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RESUMO

As zoonoses sdo doengas que acometem tanto animais quanto seres humanos e
séo de interesse clinico de longa data. Os coronavirus (CoV) pertencem a uma
familia de virus que acometem animais e humanos, podendo causar infeccoes
respiratérias leves, moderadas e graves. O membro mais novo da familia causador
de infecgdes em humanos foi detectado em 2019 na China sendo nomeado como
SARS-CoV-2 (Sindrome Respiratoria Aguda grave 2), responsavel por varios casos
de pneumonia na cidade de Wuhan, o novo coronavirus espalhou-se rapidamente
por todos os continentes, sendo decretada pandemia em 11 de margo de 2020 pela
Organizagdo Mundial de Saude (OMS). Os animais selvagens de cativeiro podem
ser infectados pelo SARS-CoV-2, devido ao convivio com tratadores ou
profissionais de contato. Alguns casos nos Estados Unidos da América (EUA), em
Barcelona, Espanha e na Holanda foram reportados em animais de fazendas de
criacédo e em animais silvestres de cativeiro. Diante da atual pandemia de COVID-
19 e do relatos em outros zooldgicos, o estudo permitiu verificar se ha infecgdo em
felideos , que séo considerados suscetiveis a infecgao, e funcionarios de contato
por testes de RT-PCR, e também por teses soroldgicos os funcionarios do
Zooldégico Municipal de Curitiba para analise do desenvolvimento de anticorpos
especificos e correlagéo a resposta vacinal. O Zooldgico Municipal de Curitiba esta
entre 0s cinco maiores do Brasil, com 2.300 animais pertencentes a
aproximadamente 300 espécies, distribuidas em 530 metros quadrados de area,
este estudo € um dos pioneiros na testagem de felideos de Zooldgico na America
do Sul. Nos funcionarios de contato foram realizadas duas coletas de amostras
para teste RT-PCR e duas coletas de amostras de sangue para sorologia. Entre os
funcionarios durante a primeira coleta realizada antes da primeira dose da vacina
contra COVID-19 um funcionario foi positivo, na segunda coleta todos os testes de
RT-PCR foram negativos.

Palavras chave: Zooldgico; SARS-CoV-2; Felideos, COVID-19.



ABSTRACT

Zoonoses are diseases that affect animals and humans and are of long-standing
clinical interest. Coronaviruses (CoV) belong to a family of viruses that affect
animals and humans and cause mild to severe respiratory infections. The newest
member of the family that causes infections in humans was detected in 2019 in
China, being named as SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome 2),
responsible for several cases of pneumonia in the city of Wuhan, the new
coronavirus spread rapidly across all continents, being declared a pandemic on
March 11, 2020 by the World Health Organization (WHO). Captive wild animals can
be infected with SARS-CoV-2, due to living with caretakers or contact professionals.
Some cases in the United States of America (USA), Barcelona, Spain and the
Netherlands have been reported in farm animals and in captive wild animals. In light
of the current COVID-19 pandemic and the reports in other zoos, the study allowed
to verify whether there is infection in felids, which are considered susceptible to
infection, and contact employees by RT-PCR tests, as well as by serological tests.
from the Curitiba Municipal Zoo to analyze the development of specific antibodies
and correlation with vaccine response. The Curitiba Municipal Zoo is among the five
largest in Brazil, with 2,300 animals belonging to approximately 300 species,
distributed in 530 square meters of area, this study is one of the pioneers in the
testing of zoo felids in South America. In contact employees, two sample collections
were performed for RT-PCR test and two collections of blood samples for serology.
Among employees during the first collection performed before the first dose of the
vaccine against COVID-19, one employee was positive, in the second collection all
RT-PCR tests were negative.

Keywords: Zoo; SARS-CoV-2; Felids, COVID-19.
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1 INTRODUGAO

O primeiro caso de animal selvagem com amostras positivas para SARS-
CoV-2 foi anunciado em abril de 2020 pelo Departamento de Agricultura dos
Estados Unidos (USDA) sendo uma fémea de tigre-malaio do zooldgico do Bronx, na
cidade de Nova York (UNITED STATES DEPARTMENT OF AGRICULTURE -
USDA, 2021). As amostras de swabs foram coletadas e testadas apos dois tigres
malaios, trés tigres-siberianos e trés ledes-africanos apresentarem sinais
respiratérios ao longo de uma semana (LAU, 2020). Suspeita-se que a fonte de
infeccdo tenha sido um tratador assintomatico (WORLD ORGANISATION FOR
ANIMAL HEALTH (A) — OIE, 2020). Além da fémea de tigre-malaio, um dos ledes
africanos e um tigre siberiano assintomatico testaram positivo para SARS-CoV-2 na
RT-PCR no mesmo zoologico (WILDLIFE CONSERVATION SOCIETY
NEWSROOM, 2020). Em dezembro de 2020, foram testados positivos quatro ledes
e dois tratadores do Zoolégico de Barcelona, Espanha (WORLD ORGANISATION
FOR ANIMAL HEALTH (C) — OIE, 2020). Outros casos foram comunicados pelo
Ministério da Agricultura da Holanda de SARS-CoV-2 em visons (martas) em 2
fazendas (SHI, 2020). A infeccdo dos visons também parece ser um caso de
infeccdo humano-animal (PROMED INTERNATIONAL SOCIETY FOR INFECTIOUS
DISEASES (B), 2020) (MAURIN, 2021). Em Curitiba, temos um grande Zooldgico
com mais de 2370 animais, entre eles felideos que tem o receptor ECA2 (receptor
no qual o virus se acopla para entrar na célula) mais semelhante ao dos humanos,
tornando-os mais susceptiveis a infeccdo por SARS-CoV-2 (GARCIA,2009) (SHI,
2020). Em estudos ja publicados, os animais possivelmente adquiriram o virus de
seus tratadores/cuidadores, no entanto ndo existem comprovacdes cientificas de
que esses animais possam funcionar como transmissores para humanos ou como
reservatorios do virus (AMERICAN VETERINARY MEDICAL ASSOCIATION, 2020)
(NATIONAL CENTER FOR BIOTECHNOLOGY INFORMATION, 2021). Devido a
isso a testagem destes animais e profissionais de contato pode nos esclarecer
melhor se ha potencial transmissdo entre humanos e animais e como € o processo
de desenvolvimento ou ndo de sintomas caso isso ocorra e sobre a produgcao de
anticorpos com ou sem sintomatologia antes da imunizagdo em humanos e apos a
imunizagdo comparando as vacinas usadas e os niveis de resposta humoral dos

participantes.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A saude humana e animal sdo parametros ligados de maneira permanente
quando se diz respeito @ Saude Unica envolvendo também os cuidados com o
ambiente visando medidas publicas para o combate e prevencao de enfermidades
em todos os niveis da sociedade (WANG, 2020) (GARCIA, 2009). Um dos focos
voltados para Saude Unica, mundialmente adotada é a prevencdo e o combate a
zoonoses. Zoonoses sao doencgas transmitidas entre animais e humanos de forma
natural (exemplos: Raiva, Leptospirose, Toxoplasmose, entre outras) (GARCIA,
2009). Atualmente sdo conhecidas mais de 200 zoonoses com distribuicdo global ou
regional (em grupos vulneraveis) e que tem impacto significativo na qualidade de
vida (aumentando morbidade e mortalidade) e com impacto econémico
principalmente em paises em desenvolvimento.

O crescimento populacional, urbanizagdo, invasao florestal (desmatamento) e
globalizagdo do comercio de produtos de origem animal tem estreitado a integragao
humano-animal principalmente pelas mudangas nos ambientes naturais dos animais
(BRASIL — MS, 2020). Alguns dados estimados pela OIE (World Organisation for
Animal Health) tornam-se argumentos muito plausiveis para o foco no cuidado com
a interagdo humano-animal, como:

o 60% das doencas infecciosas humanas conhecidas tem animais e/ou vetores
envolvidos na transmisséo;

. Pelo menos 75% das doengas infecciosas emergentes (incluindo Ebola, HIV e
Influenza) tem animais e/ou vetores como ponto de origem do patdgeno;

o Cinco doencas humanas aparecem todos os anos, aproximadamente 3 sao
de origem animal;

o 80% dos agentes com potencial de uso bioterrorista sdo patdégenos
zoondticos.

Nas duas ultimas décadas trés patégenos do mesmo grupo de virus foram
identificados causando sindromes respiratérias nao descritas anteriormente, os
coronavirus (CoV) (YIN, 2018). Sdo conhecidos até hoje mais de 40 estirpes de
coronavirus (CoV) que pertencem a um grupo de virus da familia Coronaviridae e
podem acometer humanos, outros mamiferos e aves causando infecgdes
respiratérias leves @ moderadas e intestinais (AZHAR, 2020). Agrupados na

subfamilia Orthocoronavinae estdo os géneros alpha, beta, delta e gama
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coronavirus (ZHOU, 2020). Ja foram identificados até hoje, sete coronavirus
causadores de infec¢bées em humanos (HCoVs), todos eles estdo alocados dentro
dos géneros alpha e beta coronavirus, sao eles (YIN, 2018):

o HCoV-229E, responsavel por causar resfriados comuns;

o HCoV-0C43, identificado no Reino Unido, também responsavel por resfriados
comuns, tendo circulagao por todo planeta;

o HCoV-NL63, sendo as criangas mais propensas, este tambem causa

resfriados comuns, foi identificado na Holanda em 2003 e hoje tem circulagéo

mundial;
. HCoV-HKU1, identificado na China em 2005;
. SARS-CoV, causador da sindrome respiratéria aguda grave, detectado na

China em 2002, mais de 8 mil pessoas foram infectadas atingindo mais de 30 paises
(tendo uma taxa de mortalidade de 10%) (LI, 2005);

o MERS-CoV, causador da sindrome respiratéria do Oriente Médio, foi
detectado na Arabia Saudita em 2012 e os casos foram vinculados a pacientes que
viajaram ou residiram na Peninsula Arabica. Disseminou-se para 27 paises e a taxa
de mortalidade ficou entre 35% e 40% (AZHAR, 2020);

. e 0 membro da familia com detecgdo mais recente causador de infecgbes em
humanos o virus SARS-CoV-2. Detectado pela primeira vez em 8 de dezembro de
2019 na China sendo causador da Sindrome Respiratéria Aguda Grave 2.

Os primeiros casos da doencga caracterizados por uma pneumonia forte foram
detectados na cidade de Wuhan (Provincia de Hubei, China) (ZHANG, 2020). Ainda
sem identificagdo do patdgeno, as infecgdes foram notificadas a Organizagao
Mundial da Saude como alerta em 31 de dezembro de 2019 (LIU, 2019). O virus foi
reconhecido como uma nova estirpe do grupo dos coronavirus em 07 de janeiro de
2020, pelas autoridades chinesas e espalhou-se rapidamente por todos os
continentes, sendo decretada pandemia em 11 de marg¢o de 2020 pela Organizagao
Mundial de Saude (OMS, 2020). Disseminou-se para 193 paises e segundo dados
da OMS, 80% dos pacientes infectados sdo assintomaticos, porém tem a
capacidade de transmissao do virus. No Brasil, a primeira morte registrada causada
pelo virus da COVID-19 (como foi denominada a doencga) foi em 16 de margo de
2020 na cidade de Sao Paulo — SP (BRASIL, 2020).

Devido a recente detecgao da infeccdo pelo virus causador da COVID-19
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apresentam-se diversas duvidas sobre evolucao clinica da doenga, mecanismos de
acéo, transmissao do virus e tratamento dos sintomas (GORBALENYA, 2020). O
SARS-CoV-2 tem a capacidade de infectar as células humanas devido a um
complexo que se forma com a subunidade S1 presente na proteina S (Spike) na
superficie do virus com o sitio ativo presente na enzima de conversao de
angiotensina 2 (ECA2) (LUAN, 2020). Esta enzima €& expressa em células
endoteliais de varios 6rgaos e tecidos do corpo humano, como: pulméo, figado,
coracgao, rins, testiculos e intestinos (HOIFFMANN, 2020).

FIGURA 1) Ciclo viral SARS-CoV-2
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Os sintomas gerais da doenga em humanos sdo muito parecidos com os de
uma gripe comum, sendo diferenciados pela intensidade e agravamento rapido
dependendo do organismo de cada paciente: febre, tosse, falta de ar ou dificuldade
para respirar, fadiga, dor de cabega, dor muscular, perda de olfato e/ou paladar,
diarreia, congestdo nasal e coriza (GORBALENYA, 2020). Os riscos da COVID -19
aumentam nos grupos de idosos, doentes cronicos, obesos e imunocomprometidos
(BRASIL — MS, 2020). Além do quadro de sindrome respiratéria complicagcdes
podem agravar o quadro dos pacientes como disturbios cardiacos (arritmias),
disturbios na coagulagédo podendo causar quadros de hemorragia e trombos, além
de inflamacgdes renais e/ou hepaticas (MEHTA, 2020).

Em alguns mamiferos como primatas, felideos, cées, e outros ha presenca
expressiva da ECA2 em seus tecidos e a similaridade da enzima animal/humana
torna possivel a infecgdo por SARS-CoV-2 nesses grupos, com risco variavel entre
eles (LUAN, 2020). Quando ha apresentagdo de sinais clinicos em casos de
animais, os sintomas s&o similares aos dos humanos, como: diarreia, coriza, vomito,
dispneia e febre (WORLD ORGANISATION FOR ANIMAL HEALTH (C), 2020).
Inimeros seguimentos de pesquisa sobre o0 assunto precisam de desenvolvimento
visando melhorar os artificios usados para combater o crescimento progressivo da
doenga (SHI, 2020). Os animais selvagens de cativeiro tem vulnerabilidade &
infeccdo devido ao convivio com tratadores ou profissionais de contato segundo
estudos publicados nos Estados Unidos da América (EUA), Espanha e Holanda
(UNITED STATES DEPARTMENT OF AGRICULTURE - USDA, 2021). Os primeiros
casos de animais selvagens de cativeiro com amostras positivas para SARS-CoV-2
foram anunciados em abril de 2020 pelo Departamento de Agricultura dos Estados
Unidos (USDA) sendo uma fémea de tigre-malaio, um ledo africano e um tigre
siberiano (os ultimos dois animais assintomaticos) do zooldgico do Bronx na cidade
de Nova York. (UNITED STATES DEPARTMENT OF AGRICULTURE, 2020)
(PROMED INTERNATIONAL SOCIETY FOR INFECTIOUS DISEASES (B), 2020).
Suspeita-se que a fonte de infecgao tenha sido um tratador assintomatico, devido a
similaridade encontrada no sequenciamento entre o SARS-CoV-2 detectado nos
felideos e no tratador (CENTERS FOR DISEASE CONTROLAND PREVENTION,
2020). Ja na cidade de Barcelona na Espanha, dois funcionarios e quatro ledes do
zoolégico da cidade testaram positivo para presenca de SARS-CoV-2 em dezembro

de 2020, os animais foram testados apds apresentarem sintomas leves da doenca.
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Outros mamiferos carnivoros de cativeiro como os Visons ja foram testados em
fazendas na Holanda (PROMED INTERNATIONAL SOCIETY FOR INFECTIOUS
DISEASES (B), 2020). Visons e funcionarios sintomaticos testados destas fazendas
apresentaram RT-PCR positivo para SARS-CoV-2 e apds sequenciamento as
amostras apresentaram grande semelhanga entre as sequéncias geradas em
animais e funcionarios das fazendas, indicando um possivel transbordamento da
infeccdo entre visons e humanos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2019) (KIM,
2020).

Com o progresso da vacinagao contra a COVID-19 em todo pais, agora apos
um ano completo de campanha, varios trabalhos demonstram a eficacia dos
imunizantes por meio da resposta humoral causada por cada uma das vacinas
disponiveis no pais com isso podemos observar uma diminuicdo da prevaléncia de
casos graves (TANG, 2020) (UFMG, 2020). Atualmente as vacinas liberadas para
uso pela ANVISA (Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria) para uso no Brasil sdo:
Comirnaty - Pfizer/Wyeth; Coronavac - Butantan; Janssen Vaccine - Janssen-Cilag e
Oxford/Covishield - Fiocruz e Astrazeneca (MINISTERIO DA SAUDE, 2022).

Além das vacinas em humanos, uma vacina da farmacéutica Zoetis aprovada
para uso experimental pelo Departamento de Agricultura dos Estados Unidos
(USDA) ja esta sendo aplicada em animais de Zooldgicos no pais, 0 imunizante
apesar de ter o mesmo antigeno usado nas vacinas humanas contém adjuvantes
diferentes (ZOETS, 2022). No inicio de 2022 houve a aprovagao de importagéo pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) no Brasil também para
uso experimental em animais contra o SARS-CoV-2 (UFPR, 2022) (UNA-SUS,
2021).
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3 OBJETIVOS
3.10bjetivo geral

Detectar a presenga de SARS-CoV-2 em felideos e funcionarios de contato e
anticorpos anti-SARS-CoV-2 especificos nos funcionarios participantes do Zooldgico

Municipal de Curitiba.

3.20bjetivos especificos

a) Avaliar a presenga de anticorpos anti-SARS-CoV-2 em amostras de soro
de funcionarios do Zooldégico Municipal de Curitiba, Curitiba, Parana e associar a
resposta humoral ao tipo de vacina usada (divisdo por grupos);

b) Analisar os resultados da detecgdo da presenca ou ndo de SARS-CoV-2
via RT-PCR em felideos e comparar com outros resultados ja publicados em outros
paises;

¢) Fornecer os resultados para a Secretaria Municipal de Saude e comunidade

cientifica por meio de relatorios e artigos publicados.



b)

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Recrutamento dos participantes da pesquisa

A pretengdo da pesquisa foi de realizar um estudo epidemiolégico para
atender os objetivos elencados anteriormente. Este projeto foi aprovado pelo Comité
de ética em Pesquisa SCS/UFPR - Via Plataforma Brasil — sob CAAE:
43918821.2.0000.0102 e no Comité de ética no uso de animais sob protocolo
063/21.

Os participantes da pesquisa foram tratadores, médicos veterinarios, bidlogos e
zootecnistas trabalhadores do Zooldégico Municipal de Curitiba. Os trabalhadores
foram convidados a participar do projeto, pessoalmente em local de trabalho,
mediante explicagdo e apresentacédo do TCLE (termo de consentimento livre e
esclarecido), considerando a Resolugao 466/12, foram expostas aos interessados
todas as informacbes necessarias para esclarecimento da pesquisa a qual se
propruseram a participar.

Todos os trabalhadores que aceitaram participar assinaram o TCLE — termo de
compromisso livre e esclarecido.

O recrutamento dos participantes seguiu todas as normas de seguranga
estabelecidas pelo Municipio vigentes no momento da abordagem, para os

pesquisadores e participantes, considerando o atual cenario da pandemia.

4.2 Aplicagao de questionarios epidemiolégicos

Apds o recrutamento foram realizados questionarios epidemioldgicos para
correlacionar tratadores, animais e seus recintos, alem da coleta de dados pessoais
e informagdes sobre a presenca de alguns sintomas relacionados a doenga e se
algum teste de triagem ou diagndstico ja havia sido realizado pelo participante (em

anexo).

4.3 Coleta saliva e de sangue total de seres humanos funcionarios do Zooldgico

Municipal de Curitiba
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Foram coletadas dos trabalhadores amostras de saliva (para analise padrao
ouro em detecgéo de material genético viral RT-PCR) e amostra de sangue total (por
puncgdo venosa) para sorologia, nas datas 18 e 20 de janeiro de 2021 e 05 e 06 de
dezembro de 2021, por profissional farmacéutica, a coleta foi realizada no Zooldgico
Municipal de Curitiba, em sala arejada preparada para coleta com os equipamentos
de protegao individual (mascara, luvas, toucas, avental descartavel e face shield)
necessarios.

Apds a coleta das amostras de saliva e sangue total foram encaminhadas,
devidamente armazenadas e refrigeradas, ao Setor de Ciéncias Veterinarias da
UFPR para andlise no Laboratério de Zoonoses e Epidemiologia Molecular. As

amostras foram descartadas ap6s o término do estudo.

4.4 Coleta de swab orofaringeo e nasofaringeo de felideos do Zooldgico Municipal
de Curitiba

Swabs de orofaringe e nasofaringe foram coletados dos felideos do Zoolégico
Municipal de Curitiba com auxilio dos tratadores, veterinarios e zootecnistas do Zoo,
sem necessidade de sedag¢ao de nenhum dos animais. Com 0s animais pequenos a
coleta foi realizada mediante contencdo fisica pelos mesmos profissionais

capacitatos.

4.5 Detecgao de SARS-CoV-2 por RT-PCR

As amostras de salivas de humanos e as amostras de swabs de orofaringe e
nasofaringe dos felideos foram analisadas usando a metodologia RT-PCR
(transcrigao reversa seguida da reagdo em cadeia da polimerase em tempo real).
Utilizando o kit comercial validado (Kit Biomol One Step / COVID-19, IBMP, Curitiba,
Brasil), com alvo nos genes ORF-1a e gene N, conservado em diferentes regides
genbmicas do SARS-CoV-2.

4.6 Analises soroldgicas

As analises sorologicas foram realizadas segundo metodologia de Elisa de

esferas magneticas (HUERGO, 2021) modificada pelo Laboratério de microbiologia
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molecular da UFPR, Setor Litoral, Matinhos — Parana. Foram avaliadas em
janeiro/2021 andlises de 162 amostras humanas para verificar a preseca de
anticorpos de classe IgG reativos as proteinas virais do nucleocapsideo (proteina N).
Em Dezembro/2021 foram avaliadas 152 amostras humanas verificando a presenca
de anticorpos de classe IgG reativos as proteinas virais nucleocapsideo (proteina N)
e das espiculas de superficie viral, chamadas Spike (proteina S), somente 32
funcionarios aderiram as duas testagens de 2021. As amostras de soro foram
analisadas para verificar a presenga de anticorpos IgG reactivos as proteinas virais
nucleocapsideo (N) e Spike (S) por imunoensaio ELISA de esferas magnéticas. O
imunoensaio do tipo ELISA por esferas magnéticas foi realizado utilizando uma placa
de 96 pogos com fundo plano (placa Cralplast). Quantidades de esferas carregadas
com antigeno foram ressuspendidas em solugdo salina tamponada com tris e
polissorbato 20 (TBST) contendo 1% de leite e 0,1 ml da mistura foram distribuidos
em cada poco. Quatro microlitros de soro foram diluidos em 0,2 ml de TBST
diretamente para os pogos de uma segunda placa de 96 pogos. As esferas
magneéticas foram transferidas para a placa de amostra e incubadas com a amostra
de soro durante 2 min com suave agitagdo. As esferas foram capturadas e
carregadas em duas etapas sequenciais de lavagem durante 30 segundos em 1x
TBST, incubadas durante 2 min com 0,15 ml de IgG-PE anti-humano de cabra
(Thermo Scientific) diluido 1:250 em 1x TBST, seguidas de duas etapas
consecutivas de lavagem com 0,2 ml 1x TBST. As esferas foram transferidas e
ressuspendidas numa placa final com 0,15 ml de 1x TBST. A intensidade de
fluorencencia foi capturada utilizando um leitor de placas TECAN M Nano (TECAN)
operando na leitura fluorescente superior. Excitagdo 545 nm (largura de banda 9 nm
e 25 flashes) e emissao 578 nm (largura de banda 20 nm, tempo de integragédo 20
ps e posicdo Z a 20.000 pm). Os sinais de corte que foram usados para discriminar
amostras IgG positivas das negativas foram estabelecidos em = 13% ou 11%

usando proteina N ou proteina S, respectivamente.

4.7 Metodologia de Analise dos dados

O efeito do tempo de aplicagdo da vacina (grupo B e grupo C) e do tipo de
vacina (Astra, Pfizer e Coronavac), foi avaliado utilizando Modelo Linear

Generalizado (GLM), pelo pacote "Ime4" (Bates et al., 2015), fungdo 'glm'. Para
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avaliar todas as combinagdes de vacinas e interagdes (grupoXvacina) foi realizado
um teste pareado a posteriori pelo pacote "multcomp”, fung¢ao 'glht' (Hothorn et al.,
2008). Para verificar a relagdo entre a idade e a resposta imunoldgica para as
proteinas N e S, foi utilizado Modelo Linear Generalizado. Devido a natureza dos
dados de resposta imunoldgica (em porcentagem), foi assumida distribuicéo de erro
Binomial ou Quasibinomial no caso de superdispercdo. Todos os modelos foram
conduzidos no programa computacional R (R Core Team, 2022). O teste de
comparagao entre as coletas de pré-imunizacao e pés-imunizagao foi realizado via
Teste T de Student somente para o grupo de participantes que aderiram as duas
coletas de 2021.
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Abstract

A total of 12 wild felids from the Curitiba City Zoo were sampled and tested by RT-qPCR for
SARS-CoV-2 on June, 2020, and on January, 2021. Curitiba City, southern Brazil, has been ranked as
the eighth-largest city in Brazil, with over 1.9 million inhabitants. Animals included four jaguars, three
southern tiger cats, one ocelot, one margay, one native cougar, one tiger, and one lion. Additionally,
39 Zoo employees, including animal keepers, had nasal and oropharyngeal swabs taken and
molecularly tested. The employees were also serologically tested by IgM/IgG rapid assays. Animal
samples tested negative in duplicate by RT-qPCR for SARS-CoV-2. Only one maintenance worker
tested positive (CT=38) and was immediately placed in self-isolation. No serological sample was
positive in the 38 remaining workers. In summary, despite at a relatively early stage of city pandemics,

the study herein has found no molecular evidence of wild felid infection in a major Brazilian city zoo.

Keywords: COVID-19, coronavirus, transmission, Zookeepers
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Introduction

Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2), responsible for the
Coronavirus disease 2019 (COVID-19), is an emergent pathogen with suspect zoonotic origin and first
reported in late 2019 (Zhu et al., 2019). Natural SARS-CoV-2 occurrence in cats, dogs, and minks
have been associated with positive owners and farmworkers (Hossain et al., 2020).

During the SARS-CoV-2 epidemic in the United States, an adult female Malayan tiger tested
positive by RT-qPCR at the Wildlife Conservation Society's Bronx Zoo, New York City, possibly
infected by an asymptomatic zookeeper (USDA, 2020). Following this first detection, two Malayan
tigers, three Siberian tigers, and three African lions have shown respiratory signs and were also
molecularly tested, with one positive lion (USDA, 2020). Later, stool samples from all these animals
and one asymptomatic Siberian tiger tested positive for SARS-CoV-2 by RT-qPCR (USDA, 2020).
SARS-CoV-2 in a Malayan tiger has been identified and characterized (Wang et al., 2020). All seven
symptomatic wild felids have improved since and become clinically normal (USDA 2020). In
addition, SARS-CoV-2 genetic characterization has shown distinct viral sources for tigers and lions,
but with similarities between tiger and zookeeper viruses, suggesting human-animal transmission. The
viral source for the infection in lions was not identified (McAloose et al., 2020).

Despite the risk of both animal and human transmission and disease, no other survey has been
conducted to date in epidemic areas, particularly in Brazil, the current epicenter of the novel
coronavirus in Latin America. Accordingly, the aim of the present study was to investigate the
occurrence of SARS-CoV-2 in zoo animals and zookeepers, and anti-SARS-CoV-2 antibodies in zoo
workers of Curitiba City Zoo, southern Brazil.

Materials and Methods

The study was conducted in Curitiba City Zoo, located in the Southern State of Parana- Brazil,
which is amongst the Brazilian zoos with approximately 2,300 animals of 300 species, distributed
across 530 square meters (Javorouski et al., 2012). Nasal and mouth swabs were obtained from a total
of wild felids at the Curitiba City Zoo, southern Brazil firstly on June 23rd, 2020, and tested by RT-
qPCR with a commercially available kit (KitBiomol OneStep/COVID-19, IBMP, Curitiba, Brazil) that

targets ORF-1a and N gene, different conserved genomic regions of SARS-CoV-2. At the same time,
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employees were serologically tested by IgM/IgG rapid assays (One Step Sars-CoV-2 antibody test,
Wondfo Biotech Co., China) within the following week. In January and december 2021, employees
were serologically tested again by magnetic bead immunoassay (Huergo et al.,2021). In addition, nasal
and mouth swabs were obtained from twelve animals.

This study has been approved by the Ethics Committee of Animal Use at the Federal
University of Parana (number 63/2021), by National Human Ethics Research Committee (number
43918821.2.0000.0102), and officially included as part of the Curitiba City Secretary of Health and
Environment activities.

The effect of the time of application of the vaccine and the type of vaccine was evaluated using the
Generalized Linear Model (GLM), by the package "lme4", function 'glm'. To evaluate all vaccine
combinations and interactions, an a posteriori paired test was performed using the package
"multcomp", function 'glht'. Due to the nature of the immune response data, Binomial or
Quasibinomial error distribution was assumed in the case of superdispersion. All models were

conducted in the computer program R.

Results

Animals of June 2020 sampling has included four jaguars (Panthera onca), three southern
tiger cats (Leopardus guttulus), one ocelot (Leopardus pardalis), one margay (Leopardus wiedii), one
native cougar (Puma concolor), one tiger (Panthera tigris), and one lion (Panthera leo). The tiger and
lion were successfully sampled by regular swab through the wire mesh fence. All other small wild
felids were sampled following physical restrain with a landing net. Nasal and oropharyngeal swabs
from the 39 zoo employees, including animal keepers, kitchen and maintenance workers, drivers, and
administration personal, were also taken and tested. Animals and zoo workers were considered healthy
at the time of samplings, with the exception of an administration worker who referred to headache and
mild coughing. Animal samples were tested in duplicate, and all results were negative by RT-qPCR
for SARS-CoV-2. Only one maintenance worker tested positive (CT=38) and was immediately sent

home for self-isolation and remote monitoring (before serological testing), as currently mandatory by
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the city secretary of health. No serological sample was positive either for IgM or IgG in the 38
remaining workers in June 2020. The lion and tiger were retested on July 24", 2020, and both swab
samples tested negative again by RT-qPCR for SARS-CoV-2. Additional swab samples were also
obtained on that day from another lion (Panthera leo), a hippopotamus (Hippopotamus amphibious),
two chimpanzees (Pan troglodytes), and a baboon (Papio hamdryas), all of which also tested negative.
The first tested lion was 18-year old, presented with chronic weight loss and lethargy, and died on
August 3, 2020. Swab samples collected during necropsy from the oropharynx, glottis, and inside
distal rectum were all negative by RT-qPCR for SARS-CoV-2.

A total of 9/162 (5,5%) employees were seropositive and none were molecularly positive to
SARS-CoV-2 in January 2021 on that date none of the employees had been vaccinated against SARS-
CoV-2. Among the participants who joined the January and December 2021 collections, after the
complete immunization of all employees, it is possible to observe that the signal response (%) of
detection of IgG anti-SARS-CoV-2 antibodies is greater in relation to the same group before
vaccination. Employees immunized with the Coronavac vaccine had a lower immune response when
compared to those immunized with the Pfizer and AstraZeneca vaccines at the same time interval.
There was no statistically significant difference between the immune response of patients immunized

with Pfizer and AstraZeneca.

Discussion

To the author's knowledge, this is the first SARS-CoV-2 testing in native Brazilian wild felids.
Although the Curitiba Zoo receives an average of 650,000 visitors per year, it has been closed for
visitors since March 2020. The city of Curitiba, capital of Parana state, is currently the eighth-largest
city in Brazil with over 1.9 million inhabitants and with 48,212 officially confirmed human cases and
1,397 deaths due to COVID-19 by October 15, 2020. Zoo collaborative efforts, combining
conservation medicine, public health, and veterinary sciences, should be focused on a multisectoral
and transdisciplinary "One Health" approach for effective detection, response, and prevention of
human and animal infections.

Under experimental conditions, domestic felids that have been intranasally inoculated with
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high doses of SARS-CoV-2 have shown no clinical signs but developed neutralizing antibodies and
eliminated viral RNA in the feces (Shi et al., 2020). In another study, experimentally infected cats
have transmitted the disease by air to susceptible cats, after cohoused, with no clinical signs and IgG
antibody titers ranging from 1:5,120 to 1:20,480 in all animals (Halfmann et al., 2020). Similarly, to
humans, an experimental study with domestic felids has shown that SARS-CoV-2 penetrates the cell
by the angiotensin-converting enzyme 2, ACE-2 (Shi et al., 2020). Although human—felid—human
transmission remains unclear, cats may be a silent intermediate host of SARS-CoV-2, highlighting the

public health importance as a zoonotic disease (Halfmann et al., 2020).

Conclusions
In summary, despite at a relatively early stage of city pandemics on the dates of animal collections the
study herein has found no molecular evidence of SARS-CoV-2 infection on wild felids at the city zoo,

located in the eighth-most populated city in Brazil.
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6. DISCUSSAO
6.1 Sorologia para IgG anti-SARS-CoV-2 em humanos

Com o recrutamento de participantes para a pesquisa o numero total de
testados entre primeira e segunda coleta foi de 222 pessoas (entre coletas de swabs
de nasofaringe e orofaringe, saliva e sangue total). Dos participantes da primeira
coleta, aproximadamente 15% ja apresentavam sinal de IgG SARS-CoV-2 antes da
vacinagao indicando que ja haviam tido contato prévio com o virus. Na analise do
grafico 1 podemos observar que é nitida a produgao dos anticorpos IgG para SARS-
CoV-2 apds a vacinacao independente do imunizante utilizado. Para a comparacao
dos sinais de IgG SARS-CoV-2 pré e pos vacinagao realizamos um teste T de
Student com resultado de p-valor = 0,0001 indicando diferenga significativa entre os

sinais de vacinados e nao vacinados.

Grafico 1 — Sinal em % de IgG anti-SARS-CoV-2 nos participantes
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Os participantes entre 19 e 67 anos foram vacinados com as trés opg¢des de
vacina disponiveis pelo Programa Nacional de Imunizacéo (PNI) no pais conforme a
idade, sendo assim possiveis separagdes por grupos de imunizantes, idade e
comparagdes entre a resposta humoral. Os imunizantes aplicados nos participantes
sdo de trés fabricantes diferentes: CoronaVac — Fabricante Sinovac (tecnologia de
virus inativado); Vacina de Oxford — Fabricante AstraZeneca (tecnologia de vetor
viral) e Vacina Pfizer/BioNTech (tecnologia de RNA mensageiro). Deste modo os
participantes foram separados em grupos pela data da segunda dose da vacina de
cada um dos trés imunizantes e comparados em relagdo ao sinal (%) de IgG anti

SARS-CoV-2: Grupo A — vacinados com a 22 dose entre fevereiro, margo, abril e
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maio de 2021; Grupo B — Vacinados com a 22 dose entre junho, julho, agosto e
setembro de 2021; Grupo C — vacinados com a 22 dose entre outubro, novembro e
dezembro de 2021. Os grupos A dos trés imunizantes e o Grupo C do imunizante
Coronavac nao apresentaram participantes suficientes para comparacao estatistica
significativa.

Nao houve diferengas estatistiva significativa entre a resposta imunoldgica de
pacientes imunizados com Pfizer e AstraZeneca. Nos demais resultados de
comparagao podemos perceber que os imunizantes da AstraZeneca e Pfizer
produzem uma maior taxa de imunizados com % sinal acima do ponto de corte do
teste (11% e 13%) em relagdo aos vacinados com a vacina da farmacéutica Sinovac
(grafico 2). Foram considerados os resultados dos comparativos entre resposta
humoral, ou seja, a producdo do IgG SARS-CoV-2, e a progressao da idade dos
pacientes para cada um dos imunizantes recebidos. Em relacdo dos participantes
que aderiram as duas coletas de sangue total apenas 5 ndo demonstraram sinais de
IgG acima do ponto de corte do teste soroldgico, entretanto estes resultados nao
indicam que os individuos ndo estdo protegidos. Com a variagdo da resposta de
cada organismo a soroconversado pode ocorrer mais rapidamente decaindo os niveis
de IgG e aumentando a producgéo de outras frentes de combate ao virus no sistema
imunoldgico, podendo também indicar que esses niveis de IgG estariam menores

pois a imunizacao havia sido realizada a dois-trés meses antes do teste soroldgico.

Grafico 2 - Resposta imunoldgica (em %*10-1) em fung¢édo dos grupos de aplicagao das vacinas.
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6.2 RT-PCR realizados nas amostras dos participantes

As amostras de swabs de orofaringe/nasofaringe e saliva totalizaram 102
participantes, dos quais apenas um teve resultado positivo na PCR, ou seja, teve
carga viral detectada na amostra coletada. Este participante foi imediatamente
contactado e orientado a ficar em isolamento domiciliar, a administracdo do
Zooldgico e os orgaos de saude publica responsaveis também foram notificados. O
participante nao teve sintomas fortes e realizou o isolamento corretamente. Essa

deteccédo foi juntamente com as primeiras coletas de sangue total, ou seja, nenhum

participante estava vacinado contra COVID-19.

6.3 Animais testados

Dos animais foram coletados apenas swabs de nasofaringe e orofaringe e

todos os resultados de RT-PCR foram negativos para presenca de SARS-CoV-2.

TABELA 1 — Animais Testados

Animal Linhagem |dade Peso

(anos) | (kg) | Macho | Fémea | Resultado
Oncga-parda Puma concolor 5-8 |80Kkg 3 Negativo
Onca-pintada | Panthera onca 8 80-90kg | 1 3 Negativo
Tigre Panthera tigris 8 250 kg |1 Negativo
Ledo Panthera leo 6e9 |180kg |3 Negativo
Jaguatirica Leopardus pardalis | 3 4 kg 1 Negativo
Gato-do- Leopardus guttulus | 4 2-4 kg 1 2 Negativo
mato

Total =15
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7. CONSIDERAGOE FINAIS

Como os animais de Zooldgico e os tratadores/profissionais de cuidado sao
considerados como uma aglomeracéo involuntaria é de elevada importancia os
testes e acompanhamento destes animais e profissionais devido ao futuro potencial
das infecgdes por SARS-CoV-2 tornarem-se endémicas com o passar do tempo e da
vacinagao dos humanos. Nossos resultados demonstram que cuidados como o
fechamento do Zoolégico Municipal de Curitiba para visitagéo e orientagdo continua
a todos os funcionarios podem evitar ou diminuir a transmissao do virus nessa
comunidade animais/tratadores/funcionarios.

Nao foram encontrados indicios de que individuos com maior idade possuem
menores niveis de producdo de anticorpos neste grupo testado. As limitagdes
praticas da pesquisa, como a nao repeticdo da coleta para analise RT-PCR dos
felideos e a falta de coleta de sorologia deles, limitou os resultados da pesquisa nos
animais. Duvidas se animais podem servir de reservatorio do virus SARS-CoV-2
ainda permeiam as respostas de outros estudos parecidos com este e os resultados
positivos de animais selvagens nativos e exoticos de cativeiro em outros paises nos
fazem questionar a metodologia de coleta usada neste estudo e a época de coleta.
Um rastreamento com frequéncia desses animais podera nos trazer maiores
esclarecimentos tanto na detecgdo da doenga em fase ativa como com a sorologia
nos trazer informagdes sobre o contato dos animais com o virus. No Brasil, até o
momento este € o primeiro estudo voltado para a presenca de SARS-CoV-2 em
felideos de cativeiro, acreditamos que os resultados sao otimistas em relagdo a nao
contaminagdo desta familia de animais. O acompanhamento de animais de
Zooldégico € de importancia elevada pelo alto risco de contaminagéo pelos visitantes
e devido a transicdo do estado de pandemia para uma endemia num futuro préximo.

Pensando na prevencédo de possiveis infecgdes mais fortes e visando a
protecdo dos animais selvagens de cativeiro, conseguimos junto ao Ministério da
Pecuaria e Agricultura liberagdo para uso da vacina da farmacéutica Zoets, que
dispbée da primeira vacina exclusiva para animais contra o SARS-CoV-2. Sendo
assim o Zoolégico Municipal de Curitiba € o primeiro zoo do pais a vacinar as
espécies mais susceptiveis como os felideos deste estudo, mas também como

mustelideos e primatas.

36



8. REFERENCIAS

BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE. Vacinas - Covid-19. Ministério da Saude, 2022.
Disponivel em: <https://www.gov.br/anvisa/ptbr/assuntos/paf/coronavirus /vacinas#

:~:text=Atualmente%20existem%20quatro%20formas%20para,ou%20pelo%20cons
%C3%B3rcio%20Covax%20Facility>. Acesso em margo de 2022.

MAURIN, M.; FENOLLAR, F.; MEDIANNIKOV, O.; DAVOUST, B.; DEVAUX, C.;
RAOULT, D. Current Status of Putative Animal Sources of SARS-CoV-2 Infection in
Humans: Wildlife, Domestic Animals and Pets. Microorganisms 2021, 9, 868.
https://doi.org/10.3390/ microorganisms9040868

ZOETS — PRESS RELEASES - Zoetis Donates COVID-19 Vaccines to Help
Support the Health of Zoo Animals. Disponivel em: < https://news.zoetis.com/
press-releases/press-release-details/2021/Zoetis-Donates-COVID-19-Vaccines-to-

Help-Support-the-Health-of-Zoo-Animals/default.aspx>. Acesso em janeiro de 2022

WHO - WORLD HEALTH ORGANIZATION. WHO Director-General's opening
remarks at the media briefing on COVID-19. Disponivel em: <https://www.who
.int/dg/speeches/detail/who-director-general-s-opening-remarks-atthe-media-briefing-

on-covid-19---11-march-2020>.Acesso em maio de 2020.

UFPR - UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA — Ciéncia e tecnologia - Animais
selvagens do Zoologico de Curitiba devem ser os primeiros vacinados contra
Covid-19 no Brasil. Disponivel em: <https://www.ufpr.br/portalufpr/noticias/animais-
selvagens-do-zoologico-de-curitiba-devem-ser-os-primeiros-vacinados-contra-covid-
19-no-brasil/#:~:text=Vacina%20pr%C3%B3pria%20para%20animais &text=0%20i
munizante%20contra%20a%20Covid,0%20adjuvante%20que%20%C3%A9%20usa

do>. Acesso em janeiro de 2022.

UNA-SUS - UNIVERSIDADE ABERTA DO SISTEMA UNICO DE SAUDE. Vacina
candidata contra a COVID-19 para uso veterinario ganha espago em zoolégicos
e santuarios animais nos Estados Unidos. Disponivel em: < https://www.unasus.

gov.br/especial/covid19/markdown/466>. Acesso em dezembro de 2021.

37



PROMED - INTERNATIONAL SOCIETY FOR INFECTIOUS DISEASES (A).
Coronavirus Disease 2019 up-date (138): India, wild tiger, fatal. 2020. Disponivel
em: <https://promedmail.org/promed-post/?id=20200428.7275765> Acesso em junho
de 2020.

PROMED - INTERNATIONAL SOCIETY FOR INFECTIOUS DISEASES (B).
Coronavirus Disease 2019 update (169): Netherlands (NB) animal, farmed mink,
spread, rabbit susp (09-05-2020). 2020. Disponivel em: <https://promedmail.org/
promed-post/?id=7316646>. Acesso em maio 2020.

OIE - WORLD ORGANISATION FOR ANIMAL HEALTH. SARS-CoV-2 positive test
result in a in tiger in the USA (06/04/2020). Disponivel em: <https://www.oie.int/w
ahis_2/public/wahid.php/Reviewreport/Review?page_refer=MapFullEventReport&rep
ortid=33885>. Acesso em junho de 2021.

USDA - UNITED STATES DEPARTMENT OF AGRICULTURE. Confirmed cases of
SARS-CoV-2 in Animals in the United States. Disponivel em:
<https://www.aphis.usda.gov/aphis/ourfocus/animalhealth/SA_One_Health/sars-cov-

2-animals-us>. Acesso em maio de 2021.

NATIONAL CENTER FOR BIOTECHNOLOGY INFORMATION. Animal
Coronaviruses: Lessons for Sars. Disponivel em: < https://www.ncbi.nim.nih.gov/
books/NBK92442/>. Acesso em julho de 2021.

AMERICAN VETERINARY MEDICAL ASSOCIATION. SARS-CoV-2 in

animals. AVMA, 2020. Disponivel em: < https://www.avma.org/resources-tools/
animal-health-and-welfare/covid-19/sars-cov-2-animals-including-pets>. Acesso em
setembro de 2020.

BRASIL. Resolugao n° 466, de 12 de dezembro de 2012. Disp&e sobre diretrizes e
normas regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres humanos. Diario Oficial
[da] Republica Federativa do Brasil, Brasilia, DF, 13 jun. 2013. Disponivel em:
<http://bit.ly/1mTMIS3>. Acesso em janeiro de 2021.

38



39

GAO, T.; PAN, X.; PAN, C. The fate of house cats during the COVID-19 pandemic.
Microbes and Infection, v.22, n. 4-5, p. 157, 2020. doi:
10.1016/j.micinf.2020.04.006.

SHI, J. et al. Susceptibility of ferrets, cats, dogs, and other domesticated animals to
SARS-coronavirus 2. Science, v.368, n. 6494, p. 1016-1020, 2020. doi:
10.1126/science.abb7015.

KIM, Y. I. et al. Infection and rapid transmission of SARS-CoV-2 in ferrets. Cell Host
& Microbe, v. 27, n. 5, p. 704-709, 2020. doi: 10.1016/j.chom.2020.03.023.

YIN, Y.; WUNDERINK, R. MERS, SARS, and other coronaviruses as causes of
pneumonia. Respirology — Journal of the Asian Pacific Society of Respirology,
v. 23, n. 2, p. 130-137, 2018. doi: 10.1111/resp.13196.

AZHAR, E. L.; EL-KAFRAWY, S. A; FARRAJ, S. A.; HASSAN, A. M.; AL-SAEED, M.
S.; HASHEM, A. M.; MADANI, T.A. Evidence for camel-to-human transmission of
MERS coronavirus. The New England Journal of Medicine, v. 370, n. 26, p. 2499-
2505, 2014.

TAY,M. Z.; POH, C. M.; RENIA, L.; MACARY, P. A.; NG, L. F. P. The trinity of
COVID-19: immunity, inflammation, and interventions. Nature Reviews.
Immunology, v. 20, n. 6, p. 363-374, 2020. doi: 10.1038/s41577-020-0311- 8.

ZHOU, P. et al L. A pneumonia outbreak associated with a new coronavirus of
probable bat origin. Nature, v. 579, n. 7798, p. 270-273, 2020. doi: 10.1038/s41586-
020-2012-7.

ZHANG, T.; WU, Q.; ZHANG, Z. Probable pangolin origin of SARS-CoV-2 associated
with the COVID-19 outbreak. Current Biology, v. 30, n. 8, p. 1346-1351, 2020. doi:
10.1016/j.cub.2020.03.022.



40

LIU, P.; CHEN, W.; CHEN, J. P.Viral metagenomics revealed sendai virus and
coronavirus infection of malayan pangolins (Manis javanica). Viruses, v. 11, n. 11, p.
979, 2019. doi: 10.3390/v11110979.

LUAN, J; LU, Y;JIN, X; ZHANG, L. Spike protein recognition of mammalian ACE2
predicts the host range and an optimized ACE2 for SARS-CoV-2 infection.
Biochemical and Biophysical Research Communications, v. 526, n. 1, p. 165-
169, 2020. doi: 10.1016/j. bbrc.2020.03.047.

LI, F,; LI, W.; FARZAN, M.; HARRISON, S.C. Structure of SARS coronavirus spike
receptor- binding domain complexed with receptor. Science, v. 309, n. 5742, p.
1864-1868, 2005. doi: 10.1126/science.1116480.

HOFFMANN, M. et al. SARS-CoV-2 cell entry depends on ACE2 and TMPRSS2 and
is blocked by aclinically proven protease inhibitor. Cell, v.181, n.2, p.271-280, 2020.
doi: 10.1016/j.cell.2020.02.052.

HUERGO, L. F; SELIM, K.A; CONZENTINO, M.S; GERHARDT, E.C.M; SANTOS,
A. R. S; WAGNER, B. et al. Magnetic Bead-Based Immunoassay Allows Rapid,
Inexpensive, and Quantitative Detection of Human SARS-CoV-2 Antibodies. Vol. 6,
ACS Sensors. 2021. p. 703-8.

GORBALENYA, A. E. et al. The species severe acute respiratory syndrome - related
coronavirus: classifying 2019-nCoV and naming it SARS- CoV-2. Nature
Microbiology, v. 5, n. 4, p. 536- 544, 2020. doi:10.1038/s41564-020-0695-z.

MEHTA, P. et al. COVID-19: consider cytokine storm syndromes and
immunosuppression. The Lancet, v. 395, n. 10229, p. 1033-1034, 2020.
doi:10.1016/S0140-6736(20)30628-0.

MOTLEY, M. P.; BENNETT-GUERRERO, E.; FRIES, B. C.; SPITZER, E. D. Review
of viral testing (polymerase chain reaction) and antibody/ serology testing for severe
acute respiratory syndrome-coronavirus-2 for the intensivist. Critical Care
Explorations, v.2, n.6, p.e012020. doi: 10.1097/CCE.0000000000000154.



41

LAMERS, M. et al. SARS-CoV-2 productively infects human gut enterocytes.
Science, v. 369, n. 6499, p. 50-54, 2020. doi: 10.1126/science.abc1669.

BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE. Coronavirus, Covid-19. Sobre a doenga.
Ministério da Saude, 2020. Disponivel em: <https://coronavirus.saude.gov.br/sobre-

a-doenca>. Acesso em 23 de julho de 2020.

ORAN, D. P.; TOPOL, E. J. Prevalence of asymptomatic SARS-CoV-2 infection: a
narrative review. Annals of Internal Medicine, v. 173, n. 5, p. 362-367, 2020.
doi:10.7326/M20-3012.

OIE - WORLD ORGANISATION FOR ANIMAL HEALTH (A). Information provided by
the National Veterinary Services of Belgium (28/03/20). OIE, 2020. Disponivel em:
<https://www.maff.go.jp/j/syouan/douei/covid-19/attach/pdf/summary-17.pdf>.
Acesso em: 08 de agosto de 2020.

UNITED STATES DEPARTMENT OF AGRICULTURE. Confirmation of COVID-19
in two pet cats in New York. USDA, 2020. Disponivel em: <https://www.aphis.usda
.gov/aphis/newsroom/news/sa_by date/sa-2020/ sars-cov-2-animals>. Acesso
em 11 de julho 2020.

CDC - CENTERS FOR DISEASE CONTROLAND PREVENTION. Confirmation of
COVID-19 in two pet cats in New York. CDC, 2020. Disponivel em:

<https://www .cdc.gov/media/releases/2020/0422-Covid-19-cats-NYC.html>.
Acesso em 11 de julho2020.

OIE - WORLD ORGANISATION FOR ANIMAL HEALTH (B). Follow-up report no.
2. (22/04/2020). OIE, 2020. Disponivel em: <https://www.oie.int/wahis_ 2/public
/wahid.php/Reviewreport/ Review?reportid=34086>. Acesso em 11 de julho2020.

UNIVERSITAT AUTONOMA DE BARCELONA. Detectan el primer gato infectado
con el nuevo coronavirus en el estado espafol. UAB, 08/05/2020. Disponivel em:
<https://cutt.ly/rgcBm2B>. Acesso em 11 de julho 2020.



42

PROMED - INTERNATIONAL SOCIETY FOR INFECTIOUS DISEASES. COVID-19
update (177): Netherlands (NB) animal, farmed mink, Spain (CT) cat susp.
ProMED, 12/05/2020. Disponivel em:
<https://promedmail.org/promedpost/?id=7328587>. Acesso em 11 de julho2020.
DELAI R. R.; KMETIUK, L. B.; SANTOS, P.; BIONDO, A. W.; MORAIS, H. A. O novo
coronavirus € 0s animais de companhia. Revista Clinica Veterinaria, ano XXV, n.
146, p. 20-32, 2020. ISSN: 1413-571-X. Disponivel em: <https://www.revista

clinicavetrinaria.com.br/edicao/2020/maio-junho.html>. Acesso em: 11 de julho2020.

OIE - WORLD ORGANISATION FOR ANIMAL HEALTH (C). Infection with sars-
cov-2 in animals (03/07/2020). OIE, 2020. 4 p. Disponivel em:
<https://cutt.ly/UgcBzMo>. Acesso em 23 de julho de 2020.

WRAL. Chapel Hill pug tests positive for coronavirus; first known dog case in
the US. WRAL, 2020. Disponivel em: <https://www.wral.com/coronavirus/pug-
with-coronavirus-first- dog/19074499/>. Acesso em 11 de julho2020.

GARCIA, R.C.M.; MALDONADO, C. Medicina Veterinaria do Coletivo: um novo
desafio para os veterinarios. Clinica Veterinaria, Ano XIV, n. 82, p. 28-30, 20009.
ISSN:1413-571-X.

ANCLIVEPA. Medicina Veterinaria do Coletivo, Anclivepa-SP, 2020. Disponivel
em: <https://anclivepa-sp.com.br/2015/educacao/cursos/especializacao/medicina-

veterinaria-docoletivo/>. Acesso em 12 de julho de 2020.

MENG, H. et al. CT imaging and clinical course of asymptomatic cases with COVID-
19 pneumonia at admission in Wuhan, China. Journal of Infection, v. 81, n. 1, p.
e33-e39, 2020. doi: 10.1016/}.jinf.2020.04.004.

GAO, T.,; PAN, X.; PAN, C. The fate of house cats during the COVID-19 pandemic.
Microbes and Infection, v. 22, n. 4-5, p. 157, 2020. doi:
10.1016/j.micinf.2020.04.006.



43

SHI, J. et al. Susceptibility of ferrets, cats, dogs, and other domesticated animals to
SARS-coronavirus 2. Science, v. 368, n. 6494, p. 1016-1020, 2020. doi:
10.1126/science.abb7015.

KIM, Y. . et al. Infection and rapid transmission of SARS-CoV-2 in ferrets. Cell Host
& Microbe, v. 27, n. 5, p. 704-709, 2020. doi: 10.1016/j.chom.2020.03.023

WILDLIFE CONSERVATION SOCIETY NEWSROOM(A). Update on the Bronx Zoo
on tiger which tested positive for COVID-19: Nadia’s condition improving —
along with the condition of the other tigers and lions which had similar
symptoms. WCS, 2020. Disponivel em: <https://cutt.ly/xgcBVg3>. Acesso em 11 de
julho de 2020.

OIE - WORLD ORGANISATION FOR ANIMAL HEALTH (D). SARS-CoV-2 positive
test result in a in tiger in the USA (06/04/2020). OIE, 2020. Disponivel em:
<https://cutt.ly/ygcBNfr>. Acesso em 11 de julho2020.

OIE - WORLD ORGANISATION FOR ANIMAL HEALTH (E). SARS-CoV-2 positive
test result in a lion in the USA. Follow-up report n°. 2. (22/04/2020). OIE, 2020.
Disponivel em: <https://www.oie.int/wahis_2/public/wahid.php/

Reviewreport/Review?reportid=3405>. Acesso em 11 de julho 2020.

WILDLIFE CONSERVATION SOCIETY NEWSROOM (B). Update: Bronx Zoo
tigers and lions recovering from COVID-19. WCS, 2020. Disponivel em:
<https://cutt.ly/ZgcB3kb>. Acesso em 11 de julho 2020.

LAU, E. Tigers, lions, and the novel coronavirus: a discovery unfolding. Vin
News Service, 2020. Disponivel em:
<https://news.vin.com/default.aspx?pid=210&Id=9613371>. Acesso em: 11 de
julho 2020.

CDC - CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION. COVID-19 and
animals. CDC, 2020. Disponivel em: <https://www.cdc.gov/coronavirus/

2019-ncov/daily-life-coping/animals.html>. Acesso em 11 de julho2020.



THE OHIO STATE UNIVERSITY. COVID-19 and animals (18/05/2020). OSU, 2020.
Disponivel em: <https://vet.osu.edu/about-us/news/covid-19-and-animals>. Acesso
em 11 de julho2020.

SILVA, S. J. R,; SILVA, C. T. A,; GUARINES, M.; MENDES, R. P.G.; PARDEE, K;
KOHL, A.; PENA, L. J. Clinical and laboratory diagnosis of SARS-CoV-2, the virus
causing COVID-19. ACS Infectious Diseases, v.6, n. 9, p. 2319- 2336, 2020.
doi:10.1021/acsinfecdis.0c00274.

WANG, W.; XU, Y.; GAO, R.; LU, R.; HAN, K.; WU, G.; TAN, W. Detection of SARS-
CoV-2 in different types of clinical specimens. Journal of the American Medical
Association, v. 323, n. 18, p. 1843-1844, 2020. doi: 10.1001/jama.2020.3786.

WHO - WORLD HEALTH ORGANIZATION. Laboratory biosafety guidance
related to coronavirus disease 2019 (COVID-19): interim guidance, 12 February
2020. WHO, 2020. 13 p. Disponivel em: <https://cutt.ly/ PgcNq0z>. Acesso em 21
de outubro de2020.

OLIVEIRA, B.A,; OLIVEIRA, L. C.; SABINO, E. C.; OKAY, T. S. SARS-CoV-2 and the

COVID-19 disease: a mini review on diagnostic methods. Revista do Instituto de
Medicina Tropical de Sao Paulo, v. 62, n. e44, p. 1-8, 2020. doi: 10.1590/S1678-
9946202062044.

MENEZES, M. E. Diagnéstico laboratorial do coronavirus (SARS-CoV-2)
causador da COVID-19. Sociedade Brasileira de Analises Clinicas, 2020.
Disponivel em: <https://www. sbac.org.br/blog/2020/03/30/diagnostico-laboratorial-

do-coronavirus-sarscov-2-causador-da-covid-19/>. Acesso em 12 de julho de 2020.

WOLFEL, R. et al. Virological assessment of hospitalized patients with COVID-2019.
Nature, v. 581, n. 7809, p. 465-469, 2020. doi: 10.1038/ s41586-020-2196-x.

SOCIEDADE BRASILEIRA DEPATOLOGIA CLINICA. Métodos laboratoriais para
diagnéstico da infecgcao pelo SARS-CoV-2. SBPC, 2020. Disponivel em:

44



45

<http://www.sbpc. org.br/wp-content/uploads/2020/04/MetodosLaboratoriais
DiagnosticoSARS-CoV-2.pdf>. Acesso em 12 de julho de 2020.

BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE. Boletim COE COVID-19. Centro de Operagdes
de Emergéncia em Saude Publica/Doenga pelo coronavirus 2019, Boletim
Epidemiolégico 12 COE COVID-19. — Ministério da Saude, 19 de abril de 2020.
Disponivel em: <https://portalarquivos.saude.gov.br/images/pdf/2020/April/19/
BE12-Boletim-do-COE.pdf>. Acesso em 11 de julho de2020.

WENTWORTH, D. E.; HOLMES, K. V. Molecular determinants of species specificity
in the coronavirus receptor aminopeptidase N (CD13): influence of N-linked
glycosylation. Journal of Virology, v. 75, n. 20, p.9741-9752, 2001. doi:
10.1128/JV1.75.20.9741-9752.2001.

WHO - WORLD HEALTH ORGANIZATION. Laboratory testing for coronavirus
disease 2019 (COVID-19) in suspected human cases. Interim guidance. WHO,
2020. Disponivel em: <https://www.who.int/publications/i/item/laboratory-testing-for-
2019-novel-coronavirus-in-suspected-human-cases-20200117>. Acesso em 12 de
julho de 2020.

BRASIL - MINISTERIO DA SAUDE. SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE.
Guia de Vigilancia Epidemiolégica: emergéncia de saude publica de
importancia nacional pela doenga pelo coronavirus 2019. Ministério da Saude,
2019. Disponivel em: <https://portalarquivos.saude.gov.br/images/af_gvs_

coronavirus_6ago20_ajustes-finais-2.pdf>. Acesso em 12 de julho de 2020.

DENG, J. et al. Serological survey of SARS-CoV-2 for experimental, domestic,
companion and wild animals excludes intermediate hosts of 35 different species of
animals. Transboundary and Emerging Diseases, v.67, n. 4, p. 1745- 1749, 2019.
doi:10.1111/tbed.13577.

LONG,Q.X. et al. Antibody responses to SARS-CoV-2 in patients with COVID-19.
Nature Medicine, v. 26, n. 6, p. 845-848, 2020. doi: 10.1038/s41591-020- 0897-1.



46

UFMG - UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS. RT-PCR ou
sorolégico? Entenda as diferengas entre os testes para a covid-19. UFMG,
2020. Disponivel em: <https://www. medicina.Ufmg.br/rt-pcr-ou-sorologico-entenda-

as-diferencas-entre-os-testes-para-a-covid19/>. Acesso em: 12 de julho de 2020.

SILVA, S. J. R.; PENA, L. J. Aword of caution in interpreting COVID19 diagnostics
tests. Journal of Medical Virology, p. 1-2, 2020. doi: 10.1002/jmv.26531.

TANG, M. S. ; HOCK, K.G. ; LOGSDON,N. M. ; HAYES, J. E. ; GRONOWSKI, A. M ;
ANDERSON, N. W. ; FARNSWORTH, C. W. Clinical performance of two SARS-CoV-
2 serologic assays. Clinical Chemistry, n. 66, p. 1055, 2020.
doi:10.1093/clinchem/hvaa120.



47

ANEXOS

A) Aprovacao em edital de Apoio a Atividades de Pesquisa
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UMIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
COORDEMADORIA DE PESQUISA CIENTIFICA E DESENVOLVIMENTO TECNOLOGICD

Rua XV de Novembro, 1299, - Bairro Centro, Curitiba/PR, CEF 20060-000
Telefone: (41) 3360-5000 - http:/fwww.ufprbrf

Despacho n¥ 672/2020/UFPR/R/PRPPG/PESQUISA

Processo n® 23075.037498/2020-40

Caro{a) pesquisador(a),

Informames que a proposta submetida ao Edital n® 022020 — PESQUISA/PRPPG/UFPR - Apoio a
Atividades de Pesquisa teve mérito na avaliagio pela Comissio e foi contemplada para execugio nos termos do
edital.

O valor autorizado para execugio & de RS 19.900,00,

Assim, retoMamos o rocesss Para que scjam juntadas as documentagdics necessarias para o encaminhamento
das demandas aprovadas para execugdo pela FUNPAR. As onentagdes estdo disponiveis na pagina do Edital

022020 em: hitp:wwee prppg ufpr br'site orentacees-parg-execucac-do-edita|-002-2020- pesquisa-prppg-
apoio-g-atividades-de-pesqui=a’

Orientagies gerais:

Cuanto as bolsas de iniciagdo cientifica, o prazo para o envio dos documentos (disponiveis na pagina acima ao
clicar no botio *Bolsas de 1C7) & de (40092020, Apds aprovada a indicacio. os alunos iniciardo suas atividades
em 0L 1IV200.

: A f_nda NOVO Processo deverd ser
rclucmnadu a0 F'TDCE'SSD]B abcrtn dn pm'pusla submtttdn e n]:urm-'m:la Para relacionar no Sistema SEI o novo
processo ac da proposta aprovada, basta clicar no botdo “Relacionamentos do Processo™ e informar o nimero do
processo SEI da proposta aprovada.

Cuanto ao recebimento das agquisigiies efou prestagdes dos servigos, reforgamos que s0 poderdo ser solicitados
ao fornecedor apds recebimento da Ordem de Fornecimento emitida pela FUNPAR (documento que autoriza a
contratacio, similar ao empenho emitido na UFPR).

Observagdo: quanto as dianas ¢ passagens informamos que, em razdo da Pandemia da COVID-19, as passagens
e didrias nacionais a serem concedidas para realeagio de reunides de trabalho oo atividades em campo somente
poderdo ser utilizadas apds o término do prazo de adogdo obrigatonia do regime de trabalho remoto estabelecido
pelas portarias expedidas pela Reitoria. Desse modo, o valor a ser depositado na conta do beneficidrio também
fica condicionado 4 vigéncia do regime estabelecido.
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B) Questionario Epidemiolégico — Humanos

Questionario Epidemiolégico

Nome:

Data de nascimento:

Email:

Dados étnicos
Branco( ) negro( ) pardo( ) indio( ) amarelo( ) outro( )

Escolaridade:

Sem alfabetizacao ( ) pnimario incompleto ( ) pnmano completo( ) fundamental
incompleto ( ) fundamental completo ( ) ensino médio incompleto ( )

ensino médio completo( ) Superior incompleto( ) superior completo( ) pés-graduacao( )

Telefone com DDD:

Local de trabalho:

Qual a sua fungao:

Possui contato direto com animais? Sim( ) nao( )

Se sim, qual a frequéncia?

Todososdias( ) duas vezes porsemana( ) uma vez porsemana( )
Duas vezes por més( ) uma vez por més( )ndo possui contato com animais no trabalho( )

Animais gue possui contato no trabalho:
Domésticos (cdo e gato) ( ) silvestres ( ) domésticos e silvestres ( )
Nao tem contato direto com animais no trabalho ()

Quantas pessoas moram na sua residéncia incluindo vocé?

Possui cao e/ou gato de estimacao?
Cao( ) gato( ) outroanimal de estimacdo( ) nAo possui animais de estimacéo ( )

Voceé possui alguma comorbidade?

Hipertenséo (pressdo alta) ( ) diabetes (tipoiouii)( ) asma ou bronquite ( )
Colesterol alto ( ) doencarenal cronica ( ) insuficiéncia cardiaca ( ) Cancer( )
nenhuma comorbidade ( )

Apresentou alguns destes sintomas durante a pandemia?

Dorde cabeca( ) febre( ) tosse seca( ) dificuldade de respirarou faltadear( )
diarréla( ) Dores no corpo( ) dor de garganta( ) cansaco( )

perda de oufato e/ou paladar( ) Nenhum sintoma( ) outro:

Caso tenha tido sintomas, procurou o sistema de saude? Sim( ) nédo( )

Foi internado com covid-19? Sim( ) n&o( ) n&oteve covid-19( )

Vocé ja teve contato com alguém que estava positivo para covid-19? Sim( ) nédo( )




C) Ficha epidemiolégica - animais

Ficha Epidemiologica Animais Zoolagico Municipal de Curitiba

Entrevistador:

Data [ [ |dentificagdo da amostra:
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1.Nome entrevistado:

2. Nome animal:

3 Espedie:

4 Mome cientifico:

5 Localizagao (Recinto):

6 NUmero animais recinto:;

T.Tratador recinto:

Dados animal:

| 8. Sexc:| ) Macho | [ | Fémea

H.ldade aproximada:

10.Tempo que reside no zoologico:

11. Tempo que esta neste recinto:

12.Escore condigdo corporal: { )} 1

()2 (33 ()4 [ 15

13.Peso aproximado animal:

14. Enfermidade previa:

15. Apresentou algum dos sinais clinicos nos Ulimos 3 meses:

[ )febre [ )iosse zaca ( ) prosiragdo

[ ) diarreia [ ) emagrecimento ( )perda do apeite
18.Realizagio exame clinico? [ )sim { )nao

16.1. Se sim, diagnostico:

17.Ja houve melhora clinica? { )sim ([ Inao

17.1. Se sim, apos quanto tempo do aparecimento do sinal dinico?

17.2. Se nao, qual sinal clinico permanece?

18. Outros animais do recinto apresentaram | () sim { )ndo

sinais dinicos semelhantes?

18.1. Se sim, quantos animais?

18.2. Se sim, quais os sinais dinicos?

18.0bservagdes:




