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SALGADO-CAXITO, M. Prevaléncia, fatores de risco e infecgdes virais associadas
com Escherichia coli resistentes a cefalosporinas de espectro estendido em cées.
Botucatu, 2020. 125p. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho”.

RESUMO

A Resisténcia Antimicrobiana (RAM) é atualmente um dos maiores problemas de salde
animal e humana. Apesar de Enterobacterales resistentes a cefalosporinas de espectro
estendido (ESCR-E) ser cada vez mais relatado em cées, os fatores de risco promovendo
sua circulacao entre animais de companhia tém recebido pouca atencdo. Em particular, a
influéncia de infecgcbes e tratamentos de virus entéricos na circulacdo de ESCR-E é
desconhecida. Nesta tese, nosso objetivo foi estimar a prevaléncia global e a estrutura
populacional de Escherichia coli produtoras de B-lactamases de espectro estendido
(ESBL-E. coli) a nivel mundial e investigar a influéncia de varios fatores de risco dos
tutores e dos cdes na presenca de ESCR-E. coli em cées, incluindo a infeccdo e a
antibioticoterapia profilatica de parvovirose canina (CPV) e cinomose (CDV) no Brasil
(Botucatu, Sao Paulo). No capitulo 1, realizamos uma scoping review e meta-analise para
estimar a prevaléncia e estrutura populacional de ESBL-E. coli em cédes e gatos. A
prevaléncia foi estimada em 8.63% [IC 95%: 8.04; 9.27] em cdes e 8.31% [IC 95%: 7.24;
9.52] em gatos e 60 diferentes gendtipos de ESBL e 171 tipos sequenciais (ST) distintos
de cepas E. coli resistentes foram descritos em cées e gatos globalmente. Além disso,
blactx-m-15 € blasHv-12 assim como ST38 e ST131 isolados de animais de companhia
foram encontrados em todos os continentes. No segundo capitulo, estimamos a
prevaléncia de ESCR-E. coli em cdes (9,2%) e conduzimos questionarios aos tutores para
identificar os fatores de risco associados com a colonizacgdo fecal. O uso de antibi6ticos
no ultimo ano, contato direto com animais de producdo e auséncia de vermifugacao
aumentou a probabilidade de colonizagdo fecal por ESCR-E. coli em cdes. No terceiro
capitulo, mostramos que a infeccédo e tratamento para CPV aumentou significativamente
a prevaléncia de ESCR-E (E. coli e Klebsiella pneumoniae) em cées (36,5%) comparado
com a infeccdo de CDV (15%) ou auséncia de doencas infecciosas (9,2%). Além disso,

genes ESBL foram amplamente detectados (70%) entre isolados recuperados antes da
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antibioticoterapia, principalmente blactx-m-type. Também mostramos que a prevaléncia
aumenta 1-28 dias apds antibioticoterapia e ESCR-E. coli foram detectados até 50 dias
apés o tratamento. Nossos resultados sugerem que cdes com enteropatdgenos
(endoparasitas e virus entéricos) podem exercer um importante papel na disseminacgéo de
ESCR-E. coli embora 0s mecanismos responsaveis por essas observagdes permaneceram
desconhecidas. Esta tese sugere que o aumento da vermifugacéo e cobertura vacinal
contra virus entéricos poderiam potencialmente reduzir a disseminacéo de ESCR-E. coli
em cdes. Nossos resultados enfatizam a necessidade de implementar programas de
vigilancia nacional sobre o uso de antibidticos no setor veterinario e bactérias resistentes
a antimicrobianos em animais de companhia para implementar estratégias eficazes para

limitar a propagacao da RAM.

Palavras-chave: animais de companhia, Brasil, p-lactamases de espectro estendido,
cinomose, doengas infecciosas, ESBL, parvovirose, resisténcia antimicrobiana,

vermifugacao.
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SALGADO-CAXITO, M. Prevalence, risk factors, and viral infections associated
with extended-spectrum cephalosporin-resistant Escherichia coli in dogs. Botucatu,
2020. 125p. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus

de Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho™.

ABSTRACT

Antimicrobial resistance (AMR) is currently one of the major threats for both animal and
human health. Despite extended-spectrum cephalosporin-resistant Enterobacterales
(ESCR-E) being increasingly reported in dogs, the risk factors promoting their circulation
among companion animals has received less attention. In particular, the influence of
infections and treatments of enteric virus on the circulation of ESCR-E is unknown. In
this thesis, we aimed to estimate the global prevalence and population structure of
extended-spectrum beta-lactamases producing-Escherichia coli (ESBL-E. coli)
worldwide and to investigate the influence of several owner and dog’s risk factors on the
presence of ESCR-E. coli in dogs including the infection and prophylactic antibiotic
therapy of canine parvovirus (CPV) and canine distemper (CDV) in Brazil (Botucatu, Sao
Paulo). In the chapter 1, we performed a scoping review and metanalyses to estimate the
global prevalence and population structure of ESBL-E. coli in dogs and cats. The
estimated prevalence was 8.63% [95% CI: 8.04; 9.27] in dogs and 8.31% [95% CI: 7.24;
9.52] in cats and 60 different genotypes of ESBL and 171 distinct sequence types (ST) of
resistant E. coli strains have been described in dogs and cats worldwide. In addition,
blactx-m-15 € blaskv-12 as well ST38 and ST131 from companion animals were found in
all continents. In the second chapter, we estimated the prevalence of ESCR-E. coli in dogs
(9.2%) and conducted questionnaires to owners to identify risk factors associated with
the fecal carriage. The use of antibiotics in the last year, direct contact with livestock, and
absence of deworming increased the likelihood for fecal carriage of ESCR-E. coli in dogs.
In our third chapter, we showed that CPV infection and treatment significantly increases
the prevalence of ESCR-E (i.e., E. coli and Klebsiella pneumoniae) in dogs (36.5%)
compared to CDV infection (15%) or absence of infectious diseases (9.2%). In addition,
ESBL genes were widely detected (70%) among isolates recovered before antibiotic
therapy, particularly blacTtx-m-type. We also showed that the prevalence increases 1-28 days
after antibiotic therapy and ESCR-E. coli were detected up to 50 days after the treatment.
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Our results suggest that dogs with enteropathogens (i.e., endoparasites and enteric
viruses) may play an important role in the dissemination of ESCR-E. coli although the
mechanisms behind of these observations remained unclear. This thesis suggests that
increasing deworming and vaccination coverage of enteric virus could potentially the
dissemination of ESCR-E. coli in dogs. Our result stress the need to implement national
surveillance of antibiotic use on the veterinary sector and antimicrobial resistant bacteria

in companion animals to implement effective strategies to limit the spread of AMR.

Keywords: antimicrobial resistance, Brazil, companion animals, deworming, canine
distemper, extended-spectrum B-lactamases, ESBL, infectious diseases, canine

parvovirus.
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INTRODUCAO

A Resisténcia Antimicrobiana € atualmente uma das maiores ameacas a saude
humana e animal (BENGTSSON; GREKO, 2014; WHO, 2017). O aumento da RAM em
infeccOes bacterianas tém causado aproximadamente 700,000 mortes humanas anuais
devido a tratamentos antimicrobianos ineficazes (IACG, 2019). Similarmente, a RAM
causa grandes perdas econémicas. Estima-se uma perda de até US$100 trilhGes de dolares
do PIB mundial até 2050 caso a RAM nao seja contida (O’NEILL, 2016). Além do
aumento da morbidade e mortalidade em humanos, a RAM também é um grande
problema no setor agropecudrio, uma vez que a maioria dos antimicrobianos de
importancia critica para a saude humana também é utilizada para tratar infeccGes em
animais de producdo (VAN BOECKEL et al., 2019). Entretanto, a circulacéo e o impacto
da RAM entre cées e gatos tém recebido pouca atencdo apesar do uso frequente de
antimicrobianos para tratar infecgdes em animais de companhia (SHIMIZU et al., 2017).
Mesmo com potencial circulagdo da RAM entre animais de companhia e humanos ou
animais de producéo, apenas alguns paises de alta renda possuem programas nacionais
que abordam o uso de antibioticos entre animais de companhia e a vigilancia de ESBL-
E. coli em cées e gatos (DE JONG et al., 2013; RESAPATH, [s.d.]; SCHWARZ et al.,
2007; SVARM, [s.d.]; VET-LIRN, [s.d.]). Em contraste, ndo existem programas similares

para reduzir a RAM em animais de companhia em paises de baixa e média renda.

Uma das principais preocupacdes em relacdo a RAM é a disseminacdo de
Enterobacteriaceae resistentes a cefalosporinas de espectro estendido, em especial
Escherichia coli (ESCR-E. coli) (EWERS et al., 2012). ESCR-E. coli tém sido reportada
mundialmente em cdes e gatos (HONG et al., 2019; LIAKOPOULOS et al., 2018;
MAEYAMA et al., 2018; PIRES et al., 2016; UMEDA et al., 2019). No Brasil, onde se
encontra a segunda maior populacdo de cdes do mundo com mais de 80 milhdes
(BAQUERO; QUEIROZ, 2019; BENAVIDES et al., 2019; CRMV/SP, 2019), estudos
prévios reportaram prevaléncias de ESCR-E. coli em cées de até 25% (CARVALHO et
al., 2016; MELO et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2016). Embora comumente reportado,

ndo existem programas nacionais de vigilancia sobre a RAM na América Latina, o que
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dificulta nosso entendimento sobre os fatores influenciando a propaga¢do de ESCR-E.
coli.

Identificar os fatores para aquisicdo e propagacao de ESCR-E. coli entre animais
de companhia é crucial para a implementacao de estratégias de prevencéo e controle para
limitar a sua disseminag¢do. Embora seja esperado que o uso de antimicrobianos esteja
relacionado com as taxas de RAM em animais de companhia, poucos estudos testaram
essa hipotese. Na Europa, um limitado numero de estudos identificou que o uso de
antimicrobianos, consumo de carne crua, hospitalizacdo e contato com animais de
producdo aumenta a probabilidade de colonizagéo fecal em cées (SCHMIDT et al., 2015;
VAN DEN BUNT et al.,, 2020; WEDLEY et al., 2017). No entanto, no nosso
conhecimento, ndo existem estudos conduzidos na Ameérica Latina onde fatores
semelhantes como contato com animais de producédo portadores de ESCR-E. coli pode
estar promovendo a aquisic¢do e circulagdo destas bactérias entre animais de companhia
(SILVA; LINCOPAN, 2012). Da mesma forma, outros fatores relacionados aos tutores
como uso inapropriado de antimicrobianos em seus animais pode estar promovendo a

disseminacéo de ESCR-E. coli entre animais de companhia.

Outro fator ndo explorado que pode estar influenciando a emergéncia e
disseminacdo de ESCR-E. coli em cées sdo as infecgdes por virus causadores de enterites
severas e que requerem tratamento profilatico com antimicrobianos. Por exemplo,
parvovirose canina (CPV, do inglés canine parvovirus) e cinomose (CDV, do inglés
canine distemper) sdo virus entéricos que causam imunossupressao do hospedeiro e
alteram marcadamente a microbiota intestinal (MYLONAKIS; KALLI; RALLIS, 2016;
RENDON-MARIN et al., 2019; WANG; WANG, 2019; ZHAO et al., 2017). Além disso,
o tratamento de infec¢des por CPV e CDV geralmente inclui o uso profilatico de
cefalosporinas de terceira geracdo para evitar infec¢bes bacterianas secundarias
(DELUCCHI; FRAGA; ZUNINO, 2017; KILIAN et al., 2018; MANGIA; PAES, 2016;
MYLONAKIS; KALLI; RALLIS, 2016; NOBLEZA et al., 2017; PAES, 2016). Portanto,
esses tratamentos poderiam aumentar a colonizagdo fecal de ESCR-E. coli de cées
tratados, uma vez que cefalosporinas de terceira geragdo séo excretadas em parte na sua
forma inalterada pelos sais biliares e podem exercer pressdo de selecdo para RAM em
enterobactérias (BURDET et al., 2019). A associacéo entre infec¢des por CPV e CDV e

ESCR-E. coli pode ser particularmente relevante em paises como Brasil onde a baixa
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cobertura vacinal contra essas viroses resultam em prevaléncias maiores de 45% (ALVES
et al., 2018; BUDASZEWSKI et al., 2014). Contudo, no nosso conhecimento, nenhum
estudo explorou se a infeccao e tratamento dessas viroses pode influenciar a colonizagéo

fecal de ESCR-E. coli em cées.

A producéo de enzimas B-lactamases de espectro estendido (ESBL) € o principal
mecanismo associado ao fendtipo ESCR. Embora ESBL-E. coli venha sendo reportado
mundialmente em animais de companhia (HONG et al., 2020; KASPAR et al., 2018;
MELO et al., 2018; WEDLEY et al., 2017), a prevaléncia global e isolados ESBL-E. coli
circulando em animais de companhia permanecem desconhecidos. Nesta tese, nosso
objetivo foi estimar a prevaléncia global e estrutura populacional de ESBL-E. coli a nivel
mundial e investigar a influéncia de severos fatores de risco dos tutores e dos cées para a
presenca de ESCR-E. coli em cées incluindo infec¢des e antibioticoterapia profilatica
para CPV e CDV no Brasil.
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CONCLUSAO GERAL

Nesta tese, mostramos que a presenca de microorganismos externos
(endoparasitas, CPV e CDV) foram associados a colonizacao fecal de ESCR-E. coli em
caes, sugerindo que caes infectados por esses enteropatégenos podem exercer um
importante papel na disseminacdo de ESCR-E. coli. No entanto, os mecanismos detras
destas observacOes requere maiores investigacdes. No Brasil, a alta prevaléncia de viroses
entéricas como CPV e CDV podem estar agravando o problema da RAM entre cdes.
Portanto, nossos resultados sugerem que o0 aumento da cobertura vacinal de CPV e CDV
pode ajudar a reduzir a disseminacao de ESCR-E. coli.

Como ja descrito no setor agropecuario, a colonizacao fecal ESCR-E. coli entre
cdes pode refletir um alto, mas ndo estimado, uso irracional de antimicrobianos entre
animais de companhia em paises de baixa e média renda como Brasil. Por exemplo,
regulamentacdes nacionais nao requerem que as prescricdes veterinarias, necessarias para
comprar antimicrobianos em estabelecimentos agropecuarios, sejam retidas e
subsequentemente verificadas pelas autoridades de saude. Isto certamente incentiva a
venda de antimicrobianos aos tutores sem consulta prévia por um veterinario ou
diagndéstico dos patdgenos causadores dos sintomas favorecendo o mau uso dessas
medicacdes. O Brasil possui a segunda maior populagédo de cdes do mundo, mas nenhum
programa nacional é implementado para regulamentar o uso e prescri¢do de antibiéticos
entre 0s animais de companhia. Portanto, programas de vigilancia sdo urgentemente
necessarios para monitorar a extensdo do problema da ESBL e avaliar diferentes
estratégias para mitigar a sua disseminacdo. Esta tese também destaca a necessidade de
conscientizacdo de veterinarios e proprietarios de animais de estimacdo sobre o uso

correto de antibidticos.

Apesar do crescente aumento no numero de estudos sobre ESBL-E. coli nos
ultimos 10 anos, ainda ha uma falta de compreensdo sobre o papel dos animais de
companhia na disseminacéo da ESBL-E. coli, particularmente em gatos e paises de baixa
renda. A alta diversidade de clones ESBL-E. coli que circulam entre cdes e gatos
representa potencial ameaca para a saude humana e animal. Assim, pesquisas futuras

devem se concentrar na identificacdo dos fatores de risco, da relevancia clinica dessas
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bactérias e do impacto econémico das infec¢des por ESBL-E. coli em animais de
companhia. Além disso, a extensdo da transmissdo entre cées e outras espécies como

humanos e animais de producédo deveria ser estimada.

Vérias limitacbes desta tese poderiam ser abordadas em pesquisas futuras.
Primeiro, apesar do poder estatistico suficiente para detectar diferengas na prevaléncia
entre cdes infectados por CPV, CDV e ndo infectados, a alta mortalidade de cées
infectados (54,3%) e a falta de interesse de varios proprietarios diminuiu 0 nimero de
cdes que foram seguidos ap0s a terapia antimicrobiana, limitando o poder de detectar
ESBL-E. coli dois meses ap0s o tratamento. Em segundo lugar, a tipagem molecular
adicional de bactérias resistentes e genes resistentes permitira entender se o aumento de
ESCR-E. coli observado em cdes ap0s a antibioticoterapia é devido a manutencdo de
mesmos clones ESCR-E. coli detectados antes do tratamento, transmissdo de genes
resistentes entre cepas ndo relacionadas ou aquisicdo de novas bactérias do hospital
veterinario, da casa do cdo, de outras fontes (por exemplo, humanos e animais), ou do
meio ambiente. Finalmente, a potencial influéncia causal entre CPV ou vermifugacao e
ESCR-E. coli deve ser investigada e pode exigir a analise do microbioma do céo incluindo

0 viroma.
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