NAUCNOM VECU MEDICINSKOG FAKULTETA

UNIVERZITETA U BEOGRADU

Na sednici Nauc¢nog vec¢a Medicinskog fakulteta u Beogradu, odrzanoj dana
13.06.2016. godine, broj 5940/5, imenovana je komisija za ocenu zavrsene doktorske
disertacije pod naslovom:

»Fenotipska i genotipska karakterizacija bakterija Burkholderia cepacia
kompleksa izolovanih kod pacijenata sa cistichom fibrozom*

kandidata mr sci. med. dr Zorice Vasiljevi¢, zaposlene na Institutu za zdravstvenu
zastitu majke i deteta Srbije “Dr Vukan Cupi¢” u Beogradu.

Mentor je Prof. dr Slobodanka Buki¢ a komentor Prof. dr Branko Jovcic.
Komisija za ocenu zavrSene doktorske disertacije imenovana je u sastavu:
1. Prof. dr Tatjana Pekmezovic, profesor Medicinskog fakulteta u Beogradu
2. Prof. dr lvana Daki¢, profesor Medicinskog fakulteta u Beogradu

3. Prof. dr Jelena Lozo, profesor Bioloskog fakulteta u Beogradu

Na osnovu analize prilozene doktorske disertacije, komisija za ocenu zavrsene
doktorske disertacije jednoglasno podnosi Nau¢nom vecu Medicinskog fakulteta sledeci

1ZVESTAJ

1 A) Prikaz sadrzaja doktorke disertacije

Doktorska disertacija dr Zorice Vasiljevi¢ napisana je na ukupno 118 stranai podeljena
je na sledeéa poglavlja: uvod, ciljevi rada, materijal i metode, rezultati, diskusija,
zakljucci i literatura. U disertaciji se nalazi ukupno 17tabela, jedan grafikon i devet
slika. Doktorska disertacija sadrzi sazetak na srpskom i engleskom jeziku, biografiju

kandidata, podatke o komisiji i spisak skracenica koris¢enih u tekstu.



U uvodu su dati definicija cisticne fibroze (CF) i kratak pregled saznanja o bakterijskim
respiratornim infekcijama koje se javljgju u sklopu ovog oboljenja, sa naglaskom na
njihovoj etiologiji i patogenezi.Posebna paznja posvecena je znaCaju i klinickim
manifestacijama respiratornih infekcija izazvanih bakterijama Burkholderia cepacia
kompleksa (Bcc).Prikazan je detaljan osvrt na karakteristike Bcc bakterija, njihovu
kompleksnu taksonomiju i nomenklaturu, morfoloske i kulturelne osobine, kao i
rasprostranjenost u prirodi, znacaj u biotehnologiji i naCine Sirenja. Posebna paznja je
posvecCena interhumanom nacinu prenosa koji ima veliki znaCaj. Ukratko su opisani
najvazniji aspekti laboratorijske dijagnostike respiratornih infekcija kod pacijenata sa
CF, a detaljno su opisane metode izolacije i identifikacije Bcc bakterija, kao i metode
tipizacije metodama molekularne biologije. Dat je pregled epidemiologije Bcc infekcija
u sklopu CF od osamdesetih godina do danas u razli€itim delovima Evrope i Sveta, u
okviru koga su navedeni prevalencija kolonizacije/infekcija nekad i sad, poznati
epidemijski klonovi Bcc bakterija koji su bili uzroCnici epidemija u centrima za leCenje
CF u nekim zemljama i zastupljenost odredenih vrsta u okviru Bcc kao uzroCnika
infekcija. Razmatran je i doprinos metode tipizacije sekvenciranjem viSe lokusa
(MLST) u ispitivanju epidemiologije Bcc bakterija. Imajuci u vidu da se u razvijenim
zemljama Sirom sveta kontinuirano prati epidemiologija infekcija izazvanih Bcc u
kontekstu CF, napravljen je osvrt na epidemiolosSku situaciju u zemljama Balkanskog
poluostrva koja nije dovoljno poznata i situaciju u Srbiji i nacionalnom referentnom
Centru za cisticnu fibrozu u kome se vrsi sistematski skrining pacijenata sa CF na
kolonizaciju Bcc bakterijama u respiratornom traktu. Dat je i pregled faktora koji
uslovljavaju virulenciju i patogenetski potencijal Bcc bakterija, ukljucujuéi i njihovu

rezistenciju na antimikrobne |ekove.

Ciljevi rada su precizno definisani. Sastoje se od utvrdivanja ucestalosti kolonizacije
Bcc bakterijama kod pacijenata obolelih od CF; genotipizacije izolata Bcc bakterija i
analize klonske distribucije i povezanosti ispitivanih izolata; identifikacije izolata
predstavnika razliCitih genotipova do nivoa vrsta Bcc bakterija; analize populacione
strukture i klonske povezanosti pomocu MLST analize; ispitivanja patogenog
potencijala predstavnika genotipova Bcc na prisustvo gena koji kodirgju faktore
virulencije - ,cable” pile, BCESM, quorum sensing, flagelin, efluks pumpu,

lipopolisaharid i sekretorni sistem tipa Ill; ispitivanja sposobnosti adherencije za
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plastiku i produkcije biofilma; fenotipskog ispitivanje osetljivosti na relevantne
antimikrobne lekove E-test metodom.

U poglavlju materijal i metode navedeno je da se radi o prospektivnoj studiji koja je
sprovedena na Institutu za zdravstvenu zastitu majke i deteta Srbije “Dr Vukan Cupi¢” i
Institutu za molekularnu genetiku i geneticko inZenjerstvo u Beogradu. Opisana je
ispitivana populacija pacijenata i data definicija hroni¢ne kolonizacije Bcc bakterijama.
Naveden je naCin odabira sojeva i testovi koriSceni za njihovu identifikaciju, kao i nacin
konzerviranja sojeva. Detaljno je opisana metodologija primenjena u eksperimentima.
Genotipizacija izolata izvrSena je metodom elektroforeze na gelu u pulsiraju¢em polju
(PFGE). Identifikacija predstavnika svakog od genotipova izvrSena je primenom PCR
metode za amplifikaciju gena za 16S rRNK, PCR metode za amplifikaciju recA gena i
filogenetskom analizom recA gena, kao i MLST metode PCR amplifikacijom i
sekvenciranjem sedam genskih lokusa (atpD, gItB, gyrB, recA, lepA, phaC i trpB) koji
pripadaju “housekeeping” genima. lzvrSena je i filogenetska analiza na osnovu
konkatenata sekvenci sedam alela koris¢enih u MLST analizi. Ispitivanje prisustva
markera epidemijskih sojeva, ,,cable* pila i BCESM, izvrseno je skriningom PCR
metodom. Ispitivanja patogenog potencijala predstavnika genotipova Bcc izvrseno je
PCR metodom na prisustvo gena koji kodirgju faktore virulencije (quorum sensing,
flagelin, efluks pumpu, lipopolisaharid i sekretorni sistem tipa Il1). Ispitivanje
produkcije biofilma izvrseno je metodom na mikrotitarskim ploCama kojom se meri
sposobnost adherencije za plastiku. Fenotipsko ispitivanje osetljivosti na relevantne

antimikrobne lekove izvrseno je E-test metodom.
U poglavlju rezultati detaljno su opisani i jasno predstavljeni svi dobijeni rezultati.

Diskusija je napisana jasno i pregledno, uz prikaz podataka drugih istrazivanja sa

uporednim pregledom dobijenih rezultata doktorske disertacije.
Zakljucci sazeto prikazuju najvaznije nalaze koji su proistekli iz rezultata rada.

KoriS¢ena literatura sadrzi spisak od 168 referenci.



2 B) Kratak opis postignutih rezultata

Ispitivanje je pokazalo vecu prevalenciju Bcc infekcija u nasoj populaciji pacijenata sa
CF u odnosu na vecinu evropskih zemalja za koje su dostupni podaci. U periodu trajanja
istrazivanja ukupna prevalencija je bila 27,2% a prevalencija hronicnih infekcija 18,5%.
Genotipizacijom je identifikovano 14 genotipova/pulsotipova ali je vecina izolata
pripadala jednom od dva genotipa. Preliminarna molekularna identifikacija na osnovu
umnoZavanja 16S rRNA gena PCR metodom i sekvenciranjem potvrdila je da svi izolati
predstavnici razliCitih genotipova pripadaju Bcc vrstama. PCR metodom za
amplifikaciju Bcc recA gena i naknadnim sekvenciranjem svi izolati su identifikovani
kao Bcc vrste. Filogenetskom analizom recA sekvenci poredene su sekvence recA gena
izolatai recA sekvence referentnih sojeva iz LMG kolekcije Cime je utvrdeno da izolati
pripadaju vrstama B. cenocepacia IIIA linije, B. multivorans i B. stabilis. MLST
analizom izolati su identifikovani kao dve vrste klasifikovane u Cetiri nova ST-a, B.
cenocepacia ST856, B. cenocepacia ST858, B. cenocepacia ST859 i B. stabilis ST857.
Soj B. cenocepacia ST856 je najslicniji epidemijskom soju B. cenocepacia ST32. On je
bio izrazito dominantan i naden je kod 96% pacijenata. Epidemijski markeri “cable”
pilin i BCESM su detektovani kod svih izolata B. cenocepacia ST856. Geni za faktore
virulencije, cepl i cepR koji reguliSu quorum sensing, gen whbiL koji uCestvuje u sintezi
lipopolisaharida i gen bescV koji je odgovoran za sintezu sekretornog sistematipalll su
detektovani kod svih izolata. Gen |IpE koji uCestvuje u sintezi efluks pumpe detektovan
je kod svih sojeva osim kod dva koji pripadaju B. cenocepacia ST858 i B. cenocepacia
ST859. NajvecCi broj izolata (74,2%) pripadao je slabim proizvodacima biofilma. Od
ispitivanih antibiotika, meropenem je imao najbolju inhibitornu aktivnost (72,6 %
osetljivih sojeva), praten ceftazidimom (71,6%). Najslabiju aktivnost pokazali su
tikarcilin/klavulanat i trimetoprim/sulfametoksazol sa 1,1% odnosno 4,2% osetljivih

sojeva.
3 C) Uporedna analiza doktor ske disertacije sarezultatima iz literature

Za razliku od zemalja zapadne i severne Evrope, u zemljama balkanskog regiona i
istoCnoevropskim zemljama je epidemiologija Bcc infekcija uglavnom nepoznata.
Rezultati ovog istrazivanja su pokazali da je prevalencija kolonizacije Bcc bakterijama
u nasoj sredini veca nego u drugim zemljama Evrope za koje su dostupni podaci (Zolin
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et al., 2014; Zolin et al., 2016). Najveci broj pacijenata je razvio hroni¢nu kolonizaciju,
Sto je ustanovljeno i kod drugih istrazivata (Coutinho et al., 2011; De Boeck et al.,
2004; Horsley et al., 2011). ZapaZena je velika zastupljenost Bcc kolonizacije u
pedijatrijskom uzrastu dok se u vecini razvijenih zemalja i do Cetiri puta CeSCe srece kod
adultnih pacijenata, (Hordley et al., 2011). B. cenocepacia je dominantna u nasoj
sredini, kao i u studijama vecCeg broja istraZivaca iz drugih zemalja (Drevinek i
Mahenthiralingam, 2010; Govan, 2006; Agodi et al., 2001), mada postoje razlike medu
zemljama, i u nekim sredinama je B. cenocepacia potisnuta drugim vrstama u okviru
Bcc (Martina et al., 2013; Narskov-Lauritsen et al., 2010). GenetiCka raznovrsnost
izolata u ovoj studiji moze da se smatra skromnom jer je vecina izolata pripadala
jednom od dva genotipa, Sto ukazuje na epidemijsko Sirenje sojeva. Dominantni klon
koji je bio zastupljen kod 96% pacijenata, B. cenocepacia ST856, prvi put je opisan u
ovom istrazivanju. On je slican klonu CZ1 (ST32) koji je prethodno opisan od strane
istraZivata u Ceskoj (Drevinek et al., 2005) ali i drugim zemljama (Drevinek i
Mahenthiralingam, 2010). U studiji je ispitivano i prisustvo markera epidemijskih
sojeva, gena za “cable” pilin (cblA) i BCESM koji su i dokazani kod izolata
dominantnog klona B. cenocepacia ST856. Oni su ranije opisani i kod nekih drugih
visokotransmisivnih sojeva B. cenocepacia (Govan, 2006; Agodi et al., 2001). Uocene
su razlike u identifikaciji dva soja na osnovu analize recA gena (grupisani su kao B.
multivorans) i MLST analize (oznaCeni kao B. cenocepacia). Ovakva neslaganja nisu
neuobiCajena, i ukazuju na ogranicenja u identifikaciji genomovarova na osnovu analize
sekvence recA gena koja su uoCena i ranije kod B. multivorans (Slinger et a., 2011), a
osnovu imaju u velikoj genetickoj srodnosti Bcc bakterija (Vandamme i Dawyndt,
2011). B. stabilis je izolovana u malom procentu, Sto je u skladu sa studijama vecine
autora iz drugih zemalja, mada postoje i drugacCiji podaci (Drevinek et al., 2003; Cunha
et a., 2003; Campana et al., 2005; Martina et al., 2013). Svi pacijenti su bili
kolonizovani geneticki srodnim sojevima tokom perioda istrazivanja, Sto je u skladu sa
vec¢inom prethodnih studija (Mahenthiralingam et al., 1996). Kod jednog broja
pacijenata kolonizacija Bcc bakterijama ne moZe da se objasni kontaktom sa drugim
pacijentima sa CF i razmatrana je mogucnost da je do kolonizacije doslo iz spoljasnje
sredine, o Cemu su spekulisali i drugi autori (Drevinek i Mahenthiralingam, 2010;

Baldwin et al., 2007;). Ispitivano je prisustvo gena za odredene faktore virulencije
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(beseV, fliG, whil, lIpE, cepl i cepR) i dobijeni rezultati su u skladu sa postojecom
literaturom (Graindorge et al., 2010; O'Grady i Sokol, 2011; Vinion-Dubid et a., 2004,
Nair et al., 2005). Vecina izolata Bcc je pokazala sposobnost produkcije biofilma, Sto je
u skladu sa podacima iz literature (Caraher et a., 2007; Conway et a., 2002; Savoia i
Zucca, 2007). Ispitivanjem osetljivosti na antimikrobne lekove kolekcije Bec izolata
uoCena je visoka ucestalost rezistencije, Sto je u skladu sa rezultatima dobijenim u
drugim studijama (Mackenzie et a., 2004; Pitt et a., 1996; Zhou et a., 2007).
Najefikasniji kao grupasu bili beta-laktamski antibiotici, meropenem i ceftazidim, Sto je
pokayano i od strane drugih istrazivaca (Pitt et al., 1996; Zhou et al., 2007). lIzolati B.
cenocepacia ST856 su bili uniformno rezistentni na trimetoprim/sulfametoksazol, koji
se smatra jednim od lekova izbora u terapiji infekcija Bec bakterijama (Avgeri et al.,
2009) i pokazao je dobru efikasnost u studijama izvesnih autora (Bonacorsi et al., 1999;
Leitdo et al., 2008).

4 D) Objavljeni radovi koji Cine deo doktorske disertacije

Vasiljevic ZV, Novovic K, Kojic M, Minic P, Sovtic A, Djukic S, Jovcic B (2016)
Burkholderia cepacia complex in Serbian patients with cystic fibrosis: prevalence and
molecular epidemiology.Eur J Clin Microbiol Infect Dis. doi 10.1007/s10096-016-
2662-4

5 E) ZakljucCak (obrazlozenje nau¢nog doprinosa)

Doktorska disertacija ,,Fenotipska i genotipska karakterizacija bakterija Burkholderia
cepacia kompleksa izolovanih kod pacijenata sa cistichom fibrozom* dr Zorice
Vasiljevi¢, kao prvi ovakav rad u naSoj populaciji predstavlja originalni nau¢ni doprinos
u razumevanju epidemiologije respiratornih infekcija kod pacijenata sa CF u nasoj
sredini, ali ima i znaCaj za regionalnu i globalnu epidemiologiju ovih infekcija jer pruza
informacije o regionu za koji do sada nisu postojali podaci. Identifikovan je novi
epidemijski klon B. cenocepacia Sto ¢e doprineti globalnom razumevanju ovog
problema ali i omoguciti da se u ispitivanoj populaciji pacijenata primene adekvatni
nacCini prevencije i kontrole infekcija. Ustanovljene teSkoce u identifikaciji nekih vrsta
Bcc Ce potencijalno doprineti daljem radu na istrazivanjima taksonomije i identifikacije

ovih mikroorganizama.



Ova doktorska disertacija je uradena prema svim principima naucnog istrazivanja.
Ciljevi su bili precizno definisani, naucni pristup je bio originalan i pazljivo izabran, a
metodologija rada je bila savremena. Rezultati su pregledno i sistemati¢no prikazani i

diskutovani, aiz njih su izvedeni odgovarajuci zakljucci.

Na osnovu svega navedenog, i imajuci u vidu dosadasnji naucni rad kandidata, komisija
predlaze Naucnom veéu Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu da prihvati
doktorsku disertaciju dr Zorice Vasiljevi¢ i odobri njenu javnu odbranu radi sticanja
akademske titule doktora medicinskih nauka.

U Beogradu, 4.7.2016.

Clanovi Komisije: Mentor:
Prof. dr Tatjana Pekmezovic Prof. dr Slobodanka Buki¢
Prof. dr Ivana Daki¢ Komentor:
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