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I CAPITULO 1

INTRODUCAO GERAL

1.1 Introducéo

A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) é resultante de ensaios de diluicdo de um
agente, que de modo geral é um agente (LEE; WHITMORE, 1999), também denominados mi-
crodiluicdo em caldo. De acordo com Jaspers, Aerts e Verbeke (2013), a menor concentracao
da substéncia antimicrobiana que inibe o crescimento visivel de um microrganismo define a
CIM. Isto € bem representado pela Figura 1, extraida de Madigan, Martinko e Parker (2003).

I

Minimum
inhibsitary
concentration

bll' J ;L a)

Figura 1 — Determinacao da CIM.

Estes ensaios podem ser realizados com varios antimicrobianos. Por exemplo, Wu (2008)
e Rollo (2011) afirmam que em alguns métodos automatizados um isolado bacteriano é exposto
a concentragdes crescentes de diferentes antimicrobianos, formando um gradiente de concen-
tracdes e a CIM é medida de forma altamente mecanizada, para cada antimicrobiano.

A Figura 2, extraida de <https://www.cdc.gov/groupbstrep/lab/lab-photos.html>, ilustra
um gradiente de concentrag¢des. Pode-se observar que cada linha, representada pelas letras A
a H, refere-se a um antimicrobiano diferente e as colunas sdo concentracdes crescentes destes.

antimicrobianos.


https://www.cdc.gov/groupbstrep/lab/lab-photos.html
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Antimicrobial Susceptibility Test
Broth Microdilution Dilution

(MIC) Minimum Inhibitery Concentration Growth Control

Figura 2 — Placa de microtitulag&o.

Os dados analisados nesta dissertacao sao provenientes do projeto “Vigilancia Epidemi-
ol6gica de Bactérias Multirresistentes no Hospital Universitario Regional de Maringd” (HUM). O
método de deteccao da CIM utilizado neste Hospital é o Sistema Automatizado Phoenix BD, ilus-
trado pela Figura 3, extraida de <http://www.medicalexpo.com/pt/prod/bd/product-71022-447756.
html>. Este sistema utiliza o “Teste de Suscetibilidade a Antimicrobianos” (TSA), BD Phoenix™
ilustrado pela Figura 4 extraida de <http://www.anvisa.gov.br/servicosaude/controle/rede_rm/
cursos/atm_racional/modulo2/image/figura3_mod2.jpg>

Figura 3 — Sistema Automatizado Phoenix BD.


http://www.medicalexpo.com/pt/prod/bd/product-71022-447756.html
http://www.medicalexpo.com/pt/prod/bd/product-71022-447756.html
http://www.anvisa.gov.br/servicosaude/controle/rede_rm/cursos/atm_racional/modulo2/image/figura3_mod2.jpg
http://www.anvisa.gov.br/servicosaude/controle/rede_rm/cursos/atm_racional/modulo2/image/figura3_mod2.jpg
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Figura 4 — Método TSA Phoenix BD.

1.1.1 A CIM como Variavel Resposta Discreta

A CIM é utilizada para determinar a suscetibilidade de isolados aos antimicrobianos.
Aerts, Faes e Nysen (2011) afirmam que a suscetibilidade pode ser definida de forma dicot6-
mica. Se o isolado observado apresentar CIM menor do que um ponto de corte definido interna-
cionalmente, entao ele sera classificado como “ndo resistente” ou suscetivel (S), e se apresentar
CIM maior, sera “resistente” (R).

Estes pontos de cortes, também denominados limiares de suscetibilidade ou resisténcia,
nao sao unificados mundialmente, o que segundo Aerts, Faes e Nysen (2011), leva a diferentes
critérios e diretrizes de avaliacao da resisténcia. Esta diferenca de critérios para interpretacao
€ o principal problema quando se deseja comparar a monitoragdo da resisténcia antimicrobiana
em dados provenientes de diferentes paises.

Hombach, Bloemberg e Béttger (2011) afirmam que tradicionalmente as bases clinicas
para os TSAs categorizam a possibilidade de sucesso clinico em suscetivel (S), intermediario
(I) e resistente (R). No entanto, os critérios de interpretagao clinicos podem variar de acordo
com o 6rgao seguido.

Os dois érgaos internacionais de maior influéncia na determinacao dos limiares de sus-
cetibilidade ou resisténcia para cada combinagao bactéria/antimicrobiano, séo o European Com-
mittee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST), disponinel em <http://www.eucast.org/
>, € 0 Clinical & Laboratorial Standards Institute (CLSI, 2017).

Nos paises que fazem parte da Comunidade Europeia, os critérios e diretrizes inter-
pretativos utilizados sdo predominantemente os determinados pelo EUCAST (AERTS; FAES;
NYSEN, 2011). No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) tinha contrato
firmado com o CLSI, <http://www.anvisa.gov.br/clsi/frmTermoCompromisso.asp>, isto acabava
favorecendo com que os critérios interpretativos utilizados fossem os determinados por este
instituto. No entanto, atualmente foi estabelecido o BrCast, que é um comité préprio do Brasil e
tem como base o0 EUCAST.


http://www.eucast.org/
http://www.eucast.org/
http://www.anvisa.gov.br/clsi/frmTermoCompromisso.asp
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Neste trabalho os critérios de interpretacao adotados para analise sdo os fornecidos
pelo CLSI. Este érgao publica todos os anos um documento atualizado com os valores de CIM
que devem ser adotados como pontos de corte (breakpoints) para todas as bactérias.

O uso da CIM de forma dicotomizada R ou S, ou em trés categorias S, | ou R, ca-
racteriza uma variavel resposta discreta. Esta abordagem é atraente estatisticamente pela sua
simplicidade, pois de acordo com Aerts, Faes e Nysen (2011), respostas dicotdmicas podem ser
analisadas com Regressao Logistica ou modelo de regressdo de Cox com 0s quais € possivel
relacionar a resposta dicotomizada com as covariaveis observadas. E um modelo de Regressao
Logistica pode ser estendido para mais de duas categorias, Regressao Logistica Multinomial,
no qual uma categoria € definida como baseline (AGRESTI, 2002).

A abordagem discreta é passivel de criticas. Rollo (2011) afirma que o uso da catego-
ria intermediaria gera uma grande discrepancia na classificacdo dos isolados. Na tentativa de
resolver este problema alguns autores optam por considerar apenas duas categorias S e R,
contudo, segundo esta autora, o uso da dicotomia simplificada nem sempre reflete o espectro
real de resisténcia que existe nas amostras.

Outro problema apontado por Rollo (2011) sdo as mudangas que ocorrem nos pontos de
corte estabelecidos. A documentacao do CLSI passa por avaliagdes e modificacdes periddicas
(anuais) para acompanhar os avang¢os nas tecnologias, procedimentos, métodos e protocolos
que afetam o laboratério ou os servigos de saude e com isto, os pontos de corte estabelecidos
podem variar de um ano para outro.

E ainda, um ultimo problema que deve ser ressaltado, citado por Aerts, Faes e Nysen
(2011) € que com a abordagem dicotdmica ha a perda de informagédo nas tendéncias da dis-
tribuicdo da CIM acima ou abaixo do ponto de corte. As mudangas que ocorrem abaixo ou
acima do limiar sem alterar a classificacao da resposta ndo serdo observadas. Para detectar
tais alteracoes a escala quantitativa completa de distribuicdo da CIM precisa ser considerada.

1.1.2 A CIM como Variavel Resposta Continua

Um dos motivos de se trabalhar com a distribuicdo completa das CIMs, de acordo com
Rollo (2011), € que o uso de valores de CIM remove a subjetividade associada a escolha de
pontos de interrupgao que definem um isolado como suscetivel ou resistente.

Um dos métodos de Teste de Suscetibilidade aos Antimicrobianos (TSA) consiste num
teste de microdiluigdo em caldos com concentragdes crescentes, em geral na forma log, 2* para
x=-3,-2,...,9,10 — gerando concentragdes de 0.125, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128,
256, 512 e 1024 mg/L. A primeira concentragdo que néo é observada turbidez — crescimento
— define a CIM.

Annis e Craig (2005) defendem que no método de diluigdo, a CIM é fixada como o
valor do limite superior do intervalo e este procedimento implicitamente arredonda os dados
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para cima, e portanto, a inferéncia baseada nestas medigbes € tendenciosa e superestima a
resisténcia bacteriana a um farmaco. Para evitar este problema de superestimacao da CIM, é
preciso considerar que as concentracbes avaliadas nos ensaios de diluicdo funcionam como
intervalos censurados. Deste modo, a CIM pode ser avaliada numa escala continua de valores.

De acordo com Wu (2008), este processo de deteccao da CIM retorna uma resposta
censurada a esquerda, intervalarmente ou a direita. Por exemplo, uma CIM de 8 mg/L indica
que seu valor real encontra-se entre 4 e 8 mg/L. Devida a esta particularidade, dados de CIM
podem ser analisados via procedimentos usuais de Analise de Sobrevivéncia.

1.1.2.1 Censura e Anélise de Sobrevivéncia para Dados de CIM

A Analise de Sobrevivéncia é um conjunto de procedimentos estatisticos para analise
do tempo até a ocorréncia de um evento de interesse (KLEIN; MOESCHBERGER, 2005). A
principal caracteristica de dados de sobrevivéncia é a presenca da censura. O evento pode ser

a morte, a reincidéncia da doencga, a entrada em remissao, a recuperagao, dentre outros.

Na aplicacdo de Analise de Sobrevivéncia em dados de CIM, as concentragdes dos an-
timicrobianos testados sao utilizadas como a variavel tempo, € a inibi¢gdo do crescimento bacte-
riano caracteriza o evento. Se os isolados que apresentam crescimento na maior concentragao
testada sdo definidos como n&o inibidos.

De acordo com Lee e Wang (2003), muitos pesquisadores consideram a analise de
dados de sobrevivéncia apenas uma aplicacdo de dois métodos estatisticos convencionais:
Paramétrico, se a distribuicdo dos tempos de sobrevivéncia é conhecida, e Nao Paramétrico se
a distribuicao é desconhecida.

O estimador ndo-paramétrico proposto por Kaplan e Meier (1958), é 0 mais conhecido
e usado em Anadlise de Sobrevivéncia. Sua principal vantagem é nao requerer uma suposi¢ao
sobre a distribuicdo de probabilidade da variavel censurada. A vantagem deste estimador esta
na flexibilidade para lidar com qualquer distribuicdo (CUNHA; MELO, 2012; WIENKE, 2010). A
desvantagem, segundo estes autores, é que ele é utilizado para dados censurados a direita. E
como dados de CIM apresentam os trés tipos de censura, esta abordagem nao foi considerada
neste trabalho.

Sob o ponto de vista da Analise de Sobrevivéncia paramétrica muitos trabalhos na lite-
ratura consideram que dados de CIM seguem distribuicdo Log-Normal. Dentre eles cita-se, sem
ser exaustivos: Lee e Whitmore (1999), Annis e Craig (2005), Turnidge, Kahlmeter e Kronvall
(2006), Wu (2008), Rollo (2011), Aerts, Faes e Nysen (2011), Kassteele et al. (2012), Corti-
nhas et al. (2013). Sob esta suposicao tem-se que o logaritmo da CIM é uma variavel aleatéria
normalmente distribuida com média que pode ser dependente de covariaveis.

Nesta direcao, os dados de CIM s&o analisados por meio de modelos de regressao,
usados para avaliar se existe alguma relagdo entre a média da log(CIM) e as covariaveis obser-
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vadas.

1.2 Motivacao do Estudo

A resisténcia antimicrobiana é o principal efeito indesejavel do uso antimicrobiano em
humanos e animais. Isto tem se tornado um dos principais fardos da salde publica das ultimas
décadas e por isso, é extremamente importante estudar e monitorar o surgimento de isolados
com suscetibilidade reduzida (JASPERS; AERTS; VERBEKE, 2013).

Uma consequéncia desta capacidade das bactérias desenvolverem resisténcia a anti-
microbianos, € o surgimento de bactérias multirresistentes, que segundo Levy et al. (2004), sao
as responsaveis pela alta incidéncia de infeccbes hospitalares.

Dentre as bactérias multirresistentes existe um grupo, que de acordo com a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), € um grave problema clinico e epidemiolégico nas
diversas instituicdes de saude. Este grupo é constituido pelas bactérias que apresentam resis-
téncia aos Carbapenens, antimicrobianos beta-lactamicos, que segundo Azevedo (2014), atuam
destruindo a parede celular bacteriana e portanto apresentam pouca toxicidade ao organismo
humano.

Dentre as varias enzimas degradadoras de antimicrobianos as Carbapenemase, parti-
cularmente a enzima conhecida como Klebsiella pneumoniae Carbapenemase (KPC), tem uma
importancia relevante. Sheng et al. (2010) e Oliveira e Stranieri (2011) afirmam que esta car-
bapenemase foi encontrada pela primeira vez em 1996 nos Estados Unidos em isolados de
Klebsiella pneumoniae, dando origem ao nome. Esta enzima, quando presente nas bactérias,
proporciona resisténcia aos carbapenens, que sé&o os antimicrobianos utilizados no tratamento
de infecgbes hospitalares graves (POSSEBON; CAMARGO, 2003). De acordo com He et al.
(2015), os carbapenens, sdo muitas vezes o Ultimo recurso para o tratamento de infec¢oes
causadas por bactérias multirresistentes. A detecgdo da KPC nas enterobactérias é realizada
utilizando a CIM para verificar a resisténcia aos carbapenens.

Alguns estudos que serviram de referencial tedrico para este trabalho sao elencados a
sequir:

Aerts, Faes e Nysen (2011) estudaram as tendéncias temporais na resisténcia bacte-
riana, utilizando varios métodos estatisticos para andlise de dados de CIM. Métodos especifi-
cos para variavel discreta (dicotbmica), como: Teste de Tendéncia de Cochran-Armitage, Teste
de Cochran-Manthel-Haenzel, Regressao Logistica, Modelo logistico generalizado, Modelo de
Odds Proporcional. Também apresentaram métodos baseados em Modelos de Mistura para
analise da CIM enquanto variavel resposta continua e censurada. Eles utilizaram os pontos de
corte estabelecidos pelo EUCAST.

Rollo (2011) fez uma revisao bibliografica rigorosa para avaliar e apontar problemas



Capitulo 1. Resumo Geral 17

metodolégicos de estudos com dados de CIM.

Lee e Whitmore (1999), foram os primeiros autores a propor que dados provenientes de
ensaios de diluicdo ndo sao dados de contagem, como eram considerados até entdo, e sim de
medicdes continuas. Eles desenvolveram a metodologia estatistica, baseada em 3 pressupos-
tos simples, utilizados até hoje nos estudos de ensaios de diluicdo. A partir deste pressupostos
foi possivel determinar como realizar a anélise de verossimilhanca e estimar os parametros em
dados de diluigdo em série, que incluem dados de CIM.

Annis e Craig (2005) utilizaram a transformagédo Y = log, (CIM) supondo que a variavel
Y segue uma distribuicdo Normal. Os autores assumem que as observagdes estao sujeitas a
erros de medicao causados por variagdes no tamanho do inéculo, tempo de incubacéo, tempe-
ratura e outros fatores ambientais. Eles adotam a suposicao que, apds a transformacao, esse
erro de medi¢cao € normalmente distribuido.

Kassteele et al. (2012) analisaram os dados de CIM da Ciprofloxacina, Penincilina e
Tetraciclina para a estirpe Neisseria gonorrhoeae. O estudo foi realizado em dezessete labora-
torios para avaliar a suscetibilidade regional desta bactéria na Holanda. Estes autores também
utilizaram a transformagao Y = log,(CIM), supondo que a variavel Y segue uma distribuigdo
Normal. Um modelo de regresséao foi ajustado utilizando a fungéo survreg do R. Neste modelo
foi considerado que a média da log, (CIM) é uma fungao da estirpe, do agente microbiano e do
meio de cultura. O modelo de regressao foi expandido para um modelo de regressao multinivel.
A estirpe, agente antimicrobiano e meio de cultivo foram tratados como efeitos fixos, enquanto

os laboratoérios foram tratados como efeito aleatério.

Cortinhas et al. (2013) utilizaram métodos Nao Paramétricos para analisar a distribui¢cdo
da CIM da Cefapirina, do Ceftiofur e dos seus metabdlitos ativos: Desacetilcefapirina e Des-
furoilceftiofur. Para as curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier, o tempo foi definido como as
CIMs, e a hipétese nula de nenhuma diferenga nos estratos de sobrevivéncia (concentragdo
antimicrobiana) foi testada através dos testes log-rank e Wilcoxon.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo Geral

Utilizar diferentes metodologias estatisticas para analisar e modelar dados de CIM.

1.3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a tendéncia temporal (aumento ou diminuicao da resisténcia bacteriana) na bac-
téria Staphylococcus spp., entre os anos de 2011 e 2016, utilizando Teste de Tendéncia
de Cochran-Armitage e um modelo de Regressao Logistica.
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e Propor metodologia apropriada de Andlise de Sobrevivéncia para avaliar o comporta-
mento da média da varidvel resposta ¥ = log(CIM), avaliada de forma continua e censu-
rada.

e Aplicar a metodologia proposta em dados reais de enterobactérias das espécies: Ente-
robacter spp., Escherichia coli e Klebsiela spp., avaliando o comportamento da resposta
quando covariaveis sao adicionadas ao modelo.

1.4 Materiais e Métodos

Os dados utilizados neste trabalho sao provenientes do projeto “Vigilancia epidemiolo-
gica de bactérias multirresistentes no Hospital Universitario Regional de Maringa”. Foram cole-
tados entre os anos de 2011 e 2016. Este projeto foi aprovado pelo parecer 621/2011 COPEP
— CAAE 318.093.000 — 11 do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual de Ma-
ringa — Parana. Todas as amostras foram previamente identificadas pelo sistema automatizado
Phoenix-BD (Becton Dickinson and Company/USA). Os dados estdo armazenados no banco de
dados Epicenter do equipamento “Phoenix”. Somente um isolado por paciente foi incluido no
estudo.

Para avaliar a tendéncia temporal na bactéria Staphylococcus spp. foram utilizados Teste
de Tendéncia de Cochran-Armitage e um modelo de Regressao Logistica. Neste caso, a variavel
resposta CIM é abordada de forma dicotémica (S ou R), os pontos de corte considerados foram
os fornecidos pelo CLSI para os respectivos anos. Como o CLSI utiliza a categoria intermediaria
(I), para dicotomizar os dados, os valores desta categoria s&o considerados como resistentes
(R), por estarem acima do limiar de suscetibilidade. Esta metodologia esta implementada nas
PROC FREQ e PROC LOGISTIC no SAS (STUDIO, 2015).

Para avaliar o comportamento da média da log(CIM) das enterobactérias supracitadas,
durante os anos de 2012 e 2016, foram utilizados métodos paramétricos de Analise de Sobre-
vivéncia, implementados na PROC LIFEREG (STUDIO, 2015).

1.5 Organizagao do Trabalho

O trabalho esta organizado como segue: no Capitulo 2 é apresentada uma breve anélise
descritiva dos dados que serao analisados nos Capitulos 3 € 4. No Capitulo 3 sao apresenta-
dos em detalhes os testes utilizados para analise da CIM como variavel dicotémica: Teste de
Tendéncia de Cochran-Armitage e um modelo de Regressao Logistica. Estas metodologias fo-
ram aplicadas para avaliar a tendéncia temporal na bactéria Staphylococcus spp., isolada de
pacientes internados no HUM entre os anos de 2011 e 2016.

No Capitulo 4 foi apresentada detalhadamente a metodologia estatistica de Andlise de
Sobrevivéncia e sua aplicacao nas enterobactérias Enterobacter spp., Escherichia coli e Klebsi-
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ela spp.. O objetivo deste capitulo foi comparar a CIM de isolados obtidos por cultura de vigilan-
cia, com isolados obtidos por cultura clinica. No Capitulo 5 sdo apresentadas as consideragdes
finais e propostas de estudos futuros.

Os capitulos 3 e 4 foram desenvolvidos como manuscritos com o objetivo de serem
encaminhados para publicacao.
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I CAPITULO 2

BACTERIAS SELECIONADAS PARA O ESTUDO

2.1 Os Dados

Os dados analisados neste trabalho sdo provenientes do projeto ‘Vigilancia Epidemiolo-
gica de Bactérias Multirresistentes no Hospital Universitario Regional de Maringa”. O banco de
dados é constituido por 33 espécies de bactérias das quais foram selecionadas espécies de 3
géneros de enterobactérias: Enterobacter spp., Escherichia spp. e Klebsiela spp. e as espécies
do género Staphylococcus spp..

Como descrito em Zarpellon (2015), o HUM conta com um Servigo de Controle de Infec-
¢ao Hospitalar (SCIH) atuante, e os dados fornecidos por este érgdo apontam como principais
causadores de infecgdes bacterianas no HUM os seguintes patégenos: Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter sp., Klebsiella spp., Enterobacter spp. e Enterococcus

spp..

No banco de dados analisado é possivel observar que o patégeno Staphylococcus au-
reus € claramente o maior causador de infec¢des bacterianas no HUM. Foram 9191 observa-
¢bes de Staphylococcus spp. nos gradientes de concentragdo. Isso vai de encontro a afirmacao
de Santos et al. (2007), que esta é uma das espécies de maior importancia no quadro das in-
feccdes hospitalares e comunitarias. Devido a isto, esta bactéria foi escolhida para a primeira
andlise apresentada.

Zarpellon (2015) afirma também que o alarmante crescimento e disseminacao de cepas
de K. pneumoniae produtora de carbapenemase do tipo KPC, tem sido destaque na literatura
mundial. Entdo a escolha das enterobactérias se deve ao interesse no estudo do KPC. Ainda
de acordo com esta autora, o gene blaxpc ocorre mais comumente em K. pneumoniae, mas
h& relatos de sua presenga em outras espécies de enterobactérias como Klebsiella oxytoca,
Enterobacter spp., Escherichia coli, dentre outras, por isso foram escolhidas as trés espécies
supracitadas.
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2.1.1 Staphylococcus spp.

Na Tabela 1 é apresentado o gradiente completo das CIMs obtidas para esta bactéria.
Foram 9191 observagdes, 16 antimicrobianos testados e 9 concentragdes, de 0.125mg/L a 32
mg /L. Estes antimicrobianos sdo identificados pelo CLSI de acordo com a opg&o de tratamento:
primeira (A), segunda (B) e terceira (C). Se sao para tratamento da bactéria no trato urinario (U)
ou se sao associados a outro antimicrobiano (O). Esta classificagao esté representada na tabela
por Grupo.

Tabela 1 — Identificacdo dos grupos e distribuicdo da CIM dos antimicrobianos avaliados nos
isolados de Staphylococcus spp. — HUM/UEM, 2011-2016.

Antibiotico | Grupo | 0.125 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32
Amikacin 0] 0 0 0 1 0 0 1 0 O
Ampicillin C 0 0 0 9 0 0 0o 2 0

Clindamicina A 0 1 411 4 2 372 0O 0 O
Daptomicina B 0 140 646 84 2 1 0 0 O
Eritromicina A 0 5 324 10 4 555 0O 0 O
Gentamicin 0] 0 0 0 o 17 0O 20 0 O
Linezolid B 0 0 3 323 512 112 0O 0 O
Minociclina B 0 0 1 513 104 7 5 1 0
Moxifloxacina C 0 1 39 21 14 12 0O 0 O
Nitrofurantoin U 0 0 0 0 0 0 0O 46 O
Oxacilina A 65 122 205 29 58 467 0O 0 O
Penicilina.g A 0 11 22 687 1 0 4 0 O
Quinop.dalfop O 0 15 246 114 3 0 0O 0 O
Rifampicina B 0 0 878 11 59 0 0O 0 O
Tetracycline B 0 0 663 59 56 27 123 0 O
Vancomicina B 0 0O 181 667 83 8 0O O 1

Deste gradiente apresentado acima, foram selecionados apenas os antimicrobianos de-
terminados pelo CLSI como primeira e segunda opgao de tratamento, resultando na Tabela 2.
Como a metodologia estatistica abordada na analise destas observacdes é baseada na res-
posta categorizada, na Tabela 2 pode ser observada também a quantidade de isolados S,| e
R, e os pontos de corte determinados pelo CLSI para os respectivos anos. Por exemplo, para
o antimicrobiano Clindamicina, se a CIM observada for < 0.5mg/L, o isolado é definido como
S, se for [1,2]mg/L o isolado é definido como | e se a CIM > 4mg/L o isolado é definido como
R. Na pendltima coluna observa-se a propor¢cao de R, mas como os dados serdo analisados
dicotomizados, na Ultima coluna pode-se observar a proporcao de R incluindo os |.
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Tabela 2 — Proporgao de isolados Suscetiveis(S), Intermediarios(l) e Resistentes(R). Staphylo-

coccus ssp. testado contra os 9 antimicrobianos de primeira e segunda opcéo de

tratamento.
Critério de Interpretacdo da CIM Proporgao de
fornecido pelo CLSI Resistentes
Antibiético | S (mg/L) I(mg/L) R (mg/L) | Total | R(%) | R+l(%)
Clindamicina | 412(<.5) 6(1-2) 372(>4) | 790 | 47.08 | 47.85
Daptomicina | 870 (< 1) 0(-) 3(-) 873 | 00.34 | 00.34
Eritromicina | 297 (< .5) 18 (1-4) 496 (>8) | 898 | 63.36 | 63.36
Linezolid | 950 (< 4) 0(-) 0(>38) 950 - -
Minociclina | 625 (< 4) 5(8) 2 (> 16) 631 | 00.16 | 00.95
Oxacilina | 946 (< 2) 0(-) 0(>4) 946 - -
Penicilinag. | 0(<L.12) 0(-) 725 (>.25) | 725 | 100 100
Rifampicina | 889 (< 1) 59 (2) 0(>4) 948 - 06.22
Tetracycline | 805(<4) 123(8) 0 (> 16) 928 - 13.25
Vancomicina | 931 (<2) 8(4-8) 1(>16) 940 | 00.12 | 00.95

Como o interesse deste estudo é avaliar a tendéncia temporal na resisténcia, serdo ex-
cluidos ainda, os antimicrobianos: Daptomicina, Linezolid, Minociclina, Oxacilina e Vancomicina,
pois como pode ser observado na Tabela 2, apresentam menos de 1% de isolados resistentes.
Outro antimicrobiano que deve ser excluido é a Penincilina g., pois a proporcao de resistentes é
100%, e nao da para avaliar tendéncia se todos os isolados sao resistentes ao longo dos anos.
Os quatro antimicrobianos resultantes podem ser observados na Tabela 12, no capitulo 3, no
qual é realizada a analise de tendéncia.

2.1.2 Enterobactérias

Os isolados de Enterobacter sp. foram testados para 25 antimicrobianos. Para a cultura
clinica foram observadas 7 concentragdes, de 1mg/L a 64mg/L e para a cultura de vigilancia
foram 8 concentracdes, de 0.25mg /L a 32mg /L. Os isolados de Escherichia coli foram testados
para 22 antimicrobianos. Para a cultura clinica foram observadas 9 concentragdes, de 0.25mg/L
a 64 mg/L e para a cultura de vigilancia foram 8 concentragdes, de 0.25mg/L a 32 mg/L. Os
isolados de Klebsiela sp. foram testados para 21 antimicrobianos. Para a cultura clinica foram
observadas 8 concentragbes, de 0.5mg/L a 64 mg/L e para a cultura de vigilancia foram 10
concentragdes, de 0.125mg/L a 64 mg/L.

Nas Tabelas 3, 4 e 5 pode-se observar quais os antimicrobianos formaram os gradientes
de concentracdo para cada uma das trés espécies, quantos isolados foram observados por ano
e por tipo de cultura.
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Tabela 3 — Numero de isolados de Enterobacter spp. por ano e por tipo de cultura. HUM/UEM,

2012-2016.
Amostra Clinica (n) Amostra de Vigilancia (n)

Antibidtico | 2012 2013 2014 2015 2016 | 2012 2013 2014 2015 2016
Amikacin 2 13 4 2 0 9 14 28 21 28
Ampicillin 0 0 0 0 0 9 19 28 23 31
Cefazolin 1 1 0 0 0 9 14 27 2 0
Cefepime 4 2 1 0 1 9 14 26 20 24
Cefotaxime 0 1 0 0 0 8 11 19 2 0
Cefoxitina 0 0 0 0 1 9 14 28 22 27
Ceftazidime 0 0 0 0 0 0 0 0 6 0
Ceftriaxone 0 3 0 0 0 9 14 28 21 29
Cefuroxime 0 0 0 0 0 1 3 8 19 28
Ciprofloxacin 2 2 1 0 1 9 14 28 22 29
Colistina 0 0 0 0 0 0 0 0 1 8
Daptomicina 0 0 0 0 0 0 5 0 2 0
Ertapenem 2 3 6 4 2 6 9 19 19 26
Gentamicin 2 1 0 0 0 9 14 28 22 29
Imipenem 0 2 1 3 6 7 9 22 17 22
Levofloxacin 4 3 3 0 2 9 14 28 22 28
Linezolid 0 0 0 0 0 0 5 0 2 2
Meropenem 0 1 0 1 1 4 6 21 13 21
Nitrofurantoin 4 2 6 2 3 0 0 0 0 0
Penincilina 0 0 0 0 0 0 5 0 2 2
Tetracycline 1 1 2 0 0 1 0 3 0 0
Tigeciclina 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0
Tobramycin 0 2 1 0 0 9 14 27 2 0
Vancomicina 0 0 0 0 0 0 3 0 2 2
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Tabela 4 — Numero de isolados de Escherichia coli por ano e por tipo de cultura. HUM/UEM,

2012-2016.
Amostra Clinica (n) Amostra de Vigilancia (n)
Antibidtico | 2012 2013 2014 2015 2016 | 2012 2013 2014 2015 2016

Amikacin | 124 81 69 12 3 0 2 7 9 12
Ampicillin | 114 70 68 12 2 0 2 7 9 11
Cefazolin | 125 73 71 12 0 0 2 7 1 0
Cefepime | 100 62 51 12 2 0 2 5 7 12
Cefotaxime | 104 32 51 0 0 0 1 5 1 0
Cefoxitina | 122 85 85 16 9 0 2 7 8 11
Ceftazidime | 66 26 9 6 2 0 0 0 4 1
Ceftriaxone | 114 28 56 1 2 0 2 7 9 12
Cefuroxime | 12 1 4 0 2 0 1 2 8 12
Ciprofloxacin | 122 75 75 12 2 0 2 7 9 12
Colistina 0 0 0 0 0 0 0 0 1 2
Ertapenem | 108 74 67 17 8 0 1 4 9 10
Gentamicin | 119 71 69 12 2 0 2 7 9 12
Imipenem | 118 71 62 12 7 0 1 7 7 11
Levofloxacin | 119 71 68 12 2 0 2 7 9 12
Meropenem | 118 73 71 13 2 0 1 5 7 9
Nitrofurantoin | 93 66 48 13 2 0 0 0 0 0
Polimixina.b 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
Tetracycline | 52 30 46 2 0 0 0 2 0 0
Tigeciclina 0 0 0 2 11 0 0 0 1 0
Tobramycin | 120 76 74 13 0 0 2 7 1 0
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Tabela 5 — Numero de isolados de Klebsiella spp. por ano e por tipo de cultura. HUM/UEM,

2012-2016.
Amostra Clinica (n) Amostra de Vigilancia (n)
Antibiético | 2012 2013 2014 2015 2016 | 2012 2013 2014 2015 2016
Amikacin 6 11 1 0 1 10 29 51 73 65
Ampicillin 0 0 0 0 0 10 29 51 70 64
Aztreonam 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
Cefazolin 7 5 3 0 0 10 29 51 7 0
Cefepime 0 0 1 0 0 9 23 32 52 34
Cefotaxime 0 2 1 0 0 10 23 40 5 0
Cefoxitina 8 19 17 4 7 10 29 50 73 63
Ceftazidime 0 0 1 0 0 0 0 1 13 5
Ceftriaxone 0 0 0 1 0 10 29 50 73 65
Cefuroxime 0 1 0 0 0 0 6 13 64 63
Ciprofloxacin 4 5 7 0 0 10 29 51 72 65
Colistina 0 0 0 0 0 0 0 0 4 27
Ertapenem 2 4 3 5 6 10 21 38 70 63
Gentamicin 1 1 1 0 0 10 29 51 72 65
Imipenem 0 1 0 0 5 8 23 38 46 43
Levofloxacin 1 1 0 0 0 10 29 51 73 65
Meropenem 0 3 3 1 0 8 26 45 56 48
Nitrofurantoin 9 10 8 1 2 0 0 0 0 1
Polimixina.b 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
Tetracycline 0 4 10 0 0 0 3 5 2 0
Tigeciclina 0 0 0 2 11 0 0 0 2 4
Tobramycin 2 6 6 1 0 9 29 51 7 0

2.1.2.1 Distribuicdo das CIMs dos Gradientes de Concentragdo Observados

A Distribuicao das CIMs para os antimicrobianos testados, separadas por tipo de cultura,
pode ser observada nas Tabelas 6, 7 e 8.
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Tabela 6 — Distribuicdo da CIM para Enterobacter spp.. HUM/UEM, 2012-2016.
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Tabela 7 — Distribuicao da CIM para Escherichia coli. HUM/UEM, 2012-2016.

Amostras Clinicas Amostras de Vigilancias

Antibiéticos | 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 | 025 0.5 1 2 4 8 16 32
Amikacin 0 0 0 0 0 536 37 30 0 0 0 1 0 0 27 1 1
Ampicillin 0 0 0 2 156 4 390 0 0 0 0 0 0 0 0 29 0
Aztreonam 0 0 0 75 4 0 6 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
Cefazolin 0 0 0 268 49 27 231 0 0 0 0 0 0 0 0 10 0
Cefepime 0 0 415 4 0 5 86 0 0 0 0 1 0 0 1 24 0
Cefotaxime 0 0 0 0 230 13 3 107 0 0 0 0 0 0 0 0 7
Cefoxitina 0 0 0 0 333 184 84 0 0 0 0 0 0 0 2 26 0
Ceftazidime 0 204 7 4 0 0 6 0 0 0 0 0 0 0 0 5 0
Ceftriaxone 0 0 4 337 2 6 9 138 0 0 0 0 0 0 0 0 30
Cefuroxime 0 0 0 0 105 17 27 0 0 0 0 0 0 0 0 23 0
Ciprofloxacin 0 204 49 293 0 0 0 2 0 0 5 0 25 0 0 0 0
Colistina 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0 0 0 0
Ertapenem 3 402 10 4 12 0 0 0 2 1 0 0 0 23 0 0 0
Gentamicin 0 0 1 454 9 136 0 0 0 0 0 1 19 0 10 0 0
Imipenem 0 0 579 10 9 5 0 0 0 0 0 19 4 0 3 0 0
Levofloxacin 0 0 302 16 281 0 0 0 0 0 0 5 0 25 0 0 0
Meropenem 0 0 587 7 2 10 0 0 0 0 0 14 1 1 6 0 0
Nitrofurantoin 0 0 0 0 0 0 290 50 31 0 0 14 1 1 6 0 0
Polimixina.b 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 14 1 1 6 0 0
Tetracycline 0 0 0 115 17 132 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0
Tigeciclina 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
Tobramycin 0 0 0 419 11 159 0 0 0 0 0 0 4 1 5 0 0
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Tabela 8 — Distribuigao da CIM para Klebsiella spp.. HUM/UEM, 2012-2016.

Amostras Clinicas Amostras de Vigilancias

Antibiéticos 0.5 1 2 4 8 16 32 64 0.125 0.5 1 2 4 8 16 32 64
Amikacin 0 0 0 0 16 19 12 0 0 0 3 0 0 143 26 59 0
Ampicillin 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 227 0 0
Aztreonam 0 0 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
Cefazolin 8 7 8 7 9 3 0 0 0 0 0 1 0 0 98 0 0
Cefepime 0 11 0 0 1 0 0 0 0 0 9 0 0 0 144 0 0
Cefotaxime 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 1 0 1 78 0
Cefoxitina 0 0 0 13 44 24 0 0 0 0 0 0 1 2 225 0 0
Ceftazidime 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 18 1 0
Ceftriaxone 0 0 11 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 2 0 227 0
Cefuroxime 0 0 0 11 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 147 0 0
Ciprofloxacin 0 5 13 0 0 0 0 0 0 19 0 211 0 0 0 0 0
Colistina 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 31 0 0 0 0 0 0
Ertapenem 0 8 4 10 0 0 0 0 0 2 0 7 196 0 0 0 0
Gentamicin 0 0 11 3 0 0 0 0 0 0 0 42 1 186 0 0 1
Imipenem 0 22 2 7 0 0 0 0 0 0 55 36 25 44 0 0 0
Levofloxacin 0 11 4 2 0 0 0 0 0 0 25 2 204 0 0 0 0
Meropenem 0 23 4 1 2 0 0 0 0 0 27 12 36 111 0 0 0
Nitrofurantoin 0 0 0 0 0 0 18 17 0 0 0 0 0 0 0 0 2
Tetracycline 0 0 2 15 1 0 0 0 0 0 0 2 7 0 0 0
Tigeciclina 0 0 9 2 0 2 0 0 0 0 1 2 3 0 0 0 0
Tobramycin 0 0 11 2 18 0 0 0 0 0 0 13 1 84 0 0 0

2.1.2.2 Distribuigdo das CIMs dos Carbapenens

Como o interesse deste trabalho é no estudo da KPC foram selecionadas para analise as
CIMs dos antimicrobianos da familia dos Carbapenens: Ertapenem, Imipenem e Meropenem,
presentes nos gradientes de concentracao das 3 enterobactérias supracitadas. A distribuicao
das CIMs podem ser observadas nas Tabelas 9, 10 e 11.

Tabela 9 — Distribuicao das CIMs dos Carbapenens frente a Enterobacter spp.

Enterobacter spp.

Culturas Clinicas Culturas de Vigilancia
i 2 4 8 (025 05 1 2 4 8
Ertapenem |7 5 6 O 1 2 3 7 68 0
Imipenem |0 11 O 1 0 0 37 8 12 21
Meropenem [0 2 1 0 0 0O 3 3 11 16

Tabela 10 — Distribuicao das CIMs dos Carbapenens frente a Escherichia coli

Escherichia coli
Culturas Clinicas

Culturas de Vigilancia

025 05 1 2 4 8 16 32 64|025 05 1 2 4 8

Ertapenem 3 402 10 4 12 0 O o0 2 1 0 0 0 23 O
Imipenem | 0 0 579 10 9 5 0 0 O 0 0 19 4 0 3
Meropenem 0 0O 587 7 2 10 0 0 O 0 0O 14 1 1 6
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Tabela 11 — Distribuicao das CIMs dos Carbapenens frente a Klebsiella spp.

Klebsiella spp.
Culturas Clinicas Culturas de Vigilancia
i 2 4 8 |05 1 2 4 8
Ertapenem | 8 4 10 O 2 0 7 19% O
Imipenem (22 2 7 O 0 55 36 25 44
Meropenem | 23 4 1 2 0 27 12 36 111

e FEnterobacter sp.:
— Ertapenem: 87 isolados, 50 sdo censurados a direita, 3 censurados a esquerda e 34
censurados intervalarmente.

— Imipenem: 83 isolados, 12 sdo censurados a direita, 36 censurados a esquerda e 35
censurados intervalarmente.

— Meropenem: 61 isolados, 12 sdo censurados a direita, 30 censurados a esquerda e

19 censurados intervalarmente.

e Escherichia coli:
— Ertapenem: 148 isolados, 18 sdo censurados a direita, 126 censurados a esquerda
e 4 censurados intervalarmente.

— Imipenem: 156 isolados, 3 sao censurados a direita, 150 censurados a esquerda e
9 censurados intervalarmente.

— Meropenem: 154 isolados, 1 foi censurados a direita, 146 censurados a esquerda e
7 censurados intervalarmente.

o Kilebsiella sp.:
— Ertapenem: 204 isolados, dos quais 170 sdo censurados a direita, 1 censurado a
esquerda e 33 censurados intervalarmente.

— Imipenem: 155 isolados, dos quais 23 s@o censurados a direita, 52 censurados a
esquerda e 80 censurados intervalarmente.

— Meropenem: 178 isolados, dos quais 45 s&o censurados a direita, 25 censurados a
esquerda e 108 censurados intervalarmente.

As andlises destas combinagoes bactéria/antimicrobiano estao bem detalhadas no Ca-
pitulo 4.
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I CAPITULO 3

AVALIACAO DA TENDENCIA TEMPORAL EM
ISOLADOS DE Staphylococcus SPP.

Resumo

A concentracao inibitéria minima € a menor concentracao de um antimicrobiano ca-
paz de inibir o crescimento visivel do micro-organismo. Esta pode ser tratada em seu formato
quantitativo original ou como resultados binarios, ap6s a dicotomiza¢do baseada em valores de
corte epidemioldgicos. Estes resultados binarios determinam se um isolado € “resistente” ou
“suscetivel” a um determinado antimicrobiano. A proposta deste trabalho é avaliar a tendéncia
temporal na resisténcia bacteriana para dados de concentracao inibitéria minima dicotomizados.
Foram utilizados resultados de testes de suscetibilidade antimicrobiana em combinacdes bac-
téria/agentes antimicrobianos, reportados como a proporgao de isolados resistentes por combi-
nacao. Os pontos de corte epidemioldgicos utilizados, foram os determinados pelo Clinical and
Laboratorial Standards Institute. As tendéncias temporais na resisténcia da bactéria Staphylo-
coccus spp., obtidas de isolados coletados no Hospital Universitario de Maringd, entre os anos
de 2011 e 2016, foram verificadas utilizando o teste de Cochran-Armitage e Regresséao Logis-
tica. As andlises evidenciam, em ambos os testes, uma diminuigao significativa na tendéncia
da resisténcia bacteriana para os antimicrobianos Clindamicina, Oxacilina, Rifampicina e Tetra-
ciclina. E ainda foi possivel observar que o uso de um modelo de Regressao Logistica € mais
indicado neste tipo de andlise, pois fornece informagdes adicionais sobre a tendéncia temporal.

Palavras-chaves: Concentragao Inibitéria Minima, Testes de Tendéncia de Cochran-Armitage,
Regresséo Logistica.
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Abstract

The minimum inhibitory concentration is the lowest concentration of an antimicrobial ca-
pable of inhibiting the visible growth of the microorganism. This can be treated in its original
quantitative format or as binary results, after dichotomization based on epidemiological cut-off
values. These binary results determine whether an isolate is "resistant"or "susceptible"to a given
antimicrobial. The purpose of this work is to evaluate the temporal trend in bacterial resistance
for dichotomized minimum inhibitory concentration data. Results of antimicrobial susceptibility
tests were used in combinations of bacteria / antimicrobial agents, reported as the proportion of
resistant isolates by combination. The epidemiological cutoff points used were those determined
by the Clinical & Laboratory Standards Institute. The temporal trends in resistance of Staphy-
lococcus spp. Bacteria obtained from isolates collected at the University Hospital of Maringa
between 2011 and 2016 were verified using the Cochran-Armitage and Logistic Regression test.
In both tests, the analyzes showed a significant decrease in the tendency of bacterial resis-
tance to antimicrobials Clindamycin, Oxacillin, Rifampicin and Tetracycline. It was also possible
to observe that the use of a Logistic Regression model is more indicated in this type of analysis
because it provides additional information about the temporal trend.

Palavras-chaves: Minimum Inhibitory Concentration; Cochran-Armitage Trend Tests; Logistic
Regression.

3.1 Introducéao

Madigan, Martinko e Parker (2003) afirmam que a descoberta e 0 uso clinico de muitos
antibiéticos conhecidos tém sido concomitantes ao surgimento de bactérias resistentes. Estes
mutantes resistentes associados a grande capacidade de recombinagao da bactéria tem levado
ao surgimento de bactérias multirresistentes, que segundo Levy et al. (2004) s&o as responsa-
veis pela alta incidéncia de IRAS, Infec¢gdes Relacionadas ao Servigo de Saude. Jaspers, Aerts
e Verbeke (2013) afirmam que as bactérias multirresistentes sdo um dos principais fardos da
salde publica das ultimas décadas, e por isso, € extremamente importante estudar e monitorar
o surgimento de isolados com suscetibilidade reduzida.

O monitoramento da resisténcia antimicrobiana é um processo de coleta, analise e relato
de dados, especifico e continuo, que, entre outros, visa identificar tendéncias temporais na
ocorréncia de resisténcia a antimicrobianos (AERTS; FAES; NYSEN, 2011). De acordo com
estes autores, o objetivo mais geral da andlise de tendéncias da resisténcia antimicrobiana é
verificar se o nivel de resisténcia aumentou ou diminuiu ao longo do tempo. E ainda, se tiver
aumentado ou diminuido, com que rapidez ou lentidao isto ocorreu.

Os testes de suscetibilidade in vitro sao utilizados para determinar as concentragdes de
um agente antimicrobiano que impede o crescimento das bactérias de interesse (CORTINHAS
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et al., 2013). A avaliagao correta das suscetibilidades bacterianas a antibiéticos é necesséria
para uma terapéutica empirica ou dirigida adequada (FERREIRA, 2014).

Cortinhas et al. (2013) afirmam que a determinacdo da CIM é uma importante ferra-
menta para estudar e comparar a suscetibilidade antimicrobiana de microrganismos contra no-
vas drogas e para monitorar mudancgas na resisténcia ao longo do tempo.

O método de detecgao da CIM utilizado no Hospital Universitario Regional de Maringa
(HUM) é o Sistema Automatizado Phoenix BD. Este sistema utiliza o “Teste de Suscetibilidade
aos Antimicrobianos” (TSA), BD Phoenix™™ | que consiste num teste de microdiluicio em caldos
com concentragdes crescentes de diversos antimicrobianos e a CIM de cada um € definida pelo
primeiro recipiente que nao apresenta turbidez. Segundo Peloso (2011), os sistemas automa-
tizados, como este apresentado, fornecem as CIMs aproximadas através de testes com 2 a 5
diluicbes de cada antimicrobiano.

O HUM ¢é um hospital de ensino vinculado a Universidade Estadual de Maringa. Ele
possui 123 leitos em atividade para internagdes em enfermaria, UTls pediatrica, adulta e ne-
onatal e pronto-atendimento. Neste hospital a coleta de culturas de vigilancia foi instituida em
2011 juntamente com o desenvolvimento do projeto “Vigilancia Epidemiolégica de Bactérias
Multirresistentes no Hospital Universitadrio Regional de Maringd” (ZARPELLON, 2015). Os da-
dos avaliados neste trabalho sao provenientes deste projeto.

Ferreira (2014) afirma que a realizacao de testes de suscetibilidade aos antimicrobianos
¢ tarefa diaria nos laboratérios clinicos mundiais de microbiologia. De acordo com esta autora,
tradicionalmente as bases clinicas para os TSAs categorizam a possibilidade de sucesso clinico
em suscetivel (S), intermediario (1) e resistente (R). No entanto, segundo Hombach, Bloemberg
e Boéttger (2011) os critérios de interpretacao clinicos podem variar de acordo com o 6rgao
seguido: CLSI, EUCAST ou comités nacionais.

Os Critérios Interpretativos determinados pelo CLSI (2016) s&o os valores de CIM uti-
lizados para indicar os pontos de interrupgao. “Suscetiveis” (S) sado os isolados inibidos pelas
concentragdes das dosagens recomendadas do agente antimicrobiano, para tratar o local da
infeccao, resultando em eficacia clinica provavel. Os “intermediarios” (l) incluem isolados cu-
jas CIMs do agente antimicrobiano apresentam taxas de resposta menores do que para os
isolados suscetiveis, no sangue e nos tecidos, mas em locais onde os farmacos séao fisiologi-
camente concentrados (por exemplo, quinolonas e B-lactamicos na urina) apresentam eficacia
na mesma concentracdo. E os isolados “resistentes” (R) ndo sao inibidos pelas concentragbes
usualmente possiveis do agente antimicrobiano e a eficacia clinica do agente contra o isolado
nao foi demonstrada de forma confiavel em estudos de tratamento.

A CIM pode ser utilizada para determinar a proporcao de isolados resistentes dentre
o numero total de isolados testados para cada agente antimicrobiano. Representados desta
forma, Aerts, Faes e Nysen (2011) afirmam que a tendéncia temporal em dados qualitativos
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pode ser examinada pelo teste de tendéncia de Cochran-Armitage (COCHRAN, 1954; ARMI-
TAGE, 1955), que é baseado numa regressao linear ponderada das propor¢gdes binomiais nos
escores dos niveis da variavel explicativa. Este teste é equivalente ao teste Cochran-Mantel-
Haenszel para uma correlagdo ndo-zero. A tendéncia também pode ser testada dentro de um
modelo de Regresséo Logistica.

A bactéria selecionada para aplicacdo destes métodos supracitados é a Staphylococcus
spp.. Segundo Gomes (2013) a espécie aureus € a espécie tipica e principal patégeno dentre
as espécies do género. Santos et al. (2007) afirmam que o Staphylococcus aureus é uma bac-
téria do grupo dos cocos gram-positivos que faz parte da microbiota humana, mas que pode
provocar doengas que vao desde uma infecgdo simples, como espinhas e furdnculos, até as
mais graves, como pneumonia, meningite, endocardite, sindrome do choque téxico e septice-
mia, entre outras. Essa bactéria foi uma das primeiras a serem controladas com a descoberta
dos antibiéticos, mas, devido a sua enorme capacidade de adaptacao e resisténcia, tornou-se
uma das espécies de maior importancia no quadro das infecgbes hospitalares e comunitarias.

3.2 Metodologia

Neste trabalho os critérios de interpretacdo adotados sao os fornecidos pelo Clinical &
Laboratorial Standards Institute (CLSI, 2016). Este 6érgao publica anualmente um documento
atualizado com os valores de CIM que devem ser adotados como pontos de corte (breakpoints)
para todas as bactérias. Os dados analisados foram coletados entre os anos de 2011 e 2016,
portanto, os valores de corte considerados foram os determinados pelo CLSI para os respectivos
anos, (CLSI, 2011; CLSI, 2012; CLSI, 2013; CLSI, 2014; CLSI, 2015; CLSI, 2016).

Este 6rgao categoriza os os critérios de interpretacdo em R, | e S, mas neste trabalho
os dados sao dicotomizados em S e R, para isto os isolados interpretados inicialmente como |,
sdo reclassificados como R por estarem acima do limiar de suscetibilidade. Este foi 0 mesmo
critério adotado por Aerts, Faes e Nysen (2011).

Além de determinar os critérios interpretativos, o CLSI classifica os antimicrobianos em
grupos de opcgao de tratamento. Os que pertencem ao grupo A sdo as primeiras op¢des de
tratamento, ao B segunda e ao C terceira. E ainda, os U sdo os antibiéticos para o tratamento
da bactéria no trato urinario e O s&o os ministrados associados a outros antimicrobianos. Neste
trabalho foram selecionados os antimicrobianos classificados como primeira ou segunda op¢ao

de tratamento, para avaliar se houve aumento da resisténcia.

A tendéncia temporal em dados com variavel resposta dicotdmica pode ser avaliada pelo
Teste de Tendéncia de Cochran-Armitage e por um modelo de Regressao Logistica, ambos im-
plementados nos pacotes PROC FREQ e PROC LOGISTIC (STUDIO, 2015) respectivamente.
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3.2.1 Teste de Tendéncia de Cochran-Armitage

O teste Cochran-Armitage testa a tendéncia nas propor¢des binomiais nos niveis de
uma variavel (SAS, 2010). E uma modificacdo do teste chi-quadrado de Pearson para incorporar
uma suspeita de ordenagao nos efeitos das i categorias da segunda variavel. Este teste é
apropriado para uma tabela de dupla entrada onde a variavel resposta tem dois niveis, ou seja,
€ dicotbmica, e a varidvel explicativa € ordinal. Os dados sdo resumidos da seguinte forma

A1 | Ro(
As | So(p2o) Si(p21)  Sa(p22) | S(p2.)

=
S
S
=
)
=
<
e
Z

em que A representa a proporcao de isolados resistentes e A, a proporcéao de isolados sus-
cetiveis. By, By, B3 representam os anos, ordenados. Cada uma das entradas representa a
proporcao de isolados resistentes ou suscetiveis por ano.

Se a variavel resposta tem dois niveis e esta disposta nas linhas e a covariavel tem i
colunas, o PROC FREQ (SAS, 2010) testa a tendéncia em todos os niveis das colunas e a
proporcao binomial é calculada como a proporcao de observacdes na primeira linha. Para esta
disposicao a estatistica de teste é calculada como

PN
Tea = Lioi Ni(Ri ) (3.1)

Vpl.(1—pl.)s?

em que, R; é o total da coluna i; N; é o total da coluna i; R é a média dos escores e s
R 5\2
i:]Ni(Ri_R) .

2:

A Hipétese Nula (Hp) deste teste é que nao ha tendéncia, o que significa que a propor-
¢ao binomial € a mesma para todos os niveis da variavel explicativa. Sob H a estatistica do
teste é assintoticamente normal.

3.2.2 Regresséo Logistica

Segundo Aerts, Faes e Nysen (2011), num modelo de Regressao Logistica, o ponto de
partida da inferéncia sobre a resisténcia antimicrobiana é a distribuicdo binomial representada
por

yij ~ B(nij, i) (3.2)

em que: y;; € o0 numero de isolados resistentes ao antimicrobiano i, no tempo ¢;; n;; € 0 numero
de isolados testados para o antimicrobiano #, no tempo 7; e T;; a probabilidade de um isolado
ser resistente ao antimicrobiano i no tempo ;.
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Segundo Montgomery e Peck (1992), a funcao resposta logistica pode ser facilmente
linearizada em fung&o da média da resposta, representada por E(y;) = m; = x'p.

Para vincular a resisténcia a uma tendéncia temporal considera-se uma funcao de li-
gacdo g(.). Muitas fungbes de ligagdo podem ser usadas, neste trabalho é usada a ligagéo
logit, definida como o logaritmo das chances de um isolado ser resistente ao antimicrobiano. E
representada por:

. T
g(nij):loglt(ﬂ:ij)zlog(l_;t.) :BO+BIt- (3.3)
ij
Arazao lf%ij na transformacao logit € chamada de Odds (Chance), que é definida pela

probabilidade de sucesso/probabilidade do fracasso, que neste trabalho € a probabilidade de
ser resistente/probabilidade de ser suscetivel.

Os parametros B e B séo estimados a partir dos dados, pelo Método de Maxima Ve-
rossimilhanga (MMV), que segundo Hosmer, Lemeshow e Sturdivant (2013) maximiza a proba-
bilidade daquela amostra ter sido observada. De acordo com Montgomery e Peck (1992), cada
observacao da amostra assume o valor 0 ou 1 e segue uma distribuicdo de Bernoulli, com fun-
¢ao de probabilidade dada por f(y;) = 7r§j(1 —7;)1 7. Como as observagdes sdo independen-
tes, a funcéo de log verossimilhanca é dada por I(y;,) = g ij]’.B - Y In[l1+ exp(X]’.B)].
Métodos numéricos sao usados para calcular os Estimadores Maxima Verossimilhanca (EMV)

B.

Ainda de acordo com estes autores, a interpretacdo dos pardmetros de um modelo de
Regresséao Logistica € obtida comparando a probabilidade de sucesso com a probabilidade de
fracasso, usando a Odds Ratio (OR), razao de chances, que é obtida a partir da chance. Se a
chance é definida por

PotPj
n(z)) 1-+ePotPiY) Bo+Bi;
ti) = = = ePOTPIY 3.4
g( ]) 1 —TE(Z‘J) 1 B 6B0+Blfj ( )
14ePotBie;

Ao tomar dois anos consecutivos, ¢; e ¢ 1, a diferenga ;| —¢; = 1 obtém-se

or _ 8lti) _ Pt g

g(t) ePo+Pit; (3.5)

Assim,seB; >0=OR> 1= n(tj11) >n(tj)eseP1 <0=OR< 1 = n(tj+1) <
J'C(tj), ou seja, se OR < 1 indica que a probabilidade dos isolados serem resistentes diminui
com o passar dos anos, ja se OR > 1 indica que a probabilidade dos isolados serem resistentes

aumenta com o passar dos anos.
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Uma outra forma de interpretar estes parametros, segundo Aerts, Faes e Nysen (2011)

€ em fungao da prevaléncia. A prevaléncia é definida como a chance, que é a probabilidade de
T+l

™ ~ 1-Tjy
sucesso/probabilidade do fracasso. A OR fornece a razdo de chances OR = n—j” =P Isso
lfTCJ'

. T T . ~ . e s s
pode ser escrito como 1—]7:'1“ =P ——. A interpretagao disto é que LI igual o aumento (ou
J J

diminuigcao se for menor do que 1) na prevaléncia da resisténcia quando o tempo aumenta 1

(um) ano.

3.3 Aplicacao

Nesta secido as metodologias para avaliagdo da tendéncia temporal sdo aplicadas em
dados de CIM de isolados de Staphylococcus spp, coletados no HUM/UEM entre os anos 2011
e 2016.

Os antimicrobianos avaliados podem ser observados na Tabela 12, que apresenta o
grupo do antimicrobiano e a proporg¢ao de isolados resistentes durante os seis anos avaliados.
Como pode-se observar, trés sao primeira opgao de tratamento (A) e dois segunda (B).

Tabela 12 — Identificacdo dos grupos e Propor¢ao de isolados resistentes a cada um dos anti-
microbianos avaliados no HUM/UEM, 2011-2016.

Antibidtico | Grupo Propgrgao de
Resistentes
Clindamicina A 47,85
Eritromicina A 63,36
Oxacilina A 49,36
Rifampicina B 06,22
Tetraciclina B 13,25

As analises avaliam se ha aumento ou diminuicdo na propor¢édo de isolados resisten-
tes por ano, para detectar se existe tendéncia significativa. Isto pode ser observado em tabelas
como as 13 e 14 que representam respectivamente, a distribuicdo da CIM por ano e a proporgcao
de isolados resistentes por ano para a bactéria Staphylococcus ssp, testada para o antimicrobi-
ano Eritromicina.

Tabela 13 — Distribuicdo da CIM de Staphylococcus ssp. isolados de pacientes internados no
HUM/UEM, testados para suscetibilidade contra Eritromicina, 2011-2016.

Ano | 025 05 1 2 4
2011 0 70 2 0 122
2012 0 87 4 1 127
2013 0 48 0 1 99
2014 0 38 0 0 85
2015 0 36 3 1 47
2016 o 17 1 0 22
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Tabela 14 — Proporgao de isolados de Staphylococcus ssp. resistentes ao antimicrobiano Eritro-

micina, 2011-2016.

Suscetiveis (S)  Resistentes (R)
Antibidtico | CIM < 0.5mg/L CIM >4 mg/L | R (%)
2011 70 122 | 62,89
2012 87 127 | 57,99
2013 48 99 | 66,89
2014 38 85 | 69,11
2015 36 47 | 54,02
2016 17 22 | 55,00

Na Tabela 14 os valores observados menores ou iguais aos breakpoints sao definidos

como S e maiores sao R. Nesta tabela sdo apresentadas a porcentagem de isolados R para

cada ano observado.

Uma representacao grafica é apresentada na Figura 1. Pontos mais largos correspon-

dem a maiores proporcoes de isolados com esta CIM. As proporgdes sao calculadas para cada

ano e os valores estdo dicotomizados em suscetiveis ou resistentes. Os breakpoints estao re-

presentados pelas linhas vermelhas. Nesta figura observa-se também os isolados de Peninci-

lina, para verificar que ao longo dos anos todos os isolados estdo acima do limiar de suscetibi-

lidade.
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Figura 5 — Proporcao de isolados suscetiveis e resistentes aos 5 antimicrobianos avaliados en-
tre 2011 e 2016. A linha vermelha representa o limiar de suscetibilidade, acima dela
os isolados sao definidos como resistentes. O tamanho dos circulos pretos repre-
senta a proporcao de isolados, quanto maiores, maior propor¢cao de isolados com
aquela CIM.
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3.3.1 Resultados Testes de Tendéncia

Foi aplicado, nos cinco antimicrobianos selecionados, o teste de tendéncia de Cochran-
Armitage e foram obtidos os resultados observados na Tabela 15.

Tabela 15 — Testes de Tendéncia de Cochran-Armitage.

o - valor p valor p
Antibiotico | Estatistica Ty unilateral bilateral
Clindamicina -2.0072 0.0224 0.0447
Eritromicina -0.1269 0.4495 0.8990
Oxacilina -5.8444 <.0001 <.0001
Rifampicina 4.8688 <.0001 <.0001
Tetraciclina 2.1404 0.0162 0.0323

No teste de Cochran-Armitage a hipétese nula é que nao ha tendéncia temporal. Com
um nivel de significAncia de 5% pode-se observar uma forte rejeicdo da hipétese nula para os
antimicrobianos Oxacilina e Rifampicina com um valor p < .0001. E ainda observa-se rejeigcao
para Clindamicina e Tetraciclina, com valor p 0.0449 e 0.0324 respectivamente.

As estimativas dos parametros de um modelo de Regresséo Logistica, seus respecti-
vos erros padrdo e valor p, estdo apresentadas na Tabela 16, para os cinco antimicrobianos
avaliados. Pode-se observar que as estimativas do parametro 3; sdo estatisticamente signifi-
cativas para os mesmos quatro antimicrobianos, observados no Teste de Cochran-Armitage,
apresentando a mesma forte rejeicao para Oxacilina e Rifampicina, valor p < .0001, e 0.0452
para Clindamicina e 0.0332 para Tetraciclina.

Tabela 16 — Estimativas dos Parametros do Modelo

s A Erro
Antibidtico B1 Padrio
Clindamicina -0.1076 0.0537 4.0096 0.0452 0.898 (0.808;0.998)
Eritromicina  -0.0062 0.049 0.0161 0.8989 0.994 (0.903; 1.094)
Oxacilina -0.2782 0.0483 33.1136 <.0001 0.757 (0.689; 0.832)

( )

( )

y>Wald valorp OR  IC Wald(95%)

Rifampicina  -0.6073 0.132 21.1590 <.0001 0.545 (0.421;0.706
Tetraciclina  -0.1552 0.073 45375 0.0332 0.856 (0.742;0.988

As estimativas para a OR, definida por P, também estdo apresentadas na Tabela 16,
juntamente com seus respectivos Intervalos com 95% de Confianca. Pode-se observar que o
unico IC que contém o 1 (um) é o da Eritromicina. Os outros quatro antimicrobianos n&o o con-
tém, indicando que as estimativas sao estatisticamente diferente de um. Para os outros quatro
antimicrobianos pode-se observar que a OR estimada é menor do que 1: para Clindamicina é
0,898, Oxacilina € 0,757, Rifampicina é 0545 e Tetraciclina 0,856. Isto indica que a prevaléncia
dos isolados resistentes esta diminuindo com o passar dos anos.
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A interpretacdo em termos de prevaléncia, como observado em Aerts, Faes e Nysen
(2011), segue da seguinte forma: para Clindamicina a chance dos isolados serem resistentes
em cada ano subsequente diminui em média 0,898 do ano anterior. Para Oxacilina diminui
0,757, para Rifampicina: 0,545 e para Tetraciclina: 0,856.

3.4 Discussao

O presente trabalho permitiu a avaliacao da utilizacao de testes para tendéncia temporal
na resisténcia bacteriana: o teste de tendéncia de Cochran-Armitage e o modelo de Regressao
Logistica, com funcao de ligacdo logit, ambos aplicados quando a variavel resposta é dicot6-
mica.

Os dados de CIM de isolados de Staphylococcus spp., coletados de pacientes interna-
dos no HUM/UEM, foram dicotomizados em R e S, utilizando os critérios fornecidos pelo CLSI,
e a proporcao de isolados resistentes observados ao longo dos anos foi avaliada para verificar
se houve tendéncia de aumento ou diminuicao da resisténcia.

Aerts, Faes e Nysen (2011) afirmam que os testes de tendéncia avaliam se flutuagdes
ao longo do tempo podem ser consideradas como aleatdrias, ou se estao relacionadas a mudan-
¢as estruturais maiores que causariam mudancgas de tendéncia gradual ou pontos de mudanca
bastante bruscos. No presente estudo, quando a covariavel “ano” é adicionada ao modelo é
avaliado se as mudancas na variavel resposta “proporcao de isolados resistentes” sofrem estas
mudangas bruscas com o passar do tempo, ou seja, se estas variaveis estao relacionadas.

De acordo com Rollo (2011) a caracteristica mais atraente da abordagem dicotdmica é
a sua simplicidade. A escala binaria classifica claramente os isolados em R ou S. Isso propicia
uma robustez nas classificagées. Além disso a avaliagao da tendéncia é simples de se realizar
com teste de Cochran-Armitage ou um modelo de Regressao Logistica.

No teste de tendéncia de Cochran-Armitage a hip6tese nula testada é que nao ha ten-
déncia (STUDIO, 2012), quando esta hipétese é rejeitada verifica-se a existéncia de tendéncia,
mas segundo Aerts, Faes e Nysen (2011), nao é possivel verificar se esta indica aumento ou di-
minuicao da proporcao de isolados resistentes. Para verificar isto e quantificar este aumento ou
diminuicao, utiliza-se o modelo de Regressao Logistica, que fornece alguns recursos adicionais.

Os parametros By e f; de um modelo de Regressado Logistica sdo estimados por ma-
xima verossimilhanga (MONTGOMERY; PECK; VINING, 2012; HOSMER; LEMESHOW; STUR-
DIVANT, 2013; AGRESTI, 2013). Sao determinados os coeficientes ﬁo e Bl que fazem com que
os resultados observados na amostra sejam os mais verossimeis. Como este € um modelo néo
linear, a estimativa dos parametros é realizada por métodos iterativos.

Segundo Aerts, Faes e Nysen (2011), a interpretagdo de B; se refere ao impacto da
variacao unitaria na covariavel (1 ano) no logaritmo natural da razdo entre a probabilidade de
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sucesso e a probabilidade de fracasso. Em termos praticos esta interpretacdo nao apresenta
grande valia. Mas como observado em Hosmer, Lemeshow e Sturdivant (2013), quando este
parametro é tomado na forma eP1, fornece a estimativa da OR. Esta, por sua vez, como expli-
cado por Aerts, Faes e Nysen (2011), fornece a prevaléncia de isolados resistentes ao longo
dos anos observados. Se a OR<1, como observada nos resultados deste trabalho, indica que
houve uma redugao na prevaléncia de isolados resistentes nos anos observados.

Um estudo aprofundado do microorganismo Staphylococcus spp. € sua relacdo com
os antimicrobianos avaliados se faz necessario para entender o motivo pelo qual os resulta-
dos obtidos neste trabalho ndo acompanharam a tendéncia mundial de aumento na resisténcia
bacteriana. Esta analise fica como proposta de um estudo futuro.

Comparando as duas abordagens apresentadas, é possivel verificar que os recursos
adicionais fornecidos pelo ajuste de um modelo de Regressao Logistica, com funcao de ligagao

logit, sdo extremamente favoraveis ao uso desta metodologia.

Algumas limitagdes destas duas abordagens, destacadas por Aerts, Faes e Nysen (2011),
Rollo (2011), devem ser ressaltadas: a primeira € a determinagédo do ponto de corte clinico uti-
lizado. Existem outros érgaos e comités internacionais que também determinam estes pontos
de corte, além do CLSI, como o EUCAST. Isto significa que estes valores ndo sdo unificados
internacionalmente, o que pode gerar diferengas entre trabalhos deste tipo.

A segunda limitacdo € a mudanca nos valores dos limiares que podem ocorrer. Por
exemplo, o CLSI publica anualmente os pontos de corte que devem ser seguidos, para algumas
combinacotes bactéria/antimicrobiano acontece de haver mudangas bruscas. Nos cinco antimi-
crobianos avaliados ndo houve nenhuma mudanc¢a nos seis anos observados.

Uma dltima limitacdo que deve ser considerada é que ao dicotomizar uma escala com-
pleta de CIM, ocorre perda de informacao. Tendéncias que ocorrem abaixo ou acima do break-
point ndo sao detectadas. E em alguns casos pode ser relevante detectar essa tendéncia tao
cedo quanto possivel. Nestes casos € aconselhavel o uso de modelos que consideram a escala
completa da CIM, como sera tratado no capitulo seguinte.
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I CAPITULO 4

APLICACOES DE ANALISE DE
SOBREVIVENCIA EM DADOS DE CIM DE
ENTEROBACTERIAS

Resumo

Na rotina laboratorial, quando se deseja definir a atividade de um agente antimicrobiano
diante de um determinado microorganismo, utiliza-se a concentragéo Inibitéria Minima (CIM),
que é a menor concentragdo de um antimicrobiano capaz de inibir o crescimento visivel do
microorganismo. E razoavel assumir que o verdadeiro valor da CIM est4 entre a Gltima dilui-
¢ao/concentracdo que nao inibe esse crescimento e a primeira que o inibe. Esta particularidade
associada ao valor observado da CIM caracteriza o que € conhecido, em Andlise de Sobrevivén-
cia, como resposta censurada intervalarmente. Neste trabalho s&o comparadas as distribui¢cdes
das CIMs das estirpes de enterobactérias Klebsiela spp., Escherichia coli e Enterobacter spp.,
obtidas pelos métodos de vigilancia e de cultura clinica, isoladas no HU/UEM/Maringa entre os
anos de 2012 e 2016. As comparacdes foram realizadas a partir dos resultados provenientes
dos ajustes de modelos de regressao na presenca de respostas censuradas. As analises evi-
denciam um aumento significativo da resisténcia bacteriana, ao longo dos anos observados,
para as combinacbes: Escherichia coli-Ertapenem, Escherichia coli-Meropenem e Klebsiela
spp.-Meropenem. Evidenciam também que a média da CIM do Ertapenem é significativamente

menor nas culturas clinicas, para as trés bactérias.

Palavras-chaves: Andlise de sobrevivéncia, Concentracao inibitéria minima, Dados censura-
dos.
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Abstract

In the laboratory routine, when it is desired to define the activity of an antimicrobial agent
in front of a certain microorganism, the Minimum Inhibitory Concentration (MIC), which is the
lowest concentration of an antimicrobial capable of inhibiting the visible growth of the microor-
ganism, is used. It is reasonable to assume that the true value of the MIC is between the last
dilution / concentration that does not inhibit this growth and the first that inhibits it. This parti-
cularity associated with the observed value of the CIM characterizes what is known, in Survival
Analysis, as an interval censored response. In this work, the distributions of MICs of enterobac-
terial strains Klebsiella spp, Escherichia coli and Enterobacter spp, obtained by surveillance and
clinical culture methods, isolated in HU / UEM / Maringa between the years of 2012 and 2016
are compared. The comparisons were made from the results of the adjustments of regression
models in the presence of censored answers. The analyzes showed a significant increase in
bacterial resistance over the years observed for the combinations: Escherichia coli-Ertapenem,
Escherichia coli-Meropenem and Klebsiela spp-Meropenem. They also show that the mean MIC
of Ertapenem is significantly lower in clinical cultures for all three bacteria.

Keywords: Survival analysis, Minimal inhibitory concentration, Censored data.

4.1 Introducéo

A Concentragao Inibitéria Minima (CIM) é definida como a menor concentragdo de uma
substancia antimicrobiana que inibe o crescimento visivel de um microrganismo (JASPERS;
AERTS; VERBEKE, 2013; REINSTEIN et al., 2009). A determinagdo da CIM é fundamental
para avaliar a suscetibilidade antimicrobiana de isolados de bactérias (AERTS; FAES; NYSEN,
2011). Seu valor é estabelecido a partir de ensaios de diluicao (LEE; WHITMORE, 1999) que
se caracterizam pela exposi¢cdo de um isolado bacteriano a concentragbes crescentes de anti-
microbianos. Em outras palavras, a determinacdo da CIM é obtida a partir da constatacao da
sobrevivéncia dos isolados nos gradientes de concentragdes (ROLLO, 2011).

A CIM para carbapenens é utilizada como triagem para verificar a presenca de Klebsiella
pneumoniae carbapenemase (KPC) em isolados de enterobactérias obtidas em culturas de
vigilancia. De acordo com Paula et al. (2016), estas culturas consistem na coleta, por swab retal,
de amostras de pacientes internados em Unidades de Terapia Intensiva (UTI), para verificar se
dentre as bactérias que estao colonizando estes pacientes ha a presenca de KPC, uma enzima
que confere resisténcia aos Carbapenens. Segundo Possebon e Camargo (2003), Dienstmann
et al. (2010) e He et al. (2015), os Carbapenens sdao muitas vezes o Ultimo recurso para o
tratamento de infeccbes causadas por bactérias multirresistentes.

A enzima KPC foi encontrada pela primeira vez em 1996 nos Estados Unidos em iso-
lados de Klebsiella pneumoniae, dando origem ao seu home Klebsiella pneumoniae produtora
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Carbapenemase (KPC) (SHENG et al., 2010; OLIVEIRA; STRANIERI, 2011). De acordo com
estes autores, esta enzima também pode ser produzida por outras enterobactérias (bactérias
da microbiota intestinal) como Enterobacter spp., Escherichia coli, Salmonella sp, Pseudomonas
spp., Acinetobacter spp..

Dienstmann et al. (2010) afirmam que a producao de KPC é um mecanismo emergente
na familia das Enterobacteriaceae, o que justifica sua vigilancia constante. A pesquisa desta
enzima é relevante para limitar sua disseminacao, contribuindo para a redugéo dos indices de
morbidade e mortalidade ligados a diferentes doencas infecciosas, em que é imprescindivel a
vigilancia microbiolégica, juntamente com acao da Comissao de Controle de Infeccao Hospitalar
(CCIH).

No Brasil, para tentar controlar este grave problema clinico e epidemiolégico nas diver-
sas instituicbes de saude, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) estabeleceu um
sistema de monitoramento. Na Nota Técnica N° 01/2013 (BRASIL, 2013), foi instituido que além
dos microrganismos isolados de materiais clinicos, podem ser obtidas culturas de vigilancia para
monitorar o aparecimento de bactérias multirresistentes. Neste documento a ANVISA preconiza
que cabe a Comissao de Controle de Infecgdes Hospitalares (CCIH) avaliar a necessidade de
implantar a coleta de culturas de vigilancia de acordo com o perfil epidemioldgico da instituicao.

No Hospital Universitario Regional de Maringa (HUM), a coleta de culturas de vigilan-
cia e a identificagéo de isolados dentro do HUM, foi instituida em 2011 juntamente com o de-
senvolvimento do projeto “Vigilancia Epidemioldgica de Bactérias Multirresistentes no Hospital
Universitario Regional de Maringa”. O HUM é um hospital de ensino vinculado a Universidade
Estadual de Maringd, na cidade de Maringa no Parana. Ele possui 123 leitos em atividade para
internagdes em enfermaria, UTIs pediatrica, adulta e neonatal e pronto-atendimento.

De acordo com Zarpellon (2015), existe a obrigatoriedade das culturas de vigilancia
nas enterobactérias produtoras de KPC. Estas culturas sé@o realizadas seguindo o protocolo
estabelecido pelo HUM, que determina que devem ser realizadas coletas por swab retal quinze-
nalmente em pacientes adultos que permanecem internados. Na triagem de pronto atendimento
sdo coletadas amostras de pacientes que estiveram internados em enfermaria por mais de 48
horas nos ultimos 30 dias ou internados em UTI nos ultimos 6 meses ou que estiveram em

tratamento dialitico.

A importancia da analise da CIM dos Carbapenens deve-se ao fato destes pertencerem
ao grupo de antimicrobianos denominado beta-lactamicos. Segundo Azevedo (2014), este grupo
se define pela presenga do anel beta-lactamico, que atua inibindo a Ultima etapa da biossintese
da parede celular bacteriana, garantindo uma ampla margem terapéutica e escassa toxicidade

ao organismo humano, pois as células procariontes ndo possuem parede celular.

Ainda de acordo com Azevedo (2014), o uso abusivo e por vezes inapropriado dos an-
tibidticos, em especial dos beta-lactamicos, modificou em grande escala a ecologia bacteriana,
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promovendo o aumento da incidéncia de estirpes resistentes aos antibibticos.

O método de deteccao da CIM utilizado no HUM é o sistema automatizado Phoenix BD.
Este sistema utiliza o “Teste de Suscetibilidade aos Antimicrobianos” (TSA), BD Phoenix™,
que consiste num teste de microdiluicdo em caldos com concentragdes crescentes, em geral
na forma log, 2* para x = —3,—2,...,9,10 — gerando concentragdes de 0.125, 0.25, 0.5, 1, 2,
4, 8, 16, 32, 64, 128, 256, 512 e 1024 mg/L. A primeira concentragdo que ndo é observada
turbidez — crescimento — define a CIM.

De acordo com Wu (2008), este processo de deteccao da CIM retorna uma resposta
censurada a esquerda, intervalarmente ou a direita. Por exemplo, uma CIM de 8 mg/L indica
que seu valor real encontra-se entre 4 e 8 mg/L. Devida a esta particularidade, dados de CIM
podem ser analisados via procedimentos usuais de Anéalise de Sobrevivéncia.

Sob o ponto de vista da Andlise de Sobrevivéncia paramétrica muitos trabalhos na li-
teratura consideram que dados de CIM seguem distribuicao Log-Normal. Dentre eles cita-se,
sem sermos exaustivos: Lee e Whitmore (1999), Annis e Craig (2005), Turnidge, Kahlmeter e
Kronvall (2006), Wu (2008), Rollo (2011), Aerts, Faes e Nysen (2011), Kassteele et al. (2012),
Cortinhas et al. (2013). Sob esta suposi¢cao tem-se que o logaritmo da CIM é uma variavel
aleatéria normalmente distribuida com média que pode ser dependente de covariaveis.

Nesta direcao, neste artigo os dados de CIM sao analisados por meio de modelos de
regressao, usados para avaliar se existe alguma relagdo entre a média da CIM e as covariaveis
“tipo de cultura” e “ano de coleta”. Seguindo as abordagens utilizadas por Wu (2008), Annis e
Craig (2005) e Kassteele et al. (2012), o objetivo principal deste trabalho é ajustar diferentes
modelos para avaliar o comportamento da média da variavel resposta Y = log(CIM).

As CIMs avaliadas sao resultantes da combinacio das enterobactérias das estirpes
Enterobacter spp., Escherichia coli e Klebsiela spp., com os antimicrobianos da familia dos
Carbapenens (Ertapenem, Imipenem e Meropenem).

A importancia deste trabalho estda em analisar dados da regido de Maringa, coletados
no HUM, e verificar como esta a resisténcia aos carbapenens, com o uso de Analise de Sobre-
vivéncia. Esta metodologia estatistica vem se destacando nos ultimos anos para analise deste
tipo de dados, pois considera os valores da CIM de forma continua e censurada.

4.2 Metodologia

4.2.1 Andalise de Sobrevivéncia

A andlise de sobrevivéncia é um conjunto de procedimentos estatisticos usados para
andlise do tempo até a ocorréncia de algum evento (KLEIN; MOESCHBERGER, 2005). A prin-
cipal caracteristica de dados de sobrevivéncia é a presenca da censura. O evento geralmente
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é definido como morte, falha, reincidéncia de uma doenca entre outros. Em dados de CIM o
evento diz respeito a primeira concentragcao observada numa placa de TSA que ndo apresenta
turbidez e a resposta observada é a respectiva CIM. De acordo com Wu (2008), a CIM é uma
resposta censurada em um intervalo, a esquerda ou a direita.

Exemplificando, um isolado de uma determinada bactéria é testado num gradiente con-
tendo o antimicrobiano Ceftiofur nas concentragdes: 0.125, 0.25, 0.50, 1, 2, 4 e 8 mg/L. Se
nas concentragdes 2,4 e 8 houve inibicdo, a CIM é reportada como 2 mg/L. Este valor indica
que na concentragao de 2 mg/L houve inibigdo, mas ndo na concentragdo de 1 mg/L. Conse-
quentemente, a verdadeira CIM pode estar entre 1 e 2 mg/L e é censurada intervalarmente.
Similarmente, se o valor reportado da CIM é 0.125 mg/L, a menor concentragdo do gradiente,
tudo o que se sabe é que a verdadeira inibigado pode ter ocorrido no maximo na concentragao
0.125 mg/L, logo a CIM é censurada a esquerda. Por outro lado, se o valor da CIM for maior
que 8 mg/L, a maior concentragdo do gradiente, tem-se a CIM censurada a direta.

Uma vez disponiveis os dados de CIM, e sob as consideragbes supracitadas, estes
podem ser analisados assumindo que 0os mesmos sao observacoes retiradas de uma populagéao
regida por alguma distribuicao de probabilidade cujos parametros devem ser estimados. Além
disso, outros pressupostos sdo considerados. Neste trabalho segue-se os mesmo adotados por
Lee e Whitmore (1999) e Wu (2008) a saber:

1. Os testes sdo realizados sem erro de medigao.

2. Os testes sdao monotdnicos no sentido de que se a inibicao for detectada na concentragéao
C, entdo é detectada em qualquer C’, onde C' > C.

3. As CIM tém distribuicao Log-Normal.

4.2.2 Funcgao de Sobrevivéncia para Dados de CIM

A variavel resposta CIM pode ser representada pela variavel aleatéria C, ndo negativa e
continua, que indica a primeira concentragdo de cada um dos isolados bacterianos observados
que ndo apresentou turbidez.

Seguindo o pressuposto supracitado, uma variavel aleatéria continua com distribuicéo
Log-Normal é caracterizada pela sua fungéo densidade de probabilidade descrita por

flc|u,0)=

1
exp {—z—cz(logc—,u)z} (4.1)

em que u € R e ¢ > 0. O valor esperado desta variavel aleatéria Log-Normalmente distribuida
é E(C) = exp(u+0.56) enquanto que Var(C) = exp(2u+ 62)[exp(c?) — 1].

2TGC
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A partir de (4.1) pode-se verificar que a fungédo de distribuicdo acumulada F(c | u,G),
que indica a probabilidade de um isolado ser inibido no maximo até a concentracdo C é dada
por

(4.2)

F(c|pu,0)=® <%)

(6

em que ®(-) é a fungao de distribuicdo acumulada de uma variavel aleatéria normal padrao.

E notério que a funcdo de sobrevivéncia é uma das principais funcdes probabilisticas
para descrever dados de sobrevivéncia. Tendo como resposta a CIM, a fungdo de sobrevivéncia
caracteriza a probabilidade de um isolado ser inibido em uma concentragéo maior que c. A partir
de (4.2) a fungéo de sobrevivéncia fica definida por S(c | u,6) =1 —® (%‘)

Uma das caracteristicas mais importantes da distribuicdo Log-Normal é sua relagdo com
a distribuicdo Normal. Se a variavel aleatéria C tem distribuicdo Log-Normal, pela transformagéo
Y =1log(C), tem-se que Y ~ N(u,c?).

4.2.3 Modelos

De acordo com a natureza dos dados observados u e 6 podem depender de uma ou
mais covariaveis. Neste trabalho tem-se disponiveis as covariaveis o “tipo de cultura” e o “ano”.
A média é determinada em fungao das covariaveis da forma u = Xp, e a estimagao dos para-
metros é realizada via método de maxima verossimilhanca.

Genericamente para cada isolado observa-se o terno: (cg),cg),xi>, i=1,...,nsendo
0s parametros estimados a partir da funcao de verossimilhanga definida na forma:

n i (i) i (i)
L(u(x),0 | er,e0,%,8) = [T F (e} | u(x),0)% x S(cl) | u(x),0)% (4.3)
i=1

. ( 5"
< [F(eg) | u(x).0) (e | u(x),0) (4.4)

em que X; € o vetor de covariaveis, 82’) = 1 se a CIM é censurada a esquerda ou 82’) = 0 caso

contrario; 68) = 1 se a CIM é censurada & direita ou 68) = 0 caso contrério e Sy) =1seaCIM

é censurada intervalarmente ou 65') = 0 caso contrario.

Para estimacado dos parametros é necessario uso de métodos numéricos disponiveis
em softwares padrdes, como SAS(PROC LIFEREG).
4.3 Aplicacao

Nesta secao é aplicada a metodologia descrita na Seg¢édo 2, em um conjunto de dados
de CIM de isolados de Enterobacter, E.coli e Klebsiella, coletados de pacientes internados no
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HUM/UEM entre os anos de 2012 e 2016. As CIMs avaliadas séo dos Carbapenens: Ertapenem,

Imipenem e Meropenem, resultando em 9 combinagdes bactéria-antimicrobiano.

Os isolados foram obtidos do banco de organismos do HU/UEM/Maringa. Todos foram
identificados pelo sistema de microbiologia automatizado BD-Phoenix (DIFCO, Becton Dickin-
son and Company/USA) e foram armazenados a uma temperatura de —20°C. Os isolados
foram recuperados em placas de agar para verificar a pureza da cultura. Estas placas foram
incubadas em aerobiose, 35 + 2°C, por 24 horas. Somente um isolado por paciente foi incluido
no estudo. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica envolvendo seres humanos da Universi-
dade Estadual de Maringa (CAAE N° 318.0.093.000-11).

A distribuicdo das CIMs é apresentada na Tabela 3. Como pode ser observado, as con-
centragdes nas placas, para os trés antimicrobianos, foram 0.25, 0.5, 1, 2, 4, e 8 mg/L. Na
Tabela 4 pode-se observar a distribuicdo de frequéncias do niumero de isolados por ano € por
tipo de cultura para as 9 combinagées. Para as culturas de vigilancia as amostras foram cole-
tadas por swab retal e para culturas clinicas as amostras foram coletadas por sangue, urina ou
secrecao.

Tabela 17 — Suscetibilidade in vitro para Ertapenem, Imipenem e Meropenem de Enterobacter
ssp., Escherichia coli e Klebsiela ssp.

Concentragdes
Microorganismo  Antibisticos P 9€ Nde o5 05 1 2 4 8
Amostra Isolados

Ertapenem Clinica 17 - 7 5 6 -
Vigilancia 79 1 2 3 7 68 -
Enterobacter ssp. Imipenem C.'”?I?a : 12 ) ) L
Vigilancia 77 - - 37 8 12 21
Meropenem C.Il'r.1ica . 3 ) ) ] 2 1 )
Vigilancia 65 - - 35 3 11 16
Ertapenem C.Il’r.1ica . 274 3 402 10 4 12 -

Vigilancia 24 1 - - - 23
Escherichia coli Imipenem C.”r."AC a . 270 ) - 99 109
Vigilancia 26 - - 19 4 - 3
Meropenem C.Iir.1ica . 277 - - 587 7 2 10
Vigilancia 22 - - 14 1 1 6
Ertapenem Clinica 20 3 402 10 4 12 -

Vigilancia 202 1 - - - 23
. . Clinica 6 - - 579 10 9 5
Klebsiella ssp. Imipenem Vigilancia 158 ) ) 19 4 ) 3
Meropenem C.Iiljica . 7 - - 587 7 2 10
Vigilancia 183 - - 14 1 1 6
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Tabela 18 — Distribuicdo de frequéncias do nimero de isolados por ano e por tipo de cultura
para Ertapenem, Imipenem e Meropenem de Enterobacter ssp., Escherichia coli e

Klebsiela ssp.
Amostra Clinica Amostra de Vigilancia
Antimicrobiano | 2012 2013 2014 2015 2016 | 2012 2013 2014 2015 2016
Enterobacter ssp.
Ertapenem 2 3 6 4 2 6 9 19 19 26
Imipenem - 2 1 3 6 7 9 22 17 22
Meropenem - 1 - 1 1 4 6 21 13 21
Escherichia coli
Ertapenem 108 74 67 17 8 - 1 4 9 10
Imipenem 118 71 62 12 7 - 1 7 7 11
Meropenem 118 73 71 13 2 - 1 5 7 9
Klebsiella ssp.
Ertapenem 2 4 3 5 6 10 21 38 70 63
Imipenem - 1 - - 5 8 23 38 46 43
Meropenem - 3 3 1 - 8 26 45 56 48

A fim de avaliar o possivel efeito de ano e tipo de cultura nas CIMs foram ajustados os
modelos apresentados na Tabela 1, nos quais &; ~ N(0,6?). Se Y representa a log(CIM) conhe-
cida exatamente, [Y] representa a log(CIM) censurada, com os limites de censura conhecidos.

Assim, as sintaxes dos modelos também estao representadas na Tabela 1.

Tabela 19 — Modelos ajustados e suas respectivas sintaxes.

Modelo Sintaxe

Y; = Po+P1 x Ano +¢; [Y] = Ano

Y; = Bo+B1 x Tipo +¢ [Y] = Tipo

Y; = Bo+PB1 x Tipo+ B x Ano+¢; | [Y] = Tipo+Ano

Seguindo os pressupostos fornecidos na Secao 4.2, assumindo que as observacoes
de CIMs sao retiradas de uma populacao regida pela distribuicado Log-Normal, foi utilizado o
procedimento LIFEREG do SAS (STUDIO, 2015), que ajusta modelos paramétricos a dados

censurados.

As estimativas dos parametros, obtidas por maxima verossimilhanga, com o algoritmo
de Newton-Raphson, os erros-padréo das estimativas, obtidos a partir da inversa da matriz de
informacao observada e os intervalos de confianca estao apresentados nas Tabelas 4,5 e 6.
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Tabela 20 — Estimativas dos parametros, erro padrao, intervalo de confianca e valor p para os
trés modelos observados para os trés antimicrobianos para Enterobacter ssp.

Modelo Parametro Estimativa Erro Padrao IC valor p
Ertapenem
’ Bo 1.6841 0.4106 (0.8793; 2.4880)
B1 -0.0144 0.1488 (-0.3060; 0.2772)  0.9227
5 Bo 1.9490 0.2193 (1.5191; 2.3788)
B1 -1.6839 0.3645 (-2.3984; -0.9695) <.0001
Bo 2.2481 0.4057 (1.4528; 3.0433)
3 B -1.7317 0.3688 (-2.4545; -1.0090) <.0001
B> -0.1221 0.1311 (-0.3791; -0.1349) 0.3518
Imipenem
’ Bo -0.5649 0.4914 (-1.5280; 0.3983)
B 0.3248 0.1681 (-0.0047; 0.6544) 0.0534
5 Bo 0.2044 0.2368 (-0.2597; 0.6685)
B1 0.2577 0.5383 (-0.7973; 1.3127)  0.6321
Bo -0.5664 0.4925 (-1.5317; 0.3990)
3 B1 0.0325 0.5371 (-1.0201; 1.0852) 0.9517
B> 0.3230 0.1709 (-0.0119; 0.6579) 0.0587
Meropenem
’ Bo -0.8127 0.8401 (-2.4593; 0.8339)
B1 0.3544 0.2902 (-0.2144;0.9231) 0.2220
5 Bo 0.0262 0.3888 (-0.7359; 0.7882)
Bi 0.5515 1.4243 (-2.2401; 3.3430) 0.6986
Bo -0.8386 0.8479 (-2.5005; 0.8233)
3 Bi 0.4778 1.3945 (-2.2554; 3.2109) 0.7319
Bo 0.3519 0.2911 (-0.2187; 0.9225) 0.2267
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Tabela 21 — Estimativas dos parametros, erro padrao, intervalo de confianga e valor p para os

trés modelos observados para os trés antimicrobianos para Escherichia coli.

Ertapenem
Modelo Parédmetro Estimativa Erro Padrao IC valor p
’ Bo -28.8030 13.9882 (-56.2194; -1.3866)
B1 9.7742 4.7879 (0.3901; 19.1584)  0.0412
5 Bo 1.8778 0.3397 (1.2121;2.5436 )
B -3.6857 0.9653 (-5.5777;-1.7937)  0.0001
Bo 1.6233 0.4110 (0.8178; 2.4288)
3 B -3.6853 0.8968 (-5.4429; -1.9277)  <.0001
B> 0.1080 0.1566 (-0.1989; 0.4150)  0.4903
Imipenem
1 Bo -16.1690 9.3808 (-34.5551; 2.2171)
Bi 3.6908 2.2074 (-0.6356; 8.0173)  0.0945
5 Bo -2.5729 1.8999 (-6.2967; 1.1508)
Bi -24.8654 112617.6  (-220751;220701.6) 0.9998
Bo -9.0246 6.4564 (-21.6790; 3.6298)
3 By -22.5843 111590.1  (-218735;218690.1) 0.9998
Ba 2.0497 1.6080 (-1.1020; 5.2014) 0.2024
Meropenem
’ Bo -8.8410 3.3626 (-15.4316; -2.2505)
B1 2.2950 0.8963 (0.5383; 4.0518) 0.0105
5 Bo -0.2558 0.6036 (-1.4388; 0.9273)
Bi -13.6385 57740.12  (-113182; 113154.9) 0.9998
Bo -2.7508 2.1293 (-6.9241; 1.4224)
3 Bi -12.5378 57555.49  (-112819; 112794.2) 0.9998
B> 0.8393 0.6318 (-0.3990; 2.0777)  0.1840
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Tabela 22 — Estimativas dos parametros, erro padrao, intervalo de confianca e valor p para os
trés modelos observados para os trés antimicrobianos para Klebsiella spp..

Modelo \ Parametro Estimativa Erro Padrdo IC valor p
Ertapenem
’ Bo 2.4014 0.4184 (1.5813; 3.2214)
B1 0.1657 0.1283 (-0.0858; 0.4171)  0.1967
5 Bo 2.6104 0.2329 (2.1539; 3.0670)
Bi -2.2639 0.3308 (-2.9123; -1.6154) <.0001
Bo 2.5374 0.3379 (1.8752; 3.1996)
3 Bi -2.2470 0.3336 (-2.9008; -1.5932) <.0001
Bo 0.0258 0.0901 (-0.1509; 0.2025) 0.7747
Imipenem
Modelo | Parametro Estimativa Erro Padréo IC valor p
’ Bo 0.2898 0.2869 (-0.2725; 0.8521)
B1 0.1063 0.1022 (-0.0939; 0.3066) 0.2981
5 Bo 0.5399 0.1247 (0.2955; 0.7843)
B1 0.4998 0.6414 (-0.7574;1.7570)  0.4359
Bo 0.2993 0.2867 (-0.2627; 0.8613)
3 Bi 0.4114 0.6455 (-0.8538; 1.6765) 0.5240
Bo 0.0968 0.1031 (-0.1052; 0.2988) 0.3476
Meropenem
Modelo | Parametro Estimativa Erro Padréao IC valor p
] Bo 1.0170 0.2167 (0.5924; 1.4416)
B1 0.1624 0.0805 (0.0046; 0.3202) 0.0436
5 Bo 1.4417 0.0929 (1.2597; 1.6238)
B -0.6000 0.4469 (-1.4760; 0.2759) 0.1794
Bo 1.0679 0.2204 (0.6360; 1.4998)
3 B -0.4830 0.4478 (-1.3607;0.3947) 0.2808
Bo 0.1498 0.0808 (-0.0086; 0.3081) 0.0637

4.3.1 Resultados

Com o primeiro modelo é possivel observar se existe tendéncia temporal, ou seja, a
insercdo da covariavel “ano” permite avaliar se existe efeito dos anos na média da log(CIM).
Da mesma forma, no segundo modelo a insercao da covariavel “Tipo” avalia se a média da
log(CIM) é maior em algum dos dois tipos de cultura. E com o terceiro modelo ao subdividir os
isolados pelas duas covariaveis é possivel verificar se ha tendéncia ao longo dos anos dentro
de cada grupo separado.

O primeiro modelo apresentou significancia para as combinagdes: Escherichia coli-
Ertapenem, com B; = 9.77 e IC (0.39;19.16); Escherichia coli-Meropenem, com B; = 2.29
e IC (0.39;19.16); Klebsiella ssp.-Ertapenem, com 3; = 0.16 e IC (0.0046;0.32).

O Modelo 2 apresentou significancia para as combinagoes: Enterobacter ssp.-Ertapenem,
com B; = —1.68 e IC (—2.40;—0.97); Escherichia coli-Meropenem, com i = —3.69 e IC
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(—5.58;—1.93); Klebsiella ssp.-Ertapenem, com $; = —2.26 e IC (—2.91;—1.62).

No modelo 3 B; é referente a covariavel “tipo” e B, “ano”. Para 3; este modelo apre-
sentou significancia para: Enterobacter ssp.-Ertapenem, com ; = —1.73 e IC (—2.45;—-1.01);
Escherichia coli-Meropenem, com B; = —3.69 e IC (—5.44;—1.93); Klebsiella ssp.-Ertapenem,
com fB; = —2.25e IC (—2.90;—1.59).

Para o parametro 3, ndo houve nenhuma combinagao que apresentasse significancia.

4.4 Discussao

A KPC constitui um importante patégeno hospitalar, atualmente crescente no mundo
inteiro (SEIBERT et al., 2008). Este patdgeno é detectado por meio das culturas de vigilancia
realizadas com este objetivo. A deteccao é realizada com a utilizagéo de Testes de Suscetibili-
dade Antimicrobiana (TSA), que resultam num gradiente de concentracoes inibitérias minimas

de diversos antimicrobianos.

Uma das formas de analisar os resultados das CIMs, obtidos nos TSAs, é por meio de
Analise de Sobrevivéncia, que considera a escala completa de concentracées observadas e a
censura inerente a este dados. Estatisticamente, o aumento (ou diminuicao) na CIM pode ser
verificado com o ajuste de modelos de regressao para variaveis respostas censuradas e varia-
veis preditoras. Um aumento significativo na CIM pode caracterizar um aumento na resisténcia

das bactérias a estes antimicrobianos.

Apesar de ser uma resposta censurada a esquerda, intervalarmente ou a direita, ainda
€ possivel encaixar e testar modelos lineares para dados de CIM. Se as variaveis preditoras sao
todas efeitos fixos, os parametros do modelo podem ser estimados por maxima verossimilhanca,
e esta andlise esta disponivel em muitos softwares padrdes como SAS(PROC LIFEREG).

Neste estudo considerou-se importante avaliar as CIMs dos antimicrobianos da fami-
lia dos Carbapenens (Ertapenem, Imipenem e Meropenem) para verificar se houve aumento
ou diminui¢do da resisténcia das enterobactérias (Enterobacter spp., E.coli e Klebsiella spp.),
possiveis portadoras da KPC, ao longo dos anos avaliados.

No Modelo 1 uma estimativa positiva de 3; indica um aumento da média da log(CIM)
ao longo dos anos observados. Para verificar se este aumento é significativo observa-se se o
zero esta presente no Intervalo de Confianca (IC). Quando isso ocorre, ha indicios de que a
estimativa do pardmetro ndo é estatisticamente diferente de zero. O zero ausente no IC indica
que houve um aumento médio significativo da concentragao inibitéria minima ao longo dos anos
observados, como nas trés combinagdes destacadas.

No Modelo 2 foram comparadas as médias da log(CIM) das culturas clinica e de vi-
gilancia. A cultura fixada como baseline foi a de vigilancia, e uma estimativa negativa para 3
indica que a média da log(CIM) da cultura clinica € menor que da de vigilancia para estas com-
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binacdes. Para os casos em que foi observada significancia, o zero nao esta presente no IC, as
estimativas de ; foram negativas indicando que a média da cultura clinica € menor que da de
vigilancia.

No Modelo 3, foi avaliado conjuntamente se ha um aumento médio da log(CIM) ao longo
dos anos dentro de cada um dois tipos de cultura. O parametro B, referente ao tipo de cultura,
apresenta significancia para as mesmas combinagdes do Modelo 2. J& para o parametro 3,
referente ao ano, ndo houve nenhuma combinagao que apresentasse significancia, indicando
que ao separar os isolados por tipo de culturas e anos, ndo se observa tendéncia temporal
dentro de cada grupo.

As analises realizadas mostram que na bactéria E.coli houve um aumento significativo
da média da log(CIM) durante os anos observados, indicando um aumento da resisténcia desta
bactéria aos antimicrobianos Ertapenem e Meropenem. O mesmo também pode ser observado
na bactéria Klebsiella spp. em relacdo ao Meropenem.

As andlises evidenciam também que a média da log(CIM) de cultura clinica é signi-
ficativamente menor que da cultura de vigilancia para o antimicrobiano Ertapenem nas trés
bactérias.

E por fim pode-se observar que quando subdivide os dados por “tipo” e “ano” a diferenca
entre a média dos grupos é mantida, mas nao se observa mais um aumento significativo da CIM
ao longo dos anos.
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I CAPITULO 5

CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho permitiu a utilizacdo de diferentes abordagens estatisticas para
andlise de dados de CIM, recebidos do projeto “Vigilancia Epidemiolégica de Bactérias Multir-
resistentes no Hospital Universitario Regional de Maringa”.

Na primeira abordagem foram avaliados isolados de Staphylococcus spp. para tendén-
cia temporal na resisténcia bacteriana. Estes foram coletados entre os anos de 2011 e 2016.
A CIM foi utilizada para dicotomizar os resultados em resistentes ou suscetiveis, utilizando os
pontos de interrupgado clinica fornecidos pelo CLSI, para os seis anos. Foram avaliados cinco
antimicrobianos: Clindamicina, Eritromicina, Oxacilina, Rifampicina e Tetraciclina. Para nenhum
deles houve mudanca no breakpoint nos anos observados.

Apés a dicotomizacao, a proporgao de isolados resistentes observados foi utilizada para
verificar se houve tendéncia temporal de aumento ou diminuicao da resisténcia bacteriana por
meio do teste de tendéncia de Cochran-Armitage e de um modelo de Regressao Logistica, com
funcao de ligacao logit.

Para esses isolados, as andlises evidenciaram uma diminuicao significativa na tendén-
cia da resisténcia bacteriana aos antimicrobianos Clindamicina, Oxacilina, Rifampicina e Tetra-
ciclina. Isto pode ser observado nos resultados dos dois métodos.

Também foi possivel observar, comparando os dois métodos, que o modelo de Regres-
sao Logistica fornece recursos adicionais que permitem, além de detectar a tendéncia, avaliar
se ela esta aumentando ou diminuindo, e ainda quantificar este aumento ou diminuicdo em

termos de prevaléncia da resisténcia, fornecida pela OR.

Esta abordagem dicotémica tem como principal caracteristica favoravel a simplicidade
da andlise. A escala binaria é muito atraente estatisticamente, pois definido o breakpoint é pos-
sivel classificar claramente os isolados em R e S, garantindo robustez para as classificagoes. No
entanto, a escolha dos breakpoints é a principal limitagdo desta abordagem, pois eles ndo séo
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unificados internacionalmente e ainda podem sofrer variagdes periddicas, como os fornecidos

pelo CLSI, que sao atualizados anualmente.

Além disto, ao dicotomizar a escala completa da CIM acontece perda de informacéo.
As tendéncias que ocorrerem abaixo ou acima do ponto de interrup¢ao clinico ndo serdo de-
tectadas. Pode ser relevante detectar esta tendéncia o quanto antes, e para isto € necessario
considerar a escala completa das CIMs, o que leva a segunda abordagem, na qual a variavel
resposta CIM é observada de forma continua e censurada.

Neste trabalho foram comparadas as distribuicbes das CIMs das estirpes de enterobac-
térias Klebsiela spp., Escherichia coli e Enterobacter spp., frente aos antimicrobianos da familia
dos Carbapenens Ertapenem, Imipenem e Meropenem, obtidas pelos métodos de vigilancia
e de cultura clinica, isoladas entre os anos de 2012 e 2016. As comparagdes foram realiza-
das a partir dos resultados provenientes dos ajustes de modelos de regressédo na presenca de
respostas censuradas.

As analises realizadas mostram que na bactéria E.coli houve um aumento significativo
da média da log(CIM) durante os anos observados, indicando um aumento da resisténcia desta
bactéria aos antimicrobianos Ertapenem e Meropenem. O mesmo também pode ser observado
na bactéria Klebsiella spp. em relacao ao Meropenem.

As andlises evidenciam também que a média da log(CIM) de cultura clinica é signi-
ficativamente menor que da cultura de vigilancia para o antimicrobiano Ertapenem nas trés

bactérias.

E por fim, pode-se observar que quando os dados foram subdivididos em “tipo” e “ano”,
a diferenga entre a média dos grupos foi mantida, mas nao se observou mais um aumento
significativo da CIM ao longo dos anos, em qualquer combinacgao.

5.1 Propostas Futuras

Com o objetivo de dar continuidade ao estudo da CIM, estabelecemos como propostas
para trabalhos futuros:

1. Aprofundar o conhecimento sobre os antimicrobianos do artigo 1 que apresentaram re-
ducéo significativa na tendéncia temporal, quando se sabe que a tendéncia no mundo é

apresentar aumento.

2. Considerar um Modelo de Mistura para os dados, considerando que os isolados susceti-
veis e os resistentes tém diferentes distribuigcdes de probabilidade.

3. Considerar a adi¢cdo de covariaveis de efeito aleatorio. Quando este tipo de covariaveis
sao adicionadas ao modelo, a estimagao dos parametros por maxima verossimilhanca
fica inviavel, entdo é necessaria uma abordagem Bayesiana.
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