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Nova metoda: Odredivanje tipa bakterija u fizioloSkom rastvoru kori§¢enjem interdigitalnog
kapacitivnog senzora

Rukovodilac projekta: dr Tatjana Puskar

Odgovorno lice: dr Milan Radovanovi¢

Autori: Milan Radovanovi¢, Dragana Vasiljevi¢,Sanja Koji¢, Ana Tadi¢, Bojana Pivas, Deana
Medi¢, Sinisa Mirkovié¢

Razvijeno: U okviru projekta ,,Unapredenje terapije oboljenja orofacijalnog sistema kroz razvoj
savremenih dijagnostickih metoda za detekciju okluzalnih optere¢enja“ broj projekta 114-451-
833/2015-01, finansiran od strane Pokrajinskog sekretarijata za visoko obrazovanje i
naucnoistrazivacku delatnost

Godina: 2016.

Kratak opis

Sistem za odredivanje tipa bakterija u fizioloSkom rastvoru sastoji se od: interdigitalnog kapcitivnog
senzora (IDC) i instrumenta Impedance Analyzer. IDC senzor je proizveden u PCB (Printed Circuit
Board) tehnologiji, i sastoji se od dva para ucesljanih elektroda. Senzor se postavlja u test uzorak
koji se nalazi u epruveti, prisustvo odredenog tipa bakterija odreduje na osnovu promene
kapacitivnosti IDC senzora. Kao material za testiranje koriS¢eni su humani izolati Enterococcus,
Streptococcus agalactiae, Streptococcus viridans, Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Klebisella pneumoniae i Candida albicans. Za merenja se Kkoristi
instrument RF Impedance Analyzer HP-4194A.

Tehnicke karakteristike:

Radna temperatura: od 0 °C do 40 °C

Tipovi test materijala: Enterococcus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus viridans,
Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Klebisella
pneumoniae i Candida albicans

Komponente sistema: IDC senzor, material za testiranje, Impedance Analyzer

Tehnic¢ke moguénosti:

Ova metoda omogucava detekciju razli¢itih tipova bakterija u fizioloSkom rastvoru kao Sto su:
Enterococcus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus viridans, Streptococcus pneumoniae,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Klebisella pneumoniae i Candida albicans
primenom jednostavnog IDC senzora.

Realizator:
Univerzitet u Novom Sadu, Fakultet tehni¢kih nauka, Katedra za elektroniku, Medicinski fakultet,




| Univerziteta u Novom Sadu i Institut za javno zdravlje VVojvodine, Centar za mikrobiologiju.

| Stanje u svetu

Mikroorganizmi, iako stari 3,5 milijarde godina, jo$ uvek su nedovoljno istraZzeni, pre svega
zbog svoje velike sposobnosti "menjanja". Oni menjaju svoje osobine, povecavaju virulentnost i
patogeni potencijal. Upravo zbog svega ovoga, njihovo prepoznavanje i dokazivanje je i dalje veliki
izazov. Bakterije imaju veliki potencijal deobe i za 24 sata izmene 100 generacija, a na taj nacin
steknu i neke nove osobine gde se pre svega misli na njihovu otpornost. Streptococcus pneumonia,
Streptococcus agalactae, Streptococcus viridans, Enterococcus, Staphylococcus —aureus,
Pseudomonas aeruginosa i Klebisella pneumoniae su najces¢i uzrocnici bolesti kao Sto su
bakterijemija, meningitis, ozbiljne infekcije kod novorodencadi, infekcije u bolnicama, endocarditis,
stvaranje zubnog karijesa, urinarne infekcije, itd. Sve navedene vrste pripadaju rodu bakterija.
Candida pripada rodu gljivica, a najpoznatiji predstavnik je Candida albicans koja je deo normalne
flore koZze, usne duplje, zdrela, digestivnog i urogenitalnog trakta. Medutim, ona je najces¢i uzrocnik
humanih oboljenja. Smatra se komenzalom, ali i uzro¢nikom lokalnih infekcija koze i sluzokoze, od
kojih je oralna kandidijaza najcesc¢a, do sistemskih infekcija kada su zahvaceni razli¢iti organi i
tkiva. Neracionalna i dugotrajna upotreba antibiotika Sirokog spektra je pored plasiranih katetera
jedan od naj¢esc¢ih razloga za nastanak ovih infekcija.

Brzo otkrivanje bakterija iz bioloSkih uzoraka je glavni cilj u zdravstvu, zastiti hrane i
pracenju zivotne sredine. Dva do sada naj¢esce korisS¢ena metoda su:

1. Tradicionalni nacin izdvajanja bakterija biohemijskom identifikacijom i
2. Reakcija polimeraznim lancem.

Prvi nacin zahteva dosta vremena, dok drugi zahteva skupu opremu i obuku specijalizovanog

osoblja.

| Princip rada i metoda merenja |

Princip rada senzora

Senzori su fabrikovani u PCB (Printed Circuit Board) kao inderdigitalni kondenzatori sa
razli¢itim brojem elektroda. Fabrikovane su tri razli¢ite veli¢ine senzora istog dizajna, kao §to je
prikazano na Slici la, 1b i lc, respektivno ka njihovim veli¢inama.



a) b) c)

Slika 1 — a) Dizajn Senzor 1, b) Senzor 2 i c) Senzor 3 (sve dimenzije su u mm)

Slika 2 - Senzor nakon stavljanja kontakata i sterilizacije

Nakon fabrikacije napravljeni su kontakti na svakom senzoru i svi senzori su medicinski
sterilisani da bi se izbeglo prisustvo bilo kakvih mogucih neéistoca koje bi narusile ta¢nost merenja.

Jedan od senzora nakon pravljenja kontakata i sterilisanja, zapakovan u sterilnu foliju je prikazan na
Slici 2.

Metoda merenja

Merenja su izvrSena koris¢enjem laboratorijski razvijene postavke, prikazane na Slici 3a, koji
se sastoji od sterilne epruvete napunjene materijalom za testiranje, drzaca epruvete i instrumenta
Impedance Analyzer HP4194A (analizatora impedanse) priklju¢enog na racunar. Kao $to se moze

videti na Slici 3b senzor je postavljen unutar rastvora u epruveti i priklju¢en na analizator
impedanse.
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a)
Slika 3 — a) Eksperimentalna postavka za odredivanje tipa bakterija pomocu IDC senzora; b) IDC
senzor potopljen u epruvetu sa test uzorkom

Kao materijal za testiranje koriS¢eni su humani izolati Enterococcus, Streptococcus
agalactiae, Streptococcus viridans, Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Klebisella pneumoniae i Candida albicans napravljeni od materijala koji
su rutinski stizali na obradu u Centar za mikrobiologiju, Instituta za javno zdravlje Vojvodine. Od
kolonija 24-¢asovnih kultura na krvnom agaru (HiMedia, India) za pobrojane bakterije, kao i od
kolonija na Sabouraud dekstroznom agaru (HiMedia, India) za gljivice, u sterilnim epruvetama,
pravljene su suspenzije u fizioloSkom rastvoru zapremine 4,5 ml, gustine 0,5 McF po EUCAST
standard.

Merenja su izvrSena za svih 7 bakterija, za Candid-u, kao i za ¢ist fizioloski rastvor kao
referentni uzorak, i merena je kapacitivnost u zavisnosti od frekvencije. Za Enterococcus,
Pseudomonas aeruginosa i Klebisella pneumonia koris¢en je Senzor 1. Za Candida i Streptococcus
pneumonia koris¢en je Senzor 2, dok je za Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus i
Streptococcus viridans koris¢en Senzor 3. Slika 4 prikazuje rezultate merenja kapacitivnosti u
zavisnosti od frekvencije za Senzor 1. Kao Sto se sa slike moze videti svaka bakterija, kao i
fizioloski rastvor imaju svoju sopstvenu rezonantnu frekvenciju koja ih ¢ine medusobno lako
prepoznatljivim. Slika 5 prikazuje rezultate merenja kapacitivnosti u zavisnosti od frekvencije za
Senzor 2, dok Slika 6 prikazuje rezultate merenja kapacitivnosti u zavisnosti od frekvencije za
Senzor 3. Kao i1 Senzor 1, i Senzor 2 1 3 pokazuju odli¢nu sposobnost razlikovanja bakterija jedne od
drugih, zahvaljuju¢i samo njihovim rezonantnim frekvencijama.
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Tabela 1. Rezonantne frekvencije za razliite bakterije i veli¢ine senzora

Rezonantna frekencija (MHz)

Disperzija Senzor 1 Senzor 2 | Sensor 3
Fizioloski rastvor 2.86 5.31 2.99
Enterococcus 3.67 - -
Pseudomonas aeruginosa 1.88 - -
Klebisella pneumoniae 2.16 - -
Candida - 3.62 -
Streptococcus pneumoniae - 5.84 -
Streptococcus agalactiae - - 1.45
Streptococcus aureus - - 1.88
Streptococcus viridans - - 2.45

Kao Sto se moZe videti iz Tabele 1 svaka bakterija, kao i Candida imaju sopstvene
rezonantne frekvencije pomocu kojih se mogu lako identifikovati. U slu¢aju Senzora 1 i Senzora 3




ove vrednosti su pribliZnije, nego za slucaj sa Senzorom 2, §to moze biti posledica dizajna senzora 1

Na ovaj nacin rezonantne frekvencije bakterija i Candide su poznate vrednosti i zahvaljujuéi
tome nakon postavljanja senzora u okruZenje, kao Sto je na primer usnha duplja pacijenta, lako se
moze odrediti prisustvo odredene vrste bakterije ili gljivice. Zahvaljuju¢i tome duge i skupe analize
biloSkog materijala mogu biti izbegnute i tretman pacijenta moZe biti poboljsan.

Tehni¢ki podaci

Primena:

Prikazani senzori su pokazali odlicnu selektivnost ispitivanih mikroorganizama detektujuci
precizno njihove rezonantne frekvencije. Senzori se mogu Kkoristiti za brzo, tacno i jeftino
detektovanje prisustva bakterija u usnoj duplji pacijenta pomazuc¢i na taj nacin poboljsanje oralnog
zdravlja cele ljudske populacije.

Tehnic¢ke karakteristike:

Radna temperatura: od 0 °C do 40 °C

Tipovi test materijala: Enterococcus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus viridans,
Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Klebisella
pneumoniae i Candida albicans

Komponente sistema: IDC senzor, materijal za testiranje, Impedance Analyzer

Metoda za odredivanje tipa bakterija u fizioloSkom rastvoru kori§¢enjem interdigitalnog
kapacitivnog senzora je razvijeno od strane Fakulteta tehni¢kih nauka i Medicinskog fakulteta
iz Novog Sada u okviru projekta ,,Unapredenje terapije oboljenja orofacijalnog sistema kroz
razvoj savremenih dijagnostickih metoda za detekciju okluzalnih optereéenja*, broj projekta
114-451-833/2015-01, finansiran od strane Pokrajinskog sekretarijata za visoko obrazovanje i
naucnoistraziva¢ku delatnost

Stampano — Decembar 2016.




RECENZIJA PREDLOZENOG TEHNICKOG RJESENjA

Predmet: Misljenje o ispunjenosti kriterijuma za pisanje tehnickog rjesenja

Nova metoda:

Odredivanje tipa bakterija u fizioloskom rastvoru koris¢enjem interdigitalnog kapacitivnog senzora

Broj projekta: ,Unapredenje terapije oboljenja orofacijalnog sistema kroz razvoj savremenih
dijagnostickih metoda za detekciju okluzalnih opterecenja“ — Pokrajinski sekretarijat za visoko
obrazovanje i nau¢noistrazivatku delatnost
Rukovodilac projekta: dr Tatjana Puskar,

Odgovorno lice: dr Milan Radovanovié

Autori: Milan Radovanovié, Dragana Vasiljevi¢, Sanja Koji¢, Ana Tadi¢, Bojana Pivas, Deana
Medié, Sinisa Mirkovi¢

Razvijeno: U okviru projekta »Unapredenje terapije oboljenja orofacijalnog sistema kroz razvoj
savremenih dijagnosti¢kih metoda za detekciju okluzalnih opterecenja“ — Pokrajinski sekretarijat za
visoko obrazovanje i nau¢noistrazivatku delatnost

Godina: 2016

Primjena: 01.12.2016

Realizatori: Univerzitet u Novom Sadu, Fakultet tehnickih nauka, Katedra za elektroniku,

Medicinski fakultet, Univerziteta u Novom Sadu i Institut za javno zdravlje Vojvodine, Centar za
mikrobiologiju.

Korisnici: Fakultet tehni¢kih nauka, Novi Sad

Podtip rjeSenja: Nova metoda - M85

ObrazlozZenje

U danasnjoj stomatologiji i medicini za primjenu odredene antibiotske terapije potrebna je §to brza
analiza materijala. Kod klasi¢ne metode zasijavanja materijala taj postupak traje i po nekoliko dana $to
u nekim slucajevima moze biti fatalno po bolesnika. Brza dijagnoza moze poboljsati opste zdravlje
stanovniStva $to opet moZe imati veoma mnogo pozitivnih efekata.

KoriS¢ena su tri tipa senzora koji su fabrikovani u PCB (Printed Circuit Board) tehnologiji kao
interdigitalni kondenzatori razliite geometrije. Mjerenja su vrena u laboratorijskim uslovima
koriS¢enjem uredaja Impedance Analyzer HP4194A, radunara Koji Je povezan na uredaj, sterilne



epruvete sa test uzorkom i sterilnog senzora. Pokazalo se da senzori imaju odli¢nu osjetljivost za
razli¢ite tipove bakteija: Enterococcus, Streptococcus agalactiae,  Streptococcus viridans,

Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Klebisella pneumoniae
kao i kod detekcije gljivica tipa Candida albicans.

Opisana metoda se moze koristiti za odredivanje tipa bakterija i gljivica u fiziolokom rastvoru, radi
brze i efikasnije analize materijala $to moze biti veliki doprinos u vremenu potrebnom za odredivanje
tipa bakterija ili gljivica u odnosu na klasiénu metodu.

Za elektricnu karakterizaciju senzora, odnosno mjerenje elektri¢nih karakteristika koriséen je
Impedance Analyzer HP4194A, a na osnovu poznatog tipa bakterija u uzorcima, mjerena je promjena
kapacitivnosti senzora u fiziolokom rastvoru sa bakterijama i gljivicama.

Na osnovu dostavljenog materijala, a u skladu sa odredbama Pravilnika o postupku i nacinu
vrednovanja i kvantitativnom iskazivanju nau€noistrazivatkih rezultata istrazivaca, koji je donio
nacionalni savet za nauéni i tehnologki razvoj Republike Srbije, recenzent ocjenjuje da rezultat odnosno
rjeSenje pod nazivom: ,Metoda za odredivanje tipa bakterija u fizioloskom rastvoru koris¢enjem

interdigitalnog kapacitivnog senzora®, ispunjava uslove da bude priznat kao tehni¢ko rjeSenje Nova
metoda — ranga M85. :

Metoda za odredivanje tipa bakterija u fizioloSkom rastvoru koris¢enjem interdigitalnog
kapacitivnog senzora razvijena je u saradnji Fakulteta tehnic¢kih nauka, Medicinskog fakulteta i
Instituta za javno zdravije Vojvodine, u okviru tekuceg projekta ,,Unapredenje terapije oboljenja
orofacijalnog sistema kroz razvoj savremenih dijagnostickih metoda za detekciju okluzalnih
opterecenja“ — Pokrajinski sekretarijat za visoko obrazovanje i naucnoistraZivacku delatnost.

U Banjoj Luci, 29.12.2016.

o

Recenzent: dr Milorad Bozi¢
Redovni profesor, Elektrotehnicki fakultet, Univerzitet u
Banjoj Luci




RECENZIJA PREDLOZENOG TEHNICKOG RESENjA

Predmet: Misljenje o ispunjenosti kriterijuma za pisanje tehni¢kog reSenja

Nova metoda:

Odredivanje tipa bakterija u fizioloskom rastvoru kori§¢enjem interdigitalnog kapacitivnog senzora

Broj projekta: 114-451-833/2015-01, finansiran od strane Pokrajinskog sekretarijata za visoko
obrazovanje i nauénoistraZivatku delatnost

Rukovodilac projekta: dr Tatjana Puskar,
Odgovorno lice: dr Milan Radovanovié

Autori: Milan Radovanovié, Dragana Vasiljevié,Sanja Koji¢, Ana Tadi¢, Bojana Piva$, Deana
Medié, Sinisa Mirkovi¢

Razvijeno: U okviru projekta »Unapredenje terapije obolj enja orofacijalnog sistema kroz 1azvoj
savremenih dijagnosti¢kih metoda za detekciju okluzalnih optereCenja“ — Pokrajinski sekretarijat za
visoko obrazovanje i nauénoistrazivadku delatnost

Godina: 2016

Primena: 01.12.2016

Realizatori: Univerzitet u Novom Sadu, Fakultet tehni¢kih nauka, Katedra za elektroniku,
Medicinski fakultet, Univerziteta u Novom Sadu j Institut za javno zdravlje Vojvodine, Centar za
mikrobiologiju.

Korisnici: Fakultet tehni&kih nauka, Novi Sad

Iﬁydtip reSenja: Nova metoda - M85

F ObrazlozZenje

Problem koji se tehnickim resenjem resava: Brzo otkrivanje bakterija iz biolokih uzoraka je glavni cilj
u zdravstvu, zastiti hrane i pracenju Zivotne sredine. Dva do sada naj¢esce koriséena metoda su:

1 Tradicionalni nadin izdvajanja bakterija biohemijskom identifikacijom i

2 Reakcija polimeraznim lancem.
Prvi nacin zahteva dosta vremena, dok drugi zahteva skupu opremu i obuku specijalizovanog osoblja.

Stanje reSenosti tog problema u svetu: M. S. Mannoor i ostali su razvili pasivni beXiéni nanosenzor na
bazi grafena sposoban za veoma osetljiva hemijska i biologka merenja, sa ograni¢enjima detektovanja
do jedne bakterije, koji se bezitno napaja i o€itava. Tang i ostali su predstavili novu interdigitalnu

matricu mikroelektroda-oksid-silicijum senzora (IDAMOS - interdigitated array microelectrode-oxide-




silicon) sa visokom osetljivoséu i mogucno$cu brzog detektovanja Staphylococcus aureus. Ong, Bitler,
Grimes, Puckett i Bachas su predstavili daljinski upravljan $tampani tanko/debelo slojni LC senzor za
detekciju Bacillus subtilis, Escherichia coli JM] 09, i Pseudomonas putida razvijenih u mleku, mesu i
pivu.

Karakteristike predlozenog resenja: Senzori su fabrikovani u PCB (Printed Circuit Board) kao
inderdigitalni kondenzatori sa razliitim brojem elektroda. Merenja su vriena koris¢enjem
laboratorijski razvijene postavke, koja se sastoji od sterilne cpruvete napunjene materijalom za
testiranje, drZada epruvete i instrumenta Impedance Analyzer HP4194A (analizatora impedanse)
prikljuenog na radunar. Prikazani senzori su pokazali odliénu selektivnost ispitivanih
mikroorganizama detektujugi precizno njihove rezonantne frekvencije. Senzori se mogu koristiti za
brzo, tagno i jeftino detektovanje prisustva bakterija u usnoj duplji pacijenta pomazuéi na taj nadin
poboljsanje oralnog zdravlja cele ljudske populacije.

Zakljucak: Na osnovu uvida u priloZenu dokumentaciju, a u skladu sa odredbama Pravilnika o
postupku i nadinu vrednovanja i kvantitativnom iskazivanju nauénoistrazivagkih rezultata istraZivaca,
koji je doneo nacionalni savet za nauéni i tehnoloski razvoj Republike Srbije, recenzent ocenjuje da
rezultat odnosno redenje pod nazivom: »Odredivanje tipa bakterija u fizioloskom rastvoru kori$éenjem
interdigitalnog kapacitivnog senzora®, ispunjava uslove da bude priznat kao tehnitko redenje Nova

metoda — ranga M85.

Metoda za odredivanje ipa_ bakterija u fizioloSkom rastvoru  koriséenjem interdigitalnog

kapacitivnog senzora razvijena je u saradnji Fakulteta tehnickih nauka, Medicinskog fakulteta i
Instituta za javno zdravije Vojvodine, u okviry tekuceg projekta ,Unapredenje terapije oboljenja_
 orofacijalnog sistema kroz razvoj savremenih dijagnostickih metoda za detekciju okluzalnih
optereéenja“ — Pokrajinski sekretarijat za visoko obrazovanje i naulnoistrativacku delatnost,

U Niu, 14.12.2016.
M
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