Fernanda Saad Rodrigues

Aplicagao da analise de séries temporais interrompidas a um “experimento natural”:
Avaliacao do impacto da restricao de venda de antimicrobianos sem receita médica sobre

a etiologia e resisténcia antimicrobiana em infec¢des urindrias em Botucatu (SP)

Tese apresentada a Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Campus de Botucatu, para

obtencgao do titulo de doutor em Doengas Tropicais

Orientador: Prof. Dr. Carlos Magno Castelo Branco Fortaleza

Botucatu

2022



Fernanda Saad Rodrigues

Aplicagao da anadlise de séries temporais interrompidas a um “experimento natural”:
Avaliagao do impacto da restrigao de venda de antimicrobianos sem receita médica sobre a

etiologia e resisténcia antimicrobiana em infec¢des urinarias em Botucatu (SP)

Tese apresentada a Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Campus de Botucatu, para

obtencgao do titulo de doutor em Doengas Tropicais

Orientador: Prof. Dr. Carlos Magno Castelo Branco Fortaleza

Botucatu

2022



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SECAO TEC. AQUIS. TRATAMENTO DA INFORM.
DIVISAO TECNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTACAO - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP

BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: ROSEMEIRE APARECIDA VICENTE-CRB 8/5651

Rodrigues, Fernanda Saad.

Aplicacdo da anadlise de séries temporais interrompidas a
um “experimento natural” : avaliacdo do impacto da restrigéo
de venda de antimicrobianos sem receita médica sobre a
etiologia e resisténcia antimicrobiana em infecg¢des urinaria
/ Fernanda Saad Rodrigues. - Botucatu, 2022

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista "Julio

de Mesquita Filho", Faculdade de Medicina de Botucatu
Orientador: Carlos Magno Castelo Branco Fortaleza
Capes: 40101096

1. Antibacterianos. 2. Infecc¢cdes urindrias. 3. Testes de
sensibilidade microbiana. 4. Resisténcia microbiana a
medicamentos. 5. Analise de séries temporais.

Palavras-chave: Antibacterianos; Estudos de séries
temporais; Infec¢des urinarias; Resisténcia microbiana a
medicamentos; Testes de sensibilidade microbiana.




Agradecimentos

Agradeco ao Prof. Dr. Carlos Magno Castelo Branco Fortaleza, pela orientagdo, paciéncia e auxilio

ao longo de toda minha formag¢do como infectologista, mestre e, agora, doutora.

Ao meu marido, Bruno Minoru Miamoto, por escolher me amar todos os dias, os bons e os ruins, os
de sol e de chuva, com crises de ansiedade ou sem. Obrigada por ser meu porto seguro, minha familia,

meu amigo e meu amor.

Aos meus pais, Cibele e Charles, por serem meus maiores incentivadores ao longo da jornada da pds-
graduacdo e nao me deixarem desistir. Obrigada, mae, por todas as revisdes de texto e conselhos de

orientadora pessoal.

Ao meu irmdo Rodrigo e minha cunhada Emilia, obrigada pelo melhor presente que vocés poderiam
me dar. E uma honra ser a dinda desse pacotinho de amor que inicia uma nova jornada em nossa familia.

Gor, obrigada por ser o melhor irm3o que o universo poderia me dar.

A Helena Ribeiro Aiello Amat, minha companheira de projeto, coleta de dados, escrita e publica¢do.

Obrigada por toda a ajuda nessa jornada.

A todos que de alguma forma colaboraram para que este projeto fosse possivel, obrigada.



Sumario
RESUIMNIO......cocceeeeeeeeteeeeeeesseesseesseessees s es s e s 888 £ £ R £ £ 88 $ 485845 E £ ER £ R H R 1R H SRR E SRR AR R R s R R R R E s 6
o LN i U o = LD 6
ABSTRACT .....cooeoeteeseeeseeeeessseessesssssesessssss s esss s sss s s bs 4588812884444 EE 2SR R4 EE RS AL EE AR LR AR E RS 7
KEY-WORDS......oteuueeeuneeeemsreeesssesesssessssssessssssssesssassssssssssssesess st ssss et sesssasesssasessseesessseLEEs a4 E8 1L LRSS 1AL E RS ER LR RS LA R R 1AL EE SRR AR RS ER LR E R 7
INETOAUGEAO ...t s s s s bR R 8RR R R AR AR R bbb 8
INFECEOES A0 TTALO UTINATIO wvvereeeeteceeeeseesseesseessesssssssesssessssssssssssssssesssssssesssesssesssesssessssssssssssesssesssesssesssesssessssssssssssesssesssssssesssnsssesssnsssnssssssanes 8
Uropatogenos e resisténcia em infecgdes do trato UrinArio COMUNITATIAS ... eesreessreessresssmesssressssesssssessseesssessssessssesssssssssesess 9

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e a Resolugdo de Diretoria Colegiada (RDC) niimero 44 de

Resisténcia microbiana como um fen6meno no tempo e no espago

Experimentos Naturais, Quasi-experimentos e Andlises de Séries Temporais Interrompidas........cccommenmessnesneesnees 15
J LV 0 Uorz L ATz We L=To Ty D o (o s 17
ODBJELIVOS (O ESTUMOD .........coueeereeereeenreeeeeeeneeessssesseessssssssessssssssssssssssssssssssessssassases e a1 ss 21 E SRR ER SRR S ER AL E R4S ER AR R AR R AR R E R 18
ODJELIVO PIINCIPAL ctueeureureesseesreesseesssessessssssssssssssssesssesssesssesssessssesssssssss s ssse s sssesssess st sesssaessne e s s s s S e R R AR R AR E e 18
O D ELIVOS SECUNAATIOS  cuvuureusressresseesssessessssesssssssesssesssesssesssesssesssassssssssssssesssesssesssesssesssesssesssasssessssesssesssesssesssesssnsssasssasssnssssesssesssesssesssnsssasssnsssnses 18
D (2 0Ts (1] (1 ) U T 19
LiOCAL O ESTUAD w.euvrveueeeseesseessseessseessseesssessssessssesessesesseessseesssessssessssesssssessssassssessses e xs e 51282581 E 8RR AR R AR AR AR E SRR R R R R 19
Principios da analiSe ESTALISTICA ....ureeenmeeeesssesseesssss s sssssssssesssssssesssssssess st sess s sssssss s ssss s s s sssasssssssssssssssse s sssssssesssnsssnsssnnes 20
Procedimentos operacionais estatisticos (I): Analise de Séries Temporais Interrompidas (ITS) ....couurreerreesssessseesnees 22
Procedimentos operacionais estatisticos (1I): Analises de Box-Jenkins € AUtOITEZIreSSA0 ... eeeeeseeesseessseesssmsssseeesans 22
Desfechos interesses, critérios de inclusdo € bancos de dAdOS ... ss s s s s sees 24
RESUILAAOS € QISCUSSAO .....co..ceoveeereeereeereeeseeeseesseesssesssses e sssssssssssssssessseessssesseees s 5841458414 EE AR RS R RS ER AR ER AL RAEERAEERAEE SRR R E RS R R R R R R 25
Andlise descritiva e testes para SAZONAlIAAAE ... s s s

Alteragdes em incidéncia e etiologia das ITU apés a RDC 44/2010

Alteracgdes na resisténcia microbiana de uropatégenos apds a RDC 44 /2010 ...eereerrmeersmeessmeesmeesmeesssesssssssssesssssssssesens 33
Ry 0 1<) g (o] oL =T o0 DO 33
ENterobactérias NA0 E. COLL e neessseessssssssssssessssessssessssessssessssssssssssssssesssssssesesseesssessssessssssssssssssessssassssesssessssassssasess 43

Consideragdes sobre a associacdo entre uso de antimicrobianos e resisténcia em infec¢des da comunidade........ 47

(00 1 od 17 K7 o TP 49
RESOIEIICIAS ......coueeeneeeeeeeesee et eee st ses s esss s es b8 £4 SR8 8 24 E8 848214828 E SR8 RS E R AR 50

APENDICE: ARTIGO PUBLICADO NO PERIODICO PLOS ONE w.ooooeeeereeeeeeeeeessseeeeeeesssssssesseeesssesssssssssesssssssssessessesssssssssssssssassssssseeees 56






Resumo

Sao denominados “experimentos naturais” estudos que avaliam o impacto de uma
intervengdo natural ou artificial, externa ao controle dos investigadores. Em 26 de outubro de
2010, em esfor¢co para conter a escalada da resisténcia de bactérias a antimicrobianos, a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) expediu a Resolucdo de Diretoria Colegiada
(RCD) 44, condicionando a venda desses medicamentos em farmacia a apresentacdo de receita
médica. Em face desse “experimento natural”, foi utilizada a analise de séries temporais
interrompidas para avaliar o impacto da medida sobre a etiologia e a resisténcia a
antimicrobianos em agentes de infecg¢ao urinaria adquirida na comunidade. O levantamento foi
realizado junto ao laboratdrio de microbiologia do HCFMB, sendo considerados dois periodos:
pré-intervencdo (janeiro/2005 a outubro/2010) e péds-intervengdo (novembro/2010-
dezembro/2018). Os desfechos: proporcdo de agentes etioldgicos e taxas de resisténcia aos
antimicrobianos mais utilizados na pratica clinica foram abordados por testes estatisticos usuais
e por andlises de séries temporais (modelos autorregressivos, ex.: ARIMA — Autoregressive
Integrated Moving Average, andlise de regressao segmentada). Como resultado, observamos
sazonalidade das ITU, com predominio no verdo. A andlise de ITS demonstrou diferentes
resultados, nos quais se sobressaem: (a) reducao significante da proporcdo de enterobactérias
nao Escherichia coli e bacilos Gram-negativos ndo fermentadores; (b) impacto sobre evolucdo
de taxas de resisténcia a aminoglicosideos e cefalosporinas de 12. Geragdo, mas ndo a
quinolonas, trimetoprim-sulfametoxazol e cefalosporinas de 32. Geragdao. Em face dos
resultados, ndo é possivel no momento confirmar o impacto positivo da RDC 44 sobre a

resisténcia em uropatdgenos adquiridos na comunidade.

Palavras-chave

Estudos de séries temporais; Antibacterianos; Resisténcia microbiana a medicamentos;

Infecgdes Urinarias.



ABSTRACT

“Natural experiments” are researches that assess the impact of a natural or artificial
intervention, outside the control of researchers. On October 26, 2010, to contain the increase
in the antimicrobial resistance, the National Health Surveillance Agency (ANVISA) issued the
Collegiate Board Resolution (RCD) 44, conditioning the sale of these drugs in pharmacies to the
presentation of prescription. The analysis of interrupted time series was used to assess the
impact of the measure on the etiology and resistance to antimicrobials in agents of community
acquired urinary tract infection. The survey was carried out at the HCFMB microbiology
laboratory, considering two periods: pre-intervention (January / 2005 to October / 2010) and
post-intervention (November / 2010-December / 2018). The outcomes: proportion of etiologic
agents and rates of antimicrobials resistance most used in clinical practice were addressed by
usual statistical tests and time series analyzes (autoregressive models, eg ARIMA -
Autoregressive Integrated Moving Average, segmented regression analysis). As a result, we
observed UTl seasonality, with predominance in the summer. The ITS analysis showed different
results, which stand out: (a) significant reduction in the proportion of non-Escherichia coli
enterobacteria and non-fermenting Gram-negative bacilli; (b) impact on the evolution of
resistance rates to 1st aminoglycosides and cephalosporins generation, but not quinolones,
trimethoprim-sulfamethoxazole, and 3rd cephalosporins generation. In view of the results, it is
not possible at the moment to confirm the positive impact of RDC 44 on resistance in

uropathogens acquired in the community.

KEY-WORDS

Time series analyses; Antimicrobials; Antimicrobials Resistance; Urinary Tract Infections



Introducgdo

Infec¢des do Trato Urinario

As infecgOes do trato urindrio (ITU) se caracterizam pela presenga de microrganismos
em qualquer local do sistema urinario, incluindo uretra, bexiga, ureteres, pelve renal, rins, e
estruturas adjacentes, como a préstata e o epididimo, os quais se sobrepde aos mecanismos

de defesa e desencadeiam resposta inflamatéria onde se instalam.?

Historicamente, hd descricdo da existéncia da ITU no Ebers Papyrus no Egito em 1500
AC, sendo referenciada como “um calor emanado da bexiga”. > Somente na década de 30 houve
desenvolvimento dos primeiros antibidticos e, anteriormente, o tratamento era realizado
paliativamente com ervas diversas, sangria e repouso. Ha 64 anos, Kass e Finland propuseram
pela primeira vez a realizagdao de urocultura quantitativa obtida do jato urinario médio para

padronizacdo diagndstica da ITU.3 Posteriormente, em 1960 o mesmo Kass desenvolveu o

conceito de bacteriuria significante no contexto da gravidez. 4

As manifestagdes clinicas das ITU variam consideravelmente, podendo se manifestar de
forma ndo complicada como bacteriuria assintomatica, uretrite ou cistite sintomatica tipica. As
ITU complicadas sdo aquelas que se apresentam como pielonefrite aguda, acometendo os rins
por via ascendente, hematogénica ou linfatica, determinando maior gravidade. Habitualmente
cursam com sintomas sistémicos, que se ndo tratados adequadamente, podem resultar em

choque séptico e ébito>®°,

Os sintomas relativos ao trato urindrio baixo incluem dor supra pubica, disuria,
polacilria e urgéncia urinaria, além de alteracdes nos aspectos fisicos da urina, tais como odor
fétido, escurecimento e turvagdao. Na pielonefrite aguda podem ser encontrados, além dos
achados ja descritos, febre, nauseas, vomitos, dor lombar de forte intensidade com piora a

punho percussdo (Sinal de Giordano).>”2

Sao fatores de risco conhecidos: o sexo feminino, as mulheres em fase de vida sexual
ativa, utilizacdo de diafragmas ou espermicidas, presenca de gravidez, menopausa, cistocele ou
incontinéncia urindria. Nos homens estdo associadas a hipertrofia prostdtica, manipulacao das

vias urindrias e presenga de doengas obstrutivas do trato urindrio. Devemos lembrar ainda que



idosos, particularmente os institucionalizados, portadores de doengas crbnicas e

imunossuprimidos s3o mais propensos a adquirir ITU com maior frequéncia e gravidade.®?

Mais recentemente, descobriu-se que o trato urinario ndo é estéril e que abrigamos uma
complexa rede microbiana cujo desequilibrio potencialmente contribui para o aparecimento de
sintomas do trato urindrio inferior. Os disturbios funcionais, a titulo de exemplo, mostram um
microbioma com urotipos dominantes especificos, diversos daqueles existentes na urina de
individuos saudéveis assintomaticos.'® No entanto, a contribui¢cdo deste microbioma para a ITU
ndo estd claramente esclarecida. Evidéncias sugerem que espécies comensais, como
Lactobacillus crispatus, podem agir como protetores contra a colonizagdao com microrganismos,
mas ainda nao é possivel translacionar estes achados tecnolégicos de metagen6mica para a
clinica ', embora em futuro préximo especula-se que tenhamos novas formas de diagnéstico e

de estudar a sensibilidade dos uropatégenos.t?

O exame considerado padrao ouro de diagndstico é a urocultura, que prové a
identificagdo do microrganismo responsavel, o numero de colbnias presentes e fornece no
antibiograma a sensibilidade do germe cultivado as diversas drogas, orientando o tratamento.
Considera-se positiva a presenca de 10° (cem mil) unidades formadoras de colénias bacterianas

por mililitro de urina.>*?

Obviamente, é preciso considerar os métodos microbiolégicos e os critérios utilizados
por cada laboratdrio, por exemplo, como é feito o transporte, a identificacdo do patégeno e,
principalmente a padronizagao do teste de sensibilidade antimicrobiano, que pode variar em

diferentes paises e entre instituicdes.1%13

Uropatdgenos e resisténcia em infeccdes do trato urindrio comunitarias

Os patégenos implicados na etiologia de ITU e seu padrdo de resisténcia diferem de
acordo com o pais estudado e mesmo entre regides, estados e municipios. Além da geografia,
também tém impacto os fatores proprios do paciente, como idade, sexo, comorbidades,
presenca de imunossupressdo. E sobretudo relevante o local de aquisicdo: se na comunidade

ou em ambiente de saude.*1°

A infecgao comunitaria é aquela, conforme Portaria 2.616 de 12 de maio de 1998 do

Ministério da Saude, “constatada ou em incubacdo no ato da admissdo do paciente no hospital,



III

desde que ndo relacionada com internagdao anterior no mesmo hospital”. Além disso, esse

paciente ndo deve ter registro recente de internagdo hospitalar”.1®

Fato é que a descoberta e popularizacdo dos antimicrobianos revolucionou a medicina
e colaborou para a redugdo dramatica da mortalidade por quadros infecciosos no Brasil e no
mundo. 7 No entanto, foi rapidamente seguida pelo desenvolvimento de resisténcia por
bactérias clinicamente relevantes. Na década passada, teorizou-se que entrariamos em uma era
“pds-antimicrobiana”, em que ndo haveria tratamento eficaz contra a maioria dos patégenos.®
Uma aceleragao no desenvolvimento e comercializagdo de novos antimicrobianos nos ultimos
anos tem renovado o otimismo na comunidade cientifica.!® No entanto, o continuo
desenvolvimento de fendtipos de resisténcia mantém o fantasma da catdstrofe “pods-

antimicrobiana” em nosso horizonte.

Nas ultimas duas décadas as taxas de resisténcia aumentaram exponencialmente, ao
passo que a capacidade de desenvolver novos antimicrobianos foi progressivamente
reduzida,!® portanto, é essencial monitorar o comportamento frente aos antimicrobianos e

conhecer o padrao de resisténcia dos microrganismos.

Embora grande parte dos microrganismos multidroga-resistentes (MDR) seja
identificada em infeccBes hospitalares,’® o problema n3o se restringe aquele ambiente.
Exemplos de agentes MDR implicados em infecgdes comunitarias sao 0s pneumomococos
(Streptococcus pneumoniae) resistentes a penicilina,?® gonococos (Neisseria ghonorreae)
resistentes a penicilinas e quinolonas,?? e o temido CA-MRSA (Community-Associated

Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus).??*3

Analisado de uma perspectiva histérica, uso intenso de antimicrobianos tem exercido
grande impacto sobre a etiologia e a resisténcia nas ITU adquiridas na comunidade (ITU-AC).
Em termos globais, observou-se o aumento das infecgdes por enterobactérias como Klebsiella
spp. e Enterobacter spp. Esse fenbmeno envolveu a disseminacdo de linhagens MDR, tais como
as produtoras de beta-lactamases de espectro estendido (ESBL, Extended-Spectrum Beta-

Lactamases), enzimas capazes de inativar penicilinas e cefalosporinas.?42°

Em revisdo sistematica global, incluindo o Brasil, sobre fornecimento de antimicrobianos
sem receita médica, foi constatado que 62% de dispensacao ocorre nesta condicdo, sendo 78%
na América do Sul. Fluoroquinolonas e penicilinas foram as classes mais fornecidas para

tratamento de doencas autolimitadas como ITU (68%) e infeccdes respiratérias altas (67%).

10



Muito embora 23 dos 24 paises tenham leis restritivas ao fornecimento de antibidticos sem

receita médica, hd indicios de que elas ndo sdo efetivamente cumpridas.?®

E importante notar que o aumento da resisténcia é observado em todo o espectro das
ITU-AC, englobando bacteridrias assintomaticas, infec¢des do trato urinario baixo e
pielonefrites.?”?®2 Dados de um sistema multicéntrico de vigilancia da resisténcia (projeto
SENTRY) divulgados em 2006 mostraram que Escherichia coli continua a ser o agente etioldgico
predominante, causando 66% das ITU-AC. No entanto, houve participagao significativa de
Klebsiella spp. (7%), Proteus mirabilis (6%), Enterococcus spp. (6%) e Pseudomonas aeruginosa
(5%). O dado mais preocupante dizia respeito a resisténcia a antimicrobianos entre os
patdgenos: 54% para ampicilina, 40% para trimetoprim-sulfametoxazol (TMP/SMX) e 22% para

ciprofloxacina.?’

Em estudo realizado em Curitiba (PR), isolados de E. coli apresentaram altas taxas de
resisténcia a ampicilina, TMP/SMX e quinolonas.?® O mesmo estudo identificou aumento na
proporcdo de casos em individuos do sexo masculino, especialmente nas faixas etarias mais
elevadas. Nos dois Ultimos anos, surgiram relatos de ITU-AC causadas por enterobactérias
produtoras de ESBL, fenbmeno que elimina as cefalosporinas como agentes terapéuticos e
aumenta a necessidade de terapia hospitalar com antimicrobianos de amplo espectro, tais

como os carbapenémicos.??3031

Em Floriandpolis (SC) foram avaliadas 1035 uroculturas positivas de pacientes
ambulatoriais. A amostra era predominantemente de pacientes femininas (89,66%) com
achado de bactérias Gram-negativas, especialmente a Escherichia coli (77,10%). Proteus
mirabilis foi significativamente mais prevalente em homens e meninos de 1 a 5 anos. A E. coli
foi significativamente mais prevalente no sexo feminino e apresentou maior perfil de
resisténcia. As quinolonas foram associadas com maiores frequéncias de resisténcia em

homens e entre idosos.3?

Como se pode concluir, o fendbmeno parece ocorrer em todo o territério nacional, sendo

bem caracterizado em estudos de diferentes Regides do Brasil. 2731

Do que foi apresentado acima, depreende-se a relevancia da resisténcia bacteriana
como problema de saude publica. Nesse contexto, medidas tém sido tomadas pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), com o objetivo de reduzir ou limitar a emergéncia e

disseminagdo de bactérias MDR.

11



A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e a Resolucao de Diretoria Colegiada
(RDC) numero 44 de 2010

A ANVISA foi criada em 1999 pela Lei nUmero 9782 como uma autarquia sob regime
especial, que tem sede e foro no Distrito Federal, mas se capilariza em todo territdrio nacional.
E agéncia reguladora vinculada ao Ministério da Satude do Brasil, mas gozando de relativa
autonomia administrativa. 33 Além de regular a producdo e comercializacdo de medicamentos
(incluindo os antimicrobianos), a ANVISA incorporou acdes programaticas como o controle da

infeccdo hospitalar e da resisténcia bacteriana. 33

Entre 2009 e 2010, o Brasil viveu a introducdo e rapida disseminacdo de um novo
fendtipo de resisténcia bacteriana, presente principalmente em Klebsiella spp., mas também
em outras enterobactérias, tais como E. coli e Enterobacter spp. Tratava-se da KPC (Klebsiella
pneumoniae carbapenemase), uma enzima capaz de destruir os carbapenémicos, uma das
ultimas opcdes restantes para o tratamento de agentes MDR.3#33¢ Até aquele ano, embora
houvesse a recomendacao de venda de antimicrobianos com receita médica, ndo havia controle

sobre a dispensacdo desses medicamentos.

Um estudo de 2005 realizado em Joinville (SC) demonstrou uma situagdo preocupante.
Das 136 farmdcias existentes na cidade, 107 foram visitadas por atores e, destas, 58%
venderiam antibidtico sem receita médica para uma situacdo hipotética de rinossinusite e, com
a insisténcia do comparador, esta porcentagem subia para 74%. Os agentes mais dispensados
eram amoxicilina, azitromicina, TMP/SMX, cefalexina, eritromicina e ampicilina. A maior parte

deles faz (ou fazia) parte do arsenal terapéutico das ITU-AC.?®

A emergéncia das KPC e sua repercussao popular criaram um ambiente propicio para
gue a ANVISA implementasse medidas restritivas a venda de antimicrobianos, tendo em vista

seu uso abusivo, muitas vezes incorreto e ndo controlado.

Em 26 de outubro de 2010 foi expedida a RDC 44 37, que “dispde sobre o controle de
medicamentos a base de substancias classificadas como antimicrobianos, de uso sob prescricao
médica, isoladas ou em associacdo e dd outras providéncias.” Esta RDC foi complementada
posteriormente pela RDC 20 de 05 de maio de 2011, que, por sua vez, “estabelece os critérios

para a prescri¢ao, dispensagdo, controle, embalagem e rotulagem de medicamentos a base de



substancias classificadas como antimicrobianos de uso sob prescricdo, isoladas ou em

associacdo.” 37,38

A partir de entdo, passou-se a exigir a retencdo da segunda via da receita médica (ou
odontoldgica) no ato da venda de antimicrobianos, com a devolucdo da primeira via ao
paciente. Além disso, apresentava obrigatoriedades relacionadas a receita: legibilidade,
auséncia de rasuras, nome, assinatura e registro profissional do médico ou dentista. Por fim,
tornou-se mandatério as farmacias a identificacdo do usudrio e do comprador do
medicamento.3® Inaugurou-se assim, uma nova fase na utilizacdo de antimicrobianos por

pessoas ndo internadas.

N3o resta duvida sobre o quanto foram oportunas as RDC 44/2010 e RDC 20/2011.
Estudos publicados recentemente demonstraram sua efetividade em frear a venda de

antimicrobianos — ainda que com algumas varia¢des entre as macrorregioes do pais (Figuras 1

e 2).4041
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Figura 1. Impacto da RDC44 /2010 sobre venda de antimicrobianos em farmacias (linha azul). Fonte:
Gréfico reproduzido da referéncia 47, com permissdo dos autores.
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Figura 2. Variagdo na alteragdo da venda total de antimicrobianos nas diferentes macrorregides
do Brasil. Fonte: Grafico reproduzido da referéncia 47, com permissdo dos autores.

No entanto, a complexidade molecular e ecoldgica dos microrganismos MDR inclui
outros fendmenos facilitadores da sua disseminacdo (além do uso de antimicrobianos), tais
como a viruléncia, patogenicidade e vulnerabilidade de grupos populacionais. Em resumo, a

epidemiologia da resisténcia microbiana abrange fendmenos ecolégicos e coletivos.*?

Torna-se, portanto, necessdrio identificar o impacto que essa medida teve sobre a
resisténcia em infec¢Oes bacterianas adquiridas na comunidade. Entre essas, as ITU-AC sdo
certamente aquelas para as quais ha maior quantidade de informagdo microbioldgica
disponivel. Esse fato, somado a sua alta incidéncia e relevancia clinica, faz dessas infec¢des

marcadores preferenciais da evolugdo da resisténcia em patdégenos comunitdrios.

Resisténcia microbiana como um fenbmeno no tempo e no espaco

Abrindo um paréntese neste tema, enfatizamos a necessidade de compreender a
resisténcia microbiana (e as infe¢des bacterianas em si) como fend6menos condicionados pelos

trés vetores da epidemiologia: tempo, espaco e populacdes.*

As populagdes vulnerdveis as ITU ja foram discutidas acima: sexo feminino, alteragdes
anatdmicas geniturindrias, imunossupress3o.>® Também para a presenca de resisténcia
antimicrobiana aos uropatégenos, referimos os procedimentos invasivos urolégicos, a

aquisicdo da infeccdo em servicos de salide e o uso prévio de antimicrobianos.°
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A distribuicdo espacial da resisténcia tem sido utilizada de forma crescente como
ferramenta para compreensdo epidemioldgica, vigilancia e controle.** Abordagens variam de
mapeamentos da interface entre animais e humanos (“one health”), estudo dos deslocamentos
populacionais e viagens internacionais como dispersores de fendtipos (geografia médica)* até
a modelagem de simula¢do complexa de disseminacdo espacial (“agent-based modelling”).*®
Um interessante estudo de Kiffer e colaboradores encontrou correlacdo espacial entre
dispensagdo de antimicrobianos e incidéncia de ITU por enterobactérias resistentes no

municipio de S3o Paulo.#’

De interesse mais imediato ao presente trabalho é a abordagem do vetor tempo:
tendéncias seculares*®%9, sazonalidade®®>! e alteracBes bruscas®’ (associadas ou n3o a
intervencdes). De fato, uma intervencdo como a que aqui nos interessa (a restricdo de venda
de antimicrobianos sem receita) ndo se da sobre um fendmeno estatico. Ao contrario, deve ser

avaliada em conjunto com a variagdao temporal da incidéncia de infecgdes e resisténcia.

O estudo aqui apresentado pode ser caracterizado como um “experimento natural”>*
com emprego de diferentes modelos de analises de séries temporais. Para aborda-lo de forma
apropriada, empregamos a andlises de séries temporais interrompidas (ITS, Interrupted Time
Series), modelos de Box-Jenkins®® e autocorrelagdo temporal.>’

Denominam-se “experimentos naturais” estudos em que se avalia o impacto de uma
intervengdo natural ou artificial, porém externa ao controle dos investigadores, sobre
individuos ou popula¢des.>* No cldssico livro de Campbell, hoje editado por Shadish e
colaboradores, denominado Experimental and Quasi-experimental Designs for Generalized
Casual Inference, os autores, que introduziram essas técnicas inicialmente em estudos
comportamentais e ciéncias sociais, sO posteriormente os estendendo para a area médica. Tais
autores chamam a atencdo para dois aspectos:

e Experimentos naturais ndo sdo verdadeiros “experimentos”. Isso decorre do fato de que,
na pratica experimental (o que inclui os ensaios clinicos randomizados), o pesquisador
manuseia as causas para observar os efeitos. Como vimos acima, alguém (a natureza, os
legisladores, uma revolucdo) sdo intervengdes externas a atuacdo da equipe da pesquisa.

Poderiam entdo ser estudados entre os métodos epidemioldgicos observacionais.
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e No entanto, em termos pragmaticos, ha uma interveng¢ao bem caracterizada, o que
assemelha a um quasi-experimento, no qual os pesquisadores ativamente dividem
(embora ndo randomizando) participantes em grupo sob intervengdo e grupo controle.
Portanto, para termos de conducdo e analise, os “experimentos naturais” estdo mais
proximos aos quase-experimentos (intervencionistas) que de estudos puramente

observacionais, como coorte e caso-controle.

Os autores mantém em seu livro classico a abordagem conjunta dos experimentos
naturais e quasi-experimentos. Enfatizamos que a ambos falta pelo menos um dos pré-requisitos
gue definem o “experimento por exceléncia em saude humana”, o ensaio clinico randomizado
(ECR). Estes requisitos sao: pré-teste, grupo controle, escolha aleatdria do grupo de intervencao

e pds-teste. Quando falta um desses itens ao estudo, ele é denominado quasi-experimental.>®

Portanto, tanto experimento naturais quanto estudos quase experimentais comparam
populagdes com exposi¢des diferentes, seja porque foram incluidas no seguimento antes ou
depois de uma intervengdo, seja porque compararam simultaneamente duas populag¢bes ndo
randomizadas (ou, mais eticamente, impossiveis de ser randomizadas) para exposicdo ao fator
de risco. Como exemplo, podemos citar um estudo sobre profilaxia de infec¢des de cateteres
venosos centrais em hemodidlise usando, comparando terapia de lock com taurolidina (em um
hospital) e a combinacdo cefazolina-gentamicina (em outro), em que ndo houve randomizacao
e sim preferéncia das equipes de controle de infeccdo por esta ou aquela abordagem.>® De
modo que, se faltam a estes estudos (experimentos naturais e quasi-experimentos) o rigor
controlado dos ECR, sua proximidade com situagdes de vida real pode fornecer uma validade
externa nem sempre vistas em estudos com voluntdrios bastante diferentes dos “pacientes
reais”.

A abordagem de experimentos naturais tem sido feita em diferentes ambitos das
ciéncias sociais, economia, psicologia e epidemiologia.®® A intervencdo pode ser realmente

III

“natural” (ex.: impacto do terremoto no Haiti sobre a criminalidade)®® ou “artificial” (ex.:
impacto da proibi¢ao do tabagismo na cidade de Helena [EUA] sobre a incidéncia de infarto
agudo do miocdrdio).®3 A Lei Seca para motoristas no Brasil tem sido estudada em seu impacto
sobre acidentes e mortes em transito.®* A¢des do atual governo como facilitar o acesso as armas

de fogo e reduzir controle de transito em estradas sao “experimentos naturais” a espera de
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pesquisadores engajados. Porém informacdes preliminares sdo preocupantes!? E ndo podemos
esquecer que a pandemia de covid-19 trouxe o mais impactante experimento natural do ultimo
século, com impactos sobre economia, nutricdo, saude e distlrbios psicoldgicos, todos

extensamente abordados na atualidade.®®

Justificativa deste estudo

A RDC 44/2010 partiu de um argumento ndo diretamente relacionado (a emergéncia
das infec¢Ges por enterobactérias produtoras de carbapenemases), com grande mortalidade
hospitalar e impacto na imprensa®3, para estabelecer um “momento” de reflex3o e instituir o
controle sobre uso ambulatorial de antimicrobianos. Nao resta qualquer duvida sobre o senso

de oportunidade e a necessidade dessa legislacao.

No entanto, e apresar das abordagens preliminares relativamente otimistas*®4!, ainda
sdo escassas as analises do impacto da RDC 44/2010 sobre a resisténcia a antimicrobianos em
infec¢des adquiridas ou diagnosticadas na comunidade, em especial no caso das ITU. Em nossa

III

opinido, esta politica publica representa um “experimento natural” (no sentido em que o
definiremos na se¢cdo de métodos) relevante, e a analise de seus muitos possiveis desfechos
fornece um feedback as entidades governamentais envolvidas na prevencdo e controle da

resisténcia microbiana.

1 https://www.bbc.com/portuguese /brasil-
57844477#:~:text=Aumento%20de%20homic%C3%ADdios,provocados%20por%20armas%20de%20fogo.
2 https://autopapo.uol.com.br/noticia/mudancas-na-cnh-multas-de-transito-bolsonaro/




Objetivos do Estudo
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Obijetivo principal

e I|dentificar o impacto da implementagdao da restricgdo de venda de antimicrobianos sem
retencdo de receita médica sobre a etiologia e a resisténcia de uropatdégenos em infec¢des do
trato urinario identificadas na comunidade na Regido de Botucatu, interior do Estado de Sao

Paulo.

Objetivos secundarios

e Descrever padrdes etiolégicos e de resisténcia microbiana nos uropatdgenos identificados
na comunidade.

e Analisar tendéncias temporais seculares e sazonalidade na incidéncia, etiologia e resisténcia
aos antimicrobianos mais utilizados no tratamento das infecgdes do trato urindrio

diagnosticadas na comunidade.



Metodologia
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Local do Estudo

A Secretaria de Estado da Saude de Sdo Paulo divide o estado em “DivisGes
Regionais de Saude”3 (DRS) e “Redes Regionais de Atencdo a Saude” (RRAS), em geral (mas ndo
sempre) coincidentes?. Estas albergam sub-redes assistenciais. Uma delas quais, localizada na
DRS VI (Bauru), é denominada “Polo Cuesta” (Figura 3), e conta com certa de 297 mil
habitantes® (distribuidos em 13 municipios, tendo como estrutura tercidria de atendimento
clinico e de suporte laboratorial o Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu

(HC-FMB).

Intervalos de Populagéo:

[[] Abaixo de 10.000 (30)
[[] De 10.000a <50.000 (32)
[H] De 50.000a < 100.000 (3)

Il De 100.000 a < 500.000 (3)

B Acima de 500.000 0)
Limite de Municipio

Limite de Regido de Saide (CGR)
e== Limite de DRS

Fonte: Censo Populacional - IBGE/DATASUS

Figura 3. Mapa da DRS VI Bauru, mostrando em seu extremo sudoeste o “Polo Cuesta”, conjunto de
municipios de onde procedem os participantes deste estudo.

3 http://saude.sp.gov.br/ses/institucional /departamentos-regionais-de-saude/
4 http://saude.sp.gov.br/ses/perfil /gestor /homepage /destaques/redes-regionais-de-atencao-a-saude-no-estado-de-

sao-paulo/redes-regionais-de-atencao-a-saude-rras
5 Estimativa para dltimo ano do estudo conforme Fundacdo SEADE (https://www.seade.gov.br/ )




Os municipios do Polo Cuesta mantém convénio com o HC-FMB (um complexo de
trés unidades que totaliza aproximadamente 800 leitos) para realizagdo de exames
microbiolégicos de pacientes assistidos no ambito do Sistema Unico de Satide (SUS). N3o temos
dados recentes sobre a proporc¢ado da populacdo atendida pelo SUS, mas estudo da década de
2000 apontavam para um minimo de 67%. Com a disponibilizagao, a partir de 2011, da atividade
de pronto-socorro e pronto-atendimento municipal de Botucatu, é possivel ter ocorrido

aumento nesse percentual.

Principios da analise estatistica

Uma das ferramentas estatisticas usualmente empregadas para andlise de
experimentos naturais é a “analise de séries temporais interrompidas” (interrupted time series,
ITS). Descrita de forma resumida, uma ITS é uma série temporal da qual se conhece (ou

determina) o exato momento de intervengdo.*’

As andlises envolvem ndo somente a mera comparacao de taxas antes e depois (que ndo
é apropriada para medidas feitas ao longo do tempo), mas o estudo de dois impactos: (a) o
imediato, que pode ser um crescimento ou decréscimo abrupto; (c) o de longo prazo sobre a
tendéncia, que pode acompanhar ou ser inverso ao anterior. A figura 4 apresenta possiveis
modelos de impacto de intervengdes em curto ou médio prazo na ocorréncia de um desfecho

(seja ele ou ndo vinculado a saude).
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Mudanga imediata de tendéncia Mudanga imediata, temporaria |

Intervengdo

/S

Tendéncia pos-
intervencdo

Intervengdo

Desfecho

Desfecho

Tendéncia pré-
intervengdo

Tendéncia pos-
intervengdo

Tendéncia pré-
intervengdo

Tempo Tempo

Mudanca gradual da tendéncia Nenhuma mudanga na tendéncia

Intervengdo

S

Tendéncia pos-
intervengao

Intervengdo

Desfecho
Desfecho

Tendéncia pos- Tendéncia pré-
intervengdo intervengdo

Tendéncia pré-
intervengao

Tempo Tempo

Figura 4. Exemplos de padrdes de alteragdo em tendéncias de séries temporais apos uma intervengdo (Fonte:

Busca Google, site original ndo localizavel).

O procedimento basico aplicado para andlises de séries temporais interrompidas é a
andlise de regressdo segmentada.®® Essa andlise parte de uma equacdo derivada daquela
basicamente utilizada em modelos de regressdo multipla.®’ Porém, para calcular os coeficientes
de regressdo, utiliza isoladamente e a varidvel tempo (o correr do estudo), intervencdo
(momento da introducdo da medida de controle ou, ao contrario, da ocorréncia de uma
catastrofe) e uma terceira variavel que agrupa tempo e intervencao, medindo o impacto sobre

a angulac3o da tendéncia temporal. Vejamos abaixo®®:

Yt = B0 + B1 x tempo; + B2 x intervencdo; + B3 x tempo apds intervencdo + e;

Onde Yt=desfecho, PO=nivel basal do desfecho no inicio da série, Bl=tendéncia
temporal de base, B2=mudanga de nivel no segmento pds-intervengao, B3=mudanga na

tendéncia temporal no segmento pds-intervencao e er= erro.

Tais modelos podem ser tornados mais complexos (mas por outro lado mais realistas)

com o acréscimo de outras varidveis, tais como estagao do ano e condigdes meteoroldgicas. Por
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fim, podem ser complementadas pelos ja citados modelos de Box-Jenkins e autocorrelagdo

temporal.

Procedimentos operacionais estatisticos (1): Analise de Séries Temporais Interrompidas
(ITS)

Em nossa analise inicial, utilizamos ITS para identificar padrdes de resisténcia em dois
momentos. %638 Foram considerados dois periodos para andlise: (a) pré-intervencdo

(janeiro/2005 a outubro/2010), e pds-intervencgdo (outubro/2011 a dezembro/2018).

As andlises foram precedidas por comparacdo simples “antes e depois” de taxas
agregadas (IPP e PIR) para os periodos, utilizando o mid-P exact test no software OpenEpi
(Emory University, Atlanta, GA, USA). A seguir, as séries temporais foram submetidas a ITS

analises para comparacgao de niveis e inclinagao da série temporal nos periodos do estudo.

Para testar os resultados frente a modelos lineares e loglineares (afetados pelos
denominadores), realizamos sequencialmente a ITS utilizando regressao de linear (mostra nas
figuras) e de Poisson (detalhada com coeficientes nas tabelas). Nestes ultimos modelos,
incluimos as estagGes do ano, para controlar o impacto da RDC 44/2010 contra confundidores

sazonais.

Procedimentos operacionais estatisticos (Il): Analises de Box-Jenkins e Autorregressao

Incidéncias de um desfecho especifico em meses sequenciais ndo podem ser
consideradas dados independentes. Em outras palavras, o resultado de um més pode impactar
naquele seguinte, e mesmo (nos eventos sazonais) tal correlacdo pode se der em intervalos de
um ano. Entre estes exemplos podemos incluir a venda de flores em dia das maes e dos
namorados, as viagens a pontos turisticos nas férias escolares e os empregos tempordrios do
Natal. Desta forma, a maioria dos métodos aplicados para comparar médias, medianas e
proporcdes — os testes do Chi-Quadrado, Exato de Fischer, T de Student, U de Mann-Whitney
ou Analise de Variancia — sdo inapropriados par abordar mudancas de ocorrem ao longo do

tempo.



Uma alternativa para isso, ja citada acima, sdao as analises de ITS. Porém o modelo
autorregressivo desenvolvido por Box & Jenkins®®, ARIMA (autoregressive integrated moving
average), aborda a série a partir de trés parametros: “p” é a ordem de defasagens, ou quantos
periodos passados anteriores esperamos que influam no desfecho em um més de interesse; “d”

€ o grau de diferenga entre o valor atual os de; e “q” é a ordem do modelo de média movel (se

considerarmos g=2, ele trabalhara com a média movel dos ultimos dois meses). De forma que

a notagdao de um modelo é ‘ARIMA (p, d, g), e a sua adequacgdo estatistica dependente da

significancia dos componentes, que representa bom ajuste dos modelos as séries temporais.

Para abordar sazonalidade, o modelo é sofisticado e chamado SARIMA (seasonal
autoregressive integrated moving average). A diferenca é que, aos parametros autorregressivos

imediatos, somam-se os sazonais (para os mesmos periodos do ano anterior) P, D e Q, com

significados similares. A notagao do modelo é [SARIMA (p, d, q) (P,D,Q)m ‘ e este m final significa

o numero de estacBes que cada valor representa (serd 12 se nossa série temporal for mensal,

4 se usarmos como unidades de estagdes do ano).

Em nossas abordagens, utilizaremos preferencialmente (sempre que for possivel

identificar um modelo analisavel o modelo ‘SARIMA (1,0,1) (1,0,1)12.‘ Também foram

aplicados modelos de Regressdao de Poisson para identificar associagdao da incidéncia e

resisténcia com as estacdes do ano.
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Desfechos interesses, critérios de inclusao e bancos de dados

Pode parecer incomum apresentar o modelo analitico anteriormente a abordagem para
obtencdo dos dados e construcdo das séries temporais. Porém acreditamos que, uma vez que
o racional tedrico da busca de dados foi determinado a priori pelos principios metodolégicos
expostos acima, também aos examinadores e demais leitores sera mais facil compreender as

etapas descritas a seguir.

Foram revisadas culturas de urina (uroculturas) coletadas em servicos ambulatoriais
e/ou nas primeiras 48 h de internagdo hospitalar. O critério de inclusdo no estudo foi a presenca
de urocultura positiva em pacientes com as condigdes descritas acima. Critérios de exclusao
foram internagGes prévias nos ultimos seis meses (identificadas no sistema de controle de
pacientes do HCFMB)®; as duplicidades, definidas como identificacdo da mesma espécie em
culturas coletadas com intervalo inferior a 30 dias; e as uroculturas mistas sugestivas de

contaminagao.

As “unidades de pesquisa” foram taxas mensais incidéncia total (definida sobre
denominadores populacionais, estimados com crescimento linear a partir dos Censos de 2000

e 2010 e da Estimativa IBGE para populagdo nos municipios em 2018.
Os indicadores de interesse foram:

e Incidéncia total e de uropatdgenos e perfis de resisténcia especificos (por 100.000
habitantes).

e Proporcdo de espécies (PP=patdgeno de interesse / total de uropatégenos).

e Proporcdo de isolados resistentes (PIR=isolados do patdgeno “X” resistentes a

antimicrobiano de interesse / total de isolados do patégeno “X”).

6 E relevante apontar aqui que esse critério de eliminar internagdes e procedimentos anteriores pode ter perdido dados
de admissdes em outros hospitais. Porém foi feita busca em prontuarios para minimizar ao maximo esse risco. Ainda
assim, preferimos o termo “infec¢des diagnosticadas na comunidade” (Community-onset) a “adquiridas na comunidade”
(Community-acquired).



Resultados e discussdo
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Andlise descritiva e testes para sazonalidade

Ao todo, foram analisadas 40.814 culturas coletadas entre 2005 e 2018. Obtemos
incidéncia acumulada no periodo de 13.588 por 100.000 habitantes, se considerarmos a
populacdo de Botucatu, que representa em torno de 80% dos pacientes atendidos no HCFMB.
Os pacientes incluidos no estudo foram aqueles atendidos em algum servico da Unesp ou que

para ela envia exames microbioldgicos, sejam estes ambulatdrios tercidrios ou em pronto

atendimento.

Os pacientes atendidos em nossa unidade de estudo sdo advindos de servigos
primarios e secundarios, que necessitam de cuidados terciarios, com multiplas comorbidades e
tratamentos prévios, muitas vezes submetidos a uso prévio de antimicrobiano em seus
municipios e em outras internacdes das quais ndo temos conhecimento. Ainda, a sua maioria

ndo utiliza antimicrobianos adquiridos em farmacias, mas sim aqueles fornecidos pelo Sistema

Unico de Saude.

Gram-negativos Morganella; 981;—
ndo 12%
fermentadores; —
1291;3%

Outras
enterobactérias;
8402;21%

Klebsiella; 4369;
51%

Acinetobacter
spp.; 234;18%

E. coli; 31121;76%

NAO FERMENTADORES

ENTEROBACTERIASNAOE. COLI
TOTAL Serratia; 366;

4%

B _Citrobacter; 958;
Outros; 121;2% 11%

Enterobacter;
1728;20%

Outros; 28; 2%

Pseudomonas

80%

aeruginosa; 1057;

Figura 5. Distribuicdo dos patdgenos identificados no estudo



Quando submetemos a incidéncia total a Modelo SARIMA, identificamos os parametros
mostrados na Tabela 1. Podemos perceber uma associagao com a média mével de grau 1 para
sazonalidade.

Tabela 1. Coeficientes do Modelo SARIMA (1,0,1) (1,0,1)12 para série temporal de

incidéncia geral de infecgdes do trato urindrio iniciadas na comunidade com identificagao
etioldgica.

0,999 0,002 0,995 1,003 <0,001

0,003 0,045 -0,085 0,090 0,74
0,798 0,046 0,707 0,889 <0,001
0,565 0,096 0,377 0,753 <0,001

Nota. AR, autorregressao; SAR, autorregressao sazonal; MA, autocorrelacdo com média mével
incluindo més anterior; SMA, autocorrelacdo com média mével incluindo estacao anterior. Os
dados apresentados sdo os coeficientes lineares, com desvio padrdo (SE), intervalo de confianca
e p-valor. Dados significantes (p<0,05) sdo apresentados em negrito.

Em uma segunda abordagem de avaliacdo da sazonalidade, utilizamos modelo de

autocorrelacdo da incidéncia de cada més os anteriores (/ag), como observamos na Figura 6

inctotal
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Figura 6. Grafico de autocorrelacdo da incidéncia global de infeccdo do trato urindrio
diagnosticada na comunidade com etiologia identificada. Dados fora das linhas curvas
representam autocorrelagdes significantes. Notar aumento discreto no coeficiente de
correlagdo em lag 12.
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Por fim, em modelo de Regressdo de Poisson, ajustado para tendéncia temporal,

pudemos observar a o predominio das ITUs no verdo (Tabela 1).

Tabela 2. Modelo de Regressdao de Poisson para sazonalidade de uroculturas positivas para
patégenos de origem na comunidade.

1,006 1,006 1,006 <0,001
0,91 0,88 0,93 <0,001
1,11 1,07 1,14 <0,001
1,03 1,01 1,06 0,016

Nota. Dados significantes apresentados em negrito. RT, Razdo de Taxas; IC, Intervalo de

Confianga.

Quando utilizamos modelos de Box-Jenkins nos trés grupos relevantes (E. coli, outras
enterobactérias e bacilos Gram-negativos ndo fermentadores), percebemos que sé a primeira
apresenta coeficientes sazonais significantes (Tabela 3). Via de regra, apresentam

autocorrelacdao com os valores imediatamente anteriores ou sua média mével.



Tabela 3. Modelo SARIMA (1,0,1) (1,0,1)12 mostrando coeficientes de autorregressdao e

sazonalidade para incidéncia de grupos especificos de uropatdgenos.

Ecolitotal

‘AR o097 0,02 0,93 1,01  <0,001
sAR 0m 0,12 0,56 1,02 <0,001
MA ] o069 0,09 0,51 0,87  <0,001
sMA 027 0,18 -0,09 0,63 0,121
(E.coliESBLy

AR 09 0,02 095864 102136 <0,001
'saR | o033 051  -0,6696 13296 0,52

MA o0s8 008 05232 08368 <0,001
sma ] o014 053 -0,8988 11,1788 0,78

Outras enterobactérias

‘AR 099 0,00 098902 0,99098 <0,001
'sAR 00045 016  -03091 03181 0,78

MA ] o7 0,05 0,648472 0,851528 <0,001
smAa 02 0,08  -0,37288 -0,06712 0,004
Niofermentadores

‘AR 100 0,00  0,99804 1,00196 <0,001
'SAR " 0002 001 -001376 0,00976 0,64

M 01 0,05 069984 0,88016 <0,001
sma | 02 010  -0416  -0024 0,03

Nota. A significancia dos coeficientes de sazonalidade em E. coli global, ndo se repetem em
subgrupo produtor de beta-lactamases de espectro estendido (ESBL). Resultados significantes sdo
apresentados em negrito.

Por outro lado, diferentes resultados em testes simples de autocorrelagdo para grupos
do estudo sdo mostrados na Figura 7. Pudemos sugerir a sazonalidade (correlacdo crescente
em lag 12) para todos os patdgenos. J4 os “picos de verdao” na Regressdo de Poisson foram
observados para E. coli e outras enterobactérias, porém ndo para bacilos Gram-negativos nao

fermentadores.
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E. coli Outra enterobactérias N3o fermentadores
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Figura 6. Graficos de autocorrelacdo (acima) e resultados de regressdo de Poisson para
predominio no verao (abaixo) para incidéncia de uropatégenos de interesse no periodo de 2005
a 2018. IRR=Razdo de Taxas de Incidéncia (Intervalo de Confianca 95%) para o verdo. Resultados
significantes sdo apresentados em negrito.

AlteracGes em incidéncia e etiologia das ITU apds a RDC 44/2010

Na andlise de ITS notamos aumento continuo da incidéncia global de patégenos, que a
nosso ver pode corresponder a um viés de acesso ao exame microbiolégico, que foi
provavelmente melhorado ao longo dos anos, além da facilidade ao acesso a saude e dos
profissionais da saude tomarem consciéncia maior sobre a necessidade de solicitagdo de exame
de cultura em casos de infeccdo do trato urindrio (Figura 8). De fato, em modelo linear, se
detectou tanto crescimento continuo ao longo do tempo (coeficiente= + 0,50; Intervalo de
Confianga [IC] 95%=+ 0,26 a +0,74; p<0,001) e na andlise pods versus pré-RDC 44
(coeficiente=+59,25; 1C95%= +38,78 a +79,72). Reconhecemos esse viés de acesso como uma
limitagdo do nosso estudo. Tentamos reduzir seu impacto sobre os resultados das analises
posteriores com algumas estratégias: (a) usamos como denominador o numero total de
amostras; (b) em todas as analises fizemos ajuste para varidvel de série temporal; (c)
acrescentamos analises de ITS com modelos de Poisson, que representam de forma mais

acurada a evolucgdo de taxas com denominadores variaveis.
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Figura 8. Analise de ITS para incidéncia populacional global de uropatdégenos identificados no
laboratério de microbiologia do HCFMB.

Em relagdo a proporgdo de bactérias nao-E. coli, notamos redugdo continua tanto para
Enterobactérias (coeficiente=-0,001; 1C95%= -0,001 a -0,0002; p=0,009) quanto para nao
fermentadores (coeficiente=-0,0004; 1C95%=-0,0007 a —0,0002; p<0,001), porém sem impacto

da intervengdo (RDC 44), como mostrado nas Figuras 9 e 10.
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Figura 9. Andlise de ITS para proporgdo de identificagdo de enterobactérias nao-E. coli

no periodo de 2005 a 2018.
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Figura 10. Analise de ITS para proporg¢ao de identificagdao de bacilos Gram-negativos nao
fermentadores no periodo de 2005 a 2018.

Ndo encontramos explicagao para esse resultado, porém é possivel que o maior acesso
aos exames microbioldgicos tenha levado a andlise de casos menos complicados de infec¢do do

trato urindrio, e, portanto, ao aumento proporcional de E. coli. Essa tendéncia, porém, nao se
reflete nas séries temporais de resisténcia, como veremos adiante.

Finalizando esta sessdo, deve-se enfatizar sazonalidade de ITU tem sido reportada.

Estudo realizado na Turquia identificou que 35,3% das infec¢des ocorreram no verdo, contra
. 50
10,7% no inverno.
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AlteracOes na resisténcia microbiana de uropatogenos apds a RDC 44/2010

Escherichia coli

Para robustez da analise de E. coli, somente incluimos antimicrobianos para os quais
pelo menos 50 isolados foram testados todos os meses. Os antimicrobianos de uso exclusivo
por via endovenosa e/ou intramuscular, que n3o sdo vendidos e aplicados em farmacias, foram
utilizados como controle, como forma de avaliacdo das alteracdes do tempo em resisténcia

antimicrobiana, independente do efeito da RDC 44. Os resultados sao apresentados abaixo.

Resisténcia a amicacina

Nao foi detetada sazonalidade em modelos de autocorrelacdo ou regressdo de Poisson para
estacOes (Figura 11). Na andlise de ITS por modelos lineares (Tabela 4) e de Poisson (Tabela 5)

observou-se reducdo da resisténcia apods intervencdo (RDC 44).
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Figura 11. Grafico de autocorrelagdo de taxas de resisténcia de E. coli a amicacina.
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Figura 12. Analise de ITS para resisténcia de E. coli a Amicacina.

Tabela 4. Modelo linear de ITS para resisténcia de E. coli a Amicacina.

Fatores Coeficiente p IC 95%

Série temporal (més) 1,65 0,76 -8,00 1,11
Intervengao -60,82 0,009 -106,23 -15,41
Alteragao de tendéncia -3,53e-06 0,46 -105,00 98,00

Tabela 5. Modelo de regressao de Poisson em ITS para resisténcia de E. coli a Amicacina.

Fatores Razao de taxas p 1C 95%
Série temporal (més) 1,002 0,69 0,99 1,016
Intervencao 0,438 0,001 0,583 0,718
Alteragao de tendéncia 1,003 482 0,886 1,024
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Resisténcia a Cefalotina

De forma semelhante, ndo houve sazonalidade para Cefalotina em modelos de

autocorrelacdo (Figura 13), apesar de leve aumento no outono (IRR= 1,05; 1C955=1,004 -1,10;

p=0,04).
taxa
O coefficient
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. I nemon inMns
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Figura 13. Teste de autocorrelacdo parcial para resisténcia de E. coli a cefalotina.

Os coeficientes dos modelos de regressao sao apresentados nas Tabelas6e 7 e
Figura 14.
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Figura 14. Analise de ITS para resisténcia de E. coli a Cefalotina.

Tabela 6. Modelo linear de ITS de resisténcia de E. coli a Cefalotina.

Fatores Coef. p IC 95%

Série temporal (més) 0,0003 0,76 -0,00140 0,00192
Intervencao -0,222 <0,001 -0,305 -0,134
Alteragao de tendéncia ,0016 0,09 -,0002 ,0035

Tabela 7. Modelo de regressao de Poisson de ITS de resisténcia de E. coli a cefalotina.

Fatores RT p 1C95%
Série temporal (més) 1,000 0,40 0,991 1,002
Intervengao 0,181 <0,001 0,188 0,437
Alteragao de tendéncia 1,003 0,32 0,985 1,021




Resisténcia ao Ceftriaxone

Ndo houve sazonalidade detectada em autocorrelacdo (Figura 15) ou em modelos

multivariados de Poisson. O impacto da intervencdo (RDC44) foi nulo (modelo linear; Figura 16

e Tabela 8), embora tenha persistido tendéncia geral de crescimento das taxas de resisténcia

(Regressao de Poisson; Tabela 9).
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Figura 15. Grafico de autocorrelacdo parcial para resisténcia de E. coli a ceftriaxone
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Figura 16. Grafico de ITS da resisténcia de E. coli a ceftriaxone.

Tabela 8. Modelo linear de ITS de resisténcia de E. coli a ceftriaxone.

Fatores Coef. p 1C 95%
Série temporal (més) 0,0003735 0,15 0,0001348 0,00088
Intervencao 0,0247 0,17 -0,0101 0,0586
Alteragao de tendéncia 0,0002 0,53 -0,0004 0,0008

Tabela 9. Modelo de Regressao de Poisson de ITS para resisténcia de E. coli a Ceftriaxona.

Fatores Razao de p [95% Conf. Interval]

taxas
Série temporal (més) 1.006 0,048 1.00006 1.01166

Intervencao 1.20 0,129 0,95 1.53
Alteragao de tendéncia 1,00 0,789 0,99 1,01

I
200
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Resisténcia ao Ciprofloxacino

Houve predominio de isolados resistentes a ciprofloxacino no verdo (Tabela 10), embora

nao se tenha detetado sazonalidade clara nos graficos de autocorrelagdo (Figura 17).

Tabela 10. Modelo de regressdao de Poisson para sazonalidade de resisténcia de E. coli ao
Ciprofloxacino.

Fatores Razao de taxas p 1C 95%

Estagdo referéncia (inverno)
Primavera 0,933 0,039 0,86 0,99

Verao 1,08 0,014 1,02 1,14
0,97 0,294 0,91 1,03
Variavel de série temporal 1,003 >0,001 1,002 1,004
tx1000
O coefficient
1,07 —— Upper Confidence Limit
— Lower Confidence Limit
0,5+
« | AIIAOA A AeAAAAA
< L)
-0,57
-1,07]

e rrrrrrrrra
1234567 8 9101112131415161718192021222324
Lag Number

Figura 17. Grafico de autocorrelacdo da resisténcia de E. coli ao Ciprofloxacino.
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Quanto a influéncia da intervengdo (RCD44), esta foi praticamente nula (Figura 18,
Tabelas 11 e 12). A taxa de resisténcia cresceu de forma regular ao longo do periodo do estudo

(2005-2018). Esse dado é relevante, uma vez que quinolonas tém sido amplamente utilizadas

para o tratamento de ITU adquiridas na comunidade em nosso pal's.49
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Figura 18. Grafico de andlise de ITS para resisténcia de E. coli ao Ciprofloxacino.

Tabela 11. Modelo linear de ITS para resisténcia de E. coli ao Ciprofloxacino.

Fatores Coeficiente p IC 95%
Série temporal (més) 0,003735 0,15 -0,0001348 0,0008818
Intervengao 0,0242753 0,17 -0,010113 0,0586635
Alteragao de Tendéncia 0,0001746 0,56 -0,0004207 0,0007699



Tabela 12. Modelo de Regressdo de Poisson para ITS de resisténcia de E. coli ao

Ciprofloxacino.

Fatores Razao de taxas p IC 95%

Série temporal (més) 1,0025 0,044 1,000065 1,005046

Alteracao de tendéncia 0,9993197 0,616 0,9966677 1,001979

Residéncia a Trimetoprim/sulfametoxazol (TMP/SMX)

Nao se detetou sazonalidade na resisténcia ao TMP nos testes de autocorrelagdo (Figura
19) nem em modelos de regressdo de Poisson. A tendéncia temporal foi de reducdo, com
estabilizagdo apods a intervengao (RDC 44), conforme evidenciado na Figura 19 e nas Tabelas 13
e 14. De fato, o coeficiente da interacdo entre intervencdo e tempo é significante, porém
sinalizando mudanca de tendéncia de queda da resisténcia para estabilidade.
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Figura 19. Grafico de autocorrelacdo da resisténcia de E. coli a TMP/SMX.
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Figura 19. Grafico de ITS de resisténcia de E. coli a TMP/SMX.

Tabela 13. Modelo linear de ITS de resisténcia de E. coli a TMP/SMX.

Fatores

Coeficiente

p
Série temporal (més)

1IC 95%
-0,0010153 0,001 -0,0016042  -0,0004264
Intervengao -0,002111 0,87 -0,028005 0,023783
Alteragdo de tendéncia 0,0009367 0,005 0,0002937

0,0015796



Tabela 12. Modelo de Regressdo de Poisson de ITS de resisténcia de E. coli a TMP/SMX.

Fatores Razdo de taxas p IC95%

Série temporal (més) 0,997715 0,009 0,9960079 0,999425
0,9715002 0,49 0,8947646 1,054817
Alteragdo de tendéncia 1,002182 0,02 1,000292 1,004076

Enterobactérias ndo E. coli

Para estas, o antimicrobiano mais consistentemente testado foi a ceftriaxone. Neste
caso, nao foi observada sazonalidade (Figura 20) nem “picos de verdao” no modelo de Poisson.
J4 na analise de ITS obtivemos padrdao em “V”, com importante mudanca de tendéncia, no

sentido de aumento da resisténcia, apds a RDC44 (Figura 21 e Tabelas 13 e 14).
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Figura 20. Autocorrelacao de resisténcia a ceftriaxone em enterobactérias nao-E. coli.
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Figura 21. Analise de ITS para resisténcia de enterobactérias nao-E. coli a ceftriaxone.

Tabela 13. Modelo linear de ITS para resisténcia de enterobactérias ndo-E. coli a ceftriaxone.

Fatores Coeficiente p IC 95%
Série temporal (més) -0,0004796 >0,001 -0,0007086  -0,0002505
Intervencao -0,0011249 0,82 -0,0106035 0,0083538
Alteracao de Tendéncia 0,000503 >0,001 0,0002631 0,000743

Tabela 14. Modelo de Regressdo de Poisson de ITS para resisténcia de enterobactérias nao E.
coli a ceftriaxone.

Fatores Razdo de Taxas p 1C95%
Série temporal (més) 0,9979777 0,04 0,9960536 0,9999055
Intervengao 0,9614502 0,42 0,8745328 1,057006
Alteragao de Tendéncia 1,000985 0,37 0,9988323 1,003141
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Bacilos Gram-Negativos Ndo Fermentadores (NF)

No caso dos NF, foram analisadas as resisténcias a ceftazidima e ao imipenem. Em
ambos os casos, ndo houve sazonalidade identificada em autocorrelacio nem em modelos de

regressao de Poisson.

As Figuras 22 e 23 apresentam a ITS do impacto da RDC44 sobre as taxas de resisténcia.
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Figura 22. Analise de ITS para resisténcia de NF a Ceftazidima.
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Figura 23. Andlise de ITS para resisténcia de NF ao Imipenem.

As andlises sdo apresentadas também nas Tabelas 15 a 18.

Tabela 15. Modelo linear de ITS para resisténcia de NF a Ceftazidima.

Fatores Coeficiente p 1IC 95%

Série temporal (més) -0,0034808 0,003 -0,0057192 -0,0012425

Alteragao de tendéncia 0,0008623 0,51 -0,0016843 0,0034089



Tabela 16. Modelo de regressdo de Poisson para resisténcia de bacilos Gram-negativos ndo
fermentadores a ceftazidima.

Fatores Razdo de p 1IC 95%
taxas
Série temporal (més) 0,9856886 0,004 0,975976 0,9955166

Intervencao 2,291439 0,006 1,264562 4,152182
Alteragao de tendéncia 0,999096 0,885 0,9869338 1,011408

Tabela 17. Modelo linear de ITS para resisténcia de NF ao imipenem.

Fatores Coeficiente p 1C 95%
Série temporal (més) -0,0019206 0,06 -0,0039558 0,0001147
Intervengao 0,1021424 0,06 -0,0032934 0,2075782
Alteragao de tendéncia 0,0007675 0,51 -0,001546 0,0030811

Tabela 18. Modelo de regressdo de Poisson para ITS para resisténcia de NF ao imipenem.

Fatores Razao de taxas p 1C 95%
Série temporal (més) 0,9899462 0,127 0,9771684 1,002891
Intervengao 1,763762 0,138 0,8335784 3,732015
Alteragao de Tendéncia 1,004328 0,579 0,9891057 1,019786

Consideracdes sobre a associacdo entre uso de antimicrobianos e resisténcia em
infec¢des da comunidade

A complexidade dos determinantes da emergéncia e disseminag¢do da resisténcia
microbiana n3o é facilmente abordada em estudos epidemioldgicos.*> Em ambientes
“fechados”, como hospitais’"’2, casas de repouso’® e instituicdes prisionais’#, alguns fatores
relevantes na cadeia causal sdo mais facilmente identificaveis. Em grupos populacionais
amplos, ou grandes coortes abertas (o que chamamos de “comunidade”), as relacdes de

causalidade s3o menos tangiveis.”>’®

Entre os diversos aspectos que tem sido implicados nesse fendbmeno, a interface
humanos-animais-ambiente (popularmente denominada “satde Unica”, ou “one health”)”’,

a selecdo por vacinas’®, em conjunto com fatores alimentares e estilo de vida, tem sido
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implicados em alteragdes do microbioma’®, que se torna um reservatério permanente

potenciais patdgenos.

Nessa constelagdo, o uso de antimicrobianos adquiridos em farmacia representa,
quando muito, um ponto isolado, de significancia ainda indeterminada. Nosso estudo se
inclui entre outros que buscam identificar a associacdo entre a restricdo desse uso e os perfis
de resisténcia em patdgenos da comunidade. Nossos achados apontaram para impacto fragil

— se existente — da RDC 44/2010 sobre a resisténcia em uropatdgenos.

Avaliamos a intervengao da RDC 44 em venda de antimicrobianos com receita
médica, porém, o estudo foi realizado com culturas de pacientes do Sistema Unico de Sautde
(SUS), no qual a distribuicdo de medicamentos é realizada com receita médica independente
da RDC. Além deste fator, a existéncia de legislacdo ndo significa que seja aplicada, sendo
possivel encontrar venda de antimicrobianos sem receita em farmdcias, porém sem

possibilidade de quantificar o quanto das receitas prescritas se enquadram neste perfil.

Nosso estudo é limitado por sua abrangéncia temporal e espacial, além de possiveis
vieses apontados na descricdo da metodologia. No entanto, tentamos compensar tais
limitagdes com anadlises temporais exaustivas. Ao mesmo tempo, abordamos o aspecto

sazonal das ITU, corroborando achados prévios de seu predominio em periodos quentes.

Um achado coerente com o nosso foi relatado em robusto estudo de Moura et al.8!
Abordando a agdao da normativa sobre incidéncia de E. coli produtora de ESBL e de
Streptococcus pneumoniae com multiplos padrdes de resisténcia, os autores identificaram
um crescimento compensatdrio da utilizacdo de certos antimicrobianos, que se associou ao

aumento de resisténcia.

Concordamos com os achados de Moura et al, ao sugerirem que acdes
multifacetadas sdao necessarias para um melhor controle da resisténcia microbiana em
situagdo “comunitaria”. Ao mesmo tempo, acreditamos que a RDC 44/2010 representou um
avango, e que outros critérios de boas praticas — incluindo prescrigao de antimicrobianos
apropriados e somente na presenca de infeccdes — podem ter sido estimulados por essa

normativa. Esse € um caminho aberto para estudos futuros.

48



Conclusdo

49

A restricdo da venda de antimicrobianos sem receita médica n3ao foi associada a
modificacdes relevantes da etiologia das infec¢des do trato urinario identificadas na
comunidade.

Nos casos de infecdo por Escherichia coli, notou-se reducdo imediata na resisténcia a
cefalosporinas de primeira geracao e amicacina, porém nao de outros antimicrobianos de
uso frequente, como o ciprofloxacino, ou de uso em terapia parenteral ambulatorial, como
a ceftriaxona.

Para o mesmo agente, atenuou-se (embora se tenha mantido) a tendéncia de reducdo da

resisténcia a trimetoprim-sulfametoxazol.

Enterobactérias ndo E. coli ndao apresentaram alteragdo na tendéncia a resisténcia

microbiana apds a restrigao.

Também para os bacilos Gram-negativos ndao fermentadores, ndao se identificaram

alteragdes de tendéncia de resisténcia aos antimicrobianos de interesse.

Como achado secundario, identificamos sazonalidade e picos de verdo para infeccao do trato
urindrio causada por E. coli (inclusive isolados produtores de carbapenemase) e outras

enterobactérias.
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Abstract

Background

Antimicrobial resistance in community-associated infections is an increasing worldwide con-
cern. In low-to-middle income countries, over-the-counter (OTC) sales of antimicrobials
without medical prescription have been blamed for increasing consumption and resistance.
We studied the impact of restriction of OTC sales of antimicrobials in Brazil (instituted in
October 2010) on resistance trends of Escherichia colifrom community-onset urinary tract
infections.

Methods

We analyzed monthly resistance trend of Escherichia coli from community-onset urinary
tract infections from 2005 through 2018. The data were submitted to interrupted time series
analysis in both linear and Poisson regression models.

Results

We found impact on cefazolin (p<0.001) and amikacin (p<0.001) resistance as immediate
impact of the intervention, and no beneficial impact on resistance to ciprofloxacin, ceftriax-
one or sulfamethoxazole-trimethoprim.

Conclusion

At the present study, we found that OTC sales restriction did not generally impact on antimi-
crobial resistance.

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0259632 November 10, 2021




PLOS ONE

Impact of restriction of over-the-counter sales of antimicrobials on antimicrobial resistance trends

Funding: HRAA received a student research grant
from Sao Paulo State Research Foundation
(FAPESP, grant #2018/17210-1), with CMCBF as
her advisor. The funding agency did not played no
role in study design, methodology, nor in the
writing of the manuscript.

Competing interests: The authors have declared
that no competing interests exist.

Abbreviations: COUTI, community-onset urinary
tract infections; ITS, interrupted time series
(analysis); SMX-TMP, sulfamethoxazole-
trimethoprim.

Background

In the past decade, the World Health Organization (WHO) recognized antimicrobial resis-
tance as a major threat for public health worldwide. Countries were urged to develop their
own action plans to prevent and control the emergence and spread of antimicrobial-resistant
pathogens [1, 2]. This is a major challenge for low-to-middle income countries, which have
experienced recent increases in consumption of antimicrobials [3]. In those countries, over-
the-counter (OTC) sales account for a relevant proportion of excessive use of antimicrobial
agents [4, 5]. Laws restricting or prohibiting OTC sales of antimicrobials have been issued, but
their impact is currently not straightforward [6, 7].

The population drivers of antimicrobial resistance are complex. A vast array of direct and
herd effects interplay in the continuous process of emergence and spread of resistant bacterial
strains [8]. Even though secular trends demonstrate clear association between the introduction
of antimicrobials in clinical practice and the emergence and spread of resistance phenotypes,
this association is not straightforward [9]. Therefore, the impact of regulations must be
assessed not only regarding antimicrobial sales, but also focusing on their outcomes of interest,
i.e., on the time trends of resistance among common pathogens.

A ban on non-prescription sales of antimicrobials in private drugstores was issued by Bra-
zilian Sanitary Agency (ANVISA) in October 2010. The impact of this legal measure was
uneven across the country. In fact, there was a significant reduction in sales of antimicrobials
in pharmacies in the Southern and Southeastern states, which have a higher human develop-
ment index (as compared to Northern, Northeastern and Midwest, and corresponds to the
study zone. The effect was small in the less developed areas [10, 11]. Most importantly, the
impact on antimicrobial resistance is uncertain in Brazil and in our region.

With that in mind, we use time series analysis to investigate the impact of ANVISA regula-
tion on antimicrobial resistance in Escherichia coli isolated in urine from patients with com-
munity-onset urinary tract infection (COUTI) in inner Sao Paulo State, Brazil.

Methods
Ethical approval

This study was approved by the Committee for Ethics in Human Research in Botucatu Medical
School (register: CAAE 30000014.1.0000.5411), city of Botucatu, Sao Paulo State, Brazil. The
ethics committee waived the requirement for informed consent. Data from all patients was ini-
tially checked for duplications, and subsequently anonymized before final validation and sta-
tistical analyses.

Study setting and design

We conducted a natural experiment study based on ecological data on incidence and antimi-
crobial resistance among E. coli isolates from COUTTI in patients living in the Botucatu Health
Administrative Area (BHAA), inner Sdo Paulo State, Brazil. That area comprises 13 municipal-
ities located around Botucatu city (22°53'25"S, 48°27'19"W), with a total of 300,000 inhabi-
tants. Microbiological tests from public primary care units and outpatient services are
performed in the laboratory from Botucatu Medical School teaching hospital.

Operational procedures

We collected data on microbiological results from COUTT in the period from January 2005
through December 2018. Those cultures were obtained from patients with suspected COUTI,
cared for in public primary care and outpatient facilities in the BHAA. We recorded resistance
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of E. coli isolates to several antimicrobials, mainly the most used for the treatment of COUTI
in our country: cefazolin, ceftriaxone, ciprofloxacin, amikacin and sulfamethoxazole-trimetho-
prim (SMX-TMP). We chose to address those antibiotics based on their use in outpatients or
inpatients therapy of COUTI. Antimicrobial resistant tests were performed in Microscan
Autoscan system (Beckman Coulter, Pasadena, CA) and followed standards from the Clinical
Laboratory Standards Institute (CSLI) [12]. Duplicate results (defined as those obtained within
a 30-day period) and those in which a nosocomial origin was proved were excluded from the
study.

Time series analysis

Time series of monthly incidence of pathogens and resistance patterns were submitted to
interrupted time series analysis (ITS) through segmented regression in the itsa package of
STATA 14 (Statacorp, College Station, TX), as previously described [13]. Briefly, we analyzed
the impact of the OTC sales ban in October 2010 on the immediate and late trends of antimi-
crobial resistance. We complemented this analysis with Poisson Regression models, adjusted
for time trends and seasons.

In order to further investigate seasonality, Box-Jenkins models were fit to time series of
incidence and antimicrobial resistance. We used the following parameters for models: regular
(1,0,1), seasonal (1,0,1), with seasonality in 12 months [14]. Those analyses were performed in
NCSS 9 (LLC, Kaysville, UT).

Results

In the study period, there were 40,814 positive cultures from COUTI patients, of which 31,162
(76.4%) recovered E. coli. The cumulative incidence was 10,686 per 100,000 inhabitants. There
was a continuous trend towards increase in the isolates (incidence rate ratio [IRR] for month,
1.004; 95% confidence interval, 1.003-1.005; P<0.001), with peaks in summer (IRR, 1.063;
95% 1.031-1.097; P<0.001, as compared to winter). Those findings imply an average increas-
ing trend in rates of 0.4% per month, as well as an overall increase of 6.3% during summer.
While the overall increase may be attributable to greater access to diagnostic tests, the seasonal
findings are consistent and were corrected excluding long term trends. Coherently, we found
significant coefficients (P<<0.001) for autoregressive, moving average and-most importantly—
seasonal parameters in Box Jenkins models.

Results from ITS analysis of resistance trends are presented in Fig 1 and Table 1 presents
complementary season-adjusted Poisson regression models. Overall, immediate decrease in
resistance was detected in all models only for cefazolin and amikacin. No beneficial impact on
long-term trends was identified for the resistance to antimicrobials of interest.

In an opposite direction, there was immediate increase in resistance to ceftriaxone (ITS and
Poisson models) and ciprofloxacin (Poisson regression), and an upward change in long-term
trends of resistance to TMP-SMX (ITS and Poisson regression) and cefazolin (Poisson regres-
sion). The impact of seasons in Poisson multivariable models varied, and no resistance rate
presented significant seasonal parameters in Box-Jenkins models.

Discussion

COUTT are unique among bacterial infections, because they are by far the ones for which cul-

tures are most frequently collected. Therefore, they are expected to provide a reliable proxy of
antimicrobial resistance trends in the community setting [15]. Our study aimed to analyze the
impact of restriction of OTC sales of antimicrobials based on trends in resistance in E. coli, the
most frequent uropathogen.
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Fig 1. Interrupted time series (ITS) analysis (linear regression models) of time trends of antimicrobial resistance (expressed in Y
axis in proportion) in Escherichia coli recovered from urine cultures of patients with community-onset urinary tract infection in
inner Sao Paulo State, Brazil, before and after the prohibition of over-the-counter sales of antimicrobials (antimicrobial sales
without medical prescription). TMP-SMX, Sulfamethoxazole-trimethoprim. Notice that the number of months with zero resistance to

Amikacin limits the accuracy of ITS. *Immediate impact of the intervention (P<0.05). ** Impact of intervention on time trends
(P<0.05).

https://doi.org/10.1371/journal. pone.0259632.g001
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Table 1. Poisson regression analysis (adjusted for seasonal variation) of interrupted time series of resistance

trends in Escherichia coli recovered from urine cultures of patients with community-onset urinary tract infection
in inner Sdo Paulo State, Brazil, before and after the prohibition of over-the-counter sales of antimicrobials (anti-

microbial sales without medical prescription).

Antimicrobial resistance / predictors IRR (95%CI) P
Cefazolin
Time (months) 1.001 (1.000-1.003) 0.03
Intervention® 0.588 (0.545-0.634) <0.001
Intervention_time** 1.002 (1.001-1.004) 0.007
Season
Winter (reference) ..
Spring 0.985 (0.938-1.034) 0.55
Summer 0.999 (0.953-1.047) 0.98
Autumn 1.059 (1.011-1.111) 0.02
Ceftriaxone
Time (months) 1.004 (0.998-1.010) 023
Intervention® 1.334 (1.041-1.709) 0.02
Intervention_time** 1.003 (0.997-1.009) 0.39
Season
Winter (reference) ... ..
Spring 0.932 (0.825-1.052) 0.26
Summer 1.010(0.898-1.137) 0.86
Autumn 0.925 (0.820-1.045) 0.21
Cipro
Time (months) 1.002 (0.999-1.005) 0.10
Intervention® 1.137 (1.017-1.271) 0.02
Intervention_time** 0.999 (0.997-1.002) 0.88
Season
Winter (reference) ... ...
Spring 0.931 (0.873-0.994) 0.03
Summer 1.074 (1.010-1.142) 0.02
Autumn 0.964 (0.904-1.027) 0.26
SMX-TMP
Time (months) 0.997 (0.995-0.999) 0.01
Intervention® 0.971 (0.894-1.056) 0.50
Intervention_time** 1.002 (1.000-1.004) 0.03
Season
Winter (reference) ... ...
Spring 0.976 (0.926-1.028) 037
Summer 1.005 (0.955-1.057) 0.85
Autumn 1.002 (0.951-1.054) 0.95
Amikacin
Time (months) 1.003 (0.988-1.017) 0.35
Intervention® 0.181 (0.075-0.437) <0.001
Intervention_time** 1.003 (0.985-1.021) 0.38
Season
Winter (reference) ... ...
Spring 0.969 (0.518-1.810) 0.92
Summer 1.131 (0.636-2.012) 0.67
(Continued)
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Table 1. (Continued)

Antimicrobial resistance / predictors IRR (95%CI) P
Autumn 1.272 (0.726-2.222) 0.40

Note. Significant (P<0.05) results are presented in boldface. IRR, Incidence Rate Ratio; CI, Confidence Interval;
SMX-TMP, sulfamethoxazole-trimethoprim.
*Immediate impact of the intervention.

** Impact of intervention on time trends.

https-//doi.org/10.1371/journal.pone.0259632.t001

Even though the effect of the restriction on sales of antimicrobials in Sao Paulo state was
relevant [11, 12], we found little to no impact on antimicrobial resistance in COUTI E. coli.
Trends of resistance to ciprofloxacin were not impacted. Resistance to ceftriaxone accelerated
after 2010, while the decreasing trend in TMP-SMX resistance slowed. Immediate or long-
term changes after the sales restriction was noticed only for first generation cephalosporins

and aminoglycosides, which are not “first line” therapeutic choices for COUTI [16].
Disappointing as our findings may be, they are evidently not an argument against restrict-
ing OTC sales of antimicrobials. Instead, they point out that restriction was not sufficient for
stopping increasing trends in resistance to widely used therapeutic agents. Presumably, there
are other drivers of the emergence and spread of resistance. Regarding E. coli and other Enter-

obacteriaceae, the fecal carriage of resistant strains in community settings [17], arising from
food chain and eventually spread by international travel [ 18] may be among those drivers. One
health approaches have demonstrated the importance of antimicrobial use in agriculture and
the dispersion of those drugs in the environment in the causal chain of resistance. Policies that
do not address those drivers from a wide ecological perspective are therefore likely to fail [19].

Our study was limited by its small geographic range and relatively short-term analysis. Also,
itaddressed only one pathogen from a single clinical syndrome, albeit the most frequently iden-
tified in the community setting. Finally, it did not include in its analysis the antimicrobial resis-
tance arising and spreading within healthcare-settings. In those settings, other aspects such as
hospital connectiveness and patient sharing may play a role in the dissemination of resistance
phenotypes [20]. However, there are also strengths in our study. Antimicrobial resistance rates
evolve and will obviously not change from one day to another, so our long-term analysis seemed
appropriate. We analyzed results from more than 30,000 nonduplicate urine cultures collected
over 14 years, using the appropriate I'TS approach for natural experiments [13].

Conclusion

In conclusion, we found that legislation of OTC sales of antimicrobials in drugstores did not
present a relevant impact on the resistance of E. coli to antimicrobials widely used in clinical
practice. Therefore, wider interventions should be consider for prevention and control of anti-
microbial resistance in community settings.
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