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Primedbe na doktorsku disertaciju

Fakultet: Medicinski fakultet

Naslov disertacije: “Faktori rizika za infestiranje krpeljima | obolevanje od lajmske borelioze
u Juinobatkom okrugu i dijagnostika u ranoj fazi bolesti”

Kandidat: assist.dr med. Pavie Banovic

Uvidom u rukopis doktorske disertacije Pavla Banovica i lzvedtaj komisije o oceni doktorske
disertacije u sastavu spec. dr sc. med. Sinifa Sevi¢, redovni profesor, spec. dr sc. vet
Aleksandar Potkonjak, redovni profesor i dr sc. Sara Savi¢, nauéni savetnik, dostavijam sledede
primedbe.

Na strani 45. u poglaviju Metode i ispitanici, odeljku SeroloSke analize, kandidat navodi
metodologiju za razvoj in house testa indirektne imunofiuorescencije (IFA test), a kao antigen
za razvoj testa navodi “...izolat B. afzelii 230/13CS kultivisan u BSK-H medijumu tokom 4-5
nedelja na temperaturi 33°C. Izolat je deo kolekcije Grupe za medicinsku entomologiju
Instituta za medicinska istraZivanja Univerziteta u Beogradu (dar dr sci. SneZane Tomanovic).”
izolat na koji se kandidat poziva, nije moj dar ni njemu li¢no, niti bilo kom drugom pojedincu
ili instituciji. Posedovanje pomenutog izolata od strane Zavoda za antirabiCnu zadtitu -
Pasterov zavod, Novi Sad, je regulisano Ugovorom o nautno i tehnicko-poslovnoj saradnji
izmedu Pasterovog zavoda i Instituta za medicinska istraZivanja, Univerziteta u Beogradu.
Predmet ovog ugovora &ine nautna istraZivanja i razvoj u delatnosti rada, zajedniCka
eksperimentalna ispitivanja kao | prezentacija postignutih rezultata. Sa ovom Cinjenicom je
bio upoznat | kandidat, kao i bar jedan potpisnik lzveStaja. Tek nakon stavijanja ove doktorske
disertacije na uvid javnosti saznala sam da je izolat koris¢en za njegovu izradu, te sada iznosim
primedbe na metodologiju razvoja testa predstavijenu u disertaciji | posleditno dobijene
rezultate i nadin diskutovanja istih,

Naziv izolata je pogreéno naveden, njegova zvanitna oznaka koja je publikovanaiu radu Cakié
et al., 20189, je 230_13 ¢, a pod tom oznakom su navedeni i svi detalji karakterizacije ovog soja.
fako je navedeno da je test razvijan za potrebe SluZbe za mikrobioloSku i drugu dijagnostiku
Pasterovog zavoda, a u ovoj doktorskoj disertaciji je kori¢en za skrining prisustva antitela u
serumu kod ljudi, navedeno je da je validacija testa izvriena u skladu sa preporukama World
organisation for Animal Health-Manual of Diagnostic Test and Vaccines for terrestriol
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Animals. Zakto validacija testa nije uradena na osnovu preporuka adekvatnih za razvoj testova
za humanu upotrebu kao §to su na primer — CDC (1995) Recommendations for test
performance and interpretation from the Second National Conference on Serologic Diagnosis
of Lyme Disease | CDC (2019) Updated CDC Recommendation for Serologic Diagnosis of Lyme
Disease? Takode, dostupna je i nauéna literatura na ovu temu, kao na primer Branda et al,
2018. U svakom sluéaju, koja god vrsta preporuka da je koriScena, kandidat nije detalino
naveo kako je u konkretnom slucaju izvriena validacija testa.

Kroz dalji opis metodologije izvodenja samog testa, na strani 46, navodi da je na svakoj
mikroskoprskoj plotici postavijana pozitivna i negativna kontrola. Za pozitivnu kontrolu
navodi da je u antigeno polje nanefena kultura borelija, na koju je naneSeno polikionalno
antitelo usmereno protiv antigena B. burgdorferi sensu lato kompleksa konjugovano sa FITC,
dok je za postavijanje negativne kontrole korisCeno antigeno polje borelija na koje je primarno
naneten serum zdravnog NMRI mifa, na koje je nakon inkubacije naneto anti-humano anti-
1gM ili anti IgG antitelo konjugovano sa AlexaFluor 488. Takva postavka testa je u osnovi
pogredna. Sto se tite pozitivne kontrole na nadin opisan u metodologiji mogude je iavriiti
samo kontrolu antigena, ali ne i samog testa. KoriS¢enje humanog seruma sigurno pozitivnog
na prisustvo antiborelijskih antitela i adekvantog sekundarnog antitela na humani igM/1gG je
jedini natin na koji je moguée obezbediti pouzdanost dobijenih rezultata. KoriSdenje
nekompatibilnog misjeg seruma (kao izvora primarnog antitela) i sekundarnog antitela na
humani 1gM/igG u slutaju negativne kontrole takode kompromituje rezultate dobijene
testom (Joviéié Vilma, 1999 i Jovi€i¢ et al., 2003). Svaka dalja analiza rezultata dobijenih na
nadin opisan u metodologiji ove doktorske disertacije je krajnje sporna.

Kao druga seroloska analiza koriS¢ena u doktorskoj disertaciji navodi se ELISA test, za koji u
poglaviju Metode i Ispitanici nisu navedeni nikakvi detalji o tipu, proizvodatu i slicno.
Nadalje, u poglaviju Rezultati (strana 70}, predstavijeni su samo rezultati prediktivne
vrednosti i drugih karakteristika seroloSkih analiza koris¢enih u ovoj disertaciji, bez navodenja
konkretnih pojedinaénih rezultata, broja ispitanika testiranih svakim od navedenih testova
{IFA i ELISA), rezultata za svaki pojedinadni test, niti bilo kakvih drugih izvornih podataka koji
su morali da budu osnova za ovaj set rezultata. Posleditno je vrio tetko obezbediti
reproducibilnost rezultata, 3to dovodi u pitanje | samu verodostojnost predstavijenih
rezultata, diskusiju i zakljucke.

Prediasem da se iz doktorske disertacije iskljuie svi rezultati za koje nije moguce obezbediti
dokaz o adekvatnosti metodologije i sledljivasti dobijenih rezultata.

Generalna primedba koja se odnosi na Citavo poglavije Rezultati {strana 51-72} je da
su originalni rezultati doktorske disertacije vrlo 5turo i parcijalno prikazani. Cak i u delovima
koji su navedeni u metodologiji, kao $to je na primer zoolo¥ki pregled krpelja, gde je opisano
da je na osnovu odgovarajucih kijuteva vriena identifikacija vrste, razvojne faze i perioda
parazitiranja (strana 43), podatak o periodu parazitiranja (procenjeno vreme koje je krpelj
proveo parazitirajudi na pacijentu — pretpostavijam da se odnosi na ovo) se kao rezultat nigde

Hip CyBorwhia &, n.n. 102, 11139 Beorpaa
Yen.: [+381 11} 2685 788; 2684 484; 2685 179; 3031 997, A0B1 787, 2643 691 banc)
nttpe/ fwewwe Il bR.8C. S



Yuusepawrery beorpany
HMHCTATYT 3A MEOMLIMHCKA UOTPARMUBARKRA
HHorvryT 04 HBUROHBARDT ZHau8lE 38

PenyGnmiy Cobuly

dalje kroz tekst ne pojavijuje, iako je jedan od kijuénih elemenata za procenu rizika od
obolevanja od lajmske borelioze nakon uboda krpelja. Dalje analize prediktivne vrednosti i
drugih dijagnosti¢kih karakteristika molekularne PCR analize detekcije Borrelio burgdorferis.i.
u krpeljiima uklonjenim sa pacijenata (strana 72}, zasnovanih samo na osnovu podatka o
prisustvu | odsustvu DNK borelija u uzorku su u osnovi izuzetno limitirane | neodrZive, jer se
kao element u proceni rizika i prediktivne vrednosti mora uzeti u obzir minimalno i podatak o
procenjenom vremenu koje je krpelj proveo parazitirajuéi na Coveku (Meiners et al., 20086,
Hofhuis et al., 2017, Wilhelmsson et al,, 2016}, Jo$ jedan od bitnih Cinilaca u proceni rizika koji
nedvosmisleno moraju biti uzeti u obzir pri razmatranju prediktivne vrednosti ovakve vrste
testova je i nalin uklanjanja krpelia, $to je detalino analizirano | u doktorskoj disertaciji
Miadenovié J, 2014. Veoma je upitna kategorizacija rezultata detekcije borelija u krpeljima
na stvarno pozitivne, laino negativne, laZno pozitivne i stvarno negativne nalaze, i dalje
tumadenje tih rezultata u kontekstu korelacije sa razvojem lajmske borelioze (strana 72).
Detekcija patogena, u ovom slutaju Borrefia burgdorferi s.l. u krpeljima nije dijagnostitka
procedura, $to kandidat kroz tekst kontinuirano navodi, ved je indirektno bioloSko ispitivanje
koje moZe eventualno doprineti proceni rizika za razvoj lajmske borelioze. Procena rizika koja
ukljutuje | ovu analizu mora da obuhvala | determinaciju vrste i razvojnog stadijuma krpelja,
procenu vremena koje je krpelj proveo parazitirajudi, i eventualno procenu adekvatnosti
uklanjanja krpelja. lako su neki od ovih podataka navedeni u delovima rezultata (vrsta i
razvojni stadijum krpelja), a neki su, kao $to je veé prethodno napomenuto, navedeni u
metodologiji a ne i u rezultatima (da li omaskom ili zato Sto nisu ni dobijeni), u razmatranju
prediktivne vrednosti i proceni rizika analize krpelja uzet je samo podatak o
prisustvu/odsustvu borelija.

Procena vremena koje je krpelj proveo parazitirajuéi na Coveku je znalajna i za
verodostojnost rezultata koji se titu pregleda lokaliteta u kojima je uspostavijena infestacija
krpeljom (strana 64). Pokazano je, a poznato je i iz entomolotke prakse, da podatak o
vremenu koje je krpelj proveo prikagen a koga iznosi pacijent moZe Cesto da odstupa od
perioda procenjenog na osnovu morfoloikog pregleda krpelja i npr. odredivanja skutalnog
indeksa (Logar et al.,, 2002).

Predlalem da kandidat jasno | nedvosmisieno iznese kompletne rezuitate dobijene
tokom izrade doktorske disertacije, | da u tumagenje | analizu rezultata ukljuli sve elemente
koji ¢e obezbediti verodostojnost zakljuaka kao finalnog doprinosa disertacije.

Doktorska disertaciia je napisana stilom i jezikom koji esto nisu adekvatni za
akademski naugno-istra¥ivadki rad, te predlafem da se nakon uoblifavanja | korekcija po
prethodno iznetim primedbama i ovaj segment doktorske disertacije unapredi.

Doktorsku disertaciju koja je predmet iznesenih primedbi su proitali, a u sastavijanju
istih pored mene su ufestvovali i saradnici Grupe za medicinsku entomologiju, Centra
izuzetnih vrednosti za zoonoze prenoSene hranom i vektorima, Instituta za medicinska
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istraivanja, Instituta od nacionalnog znataja za Republiku Srbiju - dr sci. Darko Mihaljica,
naudni saradnik, dr sci med. Ana Vasié, nauéni saradnik, dr sci med. Gorana Veinovié, nauéni
saradnik, dr sci med. Ratko Sukara.
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