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SAZETAK

Kolonizacija gastrointestinalnog trakta prevremeno rodene dece multirezistentnim
enterobakterijama — uspostavljanje, odrZavanje kolonizacije i genotipska karakterizacija
sojeva

UVOD: Antimikrobna rezistencija je globalan zdravstveni problem. Medu rezistentnim patogenima
poseban znacaj imaju enterobakterije koje produkuju beta laktamaze proSirenog spektra delovanja
(engl. extended spectrum beta lactamases, ESBL-E) i karbapenem-rezistentne enterobakterije (CRE).
Prevremeno rodena deca su vulnerabilna humana populacija koja zbog opSte nezrelosti ima Cesto
potrebu za produzenom negom. Nerazvijenost koZe i sluzokoza, nezrelost imunskog sistema i potreba
za invazivnim procedurama doprinose visokom riziku nastanka infekcija kod prevremeno rodenih.
Kolonizacija gastrointestinalnog trakta kod ove dece zapocinje u bolnickoj sredini, gde se Cesto
nalaze rezistentni mikroorganizmi kao $to su ESBL-E i CRE. Kolonizacija moze biti rizik za nastanak
infekcije, a 1 rezervoar rezistentih patogena koji se mogu Siriti dalje. U ovoj studiji je ispitivana
kolonizacija ESBL-E i CRE kod prevremeno rodene dece hospitalizovane na Institutu za
neonatologiju u Beogradu.

CILJEVI: Ciljevi ovog istrazivanja su bili: (1) Odredivanje ucestalosti kolonizacije
gastrointestinalnog trakta multirezistetnim enterobakterijama (ESBL-E i CRE) kod hospitalizovane
prevremeno rodene dece; (2) Odredivanje faktora rizika za nastanak kolonizacije multirezistetnim
enterobakterijama (ESBL-E i CRE) kod hospitalizovane prevremeno rodene dece, kao i faktora rizika
za razvoj infekcija; (3) Istrazivanje dinamike uspostavljanja kolonizacije gastrointestinalnog trakta
multirezistetnim enterobakterijama (ESBL-E i CRE) tokom hospitalizacije i duzine njenog
odrzavanja nakon otpusta iz bolnice; (4) Ispitivanje antimikrobne osetljivosti izolovanih
multirezistetnih enterobakterija (ESBL-E i CRE) i odredivanje genske osnove rezistencije.

MATERIJAL I METODE: Od januara 2018. do maja 2020. godine, metodom slu¢ajnog izbora su
odabrani ispitanici i ukljuceni u studiji. Prva kohorta je obuhvatila 350 ispitanika kojima je na otpustu
iz Instituta za neonatologiju ispitivana kolonizacija ESBL-E i CRE. U drugu kohortu je ukljuceno 88
ispitanika kojima je pracena dinamika uspostavljanja kolonizacije ESBL-E i CRE i njeno trajanje
posle otpusta iz ustanove na redovnim kontrolnim pregledima. Podaci o ispitanicima i1 toku
hospitalizacije su prikupljeni iz istorija bolesti. Svim pacijentima su uzimani rektalni brisevi i
zasejavani na CHROMID ESBL i CHROMID CARBA Smart podloge. Kolonije su identifikovane
konvencionalnim bakterioloskim metodama. Kod ispitanika kod kojih je kolonizacija prospektivno
pracena, za prve izolate od pacijenata testirana je antimikrobna osetljivost konvencionalnim
metodoma 1 vrSena je detekcija naj¢eS¢ih gena za ESBL i za karbapenemaze multipleks PCR
metodom.

REZULTATI: Na otpustu iz Instituta za neonatologiju kolonizacija ESBL-E je nadena kod 98%, a
kolonizacija CRE kod 25% ispitanika. Medu ispitanicima kolonizovanim sa ESBL-E, kod nesto vise
od tre¢ine nadeno je dve vrste, ESBL produkujuca E. coli (ESBL-EC) i ESBL-produkuju¢a K.
pneumoniae (ESBL-KP), kod jedne tre¢ina je nadena samo ESBL-EC, a kod 7% je nadena samo
ESBL-KP. Kod svih ispitanika kolonizovanih sa CRE izolovana je karbapenemaza- produkujuc¢a K.
pneumoniae (CP-KP), izuzev kod jednog ispitanika kod koga je detektovana karbapenemaza-
produkuéa E. coli (CP-EC). Ukupna ucestalost ESBL-EC je bila 88%, a ESBL-KP je bila 58%.
Kolonizovani sa ESBL-KP su bili znacajno ¢es¢e zenskog pola i boravili su na prijemnom odeljenju.
Faktori rizika za kolonizaciju sa CRE su bili duzi boravak u bolnici, boravak na odeljenju intenzivne
nege (OIN), primena venskog umbilikalnog katetetra (VUK), nekrotizizaju¢i enterokolitis (NEK),
boravak na odeljenju izolacije, na prvom odeljenju specijalizovane nege i antibiotiska terapija i to
primena meropenema samog ili u kombinaciji sa drugim agensima i ampicilin sulbaktama sa
kolistinom. Nezavisni prediktori kolonizacije sa CRE su bili terapija meropenemom i NEK.
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Ucestalost potvrdene sepse je bila 17%: ESBL-KP je bila uzro¢nik u 5% slucajeva, dok CRE nisu
nadene ni u jednom slucaju. Prediktori sepse su bili manja gestacijska zrelost (<28 gestacijske
nedelje), telesna masa <1000g, boravak na OIN, primena mehani¢ke ventilacije, neinvazivne
respiratorne potpore, plasiranje VUK, dok su bolesti prematuriteta NEK, intraventrikularna
hemoragija (IVH), retinopatija prematuriteta (ROP), bronhopulmonalna displazija (BDP) i
perzistentni ductus arteriosus (DAP) bili povezani sa sepsom. Medu 88 prospektivno prac¢enih, 17%
je na prijemu bilo kolonizovano sa ESBL-E, do sedmog dana je bilo 48%, a posle 4. nedelje 82%
kolonizovanih. Posle otpusta iz ustanove, kolonizacija je perzistirala kod 27% kolonizovanih duze od
godinu dana i to najvise kod kolonizovanih sa ESBL-EC (33%), a rede kod kolonizovanih sa ESBL-
KP (11%) i sa CRE (8%). Testiranje antimikrobne osetljivosti ESBL-E i CRE izolata je pokazalo da
su svi sojevi bili multirezistentni, pri ¢emu su svi bili osetljivi na kolistin. Kod svih ESBL-E
detektovani su blaCTX-M-15, blaTEM i blaSHV, a najveéi broj sojeva je imalo kombinaciju dva
gena. Medu CRE izolatima nadene su karbapenemaze blaKPC/ blaTEM/blaSHV 1 blaOXA-48/
blaCTX-M-15.

ZAKLJUCAK: Dobijeni rezultati pokazuju da je kolonizacija ESBL-E i CRE izuzetno &esta, a da je
primena karbapenema faktor rizika za kolonizaciju CRE. ZapaZena je visoka ucestalost infekcija koje
su povezane sa bolestima prematuriteta, a najces¢e nastaju kod novorodencadi loSijeg opSteg stanja,
izlozenih invazivnim procedurama. Primena antibiotske terapije u prevenciji i terapiji infekcija je
najverovatniji uzrok visoke stope kolonizacije. Samo u 5% slucajeva sepse su izazvane ESBL-KP,
ali veza izmedu kolonizacije i nastanka sepse nije mogla biti potvrdena. Do uspostavljanja
kolonizacije dolazi brzo i sa ESBL-EC i sa ESBL-KP, dok je kolonizacija CRE reda i uspostavlja se
kasnije. Brzina dekolonizacije je razliita i perzistencija je uocena najc¢eS¢e kod ESBL-EC.
Raznovrsnost gena za ESBL i za karbapenemaze ukazuje na znacajnu propagaciju gena rezistencije,
visoku stopu transmisije i znacaj uvodenja mera prevencije i skrininga kolonizacije kod ovako
osetljive populacije u buduénosti.

Klju¢ne redi: prevremeno rodena novorodencad, multirezistentne enterobakterije, ESBL, CRE,
kolonizacija gastrointestinalnog trakta, fakori rizika, infekcija.

Naucna oblast: Medicina

UZa naucna oblast: Mikrobi i infekcija



ABSTRACT

GUT COLONIZATION WITH MULTIDRUG-RESISTANT ENTEROBACTERIA:
ACQUISITION, PERSISTENCE OF CARRIAGE AND CHARACTERIZATION OF THE
ISOLATES

INTRODUCTION: Antimicrobial resistance is a global health problem. Among Gram negative
bacteria, extended spectrum beta lactamase-producing enterobacteria (ESBL-E), and carbapenem-
resistant enterobacteria (CRE) are of special concern. Premature neonates (born before 37 weeks of
gestation) comprise a vulnerable population that frequently requires long-term hospitalization due to
the overall immaturity, underdeveloped mucosal surfaces and need for invasive manipulations, which
are all factors contributing to an increased risk of infection. Colonization in preterm neonates
commences in health-care settings. Contact with hospital environment and medical personnel,
contaminated surfaces and equipment increase microbial exposure, accruing the risk of acquisition
and transmission of ESBL-E and CRE. Colonization with ESBL-E and/or CRE might be a risk for
infection, but also colonized individuals are a reservoir of resistant pathogens that can be transmitted
to others in hospital, as well as in the community. In this study, colonization with ESBL-E and CRE
was investigated among premature neonates hospitalized at the Institute of Neonatology in Belgrade.

AIMS: The aims of this study were: (1) To determine the frequency of gastrointestinal colonization
with multidrug-resistant enterobacteria (ESBL-E and CRE) among hospitalized preterm infants; (2)
To explore the risk factors for colonization with ESBL-E and CRE, as well as the risk factors for the
development of infections; (3) To investigate the dynamics of ESBL-E and CRE colonization during
hospitalization and the length of carriage after discharge from the hospital; (4) To determine
antimicrobial susceptibility of the ESBL-E and CRE isolates and to explore the genetic basis of
resistance.

MATERIALS AND METHODS: From January 2018 to May 2020, a randomly selected
participants were included in the study. The first cohort included 350 neonates who were screened
for rectal carriage of ESBL-E and CRE at discharge from the hospital. The second cohort included
88 neonates that were screened for rectal colonization during hospitalization and at regular control
visits following their discharge from the hospital. Patients’ data were obtained from medical records.
Screening for intestinal colonization with ESBL-E and CRE was performed by inoculating rectal
swabs on CHROMID CARBA and CHROMID OXA-48 media. Colonies were identified by
conventional biochemical tests. The initial isolates of ESBL-E and/or CRE detected in patients from
the second cohort were used to perform antimicrobial susceptibility testing by conventional methods
and detection of ESBL and carbapenemase encoding genes by multiplex PCR.

RESULTS: The frequency of ESBL-E and CRE colonization was 98% and 25%, respectively.
Among the patients colonized with ESBL-E, approximately one third carried both ESBL-producing
E. coli (ESBL-EC) and ESBL-producing K. pneumoniae (ESBL-KP), in one third of patients only
ESBL-EC was detected, while 7% carried ESBL-KP, only. Among the CRE colonized patients, K.
pneumoniae was found in all but one patient in whom E. coli was detected. The overall frequency of
ESBL-EC and ESBL-KP was 88% and 58%, respectively. Discharge from the admission unit and
female sex were associated with ESBL-KP colonization. Risk factors for CRE colonization were
longer hospitalization, admission to neonatal intensive care unit (NICU), placement of vein umbilical
catheter, necrotizing enterocolitis (NEK), discharge from the isolation unit and the first specialized
care unit. All antibiotic therapies that included meropenem (alone or in combination with other
agents), and therapy with ampicillin sulbactame/colistin were risk factors for CRE colonization.
Independent risk factors for CRE colonization were meropenem therapy and NEK. The overall
frequency of laboratory-confirmed sepsis was 17%, ESBL-KP was the causative agent in 5% of
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patients, while CRE did not cause any infection. Risk factors for sepsis were lower gestational age
(<28 weeks of gestation) and lower birth weight (<1000g), NICU admission, mechanical ventilation,
non-invasive respiratory support, while, sepsis was related to NEK, retinopathy of prematurity,
bronchopulmonary dysplasia, intraventricular haemorrhage and patent ductus arteriosus. Among the
patients from the second cohort, 17% were colonized at admission with ESBL-E, while the
frequencies of colonization were 47% and 82%, after 7 days and one month of hospitalization,
respectively. CRE colonization was detected after one month of hospitalization in 8% of patients.
Overall, upon hospital discharge, ESBL-E colonization persisted in 27% of infants after one year.
Carriage rate was highest in infants colonized with ESBL-EC (33%), followed by ESBL-KP (11%)
and CRE (8%). Antimicrobial susceptibility testing showed that all isolates were resistant to multiple
antibiotic classes, but all were sensitive to colistin. Genes blaCTX-M-15, blaTEM or blaSHV were
detected in ESBL-E strains, and the majority of them harboured two ESBL encoding genes. Among
CRE isolates blaKPC/ blaTEM/blaSHV and blaOXA-48/ blaCTX-M-15 were found.

CONCLUSION: The obtained results demonstrate very high frequencies of colonization with
ESBL-E and CRE, with the latter one related to carbapenem use. General immaturity and invasive
procedures were linked with higher risk of infections, which were common and related to prematurity-
associated disorders. In 5% of patients ESBL-KP was the causative agent of sepsis, but the relation
of colonization and sepsis could not be determined. Significant antibiotic exposure was probably the
reason for these findings. High rate of ESBL-E acquisition upon admission was noticed, while CRE
colonization was less frequent and encountered later during the course of hospitalization compared
to ESBL-E. Persistence of carriage after discharge from the hospital was most frequent in ESBL-EC
carriers. Diversity of ESBL and carbapenemase genes detected implies high level of circulation of
resistant strains. All these indicates the necessity of implementation of more stringent infection
prevention practices including screening of carriage among preterm neonates.

Key words: preterm neonates,multidrug-resistant bacteria, ESBL, CRE, gut colonization, risk
factors, infection.
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Narrow area of expertise: microbs and infection
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1.1.PREVREMENO ROPENO NOVOROBDENCE

U humanoj populaciji, trudno¢a odnosno period gestacije, fizioloski traje 40 nedelja (280
dana), raCunajuci od prvog dana poslednje menstruacije majke. Za dobar ishod trudnoce, i po majku
1 po novorodence, optimalno vreme porodaja je izmedu 37. i 42. nedelje gestacije. Prevremeno
rodenje ili prematuritet, se definiSe gestacijskom staro$¢u na rodenju koja je manja od 37. nedelja ili
259 dana !, i povezano je sa pove¢anom stopom perinatalnog i neonatalnog morbiditeta i mortaliteta,
kao 1 smrtnosti dece uopste. Prema podacima prikupljenim od strane grupe eksperata Ujedinjenih
nacija iz 2017. godine, prevremeno rodenje predstavlja glavni uzrok smrti dece mlade od 5 godina u
celom svetu, kao i uzrok 35% smrtnih ishoda u novoroden¢kom periodu 2. Oko 15 miliona dece u
svetu se godiSnje rodi pre vremena, $to na globalnom nivou iznosi oko 11% !. Stopa prevremenog
rodenja varira u zavisnosti od geografskog regiona i stepena ekonomske razvijenosti i krece se od 4%
(Belorusija) do 18% (Malavi) 2. U Evropi, stopa prematuriteta varira od 5% do 10%, $to se delimi¢no
moze objasniti ¢injenicom da postoje razliite granice gestacije kada se prevremeni porodaj sa
nepovoljnim neposrednim ishodom registruje kao pobacaj, odnosno od kada se registruje kao
neonatalna smrt 3. Prevremeno rodenje je u porastu tokom poslednjih tridesetak godina u Evropi, i u
prethodnoj deceniji, najniZa stopa prematuriteta zabeleZena je u Finskoj 5,5%, a najvisa u Austriji
11,1% *. Prema podacima Republickog zavoda za statistiku Srbije (RZS) o Zivorodenima prema
gestaciji, incidencija prevremenog rodenja u Srbiji za 2020. godinu je 6,5% (podatak dobijen od RZS,
nepublikovan).

Do prevremenog porodaja dolazi i usled brojnih sociodemografskih, medicinskih (pre svega
akusSerskih, ali i hroni¢nih bolesti), nutritivnih ¢inilaca, kao i uticaja spoljasnje sredine °.

Pozitivna anamneza prethodnog spontanog prevremenog porodaja jedan je od faktora rizika
za njegovu ponovnu pojavu, a obi¢no se javlja u istom periodu gestacije 6. Ova pojava moze se
objasniti postojanjem dokazanih genetskih polimorfizama koji uticu na duZinu gestacije i
verovatno¢u pojave prevremenog porodaja ’. Starost trudnice jo§ jedan od rizika za prevremeni
porodaj, koji je ucestaliji kod trudnica u adolescentnom periodu ili kod starijih od 35 godina .
Trudnodée nakon in vitro fertilizacije, bez obzira da 1i se radi o jednoplodnim ili viseplodnim, imaju
vedirizik da se zavrse pre vremena °. Veci rizik od prevremenog rodenja imaju novorodencad muskog
pola, kod kojih je i mortalitet, kao i uéestalost morbiditeta i kasnih sekvela ve¢i '°. Prethodne hirurske
intervencije na grlicu materice ili materici, urodene ili ste¢ene malformacije uterusa su znacajni
faktori rizika za prevremeni porodaj ili gubitak trudnoce !'!. Mnoge hroni¢ne bolesti, kao $to su
hipertenzija, autoimunske bolesti, dijabetes melitus tip 1 i depresija, kao i bolesti nastale tokom
trudnoce poput preeklampsije mogu dovesti do prevremenog porodaja.

Infekcija 1 zapaljenske promene nastale usled infekcije, su vazan uzrok prevremenog
porodaja, Sto je pokazano brojnim epidemioloSkim, histoloskim, mikrobioloskim i biohemijskim
studijama 2716, Polno prenosive bolesti izazvane patogenima: Chlamydia trachomatis, Neisseria
gonorrhoeae, Treponema pallidum, Trichomonas vaginalis su takode dobro poznati faktori rizika za
nastanak prevremenog rodenja. Kolonizacija Streptococcus agalactiae, Ureaplasma spp, Candida
spp. ili infekcija humanim papiloma virusima u nekim studijama je pokazano da mogu povecati rizik
prematuriteta 722, Tako je leenje asimptomatske bakteriuje indikovano u trudno¢i radi prevencije
komplikacija kod trudnice, ukljucujuci i prevremeni porodaj, ali i prevencije bolesti novorodenceta
(naroc¢ito infekcija Streptococcus agalactiae) *.

Prevremeni porodaj se c¢ak u 50% slucajeva javlja spontano, dok je u 30% slucajeva razlog
prevremeno prsnuce polodovih ovojaka. U preostalih 20% slucajeva, prisutni su drugi uzroci kao §to
su viSeplodne trudnoce, krvarenje u toku trudnoce, zastoj u rastu ploda (insuficijencija uteroplacentne
cirkulacije), preeklampsija i eklampsija i drugo .
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Postoji nekoliko patogenetskih mehanizama kojima se objasnjava nastanak prevremenog
porodaja. Prevremena aktivacija osovine hipotalamus-hipofiza-nadbubreg kod ploda kao odgovor na
stres ploda ili majke jedan je od naj¢e$¢ih mehanizama. Ostali mogu¢i mehanizmi su prenaglasen
inflamatorni odgovor ili infekcija, kao i patoloSka kolonizacija genitalnog trakta (promenjen
mikrobiom genitalnog trakta), akuSerske komplikacije poput abrupcije placente i patoloske distenzije
uterusa. Infekcije, kao jedan od znacajnih uzroka prevremenog porodaja, na razlicite nacine dovode
do njegovog pokretanja. Pokazano je da neki produkti mikroorganizama (posebno patogenih) poput
fosfolipaze A2, mogu indukovati sintezu prostaglandina koji stimuliSe kontrakcije uterusa. 2°. Mnoge
bakterije kao npr. Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus spp, Bacteroides spp, Enterobacter spp
produkuju enzime proteaze, kolagenaze i elastaze koji vrSe degradaciju strukturnih materija unutar
plodovih ovojnica, §to moze dovesti do njihovog prevremenog prsnuca 2°. Bakterije, ali i drugi
mikroorganizmi, mogu posedovati razliite strukture koje vezivanjem za Toll-like receptore na
placenti, plodovim ovojcima i grliéu materice, dovode do stimulacije receptora i pokretanja
inflamatornog odgovora kao moguceg uzro¢nika prevremenog porodaja. 27. Prisustvo infekcije in
utero, indukuje fetalni inflamatorni odgovor, pri ¢emu se stvaraju brojni inflamatorni faktori kao §to
su interleukin-1(IL-1), faktor nekroze tumora alfa (TNF-a), faktor aktivacije trombocita, interferon
gama (IFN-y), interleukin 6 (IL-6), prostaglandini i drugi proinflamattorni medijatori koji mogu
dovesti do prevremenog porodaja 5.

Ishod prevremenog rodenja u najvecoj meri zavisi od stepena prematuriteta, stoga se
prevremeno rodena novorodencad prema stepenu zrelosti klasifikuju na:

ekstremno nezrele (rodeni pre 28. nedelje gestacije)

veoma nezrele (rodeni u periodu od 28. do 32. nedelje gestacije)
umereno nezrele (rodeni u 32. 1 33. nedelji gestacije)

kasno preterminske (rodeni od 34. do 37. nedelje gestacije)

Takode bitan parametar koji utice na prezivljavanje i oboljevanje prevremeno rodene
novorodencadi je telesna masa na rodenju (porodajna telesna masa — PTM), u odnosu na koju se
klasifikuju na:

- prevremeno rodenu novorodencad male telesne mase (MTM), ¢ija je PTM <2500 g
- prevremeno rodena novorodencad veoma male telesne mase (VMTM) sa PTM < 1500 g
- prevremeno rodena novorodencad ekstremno male telesne mase (EMTM) sa PTM < 1000 g

Neonatalni mortalitet, smrt novorodenceta u prvih 28 dana (po statisti¢koj definiciji od nultog
do 27. dana) obrnuto je proporcionalan gestaciji, tako da je stopa mortaliteta rodenih pre 28. nedelje
gestacije ¢ak do 50% %°.

U definisanju prematuriteta veoma bitno je osvrnuti se i na granicu vijabiliteta ploda, odnosno
odredivanje perivijabilnog perioda. Perivijabilitet se definiSe kao najraniji stadijum fetalne zrelosti sa
verovatno¢om za ekstrauterusno prezivljavanje. Generalno, kao perivijabilni period uzima se period
gestacije od 22. do 25. nedelje, jer ne postoje podaci o prezivljavanju rodenih pre 22. gestacione
nedelje 3°.
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Pored nezrelosti, brojni drugi faktori utiCu na stepen mortaliteta prevremeno rodene dece,
medu kojima najznacajnije mesto zauzima adekvatno zbrinjavanje i nega. Novorodencad VMTM i
gestacije manje od 32 nedelje, imaju znac¢ajno bolji ishod u smislu prezivljanja i sekvela, ukoliko se
radaju u centrima sa neonatalnom intenzivnom negom tercijarnog nivoa 3!. Stoga se u slu¢aju preteceg
porodaja u veoma nezreloj gestaciji, savetuje transport ,,in utero“, odnosni transport trudnice radi
porodaja u perinatalnom centru u kome postoje moguénosti zbrinjavanja na najvisem nivou trudnica
sa visokorizicnom trudnoom i novorodencadi veoma nezrele, ekstremno nezrele i perivijabilne
gestacije 2. Nedostatak antenatalne nege trudnice i sprovodenje procedura prevencije prevremenog
porodaja i njegovih neonatalnih komplikacija, povecava rizik za mortalitet, kao i znacajniji morbiditet
prevremeno rodene dece *°. Sam prevremeni porodaj najéesée ne moze potpuno da se spreéi, ali
primena serklaza grli¢a, tokolize, davanja antibiotika u cilju leenja postojece infekcije moze ga
odloziti i omoguciti transport trudnice do tercijarnog perinatalnog centra visoko specijalizovanog za
zbrinjavanje trudnica i novorodencadi iz ovakvih trudno¢a. Takode, veoma znacaj aspekt antenatalne
nege je i primena kortikosteroide terapije kod svih trudnicama sa prete¢im prevremenim porodajem
u periodu od 24. do 34. nedelje gestacije, u cilju smanjenja ucestalosti neonatalnih komplikacija ili
primene magnezijum sulfata u cilju poboljSanja neuromotornog razvoja prevremeno rodene dece 3479.

Jedan od faktora koji uti€u na smrtnost prevremeno rodene dece je i prisustvo kongenitalnih
anomalija. Prema podacima iz studije Adams-Chapmana, kongenitalne anomalije su prisutne kod 5
do 6% novorodenc¢adi VMTM, sa smrtnos¢u koja je tri do deset puta veca u odnosu na novorodencad
VMTM bez kongenitalnih anomalija 33-¢,

Postojanje zastoja u intrauterusnom rastu ploda, Cesto je povezano za povecanim
moratalitetom prevremeno rodene dece. NajceS¢e, nedovoljan rast ploda je uzrokovan smanjenim
prilivom kiseonika i hranljivih materija plodu, usled naruSene uteroplacentne cirkulacije, rezultirajuci
promenama koje omogucavaju plodu prezivljanje u ,,nepovoljnim* uslovima. Ipak, mortalitet
novorodencadi koja se rode sa telesnom masom malom za gestaciju (ispod 10. percentila za pol i
gestaciju) je ve¢i u odnosu na prevremeno rodenu novorodencad odgovarajuée telesne mase, i obrnuto
je srazmeran stepenu zastoja u rastu, kao i gestacijskoj starosti °.

1.1.1. Komplikacije prevremenog rodenja

Prevremeno rodeno novorodence, srazmerno stepenu nezrelosti, ispoljava otezanu adaptaciju
na ekstrauterusne uslove, usled ¢ega nastaju specifi¢ne komplikacije prematuriteta koje nose rizik
povecanog morbiditeta i mortaliteta, kao i trajnih sekvela kod prezivelih (neurorazvojni poremecaji,
hroni¢ne bolesti, poremacaji rasta) *’.

Dobro je poznato, da tezina ispoljavanja bolesti koje se javljaju kod prevremeno rodene dece
kao 1 njihovih sekvela, rastu sa smanjenjem gestacije i telesne mase na rodenju. Najc¢eS¢e bolesti i
stanja udruZeni sa prematuritetom udruZeni sa prematuritetom navedeni su u tabeli 1.1.
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Tabela 1.1. Bolesti i stanja udruzeni sa prematuritetom

NajceSce bolesti i stanja udruZeni sa prematuritetom

Respiratorni distres sindrom - RDS
Intraventrikularna hemoragija - IVH
Nekrotiziraju¢i enterokolitis - NEK
Otvoreni arterijski kanal (DAP — lat. ductus arteriosus perisistens)
Retinopatija prematuriteta - ROP
Bronhopulmonalna displazija - BPD
Apnea prematuriteta
Hipotenzija

Infekcije (sepsa, meningitis, pneumonija, infekcije urinarnog trakta)

Hipotermija, hipoglikemija, hiperbilirubinemija, anemija prematuriteta

Respiratorni distres sindrom (RDS) nastaje kao posledica nedostatka surfaktanta u alveolama
usled nezrelosti pluca. Prisustvo surfaktanta u alveolama je neophodno da bi se smanjila povrSinska
napetost njihovih zidova i sprecio kolaps tokom ekspirijuma. Alveolarne ¢elije tipa II zapo€inju
sintezu surfaktanta tek oko 24/25. nedelje gestacije, ali je njegova koli¢ina nedovoljna sve negde do
36. nedelje gestacije, odnosno perioda kada pluca zapocinju svoju alveolarnu fazu razvoja (slika 1.1).

Embrionalni Fetalni Postnatalni
Alveolami
Sakulami i
Kanakularni ROBENjE
Pseudoglandularni '
Embrionaine Surfaktant l

6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 3% 38 40 2 4 ¢

Nedelje Mesed

Slika 1.1. Embrionalni, fetalni i postnatalni razvoj plu¢nog parenhima. Preuzeto i
adaptirano iz https://quizlet.com/21701341 1/respiratory-embryology-lung-development-flash-
cards/

Usled nedostatka surfaktanta zidovi alveola prevremeno rodenog detata imaju povecanu
povrsinsku napetost, S§to za posledicu ima njihov kolaps tokom ekspirijuma §to otezava naredni
inspirijum 1 dovodi do nastanka atelektaza (neventiliranih partija pluéa) sa posledicnom
vazokonstrikcijom intraalveolarnih krvnih sudova, hipoksemijom i tkivhom hipoksijom 3%, Dugo
godina, RDS je bio glavni uzrok mortaliteta i morbiditeta prevremeno rodenih novorodencadi. Jedan
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od revolucionarnih momenata u neonatalnoj medicini bio je uvodenje terapije egzogenim
surfaktantom, devesetih godina proslog veka, ¢ime je viSestruko smanjen neonatalni morbiditet i
mortalitet. Takode znacajan korak u prevenciji teSkih oblika ove bolesti je uvodenje antentalne
kortikosteroidne terapije, koja dovodi do ubrzane maturacije pluca i indukuje enzime koji su vazni
za respiratornu funkciju 34,

Bronhopulmonalna displazija (BPD), hroni¢na bolest plu¢a novorodenceta, nastaje kao
posledica osStecenja nezrelih pluca usled prematuriteta, primene mehanicke ventilacije, toksi¢nosti
kiseonika, infekcija i drugo, koje uzrokuje prekid alveolarizacije i razvoja mikrovaskulature pluca *!.
Vazan je uzrok mortaliteta i morbiditeta prevremeno rodene novorodencadi, narocito ekstremno
nezrele kod koje je ucestalost oko 50% #2. Karakteristike bronhopulmonalne displazije su tokom
vremena evoluirale sa porastom prezivljavanja sve nezrelije novorodencadi, uz upotrebu antenatalnih
steroida, bolje inicijalne stabilizacije, kao i primene surfaktanta *3. Ujedno se menjala i definicija ove
bolesti, od prvog otkrica 1967. godine, pa sve do danas. **. Savremena definicija, data od
Nacionalnog instituta za zdravlje i razvoj dece (NICHD, engl. National Institute of Child Health and
Human Development) bazirana je na potrebi primene dodatnog kisionika u trajanju duzem od 28 dana,
a zavisno od koncentracije kiseonika i oblika (stepena) respiratorne potpore, bolest se klasifikuje kao
blaga, umerena ili teSka. *!. Revizija ove definicije iz 2016. godine je obuhvatila nove modalitete
respiratorne potpore, pre svega neinvazivne, promenjenu klasifikaciju stadijuma na I, II, III T IITA
(umesto prethodne podele na blagi, umereni i tezak oblik), kao ukljuc¢ivanje radiografskog kriterijuma
parenhimskih promena na plu¢ima #°. Jedno od najnovijih istrazivanja Jensena i saradnika, pokazalo
je da najbolju predikciju ishoda BPD (smrt ili teSak respiratorni morbiditet) daje definisanje na
osnovu stepena respiratorne potpore pozitivnim pritiskom koja se primenjuje u 36. postmentrualnoj
nedelji, bez obzira na primenu dodatnog kiseonika 4.

Intraventrikularna hemoragija (IVH) je jedna od najtezih komplikacija prematuriteta,
karakteristi¢na za novorodencad rodenu sa manje od 34. nedelje gestacije. Mesto porekla ovog oblika
krvarenja su mali krvni sudovi germinativnog matriksa, koji predstavlja bogato vaskularizovanu zonu
lokalizovanu subependimalno i periventrikularno, u kojoj se nalaze prekursori Celija za razvoj
neurona i glije tokom fetalnog razvoja 6. Smatra se da je IVH najznacajniji uzrok trajnih neuroloskih
sekvela kod veoma i ekstremno nezrele novorodencadi. Osim nezrelosti rizik za nastanak IVH ¢ine i
prisustvo RDS-a, transport novorodencadi, primena mehanicke ventilacije, postojanje cirkulatorne
nestabilnosti uz pojavu hipotenzije, ali i odredeni genetski faktori 47->°, Ultrasonografija ima veoma
znalajno mesto u detektovanju i proceni tezine krvarenja °! . Prema ultrasonografskim kriterijumima
postoje Cetiri stadijuma IVH: 1. stadijum je blagi oblik, krvarenje lokalizovano u germinativhom
matriksu (IVH 1), 2. krvarenje koje se proSirilo u ventrikule (bo¢ne komore mozga) zauzimajuci
manje od 50% volumena (IVH II stepena), 3. stadijum u kome je preko 50% volumena ventrikula
ispunjeno krvarenjem i sa dilatacijom ventrikula (IVH III) 1 4. stadijum koji obuhvata dalje Sirenje
krvarenja u mozdani parenhim (IVH IV) 32, Treéi i IV stadijum IVH su povezani sa znacajnim
rizikom od nastanka komplikacija poput postehemoragijskog hidrocefalusa, teSkih sekvela ali i
smrtnog ishoda.

Perzistentni duktus arteriozus (DAP), podrazumeva da nije doslo do spontanog zatvaranja
fetalne komunikacije izmedu aorte i pulmonalne arterije, Sto se javlja kod 30% novorodencadi
VMTM 33, Protok krvi kroz otvoren duktusa arteriozus dovodi do levo-desnog Santa krvi iz aorte u
pluénu arteriju ¢ime se povecava protok kroz pluénu cirkulaciju, a smanjuje perfuzija kroz sistemsku
cirkulaciju. Simptomi zavise od veli¢ine Santa, kao i od odgovora samog srca i plu¢a na koli¢inu krvi
(opterecenje cirkulacije), pa se klini¢ki prezentuje kao pluéni edem, pluéno krvarenje a doprinosi i
nastanku BDP , IVH i nekrotiziraju¢eg enterokolitisa (NEK) >4

Nekrotiziraju¢i enterokolitis je jedno od najznacajnijih i najurgentnijih stanja u neonatologiji.
Patogeneza je multifaktorijalna, dovodi se u vezu ne samo sa malom gestacijom i telesnom masom
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na rodenju, ve¢ je povezana i sa genetskom predispozicijom, nezreloS¢u intestinuma, promenama u
mikrovaskularnom tonusu i abnormalnom mikrobiolo§kom kolonizacijom creva -, Smatra se da
poslednji navedeni mehanizam, disbalans u mikrobioloSkom ekosistemu creva, ima najve¢i uticaj na
nastanak ove bolesti ®'. Naro¢ito, umnoZavanje gram negativnih bakterija koje sadrZe dosta
lipopolisaharida u crevima dovodi do prenaglasenog inflamatornog imunog odgovora 2. Bolest
karakteriSe specifi¢no oStecenje intestinalne mukoze koje moze dovesti do nekroze ¢itavog zida creva
1 perforacije.

Hipotenzija se cesto javlja kod prevremeno rodene novorodencadi, narocito ekstremno
nezrele novorodencadi. Kod novorodencadi, krvni pritisak varira u zavisnosti od gestacije i telesne
mase na rodenju. Glavni faktori koji doprinose nastanku hipotenzije kod novorodencadi su nezrelost
sr¢anog misica koja je uzrok smanjene kontraktilnosti, poviSena sistemska vaskularna rezistencija i
usporen protok krvi kroz periferna tkiva u fazi prilagodavanja na ekstrauterusne uslove (tranzicija
cirkulacije), prisustvo DAP-a, asfiksije/hipoksije, primena ventilacije pozitivnim pritiskom, infekcija
i inflamacija, kao i relativna adrenalna insuficijencija ®. NeleCena hipotenzija uzrok je akutnih
komplikacija koje zivotno ugrozavaju novorodence, ali i kasnih sekvela u vidu naruSenog
neuroloskog razvoja. Osim primene kristaloidnih rastvora, u le¢enju hipotenzije prevremeno rodene
novorodenc¢adi primenjuje se inotropna potpora 4.

Retinopatija prematuriteta (ROP, engl. retinopathy of prematurity) predstavlja razvojnu
vaskularnu proliferativnu bolest, koja se javlja na retini koja nije kompletno vaskularizovana ©,
Glavni rizici za razvoj ROP osim ekstremne nezrelosti su oksidativni stres (primena oksigenoterapije)
i postojanje sistemske inflamacije .

Veoma brz gubitak toplote po rodenju desava se zbog nesrazmere zbog velike povrsine tela u
odnosu na masu,a istovremeno, nemogucénost da produkuje dovoljno toplote, prevremeno rodeno
novorodence izlaze ogromnom riziku od hipotermije. Pokazano je da je hipotermija je povezana sa
povecanim mortalitetom, kao i drugim komplikacijama prematuriteta poput IVH i plu¢nog krvarenja
67

Kasne posledice prematuriteta su brojne i obuhvataju pre svega neurorazvojne sekvele poput
cerebralne paralize, vizuelnih oStecenja, oStecenja sluha, narusenog kognitivnog razvoja, poremecaja
ponasanja. Kod prevremeno rodene dece ceSce su prisutni nizak rast, insulinska rezistencija,
hipertenzija, hroni¢ne bubrezne bolesti.

Infekcije predstavljaju najznacajniji uzrok mortaliteta i morbiditeta prevremeno rodene
novorodencadi i o njima ¢e biti viSe reci u narednim poglavljima. Prevremeno rodeno novorodence
je u povecanom riziku od infekcije zbog sveukupne nezrelosti, genetskih, epigenetskih faktora, kao i
delovanja razli¢itih faktora sredine ®®. Adaptivni imunitet novorodenéeta nedovoljan je za adekvatnu
odbranu od infekcije ®. Transplacentalni prelazak imunoglobulina G klase majke najve¢im delom
desava se neposredno pred termin porodaja, stoga prevremeno rodena novorodencad nemaju dovoljnu
zaStitu nastalu pasivnim imunitetom 28, Nezrelost koZe, kao prve barijere zastite od mikroorganizama,
opsonizacija i fagocitoza, obuhvatanje bakterija uz pomo¢ antitela i komplementa, kao veoma vazni
koraci u odbrani od bakterija, su takode nerazvijeni kod nezrelih novorodencadi 7°. Neonatalne T
¢elije su 1 antiinflamatorne i tolerogene, ¢ak je pokazano da su i imunosupresivne zbog ¢ega ova
nezrela populacija dodatno ima povecan rizik od razvoja infekcije 7'72. Smanjena odbranbena
sposobnost usled nerazvijenosti imunskog sistema prevremeno rodenog novorodenceta, jedan je od
najznacajnih uzroka nastanka neonatalne sepse .

Prvi meseci zivota predstavljaju izuzetno vazan period formiranja imunskog sistema.
Znacajan stimulus za razvoj imunskog sistema ima kolonizacija mikroorganizmima i formiranje
mikrobiote pre svega u gastrointestinalnom traktu, kao najkolonizovanijoj regiji ¢oveka .
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1.1.2. Nega prevremeno rodenog novorodenceta

Prevremeno rodenje ima ogroman uticaj na prezivljavanje i kvalitet Zivota jedinke u
buduénosti. Stopa prezivljavanja ove izuzetno osetljive populacije novorodencadi je znacajno
povecana sa napretkom neonatalne intenzivne nege 7>, ¢iji je razvoj zapoeo jo§ sedamdesetih godina
proslog veka, pre svega sa pocetkom primene i sve veCom dostupnoséu mehanicke ventilacije i
primene kontinuiranog pracenja vitalnih parametara. Veliki napredak je omoguéen osamdesetih
godina proslog veka, kada je sintetisan surfaktant, a mehanicka ventilacija oboga¢ena uvodenjem
visokofrekventne ventilacije 7*78. Sve navedene mere, znacajno su doprinele prezivljanju nezrele
novorodencadi, ali i dovele do nastanka odredenih patoloskih stanja poput bronhopulmonalne
displazije, retinopatije prematurita, a narocito do povecanja broja intrahospitalnih infekcija kod
novorodencadi lecene u odeljenjenjima intenzivne nege i terapije. Stoga, principi savremene nege i
zbrinjavanja prevremeno rodene novorodencadi baziraju se ne samo na primeni mera intenzivnog
leCenja u cilju smanjenja mortaliteta, ve¢ i na prevenciji potrebe njihove primene i nastanka
komplikacija usled ovakvog le¢enja 7°-80.

Po rodenju i prelasku iz intrauterusne sredine, novorodence prolazi kroz period tranzicije,
odnosno prilagodavanja na ekstrauterusne uslove. Period tranzicije moze se odlikovati narusenom
adaptacijom, Sto je ¢eS¢e izrazeno kod prevremeno rodenih u odnosu na terminsku novorodencad.
Stoga su vrlo bitne mere inicijalne stabilizacije prevremeno rodenog novorodenceta koje se
primenjuju u porodajnoj sali, u prvim minuta po rodenju. 8. Ove mere obuhvataju mere odlozenog
podvezivanja pupcanika radi pobolj$anja kardiorespiratorne adaptacije i smanjenja rizika od anemije,
sprecavanje rashladivanja novorodenceta, ranu primenu respiratorne potpore kontinuiranim
pozitivnim pritiskom u disajnom putu (engl. continuous positive airway pressure, CPAP) u cilju
izbegavanja intubacije 1 invazivne mehanicke ventilacije, izbegavanje visokih koncentracija
kiseonika u cilju sprecavanja toksi¢nog delovanja slobodnih kiseoni¢nih radikala. U slu¢aju potrebe
za dodatnom respiratornom potporom savetuje se davanje preparata surfaktanta, a tek u krajnjoj meri
se primenjuje intubacija i invazivna mehanicka ventilacija.

Veoma nezrela i ostala prevremno rodena deca ukoliko zahtevaju posebno pracenje, po
rodenju se prevode u odeljenja intenzivne nege (OIN). Po prijemu u OIN, vecina ove novorodencadi
se smesta u inkubatore ili na odgovarajuce ,,tople stolove*, ¢ime se obezbeduje odrzavanje normalne
telesne temperature. Postavljanje senzora na telo novorodenceta omogucéava kontinuirano pracenje
vitalnih kardiorespiratornih parametara tj. saturacije krvi kiseonikom, sréane frekvencije, respiracija.
Na dnevnom nivou rade se laboratorijske analize krvi, kojima se prati nivo elektrolita, glukoze u krvi,
parametara krvne slike, a po potrebi i koncentracija bilirubina, parametara inflamacije (C-reaktivni
protein, prokalcitonin). S obzirom da kod ve¢ine ove novorodencadi nije moguce odmah uspostaviti
adekvatnu ishranu, neophodno je da dobijaju odgovaraju¢u infuziju tecnosti, pre svega rastvora
glukoze, a potom i ostalih elektrolita. Pazljivo se evidentira napredak u telesnoj masi, tolerisanje
obroka, satna diureza i defekacija. Enteralna ishrana, najbolje maj¢inim mlekom, uvodi se najranije
moguce po rodenju. Medutim, kod rodenih pre 34 nedelja gestacije refleks sisanja nije razvijen pa se
sprovodi enteralna ishrana putem gastri¢ne sonde. Ovakav nacin ishrane sprovodi se i kod sve teSko
bolesne novorodencadi. Postoje i stanja, kao Sto je izraZzena nezrelost, pre svega kod novorodencadi
telesne mase manje od 1500 grama, kao i kod cirkulatorno nestabilne novorodencadi, koja ne mogu
tolerisati enteralni unos, i kod kojih enteralna ishrana moze biti veliki rizik, pre svega za nastanak
nekrotizirajuéeg enterokolitisa. Stoga je kod ove novorodencadi neophodno sprovesti ishranu
parenteralnim putem, davanjem rastvora glukoze i elektrolita, aminokiselina i lipida (totalna
parenteralna ishrana — TPI). Ovakav nacin ishrane, primenom hiperosmolalnih rastvora, cesto
uzrokuje pucanje inace fragilnih krvnih sudova novorodencadi, pa je za njeno sprovodenje neophodna
invazivna procedura plasira katetra u ve¢i krvni sud. Kod novorodencadi se naj¢eSce plasira katetera
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u umbilikalnu venu (venski umbilikalni kateter — VUK). Sama primena TPI, kao i prisustvo VUK-a
jedni su od najcesc¢ih rizika za nastanak intrahospitalnih infekcija kod prevremeno rodene dece.

Respiratorna insuficijencija je glavni uzrok mortaliteta i morbiditeta nezrele novorodencadi
81, Nezreli respiratorni sistem, pocev od nedovoljno razvijenih, suzenih i kolabiranih disajnih puteva
do redukovanog alveolarnog prostora zbog nekompletne alveolarizacije i nedostatka surfaktanta, ne
moze da odrzi adekvatnu razmenu gasova zbog ¢ega vecina prevremeno rodene dece zahteva neku
formu respiratorne potpore 32. Mehanicka ventilacija je spasonosna intervencija, koja nosi rizike za
nastanak povrede pluca, ali i drugih organa, kao i sekvela u vidu poremecaja neuroloskog razvoja.
Smernice u lecenju respiratornog distres sindroma stalno napreduju u skladu sa savremenim
saznanjima, tezeci ka primeni $to neinvazivnijih metoda poput nazalnog CPAP-a, manje invazivnog
nacina administracije surfaktanta, kao i primene $to nizih koncentracija kiseonika dovoljnih da se
ostvari optimalna oksigenacija. Putem CPAP prenosi se pozitivni pritisak dopremajuéi gas preko
kratkih nazalnih nastavaka (prongsova) ili nazalne maske do distalnih disajnih puteva. Pritisak u
nazofarinksu omogucéava nekoliko benefita, ali je najvazniji prevencija kolapsa alveola na kraju
ekspirijuma 3. U danaSnje vreme ovaj oblik respiratorne potpore je standard za zapocinjenje leGenje
prevremeno rodenog novorodenceta sa respiratornom insuficijencijom, ali i prevencije njenog
nastanka kod veoma nezrele novorodencadi. Endotrahealna intubacija i mehanic¢ka ventilacija,
omogucavaju direktan prodor bakterija iz spoljasnje sredine u sterilni disajni prostor novorodenceta.
Prevencija nastanka infekcija ovim putem moze se vrSiti smanjenim brojem ,,0dvajanja“
novorodenceta od ventilatora, na primer primenom ,,zatvorenog* sistema za aspiraciju. Broj dana na
mehanickoj ventilaciji, proporcionalan je ucestalosti infekcija kod novorodencadi u OIN.

Pored navedenog, ostale invazivne procedure poput plasiranja urinarnog katetera, plasiranja
kanila u periferne i centralne vene i arterije (jugularna, femoralna), stavljanje torakalnih drenova kod
pneumotoraksa ili peritonealne cevi u slucaju potrebe za peritonealnom dijalizom, nose dodatne rizike
za prodor mikroorganizama do sterilnih mesta u telu novorodenceta i nastanka intrahospitalnih
infekcija.

Zbog nezrelosti imunskog sistema i velike moguénosti za nastanak bolnic¢kih infekcija, u
odeljenjima neonatalnih intenzivnih nega neophodni su striktni protokoli sprecavanja nastanka
infekcija. Oni obuhvataju pored svih mera higijene poc¢ev od ¢iS¢enja povrSina podova, kontrole
ispravnosti vode mokrih ¢vorova, adekvatnog pranja i dezinfekcije ruku, preko ¢iS¢enja i dezinfekcija
inkubatora i ostalih povrSina sa kojima nezrelo novorodence dolazi u direktni kontakt.

1.2. KOLONIZACIJA GASTROINTESTINALNOG TRAKTA: FORMIRANJE
MIKROBIOTE I KOLONIZACIJA MULTIREZISTENTNIM ENTEROBAKTERIJAMA

Trilioni ¢elija mikroba nalaze svoje staniste u ljudskom telu. Naseljavaju sve regije ¢oveka
koje su u kontaktu sa spoljaSnjom sredinom i ta kompleksna i koordinisana zajednica
mikroorganizama se naziva mikrobiota 83>, Celokupni genski sastav mikroorganizama koji formiraju
mikrobiotu se naziva mikrobiom. Razvoj tehnologije je omoguéio ubrzano otkrivanje
mikroorganizama koji kolonizuju ¢oveka, njihovu ogromnu razli¢itost, ali i uticaj koji imaju na
zdravlje ¢oveka. Neki mikroorganizmi su stalno prisutni u odredenoj regiji, a neki ¢ine tranzitornu
mikrobiotu. Mikrobiotu dominantno ¢ine bakterije, a zatim arhee, gljivice 1 drugi eukariotski
mikroorganizmi i virusi, ali se njhohovi odnosi i vrste razlikuju u zavisnosti od dela tela koji
naseljavaju 3. Tako postoji specificna mikrobiota koZe, usne duplje, urogenitalnog trakta,
respiratornog trakta, gastrointestonalnog trakta, majéinog mleka, posteljice * i dr. Najgusce
kolonizovane regije Coveka su donje partije gastrointestinalnog trakta. Trenutno, ne postoji
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standardizovana definicija ,,zdrave mikrobiote gastrointestinalnog trakta®. Takode, nema tacne
definicije ni disbioze, koja predstavlja nedostatak zdrave mikrobiote. Smatra se da je mikrobiota
gastrointestinalnog trakta se smatra da ima veliki uticaj na genotip i fenotip domacina ¥. Kod
prevremeno rodene dece koja zahtevaju produzenu negu, kolonizacija gastrointestinalnog trakta
mikroorganizmima zapo¢inje u bolni¢koj sredini. Cesto je to mesto gde novorodenéad dolaze u
kontakt sa multirezistentnim bakterijama, koje opstaju i selektuju se upravo u ovakvom okruzenju.

1.2.1. Mikrobiota novorodenceta i njen znacaj

Pocetak kolonizacije i teorija ,,sterilne materice* je i dalje predmet stru¢nih polemika svetskih
eksperata. Rana istrazivanja su pokazivala da kolonizacija pocinje tek posle rodenja, sa izuzetkom
slu¢ajeva intrauterinih infekcija %%. Medutim, pocetkom 21. veka, sa razvojem tehnologije i
savremenih metoda sekvencioniranja genoma (next-generation sequencing), mnogim istrazivanjima
je dokazano prisustvo bakterija u placenti, amnionskoj te¢nosti i prvom mekonijumu (formiranom
pre rodenja, ¢ime odrazava prisustvo/odsustvo mikroorganizama in utero) %°. Aagaard i saradnici su
u placenti pokazali prisustvo komensala koji su inace deo mikrobiote razliitih regija Coveka, a
prisustvo bakterija koje su prethodno pronadene u mikrobiomu placente i amnionske te¢nosti, §to
ukazuje na prenos mikroorganizama tokom in utero razvoja izmedu fetusa i placente °!. Pokazano je
da se geni rezistencije na antimikrobne agense prisutni u digestivnom traktu majke se mogu naci u
prvom mekonijumu i postati deo mikrobiote novorodenceta °2. Nasuprot tome, postoje i istrazivanja
u kojima nisu detektovani mikrobi (bakterije, arhee, virusi) u zdravim trudno¢ama **-%°, Predlozeno
objasnjenje za nalaz mikroba u nekim studijama je da se najverovatnije radi o kontaminaciji, imajuci
u vidu osetljivost tehnika koje se u svim navedenim studijama primenjuju.

Inicijalna kolonizacija crevnog epitela se smatra da predstavlja osnov za dugotrajni i stabilan
mikrobiom odraslih ljudi *. Od prvog dana Zivota, postoje znacajne individualne razlike u sastavu
mikrobioma novorodenceta, a do tre¢e godine mikrobiota bi trebalo da dostigne adultni nivo
razliitosti i kompleksnosti °’. Kod novorodencadi, mikrobiota je vrlo promenjivog sastava, postoje
velike razlike medu jedinkama i sadrzaj bakterijskih vrsta je manji u odnosu na odrasle. Smatra se da
Bifidobacterium spp. dominira u normalnoj mikrobioti, jer se u velikom broju nalazi kod neonatusa
koji se hrane majé¢inim mlekom ?8. Prema Milani i sar. postoji Sest osnovnih grupa mikrobiote
novorodencadi, koji se razlikuju po dominaciji odgovarajucih taksona (vrsta/porodica/red) bakterija
(Slika 1.2)%,
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Slika 1.2. Sest grupa mikrobiote novorodenceta. Filogenetsko stablo zasnovano na 16S rRNK
analizi mikrobiote. Boje oznacavaju 6 glavnih filogenetskih grupa mikrobiote. Elektronska
mikroskopija taksona bakterija koje dominiraju u grupi.

Preuzeo i adaptirano iz Milani et al, 2017 8

Inicijalna mikrobiota u velikoj meri doprinosi razvoju imunskog sistema. Sustret sa velikom
koli¢inom mikroorganizmima koji zapo€inju kolonizaciju novorodenceta obezbeduje na mukozi
gastrointestinalnog trakta i drugim regijama, razvi¢e imunskog sistema lokalno, a zatim i imunskog
sistema u celini 3%,

Faktori koji uti¢u na razvoj mikrobiote novorodenceta su nacin porodaja i okolina u kojoj se
uspostavlja kolonizacija, dakle sredina u kojoj se neguje novorodence nakon rodenja. Boravak u
bolnickoj sredini (narocito leCenje u OIN), primena antibiotske terapije, nacin ishrane (parenteralna
ili enteralna; maj¢ino mleko ili mle¢na formula), ali i genetski faktori imaju takode veliki uticaj *’.

Porodaj carskim rezom je povezan sa drugacijim pocetkom kolonizacije u odnosu na prirodni
porodaj. Prilikom porodaja carskim rezom, kolonizacija novorodenceta zapocinje bakterijama sa koze
majke '%, odnosno bakterijama iz okoline (porodajna sala), za razliku od vaginalnog porodaja, gde
se prolaskom kroz porodajni kanal novorodence kolonizuje bakterijama porodajnog trakta majke '°!.
Studije upucuju da nakon rodenja, novorodencad rodena carskim rezom imaju mikrobiotu manjeg
diverziteta i sporije dolazi do uspostavljanja kolonizacije gastrointestinalnog trakta u odnosu na decu
rodenu vaginalnim putem *’. Jednim delom je to uzrokovano ¢e$¢om primenom antimikrobne terapije
koja utice na kolonizaciju.

Kod prevremeno rodene novorodencadi je Cesto dugotrajna hospitalizacija neophodna, pa
kolonizacija zapo€inje u bolnic¢koj sredini. Uticaj hospitalizacije na mikrobiotu je stoga znatno veci
nego u ostalim humanim populacijama 2. Uprkos merama dezinfekcije koje se primenjuju, u
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bolnickim sredinama su prisutni mikroorganizmi. Stoga, na mikrobiotu novorodenceta koja je
dugotrajno hospitalizivano utice prostor u kome je smesteno, okolni predemeti (inkubatori, respiratori
i dr.), kao i osobe sa kojima je dolazilo u kontakt '%. Tokom produZene hospitalizacija u OIN,
pokazano je da se medusobne razlike u mikrobiomima novorodencadi koja se lece na istom odeljenju
intenzivne nege, smanjuju tokom vremena '*. U jednoj studiji u kojoj je tokom mesec dana boravka
u OIN pracen sastav mikrobiote digestivnog trakta prematurusa, pokazano je da se sastav menjao sa
promenama u okruZenju, tj. da je detekciji mikroorganizama u kolonizaciji prethodila detekcija
prisustva u okruZenju (sudopera, endotrahealni tubus, nazogastri¢na sonda, ruke osoblja i roditelja,
povrsine u OIN, tastatura kompjutera, li¢ni telefoni i dr.) '%°. Sastav mikroorganizama na svakom
odeljenju intenzivne nege je specifican, Sto se objasnjava transmisijom bakterija izmedu pacijenata,
kao i izmedu pacijenata i osoblja koje neguje pacijente ', Gestaciona starost je takode jedan od
faktora koji utiu na razvoj mikrobiote '92. Manja gestaciona starost, udruZena je sa potrebom
produzene hospitalizacije, leCenjem u OIN, primenom invazivnih procedura kao mehanicke
ventilacije, ishranom putem sonde, davanjem antibiotika i dr., §to utiCe na formiranje mikrobiote.
Uopste uzev, novorodencad lecena u bolnickoj sredini, u crevnoj mikrobioti imaju mnogo veci broj
gram negativnih bakterija enterobakterija (Enterobacterales), enterokoka i drugih oportunistickih
mikroorganizama u odnosu na zdravu novorodencad u kuénim uslovima, kod koje mikrobiotu
uglavnom ¢ini Bifidobacterium spp. 819, U tom smislu, vazno je poznavati mikroorganizme u
intrahospitalnom okruZenju i zbog mera prevencije kolonizacije ,,patoloskim® sojevima i prevencije
intrahospitalne infekcije 197,

Primena antibiotske terapije prenatalno, intrapartalno ili postpartalno uti¢e znacajno na
formiranje mikrobiote, odlazu¢i tj. usporavajuéi proces 7. Pokazano je da ¢ak i 48h sati primene
antibiotske terapije dovodi do smanjenja diverziteta mikrobiote. Vrsta antibiotika, duZina primene i
starost novorodenceta uti¢u na efekat koji ima antibiotska terapija 3% Primena antibiotika ima
izrazeniji efekat na mikrobiotu ekstremno nezrele i veoma nezrele prevremeno rodene dece u odnosu
na kasno pretreminsku decu 9219, Antibiotici Sirokog spektra delovanja kao $to su npr. meropenem
i cefalosporini III generacije, imaju izrazeniji efekat i primena antibiotika uti¢e na smanjenje broja
Bifidobacterium spp. 1 Bacteroides spp., a povecanje broja enterobakterija. Primena antibiotske
terapije omogucava selekciju 1 propagaciju rezistentnih mikroorganizama. Zato je ukupni efekat
antibiotika poremecaj mikrobiote i favorizovanje kolonizacije rezistentnim bakterijama. Pored
antibiotika i primena drugih lekova takode ima uticaj '%.

Narusen sastav mikrobiote moze biti uzrok nastanka razli¢itih poremecaja zdravlja i bolesti.
Nekrotiziraju¢i enterokolitis i neonatalna sepsa, su primeri bolesti u kojima se smatra da naru$avanje
normalne mikrobiote ima vaznu ulogu u patogenezi ''°. Nekrotizirajué¢i enterokolitis se uobi¢ajeno
javlja kod veoma nezrele novorodencadi u uzrastu od nekoliko nedelja. Kolonizacija crevnog trakta
ove novorodencadi je izmenjena pod uticajem bakterija okoline, izostanka ishrane oralnim putem i
unoSenjem hrane putem sonde u donje partije gastrointestinalnog trakta, kao i ucestalom primenom
antibiotika. Mikrobiota gastrointestinalnog trakta kod novorodencadi sa NEK-om se razlikuje od
novorodencadi kod kojih se NEK nije razvio i smatra se da posebno umnozavanje gram negativnih
bakterija ¢iji ¢elijski zid sadrzi lipopolisaharid, u crevima izaziva prenaglaSen inflamatorni odgovor
327 . Kasna neonatalna sepsa nastaje kod prevremeno rodene dece najcesce tokom hospitalizacije, a
disbalans mikrobiote kod prevremeno rodene dece prethodi nastanku sepse ''1-113,
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Slika 1.3. Dinamika mikrobioma kod prevremeno rodenog novorodenceta u zdravlju i u bolesti.
Preuzeto iz Cuna 202114

Zbog znacaja mikrobiote i dokaza da je kod prevremeno rodene dece u bolnic¢koj sredini
formiranje mikrobiote razli¢ito i insuficijentno, moguénost davanja probiotika se namece kao moguce
reSenje. Najveci broj studija, ukazuje da se primena probiotika kod prevremeno rodene dece smanjuje
rizik od smrti, sepse i nekrotizirajuteg enterokolitisa ''>. Kohranova analiza sistematskih pregleda
efikasnosti i bezbednosti profilakticke primene probiotika u prevenciji nastanka teskih oblika NEK-
a 1 sepse, pokazala je da suplementacija probioticima znacajno smanjuje ucestalost NEK-a i
mortalitet, ali bez dokaza o znaCajnom smanjenju ucestalosti intrahospitalne sepse. Nijedna od
ukljucenih studija nije prijavila sistemsku infekciju uzrokovanu probiotskim mikroorganizmima 16,
Ipak, ima i izveStaja da primena probiotika kod novorodencadi veoma male telesne mase nije bez
rizika, zbog rizika od pojave infekcije ili sepse 17118,

1.2.2. Kolonizacija gastrointestinalnog trakta multirezistentnim enterobakterijama

Enterobakterije su Gram negativne bakterije, oblika Stapica, veli¢ine od jednog do nekoliko
mikrometara. Pripadaju redu Enterobacterales i obuhvataju veliki broj vrsta bakterija koje su
rasprostranjene u prirodi i najéesce predstavljaju deo normalne mikrobiote gastrointestinalnog trakta
ljudi i zivotinja, a neke vrste su striktno patogene. Coveka kolonizuju oportunisticke vrste
enterobakterija kao S$to su Klebsiella spp., Escherichia coli, Proteus spp. 1 Serratia spp. 1 druge.
Navedene vrste su ujedno i vazni uzrocnici infekcija kod ljudi koje najceS¢e nastaju u bolnickoj
sredini, kod predisponiranih osoba sa imunodeficijencijom i drugim udruzenim bolestima i stanjima.

Otkri¢e antibiotika u dvadesetom veku je jedno od najvecih dostignuéa u medicini. Ipak,
posmatrano sa evolutivnog aspekta, za relativno kratko vreme koliko se antibiotici primenjuju doslo
je do znacajnog razvoja antimikrobne rezistencije. Rezistencija je do sada opisana na sve otkrivene
antimikrobne agense. Posebno je zabrinjavajuca pojava multiple rezistencije tj. udruzene rezistencije
na viSe razli¢itih antibiotika ''"°. Porast rezistencije je izrazen naro€ito u poslednje dve decenije 120121,
Zbog toga je to globalan zdravstveni problem koji preti da ugrozi uspeh terapije bakterijskih infekcija.
I kod enterobakterija je doslo do razvoja rezistencije na razliCite klase antibiotika. Multirezistentne
(engl. multidrug-resistant, MDR) enterobakterije su prema standardizovanoj medunarodnoj
nomenklaturi one koje ispunjavaju kriterijum steene rezistencije na najmanje jedan agens, iz
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najmanje tri razli¢ite kategorije antimikrobnih agenasa '22. Medu MDR enterobakterijama poseban
znaaj imaju enterobakterije koje produkuju beta laktamaze proSirenog spektra delovanja (engl.
extended spectrum beta lactamases, ESBL) (ESBL-E), enterobakterije rezistetne na karbapeneme
(engl. carbapenem resistant enterobacteri, CRE) i u poslednje vreme enterobakterije rezistetne na
karbapeneme i1 na kolistin. Svetska zdravstvena organizacija (SZO) je 2016. godine definisala
patogene kod kojih je uCestalost i znacaj steGene rezistencije izuzetno veliki ''°. Na pomenutoj listi,
CRE i ESBL-produkujuc¢e enterobakterije su svrstane u grupu bakterija kriticnog prioriteta za razvoj
novih antimikrobnih lekova. Geni za produkciju ESBL enzima, kao i geni za karbapenemaze koje su
najcesce razlog karbapenemske rezistencije kod enterobakterija, nalaze se na mobilnim genskim
elementima, zbog ¢ega je transmisija i propagacija ove rezistencije dostigla pandemijski nivo 23124,

Kolonizacija gastrointestinalnog trakta enterobakterijama kod novorodenceta zapocinje u

znacajnoj meri posle rodenja. Brojna istraZivanja zasnovana na detekciji bakterija kultivisanjem su
pokazala da kod veéine novorodencadi E. coli postaje detektabilna u fecesu u krakom periodu, od
jedan do tri dana posle rodenja '2>'27. Do kolonizacije ovom bakterijom ne dolazi kod sve
novorodencadi '8, Kod prevremeno rodene dece, uCestalost nalaza enterobakterija u fecesu je veca
nego medu terminskom decom, a bolnicka sredina u kojoj borave ima velikog uticaja na
uspostavljanje kolonizacije 1%°:12%-131, Pokazano je da je kod hospitalizovane prevremeno rodene dece,
porodaj carskim rezom povezan sa ve¢om ucestalosti kolonizacije Klebsiella spp. u odnosu na na
vaginalni porodaj, posle koga je zabeleZena veca ucestalost E. coli 2. Antibiotiska terapija dovodi
do vece stope kolonizacije enterobakterijama, pri ¢emu se uticaj antibiotiskih agenasa razlikuje
(Gibson curr opin 3%). Stepen zrelosti je obrnuto proporcionalan ucestalosti kolonizacije, te je kod
veoma nezrele novorodencadi, Sansa za kolonizaciju enterobakterijama vecéa '33.
Prevremeno rodena deca 3*13°) zbog izlozenosti bolni¢koj sredini, nezrelog imunskog
sistema, nerazvijenih barijera koze i sluzokoZze i potrebe za invazivnim procedurama imaju povecan
rizik kolonizacije MDR enterobakterijama. Takode, antibiotiska terapija, neophodna u terapiji,
predstavlja vazan faktor koji doprinosi selekciji 1 diseminaciji rezistentnih sojeva u ovoj populaciji
136, Utestalost kolonizacije gastrointestinalnog trakta MDR bakterijama znaajno varira kod
prevremeno rodene dece, a viSe stope kolonizacije i1 infekcija su pokazane u nerazvijenim zemljama
328, 136,266 , dok je u razvijenijim zemljama ucestalost kolonizacije niza !*%!3°, Moramo
napomenuti da se kolonizacija MDR bakterijama javlja nekad i kod zdravih ljudi i dece. Meta analiza
o kolonizaciji ESBL-E kod zdravih odraslih osoba 2 je pokazala da su najvise stope prisutne u Aziji
(46%, 1P 29-63) 1 Africi (15%, IP 4-31), a znacajno nize u Evropi i Severnoj Americi (<5%). Takode
je procenjeno da je u svetu oko 16% zdravih ljudi kolonizovano sa ESBL-E. coli, a ucestalost je u
stalnom porastu '2>137  U€estalost kolonizacije CRE je na globalnom nivou jo$ uvek niska, ali studije
pokazuju da je u nekim bolnickim sredinama ukljucujuéi i1 pedijatrijska odeljenja, ucestalost
zabrinjavajuce visoka '4%14!, Tokom porodaja, prenos ESBL-E sa majke i uspostavljanje kolonizacije
novorodenceta je dokazan na¢in transmisije i uspostavljanja kliconostva 42143, Ipak, jedan od
najznacajnijih faktora rizika za kolonizaciju ESBL-E i CRE kod dece predstavlja hospitalizacija, a
posebno boravak na odeljenjima intenzivne nege, invazivne procedure i dr. 144143,

Osobe koje su kolonizovane MDR bakterijama, iako su bez simptoma, predstavljaju izvor
rezistentnih patogena, koji se mogu Siriti na ¢lanove porodice i u zajednici. Pokazano je mnogo
slu¢ajeva neprimetne transmisije potencijalno vrlo opasnih bakterija 47:14%. DuZina trajanja
kolonizacije je razlicita i verovatno zavisi od niza faktora. Kod novorodencadi, posle izlaska iz
bolnice utvrdeno je da kolonizacija ESBL-E moze trajati i viSe godina '*°. Kod odraslih !,
perzistiranje kolonizacije duze od godinu dana je primeéeno kod tre¢ine ispitanika iz domova za negu
starih lica !, Prac¢enje duzine kolonizacije ESBL-E posle hospitalizacije moze biti kratkotrajno '>!,
a duZze izlucivanje i perzistencija MDR bakterija su dokazani kod imunokompromitovanih populacija.
O duzini trajanja kolonizacije CRE ima malo podataka koji ukazuju da do dekolonizacije dolazi brze,
tokom tri meseca !> do godinu dana '3
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1.3. INFEKCIJE U NEONATALNOM DOBU
1.3.1. Neonatalna sepsa

Neonatalna sepsa (NS) je glavni uzrok mortaliteta i morbiditeta u novorodenackom periodu.
Predstavlja patofizioloski odgovor na prisustvo mikroorganizama (bakterija, virusa, gljivica) ili
njihovih toksina u krvi tokom prvih 28 dana Zivota. Registruje kod 2022 na 100.000 Zivorodene
novorodencadi. GodiSnje, oko 3 miliona novorodene dece Sirom sveta razvije neonatalnu sepsu, pri
Cemu se kod 11 do 19% bolest zavrsi smrtnim ishodom 34, Zavisno od vremena pojave, deli se na
ranu i kasnu, pri ¢emu se rana sepsa definiSe pojavom u prvih 72h po rodenju, dok se kasna NS javlja
nakon 72h, pa do 28. dana po rodenju !'3°. Razlika izmedu ova dva oblika sepse je i u vrsti
mikroorganizama uzro¢nika infekcije, nacinu ispoljavanja infekcije kao i prognozi bolesti (tabela 1.2)

Tabela 1.2: Osnovne karakteristike rane i kasne neonatalne sepse

Rana sepsa Kasna sepsa
Pocetak <72h > 72h
Izvor infekcije Majka Okruzenje
Mikroorganizam Gram —, GBS* Stafilokok, Gram —
Pocetak Fulminantan Sporiji, progresivan
Ispoljavanje Multisistemsko Fokalni znaci
Cest nalaz Pneumonija Meningitis
Smrtnost 15-50% 10-20%

* GBS — p hemoliticki streptokok grupe B

Uzrok rane sepse je bakterijski patogen vertikalno prenet sa majke na novorodence, pre ili za vreme
porodaja. Najznacajniji uzroCnici rane neonatalne sepse su Gram negativne enterobakterija
(Escherichia coli) 1 Streptococcus agalactiae. Znacajno smanjenje ucestalosti rane neonatalne sepse
uzrokovane streptokokom grupe B je postignuto uvodenjem prenatalnog skrininga kod trudnica
izmedu 35. 1 37. nedelje gestacije. Skrining se vr$i uzimanjem vaginalnog, a zatim rektalnog brisa i
ispitivanjem prisustva kolonizacije. Kod kolonizovanih trudnica sprovodi se intrapartalna
profilakticka primena antibiotika. U zemljama gde se profilaksa sprovodi, Escherichia coli je
zamenila streptokok i najces¢i je uzrok rane sepse. Faktori rizika za nastanak rane neonatalne sepse
su horioamnionitis, produzena ruptura plodovih ovojaka, kolonizacija majke GBS, kao i neadekvatno
sprovedena intrapartalna profilaksa GBS infekcije, poviSena temperatura majke tokom porodaja (ref).
Kako je infekcija Cest uzrok prevremenog rodenja, kod prevremeno rodene novorodencadi sa
faktorima rizika za nastanak sepse, zapo¢inje se inicijalna antimikrobna terapija 156157,

Kasna NS, u kojoj se izvor infekcije nalazi u okruzenju novorodenceta, ¢eS¢e nastaje u
bolni¢kim nego u kuénim uslovima. NajceS¢e predstavlja komplikaciju lecenja prevremeno rodene
dece u odeljenjima intenzivne nege, a rizik za nastanak kasne NS je obrnuto proporcionalan gestaciji
i telesnoj masi na rodenju 138, Faktori rizika za nastanak kasne NS se razlikuju u odnosu na ranu sepsu,
a medu njima najznacajniji su prisustvo centralnog venskog katetera, odlozena peroralna ishrana
novorodendeta, sprovodenje parenteralne ishrane i mehanicke ventilacije '*°. Veliki znacaj za
nastanak kasne NS ima i prethodna primena antimikrobne terapije. Ispitivanja su pokazala da na jedno
novorodence koje se le¢i u OIN sa dokazanom infekcijom, izmedu 11 1 23 novorodencadi bez
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infekcije dobija antimikrobnu terapiju >*!0, Lecenje novorodenéadi empirijskom antimikrobnom
terapijom (ampicilin i aminoglikozid) trostruko povecava rizik za nastanak infekcije rezistentnim
bakterijskim sojevima za svaki dan primenjene terapije, dok davanje cefalosporina ovaj rizik uve¢ava
vise od 34 puta '®!. Uzro¢nici kasne NS se razlikuju medu zemljama i centrima za negu
novorodencadi. Tako u razvijenim zemljama medu najé¢eS¢im uzro€nicima su Gram pozitivne
bakterije, koagulaza-negativan stafilokok, Staphylococcus aureus, a zatim Gram negativne bakterije
i gljivice 12163, Prema nedavno objavljenoj meta-analizi na globalnom nivou, Staphylococcus aureus
i Klebsiella spp. su naj¢eséi izolovani agensi kod laboratorijski potvrdenih slu¢ajeva kasne NS 164,
Klebsiella spp. je veoma Cest uzro¢nik u manje razvijenim zemljama %%, ali i u Kini gde je vise od
polovine slu¢ajeva izazvano ovom bakterijom !, Smrtnost zavisi od izazivaca sepse i od drugih
parametara, a Gram negativne bakterije su povezane sa veoma visokim mortalitetom od 19% do 36%
167,168 ‘Nastanak sepse kod prevremeno rodene dece u oko 50% slu¢ajeva dovodi do smrtnog ishoda.
Medutim, i sam sistemski inflamatorni odgovor koji je pokrenut infekcijom, pogoduje nastanku
ozbiljnih komplikacija poput bronhopulmonalne displazije i razli€itih neurorazvojnih poremecaja
169.170 U slucaju infekcije izazvane rezistentnim bakterijama leCenje je otezano, a cena terapije je
veca, dok je terapijski uspeh losiji 13¢. Bolni¢ka sredina prestavlja mesto gde su selekcija i Sirenje
antimikrobne rezistencije ¢eS¢e u odnosu na vanbolnicku sredini, zbog vece upotrebe antibiotika kao
1 vulnerabilnosti i predispozicije za nastanak infekcija kod hospitalizovanih. U svetu je poslednjih
decenija zabeleZen znaajan porast morbiditeta i mortaliteta od bolni¢kih infekcija '7!. Izazivaci
bolnickih infekcija mogu biti razliciti, a Gram negativne bakterije, posebno enterobakterije i to ESBL-
E i CRE su jedne od najéesc¢ih uzrocnika ', Empirijska terapija u slu¢aju kad je infekcija izazvana
sa ESBL-E je povezana sa ¢e$¢im neuspehom terapije, Sto je pokazano i kod dece i u adultnoj
populaciji %173, U slu¢ajevima da je CRE uzro¢nik infekcije, infekcije mogu imati nepovoljan ishod
uprkos terapiji na koju je uzroéni agens in vitro osetljiv 174,

1.3.2. Dijagnostika neonatalne sepse

Postavljanje definitivne dijagnoze sepse u neonatalnom periodu je veliki izazov i za
najiskusnije neonatologe, s obzirom da su klini¢ki znaci nespecifi¢ni (tabela 1.3) i mnoge
neinfektivne bolesti mogu imati istu prezentaciju. Zbog toga je, nekriticki povecano koris¢enje
antibiotske terapije u cilju izbegavanja moguéeg nepovoljnog ishoda 7176,

Tabela 1.3. Klinicko ispoljavanje neonatalne sepse
Klinic¢ki znaci
Temperaturna nestabilnost (hipo ili hipertermija)

Kardiovaskularna nestabilnost

Respiratorni distres, apneje, povecana potreba za disajnom potporom
Poremecaj svesti (letargija) ili konvulzije
Distenzija abdomena
Odbijanje obroka / povracanje / netolerisanje enteralnog unosa
Novonastale promene na kozi
Neobjasnjiva zutica

Sklerem
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Internacionalna konferencija o pedijatrijskoj sepsi (International Pediatric Sepsis Consensus
Conference) odrzana 2004. godine donela je znacajne i danas aktuelne definicije sepse kod
novorodencadi i dece. Kao veoma bitna, izdvojena je definicija i kriterijumi za dijagnozu sindroma
sistemskog inflamatornog odgovora (engl. sistemic inflamatory response syndrome - SIRS) kod
novorodencadi koji su prikazani u tabeli 1.4. U preciznom definisanju ovog sindroma napravljenja je
razlika u kriterijumima za novorodencad uzrasta do sedam i preko sedam dana. '7’.

Tabela 1.4. Kriterijumi za dijagnozu SIRS kod novorodenceta
Uzrast novorodenceta (dani)

Poremecaj 0.7 .28
Febrilnost (°C) >38%C (> 38,52 C)*

Hipotermija <36°C

Tahikardija > 180/ min**

Bradikardija < 100/ min**

Tahipneja > 40/min > 50/min
Sistolni pritisak (mmHg/kPa) <65/8,7 <75/10,0

Leukocitoza (Le x 10°/1) >30 >17,5
Leukopenija (Le x 10°/1) <7,5 <5,0

* rektalno merenje; telesna temperatura > 38,50 C je pouzdaniji kriterijum
** kontrinuirano se odrzavaju >3(0 minuta u odsustvu urodene srcane mane, bolnih
stimulusa ili primene beta-blokatora

S obzirom da precizna definicija neonatalne sepse i dalje je predmet strucnih polemika, danas
se najcesc¢e koristi definicija da potvrdena sepsa znaci SIRS-a sa pozitivnom hemokulturom (izolat
mirkoorganizma iz krvi). Ukoliko su prisutni znaci SIRS-a, a bez mikrobioloske potvrde, stanje se
definiSe kao klini¢ka sepsa !"817°, Ve¢ je istaknuto da je zlatni standard potvrde sepse pozitivna
hemokultura uzeta pre primene antibiotika. Smatra se da moguénost izolacije mikroorganizma u
hemokulturi zavisi i od koli¢ine uzete krvi, pa se kao standrad za dijagnozu NS uzima 1 ml krvi.
Medutim, za ekstremno nezrelu novorodencad, ¢iji ukupni volumen cirkuliSuce krvi iznosi 50 do 100
ml, navedena koli¢ina je prevelika, pa se u prakticnom radu uglavnom uzima uzorak od 0,5ml krvi,
Sto utie na smanjenje osetljivosti hemokulture za 10 do 40% '8°. Na laZno negativan rezultat utice i
intarpartalna primena antibiotika.

S obzirom na gore navedene teSkoce u klinickoj dijagnostici sepse, laboratorijska dijagnostika
ima veliki znacaj u otkrivanju NS. Nespecifi¢na laboratorijska dijagnostika podrazumeva
biohemijsku analizu krvi (odredivanje reaktanata akutne faze zapaljenja) i analizu kompletne krvne
slike. Idealan laboratorijski test koji sa velikom sigurnoséu potvrduje ili iskljucuje NS do sada
nazalost nije otkriven. Ovim analizama se odreduje broj leukocita i diferencijalna formula i
koncentracija C-reaktivnog proteina (CRP) u serumu '*. Medu ostalim markerima koji imaju
prakticnu primenu u dijagnostici NS su prokalcitonin i proinflamatorni citokini: interleukin-6,
interleukin-8 i interleukin-10. Pored CRP-a i prokalcitonina, poslednjih godina navodi se veliki broj
drugih reaktanata akutne faze zapaljenja kao $to su serumski amiloid A, lipopolisaharid vezujuci
protein ili odredeni podtipovi presepsina, ali ovi markeri za sada nisu u §iroj klini¢koj upotrebi.
Smatra se da su parametri zapaljenja nedovoljni za postavljanje dijagnoze sepse bez potvrdene
hemokulture 7. U prakti¢nom radu, najcesce se koristi CRP, a njegova vrednost moze biti poviSena
i fizioloski kod zdravog terminskog novorodenceta u prvih 48h: nakon vaginalnog porodaja uocava
se porast CRP-a i kod majke i kod novorodenceta '8!,
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1.3.3. Primena antibiotika u le¢enju neonatalne sepse

U jedinicama intenzivnih nega antibiotici su jedni od najc¢eS¢e koriS¢enih lekova. Zbog
sklonosti razvoju infekcija, prevremeno rodena deca cesto su izloZena njihovoj, ponekad,
neracionalnoj primeni. Antibiotici se mogu primenjivati kao inicijalna, empirijska terapija ili
specificna nakon dobijanja rezultata hemokulture. Inicijalna terapija se daje odmah posle rodenja ili
zbrinjavanja prevremeno rodenom novorodencetu, a ima za cilj spreCavanje/leCenje infekcije koja je
moguéi uzrok prevremenog porodaja. Svetska zdravstvena organizacija preporucuje uporednu
primenu ampicilina i gentamicina kao inicijalnu terapiju. Promptna primena antibiotika, je veoma
vazna za ishod lecenja i moze da spreci nastanak teSkih oblika infekcije kod prevremeno rodene dece,
kao $to je razvoj septi¢nog Soka 82, Ipak, zabrinjavajuca je ¢injenica da je pojava rezistencije na prvu
liniju antibiotika danas sve ¢eS¢a kod bakterijskih uzro¢nika kasne NS, dok su uzro¢nici rane NS jo§
uvek uglavnom osetljivi na pomenutu terapiju 34, Pojava rezistencije je posebno izrazena u zemljama
u razvoju, u kojima se stoga preporucuje primena antibiotika druge linije, npr. cefalosporina trece
generacije '%. Studije su pokazale da je na inicijalnu terapiju u zemljama u razvoju rezistentno ¢ak
70% Klebsiella spp. i 50% sojeva E. coli uzro¢nika kasne NS '8¢, U jedinicama neonatalne intenzivne
nege, na globalnom nivou najveéi broj intrahospitalnih infekcija su uzrokovane Gram negativnim
bakterijama i to enterobakterijama koje produkuju beta laktamaze proSirenog spektra delovanja
(ESBL-E), a sve ucestalija je i pojava enterobakterija rezistentnih na karbapeneme (CRE) 34,

U lecenju neonatalnih infekcija ne postoji konsenzus oko antimikrobne terapije ve¢ se obicno
prate lokalni klinicki protokoli. Veéina centara sprovodi leCenje od 10 dana do 2 nedelje za sepsu
uzrokovanu Gram pozitivnim, a dve ili tri nedelje za sepsu uzrokovanu Gram negativnim bakterijama.
Poseban problem predstavlja dugotrajno lecenje klini¢ke sepse koja nije potvrdena hemokulturom,
Sto je jedan od bitnih uzroka nastanka rezistentnih bakterijskih sojeva u odeljenjima neonatalne
intenzivne terapije. Danas se ulaZzu znacajni napori u cilju smanjenja primene antibiotika, pa se u

Velikoj Britaniji npr., kod nedokazane sepse na svakih 36 ¢asova preispituje dalja primena antibiotika
185

1.3.4. Veza izmedu kolonizacije gastrointestinalnog trakta i nastanka neonatalne sepse

Kod prevremeno rodenog novorodenceta, srazmerno stepenu nezrelosti, sluzokoza
gastrointestinalnog trakta nije dovoljno formirana, a dolazi ubrzano do kontakta i kolonizacije sa
brojnim mikroorganizmima iz okruZenja, u ovom slu¢aju bolni¢kog. U tom okruzenju se ¢esto nalaze
potencijalno patogeni mikroorganizmi, kao npr. enterobakterije i druge Gram negativne bakterije '86.
Celije sluzokoZe gastrointestinalnog trakta kod prevremeno rodene dece produkuju manje mukusa,
peristaltika je slabija i lucenje enzima za varenje, $to sve doprinosi vulnerabilnosti. S obzirom na
nerazvijenost imunskog sistema i sluzokoze koja koja treba da predstavlja barijeru za prodor
mikroorganizama, Cesto kolonizacija digestivnog trakta prethodi prodoru bakterija i nastanku kasne
neonatalne sepse '37-1%, U nerazvijenim zemljama, Gram negativne bakterije su jedne od najces¢ih
uzro¢nika kasne neonatalne sepse 134186, Kolonizacija ESBL-E i CRE je predstavlja rizik za nastanak
infekcije kod kolonizovanih !°, Pored toga, kolonizovani postaju izvor i rezervoar rezistentnih
bakterija koje se mogu preneti dalje na druge ljude ili u okruZenje 6. Mnoge studije su ispitivale i
potvrdile vezu izmedu kolonizacije gastrointestinalnog trakta prevremeno rodene dece i nastanka
kasne neonatalne sepse '°11°2, Pracenje tj. skrining kolonizovanih pacijenata je mera koja se sprovodi
u cilju sprecavanja transmisije i predikcije nastanka infekcije %2, U nekim zemljama je skrining
kolonizacije Gram negativnim bakterijama i odredenim Gram pozitivnim bakterijama uobicajena
procedura koja se redovno sprovodi na svakih 48h, 72h ili najmanje jednom nedeljno kod sve
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novorodenéadi veoma male telesne mase 176193194, U nekim neonatoloskim centrima skrining se radi
ciljano u sluéaju nastanka bolnicke epidemije 7.
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Slika 1.4. Gastrointestinalni trakt prevremeno rodenog u odnosu na terminsko novorodence
Preuzeto iz Henderickx 2019 105

1.4. B-LAKTAMSKI ANTIBIOTICI, MEHANIZMI REZISTENCIJE NA B-LAKTAMSKE
ANTIBIOTIKE

1.4.1. Beta laktamski antibiotici

Bakterije su jedne od prvih organizama na Zemlji, a u zavisnosti od sastava celijskog zida
bakterija se dele na Gram pozitivne i Gram negativne. Beta laktamski antibiotici inhibiraju sintezu
¢elijskog zida bakterija. U osnovi njihove grade je [-laktamski prsten koji je kljucan za
antibakterijsko delovanje. Beta laktami se vezuju za penicilin vezujuce proteine (PBP), tj. enzime
transpeptidaze u ¢elijskom zidu !5, ¢ija je funkcija povezivanje slojeva peptidoglikana. To dovodi do
prekida sinteze peptidoglikana, Sto izaziva smrt bakterijskih celija, pa je efekat antibiotika
baktericidan. Beta laktamski antibiotici predstavljaju veliku grupu antibiotika koja obuhvata
peniciline, cefalosporine, karbapeneme i monobaktame. Ovi antibiotski agensi su jedni od
najznacajnijih i najéesce koris¢enih lekova u klini¢koj praksi 6. Njihov spektar delovanja je Sirok
(zavisno od vrste) i deluju na ve¢inu medicinski znacajnih vrsta bakterija. Mehanizmi rezistencije na
ovu grupu antibiotika su brojni 7. Enzimska razgradnja p-laktama tj. hidroliza p-laktamskog prstena
je posledica produkcije B-laktamaza. To je veoma rasprostranjen mehanizam rezistencije, a kod Gram
negativnih bakterija je to najée$¢i mehanizam rezistencije na ovu grupu antibiotika %8,

1.4.2. B-laktamaze

Beta laktamaze su enzimi koji vrSe hidrolizu B-laktamskog prstena i inaktiviraju antibiotik.
Do sada su otkrivene i opisane brojne vrste B-laktamaza, a njihov broj se uvecava otkricem novih
vrsta %8, Postoje dve najée$ce koriS¢ene klasifikacije B-laktamaza: Amblerova podela na osnovu
grade tj. proteinske strukture !*° i BuSova (Bush) funkcionalna klasifikacija '°%2%. Prema Amblerovoj
dopunjenoj klasifikaciji, B-laktamaze se dele na 4 klase, A, B, CiD 9%201.202 Klasa A i B su prvobitno
opisane, a C i D su naknadno otkrivene i po mehanizmu delovanja su sli¢ne klasi A. Klase A, Ci D
obuhvataju tzv. serin-f-beta laktamaze koje u aktivnom delu enzima imaju aminokiselinu serin. Klasa

B B-laktamaza ukljucuje tzv. metaloenzime, za Cije delovanje su neophodni joni metala, najcesce
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cinka. Funkcionalna klasifikacija p-laktamaza je zasnovana na spektru delovanja enzima na
odgovarajuce B-laktame i osetljivosti prema inhibitorima B-laktamaza, a uzima u obzir i molekulsku
gradu enzima. Ova klasifikacija je kompleksna, ali je njen prakti¢ni znacaj veliki jer je zasnovana na
kljuénim klinickim aspektima, tj. spektru delovanja enzima. Prvobitna funkcionalna podela bila je
zasnovana na delovanju enzima na supstrat i osetljivosti prema inhibitorima B-laktamaza 2%, S
vremenom je doslo do otkri¢a brojnih enzima te se prema dopunjenoj BuSovoj klasifikaciji 2** beta
laktamaze dele u tri osnovne funkcionalne grupe (1-3) u okviru kojih postoji najmanje 17 razli¢itih
funkcionalnih podgrupa (slika 1.5).

p-Lactamases

I

Characteristic active I

sie Serine Metallo (Zn?*)
Molecular I I I
Class A |C D B
Functional |2 1 2|d |3
group
I I I
I

IIIIIIFI_II

ST S 2 20 2be 2br 2 2 1 e 2d 2de 2df 3a  3b

subgroups
Known P P P.Cp P P PCp. Cp CpE P PE PCb PCp Cb
substrates Cp EM CbEM M E.Cb
Inhibitor
profile AV + + + + + + + + o+ + + - -
CA + + + - +- o+ - - #- +- - - -
EDTA = - - N - - - N = - = + +
Representative PC1 TEM-1 CTX-M IRT CARB-1 KPC AmpC GC1 OXA-1 OXA-11 OXA-23 IMP,VIM CphA
enzymes or SHV-1  ESBLs SHV-10 SME CMY OXA-10 OXA-15 OXA-48  NDM

enzyme family (TEM.SHV)
Slika 1.5. Molekularne i funkcionalne veze izmedu f-laktamaza; AV-avibaktam, CA-klavulanska
kiselina, Cb-karbapenem,; Cp-cefalosporin; E-cefalosporin prosirenog spektra; M-monobaktam; P-
penicilin 2%

Beta laktamaze su Cesto lokalizovane na plazmidima ili na drugim mobilnim genskim
elementima, §to je znacajno za brzinu njihovog Sirenja u bolnickim okruZenjima i u vanbolnickoj
sredini. Uz to, na plazmidima su obi¢no prisutni i geni za rezistenciju na druge, nesrodne klase
antibiotika, te je uobicajena pojava udruzene rezistencije na veci broj razlicitih klasa antibiotika: j3-
laktame, tetracikline, fluorohinolone, aminoglikozide, sulfametoksazol trimetoprim 1 druge
antibiotike. Kod enterobakterija, beta laktamaze su najcesce lokalizovane na plazmidima.

1.4.3. B-laktamaze proSirenog spektra delovanja (ESBL)

U okviru beta lakatamaza, poseban znacaj imaju ESBL. Ova grupa enzima je veoma
heterogena i u literaturi ne postoji potpuni konsenzus ni oko definicije pojma, ni oko njihove
klasifikacije 2%, Ipak, termin ESBL se naj¢e$¢e odnosi na B-laktamaze koje razlazu peniciline,
cefalosporine i monobaktame, pri ¢emu su cefamicini i karbapenemi postedeni i inhibirane su
inhibitorima B-laktamaza, kao $to su klavulanska kiselina ili tazobaktam 24, Pripadaju najcesce klasi
A, a prema funkcionalnoj podeli su svrstane u drugu grupu i podgrupu be (Slika 1.5). Ove enzime
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mogu produkovati razli¢ite bakterijske vrste, ali najve¢i prakticni znacaj ima njihovo prisustvo kod
enterobakterija 2%4. Sojevi bakterija E. coli, K. pneumoniae, Proteus spp., Serratia spp. i dr. Cesti su
produktori ESBL, pogotovo izolati koji poticu iz bolni¢kih sredina. Prvootkriven ESBL enzim je bio
SHV-2 1983. godine naden kod Klebsiella spp. izolata u Nemackoj 2%. Ubrzo je usledila pojava TEM
varijante enzima kod K. penumoniae u Francuskoj 1987 2%, Kasnih osamdesetih na vise mesta u svetu
1 kod razli¢itih vrsta enterobakterija su opisani prvi CTX-M tipovi enzima, a nadalje su usledila
otkri¢a niza CTX-M varijanti 2°7, Medu CTX-M porodicom, CTX-M-15 tip je globalno diseminovan
i njegovim Sirenjem je doslo do potiskivanja prethodno dominantnih TEM i SHV tipova ESBL 2%,
TEM, SHV i CTX-M su najznacajnije porodice ESBL enzima koje su sa razli¢itom ucestalo§¢u
rasprostranjene svuda u svetu 2%, Pored ovih, postoje brojni nesrodni tipovi B-laktamaza koji
ispoljavaju ESBL fenotip, pa je ESBL veoma heterogena grupa enzima i stoga njihova klasifikacija
nije jedinstvena 96219, Vecina autora se slaze da ESBL obuhvataju veliki broj raznorodnih vrsta -
laktamaza koji dele zajednicke osobine: rezistenciju na oksiimino cefalosporine, osetljivost na
karbapeneme i inhibiciju inhibitorima B-laktamaza. Ove osobine su osnova za identifikaciju ESBL
produkuju¢ih sojeva u svakodnevnom radu u mikrobioloskim laboratorijama 2!!'. Ipak, ovakva
karakterizacija neki put dovodi do greske, jer sojevi sa dodatnim mehanizmima rezistencije imaju
rezistotipove koji ne odgovaraju prethodno navedenom opisu ?!2. Medu ESBL enzimima daleko
najvedi klinicki znac¢aj imaju CTX-M, a zatim TEM i SHV tipovi, koji su Siroko rasprostranjeni u
celom svetu. Ostali, manje ucestali, ali klinicki znacajni tipovi ESBL enzima ukljuc¢uju VEB, PER,
GES, TLE, IBC, BES, BEL i druge tipove 2!°.

1.5. KARBAPENEMAZE

Karbapenemi su antibiotici Sirokog spektra delovanja i koriste se kao poslednja terapijska
linija za lecCenje infekcija izazvanih Gram pozitivnim i Gram negativnim bakterijama. Pojava ESBL
enzima i njhihovo Sirenje je doprinelo prekomernoj upotrebi karbapenema, $to je izazvalo selektivni
pritisak i doprinelo razvoju i Sirenju karbapenemske rezistencije. Karbapenemska rezistencija moze
biti izazvana razli¢itim mehanizmima kod Gram negativnih bakterija, ali je najznacajniji mehanizam
produkcija karbapenemaza 2!3. Do devedestih godina proslog veka, hromozomski kodirane
karbapenemaze su bile detektovane kod nekih vrsta bakterija, ali nije bilo opisa transfera gena koji ih
kodiraju putem mobilnih genskih elemenata 2!42!5, Prva plazmidski prenosiva karbapenemaza je
opisana kod Pseudomonas aeruginosa IMP-1 u Japanu 1991, da bi usledio opis karbapenemaze kod
Enterobacter cloacae 1993. godine 1°. Karbapenemaze pripadaju Amblerovim klasama A, B i D B-
laktamazama !¢, pri ¢emu A i D grupa imaju aminokiselinu serin u aktivnom mestu enzima i spadaju
u serin- B-laktamazame, dok su enzimi B grupe metalo B-laktamazame. Karbapenemaze vrse
hidrolizu najveceg broja B-laktama, ukljuCuju¢i i1 sve karbapeneme: meropenem, imipenem,
ertapenem i doripenem 2!®. Veliki broj karbapenemaza je otkriveno kod enterobakterija, a
najznacajnije su KPC, NDM, OXA-48, a u manjoj meri IMP i VIM. I druge -laktamaze mogu imati
hidroliticko dejstvo prema karbapenemima, ali je njihov znac¢aj manji. Najveci klinicki znacaj ima
KPC karbapenemaza. Ona je svrstana u A klasu po Amblerovoj podeli, a najcesce je prisutna kod
izolata K. pneumoniae. Prvi put je KPC-2 tip opisan u SAD 1996. godine kod K. pneumoniae, a
tackastim mutacijama su od ovog enzima nastale druge varijante. Ipak, KPC-2 tip enzima je i dalje
najucestaliji u svetu (ref). NDM enzimi su prvi put otkriveni kod Svedskog pacijenta koji je prethodno
bio hospitalizovan u Nju Delhiju 2!7. OXA-48 tip oksacilinaze je globalno trei najzastupljenija
karbapenemaza, najces¢e prisutna u severnoj Africi i Evropi. Prva put je identifikovana u Turskoj
2003. godine kod K. pneumoniae *'®. Mediteranske zemlje Eesto prijavljuju prisustvo OXA-48 kod
enterobakterije 2!°. Tako su prisutne svuda u svetu, distribucija karbapenemza u svetu je razli¢ita. KPC
enzimi su endemski prisutni u Severnoj i Juznoj Amerikici, na jugu Evrope, Izraelu i Kini. NDM
New Delhi metalo B-laktamaza prisutne u severnoj Evropi, Aziji i Indiji 22%22!,
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1.6. PODACI O ESBL-E I CRE U SRBIJI

Medu objavljenim radovima, malo je podataka o ucestalosti ESBL-E infekcija u Srbiji. Podaci
iz studije sporovedene u Klini¢kom centru Srbije 2013. godine su pokazali da je ucestalost rezistencije
na cefalosporine trece generacije kod invazivnih izolata K. pneumoniae bila 80%, a ESBL fenotip je
potvrden kod 25% sojeva 2?2, Prema izveStaju Centralno-azijske i evropske mreze za nadzor nad
antimikrobnom rezistencijom od 2018 22*, preko 80% invazivnih izolata K. pneumoniae i oko 25%
izolata E. coli je bilo rezistentno na cefalosporine trece generacije, $to je najve¢im delom usled
produkcije ESBL. Podaci o distribuciji gena koji kodiraju ESBL kod izolata u Srbiji, prema nasem
saznanju nedostaju. Vise podataka medutim ima o karbapenemskoj rezistenciji i udruzenoj
rezistenciji na karbapeneme i kolistin kod izolata enterobakterija iz ne$e zemlje 2>*?2°, Prema
rezultatima multinacionalnog projekta nadzora nad karbapenemaza produkujué¢im enterobakterijama
226 1 2013. godini, Srbija je, uz Gréku, Crnu Goru, Italiju i Spaniju svrstana u zemlje sa visokom
prevalencijom CPE 226, Tada je, kod sojeva E. coli iz Srbije nadena NDM karbapenemaza. Daljim
pracenjem u okviru navedenog projekta je registrovano znacajno povecanje ucestalosti CPE u Srbiji
227 3to takode pokazuju podaci CAESAR nadzora 228, Kod nas je do sada opisano prisustvo OXA-48
225 NDM i KPC enzima ?*, kod sojeva K. pneumoniae rezistentnih na karbapeneme i na kolistin pre
svega u bolnickoj sredini, ali i u vanbolnickoj sredini.

Sveukupno, ima malo podataka o distribuciji karbapenemaza i ESBL u bolni¢kim sredinama
kod nas, a podaci iz pedijatrijske populacije su vrlo retki. Jedna studija o ucestalosti bolnic¢kih
infekcija u OIN, radena 2012. godine u Kragujevcu ukazala je na visoku ucestalost bolnickih infekcija
od 18,6% 2%°.
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Na osnovu iznetih podataka postavljeni su slede¢i ciljeni istraZivanja:

1. Odredivanje ucestalosti kolonizacije  gastrointestinalnog trakta  multirezistetnim
enterobakterijama (ESBL-E i CRE) kod hospitalizovane prevremeno rodene dece

2. Odredivanje faktora rizika za nastanak kolonizacije multirezistetnim enterobakterijama
(ESBL-E i CRE) kod hospitalizovane prevremeno rodene dece, kao i faktora rizika za razvoj
infekcija.

3. Istrazivanje dinamike uspostavljanja kolonizacije gastrointestinalnog trakta multirezistetnim
enterobakterijama (ESBL-E i CRE) tokom hospitalizacije i duzine njenog odrzavanja nakon
otpusta iz bolnice

4. Ispitivanje antimikrobne osetljivosti izolovanih multirezistetnih enterobakterija (ESBL-E 1
CRE) i odredivanje genske osnove rezistencije
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3.1. ISPITANICI I METODE

3.1.1. Ustanove u kojima je istraZivanje sprovedeno

Ovo istrazivanje je sprovedeno na Institutu za neonatologiju u Beogradu i na Institutu za
mikrobiologiju i imunologiju, Medicinskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu. Na Institutu za
neonatologiju je izvrSen odabir pacijenata, uzimanje uzoraka od pacijenata i prikupljanje podataka o
pacijentima. Na Institutu za mikrobiologiju i imunologiju su vrSene mikrobioloSke analize u okviru
ovog istrazivanja, gde su posle uzorkovanja, uzorci transportovani i dalje obradivani.

Institut za neonatologiju je zdravstvena ustanova tercijarnog nivoa, koja obavlja visoko
specijalizovanu zdravstvenu delatnost u oblasti zdravstvene zastite prevremeno rodene dece, dece
male telesne mase i ugrozene novorodencadi. Specifi¢nost rada se ogleda u lecenju nezrele i ugrozene
novorodencadi transportovanih iz porodilista Sirom zemlje, a rede 1 iz okolnih zemalja.

U Institutu za neonatologiju se postuju interni ili opSteprihvaceni protokoli lecenja. Mere i
procedure za prevenciju nastanka i Sirenja zaraznih bolesti sprovode se u skladu sa Zakonom o zastiti
stanovnistva od zaraznih bolesti ("SI. glasnik RS", br. 15/2016, 68/2020 i1 136/2020) i Pravilnikom o
sprecavanju, ranom otkrivanju i suzbijanju bolnic¢kih infekcija ("Sl. glasnik RS", br. 1/2020).
Ustanova ima ustanovljen program zaStite od zaraznih bolesti, komisiju za zarazne bolesti,
epidemioloski nadzor nad bolnickim infekcijama 1 uspostavljene higijenske mere ukljucujuci
procedure pranja ruku, postupka antisepse za osoblje, pacijente i CiS¢enje 1 dezinfekciju opreme i
prostora. Zaposleno osoblje, shodno Pravilniku o obaveznim zdravstvenim pregledima odredenih
kategorija zaposlenih lica u objektima pod sanitarnim nadzorom ("Sluzbeni glasnik RS", broj 3 od
18. januara 2017), podleze redovnim kontrolama radi detekcije kliconostva Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes 1 enteropatogenih enterobakterija, ¢ime nije obuhvaéeno ispitivanje
kolonizacije multirezistentnim patogenima.

Ustanova ima pet funkcionalnih jedinica (odeljenja): prijemno odeljenje i odeljenje
transporta, odeljenje intenzivne nege (OIN), odeljenje izolacije i dva odeljenja specijalizovane nege.
Godisnje se u ustanovu primi oko 700 novorodencadi. Prose¢na duzina le¢enja zavisi od telesne mase
1 prate¢ih oboljenja i iznosi oko 50 dana (od 10 do 220 dana).

U OIN se primaju vitalno ugroZena novorodencad, i to u prijemni boks koji raspolaze sa devet
kiseoni¢nih mesta, gde novorodencad ostaju smestana tokom prvih dana po transportu, a oni kojima
je neophodan duzi boravak na ovom odeljenju se premestaju u boks koji raspolaze sa osam
kiseoni¢nih mesta, gde osmoro novorodencadi nastavlja lecCenje. Na odeljenima poluintenzivne nege
novorodencad su odvojena po boksevima sa po Cetiri do sedam novorodencadi, zavisno od veli€ine
prostorije. Oko 90% primljene novorodencadi su sa telesnom masom manjom od 2500g, 40% ispod
1500g, 20% su ekstremno male telesne mase, ispod 1000g.

U OIN moze biti smesteno 20 pacijenta (maksimalno 22), pri cemu je odnos broja medicinskih
sestara prema broju pacijenata 1:4. Na ostalim odeljenjima, broj pacijenata je izmedu 16 i 30, a odnos
broja medicinskih sestara prema broju pacijenata je od 1:9 do maksimalno 1:15. Kod sve
novoprimljene novorodencadi, uobiCajena praksa prilikom prijema ukljuuje uzimanje krvi za
hemokulturu. Ukoliko pacijent zahteva endotrahealnu intubaciju (ili je primljen intubiran), uzima se
i trahealni aspirat. Kod sve novorodencadi se zapoc€inje ili nastavlja inicijalna antimikrobna terapija
koju ¢ine ampicilin i aminoglikozid (amikacin ili gentamicin), koji se najceS¢e primenjuju do
dobijanja nalaza negativne hemokulture, tj. u proseku oko 5-7 dana. U OIN se plasira venski
umbilikalni kateter svoj novoprimljenoj novorodencadi, a na odeljenju prijema novorodencadi sa TM
manjom od 1600 g. Svi uzorci za mikrobioloske (bakterioloske) analize koje se uzimaju tokom
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hospitalizacije Salju se u Institut za javno zdravlje Srbije ,,Batut®, gde se vrsi bakterioloSka obrada.
Dobijeni rezultati hemokultura dobijaju najcesce posle 5-7 dana (nalaze se u istorijama bolesti
pacijenata). U slucaju negativnog nalaza i odsustva klinickih simptoma infekcije, incijalna
antimikrobna terapija se prekida. Ukoliko je hemokultura pozitivna dobija se telefonski izvestaj
nakon 24 do 48 sati, uz podatak o senzitivnosti izolovane bakterije.

Za ishranu novorodencadi, u prvim danima po rodenju koristi se humano mleko donora iz
Banke mleka koja je formirana u okviru Institua za neonatologiju, a ¢im postano dostupno daje se
maj¢ino mleko. Kod vitalno ugrozene i veoma nezrele novorodencadi, zapocinje se minimalna
enteralna ishrana (volumeni od 10-20 ml/kg za 24h), ve¢ u prvom danu po rodenju, osim u slucaju
izrazene hemodinamske nestabilnosti kada se ishrana zapocinje po korekciji cirkulatorne
insuficijencije, obi¢no u drugom ili tre€em danu po rodenju. U sluc¢ajevima kada maj¢ino mleko ne
bude dostupno, a kapacitet Banke mleka za isporuku humanog mleka donora nedovoljan, daje se
adaptirana mle¢na formula za prevremeno rodenu decu. Kod sve prevremeno rodene novorodencadi,
u cilju prevencije nekrotizirajuéeg enterokolitisa i kasne sepse, uporedo sa zapocinjanjem enteralne
ishrane, zapocinje se i primena preparata probiotika. Koristi se probiotski preparat sa sojem
Lactobacillus rhamnosus ili viSekomponentni preparat koji takode sadrzi ovaj soj (u zavisnosti od
dostupnosti). Kod novorodencadi kod koje se ne moze uspostaviti enetralna ishrana sprovodi se
totalna parenteralna ishrana, odnosni u slu¢aju nedovoljnog enteralnog unosa daje se komplementara
parenteralna ishrana.

Prema godisnjem izvestaju ustanove iz 2017. godine, ucestalost mikrobioloski potvrdenih
infekcija krvi iznosi 9,22% a analiza rezultata mikrobioloske laboratorije pokazuje da su ESBL-E
medu najce$¢im izolatima iz pozitivnih hemokultura. U klini¢koj praksi ustanove se ne sprovodi
skrining kolonizacije gastrointestinalnog trakta rezistentnim bakterijama uzimanjem rektalnih
uzoraka.

3.2. ISPITANICI I PERIOD ISTRAZIVANJA

Ovo ispitivanje je obuhvatilo prevremeno rodenu novorodencad (rodeni pre 37. nedelje
gestacije, odnosno do 36 nedjelja i 6 dana, ra¢unano od prvog dana poslednje menstruacije majke)
hospitalizovanu na Institutu za neonatologiju u Beogradu. Ispitanici su odabrani metodom slucajnog
izbora i ukljuceni su u dve kohorte. Prva kohorta je obuhvatila 350 ispitanika kojima je na otpustu iz
Instituta za neonatologiju ispitivana kolonizacija ESBL-E i CRE, radi odredivanja ucestalosti
kolonizacije pomenutim bakterijama, faktora rizika za kolonizaciju. U drugu kohortu je ukljuc¢eno 88
ispitanika kojima je pracena dinamika uspostavljanja kolonizacije ESBL-E i CRE, odrzavanje
kolonizacije ESBL-E i CRE za vreme perioda hospitalizacije, kao i duzina trajanja kolonizacije
ESBL-E i CRE posle otpusta iz ustanove na redovnim kontrolnim pregledima. Ispitivanje je trajalo
od 8. januara 2018. do 30. maja 2020. godine.

Studija je odobrena od strane Etickog odbora Instituta za neonatologiju (broj odluke 3817/3-
2017) 1 Etickog komiteta Medicinskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu (broj odluke 1322/11/82-
2020). Roditelj (roditelji) svakog od ispitanika je obavesten o cilju studije i uzorcima koji su uzimani
1 svojima potpisom je dao dobrovoljno pristanak za ucestvovanje u istrazivanju.

3.3. TIP STUDIJE

Ova studije se sastoji iz dva dela. Prvi deo studije odredivanja ucestalosti kolonizacije i faktora
rizika za kolonizaciju je raden po tipu prospektivne kohortne studije. Drugi deo studije pracenja
dinamike uspostavljanja i odrzavanja kolonizacije je takode raden po tipu prospektivne kohortne
studije.
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3.4. PODACI IZ ISTORIJA BOLESTI ISPITANIKA

Za sve ispitanike su iz istorija bolesti prikupljene informacije od znacaja za studiju. Medu
prikupljenim podacima o ispitanicima su bili demografski podaci, podaci o majkama ispitanika i toku
trudnoce, podaci o ispitanicima na rodenju i podaci o toku hospitalizacije i bolestima prematuriteta.

3.4.1. Demografski podaci o ispitanicima

Prikupljeni demografski podaci ispitanika su bili prezime i ime majke, pol, mesto rodenja,
veli¢ina porodiliSta i starost na prijemu (u danima). Po opSteprihvacenom stavu, pod pojmom malog
porodilista smatra se porodiliste sa manje od 500 porodaja godiSnje, pod srednjim od 500 do 3000,
dok veliko porodiliste ima preko 3000 porodaja godiSnje. Za potrebe ove studije, mala i srednja
porodiliSta su objedinjena u kategoriju ,,malo porodiliSte*. Znacaj veli¢ine porodiliSta je u ¢injenici
da je u velikim porodiliStima obezbedena prenatalna negu trudnica, kao i da se u takvim centrima
primenjuju mere intenzivne neonatalne terapije i nege, stoga je i mogucnost kolonizacije patogenim
sojevima bakterija veca.

3.4.2. Podaci o majkama ispitanika

Podaci o majkama ispitanika su bili godine starosti 1 podatak o primenjenoj antibiotskoj i
ostalim terapijama tokom trudnoce, ukljucujuéi antihipertenzivnu, tokoliticnu i kortikosteroidnu
terapiju. Podaci o trudno¢i su ukljucili informacije o nacinu zac¢eéa (spontano ili in vitro fertilizacija),
tipu porodaja (vaginalni ili carski rez), da li je trudnoa jednoplodna ili viSeplodna i razlog
prevremenog porodaja (pre-eklampsija, eklampsija, prevremeno prsnuce plodovih ovojaka i dr.).

3.4.3. Podaci o ispitanicima na rodenju

Podaci o novorodencetu na rodenju su dobijeni iz porodajnih listova i to su bili nedelja
gestacije, telesna masa na rodenju (PTM), Apgar skor (AS) u prvom minutu i dijagnoza mali za
gestacijsko doba.

Nedelja gestacije je ra¢unata u odnosu na prvi dan poslednje menstruacije majke. Prema
gestacijskoj zrelosti, ispitanici su podeljeni na ekstremno nezrele (rodene pre 28. nedelje gestacije),
veoma nezrele (rodene u periodu od 28. do 32. nedelje gestacije), umereno nezrele (rodene u 32. ili
33. nedelji gestacije) i kasno preterminske (rodene od 34. do 37. nedelje gestacije).

Prema telesnoj masi na rodenju, novorodencad su podeljena na kategorije: novorodencad male
telesne mase (MTM) sa PTM manje od 2500 g, novorodenc¢ad veoma male telesne mase (VMTM) sa
PTM manje od 1500 g i novorodencad ekstremno male telesne mase (EMTM) sa PTM manje od
1000g.

Vrednost Apgar skora (AS) na rodenju, dobijena je iz porodajnog lista. Parametri koji su
procenjivani obuhvataju: prebojenost koze, respiracije, srcanu frekvenciju, tonus i refleksnu
aktivnost, a svaki parameter se ocenjuje sa 0, 1 ili 2 poena. Ocena koja se daje na kraju prvog minuta
odrazava vitalnost novorodenceta po rodenju. Na osnovu vrednosti AS, formirane su tri kategorije:
nizak AS (vrednosti 0-3); umereno nizak AS (vrednost 4-7) i zadovoljavajuci AS (vrednosti 8-10).

Dijagnoza malog za gestacijsko doba odnosila se na novorodencad ¢ija PTM je bila ispod 10.

percentila za pol 1 uzrast, prema vaze¢im lokalnim antropometrijskim parametrima novorodencadi
230
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3.4.4. Podaci o toku hospitalizacije

Podaci o toku hospitalizacije su ukljucili sledece:
a. leCenje u odeljenju intezivne nege (OIN) i1 broj dana proveden u OIN
b. boravak na odeljenju otpusta
c. primena invazivnih procedura kao S§to su plasiranje venskog umbilikalnog katetera,
mehanicka ventilacija ili drugi vidovi respiratorne potpore, totalna parenteralna ishrana i
dr.
d. mikrobioloski potvrdene infekcije tokom hospitalizacije tj. pozitivan nalaz hemokulture
klini¢ka potvrda infekcije kod novorodenceta, bez izolata u hemokulturi

f. podaci o administriranoj antibiotskoj terapiji (vrsta antibiotika, kombinacije, duzina
primene)

g. prisustvo oboljenja specificnih za prevremeno rodenu novorodencad: nekroti¢nog
enterokolitisa (NEK), retinopatije prematuriteta (ROP), bronhopulmonalne displazije
(BPD), perzistentnog duktusa arteriozusa (DAP) i intraventrikularne hemoragije (IVH)
koja je za potrebe ove studije podeljena u dva oblika: blaga — stadijum I 1 II IVH i teska
— stadijumi IIT i IV prema Papile 2*!

i

Klini¢ki potvrdena infekcija, podrazumevala je udruzeno postojanje klinickih znakova sepse
i laboratorijskih parametara koji su ukazivali na infekciju kod novorodenceta. Kao laboratorijski
parametri uzimani su: leukocitoza (> 30.000x109 /1 u prvih 7 dana, odnosno >17500 x10° /1 kasnije),
leukopenija (<7.000 x 10° /1 u prvih 7 dana, odnosno <5.000 x10° /I kasnije), trombocitopenija
<150.000/pl, povisena koncentracija C-reaktivnog proteina > 10 mg/1.

3.5. DETEKCIJA KOLONIZACIJE ESBL-E I CRE
3.5.1. Uzorkovanje rektalnog brisa

Radi odredivanja intestinalne kolonizacije ESBL-E 1 CRE svim pacijentima uklju¢enim u
istrazivanje je uzet rektalni bris. Procedura uzorkovanje je bila sledeca: sterilan bris od pamucne vate
je navlaZen sterilnim fizioloskim rastvorom, a zatim je plasiran u rektum ispitanika do 1cm dubine,
rotiran tokom 10 sekundi i nakon vadenja stavljen u Amies tranportni medijum (Copan, Italija). Uzeti
rektalni brisevi su u periodu do 12 h nakon uzorkovanja transportovani na Institut za mikrobiologiju
1 imunologiju, gde je vrSena dalja obrada. U prvoj kohorti ispitanika, rektalni bris je uziman prilikom
otpusta iz bolnice. U drugoj kohorti ispitanika kojima je prospektivno prac¢eno uspostavljanje i
odrzavanje kolonizacije ESBL-E 1 CRE, rektalni brisevi su uzorkovani na prijemu u ustanovu,
cetvrtog 1 sedmog dana hospitalizacije i nadalje jednom mese¢no (tokom poslednje nedelje u mesecu)
do kraja hospitalizacije. Posle otpusta iz ustanove, rektalni brisevi su uzorkovani na redovnim
kontrolnim pregledima krajem prvog, drugog i Sestog meseca i posle jedne godine od dana otpusta.

3.5.2. Kultivisanje i identifikacija sojeva

Brisevi su iz transportnog medijuma zasejavani na CHROMID-ESBL (bioMerieux, France) i
CROMID CARBA Smart podlogu (bioMerieux, France). Podloge su inkubirane tokom 24 h na
temperaturi 37°C u aerobnim uslovima, posle ¢ega je detektovan porast kolonija, a u slucaju da
porasta nije bilo, inkubacija je produzavana tokom narednih 24 h. Preliminarna identifikacija kolonija
je vrSena na osnovu boje i izgleda kolonija prema preporukama proizvodaca podloga. Naime, na
CHROMID-ESBL podlozi sa cefpodoksimom, E. coli stvara bordo-crvene kolonije zbog produkcije
B-glukuronidaze, Klebsiella, Enterobacter, Serratia i Citrobacter daju zelenkaste kolonije zbog
produkcije B-glukozidaze, dok vrste Proteae rastu kao svetlo braon kolonije usled stvaranja
dezaminaze. Na CHROMID CARBA Smart podlozi, princip identifikacije je isti kao i na CHROMID
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ESBL podlozi, samo je kombinacija antibiotika drugacija radi selekcije porasta bakterija koje su
rezistentne na karbapeneme.

e

Slika 3.1. Levo kolonije Escherichia coli, desno kolonije Klebsiella pneumoniae (preuzeto sa
https://www.biomerieux-diagnostics.com/chromid-carba-smart-agar) 23>

Definitivna identifikacija je izvrSena koriS¢enjem biohemijskih testova API 20E (bioMerieux,
France) i/ili in house testova (Kliglerov dvostruki Secer, razgradnja manita, citrata i uree i produkcija
indola 1 dr).

Potvrda ESBL fenotipa i potvrda karbapenemske rezistencije je izvrSena prema preporukama
EUCAST standarda 2*3, za svaku bakterijsku vrstu poraslu na CHROMID-ESBL i/ili CARBA-
SMART podlozi. Testom dvostruke disk sinergije sa diskovima ceftazidima (10 pg), cefotaksima (30
ng) i ceftriaksona (30 pg) postavljenim na razdaljini od 20 mm, 15 mm i 20 mm prema disku
amoksicilin-klavulanska kiselina (20-10 pg). U slucaju prosirenja zone inhibicije rasta oko diskova
cefalosporina prema disku sa klavulanskom kiselinom, radilo se o pozitivnom rezultati ¢ime je
potvrdivan ESBL fenotip. Karbapenemska rezistencija je potvrdena dokazivanjem rezistencije izolata
na meropenem (10 pg) i imipenem (10 pg) disk difuzionom metodom antibiograma.

3.5.3. Ispitivanje antimikrobne osetljivosti ESBL-E i CRE izolata iz uzoraka rektalnih briseva

Antimikrobna osetljivost primoizolata ESBL-E i CRE od prospektivno pracenih ispitanika je
testirana metodom disk difuzije prema preporukama EUCAST standarda. Testirani antibiotici su bili
amoksicilin-klavulanska kiselina (20-10 pg), piperacilin-tazobaktam (30-6 pg), cefotaksim (5 pg),
ceftazidim (10 pg), ceftriakson (30 pg), cefepim (30 pg), imipenem (10 pg), meropenem (10 pg),
gentamicin (10 pg), amikacin (30 pg), trimetoprim-sulfametoksazol (1,25-23,75 pg), ciprofloksacin
(5 png), hloramfenikol (30 pg) i kolistin. Osetljivost na kolistin je odredena bujon-mikrodilucionim
testom (SensiTest Colistin, Liofilchem, Italy), a rezultat je interpretiran prema preporukama
EUCAST standarda.

3.5.4. Cuvanje ESBL-E i CRE sojeva

Svi sojevi su ¢uvani na kosom hranjivom agaru (HiMedia, India) na temperaturi od 4-8°C
tokom mesec dana, dok je za duze cuvanje koris¢en bujon sa obranim mlekom (Skim Milk, HiMedia,
Indija) u koji je suspendovano par kolonija sveze prekono¢ne kulture, a dobijena suspenzija je Cuvana
na -70°C.
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3.6. DETEKCIJA ESBL GENA I GENA ZA PRODUKCIJU KARBAPENEMAZA
3.6.1. Ekstrakcija bakterijske DNK

Metoda termalne ekstrakcije je koriS¢ena za izolaciju DNK. Ukratko, u sterilnu plasticnu
tubicu (1ml, Eppendorf, Nemacka) sa 100ul sterilne destilovane vode, je pomocu eze suspendovana
jedna kolonija ispitivanog izolata, koja je kratkotrajno vorteksirana radi dobijanja homogene
suspenzije. Suspenzija je stavljana u prethodno zagrejan termoblok (Eppendorf, Nemacka) i tokom
10 minuta je izlagana temperaturi od 95°C. Tubice su nakon vadenja iz termobloka, krakotrajno
centrifugirane (tokom 3 minuta) u Minispin cenrifugi (Eppendorf, Nemacka). 1z svake tubice
supernatant koji je sadrzavao DNK je pazljivo pipetom prebacen u sterilnu novu tubicu obelezenu
brojem izolata. Suspenzija DNK je ¢uvana u frizideru i koris¢ena tokom narednih 10 dana. Procedura
ekstrakcije DNK je radena za svaki primoizolat ESBL-E i CRE od kolonizovanih pacijenata iz
kohorte prospektivno pracenih ispitanika.

3.6.2. Multipleks PCR za detekciju ESBL gena i gena za produkciju karbapenemaza

Detekcija blaTEM, blaSHV 1 blaCTX-M (blaCTX-M-1,3,15 blaCTX-M-2, i blaCTX-M-
9,14) porodica ESBL gena je radena multiplex PCR metodom prema modifikovanom protokolu
Dallenne et al (ref). Detekcija gena rezistencije na karbapeneme je ukljucila detekciju najvaznijih
karbapenemaza: blaKPC, blaNDM, blaOXA-48, blaIMP i blaVIM. Pri ¢emu je koris¢ena multiplex
PCR metoda, prema modifikovanim protokolima 23423, Parovi prajmera koji su kori$¢eni za detekciju
odgovarajucih gena rezistencije su prikazani u Tabeli 3.1.

Tabela 3.1. Setovi prajmera korisceni za detekciju gena koji kodiraju ESBL i gena koji kodiraju

karbapenemaze
Prajmeri Sekvenca nukleotida Referenca Ve(i:;l)na
blaTEM Fw CATTTCCGTGTCGCCCTTATTC Dallenne et al. *** 800 bp
blaTEM Rev CGTTCATCCATAGTTGCCTGAC
blaSHV Fw AGCCGCTTGAGCAAATTAAAC Dallenne et al. 713 bp
blaSHV Rev ATCCCGCAGATAAATCACCAC
blaCTX M1,3,15 Fw TTAGGAARTGTGCCGCTGYA Dallenne et al. 688 bp
blaCTX M 1,3,15 Rev CGATATCGTTGGTGGTRCCAT
blaCTX M2 Fw CGTTAACGGCACGATGAC Dallenne et al. 404 bp
blaCTX M2 Rev CGATATCGTTGGTGGTRCCAT
blaCTX M9,14 Fw TCAAGCCTGCCGATCTGGT Dallenne et al. 561 bp
blaCTX M9,14 Rev TGATTCTCGCCGCTGAAG
blaKPC Fw CATTCAAGGGCTTTCTTGCTGC Dallenne et al. 538 bp
blaKPC Rev ACGACGGCATAGTCATTTGC
blaNDM Fw GGTTTGGCGATCTGGTTTTC Poirel et al. 621bp
blaNDM Rev CGGAATGGCTCATCACGATC
blaIMP Fw TTGACACTCCATTTACDG Dallenne et al. 139 bp
blaIMP Rev GATYGAGAATTAAGCCACYCT
blaVIM Fw GATGGTGTTTGGTCGCATA Poirel et al. 390bp
blaVIM Rev CGAATGCGCAGCACCAG
blaOXA-48 Fw GCTTGATCGCCCTCGATT Dallenne et al. 438 bp
blaOXA-48 Rev GATTTGCTCCGTGGCCGAAA

Detekcija ESBL gena multiplex PCR metodom, koriS¢enjem prajmera (Tabela 3.1) je vrSena
u reakcionoj smesi zapremine 25 pl, koju su €inili: 12,5 pl Thermo Scientific Phusion U Multiplex

31



MATERIJAL I METODE

PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific, USA), po 0,5 ul svakog prajmera koncentracije 20 pmol/l
(Thermo Fisher Scientific, USA), 3,5 ul vode 1 4 pl prethodno pripremljene suspenzije bakterijske
DNK. Uslovi pod kojima se odvijala amplifikacija su prikazani u Tabeli 3.2:

Tabela 3.2. Parametri multipleks PCR reakcije za detekciju ESBL gena

Temperatura Vreme Broj ciklusa
Inicijalna denaturacija 98°C 30 sekundi /
Denaturacija 98°C 10 sekundi
Vezivanje prajmera 61°C 30 sekundi 35
Elongacija 72°C 40 sekundi
Finalna elongacija 72°C 10 minuta /

Multipleks PCR za umnozavanje gena za produkciju karbapenemaza je raden u slede¢im
uslovima: reakcione smese zapremine 25 pl je koriSéena, a nu su Cinili: 12,5 pl Thermo Scientific
Phusion U Multiplex PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific, USA), po 0,5 pl svakog prajmera
koncentracije 20 pmol/l (Thermo Fisher Scientific, USA), 3,5 ul vode i 4 pl suspenzije bakterijske
DNK. Uslovi pod kojima se odvijala amplifikacija su prikazani u Tabeli 3.3.

Tabela 3.3 Parametri multipleks PCR reakcije za detekciju gena koji kodiraju karbapenemaze

Temperatura Vreme Broj ciklusa
Inicijalna denaturacija 98°C 30 sekundi /
Denaturacija 98°C 10 sekundi
Vezivanje prajmera 58°C 30 sekundi 35
Elongacija 72°C 40 sekundi
Finalna elongacija 72°C 10 minuta /

3.6.3. Vizualizacija produkata multipleks PCR elektroforezom u gelu

Produkti PCR reakcija za utvrdivanje prisustva ESBL gena i gena za produkciju
karbapenemaza su vizualizovani metodom horizontalne elektroforeze u 2% agaroznom gelu.
Elektroforeza je vrSena pri jacini strujnog polja od 175 V i trajala je 2,5 h za detekciju ESBL gena, a
45 minuta za detekciju karbapenemaza. U oba slu¢aja koris¢en pufer je bio Tris acetat EDTA (TAE).
U bunarcice napravljene u gelu je stavljano po 7 pl reakcione smese posle izvedene PCR reakcije.
Velic¢ina PCR produkata je odredivana koris¢enjem DNK markera (100-1000 bp).

3.7. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

U statistickoj obradi podataka koriS¢ene su metode deskriptivne 1 analitiCke statistike. Od
metoda deskriptivne statistike koris¢ene su mere centralne tendencije (aritmeticka sredina, medijana)
1 mere varijabiliteta (standardna devijacija i opseg), apsolutni i relativni brojevi. Za poredenje
statistiCki znacajne razlike izmedu grupa koris¢en je T test za numericke podatke 1 Hi kvadrat test za
nominalne podatke, a ukoliko su vrednosti u€estalosti bile manje od 5 koris¢en je Fisher-ov test tacne
verovatnoc¢e. Mann-Witney U test je koriS¢en u slucaju da su varijable bile kontinuirane, a raspodela
nije bila normalna. Za analizu ponovljenih merenja nominalnih varijabli kori§¢en je Cohranov Q test.
Rezultati su smatrani statisticki znac¢ajnim u slucaju ako su vrednosti p bile nize od 0,05, odnosno
veoma znacajne pri vrednostima nizim od 0,001.
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Univarijantna i multivarijantna logisticka regresija su primenjene kako bi se identifikovali
prediktori kolonizacije ESBL-E i CRE, kao i prediktori nastanka sepse potvrdene nalazom pozitivne
hemokulture iklinicke sepse koja nije laboratorijski potvrdena. Univarijantnom regresijom su
analizirane nezavisne varijable tj. osobine ispitanika, status na rodenju, podaci o toku i ishodima
hospitalizacije. Multivarijantni model logisticke regresije je ukljucio statisticki znacajne prediktore
(p<0.05) iz univarijantne analize. StatistiCka znaCajnost je prihvac¢ena na nivou 0.05. Za obradu
podataka je koriS¢en softver SPSS verzija 21.
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4.1. PODACI O ISPITANICIMA UKLJUCENIM U STUDIJU KOJIMA JE NA OTPUSTU
I1Z INSTITUTA ZA NEONATOLOGIJU ODREDIVANA KOLONIZACIJA ESBL-E I CRE:
DEMOGRAFSKI PODACI, PODACI O TRUDNOCI, STANJU NA POROPAJU I TOKU
HOSPITALIZACIJE

4.1.1.Demografski podaci o ispitanicima

U ispitivanje kolonizacije ESBL-E i CRE na otpustu iz ustanove je ukljuc¢eno 350 prevremeno rodene
dece. Medu ispitanicima je 183 bilo muskog pola, dok je 167 bilo Zenskog pola. Vecina pacijenata
(210) je primljena na Institut za neonatologiju u prvom danu Zivota, pri ¢emu je 176 (38,3%)
primljeno u prvih 5 ¢asova po rodenju, dok je 76 (21,7%) primljeno u periodu od 5 do 24 h posle
rodenja. Najveci broj ispitanika je upucen iz porodiliSta u Beogradu (~ 70%), dok je iz uze Srbije
primljeno 22% ispitanika, a 8% je upucéeno iz Vojvodine. Vecina ispitanika je rodena u velikim
ginekolosko-akuSerskim centrima u zemlji i to u Beogradu u Ginekolosko-akuserskoj klinici
,Narodni front™ (176, tj. 72,4%), Institutu za ginekologiju i akuSerstvo Univerzitetskog klinickog
centra Srbije (31, tj. 12,8%), u Klinickom centru Ni$ (20, tj. 8,2%), u Klinickom centru u Novom
Sadu (9, tj. 3,7%) i Klinickom centru Kragujevac (7, tj. 2,9%). Demografske osobine ispitanika su
prikazane u Tabeli 4.1.

Tabela 4.1. Demografske osobine ispitanika

Demografske osobine Broj %
Pol
Musko 183 52
Zensko 167 48
Uzrast na prijemu
<24h 210 60
24-72 h 81 23,1
<7 dana 35 10,0
> 7 dana 24 6,9
Mesto rodenja
Beograd 244 69,7
Vojvodina 28 8,0
Uza Srbija 77 22,0
Republika Srpska 1 0,3
Velicina porodilista
Veliko 243 69,4
Malo 106 30,3
Van porodilista 1 0,3

4.1.2.Podaci o majkama ispitanika, trudnodi i porodaju

Prose¢na starost majki ispitanika je bila 31 godina. U vecini trudnoc¢a do zaceca je doSlo spontano
(79,4%), trudnoce su bile jednoplodne (65,7%) 1 majke su prethodno radale (66%). Dve tre¢ine
ispitanika (66,3%) je rodeno carskim rezom. U vise od cCetvrtine trudnoca (26,9%) doslo je do
prevremenog prsnuca plodovih ovojaka, dok su preeklampsija i eklampsija bile rede (10,3%). Podaci
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o starosti majki, nac¢inu zaceca, antibiotskoj terapiji ili drugim lekovima administriranim tokom
trudnoce (kortikosteroidi, antihipertenzivni lekovi, hormoni Stitaste Zlezde i dr.), tipu porodaja
(vaginalni/carski rez), blizanackoj trudno¢i i1 razlogu prevremenog rodenja (eklampsija, pre-
eklampsija, prevremeno prsnuce plodovih ovojaka i dr.) su prikazani u Tabeli 4.2.

Tabela 4.2. Podaci o majci ispitanika, nacinu zaceca, tipu porodaja, terapiji i bolestima tokom

trudnoce
Karakteristika Broj %
Porodaj
Vaginalni 118 33,7
Carski rez 232 66,3
Vantelesna oplodnja
Da 72 20,6
Ne 278 79,4
Porodaj po redu
Prvorotka 119 34
VisSerotka 231 66
Blizanacka trudnoéa
Da 120 34,3
Ne 230 65,7
Godine majke (sv+sd) 31+1,05
Prevremeno prsnuée plodovih ovojaka
Da 94 26,9
Ne 256 73,1
Gestoze

Ne 314 89,7

Preeklampsija 29 8,3

Ekslampsija 7 2
Metroragija
Da 56 16
Ne 294 84
Terapija tokom trudnoce

Antibiotici 141 40,3
Antihipertenzivi 34 9,7
Hormoni $titnjace 16 4,6
Kortikosteroidi pred porodaj 208 59,4

4.1.3. Podaci o ispitanicima na rodenju

Ispitanici ukljuceni u studiju su bili najées¢e umereno nezreli, tj. rodeni posle 32. nedelje gestacije
(50%), telesne mase > 1500g (51,4%). Nizak Apgar skor u prvom minutu, od 0 do 3 je imalo 10,6%
pacijenata, najveci broj (63,1%) je imao umereno nizak, dok je normalan Apgar skor, od 8 do 10,
imalo 26,3% ispitanika. Skoro petina ispitanika (19,1%) su bili mali za gestacionu starost. Raspodela
ispitanika prema gestacijskoj starosti, telesnoj masi, i Apgar skoru u prvom minutu je prikazana u
Tabeli 4.3.
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Tabela 4.3. Podaci o ispitanicima na rodenju

Karakteristika Broj %
Gestaciona starost (nedelje) (sv+sd) 31,4+3,0
Ekstremno nezreli < 28GN 52 14,8
Veoma nezreli <32 GN 123 35,2
Umereno nezreli >32GN 175 50
Apgar skor 1. minut (svtsd) 6,0 £1.,9
0-3 37 10,6
4-7 221 63,1
8-10 92 26,3
Telesna masa na rodenju (g)
Ekstremno mala < 1000g 63 18
Vrlo mala < 1500 g 170 48,6
Umereno mala > 1500 g 180 51,4
Mali za gestacionu starost 67 19,1

4.1.4. Podaci o hospitalizaciji, odeljenjima i invazivnim i drugim procedurama tokom
hospitalizacije

Duzina hospitalizacije je kod skoro polovine ispitanika bila izmedu jedan i dva meseca (Tabela 4.4).
U odeljenju intenzivne nege (OIN) je boravilo vise od polovine ispitanika (56,6%). Venski
umbilikalni kateter je plasiran kod 59,4% prevremeno rodene dece. Invazivna mehanicka ventilacija
je sprovodena kod 39,7% ispitanika, dok je veéina (56,6%) zahtevala neinvazivnu respiratornu
potporu. Raspodela ispitanika po odeljenjima je bila relativno ravnomerna, sa izuzetkom prijemnog
odeljenja na kom je boravilo najmanje dece.

Tabela 4.4. Podaci o hospitalizaciji ispitanika, odeljenjima i invazivnim i drugim procedurama
tokom hospitalizacije

Podaci o hospitalizaciji Broj %
Dani hospitalizacije (svtsd)

<14 dana 13 3,7

15-29 dana 69 19,7

30-59 dana 171 48.9

60-90 dana 50 14,3

>90 dana 47 13,4

Boravak na odeljenju intenzivne nege

Da 198 56,6

Ne 152 43,4

Dani na odeljenju intenzivne nege (sv+sd) 16.984 + 16.6
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Tabela 4.4. Podaci o hospitalizaciji ispitanika, odeljenjima i invazivnim i drugim procedurama
tokom hospitalizacije (nastavak)

Podaci o hospitalizaciji Broj %
Procedure tokom hospitalizacije
Endotrahealna intubacija 135 38,6
Invazivna mehanicka ventilacija 139 39,7
Trajanje MV (dani) (sv+sd) 9,3+13,7
<3 dana 43 30,9
3-7 dana 49 35,2
7-30 dana 37 26,6
>30 dana 10 7,2
Neinvazivna respiratorna potpora 198 56,6
Totalna parenteralna ishrana 86 24.6
Venski umbilikalni kateter 208 59.4
Odeljenje otpusta
Prijemno 42 12,0
Odeljenje izolacije 93 26,6
Odeljenje specijalizovane nege I 99 28,3
Odeljenje specijalizovane nege 11 116 33,1

4.1.5. Podaci o infekcijama tokom hospitalizacije i primenjenoj antimikrobnoj terapiji

Tokom hospitalizacije, od 350 ispitanika, 60 (17,14%) je imalo klinicki i/ili laboratorijski potvrdenu
sistemsku infekciju (pozitivan nalaz hemokulture), a 80 (22,8%) ispitanika je imalo klini¢ke znake
sepse bez laboratorijske potvrde. Od 60 pacijenata sa potvrdenom sepsom, Sestoro je imalo dve
epizode sepse izazvane razliitim mikroorganizmima, tako da je broj epizoda sistemskih infekcija
koje su laboratorijski potvrdene bio 66. Vrste izolovanih mikroorganizama su prikazani u Tabeli 4.5.

Tabela 4.5. Infekcije tokom hospitalizacije i vrste mikroorganizama izolovanih iz uzoraka krvi

Ispitanici sa infekcijom tokom hospitalizacije Broj %
Klinicki znaci sepse, sa sterilnom hemokulturom 80 100,0
Sepsa potvrdena pozitivnom hemokulturom 60 100,0
ESBL-KP 16 26,6
Acinetobacter baumannii 11 18,3
Koagulaza negativni stafilokok 15 25,0
Burkholderia cepacia 6 10,0
Candida spp. 3 5
Staphylococcus aureus 1 1,6
Serratia marcescens 1 1,6
Ewingella americana 1 1,6
Streptococcus agalactiae (1) ESBL-KP (II) 1 1,6
ESBL-KP (I) Escherichia coli (II) 1 1,6
Koagulaza negativni stafilokok (1) Candida spp. (1I) 1 1,6
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Tabela 4.5. Infekcije tokom hospitalizacije i vrste mikroorganizama izolovanih iz uzoraka krvi

(nastavak)
Ispitanici sa infekcijom tokom hospitalizacije Broj %
Acinetobacter baumannii (1) Candida spp. (I11) 1 1,6
Acinetobacter baumannii (I) koagulaza negativni stafilokok (II) 1 1,6
Burkholderia cepacia (1) Escherichia coli (11) 1 1,6

Svi ispitanici su po protokolu ustanove primali od prvog dana hospitalizacije inicijalnu antibiotsku
terapiju (ampicilin i amikacin) u trajanju od 5-7 dana. Pored ove terapije, 196 ispitanika (56%) je
primalo dodatnu antibiotsku terapiju. Najces¢i antibiotik koji je administriran kod 173 ispitanika
(49,4%) je bio meropenem koji je primenjivan sam ili u ¢eS¢e u kombinaciji sa drugim antibiotskim
agensom. Oko jedna tre¢ina ispitanika (109), je primala inicijalnu terapiju u trajanju > 7 dana. DuZina
antibiotske terapije je varirala (5-80 dana), a najc¢esc¢i rezim davanja je bio dvonedeljni, primenjen
kod 71 (36,2%) ispitanika. Vecina ispitanika je primala jednu terapijsku kombinaciju meropenem i
ampicillin-sulbactam (25,4%), zatim kombinacija meropenem i vankomicin (12,3%) odnosno
meropenem 1 kolistin (10%), ali je bilo ispitanika kojima je tokom lecenja jedna antibiotska terapija
menjana drugom, najceS¢e posle dobijanja pozitivnog nalaza hemokulture ili je zbog klinickog
pogorSavanja uprkos terapiji uvoden treci antibiotik. Distribucija ispitanika prema vrsti primenjene
antibiotske terapije i duzini primene je prikazana u Tabeli 4.6.

Tabela 4.6. Podaci o antibiotskoj terapiji administriranoj tokom hospitalizacije (vrste antibiotika i
duZina terapije)

o %
° od ispitanika koji
Antibiotska terapija Broj od ukupnog c ot pe s
broja su primali 2. liniju
antibiotika
Inicijalna antibiotska terapija 350 100

Druga linija antibiotika 196 56 100

Inicijalna antibiotska terapija >7dana 109 31,1 55,6

Meropenem (sam ili u kombinaciji) 173 494 88,3

Monoterapija
Meropenem 54 15,4 27,5
Cefalosporini III generacije 2 0,6 1

Kombinovana terapija

Meropenem i ampicillin-sulbaktam 89 254 45,4

Meropenem i vankomicin 43 12,3 21,9

Ampicilin-sulbaktam i kolistin 35 10 17,8

Meropenem i kolistin 35 10 17,8

Meropenem i ceftazidim 19 6,3 9,7
Trajanje terapije (dani)

<20 111 31,7 56,7

>20 85 24,3 433
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4.1.6. Podaci o ucestalosti bolesti i stanja povezanih sa prevremenim rodenjem u ispitivanoj
populaciji

Od bolesti 1 stanja ¢esto prisutnih u populaciji prevremeno rodenih, kod najveéeg broja ispitanika je
bio prisutan respiratorni distres sindrom (80%). Retinopatija prematuriteta je nadena kod 34,6%
ispitanika, zatim blaza intraventrikularna hemoragija (26,8%) 1 perzistentni duktus arteriozus
(18,6%). Nekrotizirajuéi enterokolitis, bronhopulmonalna displazija i teza intraventrikularna
hemoragija su bile zastupljene znatno rede medu naSim ispitanicima (Tabela 4.7).

Tabela 4.7. Ucestalost bolesti i stanja povezanih sa prevremenim rodenjem u ispitivanoj populaciji

Bolest/stanje Broj %
Retinopatija prematuriteta 121 34,6
Bronhopulmonalna displazija 18 5,1
Perzistentni ductus arteriosus 65 18,6
Nekrotiziraju¢i enterokolitis 16 4,6
Respiratorni distres sindrom 282 80
Blaza intraventrikularna hemoragija 94 26,8
Teska intraventrikularna hemoragija 14 4

4.2. KOLONIZACIJA GASTROINTESTINALNOG TRAKTA ISPITANIKA ESBL-E I CRE
NA OTPUSTU

4.2.1. Uclestalost kolonizacije gastrointestinalnog trakta novorodencadi i vrste i distribucija
kolonizujucih bakterija

U naSoj studiji, ucestalost kolonizacije prevremeno rodene dece na otpustu iz Instituta za
neonatologiju je bila veoma visoka (344/350, 98,2%). Kod svih kolonizovanih ispitanika su nadene
ESBL-E, dok je Cetvrtina ispitanika (25,1%) bila kolonizovana i sa CRE. Medu ESBL-E najcesc¢a
izolovana vrsta je bila E. coli (88,3%), a zatim K. pneumoniae (58,6%), dok druge vrste ESBL-E nisu
detektovane u ispitivanoj populaciji. Kod ispitanika kolonizovanih sa CRE je nadena K. pneumoniae,
izuzev kod jednog pacijenta kod koga je izolovana E. coli. Ukupna ucestalost ispitanika
kolonizovanih sa navedenim vrstama ESBL-E i CRE je prikazana u Tabeli 4.8.

Tabela 4.8. Ucestalost ESBL-E i CRE vrsta u ispitivanoj populaciji (N=350)

ESBL-E CRE
Vrste ESBL-E i CRE
N % N %
Escherichia coli 309 88,3 1 0,3
Klebsiella pneumoniae 205 58,6 87 24,8
Ukupno kolonizovanih 344 98,2 88 25,1

Medu kolonizovanim (244), kod najveceg broja ispitanika (166, tj. 68%) su istovremeno bile prisutne
dve multirezistentne vrste bakterija. Kolonizacija jednom bakterijskom vrstom je nadena kod 132
(54,1%) ispitanika, dok su tri vrste bile prisutne kod 46 (18,9%) ispitanika. Najces¢i obrasci
kolonizacije su bili istovremeno prisustvo ESBL-EC i ESBL-KP (35,4%), samo ESBL-EC (30,6%) i
kolonizacija sa tri vrste i to CP- KP, ESBL- EC i ESBL- KP (12,9%) (Grafikon 4.1). Nesto rede su
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detektovane CP-KP i ESBL- EC (9,1%) i ESBL- KP (7,1%). Retki obrasci kolonizacije su bili CP-
KP i ESBL-KP nadena kod 2,9% ispitanika i CP-EC sa ESBL-EC i ESBL-KP nadene kod samo
jednog ispitanika (0,3%).

ESBL E. coli, ESBL K. pneumoniae i
CRE. coli
1

ESBL E. coli, ESBL K. pneumoniae i 0,3%

CR K. pneumoniae

45 Nekolonizovani
12,9% 6
1,7%

ESBL K. pneumoniae i

ESBL E. coli
CR K. pneumoniae

107
30,6%

ESBLE. coli i
CR K. pneumoniae
32
9,1%

ESBL K. pneumoniae

ESBLE. colii
ESBL K. pnemoniae
124
35,4%

Grafikon 4.1. Distribucija ESBL-E i CRE vrsta u ispitivanoj populaciji (N=350)

4.2.2. Osobine ispitanika u odnosu na kolonizaciju ESBL-produkuju¢om Escherichia coli

Od 350 ispitanika, 309 (88,2%) je bilo kolonizovano sa ESBL-EC. Demografske karakteristike
ispitanika 1 podaci o ispitanicima na rodenju u odnosu na kolonizaciju ESBL-E su prikazani u Tabeli
4.9. Kolonizovani ispitanici su ¢esc¢e bili rodeni pre 32. nedelje gestacije (p=0,005) i imali su nizu
telesnu masu (< 1500¢g) 1 nizi Apgar skor u prvom minutu (»p=0,006) u odnosu na nekolonizovane.

Tabela 4.9. Demografske osobine i osobine ispitanika na rodenju u odnosu na kolonizaciju ESBL-
produkujucom Escherichia coli (ESBL-EC)

ESBL-EC
Karakteristike Kolonizovani Nekolonizovani
N=309 % N=41 % p vrednost

Pol

Muéko 163 52,8 20 48,8 0,63

Zensko 146 472 21 51,2

Gestaciona starost (nedelje)

<32 163 52,7 12 29.3 0,005
>32 146 47,2 29 70,7
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Tabela 4.9. Demografske osobine i osobine ispitanika na rodenju u odnosu na kolonizaciju ESBL-
produkujucom Escherichia coli (ESBL-EC) (nastavak)

ESBL-EC
Karakteristike Kolonizovani Nekolonizovani
N=309 Y% N=41 Y% p vrednost
APGAR skor u 1. minutu 6,01+1,91 6,83+1,91 0,025
Telesna masa na rodenju
<1500 ¢g 158 51,1 12 29,2 0,008
>1500 g 151 48.9 29 70,7
Porodaj
Vaginalni 112 36,2 6 14,6 0,006
Carski rez 197 63,8 35 85,4
Mali za gestacionu starost 60 17,1 7 17,1 0,719

Podaci o hospitalizaciji su prikazani u Tabeli 4.10. Iako su kolonizovani ispitanici duze boravili u
bolnici i u OIN, i ¢es¢e bili podvrgnuti invazivnim procedurama kao $to su primena mehanicke
ventilacije, insercija venskog umbilikalnog katetera i primena totalne parenteralne ishrane, razlika
nije bila statisti¢ki znacajna. Medutim, kolonizovani ispitanici su znacajno ¢es¢e primali meropenem
1 ampicilin-sulbaktam (p=0,038) i boravili na prijemnom odeljenju (p=0,001).

Tabela 4.10. Podaci o toku hospitalizacije, infekcijama i antimikrobnoj terapiji u odnosu na
kolonizaciju ESBL-produkujucom Escherichia coli (ESBL-EC)

ESBL-EC
Karakteristike Kolonizovani Nekolonizovani
N=309 % N=41 % p vrednost

Dani hospitalizacije 54,2+ 34,9 51,53+ 32,9 0,0002

Boravak na odeljenju intenzivne nege (OIN) 176 56,9 22 53,7 0,688
Dani na OIN 16,56 £ 16,6 11,68 £ 14,8 0,0278

Mehanicka ventilacija 126 40,8 13 31,7 0,265

Venski umbilikalni kateter (VUK) 186 60,2 22 53,6 0,423
Totalna parenteralna ishrana (TPI) 79 25,6 7 17,1 0,234

Odeljenje
Prijemno odeljenje 30 9,7 11 2,7 0,001
Odeljenje izolacije 81 26,2 13 31,7 0,455
Prvo odeljenje specijalizovane nege 99 32 0 0 /

Drugo odeljenje specijalizovane nege 99 32 17 41,5 0,228
Kk spepibonttal o no o o
Sepsa, potvrdena pozitivnom hemokulturom 53 17,2 7 29.3 0,989
Inicijalna terapija >7dana 95 30,7 14 34,1 0,658
Karbapenemi 153 49,5 22 53,7 0,618
Ampicilin-sulbaktam i kolistin 33 10,7 2 4,8 0,244
Meropenem 1 ampicillin-sulbaktam 84 27,2 5 12,2 0,038
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Tabela 4.10. Podaci o toku hospitalizacije, infekcijama i antimikrobnoj terapiji u odnosu na
kolonizaciju ESBL-produkuju¢om Escherichia coli (ESBL-EC) (nastavak)

ESBL-EC
Karakteristike Kolonizovani Nekolonizovani
N=309 % N=41 % p vrednost
Meropenem i vankomicin 40 12,9 3 7,3 0,302
Meropenem i kolistin 33 10,7 2 4.8 0,244
Meropenem i ceftazidim 14 4,5 5 12,2 0,062

Ucestalost ROP je bila znac¢ajno visa u grupi kolonizovanih u odnosu na nekolonizovane (Tabela
4.11)

Tabela 4.11. Podaci o bolestima specificnim za prevremeno rodene u odnosu na kolonizaciju ESBL-
produkuju¢om Escherichia coli (ESBL-EC)

ESBL-EC
Bolest/stanje Kolonizovani Nekolonizovani
N=309 % N=41 % p vrednost
Retinopatija prematuriteta 115 37,2 6 14,6 0,004
Bronhopulmonalna displazija 16 5,2 2 4,9 0,86
Perzistentni duktus arteriozus 60 1,4 5 12,2 0,263
Nekrotiziraju¢i enterokolitis 14 4,5 2 4,8 0,92
Respiratorni distres sindrom 252 81,5 30 73,2 0,202
Blaza intraventrikularna hemoragija 83 26,8 11 26,8 0,996
Teska intraventrikularna hemoragija 12 39 2 4,8 0,76

4.2.3. Osobine ispitanika u odnosu na kolonizaciju ESBL-produkujuc¢om Klebsiella
pneumoniae

Od 350 ispitanika ESBL-KP je izolovana na otpustu kod 205 ispitanika. Karakteristike ispitanika u
odnosu na kolonizaciju ESBL-KP su prikazani u Tabeli 4.12. Kolonizovani ispitanici su ¢esc¢e bili
zenskog pola, dok po ostalim osobinama, nije bilo znacajne razlike medu kolonizovanim i
nekolonizovanim ispitanicima.

Tabela 4.12. Demografske osobine i osobine ispitanika na rodenju u odnosu na kolonizaciju ESBL-
produkujucom Klebsiella pneumoniae (ESBL-KP)

ESBL-KP
Karakteristike Kolonizovani Nekolonizovani
N=205 % N=145 % p vrednost

Pol

Musko 97 473 86 59,3 0,026

Zensko 108 52,7 59 40,7

Gestaciona starost (nedelje)

<32 97 473 78 53,8 0,232
>32 108 52,6 67 46,2
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Tabela 4.12. Demografske osobine i osobine ispitanika na rodenju u odnosu na kolonizaciju
ESBL-produkujucom Klebsiella pneumoniae (ESBL-KP)(nastavak)

ESBL-KP
Karakteristike Kolonizovani Nekolonizovani
N=205 % N=145 % p vrednost
APGAR skor u 1. minutu 6,26+1,89 6,23+1,92 0,711
Telesna masa na rodenju
<1500 g 95 46,3 75 51,2 0,321
> 1500 g 110 53,6 70 48,3
Porodaj
Vaginalni 67 32,7 51 35,9 0,536
Carskim rezom 138 67,3 94 64,1
Mali za gestacionu starost 35 17,1 32 22,1 0,241

Ispitanici kolonizovani ESBL-KP su u odnosu na nekolonizovane ¢e$¢e boravili na prijemnom
odeljenju (p=0,002), i znacajno rede su imali plasiran VUK (p=0,016). Klini¢ki znaci sepse su bili u
prisutni kod obe grupe ispitanika u pribliznim ucestalostima. lako je laboratorijski potvrdena sepsa
bila ¢eS¢a u grupi kolonizovanih, ova razlika nije bila statisticki znacajna (p=0,09). Kolonizovani
ispitanici su primali meropenem i ampicilin-sulbaktam ¢e$¢e u odnosu na nekolonizovane (p=0,04).

Tabela 4.13. Podaci o toku hospitalizacije, infekcijama i antimikrobnoj terapiji u odnosu na
kolonizaciju ESBL-produkuju¢om Klebsiella pneumoniae (ESBL-KP)

ESBL-KP
Karakteristike Kolonizovani Nekolonizovani
N=205 % N=145 % p vrednost

Dani hospitalizacije 53,9 £ 35,1 55,1 £34,2 0,001

Boravak na odeljenju intenzivne nege (OIN) 108 52,7 90 62,1 0,081

Dani na OIN 18,11 £ 16,67 13,71 £ 16,46 0,096

Mehanicka ventilacija 74 36,1 65 44,8 0,100

Venski umbilikalni kateter (VUK) 111 54,1 97 66,9 0,016

Totalna parenteralna ishrana (TPI) 52 254 34 234 0,681

Odeljenje

Prijemno odeljenje 33 16,1 8 5,5 0,002

Odeljenje izolacije 54 26,3 40 27,8 0,795

Prvo odeljenje specijalizovane nege 50 24,4 49 33,8 0,054

Drugo odeljenje specijalizovane nege 68 33,2 48 33,1 0,989

Khmckl'z.nam sepse, nisu potvrdeni 41 20 39 26.9 0.13
pozitivnom hemokulturom

Sepsa, potvrdena pozitivnom hemokulturom 41 20 19 13,1 0,091

Sepsa izazvana ESBL-KP 13 6,3 5 34 0,227

Inicijalna terapija >7dana 69 33,7 40 27,6 0,226

Karbapenemi 96 46,8 77 53,1 0,247
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Tabela 4.13. Podaci o toku hospitalizacije, infekcijama i antimikrobnoj terapiji u odnosu na
kolonizaciju ESBL-produkuju¢om Klebsiella pneumoniae (ESBL-KP) (nastavak)

ESBL-KP
Karakteristike Kolonizovani Nekolonizovani
N=205 % N=145 % p vrednost
Ampicilin sulbaktam i kolistin 20 9,8 15 10,3 0,856
Meropenem i ampicilin sulbaktam 44 21,5 45 31 0,042
Meropenem i vankomicin 28 13,6 15 10,3 0,352
Meropenem i kolistin 21 10,2 14 9,6 0,856
Meropenem i ceftazidim 7 3,4 12 8,2 0,058

Bolesti i stanja udruZena sa prematuritetom u odnosu na kolonizaciju ESBL-KP su prikazani u Tabeli
4.14.

Tabela 4.14. Podaci o bolestima/stanjima prematuriteta u odnosu na kolonizaciju ESBL-
produkujucom Klebsiella pneumoniae (ESBL-KP)

ESBL-KP
Bolest/stanje Kolonizovani Nekolonizovani
N=205 % N=145 % p vrednost
Retinopatija prematuriteta 64 31,2 57 39,3 0,116
Bronhopulmonalna displazija 12 5,8 6 4,1 0,474
Perzistentni ductus arteriosus 35 17,1 30 20,7 0,391
Nekrotizirajuéi enterokolitis 12 5,8 4 2,8 0,172
Respiratorni distres sindrom 164 80 118 81,4 0,748
Blaza intraventrikularna hemoragija 52 254 42 28,9 0,454
Teska intraventrikularna hemoragija 9 3.9 5 4.8 0,657

4.2.4. Osobine ispitanika u odnosu na kolonizaciju CRE
Kolonizacije CRE je bila prisutna kod 88 (25,1%) ispitanika. Kolonizovani ispitanici su znac¢ajno

¢eS¢e imali manju telesnu masu na rodenju, nizi Apgar skor, bili manje gestacijske zrelosti i rodeni
iz blizanacke trudnoc¢e (Tabela 4.15).

Tabela 4.15. Demografske osobine i osobine ispitanika na rodenju u odnosu na kolonizaciju CRE

CRE
Karakteristike Kolonizovani Nekolonizovani
N=88 % N=262 % p vrednost
Pol
Musko 46 52,2 137 52,2 1,000
Zensko 42 47,8 125 47,8
Gestaciona starost (nedelje)
<28 16 18,2 33 12,6 0,191
<32 53 60,2 122 46,5 0,026
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Tabela 4.15. Demografske osobine i osobine ispitanika na rodenju u odnosu na kolonizaciju

CRE (nastavak)
CRE
Karakteristike Kolonizovani Nekolonizovani
N=88 % N=262 % p vrednost
>32 35 39,8 140 53,5
APGAR skor u 1. minutu 5,63+2,01 6,42+ 1,8 <0,01
Telesna masa na rodenju
<1000 g 23 26,1 32 12,2 0,001
<1500 g 52 59,1 118 45,4 0,026
>1500 g 36 40,9 144 54,6
Porodaj
Vaginalni 34 38.6 84 32,1 0,259
Carskim rezom 54 61,4 178 67,9
Blizanacka trudnoéa 20 22,7 100 38,1 0,008
Mali za gestacionu starost 20 22,7 47 17,9 0,348

Ispitanici kolonizovani sa CRE su bili znacajno duze hospitalizovani (p<0,001), duze boravili na OIN
(p<0,001) i imali znacajno ¢es¢e plasiran VUK (p<0,001). Nijedan od kolonizovanih ispitanika nije
boravio na prijemnom odeljenju, dok je boravak na odeljenju izolacije i drugom odeljenju
specijalizovane nege bio znacajno ¢e$¢i medu kolonizovanim u odnosu na nekolonizovane koji su
¢es¢e boravili na prvom odeljenju specijalizovane nege (Tabela 4.16). Kolonizovani ispitanici su
znacajno ¢eSc¢e primali karbapeneme u kombinaciji sa drugim antibiotskim agensima (tabela 4.16),
vankomicin (p=0,001), ampicilin sulbaktam i kolistin (p=0,01).

Tabela 4.16. Podaci o toku hospitalizacije, infekcijama i antimikrobnoj terapiji u odnosu na
kolonizaciju CRE

CRE
Karakteristike Kolonizovani Nekolonizovani
N=88 %  N=262 % p vrednost

Dani hospitalizacije 66,28 436,23 50,14  +£33,63 <0,0001
Boravak na odeljenju intenzivne nege (OIN) 66 75 132 50,3 <0,0001
Dani na OIN 17,32 +17,11 15,86 £17,12 0,403
Mehanicka ventilacija 40 45,5 99 37,8 0,203
Venski umbilikalni kateter 68 77,2 140 533 <0,0001
Totalna parenteralna ishrana 27 30,6 59 22,5 0,152
Odeljenje
Prijemno odeljenje 0 0 41 15,6 /
Odeljenje izolacije 37 42 57 21,7 0,000
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Tabela 4.16. Podaci o toku hospitalizacije, infekcijama i antimikrobnoj terapiji u odnosu na
kolonizaciju CRE (nastavak)

CRE
Karakteristike Kolonizovani = Nekolonizovani
N=88 % N=262 % p vrednost
Prvo odeljenje specijalizovane nege 34 38,6 65 24,8 0,036
Drugo odeljenje specijalizovane nege 17 19,3 99 37,8 0,001
Klini¢ki znaci sepse, nisu potvrdeni
25 28,4 53 20,2 0,110

pozitivnom hemokulturom

Sepsa, potvrdena pozitivnom hemokulturom 27 30,6 26 29,3 0,000027

Inicijalna terapija > 7dana 25 28.4 55 20,1 0,59
Karbapenemi 63 71,6 110 42 <0,0001

Vankomicin 26 30 32 12,2 0,001

Ampicilin sulbaktam i kolistin 16 18,2 19 7,2 0,003

Meropenem i1 ampicillin-sulbaktam 32 36,4 57 21,7 0,01

Meropenem i vankomicin 17 19,3 26 9,9 0,025

Meropenem i kolistin 16 18,1 19 7,2 0,006
Meropenem i ceftazidim 12 13,6 7 2,7 <0,0001

Bolesti i1 patoloska stanja specificni za prevremeno rodene i njihova povezanost sa kolonizacijom
CRE su prikazani u Tabeli 4.17. U grupi kolonizovanih sa CRE, ucestalost nekrotizirajuceg
enterokolitisa je bila znac¢ajno veca u odnosu na nekolonizavanu grupu ispitanika (p=0,001). Blaza
intraventrikularna hemoragija je bila takode ucestalija medu kolonizovanim ispitanicima (p=0,002)

Tabela 4.17. Podaci o bolestima/stanjima prematuriteta u odnosu na kolonizaciju CRE

CRE
Bolest/stanje Kolonizovani Nekolonizovani
N=88 % N=262 % p vrednost
Retinopatija prematuriteta 32 36,4 89 34 0,699
Bronhopulmonalna displazija 5 5,6 13 5 0,78
Perzistentni ductus arteriosus 19 21,6 46 17,5 0,432
Nekrotizirajuéi enterokolitis 10 11,3 6 2,3 0,001
Respiratorni distres sindrom 77 87,5 205 78.2 0,06
Blaza intraventrikularna hemoragija 35 39,8 59 22,5 0,002
Teska intraventrikularna hemoragija 3 34 11 4,1 1,0
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4.2.5.0sobine ispitanika koji nisu bili kolonizovani sa ESBL-E i CRE
Kod Sest ispitanika na otpustu nije detektovana kolonizacija sa ESBL-E ili CRE. Medu

nekolonizovanim ispitanicima svi su bili vece telesne mase i vece gestacijske zrelosti, sa viSim Apgar
skorom na rodenju. Karakteristike ovih ispitanika su prikazane na Tabeli 4.18.

Tabela 4.18. Osobine ispitanika koji nisu bili kolonizovani sa ESBL-E ili CRE

Karakteristika nekolonizovanih ispitanika N=6 %
Pol
Muski pol 4 66,6
Zenski pol 2 33,3
Gestaciona starost (nedelje gestacije) > 32 6 100
Telesna masa na rodenju >1500 g 6 100
APGAR skor u 1. minutu (sv+sd) 73+1,8
Porodaj
Vaginalni porodaj 1 16,6
Carski rez 5 83,3
Dani hospitalizacije (svtsd) 24,5+13,9
Boravak na odeljenju intenzivne nege (OIN) 6 100
Dani u OIN 4,5 1,9
Mehanicka ventilacija 3 50
Venski umbilikalni kateter (VUK) 6 100
Totalna parenteralna ishrana (TPI) 2 333
Odeljenje
Odeljenje izolacije 1 16,6
Drugo odeljenje specijalizovane nege 5 83,3
Inicijalna terapija >7dana 3 50
Terapija karbapenemima 1 16,6
Respiratorni distres sindrom 4 66,6
Blaza intraventrikularna hemoragija 1 16,6

4.2.6. Kolonizacija ispitanika koji su imali infekcije tokom hospitalizacije
Kolonizacija ispitanika kod kojih je doSlo do razvoja laboratorijski potvrdene sepse tokom

hospitalizacije je prikazana na Tabeli 4.19. Svi ispitanici su bili kolonizovani ili sa ESBL-E ili sa
CRE, a ve¢ina je imala viSe vrsta rezistentnih bakterija u kolonizaciji.
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Tabela 4.19. Status kolonizacije ESBL-E i CRE kod ispitanika koji su tokom hospitalizacije razvili
sistemsku infekciju
U Escherl.chta Klebs:ell'a CRE
coli pneumoniae
Broj % Broj %  Broj % Broj %
Klinicka sepsa bez

laboratorijske potvrde 80 100 71 88,8 41 51,3 25 31,3

Laboratorijski potvrdena 60 100,0 53 88.3 41 88,3 27 45,0

sepsa
ESBL-KP 16 26,7 15 93,8 11 93,8 4 25,0
Acinetobacter baumannii 11 18,3 10 90,9 6 90,9 5 45,5

Koagulaza negativni

stafilokok 15 250 14 934 11 934 T 467

Burkholderia cepacia 6 10,0 6 100,0 2 100,0 4 66,7
Candida spp. 3 5,0 2 66,7 3 66,7 2 66,7
Staphylococcus aureus 1 1,7 1 100,0 1 100,0 0 0,0
Serratia marcescens 1 1,7 1 100,0 0 100,0 0 0,0
Ewingella americana 1 1,7 0 0,0 1 0,0 1 100,0
Streptococcus agalactiae (1)
ESBL-KP (I) 1 1,7 1 100,0 1 100,0 1 100,0
ESBL-KP (1) E. coli (II) 1 1,7 1 100,0 1 100,0 1 100,0
Koagulaza negativni
stafilokok (1) Candida spp. 1 1,7 0 0,0 1 100,0 1 100,0
(ID)
Acinetobcater baumannii (1)
Candida spp. (IT) 1 1,7 1 100,0 0 0,0 0 0,0
Acinetobacter baumannii (1)
Koagulaza negativni 1 1,7 1 100,0 1 100,0 0 0,0
stafilokok (II)
Burkholderia cepacia (1)
E. coli (1) 1 1,7 0 0,0 1 100,0 1 100,0
ESBL-KP (ukupno) 18 100,0 17 94,4 13 72,2 6 33,3

Procenti prikazani u tabeli se odnose na ukupan broj dijagnostikovanih infekcija; N=80, za klinicke
sepse bez potvrde nalazom hemokulture; N=60 za sepse potvrdene nalazom hemokulture;
Odnos ucestalosti kolonizacije odgovaraju¢im vrstama kod ispitanika sa klini¢kim znacima infekcije

(bez potvrde nalazom hemokulture) u odnosu na inspitanike koji nisu razvili infekciju je prikazana u
Tabeli 4.20.
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Tabela 4.20. Kolonizacija vrstama ESBL-E i CRE u odnosu na infekciju tokom hospitalizacije koja
nije potvrdena nalazom hemokulture

Klinic¢ka sepsa

Da (N=80)
Kolonizacija Broj %
ESBL-EC 71 88,8
ESBL-KP 41 51,3
CRE 25 31,3

Odsustvo sistemske

infekcije
Ne (N=210)

Broj % P
185 88,1 0,8769
123 58,6 0,2609
36 17,1 0,008

Kolonizacije CRE je bila znacajno ucestalija (p=0,008) kod ispitanika koji su imali klinicke simptome
sepse bez potvrde nalazom hemokulture, u odnosu na ispitanike koji nisu razvili infekciju tokom
hospitalizacije.

Odnos ucestalosti ESBL-E i CRE u grupi ispitanika koji su razvili sepsu potvrdenu nalazom
hemokulture u odnosu na ispitanike koji uopste nisu razvili infekciju je prikazana u Tabeli 4.21.

Tabela 4.21. Kolonizacija vrstama ESBL-E i CRE u odnosu na infekciju tokom hospitalizacije koja
je potvrdena nalazom hemokulture

Laboratorijski Odsustvo sistemske
potvrdena(ukupno) infekcije
Da (N=60) Ne (N=210)

Kolonizacija Broj % Broj % )
ESBL-EC 53 88,3 185 88,1 0,9598
ESBL-KP 41 68,3 123 58,6 0,172

CRE 27 45,0 36 17,1 0,00001

Kod ispitanika sa mikrobioloski potvrdenom sepsom, kolonizacije CRE je bila znacajno ¢eS¢a u
odnosu na ispitanike koji nisu imali infekciju tokom hospitalizacije (p<0,0001).

Odnosu ucestalosti kolonizacije ESBL-E i CRE u grupi ispitanika sa dijagnostikovanom sepsom
izazvanom ESBL K. pneumoniae je prikazan u Tabeli 4.22.

Tabela 4.22. Kolonizacija vrstama ESBL-E i CRE u kod ispitanika sa sepsom izazvanom ESBL-
Klebsiella pneumoniae tokom hospitalizacije u odnosu na ispitanike koji nisu imali sepsu
Laboratorijski potvrdena Odsustvo sistemske

sepsa ESBL-KP infekcije
Da (N=18) Ne (N=210)

Kolonizacija Broj % Broj % y2
ESBL-EC 17 94,4 185 88,1 0,416
ESBL-KP 13 72,2 123 58,6 0,2572

CRE 6 33,3 36 17,1 0,089

Medu ispitanicima sa sepsom izazvanom ESBL-KP nije bilo znacajne razlike u ucestalosti
kolonizacije ESBL-E i CRE u odnosu na ispitanike koji nisu imali infekciju.
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4.3. DINAMIKA USPOSTAVLJANJA KOLONIZACIJE ESBL-E TOKOM
HOSPITALIZACIJE I DUZINA TRAJANJA KOLONIZACIJE POSLE OTPUSTA 1Z
INSTITUTA ZA NEONATOLOGIJU

Uspostavljanja kolonizacije ESBL-E i CRE i njeno odrzavanje tokom hospitalizacije je praceno u
kohorti koja je ukljucila 88 prevremeno rodene dece. Na prijemu u Institut za neonatologiju, i u
definisanim vremenskim intervalima tokom hospitalizacije (u prvoj nedelji, ¢etvrtog i sedmog dana,
krajem Cetvrte, krajem osme i1 krajem dvanaeste nedelje) su uzorkovani rektalni brisevi od pacijenata
koji su prospektivno praceni.

4.3.1. Demografske osobine ispitanika kod kojih je kolonizacije ESBL-E i CRE prospektivno
pracena, podaci o trudnodi i porodaju i podaci o ispitanicima na rodenju

Ispitanici kod kojih je pra¢ena kolonizacija od prijema u ustanovu su bili nesto ¢eS¢e muskog pola
(56,8%), primljeni u ustanovu najcesée prvog dana posle rodenja i uglavnom su rodeni u velikim
ginekolosko-akuSerskim centrima u zemlji. Demografske osobine ispitanika su prikazane u Tabeli
4.23.

Tabela 4.23. Demografske osobine ispitanika kod kojih je kolonizacije ESBL-E i CRE prospektivno

pracena
Demografske osobine Broj %
Pol
Musko 50 56.8
Zensko 38 43,2
Uzrast na prijemu
<24h 57 64,7
24-72 h 15 17
<7 dana 9 10,3
> 7 dana 7 8
Mesto rodenja
Beograd 56 63,6
Vojvodina 15 17
Uza Srbija 16 18,2
Republika Srpska 1 1,2
Velicina porodilista
Veliko 65 73,9
Malo 23 26,1
Van porodiliSta 0 0

Podaci o majkama ispitanika, trudno¢i i porodaju su prikazani u Tabeli 4.24. Vecina ispitanika je
rodena carskim rezom (62,5%). Porodaj je kod 34,1% ispitanika nastao usled prevremenog prsnuca
plodovih ovojaka.
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Tabela 4.24. Podaci o majkama, nacinu zaceca, tipu porodaja, terapiji i bolestima tokom trudnoce
kod ispitanika kod kojih je kolonizacije ESBL-E i CRE prospektivno pracena

Karatkteristika Broj %
Porodaj
Vaginalni 33 37,5
Carski rez 55 62,5
Vantelesna oplodnja
Da 27 30,7
Ne 61 69,3
Porodaj po redu
Prvi 41 46,6
Drugi ili naredni 47 53,4
Blizanacka trudnoc¢a
Da 38 43,2
Ne 50 56,8
Godine majke (svtsd) 31+6,78
Prevremeno prsnuce plodovih ovojaka
Da 30 34,1
Ne 58 65,9
Preeklampsija
Ne 76 86,4
Da 12 13,6
Metroragija
Da 20 22,7
Ne 68 77,3
Terapija tokom trudnoée
Antibiotici 24 27,3
Antihipertenzivi 27 30,7
Hormoni §titnjace 4 4,5
Kortikosteroidi pred porodaj 48 54,5

Osobina ispitanika na rodenju su prikazane u Tabeli 4.25. Veéina njih su bili umereno nezreli
(51,1%), imali umerenu asfiksiju na rodenju i bili male telesne mase (64,8%).

Tabela 4.25. Osobine ispitanika na rodenju kod kojih je kolonizacije ESBL-E i CRE prospektivno

pracena
Karakteristika Broj %
Gestaciona starost (nedelje), svtsd 31.97+3.05
Zrelost novorodenceta (nedelje gestacije)

Ekstremno nezreli < 28 GN 11 12,5
Vrlo nezreli <32 GN 43 48.9
Umereno nezreli > 32GN 45 51,1

Apgar skor u 1. minutu, svtsd 6.32+1.951
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Tabela 4.25. Osobine ispitanika na rodenju kod kojih je kolonizacije ESBL-E i CRE prospektivno
pracena (nastavak)

Karakteristika Broj %
Apgar skor u 1. minutu

0-3 10 11,4

4-7 51 58
8-10 27 30,6

Telesna masa na rodenju (g), svtsd 1611.28+451.833
Telesna masa na rodenju (g)

Ekstremno mala < 1000 12 13,6
Vrlo mala < 1500 31 35,2
Mala > 1500 57 64,8

Mali za gestacionu starost 15 17

Hospitalizacija je kod najveéeg broja ispitanika (39,8%) trajala jedan do dva meseca. Na odeljenju
intenzivne nege je leceno 45,5% ispitanika, dok je kod 37,5% njih primenjena mehanicka ventilacija
i venski umbilikalni kateter (44,3%). Podaci o toku hospitalizacije su prikazani u Tabeli 4.26.

Tabela 4.26. Podaci o toku hospitalizacije kod kojih je kolonizacije ESBL-E i CRE prospektivno

pracena
Podaci o hospitalizaciji Broj %
Dani hospitalizacije (svEsd) 50.70+28.0

<14 0 0
15-30 28 31.8
31-60 35 39.8
> 60 18 20.5
>90 7 7.9

Hospitalizacija u odeljenju intenzivne nege
Da 40 45.5
Ne 48 54.5
Procedure tokom hospitalizacije
Invazivna mehanicka ventilacija 33 37.5
Neinvazivna respiratorna potpora 6 6.8
Totalna parenteralna ishrana
Venski umbilikalni kateter 39 443
Odeljenje otpusta

Prijemno 16 18.2
Odeljenje izolacije 24 27.3
Odeljenje specijalizovane nege I 24 27.3
Odeljenje specijalizovane nege 11 23 26.1
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4.3.2.Upostavljanje kolonizacije ESBL-E i CRE kod ispitanika tokom hospitalizacije

Kolonizacija sa ESBL-E na prijemu je nadena kod 15 ispitanika (17%) (Grafikon 4.2). Tokom prve
nedelje hospitalizacije u Institutu za neonatologiju (tj. Cetvrtog i sedmog dana), do kolonizacije
ESBL-E je doslo kod jos 27 ispitanika (30,7%), tako da je posle 7 dana boravka u ustanovi ukupno
oko polovine ispitanika (47,7%) bilo kolonizovano. Trend kolonizacije ESBL-E u prvoj nedelji
hospitalizacije je prikazan na Grafikonu 4.2.

47,7%

50,0%
45,0%

35,2%

40,0%
35,0%
30,0%
25,0% 17,0%
20,0%
15,0%
10,0%

5,0%

0,0%
1 dan 4 dan 7 dan

Grafikon 4.2. Ucestalost kolonizovanih ESBL-E tokom prve nedelje hospitalizacije predstavljena po
danima uzorkovanja

Post-hoc analizom je pokazano da je u€estalost kolonizovanih sa ESBL-E bila zna¢ajno veca Cetvrtog
u odnosu na prvi dan (p<0,001), i sedmog dana u odnosu na cetvrti dan (p=0,001). Cochran-ovim Q
testom je utvrdeno da je tokom sedam dana hospitalizacije doslo do znacajnog povecanja ucestalosti
kolonizacije ESBL-E kod prospektivno pracenih ispitanika (p<0,001).

Krajem prvog meseca kolonizacija je uspostavljena kod jos 33 ispitanika (37,5%) koji prethodno nisu
bili kolonizovani, a krajem drugog meseca, kod jo§ 8 ispitanika (9,1%). Ukupna ucestalost
kolonizacije sa ESBL-E u kohorti od 88 ispitanika (u poslednjoj vremenskoj tacki tokom
hospitalizacije) iznosila je 94,3%.

Kolonizacija CRE nije zapaZena ni kod jednog ispitanika na prijemu ili tokom prve nedelje
hospitalizacije. Medutim, krajem prvog meseca hospitalizacije do kolonizacije CRE je doslo kod 13
(14,8%) ispitanika, a krajem drugog meseca 15 (17,1%) ispitanika je bilo kolonizovano sa CRE.
Ukupan broj ispitanika kod kojih je detektovana kolonizacije ESBL-E i/ili CRE do odgovarajuce
vremenske tacke (ukljucujuéi i tu vremensku tacku) je prikazan na Grafikonu 4.3.
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Grafikon 4.3. Ukupan broj ispitanika kod kojih je detektovana kolonizacija sa ESBL-E i CRE do
odgovarajuce vremenske tacke

4.3.3. Upostavljanje kolonizacije po vrstama ESBL-E i CRE kod ispitanika tokom
hospitalizacije

Vrste ESBL-E detektovane kod prospektivno pracenih ispitanika su bile E. coli 1 K. pneumoniae, dok
su svi CRE sojevi bili K. pneumoniae. Upostavljanje kolonizacije kod ispitanika po vremenskim
tatkama pracenja kolonizacije je prikazano na grafikonu 4.4. Kod veéine ispitanika, nakon
uspostavljanja kolonizacije detektovana vrsta bakterija je bila prisutna i prilikom narednih
uzorkovanja. Ipak, status kolonizacije se ¢esto menjao tokom hospitalizacije u smislu akvizicije novih
vrsta. Sumirano, najveéi broj ispitanika (N=32) je bio kolonizovan sa dve vrste bakterija, a najcesc¢a
kombinacija je bila ESBL-EC i ESBL-KP koja je nadena kod 24 ispitanika. Dvadeset dva ispitanika
su bili kolonizovani samo sa ESBL-EC, dok je samo ESBL-KP nadena kod osamnaestoro dece.

Zbog ¢injenice da je duzina boravka u bolnici bila razlicita kod ispitanika i da nije bilo moguce svim
ispitanicima u svim definisanim vremenskim tackama uzeti uzorke, trend kolonizacije po vrstama
ESBL-E je analiziran u prvoj nedelji hospitalizacije (tokom koje je svih 88 ispitanika bilo
uzorkovano).
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Grafikon 4.4. Dinamika uspostavljanja i odrzavanja kolonizacije ESBL-E i CRE tokom
hospitalizacije kod (N=383) kolonizovana ispitanika prikazana prema vremenu uspostavljanja
kolonizacije; ESBL-EC (plavi kruzi¢), ESBL-KP (crveni kruzi¢), CP-KP (Zuti kruzic), otpust (/)
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Posmatraju¢i kolonizaciju ESBL-EC, njena ucestalost tokom prve nedelje hospitalizacije je bila u
konstantnom porastu (Grafikon 4.5)
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Grafikon 4.5. Ucestalost kolonizovanih sa ESBL-produkujucom Escherichia coli po danima
uzokrovanja tokom prve nedelje hospitalizacije

Post-hoc analizom je pokazano da je kolonizacija ESBL-EC bila znacajno ucestalija Cetvrtog u
odnosu na prvi dan (p=0,03) i sedmog u odnosu na ¢etvrti dan (p=0,016). Cochranovim Q testom je

pokazano da je povecanje broja kolonizovanih u prvoj nedelji hospitalizacije bilo statisticki znac¢ajno
(p<0,001).

Nesto vedi porast ucestalosti kolonizacije tokom prve nedelje hospitalizacije je primecen za ESBL-
KP (Grafikon 4.6). Post-hoc analizom je pokazano da je kolonizacija ESBL-KP je bila znacajno
ucestalija ¢etvrtog u odnosu na prvi dan (p=0,002), kao i sedmog u odnosu na Cetvrti dan (p=0,001).
Cochran-ovim Q testom je pokazano da porast ucestalosti kolonizovanih tokom prve nedelje
hospitalizacije bio statisti¢ki znacajan (p<0,001).
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Grafikon 4.6. Ucestalost kolonizovanih ESBL-produkujucom K. pneumoniae po danima
uzorkovanja tokom prve nedelje hospitalizacije
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Na kraju cCetvrte nedelje hospitalizacije u ustanovi je ostalo 62 ispitanika. Analiza trenda
uspostavljanja kolonizacije ESBL-E i CRE u ovoj subpopulaciji je prikazana na grafikonu 4.7.
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Grafikon 4.7. Ucestalost kolonizovanih sa ESBL-E i CRE po danima uzorkovanja u subpopulaciji
ispitanika (N=62) tokom prvog meseca hospitalizacije

Post-hoc analizom je pokazano da je kolonizacija ESBL-EC je bila znacajno ucestalija etvrtog u
odnosu na prvi dan (p=0,031), sedmog u odnosu na cetvrti dan (p=0,016) i krajem Cetvrte nedelje
hospitalizacije u odnosu na 7. dan (p<0,001). Cochran-ovim Q testom je pokazan znac¢ajan porast
ucestalosti kolonizacije tokom prvog meseca hospitalizacije kod subpopulacije od 62 ispitanika
(p<0,001).

Kolonizacije CP-KP je nadena kod ukupno 15 ispitanika, od ¢ega kod trinaest ispitanika krajem
Cetvrte nedelje hospitalizacije i kod dva krajem osme nedelje. Zbog malog broja kolonizovanih,
analiza trenda uspostavljanja kolonizacije CRE nije bila moguca.

4.3.4. Podaci o ispitanicima koji su na prijemu u Institutu za neonatologiju bili kolonizovani
sa ESBL-E

Imajuci u vidu da je 15 ispitanika (17,1%) bilo ve¢ kolonizovano na prijemu u ustanovu, ovu grupu
ispitanika i1 njihove osobine smo posebno analizirali. Medu njima, veéina je bila muSkog pola i
prethodno provela prose¢no 6 dana na neonatoloskim odeljenjima u porodilistu (tabela 4.27). Najve¢i
broj kolonizovanih ispitanika je rodeno u Klini¢kom centru u Novom Sadu (N=9), a zatim u Beogradu
u GinekoloSko-akuserskoj klinici ,,Narodni front* (N=4), dok je po jedan pacijent primljen iz
Klini¢kog centra u Niu i iz Opste bolnice u Valjevu. Cetrnaest od petnaest kolonizovanih ispitanika,
rodeno je u velikim porodilistima, koja su tercijarni nivoi neonatalne intenzivne nege. Svi
kolonizovani ispitanici su boravili tokom vise dana na neonatoloskim odeljenjima ginekolosko-
akuSerskih centara sa izuzetkog jednog ispitanika koji je transportovan odmah posle rodenja iz
Ginekolosko-akuSerskoj klinici ,,Narodni Front“. Demografske osobine ispitanika kolonizovanih
ESBL-E na prijemu su prikazani u Tabeli 4.27.
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Tabela 4.27. Demografske osobine ispitanika kolonizovanih na prijemu u Institut za neonatologiju

Karakteristike Kolonizovani Nekolonizovani
N=15 % N=73 %
Pol
Musko 10 66,7 40 54,8
Zensko 5 333 33 452
Uzrast na prijemu, sv+sd 148,5+70,5 17,1£27,2

<24h 1 6,7 60 82,2
>24h 14 93,3 13 17,8

Porodiliste
Beograd 4 26,7 52 71,2
GAK “Narodni Front” 4 26,7 37 50,7
Ostala porodilista u Beogradu 0 0,0 15 20,5
Vojvodina 9 60,0 6 8,2
Novi Sad 9 60,0 1 1,4
Ostala porodilista u Vojvodini 0 0,0 5 6,8
Uza Srbija 2 13,3 14 19,2
Nis 1 6,7 4 5,5
Valjevo 1 6,7 2 2,7
Ostala porodiliSta 0 0,0 9 12,4
Ostali 6 40,0 72 98,6

Tokom trudnoc¢a, kod majki ovih ispitanika je znacajno ceS¢e detektovano prevremeno prsnuce
plodovih ovojaka (p=0,02) kao i primena serklaza (grani¢na znacajnost 0,0593) (Tabela 4.28.).

Tabela 4.28. Podaci o majci ispitanika, nacinu zaceca, tipu porodaja, terapiji i bolestima tokom

trudnoce
Kolonizovani Nekolonizovani
Karakteristika N=15 % N=T3 % P
vrednost
Nacin porodaja
Vaginalni 4 26,7 29 39,7 0,3954
Carski rez 11 73,3 44 60,3
Godine majke 30,2+5,5 31,1 +£7,0 0,4472
Trudnoéa po redu
prva 7 46,7 34 46,6 0,9948
> jedne 8 53,3 39 53,4
Blizanacka trudnoca 6 40,0 32 43,8 0,7847
Vantelesna oplodnja 7 46,7 20 27,4 0,217
PROM 9 60,0 21 28,8 0,0201
Patoloska plodova voda 2 13,3 25 34,2 0,1346
Serklaz 3 20,0 3 4,1 0,0593
Antibiotici u trudnoéi 2 13,3 22 30,1 0,2218
Urinarna infekcija u trudnoéi 7 46,7 22 30,1 0,2384
Kortikosteroidi pred porodaj 10 66,7 38 52,1 0,397
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Ispitanici iz ove grupe, na rodenju su imali su vecu telesnu masu (p=0,01) i neSto vecu prose¢nu
vrednost Apgar skora u prvom minutu (p=0,01) u odnosu na nekolonizovane. Navedeni podaci kao i
podaci o toku hospitalizacije su prikazani u Tabeli 4.29. Ispitanici kolonizovani na prijemu su rede
zahtevali smestaj na OIN (p=0,008), invazivne procedure kao §to je mehanicka ventilacija (p=0,02) i
plasiranje venskog umbilikalnog katetera (p=0,008) i kra¢e su boravili u bolnici u odnosu na
nekolonizovane ispitanike (p=0,004).

Tabela 4.29. Podaci o ispitanicima kolonizavanim na prijemu u Institutu za neonatologiju

Kolonizovani Nekolonizovani
Karakteristike na rodenju
N=15 % N=73 % p vrednost
Gestaciona starost (nedelje) 332+1,1 31,6 £3,3
<32 4 26,7 39 53,4 0,0881
>32 11 73,3 34 46,6
Telesna masa (g) 1790,7+242,3 1574,4+476,6
<1500 1 6,7 30 41,1 0,0153
>1500 14 93,3 43 58,9
Apgar skor u 1. minutu 7,4+2.0 6,07+1,97 0,0117
Carski rez 11 73,3 44 60,3 0,341
OIN 2 13,3 38 52,1 0,0089
Mehanicka ventilacija 2 13,3 33 452 0,0232
Neinvazivna respiratorna 1 6.7 6 8.3 1
potpora
VUK 2 13,3 38 52,1 0,0089
Duzina hospitalizacije 32,86+28,486 54,37+£28,00 0,00466

Tokom prve nedelje hospitalizacije do uspostavljanja kolonizacije je doslo kod 27 ispitanika, a
podaci o karakteristikama ovih ispitanika je prikazana u Tabeli 4.30.

Tabela 4.30. Podaci o ispitanicima kolonizovanim tokom prve nedelje hospitalizacije

Kolonizovani Nekolonizovani
Karakteristike na rodenju
N=27 % N=46 % p vrednost
Gestaciona starost (nedelje) 33,2 +3,051 30,8 £ 3,141
<32 9 33,3 30 65,2 0,00804
>32 18 66,7 16 34,8
Telesna masa (g) 1785,7+451,8 1450,4+468,6 0,0067
<1500 5 18,5 25 54,3 0,0027
>1500 22 81,5 21 45,7
Apgar skor u 1. minutu 7,2£1,9 5,472,011 0,0011
Carski rez 16 59,3 28 60,1 0,428
OIN 7 25,9 31 67,4 0,000618
Prijemno odeljenje 20 74,1 15 32,6
5 18,5 24 52,2 0,00455

Mehanicka ventilacija
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Tabela 4.30. Podaci o ispitanicima kolonizovanim na prijemu tokom hospitalizacije (nastavak)

Kolonizovani Nekolonizovani
Karakteristike na rodenju
N=27 % N=46 % p vrednost
Neinvazivna respiratorna 3 111 3 6.5 0.6635
potpora
VUK 7 259 31 67,4 0,000618
Duzina hospitalizacije 42.2+28.000 61,5+£28,800 0,00138

4.3.5. Infekcije kod prospektivno praéene prevremeno rodene novorodencadi

Od 88 prospektivno pra¢ene novorodencadi, hemokulturom je potvrdena sepsa kod sedam ispitanika.

Kod tri ispitanika uzro¢nik je bila ESBL-KP. Infekcije

izazvane ESBL-EC ili CP-KP nisu zabeleZene

ni u jednom slucaju. Zbog malog broja ispitanika sa sepsom nije bilo moguce uraditi statisticku
analizu, ali se sepsa izazvana ESBL-KP u sva tri slucaja javila nakon kolonizacije. U hemokulturama
je kod ostalih ispitanika neden Acinetobacter baumannii kod dva novorodenceta, Pseudomonas

aeruginosa kod jednog i koagulaza negativan stafilokok kod jednog ispitanika .

Tabela 4.31. Dan nastanka sepse u odnosu na kolonizaciju tokom prve nedelje

Kolonizovani prve nedelje

Broj ... Dan nastanka
Sepsa e e Kolonizacija
ispitanika sepse
ESBL-KP . ESBL-KP "
1. dan kolonozovan '
ESBL-KP . ESBL-KP g

4.dan kolonizovan

Tabela 4.32. Dan nastanka sepse u odnosu na kolonizaciju nakon prve nedelje

Kolonizovani u ¢etvrtoj nedelji

Broj . .. Dan nastanka
Sepsa TR Kolonizacija
ispitanika sepse
ESBL-KP
ESBL-KP 1 30.
ESBL-EC
Acinetobacter baumannii 2 ne 11.120.
Pseudomonas aeruginosa 1 ne 50.
Koagulaza negativni 1 ESBL-EC 5

stafilokok
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4.3.6. Duzina odrZavanja kolonizacije ESBL-E i CRE posle otpusta iz Instituta za neonatologiju

Duzina odrzavanja ESBL-E i CRE kolonizacije je ispitivana na kontrolnim pregledima po otpustu iz
Instituta za neonatologiju i to posle mesec dana, tri meseca, Sest meseci i godinu dana. Sedamdeset
pet od 83 kolonizovana ispitanika (90,4%) je doSlo na jedan ili viSe kontrolnih pregleda. Nalaz
kolonizacije na poslednjem uzorkovanju tokom hospitalizacije i pracenje kolonizacije posle otpusta
je prikazano na Grafikonu 4.8.
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Grafikon 4.8: Nalaz na kontrolnim pregledima posle otpusta iz Instituta za neonatologiju (1.
kontrola — nakon mesec dana; 2. kontrola — nakon 3 meseca; 3. kontrola — nakon 6 meseci; 4.
kontrola nakon 12 meseci), druga kolona predstavlja status kolonizacije na poslednjem
uzorkovanju tokom hospitalizacije; ESBL-EC (plavi kruzi¢), ESBL-KP (crveni kruzic¢), CP-KP (Zuti
kruzic), dekolonizacija (x)
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Tokom perioda pracenja, na nekom od kontrolnih pregleda, dekolonizacija ESBL-E je registrovana
kod 21 od 75 praéenih ispitanika (28%). Perzistiranje kolonizacije sa ESBL-E godinu dana posle
otpusta je zabelezeno kod 20 ispitanika (26,6%), a kod 34 ispitanika (45,3%) status kolonizacije nije
bio poznat, posto nisu dosli na godiSnji kontrolni pregled. Kod 9 ispitanika kolonizovanih sa ESBL-
KP ili CP-KP u ustanovi, nakon otpusta je detektovana ESBL-EC sa ili bez K. pneumoniae. Postoji
visSe mogucih objasnjenja za ovu pojavu, a najverovatnije je da je ESBL-EC bila prisutna i tokom
hospitalizacije, ali u malom broju u odnosu na K. pneumoniae, zbog cega nije detektovana.

Medu ispitanicima kolonizovanim sa ESBL-EC koji su dolazili na neki od kontrolnih pregleda
(N=54), do dekolonizacije je doslo kod 13 ispitanika (24,1%), kod 18 je kolonizacija perzistirala
(33,3%), a status kolonizacije je bio nepoznat za 23 ispitanika (42,6%) (Grafikon 4.9). Kod dvoje
ispitanika kod kojih kolonizacija ESBL-EC nije detektovana tokom hospitalizacije (gore
napomenuto), perzistencija je registrovana na godiSnjem kontrolnom pregledu, pa je ukupno 20
ispitanika ostalo kolonizovano sa ESBL-EC.

1. kontrola 2. kontrola 3. kontrola 4. kontrola
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Grafikon 4.9. Status kolonizacije ESBL-produkujucom Escherichia coli na kontrolnim pregledima
posle otpusta iz Instituta za neonatologiju (1. kontrola — nakon mesec dana; 2. kontrola — nakon 3
meseca, 3. kontrola — nakon 6 meseci, 4. kontrola nakon 12 meseci) (u slucaju propustenog
pregleda, smatrano je da je status kolonizacije bio kao na narednom kontrolnom pregledu)

S obzirom na mali broj pracenih ispitanika, trend dekolonizacije je mogao biti analiziran samo za
ESBL-EC, na prva tri kontrolna pregleda (Grafikon 4.10).
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Grafikon 4.10. Ucestalost kolonizovanih ESBL-produkuju¢om Escherichia coli na prva tri
kontrolna pregleda posle otpusta iz Instituta za neonatologiju (1. kontrola — nakon mesec dana; 2.
kontrola — nakon 3 meseca, 3. kontrola — nakon 6 meseci)

Post-hoc analizom je pokazano da uc¢estalost kolonizacije ESBL-EC nije znacajno opadala na drugom
u odnosu na prvi kontrolni pregled (p=1,0), kao ni na tre¢em u odnosu na drugi pregled (p=0,063).
Cochran-ovim Q testom je ustanovljeno da smanjenje ucestalosti kolonizacije tokom Sestomesec¢nog
perioda nije bilo statisticki znacajno (p=0,292).

Svi ispitanici kolonizovani sa ESBL-KP (N=44) su dolazili na neki od kontrolnih pregleda. Na prvoj
mesecnoj kontroli 27 ispitanika je ostalo kolonizovano (61,4%), dok je do dekolonizacije doslo kod
13 ispitanika (29,5%), a za Cetvoto status nije bio poznat (9%) (Grafikon 4.11). Na drugom
kontrolnom pregledu posle tri meseca od otpusta, dekolonizacija je registrovana kod joS Sest
ispitanika, dok je posle Sest meseci ostalo samo 10 kolonizovanih ispitanika (22,7%), dok je kod 34
doslo do dekolonizacije (77,3%). Posle godinu dana, kod najveéeg broja ispitanika (39, tj. 88,6%)
kolonizacija viSe nije bila prisutna, kod 5 je i dalje perzistirala (11,3%), a za dva ispitanika status nije

bio poznat.
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Grafikon 4.11. Status kolonizacije ESBL-produkujucom Klebsiella pneumoniae na kontrolnim
pregledima posle otpusta iz Instituta za neonatologiju (1. kontrola — nakon mesec dana, 2. kontrola
— nakon 3 meseca, 3. kontrola — nakon 6 meseci, 4. kontrola nakon 12 meseci)
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Od 15 ispitanika kolonizovanih tokom hospitalizacije sa CP-KP, 13 je dolazilo na kontrolne preglede,
a medu njima je samo jedan (7,7%) ostao kolonizovan posle godinu dana, dok kod ostalih ve¢ na
prvoj kontroli CRE kolonizacija nije viSe detektovana.

4.4. ANTIMIKROBNA OSETLJIVOST I GENSKA OSNOVA REZISTENCIJE ESBL-E I
CRE IZOLATA

4.4.1. Antimikrobna osetljivost ESBL-E i CRE izolata

Antimikrobna osetljivost je testirana kod ispitanika kod kojih je kolonizacija prospektivno pra¢ena
(N=88), za svaki prvi izolat ESBL-E i/ili CRE. Ukupno je ispitano 59 sojeva ESBL-EC, 44 soja
ESBL-KP i 13 sojeva CRE. Svi testirani izolati su bili multirezistentni i rezistencija je bila ¢esta na
razliCite klase antibiotika. Antimikrobna osetljivost izolata ESBL-EC je prikazana na Tabeli 4.33.

Tabela 4.33. Antimikrobna osetljivost izolata ESBL-produkujuce Escherichia coli (N=59)

S/1 R
Antimikrobni Broj % Broj %
agens
AMC 24 40,7 35 59,3
TZP 36 61,0 23 39,0
CTR 7 11,9 52 88,1
CTX 7 11,9 52 88,1
CZD 24 40,7 35 59,3
CP 14 23,7 45 76,3
G 9 15,3 50 84,7
A 52 88,1 7 11,9
CIP 21 35,6 38 64,4
SXT 21 35,6 38 64,4
CHL 17 28,8 42 71,2
MEM 47 79,7 0 0,0

(AMC — amoksicilin klavulanska kiselina; TZP — piperacilin tazobaktam; CTR — ceftriakson; CTX —
cefotaksim; CZD — ceftazidim;CP — cefepim; G — gentamicin; A — amikacin; CIP — ciprofloksacin;
SXT — sulfametoksazol trimetoprim; CHL — hloramfenikol; MEM — meropenem)

Testirani sojevi su bili u visokom procentu rezistentni na cefalosporine Il 1 IV generacije, gentamicin,
fluorohinolone, sulfametoksazol-trimetoprim i hloramfenikol. Rezistencija je bila retka na amikacin
(11,9%), dok su svi sojevi bili osetljivi na meropenem. Najces¢i obrazci rezistencije su prikazani na
Tabeli 4.34.

Tabela 4.34. Obrasci rezistencije na antimikrobne agense sojeva ESBL-produkujuce Escherichia

coli (N=59)
Obrasci rezistencije, ESBL-EC Broj izolata %
A(S), CIP(R), CHL(R), SXT(R) 20 33,8
A(S), CIP(S), CHL(R), SXT(R) 11 18,6
A(S/R), CIP(R), CHL(S), SXT(S) 15 25,4
ostali 13 22,0

(A — amikacin; CIP — ciprofloksacin; SXT — sulfametoksazol trimetoprim; CHL — hloramfenikol)
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Za razliku od ESBL-EC, sojevi ESBL-KP su bili u ve€oj meri rezistentni na aminoglikozide i
sulfametoksazol-trimetoprim, dok je osetljivost na fluorohinolone i hloramfenikol bila prisutna kod
ve¢ine izolata. Ucestalost rezistencije na aminoglikozide je bila izuzetno visoka (90,9% na
gentamicin i 77,3% na amikacin) i na sulfametoksazol trimetoprim (77,3%), dok je 27,3% sojeva bilo
osetljivo na hloramfenikol. Antimikrobna osetljivost sojeva ESBL-KP je prikazana na Tabeli 4.35.

Tabela 4.35. Antimikrobna osetljivost izolata ESBL-produkujuce Klebsiella pneumoniae (N=44)
Antimikrobni

1 () 1 ()

B Broj (S/T) Yo Broj (R) Yo
AMC 18 40.9 26 59.1
TZP 20 45.5 24 54.5
CTR 4 9.1 40 90.9
CTX 3 6.8 41 93.2
CZD 19 43.2 25 56.8
CP 13 29.5 31 70.5
G 4 9.1 40 90.9
A 10 22.7 34 77.3
CIP 32 72.7 12 27.3
SXT 10 22.7 34 77.3
CHL 32 72.7 12 27.3
MEM 44 100.0 0 0.0

(AMC — amoksicilin klavulanska kiselina; TZP — piperacilin tazobaktam; CTR — ceftriakson; CTX —
cefotaksim; CZD — ceftazidim;CP — cefepim; G — gentamicin; A — amikacin; CIP — ciprofloksacin;
SXT — sulfametoksazol trimetoprim; CHL — hloramfenikol; MEM — meropenem)

Najces¢i obrasci rezistencije su prikazani na tabeli 4.36.

Tabela 4.36. Obrasci rezistencije na antimikrobne agense sojeva ESBL-produkujuce Klebsiella
pneumoniae (N=44)

Obrasci rezistencije, ESBL-KP Broj %
CHL(S), CIP(S), G(R), A(R), SXT(R) 20 45.5
CIP(R), CHL(R), SXT(R), G(R) 7 15.9
CIP(S), CHL(S), SXT(S), G(R) 6 13.6
ostali 11 25

(G — gentamicin; A — amikacin; CIP — ciprofloksacin; SXT — sulfametoksazol trimetoprim; CHL —
hloramfenikol)

Antimikrobna osetljivost petnaest izolata K. pneumoniae rezistentnih na karbapeneme je prikazana u
Tabeli 4.37. Sojevi su najcesce bili rezistentni na gentamicin i fluorohinolone, a uglavnom osetljivi
hloramfenikol i sulfametoksazol trimetoprim dok je osetljivost na amikacin bila varijabilna.
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Tabela 4.37. Antimikrobna osetljivost sojeva karbapenemaza-produkujuce Klebsiella pneumoniae

(N=15)
Antimikrobni S/1 % R %
agens
G 1 6,7 14 933
A 9 60,0 6 40,0
CIP 0 0,0 15 100,0
SXT 12 80,0 3 20,0
CHL 11 73,3 4 26,7
MEM 0 0,0 15 100,0
COL 15 100,0 0 0,0

(G — gentamicin; A — amikacin; CIP — ciprofloksacin; SXT — sulfametoksazol trimetoprim; CHL —
hloramfenikol; MEM — meropenem; COL — kolistin )

4.4.2. Genska osnova rezistencije ESBL-E i CRE izolata

Molekularna detekcija najces¢ih ESBL gena je uradena za 34 izolata ESBL-EC i 34 izolata ESBL-
KP. Kod svih ispitanih sojeva detektovani su blaTEM, blaSHV ili blaCTX-M-15, sami ili u
kombinaciji, dok blaCTX-M-2, blaCTX-M-9 i blaCTX-M-14 nisu nadeni ni kod jednog testiranog
izolata. Ucestalost gena koje kodiraju ESBL po vrstama ESBL-E je prikazana na Grafikonu 4.12.
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Grafikon 4.12. Ucestalost blaTEM, blaSHV i blaCTX-M-15 kod ESBL-produkujucée Escherichia
coli i ESBL-produkujuce Klebsiella pneumoniae

Kod oko polovine izolata ESBL-EC (44,1%) naden je blaCTX-M-15 samo, dok je kod ostalih
izolata bilo prisutno najcesce dva razli¢ita gena (52,9%), a kod jednog soja su detektovana sva tri
testirana gena rezistencije (Grafikon 4.13).
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Grafikon 4.13. Distribucija ESBL gena kod izolata ESBL-produkujuce Escherichia coli (N=34)

Antimikrobna osetljivost izolata koji su nosili odreden gen/kombinaciju gena je uglavnom bila
uniformna. Najcesc¢i obrasci rezistencije u odnosu na prisustvo gena rezistencije su prikazani u Tabeli
4.38.

Tabela 4.38. Obrasci rezistencije izolata ESBL-produkujucée Escherichia coli u odnosu na
distribuciju gena koji kodiraju ESBL

Obrazac rezistencije Geni Broj*
AMC (S-R), TZP (S-R), CZD, CTX, CTR, CP, G, CIP, CHF, bIaTEM, blaSHV 5/7
SXT
AMC (S-R), TZP (S-R), CZD(S-R), CTX, CTR (S-R), CP, G,  blaTEM, blaCTX- 2/11
CHF, SXT, CIP M-15
AMC (S-R), CZD(S-R), CTX(S-R), CTR(S-R), CP(S-R), G, blaCTX-M-15 1115

A(S/R)
(AMC — amoksicilin klavulanska kiselina; TZP — piperacilin tazobaktam; CTR — ceftriakson; CTX —
cefotaksim; CZD — ceftazidim;CP — cefepim; G — gentamicin; A — amikacin; CIP — ciprofloksacin;
SXT — sulfametoksazol trimetoprim; CHL — hloramfenikol; MEM — meropenem)
*broj sojeva koji ima dati rezistotip od ukupnog broja sojeva sa odgovarajucom kombinacijom ESBL
gena

Kod ispitanih sojeva ESBL-KP, distribucija ESBL gena je bila vrlo heterogena. Kod najveceg broja
izolata je naden blaTEM 1 blaSHV (32,3%), zatim blaTEM 1 blaCTX-M-15 (29,4%), a kod preostalih
sojeva je detektovan po jedan od ispitivanih gena ili sva tri zajedno. Distribucija ESBL gena kod
izolata je prikazana na Grafikonu 4.14.
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Grafikon 4.14. Distribucija ESBL gena kod izolata ESBL-produkujuce Klebsiella pneumoniae
(N=34)

Antimikrobna osetljivost izolata koji su nosili odreden gen/kombinaciju gena je uglavnom bila
uniformna. Najcesc¢i obrasci rezistencije u odnosu na prisustvo gena rezistencije su prikazani u Tabeli
4.37.

Tabela 4.39. Obrasci rezistencije izolata ESBL-produkujuce Klebsiella pneumoniae u odnosu na
distribuciju gena koji kodiraju ESBL

Obrazac rezistencije Geni Broj*
AMC (S-R), TZP (S-R), CZD, CTX, CTR, CP(S-R), G, A, blaTEM, blaCTX-
SXT M-15 o110

AMC (S-R), TZP (S-R), CZD, CTX, CTR, CP, G, CHF, CIP  blaTEM, blaSHV ~ 4/15
AMC (S-R), CZD, CTX, CTR, CP(S-R), G, A, SXT blaTEM, blaSHV ~ 5/15

(AMC — amoksicilin klavulanska kiselina; TZP — piperacilin tazobaktam; CTR — ceftriakson; CTX —
cefotaksim; CZD — ceftazidim;CP — cefepim; G — gentamicin; A — amikacin; CIP — ciprofloksacin;
SXT — sulfametoksazol trimetoprim; CHL — hloramfenikol; MEM — meropenem)

*broj sojeva koji ima dati rezistotip od ukupnog broja sojeva sa odgovarajucom kombinacijom ESBL

gena
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Kod sojeva K. pneumoniae koji su bili rezistentni na karbapeneme, ispitivano je prisustvo najcescih
tipova karbapenemaza i prisustvo gena koji kodiraju ESBL. Kod osam izolata je detektovan blaOXA-
48, dok je kod preostalih sedam naden blaKPC. Kod svih sojeva koji su nosili blaOXA-48 naden je
blaCTX-M-15, dok je kod sojeva sa blaKPC detektovano prisustvo i b/laTEM i1 blaSHV gena.

Svi sojevi sa blaOXA-48 su bili osetljivi na amikacin, sulfametoksazol trimetoprim i hloramfenikom
1 rezistentni na gentamicin i fluorohinolone. Sojevi sa b/aKPC su bili rezistentni na fluorohinolone,
veéinom rezistentni na gentamicin i amikacin, dok je osetljivost na sulfametoksazol trimetoprim bila
prisutna kod tri, a na hloramfenikol kod ¢etiri soja.

4.5. ODREDIVANJE FAKTORA RIZIKA ZA NASTANAK KOLONIZACIJE
MULTIREZISTETNIM ENTEROBAKTERIJAMA ESBL-E I CRE KOD
HOSPITALIZOVANE PREVREMENO RODENE DECE, KAO I FAKTORA RIZIKA ZA
RAZVOJ INFEKCIJA

Ucestalost kolonizacije ESBL-E i/ili CRE kod prevremeno rodene dece (N=350) na otpustu iz
Instituta za neonatologiju je bila veoma visoka (344/350, 98,2%). Kolonizacija ESBL-EC je nadena
kod 88,3% ispitanika, sa ESBL-KP je bila prisutna kod 58,6% ispitanika, a kolonizacija sa CRE je
detektovana kod 24,1% ispitanika.

Univarijantna i multivarijantna logisticka regresija su primenjene kako bi se identifikovali prediktori
kolonizacije multirezistentnim enterobakterijama. S obzirom da je ucestalost nalaza ESBL-EC bila
izuzetno visoka, nije bilo mogucée prediktore za kolonizaciju ovom bakterijom. Prediktori
kolonizacije su odredivani za kolonizaciju sa ESBL-KP i za kolonizaciju sa CRE.

4.5.1. Prediktori za kolonizaciju ESBL- produkujuc¢om Klebsiella pneumoniae, univarijantna
logistic¢ka regresija

Ishodna (zavisna) variabla u univarijantnoj logisti¢koj regisiji je bila kolonizacija ESBL-KP, a ostale
karakteristike su smatrane nezavisnim varijablama. Analiza je pokazala da su prediktori kolonizacije
bili Zenski pol i boravak na prijemnom odeljenju. Ispitanici koji su bili hospitalizovani na prijemnom
odeljenju su imali 3,3 puta veci odnos Sansi da budu kolonizovani u odnosu na ispitanike koji su
boravili na drugim odeljenjima. Primena VUK -a je bila protektivan faktor za kolonizaciju ESBL-KP.
Rezultati univarijantne regresione analize su prikazani u Tabeli 4.40.
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Tabela 4.40. Prediktori kolonizacije ESBL-produkuju¢om Klebsiella pneumoniae, univarijantna
logisticka regresija

Interval poverenja IP

P DL (95%)
Demografske osobine i osobine na rodenju
Zenski pol 0.036 1.581 1-2.429
Gestaciona starost, GN <28 0.925 0.972 0.535-1.764
Apgar skor u 1. minutu <7 0.475 1.194 0.735-1.939
Telesna masa <1000g 0.828 0.943 0.555-1.602
Vaginalni porodaj 0.589  0.884 0.565-1.383
Duzina hospitalizacije, odeljenja, procedure
Dani hospitalizacije (>30 dana) 0.124 0.663 0.393-1.119
Lecenje u odeljenju intenzivne nege (OIN) 0.106 0.7 0.454-1.079
Dani u OIN (>7 dana) 0.555 1.147 0.727-1.809
Mehanicka ventilacija 0.206 0.755 0.488-1.167
Venski umbilikalni kateter (VUK) 0.014 0.573 0.369-0.891
Totalna parenteralna ishrana (TPI) 0.637 1.127 0.686-1.851
Odeljenje
Prijemno odeljenje 0.003 3.329 1.489-7.441
Odeljenje izolacije 0.847 0.954 0.591-1,57
Prvo odeljenje specijalizovane nege 0.037 0.607 0.38-0.97
Drugo odeljenje specijalizovane nege 0.929 1.021 0.65-1.604
Infekcije
Kliniéki.z.naci sepse, nisu potvrdeni 0,147 0,69 0.418-1,14
pozitivnom hemokulturom
Sepsa, izazvana ESBL-KP 0,225 1,919 0,669-5,507
Antimikrobna terapija
Inicijalna terapija primenjena duze od 7dana 0.201 1.354 0.851-2.157
Karbapenemi 0.295 0.797 0.52-1.219
Ampicilin sulbaktam i kolistin 0.41 0.53 0.117-2.404
Meropenem i ampicilin sulbaktam 0.051 0.617 0.38-1.002
Meropenem i vankomicin 0.334 1.389 0.713-2.706
Meropenem i kolistin 0.828 1.082 0.531-2.206
Meropenem i ceftazidim 0.059 0.397 0.152-1.034
Meropenem >20 dana 0,847 1,063 0,569-1,998
Bolesti/stanja povezana sa prematuritetom
Retinopatija prematuriteta 0.138 0.714 0.457-1.114
Bronhopulmonalna displazija 0,461 1.458 0,534- 3,980
Ductus arterious persistens 0,429 0,803 0,467-1,382
Nekrotiziraju¢i enterokolitis 0.175 2.219 0.701-7.023
Respiratorni distres sindrom 0.708 0.902 0.526-1.548
Intraventrikularna hemoragija 0.648 0.899 0.568-1.421

4.5.2. Preditkori za kolonizaciju CRE, univarijantna i multivarijantna logisti¢ka regresija

Univarijantnom regresionom analizom je pokazano da su prediktori kolonizacije sa CRE bili duzina
boravka u bolnici, boravak na OIN, primena VUK i boravak na odeljenju izolacije i Prvom odeljenju
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specijalizovane nege. Ispitanici koji su proveli duze od mesec dana u bolnici su imali preko pet puta
vecéi odnos Sansi da postanu kolonizovani sa CRE (p<0,001, OR 5,279, IP 2.208-12.622). Ispitanici
koji su boravili na OIN, kao i oni koji su preko sedam dana boravili na OIN su imali 2-3 puta veci
odnos $ansi da budu kolonizovani sa CRE (Tabela 4.41). Takode, odnos Sansi da budu kolonizovani
je bio 2,6 puta veci kod ispitanika koji su boravili na odeljenju izolacije i 1,9 puta veca kod onih koji
su boravili na Prvom odeljenju specijalizovane nege. Primena VUK-a je takode bila prediktor
kolonizacije. Sa druge strane, boravak na Drugom odeljenju specijalizovane nege je bio protektivan
faktor, tj. ispitanici koji su tu boravili su imali 61,6% manju Sansu da postanu kolonizovani sa CRE,
a takode i na prijemnom odeljenju, gde nije zabeleZen ni jedan kolonizovan ispitanik.

Tabela 4.41. Prediktori kolonizacije CRE, univarijantna logisticka regresija

p OR  Interval poverenja (95%)
Demografske osobine i osobine na rodenju
Muski pol 0.998 1.001 0.617-1,623
Gestaciona starost, GN <28 0.091 1.724 0.917-3.241
Apgar skor u 1. minutu <7 0.002 2.967 1,496-5.887
Telesna masa, <1000g 0.004 2.254 1,289-3.941
Vaginalni porodaj 0.289 1.311 0.794-2.164
Duzina hospitalizacije, odeljenja, procedure
Dani hospitalizacije (>30 dana) <0.001 5.279 2.208-12.622
Boravak na odeljenju intenzivne nege (OIN)  <0.001 2.955 1.722-5.069
Dani na OIN (>7 dana) 0.001 2.259 1,372-3.718
Mehanicka ventilacija 0.305 1.293 0.791-2.112
Venski umbilikalni kateter <0.001 2.963 1,702-5.159
Totalna parenteralna ishrana 0.125 1.523 0.889-2.608
Odeljenje
Prijemno odeljenje 0.997 0.000 0.000-0.000
Odeljenje izolacije <0.001 2.609 1,559-4.367
Prvo odeljenje specijalizovane nege 0.013 1.908 1,143-3.186
Drugo odeljenje specijalizovane nege 0.002 0.394 0.220-0.708
Infekcije
Khmckl.z‘na(n sepse, nisu potvrdeni 0.153 1.494 0.861- 2.59
pozitivnom hemokulturom
Sepsa, potvrdena hemokulturom <0.001 1.439 1,178-1,756
Sepsa, izazvana ESBL-KP 0,414 1.524 0,555-4,191
Antimikrobna terapija
Inicijalna terapija primenjena duze od 7dana 0.522 0.841 0.494-1.430
Karbapenemi <0.001 3.482 2,061-5.882
Vankomicin <0.001 3.125 1,729-5.648
Ampicilin sulbaktam i kolistin 0.512 0.490 0.058-4.131
Meropenem i ampicilin sulbaktam 0.007 2.055 1,217-3.471
Meropenem i vankomicin 0.022 2.173 1,116-4.232
Meropenem i kolistin 0.004 2.842 1,390-5.811
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Tabela 4.41. Prediktori kolonizacije CRE, univarijantna logisticka regresija (nastavak)

p OR  Interval poverenja (95%)
Meropenem i ceftazidim <0.001 5.752 2,188-15.123
Meropenem > 20 dana <0.001 6,663 3,476- 12,805
Bolesti/stanja povezana sa prematuritetom

Retinopatija prematuriteta 0.683 1.111 0.671-1.839
Bronhopulmonalna displazija 0,791 1,154 0,399-3,333
Ductus arterious persistens 0,427 1,125 0,700- 2,322
Nekrotizirajuéi enterokolitis 0.001 5.470 1,927-15.528
Respiratorni distres sindrom 0.061 1.946 0.970-3.906
Intraventrikularna hemoragija 0.004 2.085 1,261-3.447

Primena antibiotika je bila znacajan prediktor kolonizacije. Izuzev duze primene inicijalne terapije
(> 7 dana) i primene ampicilin sulbaktama sa kolistinom, sve ostali antibiotski agensi i/ili kombinacije
agenasa su bili prediktori CRE kolonizacije. To su bili primena karbapenema, vankomicina,
meropenema 1 ampicilin sulbaktama, meropenema i kolistina, meropenema i ceftazidima i
meropenema i vankomicina. Ispitanici koji su primali karbapeneme bilo u monoterapiji ili
kombinaciji sa drugim agensom su imali 3,6 puta ve¢i odnos Sansi da budu kolonizovani. Odnos Sansi
je bio 5,7 puta ve¢i kod ispitanika koji su primali meropenem sa ceftazidimom. Takode duZzina
primene meropenema (>20 dana) je bila znacajan prediktor kolonizacije i ispitanici koji su dugo
primali ovaj antibiotik (sam ili u kombinaciji) su imali 6,6 puta vecu Sansu da budu kolonizovani sa
CRE. Od bolesti istanja povezanih sa prematuritetom, samo je nektoriziraju¢i enterokolitis bio
znacajan prediktor kolonizacije sa CRE (p=0,001, OR 5,46, IP 1,927-15.528).

Statisticki znacajni prediktori (p<0.05) iz univarijantne logisticke regresije su ukljueni u
multivarijantni model logisti¢ke regresije. Nakon primene enter metode logisticke regresije kao
statistiCki znacajni prediktori za CRE kolonizaciju su identifikovani primena karbapenema (p=0,047;
Exp(B) 1,925, IP 1,009-3,676), primena ceftazidima sa meropenemom (p=0,009; Exp(B) 3,199,
1,334-7,672) i nekrotizirajuci enterokolitis (p=0,041; Exp(B) 3,411, IP, 1,053-11,047).

4.5.3. Prediktori za nastanak infekcije

Medu 350 ispitanika, 80 je imalo klinicke znake sepse, bez laboratorijske potvrde pozitivhom
hemokulturom. Prediktori nastanka klini¢ke sepse odredeni univarijantnom logistickom regresijom
su bili asfiksija na rodenju (Apgar skor <7), hospltahzacua duza od mesec dana, boravak na OIN,
boravak na OIN (>7 dana), svi oblici invazivne i neinvazivne respiratorne potpore (mehanicka
ventilacija, HFOV 1 NCPAP) i venski umbilikalni kateter. Intraventrikularna hemoragija,
bronhopulmonalna displazija, perzistentni duktus arteriozus, retinopatija prematuriteta. je takode bila
znacajan prediktor sepse. Znacajno se cesce javljala i kod ekstremno nezrele novorodencadi i one
manje od 1000g. Rezultati univarijantne logisti¢ke regresije su prikazani u Tabeli 4.42.
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Tabela 4.42. Prediktori za nastanak klinicke sepse i povezanost sa bolestima prematuriteta,
univarijantna logisticka regresija

Klinicka sepsa Broj % p OR Interval poverenja

(95%)
Muski pol 40 50 0,413 1,242 0,740-2,084
Vaginalni porodaj 20 25 0,146 0,650 0,363-1,162
Gestacija < 28 nedelja 18 22,5 0,001 3,350 1,626-6,901
Telesna masa <1000g 21 26,25 0,001 3,094 1,589-6,025
Apgar skor u prvom minutu 0,002 3,091

<7 69 86,25 1,537-6,216
Hospitalizacija >30 dana 70 87,5 <0,001 3,806 1,795-8,069
OIN 69 86,25  <0,001 6,032 3,227-11,278
Dani u OIN >7 dana 49 61,25 <0,001 6,508 3,658-11,577
HFOV 10 12,5 0,005 4,203 1,540-11,468

MV 44 55 <0,001 4,587 2,650-7,938

NCPAP 44 55 <0,001 4,970 2,856-8,648

TPI 19 23,75 0,171 1,506 0,838-2,708

VUK 60 75 <0,001 7,024 3,587-13,755
ESBL-EC 61 76,25 0,226 0,367 0,073-1,858
ESBL-KP 54 67,5 0,226 0,725 0,431-1,220

CRE 27 33,75 0,008 2,238 1,235-4,055
Prijemno odeljenje 1 1,25 0,005 0,126 0,029-0,535
Odeljenje izolacije 22 27,5 0,055 1,749 0,987-3,099
P‘rhvo. odeljenje 2 275 0,702 1,117 0.634-1,967

specijalizovane nege
D1:1.1g<.) odeljenje 24 30 0,832 1,061 0.614-1,833
specijalizovane nege

RDS 60 75 0,134 1,699 0,850-3,397

IVH 30 37,5 0,001 2,550 1,472-4,418

DAP 18 30 0,029 2,070 1,078-3,976
BPD 7 36,8 0,012 5,007 1,424-17,606
NEK 3 3,75 0,126 4,105 0,673-25,044

ROP 30 37,5 0,005 2,183 1,269-3,754

Statisticki znacajni prediktori (p<0.05) iz univarijantne logisticke regresije su ukljuceni u
multivarijantni model logisti¢ke regresije. Nakon primene enter metode logisticke regresije kao
statistiCki znacajni prediktori za nastanak klini¢ke sepse su identifikovani primena neinvazivne
ventilacija (p=0,017; Exp(B) 2,439, IP 1,171-5,078) i CRE kolonizacija (p=0,085; Exp(B) 1,858,
0,918-3,762).

Od 60 ispitanika sa sepsom potvrdenom pozitivnom hemokulturom, 16 je imalo jednu epizodu sepse
izazvanu ESBL-KP, dok je dvoje ispitanika imalo po dve epizode potvrdene sepse, od kojih je jedna
bila izazvana ESBL-KP, tako da ukupno bilo 18 slu¢ajeva potvrdene sepse izazvane ESBL-KP. Zbog
¢injenice da je ova bakterija bila najes¢i uzrocnik potvrdene sepse u ispitivanoj populaciji i da je
nadena u kolonizaciji kod znac¢ajnog broja ispitanika, ispitivali smo prediktore sepse izazvane ESBL-
KP koriS§¢enjem univarijantne logisticke regresione analize (tabela 4.43).
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Tabela 4.43. Prediktori za nastanak potvrdene sepse i povezanost sa bolestima prematuriteta,
univarijantna logisticka regresija

Potvrdena sepsa Broj % p OR Interval poverenja

(95%)
Muski pol 28 46,7 0,415 1,259 0,724-2,188
Vaginalni porodaj 26 43,3 0,064 1,700 0,969-2,985
Gestacija < 28 nedelja 15 25 0,002 2,804 1,446-5,435
Telesna masa <1000g 23 38,3 <0.001 4,543 2,493-8,280
Apgar skor u prvom minutu 0,018 2,580
<7 53 88,3 1,175-5,665
Hospitalizacija>30 dana 56 93,3 0,002 22,180 3,022-162,783
OIN 46 76,7 0,001 3,068 1,618-5,818
Dani u OIN >7 dana 36 60 <0.001 3,895 2,197-6,906
HFOV 5 8,3 0,501 1,429 0,506-4,033
MV 34 56,7 0,003 2,344 1,339-4,104
NCPAP 29 48,3 0,011 2,072 1,184-3,627
TPI 18 30 0,326 1,360 0,736-2,513
VUK 46 76,7 0,001 2,977 1,546-5,732
ESBL-EC 54 90 0,999 * *
ESBL-KP 40 66,7 0,122 1,585 0,855-2,839
CRE 27 45 <0.001 2,968 1,664-5,295
Prijemno odeljenje 3 5 0,082 0,342 0,102-1,145
Odeljenje izolacije 20 33,3 0,076 1,700 0,946-3,057
P‘rhvo. odeljenje 17 28.3 0,695 0,882 0.472-1,648
specijalizovane nege
DIjl.lg(.) odeljenje 20 333 0,948 0,981 0,545-1,766
specijalizovane nege
RDS 54 90 0,090 2,064 0,894-4,764
IVH 25 41,7 0,030 1,875 1,062-3,310
DAP 16 26,7 0,019 2,129 1,130-4,008
BPD 7 36,8 0,019 3,276 1,216-8,829
NEK 11 18,3 <0.001 12,496 4,164-37,504
ROP 33 55 0,001 2,692 1,534-4,724

*nije moguce uraditi statisticku analizu zbog malog uzorka

Statisticki znacajni prediktori (p<0.05) iz univarijantne logisticke regresije su ukljueni u
multivarijantni model logisti¢ke regresije. Nakon primene enter metode logisticke regresije kao
statistiCki znacajni prediktori za nastanak sepse potvrdene hemokulturom su identifikovani nekroti¢ni
enterokolitis (p<0,001; Exp(B) 8,723, IP 2,617-29,074), retinopatija prematuriteta (p=0,012; Exp(B)
2,378, 1P 1,209-4,677) i CRE kolonizacija (p=0,025; Exp(B) 2,136, IP 1,101-4,145).

Tabela 4.44. Prediktori za nastanak sepse izazvane ESBL-produkujucom Klebsiella pneumoniae,
univarijantna logisticka regresija

Klebsiella uzro¢nik sepse Broj % p OR 95% C.I.OR
Pol (2) 12 66,7 0,107 2,284 0,837-6,229
Porodaj vaginalni 7 38.9 0,654 1,25 0,472-3,312

76



REZULTATI

Tabela 4.44. Prediktori za nastanak sepse izazvane ESBL-produkujuca Klebsiella pneumoniae,
univarijantna logisticka regresija (nastavak)

Klebsiella uzroénik sepse Broj % p OR 95% C.I.OR
GN<28 8 444 0,825 1,155 0,322-4,139
TM<1000g 6 33,3 0,154 2,094 0,757-5,97

Apgar skor u prvom minutu <7 16 88,9 0,17 2,841 0,64-12,607
OIN 9 50,0 0,565 0,757 0,293-1,955

Boravak na OIN >7 dana 8 44 .4 0,558 1,338 0,505-3,548
HFOV 1 5,6 0,896 0,871 0,111-6,867

MV 7 38,9 0,977 1,014 0,383-2,684

NCPAP 6 33,3 0,889 0,931 0,341-2,545
TPI 4 22,2 0,812 0,871 0,279-2,721

VUK 9 50,0 0,406 0,668 0,259-1,728

Kolonizacija ESBL-KP 13 72,2 0,225 1,919 0,669-5,507
Prijemno odeljenje 1 5,6 0,418 0,429 0,056-3,315
Odeljenje izolacije 4 22,2 0,65 0,768 0,246-2,396

I odeljenje specijalizovane nege 8 44 4 0,125 2,119 0,811-5,536
IT odeljenje specijalizovane nege 5 27,8 0,62 0,766 0,266-2,202
IVH ukupno 8 444 0,206 1,856 0,712-4,842

NEK 5 27,8 <0.001 11,224 3,402-37,031

Jedini znacajan prediktor sepse izazvane ESBL-KP je bio nekrotizirajuéi enterokolitis, odnosno
odnos Sansi ispitanika sa nekroticnim enterokolitisom da razviju sepsu je bio 11,2 puta veéi u odnosu
na one koji nisu imali NEK. Ipak imaju¢i u vidu veliki interval poverenja, ovaj nalaz treba uzeti sa
rezervom.
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U ovoj studiji je ispitivana kolonizacija multirezistentnim enterobakterijama kod prevremeno
rodene dece hospitalizovane na Institutu za neonatologiju u Beogradu. Odredena je ucestalost
kolonizacije, faktori rizika za kolonizaciju, brzina uspostavljanja kolonizacije i duZina njenog
odrzavanja posle otpusta iz ustanove, kao i faktori rizika za nastanak infekcija. Kod selektovanih
izolata ESBL-E i CRE detektovani su geni rezistencije i testirana je antimikrobna osetljivost.
Ispitivanje je ukljucilo dve kohorte ispitanika (350 i 88) koji su odabrani metodom slu¢ajnog izbora,
a studija je sprovedena u periodu od januara 2018. do maja 2020. godine. Kljucni rezultati ovog
istrazivanja su pokazali da je ucestalost kolonizacije multirezistetnim enterobakterijama na otpustu
iz Instituta za neonatologiju bila zabrinjavajuce visoka tj. da je 98,2% ispitanika bilo kolonizovano
sa ESBL-E, a 25,1% sa CRE. Medu rezistentnim vrstama su nadene K. pneumoniae i E. coli, pri ¢emu
je naceSce izolovana vrsta bila ESBL-produkujuca E. coli (ESBL-EC) (88%). U celini posmatrano,
kod najveceg broja ispitanika (68%) su istovremeno bile prisutne dve vrste multirezistentnih bakterija
u razli¢itim kombinacijama ESBL-E i CRE. Kolonizacija ESBL-produkuju¢om K. pneumoniae
(ESBL-KP), nadena kod 58% ispitanika, bila je znacajno ¢eSc¢a kod ispitanika Zenskog pola i onih
koji su boravili na prijemnom odeljenju, §to su ujedno bili i prediktori kolonizacije ovom bakterijom.
Prediktori kolonizacije sa CRE su bili duzi boravak u bolnici, boravak na OIN, primena VUK, NEK
1 boravak na odeljenima izolacije i na prvom odeljenju specijalizovane nege. Antibiotska terapija je
takode bila prediktor kolonizacije CRE i to primena meropenema, meropenema u kombinaciji sa
ampicilin sulbaktamom, kolistinom, ceftazidimom ili vankomicinom i ampicilin sulbaktama sa
kolistinom. Nezavisni prediktori kolonizacije sa CRE su bili NEK i terapija meropenemom. Od 350
ispitanika, sepsa potvrdena nalazom mikroorganizama u hemokulturi je dijagnostikovana kod 60
(17%) ispitanika, dok je kod 80 (23%) ispitanika postojala klinicka sepsa koja nije laboratorisjki
potvrdena. Medu potvrdenim slucajevima sepsi u 18 slucajeva (5%) uzro¢ni agens je bila ESBL-KP.
Ni u jednom slucaju tokom trajanja studije nije zabeleZena sistemska infekcija izazvana CRE.
Prediktori potvrdene sepse su bili manja gestacijska zrelost (<28 GN), telesna masa <1000g, boravak
na OIN, primena mehanicke ventilacije, neinvazivne respiratorne potpore, plasiranje VUK i NEK.
Prediktori klini¢ke sepse su bili boravak na OIN, mehanicka ventilacija i neinvazivna respiratorna
potpora, plasiranje VUK i IVH. Kolonizacija sa CRE bila znacajno ¢eS¢a medu ispitanicima sa
potvdenom sepsom, kao i bolesti prematuriteta, ROP, BDP, DAP i IVH. Prospektivno pracenje
kolonizacije ESBL-E i CRE u drugoj kohorti ispitanika (N=88) je pokazalo da je do uspostavljanja
kolonizacije dolazilo brzo i sa ESBL-EC i sa ESBL-KP, dok je kolonizacija CRE bila reda i
uspostavljala se kasnije. Na prijemu u ustanovu kolonizacija je ve¢ bila prisutna kod 17% ispitanika,
a kolonizovani su ve¢inom primljeni posle nekoliko dana boravka na OIN pri porodilistima u kojima
su rodeni. Tokom prve nedelje hospitalizacije je zabelezen znaCajan porast ucestalosti kolonizacije
(od 17% do 48%), kao i ¢etvrte nedelje kod subpopulacije duze hospitalizovanih ispitanika (od 29%
do 82%). Kolonizacija CRE je detektovana prvi put u cetvrtoj nedelji hospitalizacije kod 15%
ispitanika i kod 17% krajem osme nedelje boravka u ustanovi. U drugoj kohorti ucestalost sepse
dokazane pozitivnom hemokulturom je bila 8%, a ESBL-KP je bila uzro¢nik 3% epizoda kod tri
ispitanika koji su prethodno bili kolonizovani sa ESBL-KP. Medutim, zbog malog broja ispitanika,
rizik za nastanak infekcije kod kolonizovanih nije mogao biti utvrden. Pracenje perzistencije
kolonizacije nakon otpusta je pokazalo da je kod vec¢ine kolonizovanih sa ESBL-KP u prvim
mesecima posle otpusta dolazilo do dekolonizacije, dok je ESBL-EC imala tendenciju da perzistira,
Sto je kod trecine ispitanika trajalo duZe od godinu dana. Odrzavanje kolonizacije je pra¢eno kod 75
ispitanika koji su dosli na najmanje jedan kontrolni pregled. Sveukupno, dekolonizacija je u toku
perioda pracenja registrovana kod 28% ispitanika, perzistencija duze od godinu dana kod 27%
ispitanika. U svim sluc¢ajevima perzistencije nadena je ESBL-EC, kod pet ispitanika je bila prisutna i
ESBL-KP, a karbapenemaza —produkuju¢a K. pneumoniae (CP-KP) je perzistirala kod jednog
ispitanika. Za 45% ispitanika status kolonizacije posle godinu dana je bio nepoznat. Sveukupno,
perzistiranje kolonizacije je detektovano kod 33% kolonizovanih sa ESBL-EC, 11% kolonizovanih
sa ESBL-KP i1 8% kolonizovanih sa CP-KP. Svi izolovani sojevi ESBL-E i CRE kod prospektivno
pracenih ispitanika su bili multirezistentni, a ucestalost rezistencije na aminoglikozide koji se
primenjuju uniformno kod svih pacijenata po prijemu u ustanovu, je bila visoka pre svega kod sojeva
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ESBL-KP. Distribucija gena za ESBL je bila heterogena. Kod sojeva ESBL-EC blaCTX-M-15 je bila
najcesca (79%), pri cemu je vecina sojeva nosila kombinaciju ESBL gena: blaTEM/blaCTX-M-15
(44%) 1li blaTEM/blaSHV (32%). Medu ESBL-KP, blaTEM/blaSHV je nadeno kod 32% sojeva,
blaTEM/blaCTX-M-15 kod 29%, a ostali izolati su nosili ili kombinaciju sva tri ili po jedan od
pomenutih gena. CRE sojevi su bili osetljivi na kolistin, a detektovani geni rezistencije su bili
blaOXA-487blaCTX-M-15 kod osam sojeva i blaKPC/blaTEM/blaSHV kod preostalih sedam
sojeva.

U naSoj studiji kolonizacija multirezistentnim enterobakterijama, ESBL-E i CRE kod
hospitalizovane prevremeno rodene dece je ispitivana na otpustu iz Instituta za neonatologiju.
Ukljuceno je 350 ispitanika, Sto je otprilike polovina pacijenata koji se godiSnje prime u ustanovu.
Odabir ispitanika i uzorkovanje briseva sprovedeno u periodu od januara 2018. do aprila 2019.
godine, $to je dugacak vremenski okvir koji omogucéava da se prblem sagleda sveobuhvatnije. Dve
tre¢ine ispitanika (66,3%) je rodeno carskim rezom, te je prirodni proces uspostavljanja primarne
kolonizacije digestivnog trakta naruSen Ccinjenicom da nisu dosli u direktan kontakt sa
mikroorganizmima iz porodajnog trakta majke. Na taj nacin otvoreno je mesto za naseljavanje
bakterijskih sojeva iz bolnic¢ke sredine. Kod manjeg broja, 26,9% ove novorodencadi doslo je do
prevremene rupture plodovih ovojaka, ¢ime je omogucen prodor bakterija u intrauterusno okruzenje
1 mogudi nastanak infekcije ploda. Zbog navedene ¢injenice, ve¢ina novorodencadi sa anamnestickim
podatkom za PROM, neposredno po rodenju dobija inicijalnu antimikrobnu terapiju, §to se takode
odrazava na adekvatno uspostavljanje kolonizacije. S obzirom da je kolonizacija detektovana na
otpustu, udeo i ucestalost intrapartalnog prenosa nije mogla biti utvrdena, a ni isklju¢ena. Oko
polovina nasih ispitanika je rodena veoma nezrela (< 32 nedelje gestacije), odnosno sa veoma malom
telesnom masom (< 1500 grama). Hospitalizacija je kod najveceg broja ispitanika (49%) trajala 30
do 60 dana, dok je trajanje hospitalizacije od 90 i viSe dana bilo sprovedeno kod 13,4% ispitanika.
Nesto viSe od polovine ispitanika je boravilo na OIN i zahtevalo neinvazivnu respiratornu potporu,
dok je na mehanickoj ventilaciji bilo 40% ispitanika, a VUK je plasiran kod 60% ispitanika. Sve
navedeno ukazuje na stepen vulnerabilnosti ispitivane populacije kao i specifi¢nost samih ispitanika.
Analiza kolonizacije ESBL-E i CRE u u ovoj studiji, pokazala je da je ¢ak 344 ispitanika bilo
kolonizovano sa ESBL-E, odnosno da samo 6 ispitanika nije bilo kolonizovano nekom od traZzenih
bakterija. Ovako visoka stopa kolonizacije je izuzetno zabrinjavajuca. I kolonizacija CRE je nadena
kod cetvrtine ispitanika (88/350), Sto je alarmantan nalaz imaju¢i u vidu pretnju koju CRE
predstavljaju. Moramo napomenuti da pored navedenih bakterija, tokom sprovedenog istrtrazivanja
u rektalnim uzorcima od pacijenata je nadeno mnostvo drugih rezistentnih bakterija, koje nisu bile
tema ovog istrazivanja. Medu njima su Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa,
vankomicin rezistentan enterokok i drugi. Svi navedeni patogeni su svrstani medu najznacajnije
uzro¢nike bolnickih infekcija, ali i prouzrokovaca kasne neonatalne sepse i epidemija na odeljenjima
neonatalne intenzivne nege 2*6. Tokom naSeg istrazivanja prijavljene su dve epidemije na Institutu za
neonatologiju, jedna izazvana Acinetobacter baumannii, koja je opisana od strane Gaji¢ i saradnika
237 i druga epidemija izazvana Burholderia cepacia. Sluajevi infekcija ESBL-E se sporadi¢no
javljaju, dok se infekcije izazvane CRE nisu javljale tokom perioda istrazivanja, a ni pre toga, sa
izuzetkom velike epidemije 2017. godine ¢iji je uzro¢nik bila K. pneumoniae koja je bila rezistetna
na karbapeneme i kolistin. ESBL-E i to ESBL-KP je medu naj¢e$¢im uzro€nicima sepsi u Institutu
za neonatologiju, $to je bio i jedan od povoda da sprovedemo studiju o kolonizaciji ovim bakterijama.

U Srbiji je malo studija radeno o kolonizaciji rezistentnim bolni¢kim patogenima, a dostupni
podaci se odnose uglavnom na kolonizaciju vankomicin rezistentnim enterokokom (VRE) 23%23°, U
sprovedenim istrazivanjima, stope kolonizacije VRE su bile oko 30% u adultnoj populaciji pacijenata
hospitalizovanih u univerzitetskim bolni¢kim centrima u Beogradu ?* i >40% medu pacijentima na
odeljenju hematoloske intenzivne nege 2**. U na$oj studiji kolonizacija ESBL-E je bila prisutna kod
98,2% pri ¢emu je viSe od tre¢ine ispitanika bilo kolonizovano sa ESBL-EC i ESBL-KP. U svetu,
brojne studije su istrazivale kolonizaciju ESBL-E i CRE, ali koliko je nama poznato, ovako visoke
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stope nisu nadene u drugim sredinama. Kolonizacija ESBL-E je u globalno u porastu ¢ak i medu
zdravim ljudima '?*, a u bolni¢kim sredinama su viSe stope prisutne u manje razvijenim delovima
sveta. Analiza ucestalosti ESBL-E na neonatolo$kim odeljenjima u Engleskoj i Velsu iz 2011. godine
je pokazala da je oko Cetvrtina novorodencadi kolonizovana, ESBL-EC ili ESBL-KP 24°. U SAD,
stope kolonizacije medu hospitalizovanom novorodenéadi su vrlo niske ?*!. U Italiji (u Palermu) je
tokom petogodiSnjeg perioda pradenja (2009-2014. godine), ucestalost kolonizacije ESBL-E u
neonatalnim OIN bila niza (<12%) 2*2. Studija sprovedena na odeljenjima intenzivne i poluintenzivne
neonatoloske nege u Nemackoj je pokazala da je ucestalost kolonizacije MDR Gram negativnim
bakterijama bila 26% '7°, ali su ESBL-E nadene u malom procentu, a vecina izolata je pokazivala
druge tipove rezistencije. U Izraelu je ucestalost kolonizacije ESBL-KP bila 24% na neonatalnoj
intenzivnoj nezi '**. Znacajno vise stope kolonizacije su pokazane u manje razvijenim zemljama. U
Indiji, prisustvo ESBL-E kolonizacije je nadenoi kod zdrave novorodencadi koja nisu bila izloZzena
prethodnoj antibiotskoj terapiji ili hospitalizaciji 2**. U Etiopiji npr. medu zdravom decom tokom
viSegodiSnjeg perioda je nadeno 17% kolonizovanih sa ESBL-E, najcesée E. coli, a rede K.
pneumoniae ***, dok je niZza ulestalost kolonizacije od 11% zabelezena medu hospitalizovanom
novorodencadi, gde je ESBL-KP bila naj¢es¢a u kolonizaciji 2*°. Rekordne stope kolonizacije od ¢ak
59% su pokazane u centralnoj Africi i to kod zdrave dece 246, U Gvineji Bisao je stopa klicono$tva u
pedijatrijskoj populaciji iznosila 33% 2*7. Studija u Keniji je pokazala da je na prijemu u bolnicu stopa
kolonizacije novorodencadi sa ESBL-E bila 10%, ali tokom boravka u bolnici dolazilo je do
uspostavljanja kolonizacije, pa je njena ucestalost na otpustu bila 55% 24%. U Maroku je na prijemu u
OIN kolonizacija ESBL-E nadena kod 22% novorodencadi, koja su uglavnom prethodno ve¢ boravili
na odeljenjima neonatalne intenzivne nege u porodilistima 2*°. Na neonatoloskim odeljenjima u
Ekvadoru je primecena ulestalost kolonizacije od 56% 2°°, slicno kao i na Haitiju 2°'. Porast
ucestalosti kolonizacije ESBL-E se beleZi u mnogim bolni¢kim sredinama 2*?. NajviSe stope
kolonizacije ESBL-E od 85% su nadene medu hospitalizovanom prevremeno rodenom decom 2017.
godine u Maleziji 2> i u pedijatrijskoj populaciji u Gabonu, do ¢ak 94% 2. Interesantno je da je u
Maleziji 2000. godine u istovetnoj populaciji ispitanika kolonizacija ESBL-E bila mnogo reda (26%),
Sto ukazuje ili na lokalne promene u merama prevencije Sirenja, ili alarmantni porast ucestalosti
rezistencije 2°*. Na osnovu iznetih podataka jasno je da su razlike u uéestalosti ESBL-E znacajne kako
u razli¢itim populacijama (prevremeno rodeni, pedijatrijska odeljenja i sl.) tako i medu razli¢itim
bolnic¢kim sredinama u svetu. Kada je u pitanju kolonizacija sa CRE, u nasoj studiji je nadena veoma
visoka stopa od 25,1%. Uopste uzev, ucestalost CRE kolonizacije je globalno niska, ali je njena
pojava posebno zabrinjavajuca 2°°. U poredenju sa istraZivanjima kolonizacije ESBL-E, o kolonizaciji
izazvanoj CRE ima daleko manje objavljenih podataka 2°%%37, Ugestalosti kolonzacije sa CRE u
pedijatrijskoj populaciji su, kao i za ESBL-E, znatno nize u razvijenim zemljama u odnosu na manje
razvijene sredine. U SAD je tokom viSegodisnje studije sprovedene u nekoliko bolni¢kih ustanova
medu decom bilo 4,5% izolata koji su rezistentni na karbapeneme 2°°. U Italiji u neonatoloskim
odeljenjima, iako je nekoliko epidemija opisano u razli¢itim delovima zemlje, ucestalost kolonizacije
CRE je bila uglavnom niska 242238, U studiji sprovedenoj u adultnoj populaciji u Nemackoj tokom do
tada najvecée epidemije izazvane blaKPC K. pneumoniae u toj zemlji, za vreme trogodisnjeg perioda
trajanja epidemije, do uspostavljanja kolonizacije je doslo kod ¢ak 58% pacijenata ukljucujuci one
koji su razvili infekciju 2%. U Indiji je ucestalost kolonizovane novorodencadi sa CRE bila 9% 2.
Studija sprovedena u Kini je pokazala da je u jednici neonatalne intenzivne gene (engl. neonatal
intensive care unit — NICU) uCestalost CRE kolonizacije bila 11% 2%, a viSe od polovine ispitanika
koji su boravili duze od tri nedelje su postajali kolonizovani. I u Maroku je pokazano da je na prijemu
na neonatoloska odeljenja i na NICU kolonizacija CRE bila prisutna kod oko 9% novorodencadi, dok
je na otpustu beleZena stopa od 22% 2%°. Do sada, najvisa ucestalost kolonizacije CRE od 65% kod
hospitalizovane novorodendadi je pokazana na NICU u Vijetnamu 2!, U bolni¢koj sredini u adultnoj
populaciji u Iranu je takode je nadena alarmantna udestalost CRE kolonizacije od 56% 2. Ipak do
intrahospitalne transmisije dolazi i u centrima gde se sprovode sve mere prevencije transmisije. Ipak,
moramo napomenuti da iako se intrahospitalni prenos ¢eS¢e deSava u sredinama sa manje resursa i u
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nerazvijenim zemljama nizeg socio-ekonomskog nivoa, do transmisije dolazi i u centrima gde se mere
prevencije sprovode na najvisem nivou.

U svetlu prikazanih podataka, rezultati naSeg istraZivanja jesu zabrinjavaju¢i, ali ne i
neocekivani. Institut za neonatologiju je jedinstvena ustanova od nacionalnog znacaja koja
obezbeduje specijalizovanu negu prevremeno rodene novorodencadi i novorodecadi rodene u terminu
kojoj je potrebna produZena i specijalizovana nega. Specificnost Instituta za neonatologiju je da,
uprkos ¢injenici da predstavlja isklju¢ivo neonatolosku jedinicu u kojoj se sprovodi neonatalna
intenzivna nega tercijarnog nivoa, on nije deo perinatalnog centra, odnosno da nije integrisan sa
porodiliStem. Hospitalizovana novorodenc¢ad su izuzetno heterogena grupa, transportovana iz raznih
bolnica Sirom zemlje, nekad i iz inostranstva i razli¢itog su opSteg stanja. Ispitanici obuhvaceni naSom
studijom su se razlikovali po mestu rodenja, tj. rodeni su u razli¢itom porodiliStima u Srbiji. Vise od
dve tre¢ina ispitanika u ovoj studiji (69,4%) transportovano je iz ,,velikih porodilista®, koja pripradaju
regionalnim perinatalnim centrima u kojima se sprovodi intenzivna nega. ObjaSnjenja za ovu
neobi¢nu ¢injenicu bi mogla da budu nedovoljan kapacitet odeljenja neonatalne intenzivne terapije i
nege u tim porodiliStima, nedostatak adekvatne opreme za sprovodenje svih procedura neonatalne
intenzivne terapije (npr. visokofrekventne ventilacije, primena inhalatornog azot monoksida,
kontrolisane terapijske hipotermije) i nemoguénost produzene nege koja je cesto neophodna
prevremeno rodenoj deci. Zbog Cinjenice da se skrining kolonizaciju GIT-a novorodencadi na prijemu
u Institut za neonatologiju ne vrsi, a da se pacijenti primaju iz velikog broja razlicitih centara, postoji
znaCajna verovatnoca unosa multirezistentih bakterija. Visoka stopa kolonizacije pacijenata u
bolni¢koj sredini doprinosi daljoj transmisiji '2!. U Institutu za neonatologiju, svi primljeni pacijenti
dobijaju inicijalnu antimikrobnu terapiju, a nekad i druge antibiotiske terapije (kao Sto je bio slucaj
kod vise od polovine nasih ispitanika). Zbog pomenute Ceste upotrebe antibiotika, ocekivano je da
postoji visok rizik za selekciju rezistentnih mikroorganizama, ¢iji je nastanak, opstanak i Sirenje
olakSano. Priroda pacijenata kod kojih mikrobiota nije formirana ve¢ njen razvoj zapocinje u
bolnickoj sredini, je dodatni faktor rizika, pa je zato prisustvo kolonizacije rezistentnim patogenima
nadeno u ovom istrazivanju delom ocekivano. Pored svega navedenog, ima i nekoliko dodatnih
objaSnjenja za nalaz visoke ucestalosti kolonizacije. Prvo, sam dizajn studije u kojoj je status
kolonizacije odredivan na otpustu je najverovatnije doprineo visim ucestalostima, jer je poznato da
duZina hospitalizacije povecava rizik kolonizacije 2°>2%* a kod naSih ispitanika, u proseku
hospitalizacija je bila duga: 54,2 + 34,9 dana. Takode, u mnogim gore pomenutim studijama pracenje
kolonizacije je radeno samo na OIN, gde je boravak pacijenata uglavnom kraci Sto sve treba uzeti u
obzir prilikom tumacenja nasih rezultata. Ipak, treba napomenuti da bi uvodenje skrininga na prijemu
moglo znacajno smanjiti ucestalost kolonizacije, kao §to je pokazano u brojnim studijama 264, U
Izraelu je tako tokom cetvorogodiSnjeg perioda od uvodenja skrininga i izolacije kolonizovanih,
ucestalost kolonizacije ESBL-KP sniZena sa 24% na 11% '* u neonatalnoj intenzivnoj nezi. I u
zemljama sa niskom stopom infekcija izazvanih ESBL-E, kao $to je Nemacka, pokazano je smanjenje
udestalosti infekcija nakon uvodenja skrininga 2%°. Od 2012. godine u toj zemlji je na snazi preporuka
komisije za intrahospitalnu higijenu i prevenciju infekcija 2% da se vr$i nedeljni skrining rektalne
kolonizacije multirezistentnim bakterijama kod sve novorodencadi koja borave na NICU. Time je
snizen broj slucajeva sepse na nivou drzave tj. snizena ucestalost sepsi sa 2,02 % na 1,26%. Takode,
na osnovu ankete neonatologa u Nemackoj, 94% lekara je prilagodilo terapiju u skladu sa rezultatima
skrininga 2%, U Velikoj Britaniji rektalni skrining je preporucenu u slu¢aju izbijanja epidemije u
NICU, a podaci jos iz 2013. godine su pokazali da je u 20% neonatoloskih NICU skrining uveden
kao rutinska procedura ?¢’. U nekim ustanovama je skrining kolonizacije na prijemu u ustanovu
uveden nakon izbijanja epidemija, $to je bio slucaj u Irskoj gde posle epidemije izazvane ESBL-KP,
a nakon uvodenja skrininga nisu zabeleZeni novi sluajevi 268, Takode je u Svedskoj pokazano da se
sporovodenje nedeljnog skrininga prisustva multirezistentnih bakterija u rektalnom brisu pokazalo
kao dobra mera za prevenciju transmisije i infekcija posebno u populaciji prevremeno rodene dece
269 Rezultati skrininga na osnovu kojih se pojacano sprovode preventivne mere je pokazano da
rezultuje smanjenjem transmisije, do koje inace lako dolazi posebno medu kolonizovanom
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novorodencéadi veoma male telesne mase 27°. U studiji sprovedenoj u Spaniji je postignuta uspesna

eradikacija dva razli¢ita klona ESBL-KP sa neonatalnog OIN posle uvodenja nedeljnog skrininga i
ostalih vaznih mera ukljucujuéi temeljno ¢iS¢enje, smanjenje upotrebe cefalosporina i rigorozne mere
prevencije kontaktne transmisije . Stopa mortaliteta i morbiditeta prevremeno rodene novorodencadi
koji imaju sepsu izazvana multirezistentnim bakterijama mnogo veca, narocito ukoliko je rutinska
primena antibiotske terapije neefektivna prema patogenu koji ju je izazvao #7. Rezultati dobijeni
skriningom kolonizacije mogli bi da povecaju verovatnocu izbora efektivnog antibiotika, kao $to je
u nekim studijama i pokazano 2’!. Pored navedenog, dodatno u prilog neophodnosti procedure
rektalnog skrininga govori i podatak o globalnom Sirenju karbapenem-rezistentnih bakterija koje
predstavljaju jednu od najvecih pretnji zdravljaju ljudi kada je re¢ o rezistentnim mikroorganizmima
264 U Velikoj Britaniji je radi ograniCenja Sirenja ove rezistencije preporuéen skrining prilikom
prijema u bolnicu kod bolesnika izlozenih antibioticima Sirokog spektra delovanja i kod svih
kategorija imunokompromitovanih bolesnika, a navedene mere su od pomoci za zdravstvene
ustanove jer odrazavaju i upucuju na lokalnu epidemiolosku situaciju 2’2, Prema preporukama
Evropskog udruZenja za klinicku mikrobiologiju i infektivne bolesti (engl. European society for
clinical microbiology and infectious diseases, ESCMID), u prevenciji infekcija izazvanih MDR Gram
negativnim bakterijama, skrining kolonizovanih pacijenata bi trebalo sprovoditi u svim sredinama
gde postoji rizik za unoSenje patogena od spolja, a kod kolonizovanih pacijenata bi trebalo osim
pojacanih higijenskih mera uvesti i mere spre¢avanja prenoSenja izolacijom pacijenta i merama
kontaktne prevencije. Prema ESCMID preporukama u slucaju izbijanja epidemije, skrining bi bio
obavezna praksa uz ostale mere otkrivanja izvora i suzbijanja $irenja infektivnog agensa 24,

Kada su u pitanju faktori rizika za uspostavljanje kolonizacije ESBL-E i CRE, brojne studije
su pokazale postojanje niza faktora rizika za kolonizaciju 1%4236-252:257.264 J nagoj studiji, zbog visoke
ucestalosti kolonizacije ESBL-EC (88%), faktori rizika za tu pojavu nisu mogli biti ispitani.
Kolonizacija sa ESBL-KP, nadena kod 58% ispitanika, bila je znacajno ¢esc¢a kod ispitanika zenskog
pola i onih koji su boravili na prijemnom odeljenju. Primena VUK je bila protektivan faktor za
kolonizaciju ovom bakterijom. ObjaSnjenje za vecu ucestalost kolonizacije na prijemnom odeljenju
moze biti u tome da se na ovo odeljenje Instituta za neonatologiju primaju pacijenti boljeg opsteg
stanja 1 oni za koje se ocekuje povoljan tok bolesti i kraca hospitalizacija. Odnos broja medicinskog
osoblja i pacijenata je najmanji, §to verovatno utice na sprovodenje svih potrebnih mera prevencije
transmisije, pa je to verovatni razlog vece stope kolonizacije. Protektivnost plasiranja VUK je
verovatno sluc¢ajan nalaz, s obzirom da je ucestalost ESBL-E uopste bila veoma visoka. Povezanost
pola i kolonizacije je pokazana u malom broju studija, a veca ucestalost ESBL-E kod novorodencadi
muskog pola je nadena u Maleziji 2, dok je u Brazilu tokom epidemije na NICU, kao i kod nas
nadena GeSca kolonizacija ESBL-KP kod ispitanika Zenskog pola 26, U pomenutoj studiji u Maleziji
je pokazano da su novorodencad koja su primala beta laktamske antibiotike sa gentamicinom imala
manji rizik da budu kolonizovani ?°2, a niZa telesna masa na rodenju nije bila faktor rizika za
kolonizaciju, kao Sto je bilo i u nasem istrazivanju. Vecina studija, medutim, pokazuje znacajnu
povezanost primene mehanic¢ke ventilacije, VUK, parenteralne ishrane i duzinu hospitalizacije sa
kolonizacijom ESBL-E 24234257 U velikoj italijnskoj studiji primena antibiotika, ampicilin
sulbaktama i duzina boravka na NICU, su bili nezavisni faktori rizika za ESBL-E kolonizaciju 242,
medutim stope kolonizacije nadene u pomenutom istrazivanju su bile znatno nize u odnosu na one
nadene kod nasih ispitanika. Znacajni faktori rizika za kolonizaciju ESBL-E su prema studijama
radenim i u razvijenim i u nerazvijenim zemljama bili mala gestaciona zrelost, niska porodajna telesna
masa 277277, primena mehani¢ke ventilacije 2’327 i duZina hospitalizacije 2762”7, U studiji
sprovedenoj u Indiji na neonatalnoj intenzivnoj nezi primecena je ¢eSc¢a kolonizacija K. pneumoniae
u odnosu na E. coli, a duZina boravka je bila znacajno povezana sa rizikom kolonizacije 2*°. Nijedna
od gore navedenih varijabli nije identifikovana kao faktor rizika za ESBL-KP kolonizaciju u nasem
istrazivanju. Objasnjenje bi moglo biti u visokoj ucestalosti ESBL-E koja je moguce dostigla
endemijski nivo u ustanovi, ¢ime na diseminaciju a i kolonizaciju najverovatnije uticu i brojni drugi
faktori koje nismo mogli sagledati. Takode, u najvecem broju istrazivanja isti¢e se znacaj antibiotiske
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terapije kao faktora rizika za ESBL-E kolonizaciju '*+26428! Prema rezultatima nedavno objavljene
multicentri¢ne studije u kojoj je ucestvovala i nasa zemlja, pokazano je da primena cefalosporina kao
i karbapenema selektuje kolonizaciju ESBL-E u bolni¢koj sredini 282, U Izraelu je primena
vankomicina kod prevremeno rodene dece bila faktor rizika za kolonizaciju ESBL-E 283, U na$oj
kohorti, kolonizacija ESBL-KP je bila veoma cesta i rizik za kolonizaciju je bio oko 30% visi kod
ispitanika koji su primali duZe inicijalnu antibiotsku terapiju, ili kombinaciju meropenema sa
vankomicinom, uz napomenu da rezultat nije bio statisti¢ki znacajan. Kada je u pitanju kolonizacija
sa CRE, ona je nadena kod 25% nasih ispitanika i znacajno ¢eS¢e medu ispitanicima koji su bili duze
hospitalizovani, sa manjom telesnom masom (<1000g), nizim Apgar skorom, leceni u OIN i izloZeni
invazivnim procedurama tj. inserciji VUK-a i ¢es¢e su imali NEK i IVH. Takode, u¢estalost dokazane
sepse je bila znacajno ¢esca kod kolonizovanih sa CRE u odnosu na nekolonizovane. Kolonizovani
su znacajno CeS¢e primali razlicite kombinacije antibiotika koje su uklju€ivale meropenem
(kombinacije sa ampicilin sulbaktamom, kolistinom, ceftazidimom ili vankomicinom) i kombinaciju
kolistin 1 ampicilin sulbaktam u terapiji. Interesantno je da tokom perioda studije nije zabelezen
nijedan sluc¢aj infekcije CRE, a ucestalost nalaza u kolonizaciji je bila visoka. Prediktori kolonizacije
CRE su u nasoj studiji bili manja PTM (<1000g), duza hospitalizacija, leCenje u OIN i duzina boravka
u OIN, insercija VUK-a, NEK i lecenje u odeljenima izolacije i na prvom odeljenju specijalizovane
nege, kao 1 sve prethodno navedene kombinacije antibiotika. U multivarijantnom modelu,
identifikovani nezavisni prediktori kolonizacije CRE su bili primena meropenema i NEK. Imajuéi u
vidu da ni kod jednog ispitanika kolonizacija sa CRE nije detektovana na prijemu u Institut za
neonatologiju (u kohorti od 88 ispitanika), ova €injenica govori u prilog intrahospitalnog porekla i
transmisije CRE unutar ustanove. Poznato je da K. pneumoniae ima tendenciju Sirenja u bolnici i da
je poreklo sojeva Cesto intrahospitalno, ¢ak i u sredinama u kojima je sprovodenje mera za prevencije
Sirenja i nastanka infektivnih bolesti na veoma visokom nivou 204271284 Nalaz vece udestalosti
kolonizovanih CRE u odredenim odeljenjima ustanove, ukazuje na mogucée razlike u postupcima nege
i leCenja obolelih koje se sprovode na razli¢itim odeljenjima ustanove. Prevremeno rodena deca su
Cesto izloZena antibiotskoj terapiji zbog rizika za nastanak infekcija i zbog Cinjenice da je uzrok
prevremenog porodaja Cesto infekcija majke ili fetusa. Kako su u nasoj studiji svi ispitanici primali
inicijanu terapiju, nije bilo kontrolne grupe sa kojom bi mogli uporediti uticaj te terapije na
uspostavljanje kolonizacije. Pored inicijalne antimikrobne terapije (ampicilin i amikacin tokom 5-7
dana) 56% ispitanika je primalo dodatnu antibiotsku terapiju. Najveci broj ispitanika je primalo
meropenem, sam ili u kombinaciji sa drugim antibiotikom. Rezultati nase studije govore u prilog
¢injenice da primena antibiotika nosi visok rizik za Sirenje rezistencije kako na nivou pojedinca tako
i na institucionalnom nivou ?* . Primena meropenema je prema na$im rezultatima bila jedan od
najvaznijih faktora rizika za kolonizaciju CRE na otpustu, pa nasi rezultati nisu iznenadujuéi i u
skaldu su sa rezultatima drugih autora 13153256259 Upotreba antibiotika doprinosi selekciji
rezistentnih bakterija, $to sve dodatno uti¢e na veci rizik kolonizacije i ESBL-E i CRE kod
prevremeno rodene dece >%%°. Antibiotici jesu jedni od najcesce koris¢enih lekova u odeljenjima
neonatalne intenzivne nege 2%, a u skladu sa tom ¢injenicom posebno je alarmantan podatak da na
jedno novorodence u odeljenju intenzine nege sa dokazanom infekcijom, izmedu 11 1 23
novorodencadi bez infekcije dobija antimikrobnu terapiju 2*7. Skora3nje studije su pokazale da lecenje
novorodencadi empirijskom antimikrobnom terapijom (ampicilin i aminoglikozid) trostruko
povecava rizik za nastanak infekcije rezistentnim bakterijskim sojevima za svaki dan primenjene
terapije, dok davanje cefalosporina ovaj rizik uvecava vise od 34 puta '°!. Tako uticaj antibiotske
terapije na kolonizaciju nije bila tema ovog istraZivanja, znacajna potro$nja antibiotika koja je
pokazana u naSoj studiji je najverovatnije znacajno doprinela visokim stopama kolonizacije.

U naSem istrazivanju ucestalost sistemskih infekcija (sepsi) potvrdenih nalazom pozitivne
hemokulture je bila 17%, a ucestalost klinicke sepse 23%. Sepsa izazvana ESBL-KP je
dijagnostikovana kod 5% ispitanika. Posmatraju¢i uzro¢ne agense, naj¢es¢i izazivac potvrdene sepse
je bila ESBL-KP (30%), a zatim koagulaza negativni stafilokok (28%), Acinetobacter baumannii
(22%), Burkholderia cepacia (12%) i1 Candida spp. (8%). U 2017. godini prema zvani¢nom izvestaju
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ustanove ucestalost sistemskih infekcija je bila znacajno niza (9,2%). Razlog za ovakvu diskrepancu
je najverovatnije Cinjenica da su tokom perioda istrazivanja izbile dve epidemije, a to je sasvim
sigurno doprinelo viSoj stopi infekcija tokom trajanja istraZivanja u poredenju sa prethodnim
periodom. Pored epidemija, nalaz koagulaza negativnih stafilokoka u hemokulturi se nekada ne
tumaci kao sepsa, Sto takode utice na nadene stope. Svi najces¢i uzrocni agensi sepse u ovom
istrazivanju su bili rezistentni mikroorganizmi, a infekcije su nastale tokom perioda hospitalizacije.
Poznato je da je bolnicka sredina mesto gde je olakSana selekcija i Sirenje multirezistentnih patogena,
Sto je posledica osetljivosti hospitalizovane populacije i selektivnog pritiska antibiotika koji se
primenjuju znacajno vise nego u vanbolnickom okruzenju. Poslednjih decenija je u svetu zabelezen
porast uCestalosti bolni¢kih infekcija "', U neonatolokoj populaciji, pogotovo medu prevremeno
rodenom decom, sve ve¢i zna¢aj imaju Gram negativni patogeni, posebno ESBL-E i CRE 7. Nasi
rezultati pokazuju dominaciju ESBL-KP, ali i Gram negativnih nefermentujucih bacila, $to mozemo
objasniti ve¢ pomenutim epidemijama za vreme trajanja studije. Kada je u pitanju ESBL-KP, bilo bi
potrebno sprovesti dataljnu analizu sojeva primenom molekulrnih tehnika, a dobijeni rezultati bi
omogucila uvid u karakteristike i eventulanu povezanost sojeva. Nije isklju¢eno da epidemija ESBL-
KP postoji, iako se slucajevi javljaju sporadi¢no, jer je jasno je da u ustanovi postoji znacajan
rezervoar ESBL-KP kao i intrahospitalna transmisija. Visoka ucestalost rezistencije na peniciline,
cefalosporine III i IV generacije i karbapeneme kod nefermentuju¢ih Gram negativnih bacila
uzro¢nika sepsi, ukazuje da je izbor terapijskih opcija za leCenje sepse u Institutu za neonatologiju
vrlo suzen. Poznato je da je empirijska terapija u slucaju kad je infekcija izazvana sa ESBL-E je
povezana sa ¢e$¢im neuspehom terapije, $to je pokazano i kod dece i u adultnoj populaciji !7>!73, a
poznavajuci uobicajene obrasce rezistencije najc¢es¢ih uzrocnika, nije iznenadujuée Sto su terapijski
rezimi administrirani ispitanicima u naSoj studiji najceS¢e ukljucivali meropenem sam, ili u
kombinaciji sa drugim antibiotikom rezerve (vankomicinom, kolistinom, ampicilin sulbaktamom ili
ceftazidimom). Podaci o infekcijama u neonatoloskoj populaciji u Srbiji su retki, a u studiji radenoj
2012. godine u Kragujevcu je pokazano da je ucestalost potvrdene sepse bila 19,4%, a uzro¢ni agensi
Klebsiella-Enterobacter spp. (39%), zatim E. coli (25%), koagulaza negativni stafilikok (16%),
Acinetobacter spp. (11%) i Candida albicans (5%) 2*°. Ovakvi nalazi su uporedivi sa naSim
rezultatima i prema stopi 1 prema distribuciji uzro¢nih agenasa. U razvijenijim zemljama koagulaza
negativni stafilokok je jedan od najznacajnijih patogena odgovornih za nastanak kasne neonatalne
sepse 92, dok je u na3oj studiji bio tre¢i po ucestalosti. U nedavno objavljenoj studiji u Francuskoj
medu uzro¢nicima kasne NS, koagualaza negativne stafilokoke su dominirale u ¢ak dve trecine
slucajeva, a zatim S. aureus 1 Enterococcus spp., dok je samo 11% slucajeva sepse bilo izazvano
Gram negativnim bakterijama 288, Sli¢ne rezultate je pokazala i multicentri¢na studija sprovedena u
Holandiji i Belgiji '*’. Predominaciju koagulaza negativnih stafilokoka kao izaziva¢a neonatalne
sepse je pokazana i u istraZivanju sprovedenom tokom viSegodi$njeg perioda u Turskoj 2%. Nasuprot
tome, tokom sedmogodiSnje studije sprovedene u Kini ?*°, kod prevremeno rodene dece Gram
negativne bakterije su bile uzrocnici 58% kasnih NS, a naj¢es¢i uzro¢nik je kao i u nasoj studiji bila
K. pneumoniae (32%). Slicna distribucija uzro¢nika i predominacija Gram negativnih bakterija je
pokazana u manje razvijenim zemljama 2°!. U naSem istrazivanju, 58% ispitanika je bilo
kolonizovano sa ESBL-KP. Ova bakterija je bila uzro¢nik sepse kod 18 ispitanika. Analizirajuci
prediktore sepse izazvane ESBL-KP, samo je NEK pokazan kao parametar znacajno udruZen sa
pojavom sepse uzrokovane ESBL-KP. Naime, pacijenti sa NEK su imali jedanaest puta vec¢i rizik za
razvoj sepse izazvane ESBL-KP u odnosu na ispitanike koji nisu razvili NEK. Povezanost NEK i
sepse je detaljnije objasnjena u daljem tekstu. Ono Sto treba naglasiti je da je oko 72% ispitanika koji
su imali sepsu izazvanu ESBL-KP, na otpustu iz ustanove bili kolonizovani sa ESBL-KP. S obzirom
da u ovom istrazivanju nije ispitivana klonalna povezanost izolata, nije bilo moguce odrediti da li su
svi sojevi nadeni u kolonizaciji bili podjednako zastupljeni i medu uzro€nicima sepse. Svakako, posto
status kolonizacije u trenutku nastanka sepse takode nije bio poznat, kolonizaciju nismo mogli dovesti
u vezu sa nastankom sepse. Medutim, viSe studija je pokazalo da posle infekcije izazvane ESBL-E
uzroni agens se produZeno izlu€uje i ima tendenciju da perzistira u kolonizaciji #3122, To je
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moguce bio slucaj i medu nasim ispitanicima koji su bili kolonizovani na otpustu sa ESBL-KP a
prethodno imali epizodu sepse izazvane ESBL-KP.

Poznato je da prevremeno rodena deca imaju veéi rizik za razvoj infekcija 1 da su one
najznacajniji uzrok mortaliteta i morbiditeta ove populacije (Saigal, Lancet). Osim izrazene sklonosti
nastanku sistemskih infekcija, infekcije mogu izazvati brojne i dugorocne posledice (Stunk Lancet).
U naSem istrazivanju prediktori sepse potvrdene nalazom pozitivne hemokulture su bili manja
gestacijska starost (<28 GN), niza telesna masa <1000g, nizi Apgar skor, boravak i duzina boravka
na OIN, primena mehanicke ventilacije, primena neinvazivne respiratorne potpore, plasiranje VUK-
a 1 duza hospitalizacija. Prediktori klini¢ke sepse su bili sli¢ni kao i za potvrdenu sepsu a to su bili
manja gestacijska starost (<28 GN), telesna masa <1000g, nizi Apgar skor, boravak i duzina lecenja
u OIN, mehani¢ka ventilacija, neinvazivna respiratorna potpora, plasiranje VUK-a i duza
hospitalizacija. Nezrelost, kao jedan od najvaznijih faktora rizika za nastanak infekcija
novorodencadi, je u znacajnoj meri bila zastupljena kod ispitanika u studiji, od kojih je polovina
rodena veoma nezrela. Veoma mala telesna masa i porodaj pre 32. nedelje gestacije dokazani su u
brojnim studijama kao rizici za bolnicke infekcije, a njihova ucestalost raste sa povecanjem trajanja
hospitalizacije '°%. Kolonizacija sa CRE bila znacajno ¢e$¢a medu ispitanicima sa potvdenom sepsom
(45% kolonizovanih) kao 1 ispitanicima sa klinickom sepsom (31% kolonizovanih) u odnosu na
ispitanike koji nisu imali nikakve znake infekcije (17% kolonizovanih). Medutim, imajuéi u vidu da
nijedan slucaj infekcije izazvane CRE nije zabeleZen, kao i da status kolonizacije nije bio poznat u
trenutku razvoja sepse, nema nikakvih indicija da je veza CRE kolonizacije i sepse uzro¢no-
posledicna. Naprotiv, verovatnije je da su ispitanici sa infekcijama bili izloZzeni viSestrukim
antibiotskim kurama, $to je sledstveno omogucilo i/ili olaksalo kolonizaciju CRE. U studijama koje
su ispitivale vezu izmedu kolonizacije CRE i nastanka infekcija izazvanih sa CRE, kolonizacija je
pokazana kao znacajan faktor rizika. Tako je na neonatoloskoj intenzivnoj nezi u Kini pokazano da
je 19% kolonizovanih sa CR-KP razvilo infekciju, a rizik je bio manji (13%) ako je u kolonizaciji
bila prisutna CR-EC 2, Prema rezultatima meta-analize rizik nastanka infekcije izazvane CRE je bio
16,5% kod onih kod kojih je prethodno detektovana kolonizacija sa CRE 2°3. Kolonizacija sa CRE
bez nastanka infekcije je pokazana u nekim studijama u Grc¢koj i Meksiku 2°+2%°, Najverovatnije
objaSnjenje za nalaz naSe studije je u virulenciji CRE sojeva i njihovom patogenom potencijalu.
Poznato je da nemaju svi CRE sojevi podjednaku sposobnost transmisije i izazivanja infekcija i da su
odredeni sojevi naro¢ito virulentni kao npr. ST16 (engl. sequence type) 2°¢ ili ST258 klon ¢&ija je
propagacija globalna 2°7, a prisustvo dokazano i u nasoj zemlji 2%%,

Nadena je povezanost bolesti prematuriteta [IVH, NEK, DAP, BDP i ROP sa laboratorijski
potvrdenom sepsom, kao i znacajna udruzenost DAP, BDP, ROP i IVH sa pojavom klinicke sepse.
Navedene bolesti, ¢esto su uzrok produzenog boravka u OIN, a neka od njih mogu predstavljati i
osnov za nastanak infekcije. Postojanje RDS-a, nije izdvojeno kao faktor koji je ¢eS¢e udruzen sa
sepsom. Ovo akutno stanje dozivelo je znacajnu revoluciju u ishodu sa razvojem savremene
neonatalne intenzivne nege, i od najveceg uzroka smrtnosti prevremeno rodene dece u proslosti, danas
predstavlja stanje gde se merema antenatalne brige i adekvatnom stabilizacijom novorodenceta u
porodajnoj sali moze i izbe¢i 3. Nepovezanost RDS-a sa sepsom u nasoj studiji, moze se objasniti
time $to poStovanjem savremenih principa lecenja ove bolesti kod najveéeg broja prevremeno rodene
novorodencadi ne dolazi do komplikacija i nepovoljnih ishoda. Takode, ovo je grupa prevremeno
rodene dece koja je specifi¢no zahtevala leCenje u tercijarnom centru, ili zbog potrebe za leCenjem u
intenzivnoj nezi, ili zbog ekstremnog prematuriteta, pa smatramo da je i sama ucestalost RDS kod
svih ispitanika bila veca. Potreba za mehanickom ventilacijom i neinvezaivna mehanicka potpora,
stoga bi bili bolji pokazetlji rizika za sepsu (dokazanu i klini¢ku), §to je i pokazano u nasoj studiji,
ali i potvrdeno u brojnim radovima 2°%3%,

Jedan od dobro poznatih uzroka sepse kod prevremenorodenih je NEK. U naSoj studiji,
povezanost NEK-a, kao faktora rizika za nastanak sepse, dokazana je samo u grupi ovorodencadi sa
dokazanom sepsom (izolacija bakterije u hemokulturi), dok u grupi sa klinickom sepsom, ova
povezanost nije dokazana. Razlog ovakvom rezultatu moze lezati u Cinjenici da NEK u svojoj
multifaktorijalnoj etiopatogenezi pored ishemije i enteralnog unosa hrane, kao znacaj faktor ima i
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prisustvo bakterija u crevima, koji svojim zajednickim dejstvom dovode do nekroze sluznice, a potom
i dubljih slojeva creva. Posledi¢no, moze do¢i do prodora ovih bakterija u cirkulaciju novorodenceta
i nastanka sepse pracene teskom cirkulatornom insuficijencijom i diseminovanom intravaskularnom
koagulacijom 3°!. Translokacija bakterija koje se nalaze u GIT-u i njihova invazija kroz sterilni zid
creva naro¢ito su izrazeni kod crevnih opstrukcija, ali i nezrelosti GIT-a prevremeno rodene
novorodendadi, ¢ija pasaza je inaGe usporena 3°2. Smatra se da priblizno 12% novoroden¢adi VMTM
razvije NEK, od kojih skoro 30% ne preZivi ovo tesko stanje . Studija NICHD (engl. National
institute of child health and human development) za period 2000-2011 godine, navodi ucestalost
NEK-a u grupi novorodencadi ekstremno male telesne mase od 23 do 30%, ali sa smanjenjem stope
mortalieta . Univarijantnom logistickom regresijom, NEK je potvrden kao jedan od najzna¢ajnijih
Cinilaca udruzenih sa dokazanom sepsom kod nasSih ispitanika. Uprkos znaCajnom napretku u
smanjenju ucestalosti kasne neonatalne sepse, koja se prema podacima Vermont Oksford mreze
(https://public.vtoxford.org) smanjila sa 21,9% u 2005. na 10,1% u 2014. godini, ucestalost NEK-a
se smanjila samo sa 7,1% na 5, 2% 3%. Ucestalost ove bolesti u nasoj grupi ispitanika iznosila je
4,6%, za svu prevremeno rodenu decu, §to se uklapa sa podacima internacionalne komparabilne
studije VON. Vise studija je izdvojilo patolosku kolonizaciju GIT-a kao jedan od najznacajnijih
faktora za nastanak NEK-a 681:3%_ Jedan od osnovnih uslova smanjenja patoloske kolonizacije, a
time 1 ucestalosti NEK-a i kasne sepse kod novorodenc¢adi bio bi smanjenje upotrebe antibiotika, bolje
higijenske mere (pre svega higijena ruku), sprovodenje ishrane maj¢inim mlekom. U slucajevima
nemogucnosti ishrane maj¢inim mlekom, ishrana donorskim mlekom ili suplementacija
komponentama humanog mleka kao §to su probiotici, prebiotici i laktoferin moZe biti od koristi 3%.
U tom cilju, u Institutu za neonatologiju je oformljena Banka mleka i sporovodi se ishrana donorskim
mlekom. Takode, kod sve prevremeno rodene dece sprovodi se prevencija NEK-a i kasne sepse
primenom preparata probiotika, §to je potvrdeno i savremenim istrazivanjima 3%, Prisustvo i rast
probiotskih bakterija u crevu, modifikuju crevnu mikrobiotu inhibicijom prekomernog rasta i
traslokacije patogenih bakterija u crevu 39739, Uprkos ¢injenici da je veliki broj studija pokazao
smanjenu ucestalost kasne sepse i NEK-a preventivnim davanjem probiotika 3%, mali broj radova
prikazuje njihov uticaj na kolonizaciju GIT-a novorodencadi multirezistentnim bakterijama. Veoma
znaajno istrazivanje Wieersa 1 saradnika o moguénostima prevencije crevne kolonizacije
multirezistentnim sojevima bakterija primenom preparata probiotika, radeno na adultnoj populaciji,
pokazalo je efikasnost njihove primene u smanjenju kolonizaciji multirezistentnim sojevima 3%, Tako
koriséeni sojevi probiotika nisu preporuceni za prevenciju kasne neonatalne sepse i NEK-a od strane
pedijatrijskih vodi¢a 319312, paralela u efikasnosti ovih preparata svakako mozZe biti pretpostavljena.
Ipak, studija Poljskih autora, pokazala je da primena Lactobacillus rhamnosusa, kod prevremeno
rodene dece na ishrani adaptiranom mle¢nom formula nije dovela do smanjene kolonizacije
patogenim enterobakterijama, ve¢ je rezultirala njenim povec¢anjem '3, U na$oj studiji, izrazito velika
stopa kolonizacije novorodencadi multirezistentnim sojevima bakterija (98,2%) desila se uprkos
primeni probiotika. Kao i kolege iz pomenute studije, ni mi ne mozemo pruziti sigurno objasnjenje
za ovaj podatak. Priprema, skladiStenje mleka, meSanje sa probiotskim preparatom i nacin ishrane
obavljaju se po svim dobro ustanovljenim principima kojima se postuju mere prevencije spoljasnjeg
zagadenja. U cilju smanjenja kolonizacije creva patogenim bakterijama, pored kontrolisane i
racionalizovane primene antibiotika, trebalo bi razmotriti dodatne mere sterilnosti pripreme i davanja
mleka, ali i izbora adekvatnog probiotskog preparata u adekvtanoj dozi. Svakako bi studija ispitivanja
kolonizacije GIT-a prevremeno rodene novorodenacadi tokom primene razlicitih preparata probiotika
pomogla u uspostavljanju internog protokola za izbor preparata (jednokomponentni ili
viSekomponetni), probiotskih sojeva, doze, vremena zapocinjanja i trajanja primene, ¢ime bi bila
postignuta veca efikasnost ove preventivne terapije. Pored NEK-a, kao najznacajnijeg faktora
udruzenog s infekcijom, kod naSih ispitanika pokazana je i znacajna povezanost dokazane infekcije
novorodencadi sa BPD i ROP-om. Bronhopulmonalna displazija i ROP, spadaju i stanja koja su u
znac¢ajnoj meri povezana sa neposrednim, akutnim problemima prematuriteta.

Pojava BPD povezana je sa primenom respiratorne potpore pozitivnim pritiskom i
oksigenoterapije u cilju leCenja RDS-a prevremeno rodenog deteta. Pored barotraume i toksi¢nosti
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kiseonika, infekcija moze biti uzrok prekida alveolarizacije i razvoja mikrovaskulature plu¢a *°. Neka
stanja poput horioamnionitisa ili druge infekcije majke pobuduju fetalni inflamatorni odgovor i
povecavaju udestalost BPD ali i ROP-a, kao vaskuloproliferativne bolesti 314315, Eksperimentalne
studije na neonatalnim Zivotinjama su pokazale da i postnatalne infekcije, bilo bakterijske ili virusne,
pobudivanjem inflamatornog odgovora sa povec¢anom ekspresijom citokina i povecanim
nakupljanjem neutrofila u plu¢ima, dovode do prekida u razvoju alveola Sto rezultira njithovom
,pojednostavljenom* gradom, a smanjena ekspresija vaskularnog endotelijalnog faktora rasta (engl.
vascular endothelial growth factor, VEGF) dovodi do prekida u angiogenezi (,,novi‘“ BPD). Ovakve
promene zapazene su kod prevremeno rodenih animalnih modela i bez sprovodenja respiratorne
potpore 316319 Pokazano je da primena antenatalne kortikosteroidne terapije znafajno smanjuje
ucestalost RDS-a, ali bez uticaja na uéestalost BPD 320, §to takode mozZe i¢i u prilog multifaktorijalnoj
etiopatogenezi BPD i znacaju infekcije za njen nastanak 32!, Potreba za produzenom hospitalizacijom,
primena respiratorne potpore, a u najtezim slucejevima 1 terapija kortikosteroidima, mogu
pretpostavljeno biti faktori rizika za nastanak kasne sepse kod ove novorodencadi.

Mnoge studije su pokazale udruzenost sepse i ROP. Dobro je poznati da su glavni rizici za
razvoj ROP osim ekstremne nezrelosti oksidativni stres i postojanje sistemske inflamacije °.Al-Essa
1 saradnici su pokazali da je u€estalost ROP kod prevremeno rodene novorodene novorodencadi sa
sepsom 3,5 puta veca u odnos na istu kategoriju bez sepse (OR = 3.50, 95% CI 1.02 to 12.2), dok su
Araz i saradnici utvrdili da je sepsa nezavisni €inilac za razvoj teskih oblika ROP (OR = 6.86, 95% CI
3.14 to 14.99) 322323 Ipak, za ROP moZemo re¢i da je uzrokovan sepsom, kao §to je pokazano
rezultatima ove studije, ali ne i suprotno, da je sepsa uzrokovana ROP-om.

Intraventrikularno krvarenje je jedna od Cestih komplikacija prematuriteta Cija je ucestalost
obrnuto srazmerna gestacijskoj starosti. Dobro je poznato, da je sepsa jedan od znacajnih faktora
rizika za nastanak IVH, kao §to je i dokazano u ovom radu u kome su ispitanici sa potvrdenom sepsom
imali 1,8 puta veéi rizik za IVH (IP 1,062-3,31), dok su oni sa klinickim znacima sepse imali 2,5 puta
vecu Sansu da razviju IVH (IP 1,472-4,418). Meta analiza koja je obuhvatila 23 kohortne studije sa
preko 13000 prevremeno rodene novorodencadi sa IVH je potvrdila da ¢ak i antenatalna infekcija
predstavlja znacajan faktor rizika (OR 2.18, 95% CI: 1.58-2.99) za kako blagih, tako i teskih oblika
IVH 2%, Novorodenc¢ad s IVH, narogito tezim oblicima (IIT i IV stadijum) ¢e$¢e zahtevaju produzenu
hospitalizaciju, primenu respiratorne i cirkulatorne potpore, Sto predstavlja moguce faktore rizika za
nastanak sepse.

Dosta proucavana je pojava perzistentnog duktusa arteriozusa uzrokovanog sepsom cija je
povezanost jasno dokazana. Smatra se da je sepsa, posle RDS-a, najces¢i uzrocnik DAP kod
prevremeno rodene dece 32°. Povezanost je pokazana i sa ranom 3?° ali i sa kasnom neonatalnom
sepsom !9, Kod novorodencadi sa sepsom zapazene su poviSene koncentracije prostaglandina (P
PGFla) i inflamatornog medijatara, TNF-a u serumu 32’. Takode, sepsa je jedan od glavih faktora
koji uzorkuje da nesimptomski DAP postene hemodinamski znacajan 328, Postoji nekoliko
objasnjenja za navedeno: hipoksija usled respiratorne nedovoljnosti uslovljene infekcijom dovodi do
rekasacije duktusa, povecan unos tec¢nosti koji je ¢esto neophodan kod novorodencadi sa sepsom u
cilju odrzavanja sistemskog pritiska, kao i prisustvo odredenih elemenata bakterija, kao Sto su na
primer lipopolisaharidi, kao i citokini koji se otpustaju tokom inflamatornog odgovora dovode takode
do relaksacije duktusa 323!, Jedna od najnovijih meta-analiza iz 2021. godine koja je ispitivala
faktore udruzene s DAP, takode navodi znacajnu povezanost sa sepsom (OR = 1.994; 95% CI =
1.462-2.721) 332,

U naSem istrazivanju u kohorti ispitanika kojima je prospektivno praceno uspostavljanje
kolonizacije, nadeno je da je ucestalost kolonizovanih ESBL-E na prijemu u ustanovu bio visok
(17%). Poznato je da je transmisija ESBL-E moguc¢a tokom porodaja sa majke na plod i da vertikalna
transmisija doprinosi Sirenju ove vrste rezistencije '*3. Postoji mogucnost da je do intrapartalne
transmisije doslo i1 kod nekog od ispitanika u nasoj studiji, s obzirom da je 27% porodaja bilo
vaginalnim putem i da je kod oko jedne trec¢ine majki doslo do PROM. Ipak, udeo prenosa sa majki
na novorodencad nije moguce dokazati ni proceniti u ovoj studiji jer je uzorkovanje vrSeno na
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prijemu, a ne u porodili§tima. Medutim, imaju¢i u vidu da su svi izuzev jednog ispitanika, boravili
nekoliko dana u neonatoloSkim intenzivnim negama pri porodili§tima gde su rodeni, mozemo
pretpostaviti da je postojala i znacajna mogucnost transmisije i kolonizacije u bolnickoj sredini gde
su ispitanici prethodno boravili. Vecina kolonizovanih je rodena carskim rezom (>70%) i
transportovana iz velikih porodiliSta, S§to su regionalni centri gde je omoguceno vodenje rizi¢nih
trudnoca, §to sve doprinosi povecanoj mogucnosti intrahospitalne transmisije '4>2°°, T kod zdrave
novorodencadi u opstoj populaciji kolonizacija ESBL-E moze biti prisutna. Tako je u studiji u SAD
pokazano da je posle otpusta iz porodilista i tokom prve godine Zivota zastupljenost kolonizacije
ESBL-E manja od 10% 3. U nerazvijenijim zemljama Afrike i Azije u¢estalosti kod zdrave odojéadi
su premasivale 30% 2*7. Interesantne rezultate je pokazala studija sprovedena na odeljenju neonatalne
intenzivne nege u Maroku, gde je kolonizacija sa ESBL-E prisutna kod 22% novorodencadi na
prijemu, naj¢esS¢e nalazena kod pacijenata koji su prethodno boravili na neonatoloSkim odeljenjima
vecih bolni¢kih centara, kao $to je primeceno i u nasoj studiji ?*°. U pomenutom istrazivanju, ESBL-
EC je bila dominantna vrsta detektovana na prijemu u ustanovu, dok je naknadno tokom boravka
dolazilo do znagajno &esée akvizicije ESBL-KP, §to nije iznenadujuée za bolnicke sredine. Sto se tie
cirkulacije ESBL-EC u bolni¢koj sredini smatra se da postoji konstantni influks sojeva iz vanbolnicke
sredine, pa da intrahospitalna akvizicija ,,uspesnih* klonova nije prisutna samo u bolni¢koj sredini,
ve¢ da ona odrazava cirkulaciju sojeva i van bolnice odnosno u populaciji. Sa druge strane ESBL-KP
se smatra tipicnih bolnickim patogenom i pokazana je jasna tendencija njenog klonalnog Sirenja u
bolni¢kim sredinama 264, U studiji u Indiji je takode primecena veca udestalost kolonizacije K.
pneumoniae u odnosu na E. coli, na neonatalnoj intenzivnoj nezi 2. U nasoj studiji, medutim i na
prijemu i1 nadalje tokom hospitalizacije bile su zastupljene i ESBL-EC i ESBL-KP. Trend
uspostavljanja kolonizacije je jos tokom prve nedelje hospitalizacije za obe vrste bio statisticki
znacajan, mada je porast bio ve¢i za ESBL-KP, a do povecanja ucestalosti je doslo i u ¢etvrtoj i u
osmoj nedelji hospitalizacije. Jasno je da su prevremeno rodena deca izuzetno vulnerabilna humana
populacija kojoj zbog opste fizioloske nezrelosti je potrebna produzena nega do uspostavljanja
funkcija organa i organskih sistema. Takode, u svakoj bolnickoj sredini se nalaze mikroorganizmi od
kojih su neki €esti i znaCajni uzrocnici infekcija. Formiranje mikrobiote novorodenceta zapoc€inje
intenzivno posle rodenja, odnosno u bolnickom okruzenju kod prevremeno rodene dece. Zbog toga
je rizik uspostavljanja kolonizacije potencijano opasnim bakterijama znatno veci nego u ostalim
populacijama 82, Ipak, u naSem istraZivanju do uspostavljanja kolonizacije je dolazilo brzo i
ucestalosti kolonizacije su bile visoke. Cinjenica da je tokom prve sedmice 22% ispitanika postalo
kolonizovano je nalaz koji ukazuje na visok nivo intrahospitalne akvizicije i transmisije ESBL-E u
Institutu za neonatologiju. Jedan od razloga je najverovatnije odsustvo procedure skrininga i izolacije
kolonizovanih u cilju sprecavanja dalje transmisije, $to je mera preporuc¢ena da se primenjuje u svim
visoko rizi¢nim populacijama medu kojima su svakako i prevremeno rodena deca 264 Sama
neonatoloska odeljenja, a posebno neonatalna intenzivna nega predstavljaju specificna okruzenja
kojima su prevremeno rodena deca izlozena nekada i mesecima. Poznato je da je hospitalizacija vazan
faktor rizika za uspostavljanje kolonizacije '**°7) §to potvrduju i rezultati drugih studija.
Posmatrajuci grupu ispitanika kod kojih je hospitalizacija uspostavljena u Institutu za neonatologiju
(tokom prve nedelje boravka), uocavamo da su kolonizovani u prvoj nedelji bili boljeg opsteg stanja,
tj. da su bili znacajno vece gestacijske zrelosti, telesne mase, a znacajno rede su boravili na OIN, bili
na mehanickoj ventilaciji ili imali plasiran VUK. Prema uobi¢ajenoj praksi u ustanovi, novorodencad
se na prijemu nakon zbrinjavanja i stabilizacije detaljno pregleda i u slucaju potrebe za hitnom i
stalnom negom pacijenti se smeStaju na OIN, dok se novorodencad boljeg opSteg stanja nekoliko
dana zadrzava na prijemnom odeljenju do dalje trijaze. Ona podrazumeva smestanje na odeljenja
specijalizovane nege za one kojima je potrebno duze lecenje, dok novorodencad boljeg opsteg stanja
za koju se proceni da ¢e krac¢e imati potrebu za bolnickom negom ostaje na prijemnom odeljenju.
Tako je ukupna duzina hospitalizacije bila znacajno kraca kod ispitanika kolonizovanih tokom prve
nedelje hospitalizacije u odnosu na one koji nisu bili kolonizovani u prvoj nedelji. Odnos zaposlenih
medicinskih sestara i pacijenata je najmanji na prijemnom odeljenju, $to verovatno uti¢e na manje
striktno sprovodenje mera prevencije infekcija i laksu akviziciju sojeva iz okruzenja. Takode, imajuci
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u vidu da je vecina ispitanika rodena carskim rezom (60%), kolonizacija Gram negativnim
bakterijama nije bila neoCekivana. Zato, iako prema podacima iz drugih radova !34242.254.275-278
novorodencad smestena na OIN imaju vedi rizik kolonizacije i1 nastanka infekcije, ¢emu doprinosi
mehanicka ventilacija, ostale invazivne procedure i njihovo opste stanje, nasi rezultati su pokazali
upravo suprotno od ocekivanog. Boravak na prijemnom odeljenju je znacajno bio povezan sa
kolonizacijom ESBL-E u prvoj nedelji hospitalizacije, nasuprot boravku na OIN. Ipak, Cetvrtina
ispitanika kolonizovanih tokom prve nedelje su bili smesteni na OIN, tako da su rezistentni sojevi
bakterija cirkulisali i na tom odeljenju, ali verovatno zbog higijenskih mera i razlika u procedurama
koje se sprovode na svakom od odeljenja, je postojala ovakva razlika. U kohorti ispitanika koji su
uzorkovani na otpustu, boravak na OIN, mehanicka ventilacija i opSta nezrelost su bili faktori rizika
za nastanak sepse, kao i za kolonizaciju CRE, §to je o¢ekivano, dok je kolonizacija sa ESBL-E bila
Cesta na svim odeljenjima. Sva novorodenc¢ad tokom prve nedelje hospitalizacije su primala inicijalnu
antimikrobnu terapiju, $to je verovatno takode faktor koji doprinosi kolonizaciji ESBL-E. U studiji
sprovedenoj na neonatalnoj intenzivnoj nezi u SAD, pokazano je da terapija aminoglikozidima npr.
ne uti¢e na kolonizaciju MDR bakterijama, dok je primena karbapenema ili cefalosporina III
generacije znaajna za selekciju rezistentnih Gram negativnih bakterija '3°. Ipak, novije studije
pokazuju da upravo kombinacija ampicilina i aminoglikozida trostruko povecéava rizik za nastanak
infekcije rezistentnim bakterijama !, Gledajuéi u naSoj studiji obrasce rezistencije ESBL-E sojeva,
medu ESBL-KP vecina sojeva (oko 80%) je bila rezistentna na amikacin, koji su ispitanici primali
tokom prvih dana boravka. Sa druge strane rezistencija na amikacin je bila reda kod ESBL-EC sojeva
(oko 12%), ali je uprkos terapiji dolazilo do uspostavljanja kolonizacije. U celini, skoro polovina
ispitanika (48%) je posle prve nedelje hospitalizacije na Institutu za neonatologiju bila kolonizovana
sa nekom od ESBL-E vrsta. Svi gore navedeni faktori, uklju¢ujuéi i odsustvo skrininga, svakako su
doprineli ovakvim rezultatima, ali je vazno napomenuti da bez obzira na status kolonizacije, striktno
sprovodenje mera za prevenciju transmisije i kontrole bolesti su kljuéne i mogu znacajno ograniciti
transmisiju 3. U tome najvaZnija mera je pranje ruku, noSenje zastitne opreme (maski, uniformi za
jednokratnu upotrebu) i odgovarajuce procedure dezinfekcije i1 ¢iS¢enja opreme i prostora.

Posmatrajuci ucestalost kolonizacije ESBL-E i CRE u definisanim vremenskim tackama
tokom hospitalizacije, trend u nasoj studiji je bio rastué¢i. U prvoj nedelji hospitalizacije ucestalost
kolonizacije ESBL-EC je od 11% na prijemu porasla na 26% sedmog dana boravka. Sa druge strane
kolonizacija sa ESBL-KP je cetvorostruko porasla za nedelju dana, od 8% na prijemu do 32%,
sedmog dana hospitalizacije. Prospektivna studija na pedijatrijskoj intenzivnoj nezi u Brazilu je
pokazala da je ucestalost kolonizovanih sa ESBL-E na prijemu bila 7%, a tokom dve nedelje doslo je
do porasta ucestalosti kolonizovanih na 14% 3%. Studija sprovedena u Gabonu je pokazala visoku
ucestalost kolonizacije na prijemu od 45%, koja je tokom hospitalizacije rasla da bi do uspostavljanja
kolonizacije na otpustu doslo kod ¢ak 94% ispitanika 2>3. U naSoj studiji CRE kolonizacija je
detektovana prvi put u Cetvrtoj nedelji hospitalizacije, a njena ukupna ucestalost je bila 17% u kohorti
prospektivno pracenih ispitanika. Niza stopa kolonizacije u odnosu na onu nadenu u kohorti ispitanika
uzorkovanih na otpustu moze biti objasnjena ¢injenicom da su ispitanici druge kohorte bili nesto
boljeg opsteg stanja, krace hospitalizovani, a 1 broj ispitanika je bio znatno manji, §to je moguci razlog
diskrepance. Interesantno je da na prijemu i u prvoj nedelji hospitalizacije nijedan ispitanik nije bio
kolonizovan sa CRE, §to ukazuje da se ova kolonizacija verovatno stice kasnije, da je njeno poreklo
intrahospitalno i da je najverovatnije povezana sa primenom antibiotika. Takode, CRE kolonizacija
na otpustu nije nadena ni kod jednog ispitanika koji je boravio na prijemnom odeljenju, dok je
boravak na prijemnom odeljenju bio znacajan faktor rizika za kolonizaciju ESBL-KP, a ucestalost
kolonizovanih sa ESBL-EC i ESBL-KP znacajno ve¢a u odnosu na ostala odeljenja. Ovi rezultatu su
potvrdeni i u kohorti prospektivno pracenih ispitanika gde je u prvoj nedelji hospitalizacije na
prijemnom odeljenju boravila veéina ispitanika kod kojih je doslo do uspostavljanje kolonizacije
ESBL-EC i ESBL-KP.
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Medu prospektivno pracenim ispitanicima ucestalost sepsi potvrdenih pozitivnom
hemokulturom je bila niza (8%) u odnosu na prospektivno pracene ispitanike. Razlog je verovatno
Sto je prosec¢na duZzina hospitalizacije bila kraca, shodno boljem opStem stanju ispitanika na prijemu
1 nesSto nizom ucestaloS¢u invazivnih procedura i stanja koja povecavaju rizik od infekcije. Telesna
masa je kod 65% ispitanika bila >1500g. Ipak, kod tri ispitanika koji su bili kolonizovani sa ESBL-
KP doslo je do nastanka sepse izazvane ovom bakterijom. lako genska analiza izolata iz hemokulture
11z kolonizacije i ispitivanje klonalne povezanosti sojeva nije bilo moguce sprovesti, verovatno je da
je prethodna kolonizacija bila povezana sa nastankom infekcija u ovim slucajevima. Treba
napomenuti da je tokom trajanja ove studije izbila epidmija na OIN izazvana Acinetobacter
baumannii, opisana od strane Gaji¢ i sar. 2*’. Primeceno je da je medu nekim ispitanicima koji su
ukljuceni u nase istrazivanje doslo do razvoja sepse izazvane 4. baumannii, a da je epizodi sepse
prethodila detekcija iste vrste bakterije u kolonizaciji. Vrlo veliki broj studija je ispitivalo odnos
kolonizacije i sepse u grupi prevremeno rodene dece i u veéini sluéajeva je ta veza i dokazana '3%1°2,
Novije studije koje se bave istrazivanjem mikrobiote, takode ovu vezu potvrduju 23233637 U naSoj
kohorti ispitanika bilo je mali broj onih koji su razvili infekciju, pa veza kolonizacije i sepse nije
mogla biti ustanovljena. Sto se tiée ispitanika kod kojih je na kolonizacija ispitivana na otpustu, kod
onih koji su imali sepsu izazvanu ESBL-KP, kolonizacija ESBL-KP je bila prisutna kod oko 72%, t;.
kod trinaest od osamnaest ispitanika.

Rezultati naSe studije su pokazali da boravak na neonatoloskim odeljenjima nosi visok rizik
za kolonizaciju ESBL-E i CRE, a hospitalizacija inace predstavlja jedan od najvaznijih faktora rizika
za akviziciju MDR patogena 2°%-280-282.284 Pogle otpusta iz ustanove kolonizovana novorodencad su
pod vecim rizikom za nastanak infekcija izazvanih kolonizuju¢im mikroorganizmima 23627, Pored
toga, kolonizovani postaju izvor i rezervoar rezistentnih bakterija koje se mogu preneti dalje na druge
ljude ili u okruZenje 22*. Dokazi prenosa ESBL-E i CRE medu ¢lanovima domadinstva su pokazani u
velikom broju studija 48338339 Cak je nadeno da je rizik prenosa veéi ako je ¢lan domaéinstva
kolonizovan sa ESBL-KP nego u slucaju kolonizacije ESBL-EC i da se rizik transmisije vremenom
smanjuje '*¥. Najveci uticaj svakako imaju mere higijene koje se sprovode u domacinstvu. U SAD je
u jednoj studiji sprovedenoj u ustanovi za boravak dece sa razvojnim poremecajima centralnog
nervnog sistema dokazana transmisija CRE (b/aKPC produkujuce K. pneumoniae), pri cemu nijedan
slucaj infekcije nije zabelezen, a faktori rizika za kolonizaciju nisu mogli biti utvrdeni u ispitivanoj
populaciji **°. Ovakvi podaci ukazuju na razne mogucnosti transmisije, ¢ime se naglaSava znacaj
kolonizacije kao rezervoara rezistentnih mikroorganizama. Zato je podatak o duzini odrzavanja
kolonizacije posle otpusta iz bolnice veoma vaZzan, §to je bila tema istrazivanja velikog broja studija
150.341-343 ykljudujudi i nase istrazivanje. Dinamiku kojom dolazi do dekolonizacije je u nasoj studiji
bilo tesko sagledati u celini. Razlog je taj $to znaCajan broj ispitanika nije doSao na predvidene
kontrolne preglede, kao ni na poslednji kontrolni pregled godinu dana nakon otpusta. Sveukupno,
perzistencija kolonizacije sa ESBL-E duZe od godinu dana je zabelezena kod nesto vise od Cetvrtine
nasih ispitanika. Takode, primecena je jasna razlika u duzini izlu¢ivanja ESBL-EC u odnosu na
ESBL-KP, tj. ESBL-EC je imala tendenciju duzeg odrzavanja. Oko tre¢ine kolonizovanih sa ESBL-
EC je ostalo kolonizovano nakon godinu dana, a do eliminacije kliconos$tva je doslo kod nesto manjeg
broja ispitanika (24%). Interesantno je da kod devet ispitanika kod kojih tokom hospitalizacije ESBL-
EC nije detektovana, na kontrolnim pregledima je zabeleZena kolonizacija ovom bakterijskom
vrstom. Za ovakvu pojavu postoji vise mogucih objasnjenja. Imajuéi u vidu osetljivost metode
kultivisanja za detekciju manjeg broja mikroorganizama, nije isklju¢eno da je kolonizacija bila
prisutna i tokom hospitalizacije kod pomenutih ispitanika. Do odsustva porasta u kulturi u tim
slucajevima je moglo do¢i zbog predominacije drugih mikroorganizama (ESBL-KP npr.), a nakon
prelaska u kuéne uslove se moguée sastav mikrobiote izmenio, Sto se odrazilo na nalaz u kulturi.
Postoji 1 mogucénost da je ESBL-EC kolonizacija naknadno stecena, ali je to manje verovatno da se
desilo u tako znacajom broju. Neka istrazivanja dinamike kolonizacije ESBL-E su pokazala da do
zamene sojeva u kolonizaciji dolazi Cesto i da odsustvo pozitivnog nalaza kulture ne iskljucuje
postojanje kolonizacije, naro¢ito kada su bakterije u uzorku prisutne u malom broju '*!. U na$oj studiji
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kod ispitanika kolonizovanih sa ESBL-KP, oko tre¢ina je ve¢ posle mesec dana prestajala da bude
kolonizovana, a nakon 6 meseci je ukupno 80% ispitanika bilo dekolonizovano. Kod 11% ispitanika
je ESBL-KP perzistirala duze od godinu dana posle otpusta. Podaci iz drugih studija pokazuju da u
vedini sluc¢ajeva do dekolonizacije dolazi posle godinu dana, mada su razlike znacajne u zavisnosti
od ispitivane populacije. U studiji radenoj u Norveskoj posle epidemije u neonatalnoj intenzivnoj nezi
izazvanoj CTX-M-15 ESBL-KP, pokazana je prosecno trajanje kolonizacije od 12,5 meseci posle
otpusta, dok je u slucajevima akvizicije kolonizacije transmisijom sa ¢lana domacinstva, kolonizacija
trajala znatno krace, do dva i po meseca 2’°. Transmisija, kao i odrzavanje u kolonizacije je verovatno
pod uticajem niza faktora, a osobine samog patogena su najverovatnije najznacajnije za uspesnost
odrzavanja kolonizacije. U adultnoj populaciji je pokazano da je kolonizacija CTX-M-9
produkujuc¢om E. coli filogrupe B2, kod vecine ispitanika koji su prethodno imali infekciju izazvanu
navedenom vrstom, trajala duze od godinu dana, $to nije bio slu¢aj sa drugim tipovima E. coli, a
autori su nadenu pojavu objasnili virulencijom i drugim osobina ovog specifi¢nog klona '*!. U drugoj
studiji u Svedskoj je pokazano da posle epidemije na NICU izazvane ESBL-KP i ESBL-EC,
perzistiranje kolonizacije ESBL-KP moZe trajati i do dve godine, a retko ¢ak do 5 godina, $to je bio
slu¢aj sa jednim ispitanikom kolonizovanim sa ESBL-EC !%°. Mnogo vise studija je radeno o duZini
odrzavanja kolonizacije u populaciji odraslih. Tako je prime¢eno da su putovanja u manje razvijene
zemlje Azije i Afrike faktor rizika za kolonizaciju ESBL-E !, ali trajanje kolonizacije najée$ce nije
dugo kod zdravih individua, tj. oko tri do Sest meseci kod veéine 32, Nasi rezultati koji pokazuju duzi
opstanak ESBL-EC u odnosu na ESBL-KP mogu biti objasnjeni i time da vecina ljudi ima E. coli u
digestivnom traktu dok se K. pneumoniae rede nalazi u poredenju sa E. coli. Moguce je da je kraca
perzistencija vezana za ¢injenicu da ESBL-KP tipi¢ni bolnicki patogen koji po dolasku u kuéne
uslove i izlaganju novim uticajima okruZenja biva potisnuta i gubi se. Interesantno je da kod dva
ispitanika koji su imali sepsu izazvanu Acinetobacter baumannii, kolonizacije je trajala tokom
hospitalizacije, ali ve¢ na prvom kontrolnom pregledu nije bila prisutna, $to takode govori u prilog
mogucih znac¢ajnih promena posle hospitalizacije.

Sto se ti¢e kolonizacije CP-KP, od trinaest ispitanika koji su dosli na neki od kontrolnih
pregleda, kod njih dvanaest, CP-KP nije detektovana ve¢ na prvom kontrolnom pregledu (posle mesec
dana kod deset i posle tri meseca kod preostala dva ispitanika). Kod jednog ispitanika CP-KP je
perzistirala duze od godinu dana, pri ¢emu je bila prisutna tokom ¢itavog perioda pra¢enja na svakom
od kontrolnih pregleda. Nasi rezultati ukazuju na moguénost dugotrajne perzistencije CP-KP, ali ovaj
nalaz treba s obzirom na veli¢inu uzorka, tumaciti sa rezervom. Podaci o odrzavanju CRE
kolonizacije su retki i do sada je objavljeno malo studija na tu temu. U jednoj studiji u adultnoj
populaciji je nadeno da CRE kolonizacija perzistira tokom tri meseca '*2, dok je u drugoj studiji
duZina izlucivanja bila i do godinu dana, pri ¢emu su ponovne hospitalizacije i primena antibiotske
terapije bili faktori rizika za odrZavanje kolonizacije !*. OdrZzavanje kolonizacije CRE u adultnoj
populaciji je pokazano i u studiji u Izraelu, pri ¢emu je antibiotska terapija u prethodna tri meseca
bila faktor rizika za perzistenciju kolonizacije ***. Nedavno je objavljen prikaz slucaja petogodiSnjeg
odrzavanja kolonizacije CRE kod hroni¢nog pacijenta, pri ¢emu je analiza izolata iz razli¢itih godina
pokazala smanjenje virulencije soja, pa su autori zakljucili da viSestruke antibiotske terapije mogu
uticati na prolongiranu kolonizaciju, pri ¢emu vremenom moze do¢i do adaptacije soja za produzeno
odrzavanje klicono$tva **. U studiji u SAD gde je u ustanovi za dnevni boravak dece sa razvojnim
anomalijama ustanovljena transmisija CRE, duZina izlu¢ivanja je bila od 4-26 nedelja 3%°. U studiji
sprovedenoj u Nemackoj, pra¢enje odrzavanja kolonizacije nakon epidemije izazvane CP-KP u
adultnoj populaciji, do dekolonizacije je kod jedne trecine ispitanika doslo posle mesec dana, 40%
posle tri meseca, 65% posle Sest meseci, 74% posle godinu dana, a perzistencija duze od dve godine
je bila prisutna kod manjeg broja ispitanika 26°. Zapazene razlike u duzini odrzavanja kolonizacije
medu studijama i razlika u odnosu na naSe podatke se mogu razli¢ito tumaciti. Prvo, vecina studija je
radena u populaciji odraslih, moze da bude razli¢ito u odnosu na specificnu populaciju prevremeno
rodene dece, kod koje mikrobiota nije formirana. Kod ove dece posle bolni¢kog le¢enja dolaskom u
kuéne uslove, dolazi do susreta sa brojnim mikroorganizmima iz potpuno drugacijeg okruZenja,
menja se ishrana i sve to ima uticaja na dalje formiranje mikrobiote. Sve navedene promene mogu
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dovesti do brze eliminacije bolnickih mikroorganizama, kakvom se tipi¢no smatra K. pneumoniae.
Drugo objaSnjenje za nadene razlike u duzini izlu¢ivanja mogu biti vezane za osobine samog soja i
sposobnost njegove perzistencije 1 kompeticije sa drugim bakterijama koje ¢ine mikrobiotu.
Prethodna infekcija izazvana datim sojem je povezana sa duzom kolonizacijom, $to je moguce bio
slu¢aj i u navedenoj studiji u Nemackoj 2. U nedavno objavljenom istraZivanju mikrobiote kod
hospitalizovanih ispitanika kolonizovanih sa CRE, CRE kliconosa u vanbolnickoj sredini i zdravih
ispitanika, primeéen je znacajan stepen disbioze i promenjen sastav mikrobiote kolonizovanih kako
u bolni¢koj tako i u vanbolni¢koj sredini u odnosu na zdrave nekolonizovane ispitanike 34, Autori su
zakljucili na osnovu dobijenih rezultata da bi obnavljanje normalne mikrobiote transplantacijom
fecesa ili probiotskim kulturama moglo biti efikasno u reSavanju problema CRE kolonizacije.

U ovom istrazivanju prisustvo gena rezistencije ESBL i karbapenemaza je ispitivano kod
sojeva izolovanih od ispitanika kod kojih je uspostavljanje kolonizacije prospektivno pra¢eno. Kod
svih testiranih sojeva nadeni su trazeni geni rezistencije, a vecina sojeva je nosila po dva razlicita
gena. Medu ESBL-E pojedina¢no najces¢e detektovan gen je bio blaCTX-M-15, §to je i ocekivano s
obzirom na globanu propagaciju i pandemisjko Sirenje ovog enzima koje je zabelezeno poslednjih
decenija 298347, Medu ESBL-E, sojevi ESBL-EC kao i sojevi ESBL-KP su nosili kombinacije
blaTEM/blaSHV 1 blaTEM/blaCTX-M-15 gena. Prisustvo vise gena koji kodiraju ESBL je
pokazano, a takvi su nalazi ¢e$¢i u manje razvijenim sredinama kao npr. u Indiji, Alziru, Tanzaniji
348399 'mada su multirezistentni izolati sa mnoStvom determinanti rezistencije nalaZeni i u razvijenim
zemljama *>°. Analiza invazivnih sojeva ESBL-KP u Portugaliji je pokazala veliki diverzitet i takode
prisustvo multiplih gena nekad udruZenih i sa karbapenemazama, kao $to je to bio slucaj i u nasSem
istrazivanju. Podaci o distribuciji ESBL gena medu ESBL-E sojevima u Srbiji su oskudni. Iako je
prisustvo ESBL produkujucih bakterija pokazano u Srbiji u brojnim radovima 222282351 istrazivanja
genske osnove rezistencije kod klinickih izolata nisu do sada radene. U studiji ispitivanja vode sa
kupalista Ada Ciganlija u Beogradu 2013. godine dokazano je prisustvo ESBL-KP sa blaSHV
genotipom 2?8, T u susednim zemljama su analize ESBL-E radene, pa je tako dominacija SHV kod
ESBL-KP pokazana u Hrvatskoj medu uzro¢nicima urinarnih infekcija kod odraslih i kod dece 392333,
a u kasnijim studijama propagacija blaCTX-M-15 ESBL-KP **, U Bosni i Herzegovini je pokazano
viSe razli¢itih CTX-M tipova ESBL sa predominacijom CTX-M-15 35, ESBL-EC sojevi u nasoj
studiji su najcesce nosili blaCTX-M-15, §to je ocekivan nalaz i u skladu sa dominacijom ove
determinante rezistencije i u drugim zemljama '%. U na$oj studiji je prime¢eno da sojevi ESBL-EC
sa blaCTX-M-15 su uglavnom bili rezistentni na cefotaksim, a Cesto su pokazivali udruzenu
rezistenciju na sulfametoksazol trimetoprim, fluorohinolone i gentamicin. Navedene osobine su ¢este
kod globalno diseminovanih ST131 klonova 3 medu kojima je definisano nekoliko filogrupa razli¢ite
virulencije i1 predilekcije za izazivanje infekcija urinarnog trakta i sistemskih infekcija. Globalna
propagacija ESBL-EC se smatra posledicom $irenja upravo ST131 sojeva 3*¢ , pa je njihovo prisustvo
verovatno i u nasoj sredini. Medu beta laktamskim antibioticima, osetljivost ESBL-E sojeva je bila
najcesc¢a na piperacilin tazobaktam dok je veéi stepen rezistencije bio prisutan na cefalosporine, §to
odgovara ESBL fenotipu. Interesantno je da je 20% ESBL-EC imalo SHV/TEM enzime, §to je rede
u evropskim zemljama gde CTX-M 1 grupa predominira. Prema nedavno objavljenom revijalnom
radu o ESBL-E **/, u zemljama Evrope CTX-M-15 i znatno manje CTX-M 9 grupa dominiraju kod
ESBL-EC, sto u nasoj studiji nije bio sluc¢aj. Medu nasim izolatima ESBL-KP, dominantno je bila
prisutna blaSHV detektovana kod 53% izolata, a zatim blaCTX-M-15 kod 44% izolata. Sveukupno
posmatrano, medu ESBL-KP je postojala veéa heterogenost i distribucije gena rezistencije i
fenotipova rezistencije. U poredenju sa sojevima ESBL-EC, rezistencija na cefotaksim i ceftriakson
je bila znatno ucestalija, a takode i rezistencija na aminoglikozide i sulfametoksazol trimetoprim, dok
je fluorohinolonska rezistencija rede nadena. U poredenju sa drugim evropskim zemljama, ovako
velika ucestalost SHV, nije uobicajen nalaz, jer je u vecini sudija pokazana potpuna dominacija CTX-
M-15 dok su ucestalosti SHV uglavnom ispod 5% 3*7. Nazalost sojevi koji su nadeni u hemokulturi
nisu bili dostupni za analizu gena rezistencije kao ni poredenje sa sojevima nadenim u kolonizaciji,
Sto ostaje da bude uradeno u nekom od narednih istrazivanja.
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Kod CRE izolata u nasoj studiji nadene su kombinacije blaOXA-48/blaCTX-M-15, i
blaKPC/blaTEM/blaSHV. Dosadasnja istrazivanja CRE u Srbiji, uglavnom su se odnosila na
karbapenem 1 kolistin rezistentne sojeve medu kojima je nadeno viSe razlicitih genotipova sa
dominacijom blaOXA-48, blaNDM i redim nalazom blaKPC i blaVIM 22>2%8357 Tako je naSom
studijom obihvaéen mali broj sojeva, KPC i OXA-48 karbapenemaze su bile priblizno podjednako
zastupljene. Nalaz udruzenosti blaKPC/blaTEM/blaSHV kod izolata u nasoj studiji nije iznenadujuci
i ukazuje na njihovo moguce klonalno poreklo, $to je najverovatnije bio slucaj i sa sojevima koji su
nosili b/laOXA-48/blaCTX-M-15. Razli¢ite kombinacije gena rezistencije lokalizovane na mobilnim
genskim elementima su opisane u literaturi. U studiji CRE nadenih u kolonizaciji u Brazilu
dominantno su bili prisutni blaKPC/blaCTX-M-15/blaSHV/blaTEM geni kod K. pneumoniae 3>8.
Razne druge kombinacije gena su opisane i u razvijenim i u manje razvijenim zemljama 3° U
nacionalnoj studiji sprovedenoj u Hrvatskoj, medu KPC sojevima uporedno je bila prisustna blaSHV,
dok je bIaTEM sporadi¢no nalazena 3*°. U Portugaliji je medu KPC sojevima takode nadenao
istovremeno prisustvo blaTEM i blaSHV 3*°. U Tunisu su 2016. opisani sojevi K. pneumoniae sa
blaOXA/blaCTX-M-15, kao $to je nadeno i u nasem istrazivanju 3. Inace, mediteranske zemlje se
smatraju endemskim za prisustvo karbapenemaza kod enterobakterija 226, a analiza izolata iz razli¢itih
zemalja Evrope je pokazala predominaciju KPC karbapenemaza, pri ¢emu su OXA-48
karbapenemaze ¢esto izolovane u zemljama Balkana. U navedenoj studiji je kod nekolicine izolata iz
Srbije detektovana upravo OXA-48 karbapenemaza. Kada je u pitanju osetljivost sojeva u nasoj
studiji, veéina su ocekivano bili rezistentni na testirane antibiotike sa izuzetkom kolistina. Ovakav
nalaz je u skladu sa udruzenom rezistencijom na brojne klase antibiotika koje se sre¢u medu CRE
izolatima 226,
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6. ZAKLJUCCI

95



ZAKLJUCCI

Na osnovu iznetih rezultata mozemo izvesti sledece zakljucke ovog istrazivanja:

1. Ucestalost kolonizacije multirezistentnim bakterijama kod hospitalizovane prevremeno rodene
dece u Institutu za neonatologiju je zabrinjavajuce visoka (98%) i daleko visa u odnosu na ostale
evropske i druge zemlje. CRE su nadene kod Cetvrtine ispitanika, a ESBL-E kod svih kolonizovanih.
Najucestalija vrsta je bila ESBL-EC koja je detektovana kod 88% ispitanika, a zatim ESBL-KP
prisutna kod 58,6%. Medu CRE nadena je Klebsiella pneumoniae kod svih ispitanika izuzev jednog,
gde je detektovana Escherichia coli. Kod veéine ispitanika (68%) postajala je istovremeno
kolonizacija sa dve vrste multirezistentnih bakterija.

2. Prediktori kolonizacije CRE su bili opsta nezrelost, duza hospitalizacija, boravak na odeljenju
intenzivne nege, plasiranje venskog umbilikalnog katetra, pojava nekrotizirajuéeg enterokolitisa,
boravak na odeljenjima izolacije i prvom odeljenju specijalizovane nege i primena meropenema u
monoterapiji ili u kombinaciji sa drugim antibiotiskim agensima. Nezavisni prediktori kolonizacije
CRE su bili primena meropenema i nektrotiziraju¢i enterokolitis. Prediktor za kolonizaciju ESBL-
KP su bili Zenski pol i boravak na prijemnom odeljenju, a za ESBL-EC zbog visoke ucestalosti
kolonizacije, prediktori nisu odredeni.

3. Ucestalost sepsi potvrdenih nalazom hemokulture je bila visoka (17%), kao i ucestalost klinickih
sepsi bez laboratorijske potvrde (23%). ESBL-KP je bila uzrocnik tre¢ine potvrdenih sepsi, a CRE
nisu nadene ni u jednom slucaju infekcije. Prediktori nastanka potvrdene sepse su bili ekstremna
nezrelost (< 28 nedjelja gestacije), ekstremno mala telesna masa na rodenju (< 1000 g), boravak u
OIN, invazivne procedure, duzina hospitalizacije, kolonizacija CRE. Bolesti prematurireta:
nektrotizirajuéi enterokolitis, retinopatija prematuriteta, bronhopulmonalna displazija i perzistentni
duktus arteriouzus su povezane s nastankom sepse. Nezavisan prediktor sepse je bio nekrotizirajuci
enterokolitis. Sve navedeno ukazuje na znafajnu povezanost prematuriteta i nastanka sistemskih
infekcija.

4. Do uspostavljanja kolonizacije ESBL-E je dolazilo brzo i posle prve nedelje hospitalizacije je skoro
polovina ispitanika bila kolonizovana. Kod 17% ispitanika kolonizacija je bila prisutna na prijemu.
Do akvizicije ESBL-E tokom prve nedelje je doslo kod 31% ispitanika, a do ¢etvrte nedelje kod jo$
37% ispitanika. Kolonizacija CRE je zabeleZena cetvrte nedelje hospitalizacije kod 15% ispitanika.
Ovakav nalaz ukazuje na znacajan stepen akvizicije i transmisije unutar Instituta za neonatologiju, ali
1 na stalni unos multirezistentih bakterija od spolja.

5. Perzitencija kolonizacije je zabeleZena kod 27% ispitanika, a kod svih ispitanika posle godinu dana
pra¢ena nadena je ESBL-EC. Gledaju¢i po vrstama, ucestalost perzistencije je bila 37% za ESBL-
EC, 11% za ESBL-KP i 8% za CP-KP. Prema navedenom, perzistencija ESBL-EC je najduza u
odnosu na ostale multurezistentne bakterija.

6. Medu izolatima ESBL-E su nadeni blaTEM, blaSHV 1 blaCTX-M-15, a medu CRE su nadeni
blaOXA-48 1 blaKPC. Distrubucija gena koji kodiraju ESBL je bila heterogena, ali je ve¢ina sojeva
ESBL-E nosila dva razli¢ita gena i to blaTEM/blaSHV ili blaTEM/blaCTX-M-15. Kod CRE sojeva
su nadeni blaOXA-48/blaCTX-M-15, 1 blaKPC/blaTEM/blaSHV . Antimikrobna rezistencija ESBL-
E sojeva je bila znacajna na vecinu testiranih antibiotika, $to je uo¢eno i kod CRE sojeva, kod koji su
bili osetljivi na kolistin.

7. Sve navedeno ukazuje na visoku stopu i infekcija 1 izuzetno visoku stopu kolonizacije
multirezistentim bakterijama. Prekomerna upotreba antibiotika svakako doprinosi selekciji i
olakSanoj transmisiji ESBL-E i CRE. Uvodenje skrininga kolonizacije na prijemu i tokom
hospitalizacije bi bilo preporuceno posle uvida u rezultate ovog istrazivanja.
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LISTA SKRACENICA

A amikacin

AS Apgar skor

AMC amoksicilin-klavulanska kiselina

BPD bronhopulmonalna displazija

CTX cefotaksim

CZD ceftazidim

CTR ceftriakson

CHL hloramfenikol

COL kolistin

CP cefepim

CIP ciprofloksacin

CRE enterobakterije rezistetne na karbapeneme

C-reaktivni protein CRP

CPAP terapija kontinuiranim pozitivnim pritiskom

DAP perzistentni duktus arteriozusa

ESBL beta laktamaze proSirenog spektra delovanja

EMTM novorodencad ekstremno male telesne mase sa PTM manje od 1000 g
G gentamicin

GBS — B hemoliticki streptokok grupe B

GN gestaciona nedelja

HFOV visoko frekventna ventilacija

IVH intraventrikularna hemoragija

KPC Klebsiella pneumoniae karbapenemaze

MEM meropenem

MDR multirezistentne bakterija

MBLs metalo-B-laktamaza

MYV mehanicka ventilacija

MTM novorodencad male telesne mase sa PTM manje od 2500 g
NCPAP nazalna terapija kontinuiranim pozitivnim pritiskom
NEK nekroti¢ni enterokolitis

NS neonatalna sepsa

OXA oksacilinaze

OIN odeljenje intenzivne nege

PTM telesna masa na rodenju

ROP retinopatija prematuriteta

RDS respiratorni distres sindrom

TZP trimetoprim-sulfametoksazol

SIRS sindroma sistemskog inflamatornog odgovora (engl. sistemic inflamatory response syndrome
- SIRS)

TPI totalna parenteralna ishrana

VUK venski umbilikalni kateter

VMTM novorodencad veoma male telesne mase sa PTM manje od 1500 g
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N3jaBa o0 ayTopcTBY

WMe u npe3uMe ayTopa _Mapwuja Munuh

Bpoj unpekca__ 2017/5175

HU3jaBbyjem

Jla je JOKTOpCKa JucepTalyja o HacJioBOM

,KoJIoHH3a1Mja racTpOMHTECTHHAIHOT TPaKTa IpeBpeMeHO poheHe Jele

MYJTUPE3UCTEHTHUM eHTepobaKTepHujaMa — yCIoCTaB/bakbe, 0/|p>KaBathe KoJIOHU3alluje U

reHOTHUIICKA KapaKTepu3aluja cojeBa”

® pPEe3ynTaTt CoONnCTBeHOr UCTpaXnBayvKkor paga,

® [a avcepTaumja y UeNMHU HU Y AeloBUMa HUje Buna npeasioXKeHa 3a CTUlarbe apyre
AMnaome npema CTyAUjCKMM Nporpammma Apyrmx BUCOKOLLKONCKMX YCTaHOBa;

® [a Cy pe3yntatl KOPEKTHO HaBeAEHN U

e [a HWMCaM KpLIMo/na ayTopcKka NpaBa U KOPUCTUO/Na MHTENEKTyaHY CBOjUHY APYrMXanua.

IHoTrnuc ayropa

Y Beorpany, 4.3.2022.
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M3jaBa 0 HICTOBETHOCTH IITAMIIAHE H €JIEKTPOHCKE Bep3Hje JOKTOPCKOrpaaa

WmMe u npe3uMe ayTopa Mapuja Munuh

Bpoj unekca 2017/5175

Ctyauvjcku nporpaM _ Mukpobu u nHdpEKImja

HacsioB paga _ KosioHH3a1Mja racTpOMHTECTUHAIHOT TPaKTa IpeBpeMeHo poheHe zele
MYJTUPE3UCTEHTHUM eHTepobaKTepHujaMa — yCIoCTaB/bakbe, 0/|p>KaBathe KoJIOHU3alluje U
reHOTHUIICKa KapaKTepu3alHja cojeBa”

MenTop npod ap Bepa Mujau

W3jaBibyjeM 1 je mramMiana Bep3uja MOT JJOKTOPCKOT pajia HICTOBETHA ENEKTPOHCKO] BEP3UjU KOJy
caMm IpeJlao/ja paau noxpamnBama y JIMruTaanom peno3utopujymy YHuBep3utera y beorpany.

Jlo3Bo/baBaM Ja ce o6GjaBe MOjU JIMYHHU MOJAlM Be3aHU 3a J0OHjarbe aKaJeMCKOT Ha3WBa
JIOKTOpa HayKa, Kao LITO Cy UMe U Mpe3uMe, ToIMHa U MeCTO pohera U JaTyM oJi0paHe paja.

OBM JIMYHU NOJALM MOTY Ce 06jaBUTH Ha MPEXHUM CTpaHHILlaMa JUTUTa/He OUOJINOTEKE, y
eJIEKTPOHCKOM KaTaJIoTy U y ny6/uKaljama YHUBep3uTeTa y beorpany.

Hornuc ayropa

Y Beorpazy, 4.3.2022. /% )
/(/(




obpasay uzjage o kopuuthersy
N3jaBa o xopumhemy
OpnauwhyjeM VYHuBep3uTeTcKy O6ubauoreky ,CBeTto3ap MapkoBuh“ pa y /Jururannu

peno3uTopujyMm YHuBep3utera y beorpagy yHece MoOjy JAOKTOPCKY JUCepTaLUjy TOJ
HaCJI0BOM:

KosioHM3a1uja racTpOMHTECTHHATHOT TPAKTa IPeBpeMeHO poheHe Jielje MyJITHPE3UCTEHTHUM

eHTepo6aKTepHjaMa — yCIOCTaB/bakbe, 0/[pKaBakbe KOJIOHHU3allMje U TeHOTUIICKA

KapakTepusaliyja cojeBa“

KOja je MOje ayTOpPCKO JeJ10.

JucepTanujy ca CBUM NPUJI03UMA Npejao/ja caM y eJeKTPOHCKOM ¢popMaTy INOTOJHOM 3a
TPajHO apXUBHUPameE.

Mojy JOKTOpPCKY AucepTalujy noxpaweHy y JUrutajHoM peno3uTopujymMy YHUBep3UTeTa y
Beorpaay u AOCTYNIHY Yy OTBOPEHOM NPUCTYIY MOTY Zila KOPUCTe CBU KOjU MOIUTYjy ofpende
cajip>kaHe y onabpaHoM tumy JjuleHle KpeatuBHe 3ajeguulie (Creative Commons) 3a Kojy cam
ce oJly4uo/a.

@AyTOpCTBO (ccBy)
2. AytopcTtBo — HeKomepumjanHo (CC BY-NC)
3. AyTopcTBO — HEKOMepLUMjanHo — 6e3 npepaaa (CC BY-NC-ND)
4. AyTOpCTBO — HEKOMEpPLUMjaNHO — AennTun nog nctum ycnosmma (CC BY-NC-SA)
5. AytopctBo — 6e3 npepaaa (CC BY-ND)
6. AyTOopcTBO — AenuTn nog uctum ycnosmma (CC BY-SA)

(MosiuMo [1a 3a0KpyKUTe caMo jeHY O/ IEeCT MOHYheHUX ML eHI Y.
KpaTak onuc JIUI|eHLIU je cacTaBHU /le0 OBE U3jaBe).

Mornuc ayropa

Y Beorpazy, 4.3.2022. % )
d ¢




1. AytopctBo. [103BO/baBaTe YMHOXKaBarbe, AUCTPUOYLMjy M jaBHO caonwTaBarbe fgena, M
npepage, ako ce HaBege MMe ayTopa Ha HauuH oapeheH of CTpaHe ayTopa WMAM gasBaoua
NNUEHLE, Yak 1y KomepumnjanHe cepxe. OBO je HajcnoboaHMja 04 CBUX TNLEHLM.

2. AyTopcTBO — HeKomepuujanHo. [lo3Bo/baBaTe YMHOMKaBakbe, AUCTPUOYLMjY U jaBHO
caonwTaBake gena, v Nnpepase, ako ce HaBeae MMe ayTopa Ha HauuH oapeheH oz cTpaHe ayTopa
nnu gasaoua anueHue. OBa NMLEHLA He 103BO/baBa KOMepLMjanHy ynotpeby aena.

3. AyTOpCTBO — HEKOMepuMjanHo — 6e3 npepaga. [1o3Bo/baBaTe YMHOXKaBakbe, AUCTPUBYLMjY
M jaBHO caonwTaBake aena, 6e3 npomeHa, npeobankoBarba MaM ynoTpebe aena y ceom aeny,
aKo ce HaBeAe MMe ayTopa Ha HayuH ogpeheH of cTpaHe ayTopa AWM Aasaoua auueHue. OBa
NIMLEHUA He A03BO/baBa KOMepUuMjanHy ynoTpeby aena. Y oAHOCY Ha CBe ocTase IMLEHLE, OBOM
NIMLEHLLOM ce orpaHuyaBa Hajsehu 0bum npasa Kopuwhersa gena.

4. AyTOpPCTBO — HEKOMepuMjalHO — [enuTu nog MUCTMM  ycnoBuma. [lo3sosbasate
YMHOMaBakbe, AUCTPMBYLMjy 1 jaBHO caonLuTaBakbe Aena, U Npepaje, ako ce HaBeae MMe ayTopa
Ha HauuH oapeheH og cTpaHe ayTopa MKW AaBaoua AULEHLE U aKo ce npepaja AucTpubympa
noa, UCTOM WU CIMYHOM AnLeHUoM. OBa NLEHLA He A03BO/baBakoMepLnjanHy ynoTpeby aena
n npepaga.

5. AytopctBo - 6e3 npepaga. [03BO/baBaTe YMHOXaBakbe, AUCTPUMOYUMjy W jaBHO
caonwrTaBare Aena, 6e3 npomeHa, npeobanKkoBarba uamn ynotpebe gena y cBom Aeny, ako ce
HaBeZe MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH o cTpaHe ayTopa Uau gasaoua nvueHue. OBa nvueHua
[03B0/baBa KomepuujanHy ynotpeby aena.

6. AyTOpCTBO — AeNUTU NOA UCTUM yCcnoBUMMA. [103BO/baBaTe YMHOXKaBakbe, AUCTPUMbyumnjym
jaBHO caonwTaBakbe gena, n npepase, ako ce HaBeae MMe ayTopa Ha HauMH oapeheH o cTpaHe
ayTopa WM [aBaoua NMUEHLE M aKo ce npepaga aAuctpubyupa noa MCTOM WAWM CAUYHOM
nmueHuyom. OBa NMueHUA [03BO/baBa KomepumjanHy ynotpeby gena m npepaga. CavyHa je
codTBEPCKMM NNLEHLaMa, O4HOCHO ANLEHLLAMa OTBOPEHOT KoAa.





