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2. Prof. dr Slobodan Spasojevi¢, profesor Medicinskog fakulteta u Novom Sadu

3. Doc. dr Ina Gaji¢, docent Medicinskog fakulteta u Beogradu

Na osnovu analize prilozene doktorske disertacije, komisija za ocenu zavrSene
doktorske disertacije jednoglasno podnosi Nau¢nom veé¢u Medicnskog fakulteta sledeci

IZVESTAJ
A) Prikaz sadrzaja doktorke disertacije

Doktorska disertacija dr Marije Mili¢ napisana je na ukupno 115 strana i podeljena je
na sledeca poglavlja: uvod, ciljevi rada, materijal i metode, rezultati, diskusija, zakljucci i
literatura. U disertaciji se nalazi ukupno 51 tabela, 14 grafikona i 6 slika. Doktorska disertacija
sadrzi sazetak na srpskom 1 engleskom jeziku, biografiju kandidata, podatke o komisiji 1 spisak

skraéenica kori$¢enih u tekstu.

U uvodu su detaljno opisane karakteristike prevremeno rodenog novorodenceta, sa
posebnim osvrtom na komplikacije koje nosi prevremeno rodenje, kao i leCenje i nega ove
specificne pedijatrijske populacije. Izneta su dosadasnja saznanja o kolonizaciji

gastrointestinalnog trakta, znacaju formiranja mikrobiote i kolonizacije multirezistentnim



bakterijama medu kojima su narocCito znacajne enterobakterije koje produkuju beta laktamaze
prosirenog spektra delovanja (ESBL-E) i enterobakterije rezistentne na karbapeneme (CRE).
Poseban akcenat stavljen je na povezanost kolonizacije gastrointestinalnog trakta i nastanka
neonatalne sepse, Ciji su etiologija, patogeneza, dijagnostika i terapija takode navedeni.
Detaljno su opisani mehanizmi rezistencije na -laktamske antibiotike. Osvrt je dat i na

postojece podatke o multirezistentnim enterobakterijama u nasoj zemlji.

Ciljevi rada su jasno i precizno definisani: odredivanje ucestalosti kolonizacije
gastrointestinalnog trakta multirezistetnim enterobakterijama (ESBL-E 1 CRE) kod
hospitalizovane prevremeno rodene dece, odredivanje faktora rizika za nastanak kolonizacije
multirezistetnim enterobakterijama (ESBL-E i CRE) kod hospitalizovane prevremeno rodene
dece, kao i faktora rizika za razvoj infekcija. Ciljevima je obuhvaceno i istrazivanje dinamike
uspostavljanja kolonizacije gastrointestinalnog trakta multirezistetnim enterobakterijama
(ESBL-E i1 CRE) tokom hospitalizacije i duzine njenog odrzavanja nakon otpusta iz bolnice
kao 1 ispitivanje antimikrobne osetljivosti izolovanih multirezistetnih enterobakterija (ESBL-

E i CRE) i odredivanje genske osnove rezistencije.

U poglavlju Materijal i metode je navedeno da je ovo istrazivanje je sprovedeno na
Institutu za neonatologiju u Beogradu 1 na Institutu za mikrobiologiju i1 imunologiju,
Medicinskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu. Navedeno je da se studija se sastoji iz dva
dela, a u prvom delu radenom po tipu prospektivne kohortne studije je odredivana ucestalost
kolonizacije i faktori rizika za kolonizaciju. Drugi deo studije, koji je takode raden po tipu
prospektivne kohortne studije, se odnosio na pracenje dinamika uspostavljanja i odrzavanja
kolonizacije, a izolovani sojevi su koriS¢eni za detekciju gena rezistencije 1 testiranje
osetljivosti na antibiotike.

Detaljno je opisano prikupljanje informacija od znacaja za studiju, kao i uzorkovanje,
cuvanje, kultivisanje, identifikacija multirezistentnih sojeva i ispitivanje njihove antimikrobne
osetljivosti. Detekcija gena koji kodiraju ESBL 1 gena koji kodiraju karbapenemaze radena je
multipleks PCR metodom, zahtevala je ekstrakciju bakterijske DNK kao 1 vizuelizaciju
elektroforezom u gelu. U statistickoj obradi podataka koriS¢ene su metode deskriptivne i

analiticke statistike.

U poglavlju Rezultati detaljno su opisani i jasno predstavljeni svi dobijeni rezultati.



Diskusija je napisana sveobuhvatno, jasno i1 pregledno, uz prikaz podataka sli¢nih
istrazivanja i1 njihovo temeljno poredenje sa rezultatima dobijenim u okviru doktorske

disertacije.

Zakljuéci sazeto prikazuju najvaznije nalaze koji su proistekli iz ove studije. Kori§¢ena

literatura sadrzi spisak od 361 reference.
B) Provera originalnosti doktorske disertacije

Na osnovu Pravilnika o postupku provere originalnosti doktorskih disertacija koje se brane na
Univerzitetu u Beogradu i nalaza u izvestaju iz programa iThenticate kojim je izvrSena provera
originalnosti doktorske disertacije “Kolonizacija gastrointestinalnog trakta prevremeno rodene
dece multirezistentnim enterobakterijama — uspostavljanje, odrzavanje kolonizacije i
genotipska karakterizacija sojeva” autora Marije Mili¢ je utvrdeno podudaranje teksta 18% Sto
je posledica koriS¢enja opstih pojmova i termina u mikrobiologiji i pedijatriji, opStih mesta i
podataka, prethodno publikovanih rezultata doktorantnovih istrazivanja koji su proistekli iz
ove disertacije 1 podudaranja sa koriS¢enom bibliografijom Sto je u skladu sa ¢lanom 9.

Pravilnika.

C) Kratak opis postignutih rezultata

U ispitivanje kolonizacije ESBL-E 1 CRE na otpustu iz ustanove je ukljuceno 350
prevremeno rodene novorodencadi. Medu ispitanicima 52% je bilo muskog pola, 60%
primljenih u prvom danu Zivota, oko 70% upucenih iz beogradskih porodili§ta. U vecini
trudnoca do zaceca je doslo spontano (79,4%), trudnoce su bile jednoplodne (65,7%) i majke
su prethodno radale (66%), a dve trecine ispitanika (66,3%) je rodeno carskim rezom. Najveci
broj ispitanika je roden nakon 32. nedelje gestacije (50%), sa Apgar skorom manjim od 7 u
prvom minutu (63,1%), dok je petina bila malo za gestacionu starost. Polovina ispitanika je
le¢ena u odeljenju neonatalne intenzivne nege (56,6%), priblizno polovina je imala duzinu
hospitalizacije izmedu jednog 1 dva meseca (48,9%) 1 zahtevala neinvazivnu respiratornu
potporu (56,6%). Tokom hospitalizacije, od 350 ispitanika, 60 (17,14%) je imalo mikrobioloski
potvrdenu sistemsku infekciju (pozitivan nalaz hemokulture), a 80 (22,8%) ispitanika je imalo
klini¢ke znake sepse bez laboratorijske potvrde. 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¢e meropenem kao monoterapija ili u kombinaciji sa drugim antibioticima (49,4%).
Retinopatija prematuriteta je nadena kod 34,6% ispitanika, zatim blaza intraventrikularna
hemoragija (26,8%) 1 perzistentni duktus arteriozus (18,6%). Nekrotiziraju¢i enterokolitis,
bronhopulmonalna displazija i teza intraventrikularna hemoragija su bile zastupljene znatno

rede medu nasim ispitanicima.

U prikazanoj studiji, ucestalost kolonizacije prevremeno rodene novorodencadi na
otpustu iz Instituta za neonatologiju je bila veoma visoka (98,2%). Kod najveéeg broja
ispitanika (68%) su istovremeno bile prisutne dve multirezistentne vrste bakterije, a naj¢eSca
kombinacija prisutna kod 35,4% ispitanika je bila ESBL-produkuju¢a E. coli (ESBL-EC) i
ESBL-produkujuéa K. pneumoniae (ESBL-KP). Kod svih kolonizovanih ispitanika su bile
prisutne ESBL-E (E. coli 88,3%, K. pneumoniae 58,6%), dok je Cetvrtina ispitanika (25,1%)
bila kolonizovana i sa CRE (svi izuzev jednog pacijeta sa E. coli su nosili K. pneumoniae).
Kolonizovani ispitanici sa ESBL-EC su ¢eSce bili rodeni pre 32. nedelje gestacije (p=0,005) i
imali su telesnu masu < 1500g, i Apgar skor <7 u prvom minutu (p=0,006), znacajno su ¢esce
primali meropenem i ampicilin-sulbaktam (p=0,038) i boravili na prijemnom odeljenju
(»=0,001). Takode, ucestalost ROP je bila znaCajno visSa u odnosu na nekolonizovane.
Kolonizovani sa ESBL-KP su ¢esce bili zenskog pola (p=0,026), ¢es¢e boravili na prijemnom
odeljenju (p=0,002), i znacajno rede su imali plasiran venski umbilikalni kateter (»p=0,016), a
primali meropenem i ampicilin-sulbaktam ¢eS¢e u odnosu na nekolonizovane (p=0,04).
Kolonizovani ispitanici sa CRE su znacajno ¢eS¢e imali manju telesnu masu na rodenju
(»=0,001), nizi Apgar skor (p<0,01), bili manje gestacijske zrelosti (p=0,026) i1 rodeni iz
blizanacke trudnoce (p=0,008). Ispitanici kolonizovani sa CRE su bili znacajno duze
hospitalizovani (p<0,001), duze boravili u OIN (p<0,001) i imali znacajno ¢es¢e plasiran VUK
(p<0,001), znacajno ceSce primali karbapeneme u kombinaciji sa drugim antibiotskim
agensima, vankomicin (p=0,001), ampicilin sulbaktam 1 kolistin (»p=0,01). Novorodencad
kolonizovana sa CRE su ces¢e imala nekroticni enterokolitis (»p=0,001) 1 blazu
intraventrikularnu hemoragiju (p=0,002). Kod Sest ispitanika na otpustu nije detektovana
kolonizacija sa ESBL-E ili CRE. Medu nekolonizovanim ispitanicima svi su bili vece telesne
mase 1 vece gestacijske zrelosti, sa visSim Apgar skorom na rodenju. Svi ispitanici koji su imali
infekcije tokom hospitalizacije su bili kolonizovani ili sa ESBL-E ili sa CRE, a ve€ina je imala
viSe vrsta rezistentnih bakterija u kolonizaciji. Kolonizacija sa CRE je znacajno ucestalija kod
ispitanika sa sepsom, i u slucaju klinicke (p=0,008), kao i1 kod sepse potvrdene pozitivhom

hemokulturom (»<0,0001).



Uspostavljanja kolonizacije ESBL-E i CRE i njeno odrzavanje tokom hospitalizacije je
praceno u kohorti koja je ukljucila 88 prevremeno rodene novorodencadi. Na prijemu u Institut
za neonatologiju, i u definisanim vremenskim intervalima tokom hospitalizacije (u prvoj
nedelji, Cetvrtog 1 sedmog dana, krajem cCetvrte, krajem osme i krajem dvanaeste nedelje) su
uzorkovani rektalni brisevi od pacijenata koji su prospektivno praceni. Ispitanici kod kojih je
pracena kolonizacija od prijema u ustanovu su bili nesto ¢es¢e muskog pola (56,8%), primljeni
u ustanovu najéeS¢e prvog dana posle rodenja (64,7%), uglavnom su rodeni u velikim
ginekoloSko-akuSerskim centrima u zemlji (73,9%), rodeni carskim rezom (62,5%), kod 34,1%
porodaj je nastao usled prevremenog prsnuca plodovih ovojaka. Veéina je ispod 32 nedelje
gestacije (51,1%), imala Apgar skor nizi od 7 na rodenju i bili telesne mase na rodenju manje
od 1500g (64,8%). Oko 45,5% je boravilo na odeljenju intenzivne nege, kod 37,5% je
primenjvana mehanicka ventilacija. Kolonizacija sa ESBL-E na prijemu je nadena kod 15
ispitanika (17%), a posle 7 dana boravka u ustanovi ukupno oko polovine ispitanika (47,7%)
bilo kolonizovano, §to je znacajno povecanje ucestalosti kolonizacije ESBL-E kod
prospektivno pracenih ispitanika (p<0,001). Krajem prvog meseca kolonizacija je
uspostavljena kod jo§ 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 bilo kojoj vremenskoj tacki tokom hospitalizacije) iznosila je 94,3%.
Vrste ESBL-E detektovane kod prospektivno pracenih ispitanika su bile E. coli i K.
pneumoniae, dok su svi CRE sojevi bili K. pneumoniae. Zbog ¢injenice da je duzina boravka
u bolnici bila razli¢ita 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, sa znacajnim porastom kolonizacije i ESBL-EC i
ESBL-KP (p<0,001). 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. Post-hoc analizom je pokazano da ucestalost
kolonizacije ESBL-EC nije zna¢ajno 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). Posle godinu dana, kod oko
tre¢ine ispitanika kolonizovanih sa ESBL-EC, kolonizacija je perzistirala, dok je kod oko
Cetvrtine doSlo do dekolonizacije. Posle godinu dana, kod najveéeg broja ispitanika
kolonizovanih sa ESBL-KP (88,6%) kolonizacija viSe nije bila prisutna, kod 5 je i dalje

perzistirala ~ (11,3%), a za  dva  ispitanika  status nije @ bio  poznat.



Antimikrobna osetljivost je testirana kod ispitanika kod kojih je kolonizacija
prospektivno pracena (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 Cesta na sve klase antibiotika, sa izuzetkom kolistina, na

koga rezistencija nije detektovana.

Molekularna detekcija najces¢ih ESBL gena je uradena za 34 izolata ESBL-EC i 34
izolata ESBL-KP. Kod svih ispitanih sojeva detektovani su b/laTEM, blaSHV ili blaCTX-M-
15, sami ili u kombinaciji, dok blaCTX-M-2, blaCTX-M-9 1 blaCTX-M-14 nisu nadeni ni kod
jednog testiranog izolata. Kod oko polovine izolata ESBL-EC (44,1%) naden je blaCTX-M-
15, dok je kod ostalih izolata bilo prisutno najées¢e dva razlicita gena (52,9%), a kod jednog
soja su detektovana sva tri testirana gena rezistencije. Kod najveceg broja izolata ESBL-KP je
naden blaTEM i blaSHV (32,3%), zatim blaTEM i blaCTX-M-15 (29,4%), a kod preostalih
sojeva je detektovan po jedan od ispitivanih gena ili sva tri zajedno. Kod sojeva K. pneumoniae
koji su bili rezistentni na karbapeneme, kod osam izolata je detektovan blaOXA-48, (uvek sa
blaCTX-M-15), dok je kod preostalih sedam naden b/aKPC (zajedno sa 1 blaTEM i blaSHV
genima). Svi sojevi sa blaOXA-48 su bili osetljivi na amikacin, sulfametoksazol trimetoprim i
hloramfenikom 1 rezistentni na gentamicin i1 fluorohinolone. Sojevi sa blaKPC su bili
rezistentni na fluorohinolone, ve¢inom rezistentni na gentamicin i amikacin, dok je osetljivost

na sulfametoksazol trimetoprim bila prisutna kod tri, a na hloramfenikol kod ¢etiri soja.

Univarijantna 1 multivarijjantna 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 moguce izdvojiiti prediktore za
kolonizaciju ovom bakterijom. Prediktori kolonizacije su odredivani za kolonizaciju sa ESBL-
KP (zenski pol, boravak na prijemnom odeljenju, dok je primena venskog umbilikalnog
katetera protektivan faktor) i za kolonizaciju sa CRE (duzina boravka u bolnici, boravak na
OIN, primena VUK 1 boravak na odeljenju izolacije i Prvom odeljenju specijalizovane nege).
Primena antibiotika je bila znacCajan 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, a pre svega primena

meropenema, samog ili u kombinaciji.

Prediktori nastanka klinicke sepse odredeni univarijantnom logistickom regresijom su

bili asfiksija na rodenju (Apgar skor <7), hospitalizacija duza od mesec dana, boravak na OIN,



boravak na OIN (>7 dana), svi oblici invazivne i neinvazivne respiratorne potpore (mehanicka
ventilacija, HFOV, NCPAP) i venski umbilikalni kateter. Intraventrikularna hemoragija,
bronhopulmonalna displazija, perzistentni duktus arteriozus, retinopatija prematuriteta je
takode bila znacajan prediktor sepse. Znacajno se ¢eSce javljala 1 kod ekstremno nezrele
novorodencadi 1 one manje od 1000 g. Kao prediktori nastanka sepse potvrdene hemokulturom

identifikovani su nekroticki enterokolitis, retinopatija prematuriteta.
D) Uporedna analiza doktorske disertacije sa rezultatima iz literature

Prevremeno rodena deca predstavljaju izuzetno vulnerabilnu humanu populaciju, koja
zbog opste fizioloske nezrelosti ima potrebu za produzenom negom do uspostavljanja funkcija
organa i organskih sistema, a nosi rizik od nastanka brojnih patoloskih stanja koja su posledica
nezrelosti. Izlozenost bolni¢koj sredini 1 njenim mikroorganizmima predstavlja rizik za
uspostavljanje kolonizacije multirezistentnim bakterijama (Folgori i sar., 2019), a ucestalost
raste sa produzenjem hospitalizacije (Stoll 1 sar., 2013). U Srbiji je malo studija radeno o
kolonizaciji rezistetnim bolniCkim patogenima, a dostupni podaci se odnose uglavnom na
kolonizaciju vankomicin rezistetnim enterokokom i odnose na pacijente u odeljenjima adultne
intenzivne nege (Mioljevi¢ 1 sar., 2013; JanjuSevi¢ i sar., 2021). U svetu, brojne studije su
istrazivale kolonizaciju ESBL-E 1 CRE, ali prema dostupnim podacima iz savremene
medicinske literature, ovako visoke stope nisu nadene u drugim odeljenjima neonatoloskih
intenzivnih nega. U Engleskoj 1 Velsu je Cetvrtina novorodencadi kolonizovana (Mitra 1 sar.,
2011), u Palermu 12% (Giuffre 1 sar., 2016) , u Nemackoj 26% (Baier i sar., 2019). U Izraelu,
ucestalost kolonizacije ESBL-K. pneumoniae u neonatalnoj intenzivnoj nezi je snizena sa 24%
na 11% (Benenson i sar., 2013) cetiri godine posle uvodenja rektalnog skrininga i izolacije
kolonizovane novorodencadi. Znacajno viSe stope kolonizacije su pokazane u manje
razvijenim zemljama. Rekordne stope kolonizacije od ¢ak 59% su pokazane u centralnoj Africi
i to kod zdrave dece (Farra i sar. ,2016). Studija u Keniji je pokazala porast stope kolonizacije
od 10% na prijemu do 55% na otpustu (Kagia i sar., 2019). U Maroku je na prijemu u OIN
kolonizacija ESBL-E bila prisutna kod 22% novorodencadi, koja su uglavnom prethodno ve¢
boravili na odeljenjima intenzivne nege u porodiliStima (Arhoune i sar.,, 2021). Na
neonatoloSkim odeljenjima u Ekvadoru je zabelezena ucestalost kolonizacije od 56%
(Nordberg i sar., 2013), slicno kao i na Haitiju (Chaintarli i sar., 2018). U poredenju sa
istrazivanjima kolonizacije ESBL-E, o kolonizaciji izazvanoj CRE ima daleko manje
objavljenih podataka (Chiotos i sar., 2017; Folgori i sar., 2017). Ucestalosti 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 u nekoliko bolnickih ustanova medu decom bilo 4,5%
izolata koji su rezistentni na karbapeneme (Chiotos 1 sar., 2017). U Italiji, u neonatoloskim
odeljenjima, ucestalost kolonizacije CRE je uglavnom niska, iako je opisano nekoliko
epidemija u razli¢itim delovima zemlje (Giuffre i1 sar., 2016; Montagnani 2016). U Indiji je
ucestalost kolonizovane novorodencadi bila 9% (Singh 1 sar., 2018), u Kini 11% (Yin 1 sar.,
2021), a vise od polovine ispitanika koji su boravili duze od tri nedelje su postajali
kolonizovani. I u Maroku na pokazano da je na prijemu kolonizacija CRE bila prisutna kod
oko 9% novorodencadi, a na otpustu je zabeleZena stopa bila 22% (Arhoune 1 sar., 2021).
Najvisa ucestalost kolonizacije medu hospitalizovanom novorodencadi od 65% je do sada

pokazana u Vijetnamu (Tran i sar., 2019).

Brojni faktori rizika za kolonizaciju ESBL-E 1 CRE su pokazani. Povezanost pola i
kolonizacije je pokazana u malom broju studija, a ve¢a u€estalost ESBL-E kod novorodencadi
muskog pola je nadena u Maleziji (Lee i sar., 2021), dok je u Brazilu tokom epidemije na ONIN
nadena kao i kod nas ¢eS¢a ESBL-K. pneumoniae kod ispitanika Zenskog pola (Pessoa-Silva i
sar., 2003). Znacajan faktori rizika za kolonizaciju ESBL-E su prema studijama radenim i u
razvijenim i1 u nerazvijenim zemljama bili niska gestaciona zrelost, niska porodajna telesna
masa, (Millar i sar., 2008; Vijayakanthi i sar., 2013; Rettedal i sar., 2013; Abdel-Hady i sar.
2008; Huang i sar., 2007), primena mehanicke ventilacije (Crivaro i sar., 2007; Shakil i sar.,
2010) 1 duzina hospitalizacije (Abdel-Hady i sar., 2008; Huang i sar., 2007). U najvecem broju
istrazivanja isti¢e se znacaj antibiotiske terapije kao faktora rizika za ESBL-E kolonizaciju

(Benenson i sar., 2013; Taconelli i sar., 2014; Cassettari i sar., 2009).

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 moguca tokom porodaja sa
majke na plod i da vertikalna transmisija doprinosi $irenju ove vrste rezistencije (Wolf i sar.
2021). Vecina kolonizovanih je rodena carskim rezom (>70%) i transportovana iz velikih
porodilista, Sto su regionalni centri gde je omoguceno vodenje rizi¢nih trudnoca, Sto sve
doprinosi poveéanju rizik intrahospitalne transmisije (Logan i sar 2010). Cinjenica da je tokom
prve nedelje 22% ispitanika postalo kolonizovano je nalaz koji ukazuje na visok nivo
intrahospitalne akvizicije i1 transmisije ESBL-E u Institutu za neonatologiju. Jedan od razloga
je najverovatnije odsustvo procedure skrininga i izolacije kolonizovanih u cilju sprecavanja
dalje transmisije, Sto je mera preporucena da se primenjuje u svim visoko rizi¢nim

populacijama medu kojima su svakako i prevremeno rodena deca (Taconelli CMI 2014).



Posmatrajuci ucestalost kolonizacije ESBL-E 1 CRE u definisanim vremenskim tackama tokom
hospitalizacije, trend u nasoj studiji je bio rastuc¢i, ESBL-EC je do sedmog dana porasla sa 11%
na 26%, dok je ESBL-KP sa 8% na 32%. 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% (Levy 1 sar., 2010). Studija
sprovedena u Gabonu je pokazala visoku ucestalost kolonizacije na prijemu od 45%, koja je
tokom hospitalizacije rasla da bi do 94% na otpustu (Schaumburg i sar. 2013). Vrlo veliki broj
studija je ispitivalo odnos kolonizacije 1 sepse u grupi prevremeno rodene dece i u vecini
slucajeva je ta veza i dokazana (Madan 1 sar., 2012, Basu 1 sar, 2014). Novije studije koje se
bave istrazivanjem mikrobiote, takode ovu vezu potvrduju (Stewart i sar., 2013, Lee i sar.,

2020, Lee i sar., 2021). U naSoj kohorti ispitanika bilo je mali broj onih koji su razvili infekciju,
pa veza kolonizacije i1 sepse nije mogla biti ustanovljena. Nakon otpusta dokazi prenosa ESBL-
E i CRE medu ¢lanovima domacinstva su pokazani u velikom broju studija (Hilty i sar. 2012,
Valvede i sar. 2008, Riccio i sar. 2021), naroCito ukoliko je kolonizovan sa ESBL-KP i
pokazano je da se rizik transmisije vremenom smanjuje (Riccio i sar 2021). Perzistencija
kolonizacije sa ESBL-E duZe od godinu dana je zabelezena kod neSto vise od Cetvrtine nasih
ispitanika. Podaci iz drugih studija pokazuju da u vecini slucajeva 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 (Lohr i sar,

2013), a u Svedskoj, perzistiranje kolonizacije ESBL-KP moZe trajati i do dve godine, a retko
cak do 5 godina (Nordberg i sar., 2017). Medu ESBL-E pojedina¢no najcesc¢e detektovan gen
je bio blaCTX-M-15, sto je i ocekivano s obzirom na globanu propagaciju i pandemisjko
Sirenje ovog enzima zabelezeno poslednjih decenija (Canton i sar., 2006). Prisustvo vise gena
koji kodiraju ESBL je pokazano i ¢eS¢e su takvi nalazi u manje razvijenim sredinama kao npr.
u Indiji, Alziru, Tanzaniji (Sharma i sar., 2010., Souna i sar., 2014., Silago i sar., 2020, Mohd
Helmi i sar., 2016), ali su multirezistentni izolati sa mnostvom determinanti rezistencije nadeni
i u razvijenim zemljama (Carvalho i sar. 2021). Kod CRE izolata u nasoj studiji nadene su
kombinacije blaOXA-48/blaCTX-M-15, i blaKPC/blaTEM/blaSHV, dok su opisane u
literaturi kombinacije CRE sa blaKPC/blaCTX-M-15/blaSHV/blaTEM genima (Aires 2020),
u Hrvatskoj medu KPC sojevima uporedno je bila prisustna blaSHV, dok je blaTEM
sporadi¢no nalazena (Jelic, 2016), u Tunisu K. pneumoniae sa blaOXA/blaCTX-M-15, kao §to

je nadeno i u nasem istrazivanju (BenTangous 1 sar. 2016).
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F) Zakljucak (obrazloZenje nau¢nog doprinosa)

Doktorska disertacija ,,Kolonizacija gastrointestinalnog trakta prevremeno rodene dece
multirezistentnim enterobakterijama — uspostavljanje, odrzavanje kolonizacije i genotipska
karakterizacija sojeva® mr sci. med. dr Marije Mili¢, kao prvi ovakav rad u nasoj zemlji
predstavlja originalni nau¢ni doprinos u razumevanju uspostavljanja i odrZzavanja kolonizacije
multirezistentnim bakterijama u specifi¢noj populaciji nezrele novorodencadi kao i1 genotipska
karakterizacija sojeva multirezistenih bakterija u jednoj bolnickoj sredini. Posle uvida u
rezultate ovog istrazivanja i izuzetno visoke stope kolonizacije multirezistentnim bakterijama
ne samo tokom hospitalizacije ve¢ i1 njihovo odrzavanje nakon otpusta, moglo bi biti
preporuceno uvodenje skrininga kolonizacije multurezistentnim bakterijskim sojevima na
prijemu i tokom hospitalizacije u odeljnjima intenzivne nege, ne samo neonatoloske ve¢ i

pedijatrijske 1 adultne populacije.



Ova doktorska disertacija je uradena prema svim principima naucnog istrazivanja.
Ciljevi su bili precizno definisani, studija je dobro dizajnirana, a metodologija rada je bila
savremena. Rezultati su pregledno i sistemati¢no prikazani i diskutovani, a iz njih su izvedeni

odgovaraju¢i zakljucci.

Na osnovu svega navedenog, i imajuéi u vidu dosadasnji nauc¢ni rad kandidata, komisija
predlaze Naucnom vecu Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu da prihvati doktorsku
disertaciju dr Marije Mili¢ i1 odobri njenu javnu odbranu radi sticanja akademske titule doktora

medicinskih nauka.
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