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EPIGRAFE

“Onde pisamos estd o que € bom para manter a vida,
nossa casa que tem sentido de lar é toda a floresta onde
estdo as frutas, rocas, caca, e 0s peixes dos rios de agua
das montanhas, onde espiritos poderosos guardam nossa
natureza, e que ndo podem ser destruidas pois ajudam a
segurar esta Ultima camada de cima, este céu que se
desabar vai acabar ndo s6 com 0s yanomami, mas com

todos n6s”

Povo yanomami



RESUMO

O objetivo desta pesquisa foi realizar a vigilancia do SARS-CoV-2 em animais de
companhia na Regido Metropolitana do Recife - PE, com interface a Satde Unica.
Trata-se de um estudo longitudinal prospectivo em cdes e gatos realizado em
residéncias cujos tutores estavam em isolamento domiciliar, com diagndéstico
laboratorial confirmado para SARS-CoV-2 utilizando a técnica de Reacdo em Cadeia
da Polimerase Transcriptase Reversa em tempo real (RT-gPCR). Durante o periodo
de dezembro de 2020 a julho de 2021 foram coletadas 31 amostras de swabs
orofaringeos e retais de 16 cédes e 15 gatos e encaminhadas para o Laboratorio
TECSA, localizado na cidade de Belo Horizonte - MG, onde foram realizados os testes
de diagnéstico molecular RT-g-PCR quanto a presenca de RNA especifico para
SARS-CoV-2 em dois genes alvos (N1 e N2). Dos animais testados, dois gatos (RE-
02F e RE-04F) testaram positivo para SARS-CoV-2 em RT-gPCR. Ambos tiveram
swabs orofaringeos positivos, RE-04F teve uma carga viral mais alta (alvo N1: CT
31,65, 11,362 numero de copias de RNA / pL; alvo N2: CT 33,46, 19,2 niumero de
copias / yL) em comparacao com RE-02F (alvo N1: CT 34,49, 1,87 numero de cépias
de RNA / pL; alvo N2: CT 34,38, 10,65 numero de copias de RNA / pL). O animal
denominado RE-04F também teve um alvo positivo por swab retal (alvo N2: CT 36,7,
2,41 numero de cépias de RNA /uL). A amplificacdo especifica de ACTB foi
demonstrada em todos os ensaios. A infeccao por SARS-CoV-2 detectada nos gatos
possivelmente tenha ocorrido devido ao contato préximo gato-humano com tutores
positivos, incluindo compartilhar a mesma cama e interagir sem protecao durante o
isolamento. Diante dos achados sugere-se que as pessoas infectadas devem tomar
0s mesmos cuidados em relacdo ao distanciamento com os animais, medida ja
adotada pela prevencao da transmissao do novo coronavirus entre humanos para
evitar a propagacéao da infecgédo aos animais de companhia.

Palavras-chave: Coronavirus, vigilancia em saude, pandemia, animais domésticos.



ABSTRACT

The objective of this research was to carry out the surveillance of SARS-CoV-2 in pets
in the Metropolitan Region of Recife - PE with an interface with ONE HEALTH. This is
a prospective longitudinal study carried out with dogs or cats in selected homes whose
tutors were in home isolation with laboratory diagnosis by RT-QPCR for the SARS-
CoV2. During the period from December 2020 to July 2021, 31 samples of presented
and rectal swabs were collected from 16 dogs and 15 cats and taken to the TECSA
Laboratory, located in the city of Belo Horizonte - MG, where RT-g-PCR molecular
diagnostic tests were performed for the presence of RNA specific for SARS-CoV-2 in
two target genes (N1 and N2). All samples were tested twice and the result was
considered positive when both tests resulted positive. Furthermore, the positive
samples were tested once again to confirm the presence of SARS-CoV-2. Among the
animals tested, two cats (RE-02F and RE-04F) tested positive for SARS-CoV-2 by RT-
gPCR. Both had positive oropharyngeal swabs, RE-04F had a higher viral load (target
N1: CT 31.65, 11,362 number of RNA copies /uL; target N2: CT 33.46, 19.2 number
of copies/puL) in comparison to RE-02F (target N1: CT 34.49, 1.87 number of RNA
copies / pL; target N2: CT 34.38, 10.65 RNA copies / pL). The animal named RE-04F
also had a positive target by rectal swab (target N2: CT 36.7, 2.41 number of RNA
copies /uL). Specific amplification of ACTB was demonstrated in all assays. The
infection by SARS-Co-2 detected in the cats possibly occurred due to close cat-to-
human contact with positive owners, including sharing the same bed and interacting
without protection during isolation. In light of the findings, it is suggested that infected
people have the same care regarding the distance from animals, a measure that is
already taken to prevent the transmission of the new coronavirus between humans, to
avoid infection of pets.

Key-words: Coronavirus, health surveillance, pandemic, domestic animals
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1 INTRODUCAO

Especula-se que 60% dos patdogenos humanos emergentes sao de origem
zoonotica, ou seja, sao transmitidos do animal para o homem ou vice-versa. Desses,
mais de 71% tém origem em animais silvestres. Estes patdégenos podem, ao acaso,
adquirir mutagcfes genéticas com potencial patogénico alterado, devido a mudancas
nas caracteristicas ou no comportamento socioeconémico, ecolégico ou ambiental
dos hospedeiros (CUTLER; FOOKS; POEL, 2010).

Ao final do ano de 2019 foram notificados pela China a Organizacdo Mundial
de Saude (OMS) o aparecimento de varios casos de pneumonia, cujo agente
etiologico foi posteriormente confirmado como o novo coronavirus, que por meio do
sequenciamento genético, foi denominado de SARS-CoV-2, virus de origem animal
que se adaptou a humanos, causando uma das maiores pandemias ja registradas na
histéria (GORBALENYA et al., 2020; BRASIL, 2020a; WHO, 2020; OPAS, 2020).

As investigacBes epidemioldgicas iniciais evidenciaram que a pandemia de
SARS-CoV-2 ocorreu pelo transbordamento zoondético (“spillover”), no qual o grupo
de coronavirus ja conhecido anteriormente infectando apenas animais silvestres, deu
inicio a infeccdo em humanos, causando uma forma grave de doenca respiratéria de
forma epidémica (RODRIGUEZ et al., 2020). Sabe-se que esse transbordamento
zoondtico foi influenciado por praticas culturais de consumo constante de animais
silvestres na dieta, como serpentes, morcegos, pangolins e civetas pela populacéo
asiatica, associado ainda a diferenciadas regulamentacdes e legislacfes sanitarias
nestes paises quanto a fiscalizacdo e comercializacdo de produtos e derivados de
animais silvestres, que tém alto potencial de propagacao desses patdgenos (CUI et
al, 2019; MATTAR et al, 2018).

Em caes e gatos domésticos a infeccdo causada pelo grupo de coronavirus é
amplamente conhecida por causar doencas intestinais como a manifestacdo mais
frequente. Existem duas variantes antigénicas para os cdes com sintomatologia
gastrointestinais e respiratdrias (pneumopatia aguda), enquanto em felinos
domeésticos a doencga se restringe a uma infeccao gastrointestinal branda, podendo
sofrer mutacdo em alguns animais causando a peritonite infecciosa felina (PIF)
(DODDS, 2020).
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Com a finalidade de entender como o0 novo coronavirus se comporta em
animais domeésticos e se eles podem atuar como amplificador do virus na cadeia
epidemiologica da doenca para a transmissdo aos seres humanos, torna-se
necesséria a orientacao dos tutores em relacdo ao adequado manejo de seus animais
de estimacdo, além de atualizacdo da categoria dos médicos veterinarios sobre
aspectos epidemioldgicos, clinicos, diagnostico e terapéutico de seus pacientes
(DODDS, 2020; GOUMENOU; SPANDIDOS; TSATSAKIS, 2020).

O contato proximo entre pessoas e animais aumenta a susceptibilidade de
algumas espécies animais a infeccdo e também ha evidéncias que alguns animais
podem se infectar através do contato proximo a outros animais, fazendo com que os
primeiros relatos de caes e gatos positivos para SARS-CoV-2 fossem justamente
devido ao contato dos animais com tutores comprovadamente positivos em diversas
regides do mundo (América, Europa e Asia). Amostras de swab nasal e retal destes
animais foram submetidas ao exame de reagdo em cadeia da polimerase em tempo

real (RT-gPCR) para a confirmacao dos casos (OIE,2021a).

Tendo em vista os relatos sobre a deteccdo de SARS-CoV-2 em animais
domésticos e a grande proximidade entre tutores e seus animais, principalmente caes
e gatos, o objetivo deste estudo foi realizar a vigilancia do SARS-CoV-2 em animais
de companhia na Regido Metropolitana do Recife (RMR), estado de Pernambuco, por

tratar-se de um estudo inédito no estado e na referida regido.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Coronavirus como agente etiolégico e zoonético

Os coronavirus sdo membros da familia Coronaviridae e subfamilia
Orthocoronavirinae que esta dividida em quatro géneros (Alphacoronavirus,
Betacoronavirus, Deltacoronavirus e Gammacoronavirus) de acordo com suas
relacdes filogenéticas e estruturas genémicas. Os Alfacoronavirus e Betacoronavirus
infectam apenas mamiferos, enquanto os Gammacoronavirus e Deltacoronavirus

infectam principalmente passaros (ICTV, 2020).

Os coronavirus afetam animais e humanos causando infeccdes respiratérias e
intestinais (MASTERS E PERLMAN, 2013) e ndo eram considerados virulentos para
humanos até o ano de 2002, quando na provincia de Guangdong na China ocorreu o
primeiro surto da Sindrome Respiratéria Aguda Grave (SARS) relacionada ao
coronavirus (ZHONG et al., 2003; KSIAZEK et al., 2003), visto que até entdo os

coronavirus circulantes causavam apenas infeccfes leves em seres humanos.

Dez anos apoés o primeiro surto da SARS, surgiu em paises do Oriente Médio
outra doencga causada pela mutacdo do coronavirus altamente virulento para seres
humanos, denominada de Sindrome Respiratéria do Oriente Médio pelo Coronavirus
(MERS-CoV) (ZAKI et al., 2012).

Foi identificado que no inicio do periodo da epidemia por SARS relacionado ao
coronavirus, todos o0s pacientes que tiveram contato com animais adoeceram, a partir
da identificacdo de anticorpos anti-SARS-CoV-1 em civetas de palmeira mascarada
(Paguma larvata) e manipuladores de animais em mercados (GUAN et al., 2003; KAN
et al., 2005). No entanto, mais tarde, com o avanc¢o das pesquisas, comprovou-se que
estes civetas adquiriram as cepas SARS-CoV-1 de outros animais (KAN et al., 2005).
Foi sugerido que os morcegos podem atuar como hospedeiros naturais do coronavirus
e que os civetas eram apenas hospedeiros suscetiveis que participaram da cadeia de
transmissdo, sendo, posteriormente, muitos coronavirus filogeneticamente
relacionados ao SARS-CoV-1 identificados em morcegos de diferentes provincias da
China, Europa, Africa e paises do sudeste asiatico (LAU et al., 2005; TONG et al.,
2009).
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Um cenario semelhante pode ter acontecido para MERS-CoV que, desde o
surto em 2012, foi encontrado em diferentes espécies de morcegos em cinco
continentes (ITHETE et al., 2013; YANG et al., 2014). O SARS-CoV-1 e 0 MERS-CoV
foram transmitidos para humanos por civetas de mercado e camelos dromedarios,
respectivamente (GUAN et al., 2003; HEMIDA et al., 2013).

Em dezembro do ano de 2019, uma nova epidemia surgiu através de uma
doenca infecciosa na cidade de Wuhan na China, infectando cerca de 2000 pessoas
no primeiro més de registro dos casos. As pesquisas iniciais apontaram que o agente
etiolégico era um novo coronavirus, relacionado a SARS, denominado como SARS-
CoV-2, causador da doenca causada pelo coronavirus denominada de COVID-19,
pela sua derivagcédo do termo em inglés “Coronavirus Disease” e pelo seu surgimento
no ano de 2019, culminando entdo no termo definido como COVID-19, pela
Organizacao Mundial de Saude (WHO, 2020).

O Comité Internacional de Taxonomia de Virus, composto por cientistas de todo
o mundo, classificou oficialmente este novo coronavirus denominado de SARS-CoV-
2, como um virus RNA fita simples com capsideo envelopado, que pertence a familia
Coronaviridae e esta intimamente relacionado a um grupo de coronavirus do tipo

SARS do género Betacoronavirus e subgénero Sarbecovirus (ICTV, 2020).

Até o momento nenhum hospedeiro foi comprovado como o responsavel pela
COVID-19, sabe-se que uma variedade de espécies pode ser infectada pelo SARS-
CoV-2 de forma experimental (cées, gatos, furdes, guaxinins, morcegos, hamsters,
veados de cauda branca e saguis) ou por contato préoximo a humanos
comprovadamente portadores do novo coronavirus (gorilas, caes e gatos domésticos,
grandes felinos e martas) (MATSUDA et al., 2020).

Ainda é desconhecida a rota de exposi¢cdo das pessoas ao novo coronavirus
através de um suposto reservatério de vida selvagem ou hospedeiro intermediario
devido a varias possibilidades de vias de transbordamento, acredita-se que 0 virus
tenha seu nicho ecoldgico em reservatoério animal (GUDBJARTSSON et al., 2020), por
fazer parte do género Betacoronavirus que é encontro com bastante frequéncia em
morcegos (RICHARD et al., 2020).

A investigacdo do surgimento do SARS-CoV-2 em pessoas que transitaram no

mercado de Huanan no surgimento dos primeiros casos em 2019, levam em
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consideracdo a exposicao de pessoas infectadas advindas de outros locais, a carne
contaminada ou demais produtos de consumo alimentar refrigerados ou congelados,

como provaveis meios de transmissdo do patdogeno (GIANOTTI et al., 2021).

O novo coronavirus possivelmente surgiu como resultado de inumeras
mutacdes que deram ao virus capacidade de romper a barreira do ciclo interespécies
e com auxilio de hospedeiros suscetiveis conseguiram infectar humanos (LU et al.,
2020). A teoria mais convincente é a de que 0s morcegos sao 0s hospedeiros iniciais
do virus, tendo uma distancia evolutiva para o0 SARSC-CoV-2 estimada em décadas,
necessitando, portanto, de um reservatorio, ndo sendo elucidado ainda, que
hospedeiros seriam esses, porém ha pesquisas que indicam os pangolins da Malasia
(Manis javanica) como tais hospedeiros, devido a semelhanca entre o
sequenciamento metagenémico entre os pangolins e o0 SARS-CoV-2 (LAM et al.,
2020; WONG, 2020).

Como pode ser observado na figura 01, o esquema de introdugédo do SARS-
CoV-2 na populacdo humana através da possibilidade de um reservatorio, ocorre por
varios animais que se mostram susceptiveis ao novo coronavirus, de forma enzodtica
(WHO, 2021c). Ao mesmo tempo com 0 numero crescente de espécies de animais
com a presenca do SARS-CoV-2, estudos epidemiologicos e sequenciamento
genético sugerem que as infeccfes desses animais ocorreram na maioria das vezes
por contato humano-animal. A probabilidade de um reservatorio envolvido € considera
alta, porém ha necessidade de mais estudos e embasamento cientifico para tal
afirmacao (WHO, 2021c).
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Figura 01: Esquema de Introducdo do SARS-CoV-2 através de um reservatorio

seguido de transbordamento. Em vermelho as setas indicativas desse cenario.
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Fonte: Adaptado do estudo Global das Origens do SARS-CoV-2 convocado pela
Organizacao Mundial de Saude, 2021.

2.2 Forma de transmissao e sintomatologia em humanos

O virus é transmitido facilmente através de aerossois e por contato direto de
goticulas do sistema respiratorio de pessoa para a pessoa, ndo sendo bem
esclarecida a via de transmissao digestiva. Os assintomaticos também constituem
fonte de infeccdo entre os seres humanos e qualquer individuo se torna susceptivel a
contrair a COVID-19, sendo os idosos, individuos com doengas cronicas e

imunodeprimidos considerados como grupo de risco principal (ZHANG, 2020).

Ha evidencias que demostram que a maior transmissibilidade ocorre de
sintométicos ou de pessoas 48 horas antes da apresentagdo de sintomas (pré-
sintomaticos), devido a grande quantidade de virus presente sendo eliminados,

mesmo que ainda assintoméaticas (WHO, 2020).
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Os sinais clinicos e sintomas iniciais em humanos séo bastante diversificados
podendo variar de casos assintomaticos a manifestacdes leves e graves, sendo desta
forma necessario atencdo a sintomatologia para classificacdo e intervencdo do
paciente que necessite de suporte de hospitalizagdo. A classificagcdo de um caso
assintomatico é confirmado através de teste laboratorial positivo sem apresentacao
de sinais ou sintomas. Ja um caso leve é considerado através da presenca de tosse,
coriza ou dor de garganta, podendo apresentar também ageusia, anosmia, calafrios,
febre, dor abdominal, diarreia, cefaleia, fadiga e mialgia. Um caso moderado pode
apresentar sintomas leves da doenca até febre e tosse persistente com piora
progressiva com prostracdo, adinamia, hiporexia e pneumonia. E por fim, um caso
grave é caracterizado pela sindrome respiratéria aguda grave com presenca de
dispneia ou desconforto respiratério com saturacao de oxigénio menor que 95% ou
presenca de cianose (BRASIL, 2022).

Ainda ha a classificacdo de caso critico em pacientes que necessitam de
unidades de terapia intensiva devido a complicagdes como choque séptico, angustia
respiratria e pneumonia graves, sindrome associada ao desconforto respiratorio, e

disfuncédo multipla dos 6rgéos e tecidos (BRASIL, 2022).

2.3 Animais domésticos e a COVID-19

Desde a descoberta e identificacdo do novo coronavirus, varias pesquisas vém
sendo desenvolvidas no mundo para o entendimento de toda historia natural da
doenca e os animais que possam estar envolvidos na cadeia epidemioldgica, seja

como hospedeiros, fontes de infeccdo ou suscetiveis (LUAN et al., 2020).

Em meados de fevereiro de 2020, um cdo idoso macho com comorbidades da
raca Lulu da Pomerénia, procedente de Hong Kong, testou positivo para SARS-CoV-
2 nos exames de diagnostico moleculares por reacdo em cadeia da polimerase
transcriptase reversa (RT-PCR), e sabidamente seu tutor foi positivo para o novo
coronavirus, tratando-se de uma possivel transmissdo humano-animal. Foram
coletadas amostras por swabs orais, nasais e retais, todos com resultados

considerados fraco positivos, além de sorologia e cultura viral negativa, possivelmente
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devido ao curso inicial da doenca no momento da coleta. O sequenciamento genético
do virus isolado das pessoas residentes no domicilio e do cdo foram bastante
semelhantes, indicando que o virus estava presente no domicilio e pode ter infectado
0 cdo, que se mostrou assintomético, ndo sendo considerado uma fonte de infec¢cédo
e liberado da quarentena apds dois exames de RT-gPCR negativos (AFCD, 2021,
ALMENDROS, 2020).

No inicio da pandemia, em marc¢o do ano de 2020, mais um cao de dois anos
de idade, macho, da raca Pastor Alemao, também foi positivo para SARS-CoV-2
através da RT-qPCR, enquanto o outro animal da casa testou negativo, sendo os dois
animais assintomaticos, porém o tutor também estava infectado com o virus causador
da COVID-19 (AFCD, 2021; ALMENDROS, 2020).

O Departamento de Agricultura, Pesca e Conservacdo (AFCD) da China,
realizou também no més de marco de 2020 a testagem por RT-gPCR de outros 17
cédes e oito gatos de tutores positivos para COVID-19 e que tinham contato préximo
com os animais, sendo relatado dois cdes e um gato positivos ao exame. E importante
reforcar que todos os animais testados ndo apresentavam sinais clinicos da doenca
(AFCD, 2021).

Na Bélgica, ainda no inicio da pandemia, o Servico Publico Federal (FPS) de
Saude Publica, Seguranca da Cadeia Alimentar e Meio Ambiente publicou um informe
sobre um gato que testou positivo e apresentava sinais sugestivos da COVID-19,
como vémito, diarreia e problemas respiratorios, semelhante ao seu tutor que teve
diagnéstico positivo apos o retorno de uma viagem a Italia. O informe ainda discutiu a
possibilidade de semelhanca dos sintomas devido a similaridade dos receptores das
células respiratorias nos humanos e felinos, assim como destacou a possibilidade da
transmissdo do homem para o animal de forma acidental, considerando os animais
domésticos sem importancia epidemioldgica na disseminacao do virus e perpetuacao
do ciclo de transmissao (BRYNER, 2020).

Um estudo chinés, com o objetivo de esclarecer a susceptibilidade dos animais
domésticos ao SARS-CoV-2, realizou infecgédo experimental de cées, gatos e furbes
por inoculacdo intranasal com virus provenientes de ambiente contaminado de
Wuhan. Foram infectados experimentalmente cinco gatos isolados em gaiolas, onde

dois deles foram eutanasiados no sexto dia apds a inoculacdo e 0s outros trés
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continuaram sendo avaliados por 11 dias. Foram utilizados ainda trés gatos nédo
infectados experimentalmente em gaiolas proximas aos gatos infectados, como
controle. Nos gatos eutanasiados foi encontrado RNA viral nos cornetos nasais,
amigdalas e palatos moles, na traqueia e no intestino delgado, sem presencga viral em
pulm@o de nenhum dos gatos eutanasiados. Entre os gatos isolados em gaiolas e
avaliados por 11 dias, foi encontrado RNA viral nas fezes em dois gatos a partir do
terceiro dia e o outro a partir do quinto dia, sendo todos eles eutanasiados no final.
Detectou-se carga viral no palato mole e nas amigdalas de um animal infectado
experimentalmente e em palato mole, amigdalas, corneto nasal e traqueia de um gato
exposto, evidenciando que houve transmissao de goticulas respiratorias entre esses
animais. Os resultados também demonstraram que dois gatos expostos a transmissao

nao apresentaram nenhuma carga viral nos 6rgaos pés eutanasia (SHI et al.,2020).

Outro estudo realizado na China, a partir da coleta de 143 amostras de soro de
gatos e testadas pelo teste ELISA durante o surto em Wuhan, revelou 14,7% de
sororreagentes ao SARS-CoV-2 com titulagdo variando de 1/20 a 1/1080. Desses
animais, trés amostras apresentaram reacdo neutralizante com altos niveis de
titulacdo; sendo esses trés animais de tutores positivos, sugerindo a transmissao do
virus do homem para o animal, porém o método ndo é suficiente para a confirmacéo
da infeccdo dos gatos pelo virus causador da COVID-19, visto que a sorologia ndo

confirma a presenca do agente e nem o grau de viruléncia (ZHANG, 2020).

A Organizacao Mundial de Saude Animal (OIE) reafirma que os seres humanos
positivos para SARS-CoV-2 e que possuem animais domeésticos, devem restringir o
contato com os animais por até 14 dias mesmo nao sendo comprovado que 0s animais
transmitam SARS-CoV-2 para humanos. Deve-se evitar, neste periodo de isolamento,
abracar, beijar, acariciar, dormir e compartilhar comidas com os animais e ainda, se
possivel, deixar o animal com outro membro sadio da familia ou amigo, sempre

assegurando boas praticas de higiene e distanciamento social (OIE, 2021).
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2.4 Vigilancia da notificacdo de casos

A Vigilancia em Saude (VS) pode ser definida como um processo sistematico
continuo de coleta, andlise e disseminacao dos dados sobre eventos relacionados a
protecdo, promogdo, prevencao a saude e controle de riscos, agravos e doencas na
populacdo associado aos determinantes de saude que influenciam no processo
saude-doenca com finalidade de reducédo das vulnerabilidades e morbimortalidade de
riscos nos territérios (BRASIL,2018).

A Politica Nacional de Vigilancia em Saude (PNVS) orienta a analise da
situacdo de saude com monitoramento continuo da populacdo em todo territério
nacional através de estudos epidemiolégicos que identifiquem os indicadores e
problemas de saude para um planejamento que reflita a realidade da populacéo
assistida. Ainda menciona que emergéncias em saude publica devem compor
medidas urgentes de controle e contencéo dos riscos, bem como prevencéo, de danos
e agravos a saude publica com investigacdo dos surtos e eventos inusitados com

potenciais impactos ambientais (BRASIL,2018).

Devido a situacdo que a pandemia do novo coronavirus trouxe para o pais, foi
criado por decreto presidencial o Grupo Executivo Interministerial de Emergéncia em
Saude Publica de Importancia Nacional e Internacional (GEI-ESPII), com o objetivo
de articular, propor e acompanhar medidas de planejamento e enfrentamento com
estabelecimento de diretrizes e elaboracdo de relatorios situacionais frente as

emergéncias de saude publica a nivel nacional e internacional (BRASIL, 2020).

Os virus respiratérios de importancia em saudde publica sdo monitorados
através no Brasil através da vigilancia epidemiolégica por meio de uma Rede de
Vigilancia Sentinela de sindrome gripal (SG) e da Vigilancia de sindrome respiratoria
aguda grave (SRAG) em conjunto com os laboratorios centrais de Saude Publica que
através dos casos, hospitalizagdes e dbitos tracam um perfil epidemiologico dos virus
circulantes e medidas de controle e prevencéo. A inclusdo do monitoramento da
COVID-19 nesta rede de vigilancia tem por objetivo fortalecer a resposta a pandemia,
objetivando a identificacdo de forma precoce dos casos com estabelecimento de
critério para registro da notificagdo de casos positivos e suspeitos tanto a nivel de

servico publico ou privado, estabelecimento de processo de investigacdes
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epidemioldgicas para caracterizacdo clinica-epidemioldgica tracando-se o perfil de
morbimortalidade, medidas de prevencao e controle e comunicacao clara e oportuna
da COVID-19 no pais (BRASIL, 2022).

Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude até o momento foram
registrados mais de 396 milhdes de casos por COVID-19 com mais de 5 milhdes de
mortes em decorréncia da doenca em todo o mundo. O Brasil ocupa a terceira posi¢cao
mundial com um total de casos acima de 26 milhdes, ficando abaixo apenas dos
Estados Unidos em relagcéo a quantidade de 6bitos pela doenca, acumulando um total
de mais de 632 mil mortes (WHO, 2022).

A Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE) é uma organizacdo
intergovernamental mundial que tem 182 paises membros com o objetivo de combater
doencas animais. Em relacdo aos desafios impostos pelo SARS-CoV-2 se faz
necessario abordagens inovadoras para combaté-lo, a colaboracdo intersetorial é
imprescindivel como resposta dessa crise sanitaria com uma rede de especialistas
para melhor entendimento das possibilidades de surgimento do novo coronavirus
(OIE, 2021a).

O novo coronavirus com seu carater zoonético e sua distribuicédo global faz com
qgue ocorra infeccBes animais decorrentes de contato proximo entre humanos e
animais. O boletim publicado pela OIE e atualizado mensalmente, demostra a situacao
global do SARS-CoV-2 nas diversas espécies animais (Figura 2). Atualmente, 625
casos em animais foram relatados no mundo, afetando 17 espécies animais em 32
paises (OIE, 2021b).

Ainda os dados atualizados no més de junho de 2021 do Relatério de
Acompanhamento disponibilizado pela OIE, demonstram que foram reportados 79
cédes e gatos susceptiveis provenientes de tutores sabidamente positivos com 35
casos positivados no RT-qgPCR para o0 SARS-CoV-2 e um 0bito no Brasil, como pode
ser observado na tabela 1 (OIE, 2021c).



Figura 02: Distribuicdo mundial

relatados a OIE.
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Fonte: Imagem do boletim informativo SARS-CoV-2 in animals — situation report 2 da
World Organization for Animal Health, (2021).

Tabela 1: Distribuicdo brasileira de casos de SARS-CoV-2 em gatos e cées

Espécies Susceptiveis | Casos | Obitos | Morbidade Mortalidade
Novo 13 3 1 - -
Gatos | Total 40 15 1 37.50 2.50
Novo 5 2 0 - -
Cées | Total 39 20 0 51.28 0.00
Novo 18 S 1 - -
Total Total 79 35 1 44.30 1.27

Fonte: Adaptado do Follow-up report 4, World Organization for Animal Health, 2021.

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) é o 6rgao do

governo federal responsavel pela gestdo das politicas publicas de estimulo a

agropecuéria, pelo fomento do agronegocio e pela regulacdo e normatizacdo de

servigos vinculados ao setor (BRASIL, 2021), e determinou que os casos de SARS-

CoV-2 em animais no Brasil, devem ser notificados a autoridade (Figura 03), conforme
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Nota Informativa do MAPA n° 50/2013, uma vez que se enquadra no critério:
“notificagdo também devera ser imediata para qualquer outra doenga animal que nao
pertenca a lista do Anexo desta Instrucdo Normativa, quando se tratar de doenca
exotica ou de doenca emergente que apresente indice de morbidade ou mortalidade

significativo, ou que apresente repercussdes para a saude publica” (BRASIL, 2013).

Figura 03: Esquema de diretrizes e fluxograma de notificacdo de SARS-CoV-2 ao

Servico Veterinario Oficial do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento.

Animal com sinais clinicos compativeis com a
infeccdo por SARS-CoV-2 em que foram
descartadas as outras possiveis etiologias de

diagnodstico  diferencial E com  vinculo
epidemiolégico com: caso humano confirmado Caso
de COVID-19 ou com outro animal infectado ou

Suspeito
exposto ao SARS-CoV-2. )
Animal testado por outros
motivos (ex: pesquisa) com
resultado positivo em teste
confirmatario®

5 it b v
L Positivo aos testes
descartada %%
nao

confirmatérios®*? -7

sim
*Testes confirmatdrios
L . . - Isolamento do -CoV-2 em amostra
/ " — Caso Isolamento do SARS-CoV-2 t
Objetivos da notificagao: Confirmado colhida diretamente do animal, OU
1. Monitorar infecgtes em animais para - Detecgdo do acido nucléico viral em uma
entender melhor sua importincia amostra colhida diretamente do animal, com
epidemioldgica, dindmica em termos v identificacio do RNA em a) duas ou mais

de satde animal e impactos na saide h regidies gendmicas especificas indicando a
humana e na biodiversidade. notifica.dsa@agricultura.gov.br preienca dﬂe vllrus infeccioso, ou b) L.II'I"IE dnica

- 1 e regido gendmica, seguida por sequenciamento
2. Avaliar e orientar a aplicagdo das )

genético.

medidas de controle necessdrias de

Qurdo com a situacdo epidemiolégita./

Informar dados completos do
notificante, susceptiveis,
vinculos, testes, datas e

resultados.

Fonte: Ficha técnica SARS-CoV-2 em animais do Ministério da Agricultura, Pecuaria

e Abastecimento,2020.

Diante do exposto € necessario uma acdo de vigilancia integrada entre os
servicos humanos e animais por intermédio de uma abordagem sob a ¢6tica da saude
Unica, que pode ser definida através de um elo entre a saude da populacéo e saude

dos animais juntamente com o equilibrio do meio ambiente que compartilham, sendo
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um tema discutido de forma mais frequente na atualidade com o grande crescimento
populacional e exploracdo ambiental com desmatamentos para praticas agricolas ou
pecuaristas que influenciam alteragdes climéaticas causando um desequilibrio entre o
meio ambiente, animais e humanos e muitas vezes o surgimento de patdégenos

zoonoticos, como por exemplo, o SARS-Cov-2 (CDC, 2020).

Para uma atuacdo em saude Unica efetiva se faz necessario que as acoes e
colaboragbes sejam multiprofissionais, interdisciplinares e intersetoriais devido a
complexidade dos aspectos multicausais que envolvem a triade (homem-animal-
ambiente) no processo saude-doenca (TRILLA, 2020). Em relacdo a pandemia atual
causada pelo novo coronavirus esses colaboracdes e abordagens visam o
fortalecimento das discussfes dos condicionantes da saude entre seres humanos,
animais e meio ambiente em todos os niveis de atencao utilizando-se das expertises
de forma colaborativa de todos os profissionais envolvidos no enfrentamento da
COVID-19 (BONILLA, 2020)
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3 OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Realizar a vigilancia de SARS-CoV-2 em animais de companhia na Regiao
Metropolitana do Recife, estado de Pernambuco, Brasil.

3.2. Objetivos especificos

I. Realizar o diagnéstico laboratorial e monitorar, longitudinalmente, a infeccao
em animais (cdes e gatos) de tutores positivos para SARS-CoV-2, com
diagnostico laboratorial confirmado pelo Sistema Unico de Satde;

Il.  Notificar O6rgdos oficiais de vigilancia quanto aos casos positivos
diagnosticados;

.  Comparar e determinar as caracteristicas ambientais e outros fatores
associados a infeccdo nos animais positivos.
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4. METODOLOGIA

Foi realizado um estudo longitudinal prospectivo incluindo 16 cées e 15 gatos
domésticos, cujo tutor estava em isolamento domiciliar, com diagndstico laboratorial
confirmado para SARS-CoV-2 por RT-qPCR ou resposta imunoldgica apenas por IgM
(caracterizando doenca ativa) pelo teste de imunocromatografia (teste rapido), até

sete dias da data do diagndstico, residente na Regido Metropolitana do Recife (RMR).

Os participantes foram selecionados por demanda espontanea, com a
divulgacdo da pesquisa em redes sociais, canais de divulgacdo das instituicdes de
pesquisa, universidades e laboratérios envolvidos e outras midias eletrdnicas. Ainda
todos os participantes preencheram o termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE) e responderam um questionario de televigilancia, com a finalidade de
determinar as caracteristicas ambientais e outros fatores associados a infec¢cdo nos
animais. As variaveis pesquisadas no questionario estavam relacionadas as
caracteristicas do ambiente onde viviam os animais, sinais clinicos nos animais e seus
tutores no momento da coleta do material biolégico e ao contato préximo entre 0s

tutores e seus animais.

A pesquisa foi autorizada pelos Comité de Etica em Pesquisa Humana
(Parecer: 4.054.208) e Comité de Etica no Uso de Animais (Parecer: 4879280420).
Para analise da transmissdo de SARS-CoV-2 entre humanos e seus animais durante
a visita domiciliar para coleta das amostras biol6gicas também foi realizado a
anamnese e aplicado o questionario (anexo |) in loco para avaliagdo do quadro clinico
do animal e avaliacdo ambiental. De cada animal foram coletados swabs orofaringeo
e retal (para RT-gPCR), além de sangue total (para diagnosticos diferenciais) e
sangue para obtencao de soro, levando em conta a utilizacdo de equipamentos de

protecao individual pelos pesquisadores no momento da coleta.

Para fins de analise, os animais que tinham ao menos um swab positivo a RT-
gPCR e/ou sorologia positiva foram considerados positivos para COVID-19. As
amostras obtidas através de swab foram conservadas em tubos estéreis contendo
meio de transporte (estabilizante para virus e RNA) sob refrigeracdo (2-8°C) por até
72h, congeladas em -20°C por até 30 dias ou em -80°C por tempo indeterminado e

processadas através do método de RT-qPCR.
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As amostras dos swabs foram avaliadas quanto a presenca especifica para
SARS-CoV-2 por isolamento de RNA utilizando kit comercialmente disponivel
(Maxwell® RSC simplyRNA Tissue Kit, Promega Co., Madison, WI, USA, de acordo
com as instrucdes do fabricante. O RT-gPCR foi realizado em um termociclador
comercial (QuantStudio™ 1 — 96-Well 0.2 mL Block, Thermo Fisher, Waltham, MA,
USA). O ciclismo consistia em um estagio de manutencao de 50°C, por 15 min e 95°C
por 2 min, seguido por 45 ciclos de 95°C por 3 segundos e 55°C por 30 s. Um valor
limite de ciclo (valor CT) inferior a 40 foi definido como um resultado de teste positivo.
Todas as amostras foram testadas em duplicata e s6 foram considerados positivos
para SARS-CoV-2 quando pelo menos dois genes foram amplificados. Os resultados
dos testes, positivos ou negativos, foram informados aos tutores através de contato

telefénico e pela emisséo de laudo eletrénico em caso dos positivos.

Os dados obtidos dos questionarios da televigilancia, da anamnese e os
resultados laboratoriais foram tabulados em um banco de dados colaborativo em
nuvem e posteriormente analisados para obtencdo de medidas de efeito e fatores
relacionados por modelo de riscos proporcionais, através do calculo do OR e
significancia estatistica p< 0,05 e IC 95%.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram coletadas amostras por swab orofaringeo e retal de 31 animais, entre
eles 16 caes e 15 gatos na regido metropolitana do Recife, estado de Pernambuco,
com diagndstico confrmado do SARS-CoV-2 em duas amostras felinas, como
observado na tabela 02, cujo relato de caso desses animais esta detalhado no capitulo

| desse manuscrito, em artigo ja publicado.

Tabela 02. Numero total (N°) e Percentual (%) de amostras coletadas por swab

orofaringeo e retal e amostras positivas para SARS-CoV-2 por RT-gPCR. em caes e

gatos
Amostras Amostras
Espécie coletadas positivas
NO* %** NO* %**
Cées 16 51,61 - 0,0
Gatos 15 48,39 2 100,0
Total 31 100,0 2 100,0

*N°: Numero total; **%: Porcentagem

De acordo com a orientagéo contida na Instrucdo Normativa (IN) n°® 50/2013 do
MAPA (BRASIL, 2013) os casos detectados de SARS-CoV-2 nos dois felinos foram
notificados via e-mail com as informac¢es necesséarias como descrito nas tabelas 3 e
4, de acordo com o modelo disponibilizado na respectiva IN. A notificagéo é obrigatoria
e imediata por se tratar de uma doenca emergente com morbimortalidade importante
em humanos, além de que resultados positivos em animais podem gerar medidas
inadequadas comprometendo o bem-estar animal com impacto negativo na
biodiversidade ou comercializacdo internacional, por interpretacdes equivocadas,
entretanto, apesar da IN exigir a notificagdo, ndo sao observadas ac¢des intersetoriais
entre os Ministérios da Agricultura e Saude, como por exemplo, um fluxograma ou

plano de agdo, diante dos casos de COVID-19, sob a ética da Saude Unica, que
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reconhece que a saude dos seres humanos, animais, plantas e o ambiente esta
interconectado e interdependente (CARNEIRO E PETTAN-BREWER, 2021). .

Tabela 03: Ficha Técnica notificada ao servico veterinario oficial do animal (RE02F*)

1. Dados do animal Felino — Fémea — 11 meses - Sem ragado definida - Castrada

2. Dados da Unidade domiciliar — Moreno, Pernambuco
populacdo Susceptiveis: 2 felinos / 3 mulh dultas e 1 h dult
exposta usceptiveis: 2 felinos / 3 mulheres adultas e 1 homem adulto

3. Resultado/ TECSA laboratérios — Techologia em sanidade animal
Laudo de

) P Trés adultos da casa com resultado positivo de amostra de
diagnostico Swab de nasofaringe por RT-PCR no dia 04/12/2020
Tipo de amostra colhida - Swab orofaringeo e retal, coletado
por Médico Veterinario
Prova laboratorial realizada — RT-PCR

Data do resultado laboratorial — No dia 04/12/2020 foram
realizadas coletas de Swab orofaringeo e retal dos dois felinos
do domicilio. Um dos gatos testou positivo no dia 13/01/2021

4. Informagdes Animais sem sintomatologia clinica no momento da coleta.
clinicas do Sao animais com contato proximo ao tutor, dormem na cama,
animal recebem beijos e abracos constantes.

Animal em acompanhamento - Sem mortalidade
Sem diagnéstico de outras doencas ou comorbidades no

animal
5. Informagdes Vinculo epidemiolégico com caso humano confirmado — Sim,
epidemiolégicas proprietario com resultado positivo no dia 04/12/2020. Coleta
de amostra do gato no dia 04/12/2020, com resultado positivo
na RT-PCR.

Tipo de contato — Gato de companhia, contato préximo

Informacéo da confirmacdo do caso humano pelo 6rgao de
saude publica — Humano testado no Laboratério Central de
Salde Publica de Pernambuco (LACEN/PE)

* REO2F: Amostra de Recife, felino n® 02
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Tabela 04: Ficha Técnica notificada ao servico veterinario oficial do animal (RE04F*)

1. Dados do Felino — Macho — 1 ano - Sem racé&o definida - Castrado
animal

2. Dados da Unidade domiciliar — Recife, Pernambuco
populacéo PR . N
exposta Susceptiveis: 1 felino / 3 cdes / 1 mulher adulta e 1 homem

adulto

3. Resultado/
Laudo de
diagnostico

TECSA laboratorios — Tecnologia em sanidade animal

Um homem adulto e uma mulher adulta da casa com resultado
positivo de amostra de Swab de nasofaringe por RT-PCR no dia
02/12/2020 e 07/12/2020, respectivamente

Tipo de amostra colhida - Swab orofaringeo e retal, coletado por
Médico Veterinario

Prova laboratorial realizada — RT-PCR

Data do resultado laboratorial — No dia 07/12/2020 foram
realizadas coletas de Swab orofaringeo e retal de um felino e um
cao do domicilio. Apenas o felino testou positivo no dia
13/01/2021

4. Informacdes
clinicas do
animal

Animais sem sintomatologia clinica no momento da coleta. S&o
animais com contato préximo ao tutor, dormem na cama,
recebem beijos e abracos constantes.

Animal em acompanhamento - Sem mortalidade

Sem diagnéstico de outras doencas ou comorbidades no animal

5. Informacgbes
epidemiolégicas

Vinculo epidemioldgico com caso humano confirmado — Sim,
primeiro proprietario com resultado positivo no dia 02/12/2020.
Coleta de amostra do gato no dia 07/12/2020, com resultado
positivo na RT-PCR.

Tipo de contato — Gato de companhia, contato préximo

Informacao da confirmacdo do caso humano pela rede de
laboratorio da Unimed Recife

* REO4F: Amostra de Recife, felino n® 04

Os dados coletados no questionario de diagndstico situacional do ambiente

envolvendo a convivéncia entre humanos e animais estavam relacionados as

variaveis ambientais, humanas e da relacdo humano-animal, como observado nas

tabelas 05, 06 e 07.



33

Tabela 05 Frequéncia absoluta (F.A.) e Frequéncia Relativa (F.R.) das respostas das

variaveis relacionadas ao ambiente em residéncias de tutores positivos para COVID-

19, em felinos com resultados positivos e negativos ao Exame de RT-qPCR, na

Regido Metropolitana do Recife/PE, no ano de 2020 e 2021.

Variaveis ambientais

Exame de RT-gPCR*

Positivo Negativo

F.A** F.R ***(%) F.A. F.R (%)
Tipo de residéncia
Casa 02 18,19 09 81,81
Apartamento 00 00,00 04 100,00
Possui area externa?
Sim 02 16,67 10 83,33
N&o 00 00,00 03 100,00
Tipo de area externa
Quintal semi ou totalmente calgado 01 14,29 06 85,71
Sacada 01 20,00 04 80,00
Possui abrigo para animais?
Sim 00 00,00 03 100,00
Nao 02 16,67 10 83,33
Frequéncia de limpeza da casa
Diariamente
Sim 01 14,29 06 85,71
Nao 01 12,50 07 87,50
a cada 7 dias
Sim 01 16,67 05 83,33
Nao 01 14,29 08 85,71
a cada 15 dias
Sim 00 00,00 01 100,00
Nao 02 15,39 12 92,30
Forma que realiza a limpeza
Agua sanitéria
Sim 01 16,67 05 83,33
Nao 01 14,29 08 85,71
Produtos saneantes
Sim 01 12,50 07 87,50
Nao 01 14,29 06 85,71
Sabéo e agua sanitaria
Sim 00 00,00 01 100,00
N&o 02 15,39 12 92,30

* RT-gPCR: Reacdo em Cadeia de Polimerase em Tempo Real; **: F.A.: Frequéncia Absoluta e ***F.R,:

Frequéncia Relativa
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Tabela 06. Frequéncia absoluta (F.A.) e Frequéncia Relativa (F.R.) das respostas das
variaveis relacionadas aos humanos em residéncias de tutores positivos para COVID-
19, em felinos com resultados positivos e negativos ao Exame de RT-qPCR, na
Regido Metropolitana do Recife/PE, no ano de 2020 e 2021.

Variaveis humanas Exame de RT-gPCR*

Positivo Negativo
F.A** F.R*** (%) F.A F.R (%)

Esta doente no momento da
entrevista?

Sim 02 40,00 03 60,00
Nao 00 00,00 10 100,00
Fez quarentena antes do diagndstico?

Sim 02 15,38 11 84,61
Nao 00 00,00 02 100,00
Apresentou sintomas?

Sim 01 8,33 11 91,67
Nao 01 33,33 02 66,67

* RT-gPCR: Reacdo em Cadeia de Polimerase em Tempo Real; **: F.A.: Frequéncia Absoluta e ***F.R,:

Frequéncia Relativa
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Tabela 07. Frequéncia absoluta (F.A.) e Frequéncia Relativa (F.R.) das respostas das
variaveis relacionadas a interacdo humano-animal em residéncias de tutores positivos
para COVID-19, em felinos com resultados positivos e negativos ao Exame de RT-
gPCR, na Regiao Metropolitana do Recife/PE, no ano de 2020 e 2021.

Variaveis relacdao humano-animal Exame de RT-gPCR*
Positivo Negativo

F.A**  F.R** (%) F.A F.R (%)
Adotou animal pos diagnostico de COVID-
19
Sim 00 00,00 01 100,00
Nao 02 14,29 12 85,71
Onde o animal passa a maior parte do
tempo?
Solto dentro de casa 02 14,29 12 85,71
Solto igualmente quintal e dentro de casa 00 00,00 01 100,00

Existem barreiras fisicas para impedir que
0 animal va para arua sozinho?

Sim 02 16,67 10 83,33
Nao 00 00,00 03 100,00
Onde o animal dorme?

Dentro de casa 02 14,29 12 85,71
Quintal 00 00,00 01 100,00
O animal tem acesso a mesa, cama, sofa,

poltrona?

Sim 02 14,29 12 85,71
Né&o 00 00,00 01 100,00
Tem o habito de alisar o animal, acariciar

ou beijar?

Sim 02 13,33 13 86,67
Néao 00 00,00 00 00,00

Apébs o contato com o animal, costuma
lavar as méos?

Sim 00 00,00 08 100,00
Nao 02 28,58 05 71,42
Pessoas dormem com o animal?

Sim 02 22,22 07 77,78
Nao 00 00,00 06 100,00

Percebeu algum sinal de resfriado, asse

ou diarreia no animal?

Sim 00 00,00 01 100,00

N&o 02 14,29 12 85,71
* RT-gPCR: Reacdo em Cadeia de Polimerase em Tempo Real; **: F.A.: Frequéncia Absoluta e ***F.R,:
Frequéncia Relativa

A analise dos resultados de associacdo entre os fatores de interagdo homem-
animal-ambiente através do Odds Ratio (OR), variou de 0,18 a 1,6, mostrando riscos
gue variam de 18 a 60% maior de adoecimento pela COVID-19 nos felinos de tutores

sabidamente positivos, relacionados a variaveis ambientais que envolvem a
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residéncia que possui area externa, frequéncia de limpeza da casa, forma como o
tutor realiza a limpeza e se o0 mesmo estava doente no momento da entrevista com
presenca de sintomatologia, entretanto pelo intervalo de confianca e valor de p
nenhuma das variaveis demonstrou associacao significativa conforme os resultados

observados na tabela 08.

Vale ressaltar que apesar de néo significativas, nos dois casos de amostras de
felinos diagnosticados com COVID-19, ambos tutores eram profissionais médicos-
veterinarios, os animais viviam dentro de casa e nao tinham acesso a rua devido a
presenca de barreiras fisicas que os impediam de sair, dormiam dentro de casa e
tinham acesso a sofa, cama e outros méveis, 0s tutores possuiam habitos de alisar,
acariciar, beijar e dormir com os animais, além de nao lavarem as maos apés o contato
com 0s animais, comportamentos esses sugestivos de um contato muito intimo e
préximo, que pudesse favorecer a transmissdo do virus dos mesmos para 0S seus
gatos, devido ao contato intimo, como ocorre a transmissdo do SARS-Cov-2, entre

seres humanos.

Tabela 08. Analise estatistica da associacdo entre os fatores de interacdo homem-
animal-ambiente coletadas nos questionarios de televigilancia em residéncias de
tutores positivos para COVID-19 na Regido Metropolitana do Recife/PE, no ano de
2020 e 2021.

Variaveis OR* Intervalo de Valor de p**
confianca (95%)

Tipo de area externa 0.6667 0.0317 a 14.0339 0.7942
Frequéncia de limpeza da casa 1.1667 0.0593 a 22.9378 0.9192
(diariamente)
Frequéncia de limpeza da casa (a cada 7 1.6000 0.0806 a 31.7725 0.7579
dias)
Forma que realiza a limpeza (agua 1.6000 0.0806 a 31.7725 0.7579
sanitaria)
Forma que realiza a limpeza (produtos 0.8571 0.0436 a 16.8523 0.9192
saneantes)
Apresentou sintomas? 0.1818 0.0078 a 4.2637 0.2896

*OR: Odds rattio; **p: probabilidade

De acordo com a recomendacao do guia de vigilancia epidemiologica COVID-
19 do Ministério da Saude, a restricdo de contato entre pessoas infectadas diminui a

chance de transmissdo do novo coronavirus orientando procedimentos de
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distanciamento social e/ou isolamento associado a uma boa ventilacdo dos ambientes
previnem a transmissédo (BRASIL, 2022). Esta orientacdo deve ser extrapolada para
0 contato com animais, como recomendado pela Organizacdo Mundial de Saude
Animal (OIE, 2021a) e que se pode observar que fatores de interacao desprotegida
com o animal se apresentou como maior risco de transmissao do virus entre o humano
infectado e seu felino, corroborando com Ruiz-Arrondo et al. (2021) que realizaram
um estudo com 23 animais, onde apenas um felino foi positivo através de swab
orofaringeo por RT-gPCR, mesmo o animal sendo portador de comorbidades se

apresentou assintomatico igualmente nos positivos da RMR.

Um outro fator limitante verificado neste estudo e por outros autores, foi o
pequeno numero de animais positivos reforcando a possibilidade de viés nos
resultados em relacéo as analises de fatores de risco, no entanto as amostras foram
coletadas nos epicentros da doenca com altas medidas de contencdo, bloqueio,
confinamento e distanciamento social tornando estes dados relevantes, quando se
verifica os habitos dos tutores positivos para COVID-19 com seus animais de
estimacado (RUIZ-ARRONDO et al., 2021). Outro estudo descrito na Franca com 22
gatos e 11 cées provenientes de tutores suspeitos ou positivos para a COVID-19
tiveram como resultado apenas um gato positivo em RT-gPCR e sorologia com sinais
respiratérios e digestivos leves e ainda sequenciamento genético idéntico aos
circulantes nos franceses naquela época, evidenciando uma infec¢cdo natural entre
humano e animal (SAILLEAU et al., 2020).

Dois estudos realizados na Tailandia evidenciaram presenga de animais
positivos também por meio de RT-gPCR e sorologia em cdes e gatos provenientes de
clinicas particulares e areas consideradas de alto risco a exemplo de mercados
(JAIRAK et al., 2021; JAIRAK et al., 2022) A transmissdo do SARS-CoV-2 de visons
para gatos, foi relatada em uma fazenda na Holanda evidenciando a transmissao
interespécie que também pode contribuir para potencial disseminagédo do SARS-CoV-
2 e deve ser considerado (VANAART et al., 2021).

Lopes et al. (2020) apos uma analise sistematica em gatos relataram que a
transmissao do virus SARS-CoV-2 de humanos para felinos possivelmente ocorra
devido a receptores celulares bastante parecidos com os humanos, tornando os
felinos mais sensiveis a infeccdo do SARS-CoV-2, entretanto mais estudos e

monitoramento continuo dos animais séo indispensaveis. Cabe ainda ressaltar que, a
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semelhanca de sequéncia do genoma viral do SARS-CoV-2 de uma amostra de um
gato positivo e seus tutores também positivos com resultado de 99,4% de identidade
genética, ja foi observada como um dos primeiros relatos na América Latina,
mostrando o envolvimento do contato préximo entre humanos e animais (CARLOS et

al., 2021), como verificado neste estudo, porém ainda sem a caracterizacdo genética

Tais achados, associados aos verificados neste estudo, apesar do reduzido
namero de amostras positivas, demonstram a possibilidade de transmisséo viral dos
tutores para os seus animais de estimacao e evidenciam a necessidade de acdes
efetivas intersetoriais e integradas de controle da doenca pelos 6rgédos de saude
publica relacionados, ndo s6 a vigilancia epidemiolégica dos casos humanos, como
também a vigilancia ambiental em saude, responsavel pelo monitoramento e controle
de zoonoses em animais, assim como a necessidade da criacdo de fluxogramas nas
secretarias municipais de saude, facilitando a comunicacdo entre 0s gestores de
saude e a acdo efetiva e integrada entre a Vigilancia em Saude e Atencdo Primaria
em Saude, como preconizado nas Politicas Nacionais de Vigilancia e Atencao Basica
em Saude (BRASIL, 2017; BRASIL, 2018), para a promocéao da saude humana.

E importante que as medidas de emergéncia satde publica sejam direcionadas
para a harmonia e acolhimento do bem estar animal e humano, visto que uma
preocupacdao frequente dos tutores de pets seria onde e como deixa-los em caso de
adoecimento e hospitalizacdo por COVID-19 (APPLEBAUMA et al. 2020), associado
a um planejamento familiar que possa reduzir o risco do contato entre humanos
infectados e seus animais através do recebimento de cuidados na auséncia do tutor,
priorizando o bem estar animal com atendimento das suas necessidades (RAUKTIS
e HOY-GERLACH, 2020; VINCENT et al., 2020).

Os resultados encontrado por Hosie et al (2021) em dois felinos demostram que
a presenca do SARS-CoV-2 pode se apresentar com sintomatologia respiratéria com
formas leves a graves, contrariamente ao observado neste estudo em que 0s animais
nao apresentavam sinais clinicos e que as boas praticas de prevenc¢ao, como higiene
das maos antes e ap0s 0 contato com 0s animais, assim como 0 uso de mascaras e
distanciamento dos animais quando em contato com 0s mesmos, podem favorecer a
reducdo da transmissibilidade do virus durante este contato humano-animal,
destacando, ainda a importancia de uma vigilancia em saude por organizacdes de

saude publica em infec¢des zoondticas.
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Alguns estudos ja publicados na literatura cientifica demonstram que o tempo
de vida do virus depende da superficie em que se encontra, sendo mais duradouro
em materiais de plastico e aco (72 horas), seguido de papeldo (24 horas), cobre e
demais metais (4 horas) e poeira (2,5 horas). A realizagéo de limpeza e desinfec¢ao
das superficies e ambientes € uma medida importante para interrupcao da cadeia de
transmissdo do SARS-CoV-2, sendo necessario se atentar a frequéncia e produtos a
serem utilizados (KAMPF et al, 2020, WHO, 2020d). Neste estudo se observou que
guanto maior o intervalo de tempo na limpeza do ambiente, maior a razao de chances
para o0 risco, bem como a presenca do uso de agua sanitaria isoladamente no
processo de limpeza ou utilizacdo isolada de saneantes e sab&do interferiram

diretamente no percentual de risco.

A auséncia de confirmacdo em relacdo aos animais que foram o elo para
desencadeamento da pandemia e a relacdo de transmissibilidade entre animais e
humanos sugerem que o virus quando transmitido de humanos para animais perca a
forca de reinfectar seres humanos, sendo a rota humano-humano a principal
manutencdo do momento pandémico, porém a vigilancia, monitoramento e
rastreamento do SARS-CoV-2 em animais se faz necessaria visto que o virus infecta
uma grande variedade de hospedeiros animais, podendo ainda ser desconhecido a
sua importancia na infeccdo de humanos, tornando imprescindivel um sistema de

vigilancia efetivo nos animais domésticos e selvagens (SHARUN et al., 2021).

A partir dos achados nesta pesquisa, se observa a necessidade de outros
estudos e um aprofundamento sobre o tema, por se tratar de uma doenca de
ocorréncia relativamente recente em animais e ainda com muitas lacunas a serem
respondidas, principalmente relacionadas a epidemiologia e o papel dos animais
domésticos diante da infec¢@o por COVID-19. Ainda é preciso reforgar a importancia
sobre a divulgacdo das pesquisas ja relacionadas ao envolvimento de cées e gatos
na cadeia de transmisséo, evitando assim, propagacgéao errébnea de informacdes entre
a populacéo e consequente aumento no numero de abandono animal por equivocos

nas interpretacdes da cadeia de transmisséo do virus.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Esta pesquisa detectou a presenca do virus do SARS-CoV-2 em dois felinos
assintomaticos através de RT-gPCR de swabs orofaringeo e retal demonstrando a
transmissdo de humanos para felinos possivelmente por contato proximo com seus
animais, enfatizando a necessidade de divulgagcéo de informacdes de restricdo de
contato e isolamento social em casos positivos de COVID-19 com os pets.

A vigilancia do SARS-CoV-2 necessita de um esfor¢co de medidas colaborativas
com envolvimento de todos os setores da sociedade com enfoque na saude Unica
para melhor entendimento da dindmica de ocorréncia da doenga associado a mais
estudos relacionados a influéncia da transmissédo do novo coronavirus entre humanos

e animais, sem nenhum estudo que comprove que 0 inverso ocorra.

A criacdo e articulagdo de politicas publicas que englobem um olhar
diferenciado para o trabalho multiprofissional e interdisciplinar com a juncdo dos
diversos saberes acerca do equilibrio entra a saide humana, animal e do meio

ambiente podera evitar novas pandemias e controle da atual.
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ABSTRACT

Background and Aim: Despite worldwide case reports, including Brazilian cases, no
frequency study on infection of pets by severe acute respiratory syndrome coronavirus
2 (SARS-CoV-2) has been conducted to date in Brazil. Accordingly, the present study
was aimed to assess dogs and cats belonging to positive owners in Recife,
Northeastern Brazil.

Materials and Methods: This was a longitudinal prospective study on dogs and cats
in the city of Recife whose owners were in isolation at home due to a confirmed
laboratory diagnosis of SARS-CoV-2 through reverse-transcriptase polymerase chain
reaction (RT-gPCR). Oral and rectal swabs from the pets were tested for the presence
of SARS-CoV-2-specific RNA by means of RT-qPCR.

Results: Among the pets tested, 0/16 dogs and 2/15 cats were positive for SARS-
CoV-2. Interestingly, the two positive cats were owned by two unrelated asymptomatic

veterinary students, which, therefore, post a warning to veterinarians worldwide.

Conclusion: The findings herein indicate that cats may act as sentinels for human
cases, particularly sharing households with asymptomatic human cases. Although with
small sampling and convenient recruiting, the presence of infected cats by SARS-CoV-
2 was most likely due to close cat-human contact with positive owners, posting a
human-animal health threat when pets share the same bed and interact with owners
without protection, particularly during owner self-isolation. Thus, infected owners
should follow the same human preventive guidelines with their pets to avoid spreading

infection.

Keywords: Brazil, coronavirus, domestic animals, pandemic.
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INTRODUCTION

The novel coronavirus (severe acute respiratory syndrome coronavirus or severe
acute respiratory syndrome coronavirus 2 [SARS-CoV-2]), which has been recognized
as an animal-borne pathogen, was first detected in humans in China in December 2019
[1]. In March 2020, the first cat with SARS-CoV-2 infection, which was clinically healthy
and screened only due to its owner’s hospitalization, was reported in Hong Kong [2].
Since then, 115 cases have been identified in cats with or without clinical signs, and
these cases have mostly arisen in cats living in close contact with infected humans [2].
Although death has reportedly been rare, it has been confirmed that two cats died due
to SARS-CoV-2 infection: A 4-month-old female Ragdoll kitten (out of 387 cats tested)
belonging to a clinically ill but untested owner in March 2020 [3], and one cat (out of a
total of 3,625 animals tested, among which 94 were positive) with no pre-existing
conditions, which was subsequently euthanized due to several clinical conditions.
Regarding this last case, it was concluded that, in rare circumstances, SARS-CoV-2
might contribute to or cause death among cats with comorbid conditions [4].
Nonetheless, transmission from cats to human beings has not been reported anywhere
around the world to date.

In cats, SARS-CoV-2 penetrates cells by binding a viral spike protein, which has
high homology between cat and human receptors, to the angiotensin-converting
enzyme 2 receptor [5]. Experimentally inoculated cats have not shown any clinical
signs but have shown viral RNA shedding of SARS-CoV-2 in nasopharyngeal and fecal
secretions, along with immunoglobulin G antibodies, 24 days after intranasal
inoculation [6]. These inoculated cats have also successfully infected cohoused cats,
causing severe tracheal and pulmonary lesions in susceptible youngsters [6].

Despite these cases described worldwide, the role of cats in SARS-CoV-2 infection
remains to be fully established. Accordingly, as part of an ongoing project to evaluate
the impact of SARS-CoV-2 in pets exposed to infected owners in Brazil, the aim of this
study was to describe SARS-CoV-2 infection in two asymptomatic cats in Recife, the

capital of the state of Pernambuco, in Northeastern Brazil.
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MATERIALS AND METHODS

Ethical approval

The present study was approved by the Ethics Committee for Animal Use
(protocol number 4879280420) and the Ethics Committee for Research on Human

Beings (protocol number 4.054.208) of the Federal Rural University of Pernambuco.

Study period and location

The study was conducted in December 2020. This was a longitudinal
prospective study on dogs and cats conducted in the city of Recife, whose owners
were in isolation at home due to a confirmed laboratory diagnosis of SARS-CoV-2
through reverse-transcriptase polymerase chain reaction (RT-gPCR). Recife
(08°04°03” S; 34°55°00” W) is an Atlantic coastal city that is the capital and largest city
of the state of Pernambuco, and it is currently the fifth largest urban area in Brazil. The
city is ranked 9th in population with 4,054,866 inhabitants; 210th in human
development index, with 0.772; and 13th in gross domestic product, out of 5568 cities
in Brazil. Recife has a tropical monsoon climate (Am) bordering on a tropical wet and
dry climate (As) under the Koppen climate classification, with average temperatures of
22°C-30°C in the summer and 21°C-27°C in the winter, and high relative humidity
throughout the year.

Sampling

Visits were made to these households after receiving voluntary agreement from
the owners. Samples were taken from their pets by means of oral, nasal, and rectal
swabs, placed in transportation media and immediately sent for RT-qPCR testing.

The swab samples were evaluated for the presence of SARS-CoV-2-specific
RNA at the TECSA Laboratories (Belo Horizonte, Brazil). Briefly, collection tubes
containing swab samples and viral transportation medium were vortexed for 30 s, and

500 pyL were used for RNA isolation using a magnetic bead-based nucleic acid
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extraction kit. Total RNA from the swab samples was extracted using a commercially
available kit (Maxwell® RSC simplyRNA Tissue Kit, Promega Co., Madison, WI, USA)
and an automated platform (Maxwell® RSC 48, Promega Co., Madison, WI, USA), in
accordance with the manufacturer’s instructions. SARS-CoV-2 RT-qPCR tests were
performed using a commercially available (GoTaqg® 1-Step RT- Promega Co.,
Madison, WI, USA) and a commercial kit (2019-nCoV, Integrated DNA Technologies
— IDT, Coralville, 1A, USA) targeting two regions: 2019 nCoV_N1 (F:
GACCCCAAAATCAGCGAAAT, R: TCTGGTTACTGCCAGTTGAATCTG and P:
ACCCCGCATTACGTTTGGTGGACC) and 2019 nCoV_N2 (F:
TTACAAACATTGGCCGCAAA, R: GCGCGACATTCCGAAGAA and P:
ACAATTTGCCCCCAGCGCTTCAG) as previously described for the detection of
SARS-CoV-2 [7]. RT-gPCR was carried out in a commercial thermocycler
(QuantStudio™ 1 — 96-Well 0.2 mL Block, Thermo Fisher, Waltham, MA, USA).

The cycling consisted of a holding stage of 50°C for 15 min and 95°C for 2 min,
followed by 45 cycles of 95°C for 3 s and 55°C for 30 s. A cycle threshold value (CT-
value) of less than 40 was defined as a positive test result. All samples were tested in
duplicate and were only considered positive for SARS-CoV-2 when at least two genes
were amplified. Samples with only one target amplified were considered inconclusive.
Quantification of SARS-CoV-2 RNA was performed using the same reaction. A
commercial control (2019-nCoV Positive Control, Integrated DNA Technologies — IDT,
Coralville, 1A, USA) was used to provide a standard curve (5-dilution points), and the

feline B-actin (ACTB) gene was used as an internal control gene.

RESULTS

Among the pets from positive owners that were tested, 0/16 dogs and 2/15 cats
(RE-02F and RE-04F) tested positive for SARS-CoV-2 RT-gPCR. Both of these cats
had positive oropharyngeal swabs, but RE-04F also had one positive target from the
rectal swab (target N2: CT 36.7, 2.41 RNA copy number/uL). The oropharyngeal swab
from RE-O4F had a higher viral load (target N1: CT 31.65, 11.362 RNA copy
number/uL; target N2: CT 33.46, 19.2 RNA copy number/pL) than the oropharyngeal
swab from RE-02F (target N1: CT 34.49, 1.87 RNA copy number/pL; target N2: CT
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34.38, 10.65 RNA copy number/uL). ACTB-specific amplification was successfully
implemented in all assays.

Interestingly, these two cats were owned by two unrelated asymptomatic
veterinary students, with close animal-human contact and cats sleeping on the same
bed. Neither of these animals had any related clinical signs at the time of sampling.
RE-02F was a 1-year-old female mixed-breed cat, and RE-04F was a 1-year-old male

mixed-breed cat. No viral genome was successfully sequenced due to CT =30.0.

DISCUSSION

To the best of our knowledge, this is the first report showing cats positive for SARS-
CoV-2 infection, detected by means of oropharyngeal and rectal swab samples in
Northeastern Brazil [8]. The owned cats described here most likely became infected
with SARS-CoV-2 due to close contact with infected owners, including through sharing
the same bed and interacting without protection during self-isolation. Despite several
attempts, no viral genome or sub-genomic fragments were successfully sequenced,
probably due to low viral load of all cat samples, which varied from Ct 36.7, 34.49,
34.38, and 33.46 to 31.65, still higher than recommended by most commercial
protocols of Ct 30.0 or lower. Unsuccessful sequencing herein has corroborated to
human clinical samples in a recent study using a newly capture sequencing
methodology to generate SARS-CoV-2 genomic and transcriptome sequences, of
which complete genomes were generated only from samples with higher viral loads,
with CT-value under 33, based on the CDC gPCR assay [9].

In a previous study in France, all nine cats and 12 dogs owned by 18 veterinary
students tested negative for SARS-CoV-2 RNA and neutralizing antibodies, including
2/18 diagnosed with SARS-CoV-2 infection [10]. In a recent study in southeastern
Brazil, all 49 cats (40 owned and nine stray) and 47 dogs (42 owned and 5 stray) were
found to be negative for SARS-CoV-2 infection, but one stray cat and one dog
presented neutralizing antibodies for the new coronavirus [11]. In another study, also
in southeastern Brazil, 2/10 cats and 6/29 dogs were considered positive for molecular
presence of SARS-CoV-2 [12].

Although the sample for this study was small and recruited according to

convenience, the presence of infected cats demonstrated here corroborates the
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findings from other SARS-CoV-2 studies conducted worldwide, which have found that
cats show higher susceptibility to infection than dogs [13,14]. Moreover, in those other
studies, SARS-CoV-2 was also molecularly detected from rectal swab samples. Taken
together, such findings may indicate that cats can act as sentinel animals for human
cases of this disease, particularly with regard to households with asymptomatic human
cases. Moreover, companion animals have so far not been implicated in human
transmission, which may indicate that there is a lower risk of spillover back to humans
[15].

The two positive cats were asymptomatic according to the sampling. They were
unrelated, restricted to indoor life only, and lived as single cats in their respective
households. Both cats were owned by veterinarians, who had the habits of hugging
and kissing their cats, and sharing the same bed with them. Even after receiving their
diagnoses of SARS-CoV-2, these owners continued to have regular close contact with
their cats. Such contact with one or more SARS-CoV-2 infected persons have been

reported to increase the risk of pet infection [16].

CONCLUSION

This study provides the first report of SARS-CoV-2 infected cats, detected
through orpharyngeal and rectal swab samples in Northeastern Brazil. Although this
sample was small and recruited according to convenience sampling, the presence of
cats infected by SARS-CoV-2 was most likely due to close cat-human contact with
positive owners, including sharing the same bed and interacting without protection
during self-isolation. Infected people should take the same precautions with their pets
to avoid spreading infection during self-isolation.
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ANEXO I: Questionario da ficha de anamnese

1. Nome / identificacéo: Amostra:

2. Raca:
3. Sexo:
4. |dade:
5. Castrado: () S () N

6. Vacinas (ultimos 12 meses): () N () Polivalente () Antirrabica () Leishmaniose ()
Outras:

7. Vermifugo (ultimos 12 meses): () S() N
8. Repelentes: () S () N SE SIM: Quais? () Coleira - marca:

() Topspot - marca: () Outros:

9. Frequenta veterinario () S () N SE SIM: Data da ultima visita ao veterinario:
Procedimentos / diagndstico realizados (descrever):

10. Alimentacao: () Racéo: Qual? () Comida caseira () Racdo e comida
caseira () Outros:

11. Apetite: () Normorexia () Polifagia () Hiporexia
12. Ingestao hidrica: () Normodipsia () Polidipsia
13. Urina: () Normdria (') Politria

14. Fezes: () Normais () Ressecadas () Amolecidas () Diarreicas: Aspecto

15. Vomito: () N () S: Aspecto

16. Portador de outras condi¢des de saude? () N () S SE SIM: Quais? () Doencas
infecciosas (descrever) () Nao infecciosas / crénicas (descrever)

17. Uso de medicamento: () N () S: Quais (descrever):

EXAME FiSICO

Peso: Escore corporal: Temperatura: Mucosas:
Ausculta: FC: Inspec¢éo de boca:
Inspecao de pele: Reflexo de tosse:

COVID-19 - Sintomatico () S() N

AMBIENTE

1. Externo (observar e marcar as opgfes necessarias):
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() Proximo a fazenda/ reserva/ area de protecao ambiental / praca/ area
arborizada () Residéncia em condominio fechado () Unica casa no terreno

() Apartamento com sacada
() Apartamento sem sacada

() Casa essencialmente em alvenaria () Casa essencialmente em madeira ()
Arruamento com asfalto

() Arruamento sem asfalto

2. Interno (onde o animal permanece)
() Alta incidéncia solar

() Baixa incidéncia solar

() Pelos pela casa

() Sinais de sujidades:

() Quintal com gramado / terra

() Quintal parcialmente calcado

() Quintal totalmente calcado

() Presenca de animais soltos nos arredores
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Abstract

Background and Aim: Despite worldwide case reports, including Brazilian cases, no frequency study on infection of pets
by severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) has been conducted to date in Brazil. Accordingly, the
present study was aimed to assess dogs and cats belonging to positive owners in Recife, Northeastern Brazil.

Materials and Methods: This was a longitudinal prospective study on dogs and cats in the city of Recife whose owners
were in isolation at home due to a confirmed laboratory diagnosis of SARS-CoV-2 through reverse-transcriptase polymerase
chain reaction (RT-qPCR). Oral and rectal swabs from the pets were tested for the presence of SARS-CoV-2-specific RNA
by means of RT-qPCR.

Results: Among the pets tested, 0/16 dogs and 2/15 cats were positive for SARS-CoV-2. Interestingly, the two positive
cats were owned by two unrelated asymptomatic veterinary students, which, therefore, post a warning to veterinarians
worldwide.

Conclusion: The findings herein indicate that cats may act as sentinels for human cases, particularly sharing households
with asymptomatic human cases. Although with small sampling and convenient recruiting, the presence of infected cats by
SARS-CoV-2 was most likely due to close cat-human contact with positive owners, posting a human-animal health threat
when pets share the same bed and interact with owners without protection, particularly during owner self-isolation. Thus,
infected owners should follow the same human preventive guidelines with their pets to avoid spreading infection.

Keywords: Brazil, coronavirus, domestic animals, pandemic.
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The novel coronavirus (severe acute respiratory
syndrome coronavirus or severe acute respiratory syn-
drome coronavirus 2 [SARS-CoV-2]), which has been
recognized as an animal-borne pathogen, was first
detected in humans in China in December 2019 [1]. In
March 2020, the first cat with SARS-CoV-2 infection,
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which was clinically healthy and screened only due
to its owner’s hospitalization, was reported in Hong
Kong [2]. Since then, 115 cases have been identified
in cats with or without clinical signs, and these cases
have mostly arisen in cats living in close contact with
infected humans [2]. Although death has reportedly
been rare, it has been confirmed that two cats died
due to SARS-CoV-2 infection: A 4-month-old female
Ragdoll kitten (out of 387 cats tested) belonging to a
clinically ill but untested owner in March 2020 [3],
and one cat (out of a total of 3,625 animals tested,
among which 94 were positive) with no pre-existing
conditions, which was subsequently euthanized due to
several clinical conditions. Regarding this last case,
it was concluded that, in rare circumstances, SARS-
CoV-2 might contribute to or cause death among cats
with comorbid conditions [4]. Nonetheless, transmis-
sion from cats to human beings has not been reported
anywhere around the world to date.

In cats, SARS-CoV-2 penetrates cells by bind-
ing a viral spike protein, which has high homology
between cat and human receptors, to the angioten-
sin-converting enzyme 2 receptor [5]. Experimentally
inoculated cats have not shown any clinical signs but
have shown viral RNA shedding of SARS-CoV-2
in nasopharyngeal and fecal secretions, along with
immunoglobulin G antibodies, 24 days after intrana-
sal inoculation [6]. These inoculated cats have also
successfully infected cohoused cats, causing severe
tracheal and pulmonary lesions in susceptible young-
sters [6].

Despite these cases described worldwide, the
role of cats in SARS-CoV-2 infection remains to be
fully established. Accordingly, as part of an ongoing
project to evaluate the impact of SARS-CoV-2 in pets
exposed to infected owners in Brazil, the aim of this
study was to describe SARS-CoV-2 infection in two
asymptomatic cats in Recife, the capital of the state of
Pernambuco, in Northeastern Brazil.

Materials and Methods

Ethical approval

The present study was approved by the Ethics
Committee for Animal Use (protocol number
4879280420) and the Ethics Committee for Research
on Human Beings (protocol number 4.054.208) of the
Federal Rural University of Pernambuco.

Study period and location

The study was conducted in December 2020.
This was a longitudinal prospective study on dogs and
cats conducted in the city of Recife, whose owners
were in isolation at home due to a confirmed laboratory
diagnosis of SARS-CoV-2 through reverse-transcrip-
tase polymerase chain reaction (RT-qPCR). Recife
(08°04°03” S; 34°55°00” W) is an Atlantic coastal
city that is the capital and largest city of the state of
Pernambuco, and it is currently the fifth largest urban
area in Brazil. The city is ranked 9" in population with
4,054,866 inhabitants; 210" in human development

index, with 0.772; and 13™ in gross domestic product,
out of 5568 cities in Brazil. Recife has a tropical mon-
soon climate (Am) bordering on a tropical wet and dry
climate (As) under the Koppen climate classification,
with average temperatures of 22°C-30°C in the sum-
mer and 21°C-27°C in the winter, and high relative
humidity throughout the year.

Sampling

Visits were made to these households after
receiving voluntary agreement from the owners.
Samples were taken from their pets by means of oral,
nasal, and rectal swabs, placed in transportation media
and immediately sent for RT-qPCR testing.

The swab samples were evaluated for the presence of
SARS-CoV-2-specific RNA at the TECSA Laboratories
(Belo Horizonte, Brazil). Briefly, collection tubes contain-
ing swab samples and viral transportation medium were
vortexed for 30 s, and 500 uL. were used for RNA isola-
tion using a magnetic bead-based nucleic acid extraction
kit. Total RNA from the swab samples was extracted
using a commercially available kit (Maxwell® RSC sim-
plyRNA Tissue Kit, Promega Co., Madison, WI, USA)
and an automated platform (Maxwell® RSC 48, Promega
Co., Madison, WI, USA), in accordance with the man-
ufacturer’s instructions. SARS-CoV-2 RT-qPCR tests
were performed using a commercially available (GoTaq®
1-Step RT- Promega Co., Madison, WI, USA) and a com-
mercial kit (2019-nCoV, Integrated DNA Technologies
— IDT, Coralville, IA, USA) targeting two regions:
2019 nCoV_NI (F: GACCCCAAAATCAGCGAAAT,
R: TCTGGTTACTGCCAGTTGAATCTG and P:
ACCCCGCATTACGTTTGGTGGACC) and 2019
nCoV N2 (F: TTACAAACATTGGCCGCAAA,
R: GCGCGACATTCCGAAGAA and P:
ACAATTTGCCCCCAGCGCTTCAG) as  previ-
ously described for the detection of SARS-CoV-2 [7].
RT-gPCR was carried out in a commercial thermocy-
cler (QuantStudio™ 1 — 96-Well 0.2 mL Block, Thermo
Fisher, Waltham, MA, USA). The cycling consisted of a
holding stage of 50°C for 15 min and 95°C for 2 min,
followed by 45 cycles of 95°C for 3 s and 55°C for 30
s. A cycle threshold value (CT-value) of less than 40
was defined as a positive test result. All samples were
tested in duplicate and were only considered positive for
SARS-CoV-2 when at least two genes were amplified.
Samples with only one target amplified were consid-
ered inconclusive. Quantification of SARS-CoV-2 RNA
was performed using the same reaction. A commercial
control (2019-nCoV Positive Control, Integrated DNA
Technologies — IDT, Coralville, IA, USA) was used to
provide a standard curve (5-dilution points), and the
feline B-actin (ACTB) gene was used as an internal con-
trol gene.

Results

Among the pets from positive owners that
were tested, 0/16 dogs and 2/15 cats (RE-02F and
RE-04F) tested positive for SARS-CoV-2 RT-qPCR.
Both of these cats had positive oropharyngeal swabs,
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but RE-04F also had one positive target from the
rectal swab (target N2: CT 36.7, 2.41 RNA copy
number/uL). The oropharyngeal swab from RE-04F
had a higher viral load (target N1: CT 31.65, 11.362
RNA copy number/uL; target N2: CT 33.46, 19.2
RNA copy number/uL) than the oropharyngeal swab
from RE-02F (target N1: CT 34.49, 1.87 RNA copy
number/uL; target N2: CT 34.38, 10.65 RNA copy
number/uL). ACTB-specific amplification was suc-
cessfully implemented in all assays.

Interestingly, these two cats were owned by two
unrelated asymptomatic veterinary students, with
close animal-human contact and cats sleeping on the
same bed. Neither of these animals had any related
clinical signs at the time of sampling. RE-02F was a
1-year-old female mixed-breed cat, and RE-04F was
a 1-year-old male mixed-breed cat. No viral genome
was successfully sequenced due to CT >30.0.

Discussion

To the best of our knowledge, this is the first
report showing cats positive for SARS-CoV-2 infec-
tion, detected by means of oropharyngeal and rectal
swab samples in Northeastern Brazil [8]. The owned
cats described here most likely became infected with
SARS-CoV-2 due to close contact with infected own-
ers, including through sharing the same bed and inter-
acting without protection during self-isolation. Despite
several attempts, no viral genome or sub-genomic
fragments were successfully sequenced, probably due
to low viral load of all cat samples, which varied from
Ct 36.7, 34.49, 34.38, and 33.46 to 31.65, still higher
than recommended by most commercial protocols of
Ct 30.0 or lower. Unsuccessful sequencing herein has
corroborated to human clinical samples in a recent
study using a newly capture sequencing methodology
to generate SARS-CoV-2 genomic and transcriptome
sequences, of which complete genomes were gener-
ated only from samples with higher viral loads, with
CT-value under 33, based on the CDC qPCR assay [9].

In a previous study in France, all nine cats and
12 dogs owned by 18 veterinary students tested neg-
ative for SARS-CoV-2 RNA and neutralizing anti-
bodies, including 2/18 diagnosed with SARS-CoV-2
infection [10]. In a recent study in southeastern
Brazil, all 49 cats (40 owned and nine stray) and 47
dogs (42 owned and 5 stray) were found to be nega-
tive for SARS-CoV-2 infection, but one stray cat and
one dog presented neutralizing antibodies for the new
coronavirus [11]. In another study, also in southeast-
ern Brazil, 2/10 cats and 6/29 dogs were considered
positive for molecular presence of SARS-CoV-2 [12].

Although the sample for this study was small
and recruited according to convenience, the pres-
ence of infected cats demonstrated here corroborates
the findings from other SARS-CoV-2 studies con-
ducted worldwide, which have found that cats show
higher susceptibility to infection than dogs [13,14].
Moreover, in those other studies, SARS-CoV-2 was

also molecularly detected from rectal swab samples.
Taken together, such findings may indicate that cats
can act as sentinel animals for human cases of this
disease, particularly with regard to households with
asymptomatic human cases. Moreover, companion
animals have so far not been implicated in human
transmission, which may indicate that there is a lower
risk of spillover back to humans [15].

The two positive cats were asymptomatic accord-
ing to the sampling. They were unrelated, restricted to
indoor life only, and lived as single cats in their respec-
tive households. Both cats were owned by veterinarians,
who had the habits of hugging and kissing their cats, and
sharing the same bed with them. Even after receiving
their diagnoses of SARS-CoV-2, these owners continued
to have regular close contact with their cats. Such contact
with one or more SARS-CoV-2 infected persons have
been reported to increase the risk of pet infection [16].

Conclusion

This study provides the first report of
SARS-CoV-2 infected cats, detected through oro-
pharyngeal and rectal swab samples in Northeastern
Brazil. Although this sample was small and recruited
according to convenience sampling, the presence of
cats infected by SARS-CoV-2 was most likely due to
close cat-human contact with positive owners, includ-
ing sharing the same bed and interacting without pro-
tection during self-isolation. Infected people should
take the same precautions with their pets to avoid
spreading infection during self-isolation.
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