploče (u ovom slučaju će biti korišćena odokativna metoda). Svaki polaznik mora da očita i odredi vrednosti MIK svih 5 antibiotika koje je koristio u svom radu za svih 8 vrsta/sojeva bakterija koje je dobio za ispitivanje. Planirano je da (ukoliko bude bilo dovoljno vremena), polaznici očitaju svoje rezultate, a potom i međusobno jedni drugima. Polaznici će dobiti zadatak da kategorizuju ispitivane sojeve bakterija u kategorije S (osetljiv), R(rezistentan) u odnosu na dobijene vrednosti MIK; Za uspešno obavljanje tog zadatka polaznici treba da znaju da se služe standardnom dokumentacijom EUCAST-a. Polaznići će protumačiti da li su vrednosti MIK antibiotika za neke primenjene ATCC sojeve u skladu sa parametrima to jest graničnim vrednostima koje je zadao EUCAST.
Pauza 30 minuta

2. Izveštavanje dobijenih rezultata, korišćenje standarda EUCAST – (praktična nastava)-2 časa  
Polaznici treba da napišu izveštaj prema standardima EUCAST sa navođenjem dobijenih rezultata (vrednosti MIK) svih 5 antibiotika za svih 8 ispitivanih sjeva/vrsta bakterija) (svaki polaznik će unapred dobiti odštampanu šemu za izveštavanje rezultata koju če popunjavati dobijenim vrednostima i upisivati šta je još potrebno). Polaznici treba da na osnovu dobijenih rezultata sa ATCC sojevima interpretiraju kvalitet izvođenja metode kao  i kvalitet antibiotika.
Pauza 30 minuta

3. Problemi u izvođenju metode, očitavanju i interpretaciji rezultata (praktična nastava)  1 čas, 
Metoda je vrlo komplikovana kako za izvođenje tako i za očitavanje rezultata. Problemi su gotovo uvek prisutni i očekuje se da će svaki polaznik biti suočen sa nejasnim ili neočekivanim ili neočitljivim rezultatima, kontaminacijom, izostankom porasta bakterija tamo gde treba da ga bude, odstupanjem u vrednostima MIK antibiotika za ATCC sojeve, itd. Svaki od ovih problema će biti razmatran kroz praktičan rad na svakom individualnom primeru.
4. Diskusija - (praktična nastava), 1 čas, 
U ovom delu edukacije diskutovaće se i odgovarati na pitanja i komentare svakog polaznika. Polaznici će u vidu kratke prezentacije predstaviti rezultate sopstvenih očitavanja za svaku svoju postavljenu mikrotitracionu ploču/antibiotik ali i za ploče svih ostalih polaznika radionice. Na taj način će svi polaznici međusobno uporediti svoje rezultate. Razlike u dobijenim tumačenjima i interpretaciji rezultata za jednu istu mikrotitracionu ploču biće diskutovane.
5. Izlazni test – 1 čas

SREDSTVA ZA RAD

Sva sredstva za rad tokom radionice obezbeđuje Katedra za mikrobioloigiju FVM. U teorijskoj nastavi biće korišćene power point prezentacije, a predavanja će se vršiti u predavaonici Katedre za mikrobiologiju FVM u Beogradu. Za sve polaznike biće obezbeđen štampani materijal koji će sadržati sve relevantne procedure, standarde i preporuke kako za izvođenje metode tako i za tumačenje, interpretaciju i izveštavanje rezultata (uključujući i standarde EUCAST za 2019 godinu). Polaznici će taj materijal kasnije moći da koriste u svom svakodnevnom radu. 

Praktični rad:

Sojevi bakterija koji će biti ispitivani tj korišćeni u praktičnom radu:
Biće korišćeni nepatogeni referentni sojevi bakterija: S.aureus (MRSA) ATCC 44330, S.aureus ATCC 25923, Klebsiella pneumoniae BAA-1705,  E.coli ATCC 25922, E.coli NCTC 10538, Salmonella Enteritidis ATCC 13076, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.
Biće korišćeni i sojevi/izolati patogenih vrsta bakterija iz kolekcije Katedre koji su dobijeni u rutinskoj mikrobiološkoj dijagnostici, što uključuje i izolate koji pokazuju multiplu rezistenciju na antibiotike (S.aureus uključujući i MRSA, E.coli, Salmonella Enteritidis, Salmonella Typhimurium, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella sp.). Svi polaznici će dobiti zaštitne rukavice za rad i poštovaće protokol zaštite u uslovima pojačanog biološkog hazarda (mada se očekuje da polaznici kao specijalisti mikrobiologije znaju kako se rukuje sa patogenim sojevima bakterija).
Čiste aktivne supstancije antibiotika takođe obezbeđuje Katedra za mikrobiologiju. Koristiće se penicilin, ampicilin, oksacilin, cefoksitin, ceftriakson, tetraciklin, kolistin, ciprofloksacin, hloramfenikol, gentamicin i amikacin (proizvođači antibiotika Sigma Aldrich, Fluka, Carl Roth).

Biće korišćene mikrotitracione ploče sa ravnim dnom proizvođača Sarstedt ili Spektar. Hranljive podloge za izvođenje metode kao i za kultivaciju ispitujućih sojeva bakterija, epruvete, pufere (rastvarače za antibiotike), varijabilne pipetmane (višekanalne i jednokanalne), nastavke za varijabilne pipetmane (10 l, 100 l, 1000 l) i svu ostalu opremu i potrošni materijal za rad takođe obezbeđuje Katedra.
Za izvođenje ovakvih metoda u laboratorijama nije potrebno mišljenje etičkih Komisija, polaznici nemaju direktne kontakte sa vlasnicima kao ni sa životinjama. Kako što je već rečeno, koristiće se klinički izolati bakterija iz kolekcije Katedre.

Takođe, katedra će obezbediti kafu, čaj i sokove za polaznike tokom pauza.

U slučaju da je Stručnom odboru VKS potrebno još dodatnih informacija o ovoj radionici, one će na zahtev VKS naknadno biti dostavljene (kontak osoba: profesor dr Dušan Mišić, dusan@vet.bg.ac.rs, +381638901262).
S' poštovanjem,
Profesor dr Dušan Mišić
