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RESUMO

Entre janeiro de 2021 e marco de 2023, investigamos a presenca de SARS-CoV-2 e
hemopatogenos em trés populacdes distintas de mamiferos em Belo Horizonte, Minas Gerais,
Brasil. Foram utilizados diferentes métodos diagndsticos, como RT-gPCR para SARS-CoV-2,
PCR para hemopatdgenos, RFLP-PCR para Leishmania spp. e ensaios sorolégicos para
Toxoplasma gondii. No Projeto PetCOVID-19, que incluiu 86 cées e gatos domiciliados cujos
tutores foram diagnosticados com COVID-19, a taxa de infec¢do por SARS-CoV-2 foi de 9,3%.
Coinfecgbes com hemopatdgenos foram frequentes, com prevaléncias de 47,7% para
Anaplasma/Ehrlichia spp., 17,4% para Mycoplasma spp., 15,8% para Bartonella spp. e 37,5%
para Piroplasmida. Nenhum animal foi positivo para Leishmania spp., e a soroprevaléncia de
T. gondii foi de 15,8% entre os gatos. A variante Omicron (BA.1.) foi identificada nesses
animais. Entre os 78 gatos errantes do Parque Municipal Américo Renné Giannetti, 7,7% foram
positivos para SARS-CoV-2. A prevaléncia de hemopatégenos incluiu 38,5% para
Anaplasma/Ehrlichia spp., 7,7% para Mycoplasma spp., 38,5% para  Bartonella spp. e 2,6%
para Piroplasmida. Leishmania spp. foi detectada em 15,4% dos gatos, sendo 14,1% positivos
para L. infantum. A soroprevaléncia de T. gondii foi de 23,1%. A variante Delta (B.1.617.2) foi
identificada nos gatos do parque. Nos 52 mamiferos cativos do Jardim Zooldgico de Belo
Horizonte, 18% foram positivos para SARS-CoV-2. As coinfecces com hemopatdgenos
incluiram prevaléncias de 14,6% para Anaplasma/Ehrlichia spp., 17,5% para Mycoplasma spp.,
42,5% para Bartonella spp. e 22,5% para Piroplasmida. Leishmania spp. foi detectada em
33,3% dos animais da familia Canidae. As variantes Alpha (B.1.1.7) e Omicron (BA.1.) foram
identificadas nos animais do zoolégico. Associagdes significativas foram encontradas entre a
infeccdo por SARS-CoV-2 e a presenca de hemopatdgenos nos gatos do parque (p = 0,032) e
entre SARS-CoV-2 e Bartonella spp. nos animais do zooldgico (p = 0,000). Esses resultados
reforcam a importancia da vigilancia epidemiologica em animais, visando ndo apenas a saude
animal, mas também a saude publica, especialmente em contextos de pandemia como o da
COVID-19.

Palavras chaves: Coronavirus, animais, hemopatogenos, PCR, sequenciamento, coinfeccdo,

Uma S6 Saude



ABSTRACT

Between January 2021 and March 2023, we investigated the presence of SARS-CoV-2 and
hemopathogens in three distinct mammal populations in Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil.
Different diagnostic methods were used, including RT-gPCR for SARS-CoV-2, PCR for
hemopathogens, RFLP-PCR for Leishmania spp., and serological assays for ~ Toxoplasma
gondii. In the PetCOVID-19 Project, which included 86 domestic dogs and cats whose owners
had been diagnosed with COVID-19, the infection rate for SARS-CoV-2 was 9.3%.
Coinfections with hemopathogens were common, with prevalences of 47.7% for
Anaplasma/Ehrlichia spp., 17.4% for Mycoplasma spp., 15.8% for Bartonella spp., and 37.5%
for Piroplasmida. No animal tested positive for Leishmania spp., and the seroprevalence of T.
gondii was 15.8% among the cats. The Omicron variant (BA.1.) was identified in these animals.
Among the 78 stray cats from Américo Renné Giannetti Municipal Park, 7.7% were positive
for SARS-CoV-2. The prevalence of hemopathogens included 38.5% for Anaplasma/Ehrlichia
spp., 7.7% for Mycoplasma spp., 38.5% for Bartonella spp., and 2.6% for Piroplasmida.
Leishmania spp. was detected in 15.4% of the cats, with 14.1% testing positive for L. infantum.
The seroprevalence of T. gondii was 23.1%. The Delta variant (B.1.617.2) was identified in the
cats from the park. Among the 52 captive mammals at the Belo Horizonte Zoo, 18% tested
positive for SARS-CoV-2. Coinfections with hemopathogens were observed, with prevalences
of 14.6% for Anaplasma/Ehrlichia spp., 17.5% for Mycoplasma spp., 42.5% for Bartonella
spp., and 22.5% for Piroplasmida. Leishmania spp. was detected in 33.3% of the Canidae
family. The Alpha (B.1.1.7) and Omicron (BA.1.) variants were identified in the zoo animals.
Significant associations were found between SARS-CoV-2 infection and the presence of
hemopathogens in the park cats (p = 0.032) and between SARS-CoV-2 and Bartonella spp. in
the zoo mammals (p = 0.000). These findings highlight the importance of epidemiological
surveillance in animals, aiming not only at animal health but also at public health, particularly
in pandemic contexts like COVID-19.

Keysword: Coronavirus, animals, hemopathogens, PCR, sequencing, coinfection, One Health
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1. INTRODUCAO

As zoonoses representam uma preocupacao significativa para a salde publica. Cerca de
60% dos patdgenos emergentes que afetam os seres humanos tém origem em animais, dos quais
mais de 71% provém da vida selvagem. Esses patdgenos possuem a capacidade de se adaptar e
mudar de hospedeiros, adquirindo novas variantes genéticas que podem aumentar seu potencial
patogénico. Fatores como mudancas no comportamento humano, nas caracteristicas
socioecondmicas, ambientais ou ecoldgicas dos hospedeiros podem influenciar a transmissao
desses patogenos (Cutler; Fooks; Poel, 2010).

O SARS-CoV-2, um coronavirus de origem zoonotica, foi detectado pela primeira vez em
humanos na China, no final de 2019. A transmissdo entre humanos levou a pandemia de COVID-
19 (WHO, 2020), e as primeiras especulagfes sobre a origem do surto foram associadas a um
mercado em Wuhan que vendia animais silvestres vivos (Zhu et al., 2020). Além de seu grande
impacto em humanos, animais domésticos e silvestres também podem ser infectados pelo virus
(Halfmann et al., 2020), embora o papel desses animais na transmissdo e manutencdo do SARS-
CoV-2 ainda seja pouco compreendido (OIE, 2020; Deng et al., 2020).

Os primeiros casos de animais positivos para SARS-CoV-2 foram relatados em um gato e
dois cdes em Hong Kong e em outro gato na Bélgica (AVMA, 2020). Desde entdo, 6rgdos como o
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA) e a WOAH tém publicado atualizacGes
frequentes sobre animais positivos para SARS-CoV-2 (Garigliany et al., 2020; Barrs et al., 2020;
Wang et al., 2020; Klaus et al., 2021; Palmer et al., 2021; Jairak et al., 2022; Fernandez-Bastit et
al., 2022; Kuhlmeier et al., 2022; Bellinati et al., 2022). Estima-se que espécies como furdes e
gatos sdo altamente suscetiveis ao SARS-CoV-2, enquanto caes apresentam menor suscetibilidade,
levantando questfes sobre o papel desses animais como reservatérios (Shi et al., 2020; Sharun et
al., 2021).

No Brasil, relatos de SARS-CoV-2 em animais domésticos incluem gatos e caes errantes
positivos para anticorpos neutralizantes (Dias et al., 2021), além de animais que testaram positivo
por RT-gPCR (Epifanio et al., 2021; Agopian et al., 2022). Mais recentemente, estudos
identificaram a presenca de anticorpos em cdes e gatos atraves de testes de ELISA e
soroneutralizacdo (Jarrah et al., 2023). Animais silvestres também foram relatados como

infectados, incluindo tamandués-bandeira e saguis (WOAH, 2022).
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Além do SARS-CoV-2, os hemopatégenos constituem uma categoria importante de
patdgenos sanguineos, que afetam tanto animais domésticos quanto silvestres e podem resultar em
doencas graves (Losos, 1986). Transmitidos principalmente por vetores hematofagos, esses
patdgenos incluem microrganismos como Babesia spp., Anaplasma spp., Ehrlichia spp.,
hemoplasmas, Bartonella spp. e Leishmania spp., podendo comprometer o sistema imunoldgico
dos hospedeiros (Kassab, 2021).

Por sua vez, Toxoplasma gondii, causador da toxoplasmose, € um parasito de alta
prevaléncia em seres humanos e uma grande diversidade de animais. Em humanos
imunocomprometidos, a toxoplasmose pode causar complicagdes severas, e a deteccdo desse
parasito em animais, particularmente em &reas urbanas, € de grande importancia. A sorologia para
Toxoplasma gondii é fundamental para avaliar a exposicdo desses animais ao parasito,
complementando a compreensdo sobre a interacdo entre essas infec¢bes e a imunossupressao
associada (Bachand et al., 2019). Nesse contexto, destaca-se a relevancia de investigar possiveis
coinfec¢des entre Toxoplasma gondii e hemopatdgenos (Babesia spp, Anaplasma spp, Ehrlichia
spp, Micoplasmas hemotropicos, Bartonella spp. e Leishmania spp) em animais domésticos e
silvestres, visto que essas infec¢fes podem alterar a resposta imune dos animais e aumentar sua

suscetibilidade a outras infecgdes, inclusive ao SARS-CoV-2.

2. JUSTIFICATIVA

A pandemia de COVID-19 trouxe a tona a necessidade urgente de entender melhor a
interacdo entre humanos, animais e 0 ambiente, especialmente no contexto de "Uma S6 Saude",
que integra a saude humana, animal e ambiental. Embora haja relatos crescentes de infec¢do por
SARS-CoV-2 em animais, tanto domésticos quanto silvestres, ainda existem lacunas significativas
no entendimento sobre a dindmica dessa transmissao em diferentes populagcdes animais. No Brasil,
a proximidade entre pessoas e animais, em especial animais de companhia e silvestres em cativeiro,
ressalta a importancia de investigar como esses grupos podem atuar como potenciais reservatorios
do virus, contribuindo para a circulagéo e possivel evolucéo de variantes virais.

Este estudo tem relevancia ndo apenas para a pesquisa basica, ao aprofundar o
conhecimento sobre a infeccdo por SARS-CoV-2 em populagdes animais, mas também para a
pesquisa aplicada, ao fornecer dados criticos para o desenvolvimento de estratégias de prevencao,
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monitoramento e controle de zoonoses. Além disso, investiga-se o papel das coinfecgdes
parasitarias, amplamente presentes nas populacfes estudadas, como possivel fator de risco para a
infeccdo viral, j& que estas podem comprometer o sistema imunoldgico dos animais, aumentando
sua susceptibilidade ao SARS-CoV-2. A integracdo desses conhecimentos contribui diretamente
para politicas publicas e agdes de vigilancia epidemioldgica no contexto de "Uma S6 Saude",
especialmente em tempos de pandemia.

Essa abordagem é essencial para antecipar e mitigar possiveis surtos zoonoticos futuros,
oferecendo uma compreensdo abrangente das interacdes patogénicas entre virus e parasitas em
populagdes animais que convivem em proximidade com humanos. Assim, este estudo se propde a
preencher uma lacuna critica na literatura e apoiar a¢cdes de salde publica que envolvem tanto o

controle de zoonoses quanto a preservacao da satde animal e ambiental.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Investigar a ocorréncia de infeccdo por SARS-CoV-2 e outros patdégenos em mamiferos
domeésticos e silvestres no municipio de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil, com foco na
vigilancia epidemioldgica e na abordagem integrada de Saude Unica, bem como identificar

coinfeccdes e possiveis associacdes entre esses patogenos.

3.2. Objetivos especificos

- Detectar a infeccdo por Sars-CoV-2 nos mamiferos domésticos e silvestres no municipio
de Belo Horizonte;

- Sequenciar e identificar estirpes de SARS-CoV-2 circulantes nos mamiferos domésticos e
silvestres no municipio de Belo Horizonte;

- Tracar relagdes filogenéticas entre genomas de SARS-CoV-2 obtidos;

- Detectar molecularmente hemopatogenos dos géneros Anaplasma, Ehrlichia, Mycoplasma
hemotrdpico, Bartonella, Babesia, Theileria, Cytauxzoon e Leishmania nos mamiferos
domésticos e silvestres no municipio de Belo Horizonte;

- Caracterizar filogeneticamente os hemopatogenos detectados nos animais;

- Determinar a soroprevaléncia de Toxoplasma gondii nos animais domésticos e gatos do
PgMARG no municipio de Belo Horizonte.

- Avaliar as coinfec¢bes nos animais amostrados.

- Verificar possiveis associacdes de infec¢do por SARS-CoV-2 e hemopatdgenos e parasitos

nos animais amostrados;
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4. REVISAO DA LITERATURA
4.1. Coronavirus

Os coronavirus (CoVs) sdo membros de uma grande familia de virus que causam infeccGes
respiratorias e gastrointestinais, a Coronaviridae (ordem Nidovirales), descrita desde finais dos
anos de 1930 em animais de importancia veterinria, e isolados pela primeira vez no homem no
final dos anos de 1960 (Paules et al, 2020; Graf, 2020). Os representantes deste grupo adquirem
seu nome pela aparéncia que apresentam na microscopia eletronica, pois € muito parecido com
uma coroa de espinhos devido a presenca de projecoes de proteinas de superficie ao redor do virus
(Weiss and Navas, 2005).

Os CoVs sdo virus envelopados cujo genoma é composto por &cido ribonucleico (RNA)
ndo segmentado de fita simples com sentido positivo (Ksiazek et al. 2003; ECDC technical report,
2020), capazes de infectar hospedeiros de diferentes ordens: de invertebrados a aves e mamiferos
(Masters e Perlman, 2013). A particula viral dos CoVs possui um envelope esférico lipidico com
trés proteinas, sendo elas: E (envelope), M (membrana) e S (proteina do tipo spike) que promovem
a entrada celular destes virus, ligando-se ao receptor e facilitando sua fusdo com a membrana
celular. Internamente ha um capsideo de simetria helicoidal, constituido pela proteina
nucleocapsideo (N) ligada ao genoma viral. A proteina N é a Unica presente no nucleocapsideo;
acredita-se que participe na replicacdo do material genético viral na célula e no seu empacotamento
em particulas virais. Ainda ndo estdo bem estabelecidas as funcdes das proteinas M e E, considera-
se que elas poderiam participar da montagem e liberacdo do virion (Diaz-Castrillon e Toro-
Montoya, 2020).

Os coronavirus sdo divididos em duas subfamilias: Letovirinae e Orthocoronavirinae, esta
ultima subdividida em quatro géneros: Alphacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus e
Deltacoronavirus sendo que cada género pode levar a diferentes doencas, em diferentes espécies
de animais e nos seres humanos (Chang et al., 2019; Pal et al., 2020; Khalil e Khalil, 2020).
Alphacoronavirus e Betacoronavirus infectam somente mamiferos, enquanto Gammacoronavirus
e Deltacoronavirus infectam aves, ainda que alguns também infectam mamiferos (Woo et al.
2012). Até o momento, seis espécies de coronavirus foram descritas como infecciosas para 0s
humanos, quatro pertencentes ao Betacoronavirus e duas ao género Alfacoronavirus. O

Betacoronavirus SARS-CoV-2 é o segundo coronavirus descrito dentro da espécie "Severe acute
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respiratory syndrome-related coronavirus " (Gorbalenya et al., 2020) a causar surto de doencgas de
alto impacto.

Em 2002-2003, um surto de SARS (Sindrome Respiratéria Aguda Grave) causou
preocupacdo em todo o mundo, com casos relatados em varios paises, incluindo China, Hong Kong
e Canada. O surto de SARS infectou mais de 8.000 pessoas e causou mais de 700 mortes em todo
0 mundo (Peiris et al.,2003). Em 2012, um novo coronavirus, o MERS-CoV (Sindrome
Respiratoria do Oriente Médio), surgiu na Arabia Saudita e se espalhou para outros paises do
Oriente Médio, Africa, Asia e Europa. O surto de MERS causou 2.494 casos e 858 mortes até 2021
(Al-Mulla et al., 2021). Mas recentemente, em 2019, um novo surto de coronavirus (SARS-CoV-
2) comegou na cidade de Wuhan, na China, e se espalhou para se tornar uma pandemia global que
afetou milhdes de pessoas em todo o mundo. A COVID-19, a doenca causada pelo virus, ja causou
mais de 775 milhGes de casos confirmados e mais de 7 milhdes de mortes em todo o mundo até
agosto de 2024 (WHO, 2024).

4.2. Infecgbes por Coronavirus em Animais

As infeccOes por coronavirus em animais sdo bastante comuns e afetam diversas especies,
incluindo aves, suinos, bovinos caninos e felinos. Essas infeccBes podem causar desde sinais
clinicos leves, como resfriados, até doencas graves, como gastroenterite e sindromes respiratorias
agudas (Woo et al., 2014; Decaro and Lorusso, 2020; Licitra et al 2020).

"Entre 0s coronavirus animais mais conhecidos estdo o coronavirus suino transmissivel
(TGEV), o coronavirus aviario (IBV), o coronavirus felino (FCoV) e o coronavirus canino (CCoV).
Esses virus sao responsaveis por doencas respiratorias e gastrointestinais em suinos, aves, gatos e
cdes, respectivamente (Licitra et al., 2014; Poudel et al. 2020; Larusso et al., 2020), sendo
causadores de uma variedade de sinais clinicos em animais, que podem ser desde leves até graves
e potencialmente fatais. Os sintomas especificos dependem do tipo de coronavirus, da espécie
animal afetada e do estagio da doenca. O TGEV, por exemplo, pode causar diarreia grave em suinos
jovens, enquanto o IBV pode causar infeccGes respiratorias e gastrointestinais em aves. J4 0 FCoV
pode causar uma variedade de doencas em gatos (Felis catus), incluindo a peritonite infecciosa
felina (PIF), que é uma doenca inflamatoria grave que afeta varios orgdos. A infeccdo por

coronavirus em cdes geralmente afeta apenas o trato entérico, causando enterite leve ou
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assintomatica e se resolve por conta propria (Licitra et al., 2013; Decaro and Buonavoglia, 2018;
Poudel et al., 2020).

Vaérios estudos relataram a deteccdo de coronavirus em animais. Em Portugal, no inicio de
2015, descreveu-se um surto de diarreia aguda em varios suinos com uma propagacao rapida para
o0 norte do territorio. Das 44 granjas suinas que notificaram diarreias aquosas graves, detectou-se
RNA de TGEV em 32 (72,7 %). Os sinais clinicos observados nos suinos infectados foram
consistentes com aqueles tipicamente associados a infec¢do por TGEV, incluindo diarreia, vomito
e desidratacdo (Mesquita et al., 2015). Um estudo na regido sudeste do Brasil realizou uma analise
retrospectiva da presenca de CoVs em 746 aves silvestres e documentou a presenca de CoVs
aviarios relacionados as familias gama e Delta circulando em regifes urbanas e avicolas do Brasil
(Barbosa et al., 2019). Em outro estudo realizado em S&o Paulo, foram coletadas 151 amostras de
gatos domiciliados; essas amostras mostraram uma taxa de positividade de coronavirus felino
(FCoV) de 64,2% (97/151) no ELISA para detecgéo de anticorpos IgG anti-FCoV (Almeida et al.,
2019).

Estudos recentes tém se concentrado na caracterizacdo genética e patogénese dos
coronavirus animais, bem como na identificacdo de novas espécies de coronavirus em animais
silvestres (Lau et al., 2015; Hu et al., 2017; Cui et al. 2019).

4.3. SARS-COV-2

Os coronavirus animais também podem causar doencas zoonoticas, ou seja, transmitidas
dos animais para 0s seres humanos. Foi o caso do coronavirus da sindrome respiratdria aguda grave
(SARS-CoV), que foi transmitido de morcegos para civetas e posteriormente para humanos em
2002, e do coronavirus da sindrome respiratoria do Oriente Médio (MERS-CoV), que foi
transmitido de camelos para humanos em 2012 (Woo et al., 2009; Cui et al. 2019).

SARS-CoV-2 é o agente causador da doenca coronavirus 2019 (COVID-19), que se
espalhou rapidamente pelo mundo desde o final de 2019 (Zhou et al., 2020). A origem exata do
SARS-CoV-2 ainda nédo foi completamente esclarecida, mas estudos sugerem que ele possa ter
uma origem zoonotica. Acredita-se que morcegos sejam os hospedeiros naturais do virus, e que ele
tenha sido transmitido aos seres humanos por meio de um animal intermediario, como o pangolim
(Lam et al., 2020; Li et al., 2020; Xiao et al., 2020). Analises genéticas do virus indicam que o

virus esta agrupado dentro do subgénero Sarbecovirus, que faz parte do género Betacoronavirus,
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e ele tem semelhangas com outros coronavirus encontrados em morcegos e em outros animais,
como 0s coronavirus que causaram a SARS (sindrome respiratoria aguda grave) e a MERS
(sindrome respiratdria do Oriente Médio) em humanos, com os quais compartem um 79% e 50%
de identidade de sequéncia gendmica, respectivamente. No entanto, ainda ndo esta claro como
exatamente 0 SARS-CoV-2 surgiu e se espalhou para se tornar uma pandemia global (Wu et al.,
2020; Lu et al 2020).

SARS-CoV-2 possui 0 "Bauplan™ tradicional dos Orthocoronavirinae. 1sso significa que a
sua estrutura geral, organizacdo gendmica e ciclo de replicacdo sd@o semelhantes aos demais
coronavirus que pertencem a essa subfamilia (Coronaviridae Study Group of the International
Committee on Taxonomy of Viruses, 2020; Yao et al., 2020). Como membro da familia
Coronaviridae, SARS-CoV-2 possui um tamanho de particula de aproximadamente 125
nandmetros de didmetro com cerca de 29.903 nucleotideos, que codifica para cerca de 27 proteinas
diferentes e sua estrutura é composta por as quatro proteinas principais: proteina do envelope (E),
proteina da membrana (M), proteina spike (S) e proteina nucleocapsideo (N). Entre essas proteinas
estruturais, a proteina S é critica para a entrada do virus mediado por receptor em células
suscetiveis. O dominio de ligacdo ao receptor (RBD) da proteina S se liga a enzima conversora de
angiotensina-2 (ACE2) na superficie das celulas, facilitando a entrada do virion (Hoffmann, et
al., 2020). In vitro, foi demostrado que ACE2 de até 44 mamiferos se une ao RBD (Liu et al.,
2020). Além dessas proteinas estruturais, o genoma do SARS-CoV-2 também contém varios
quadros de leitura abertos (ORFs) que codificam para proteinas ndo estruturais, que sao importantes
para a replicacdo viral e modulacdo da resposta imune do hospedeiro (Walls et al., 2020; Weiss
and Leibowitz, 2020).

O genoma do SARS-CoV-2 ¢ altamente conservado em relacdo aos outros coronavirus
(CoVs). Ele possui cerca de 30 kilobases e mantém a ordem das principais regides codificadoras:
replicase (ORFlab), seguida pelas proteinas spike (S), envelope (E), membrana (M) e
nucleocapsideo (N). A taxa de mutagéo é de 2 nucleotideos por més (Lu et al., 2020). Mais de 72%
do genoma codifica a proteina ORFlab, que geram 16 proteinas ndo-estruturais. A proteina do
nucleocapsideo (N) é a mais expressa, de acordo com pesquisas transcriptbmicas, seguida pelas
regibes S, 7a, 3, 8, M, E, 6 e 7b (Figura 1). Comparado a linhagem RmYNO2, regides como
ORFlab, 3a, E, 6, 7a, N e 10 tém mais de 96% de similaridade, enquanto a regido S mostra 71,8%
de similaridade, caindo para 62,4% no RBD (Zhou et al., 2020).
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Figura 1 - Representacdo esquematica do genoma do SARS-CoV-2. As regibes codificadoras principais, incluindo
ORFlab, S, 33, E, M, 6, 7a, 7b, 8, N e 10, assim como as sequéncias reguladoras de transcri¢do (TRSs), séo destacadas

em diferentes cores, conforme a ordem em que aparecem no genoma. (adaptado de Kim et al, 2020)

O ciclo de replicacdo do SARS-CoV-2 segue 0 padrdo observado em outros coronavirus.
Primeiro, o virus entra nas células hospedeiras através da proteina Spike. Em seguida, ocorre a
liberacdo do material genético viral no citoplasma da célula, seguida pela traducdo e replicacdo do
genoma viral. Por fim, ha a montagem das novas particulas virais e sua liberacdo a partir da célula
hospedeira (Zhang et al. 2020; Fiuza et al., 2020). Embora 0 SARS-CoV-2 possua a mesma
estrutura basica que outros coronavirus da familia Coronaviridae, Subfamilia Orthocoronaviridae,
ha algumas diferencas especificas em sua sequéncia genémica e em sua proteina spike que o tornam
particularmente transmissivel e patogénico em humanos (Hoffmann et al., 2020; Wu et al., 2020).
Estudos recentes sobre a patogenia do virus indicam que a proteina ACE-2 do vertebrado atua
como um receptor para aderéncia viral e fusdo da membrana, permitindo a interacao entre SARS-
CoV-2 e 0 hospedeiro (Morais et al, 2020).

O sequenciamento genético do virus tem sido fundamental para a identificacdo e
monitoramento das variantes. A medida que o0 SARS-CoV-2 se espalha e se replica, podem ocorrer
mutacdes em seu material genético (Lauring, Hodcroft, 2021). Essas mutacGes podem levar ao
surgimento de variantes do virus com caracteristicas diferentes. Alguns exemplos conhecidos de
variantes do SARS-CoV-2 incluem a variante Alfa (B.1.1.7), a variante Beta (B.1.351), a variante
Gama (P.1) e a variante Delta (B.1.617.2). Essas variantes podem apresentar diferengas em termos
de transmissibilidade, gravidade da doenca ou resposta a tratamentos ou vacinas (Callaway, 2021;
Centers for Disease Control and Prevention (CDC), 2021; WHO, 2021)

Fatores especificos relacionados a viruléncia e os mecanismos moleculares subjacentes

tambeém tém sido estudados. Por exemplo, mutagdes na proteina Spike, especialmente no dominio
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de ligacéo ao receptor (RBD), podem aumentar a afinidade do virus pelo receptor ACE2 nas células
hospedeiras, facilitando a entrada viral e aumentando a transmissibilidade. Além disso, algumas
mutacdes podem ajudar o virus a escapar da resposta imunoldgica, tornando as vacinas e 0s
tratamentos menos eficazes. Estudos também apontam que a variante Delta (B.1.617.2) tem
mutagdes que podem estar associadas a uma maior replicagéo viral e uma maior carga viral em
individuos infectados, o que pode contribuir para uma maior transmissibilidade e possivelmente
uma maior gravidade da doenca (Liu et al., 2021; Plante et al., 2021).

A filogenia, filodinamica e filogeografia sdo usadas nos estudos de evolucéo e disseminacgéo
geogréfica do virus, permitindo tracar as relagdes entre diferentes linhagens e entender como as
variantes surgiram e se espalharam globalmente (Rambaut et al., 2020). Essas informagdes sao
valiosas para orientar medidas de saude publica, desenvolvimento de vacinas e adaptacdo de
estratégias de controle da doenca. E importante ressaltar que a pesquisa sobre 0 SARS-CoV-2 e
suas variantes estd em constante evolucdo. Novas variantes podem surgir & medida que o0 virus

continua se replicando e se espalhando (WHO, 2021).

4.4.COVID-19

4.4.1. Infeccédo por SARS-CoV-2

A COVID-19, uma doenca provocada pelo SARS-CoV-2, é transmitida de individuo para
individuo por meio das vias respiratdrias superiores, principalmente por goticulas respiratérias
expelidas durante a tosse, espirro ou fala de uma pessoa infectada. A doenca pode causar uma
ampla variedade de sintomas, desde sintomas leves semelhantes aos de um resfriado até doencas
respiratdrias graves, como pneumonia e sindrome respiratéria aguda grave (SARS) (CDC, 2021,
Guan et al., 2020). Ao atingir as células pulmonares, 0 SARS-CoV-2 desencadeia uma forte
resposta imunolégica que causa inflamagdo dos sacos aéreos dos pulmdes, conhecidos como
alvéolos. A diminuicdo do numero de linfocitos T devido a infeccéo e a apoptose dessas células
causada pela resposta inflamatdria podem levar a obstrugdo dos alvéolos afetados, levando ao
desenvolvimento de um quadro semelhante a pneumonia. A gravidade da pneumonia, que pode
evoluir para Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SARS), depende de multiplos fatores da

infeccdo, como o grau de obstrucdo alveolar, o grau de obstrucdo em cada alvéolo e o sistema



31

imunoldgico e as caracteristicas fisiologicas do hospedeiro (Rabaan et al., 2020; Wiersinga et al.,
2020).

Clinicamente, os sintomas da COVID-19 comecam em média cinco dias ap0s a exposi¢ao
ao virus. Os sintomas iniciais sdo geralmente leves e podem incluir febre, tosse seca, fadiga, dor
de garganta, dor de cabeca e perda de olfato ou paladar. E importante notar, no entanto, que muitas
pessoas infectadas com SARS-CoV-2 podem ser assintomaticas ou apresentar sinais clinicos
brandos, tornando a deteccdo e o controle da doenca um desafio (Oran, Topol, 2020). A medida
que a infeccdo progride, alguns pacientes podem desenvolver sintomas mais graves, como falta de
ar, dor no peito e confusdo mental. Esses sintomas podem indicar a progressao da doenga para uma
fase mais critica, que pode evoluir para a Sindrome Aguda Respiratdria Grave (SARS). Nessa fase
grave, 0s pacientes podem necessitar de suporte ventilatorio, como o uso de respiradores artificiais,
devido a dificuldade respiratéria significativa. Além dos sintomas respiratérios, a COVID-19
também pode afetar outros sistemas do corpo como: o gastrointestinal, o cardiovascular, e o
neurolégico (Guan et al., 2020). Fatores como a idade do paciente, suas condi¢es de salde pré-
existentes e a presenca de comorbidades sdo determinantes no curso da COVID-19.
(Wu, McGoogan, 2020).

4.4.2. Pandemia da COVID-19

A pandemia da COVID-19 foi uma crise de saude global causada pela disseminacdo do
virus SARS-CoV-2. O primeiro caso conhecido de COVID-19 ocorreu em dezembro de 2019 na
cidade de Wuhan, na China. Desde entdo, a doenca se espalhou rapidamente para outros paises e
se tornou uma pandemia global (Wu, McGoogan, 2020). Em janeiro de 2020, a Organizagéo
Mundial da Satude (OMS) declarou a COVID-19 uma emergéncia de satde publica de preocupacao
internacional e, em marco de 2020, a pandemia foi declarada. A partir de entdo, os casos de
COVID-19 e as mortes relacionadas a doenga, continuaram a aumentar em todo o0 mundo (Guo et
al. 2020). Até agosto de 2024, a COVID-19 resultou em aproximadamente 775 milhdes de casos
confirmados e mais de 7 milhdes de mortes em todo o mundo (WHO, 2024). No entanto, a taxa de
mortalidade varia de pais para pais e pode ser influenciada por varios fatores, incluindo a idade
média da populacéo, a qualidade dos sistemas de salude e as medidas de contencdo implementadas
pelos governos (Verity et al., 2020; Williamson et al., 2020). A taxa de letalidade global da
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COVID-19 tem sido estimada em cerca de 2-3%, mas varia amplamente entre os paises (Cao et al.,
2020).

O Brasil teve uma propagacao significativa do virus desde o inicio da pandemia. De acordo
com dados do Ministério da Saude do Brasil (MS), o pais registrou um total de mais de 38 milhdes
de casos confirmados e mais de 712 mil mortes relacionadas a COVID-19 desde o inicio da
pandemia (MS, 2024). O primeiro caso confirmado de infeccdo pelo SARS-CoV-2 no pais foi
registrado em 26 de fevereiro de 2020 na cidade de Sao Paulo (SP), em um homem de 61 anos que
havia retornado de uma viagem a Italia (Aquino et al., 2020). A taxa de letalidade por COVID-19
no Brasil até 2023 foi aproximadamente de 2% (Brasil COVID, 2023). No entanto, esses nimeros
podem subestimar a verdadeira extensdo da pandemia no pais, devido a subnotificacdo de casos e
mortes, bem como a problemas na coleta e analise de dados, pois o0 pais ndo adotou estratégias
amplas de testagem na populacao (Aquino et al., 2020; Szwarcwald et al., 2022). O Brasil também
enfrentou desafios no combate a pandemia, incluindo a disseminagdo de informacdes falsas, a
resisténcia a vacinacgdo e a falta de coordenacdo entre os governos federal, estadual e municipal
(Szwarcwald et al., 2022).

Minas Gerais é 0 segundo maior estado em termos de populacdo no Brasil e encontra-se
fortemente conectado aos estados de Séo Paulo e Rio de Janeiro com os quais faz divisa, ambos
estados de importante atividade econémica do pais e com uma alta incidéncia na transmissdo da
COVID-19. Fatores que desde o ponto de vista epidemioldgico fazem com que o estado seja
vulneravel a COVID-19 (Menezes, 2021). Segundo o IBGE, em 2022 a populacéo era de 20 539
989 pessoas. O estado de Minas Gerais e sua capital, Belo Horizonte, foram profundamente
impactados pela pandemia de COVID-19. Desde o inicio da pandemia, em marco de 2020, Minas
Gerais tem registrado mais de 4 milhdes de casos confirmados e mais de 66 mil mortes relacionadas
a COVID-19. A taxa de letalidade da doenca em Minas Gerais foi de cerca de 2,6%. A cidade de
Belo Horizonte, capital do estado, com uma populacdo de 2.530.701 habitantes, também foi
bastante afetada pela pandemia. No municipio, foram registrados mais de 921 mil casos
confirmados e mais de 17 mil mortes relacionadas a COVID-19. A taxa de letalidade na cidade foi
de cerca de 2,3% (IBGE, 2022; SES-MG, 2024; MS, 2024).
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4.4.3. Ocorréncia de SARS-CoV-2 em animais

O SARS-CoV-2 teve uma propagacdo rapida por todo o mundo, com altos niveis de
circulagdo entre humanos. Durante o periodo de pandemia, Varios estudos confirmaram a
transmissdo do SARS-CoV-2 de humanos para animais que compartilham o mesmo ambiente,
destacando a necessidade de vigilancia no contexto “One Health” ou Uma Sé Salde (Zhang et al,
2020; Hossain et al., 2020; Conselho Consultivo Europeu sobre Doengas de Gatos (ABCD), 2020).

Dada a suposta origem zoonoética do SARS-CoV-2, a identificacdo de espécies animais
suscetiveis, reservatorios e rotas de transmissao séo topicos de interesse publico e cientifico global.
O estabelecimento de reservatorios de infeccdo em animais criaria desafios significativos para o
controle da infeccdo humana e poderia representar uma ameaca ao bem-estar e ao estado de
conservacdo da vida animal (Delahay et al., 2021).

Até junho de 2024, 40 paises relataram 920 eventos de infec¢do por SARS-CoV-2 em 35
espécies animais (Figura 2). Embora a maioria das infeccGes seja relatada em animais de
companhia, surtos também foram relatados em fazendas organizadas de visons, zoologicos e

animais silvestres (Kumar et al. 2022).

Figura 2- NUmero de eventos, paises e espécies relatados de SARS-CoV-2 em animais.

9 2 0 SARS-CoV-2 animal events 40 countries 3 5 animal species

715 events —
to Aug 3, 2022

Feb 28, 2020 Publication date of the event

Fonte: Imagem do A Global Open Access Dataset of Reported SARS-CoV-2 Events in Animals. Last update: June
16, 2024
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4.4.4. SARS-CoV-2 em animais de companhia

Cées e gatos domiciliados estdo em contato permanente com 0s seus tutores e existem
milhares de familias que tém um ou outro na residéncia. Como resultado desse contato proximo, a
Organizagdo Mundial de Saude Animal (WOAH) relatou casos de animais de estimagdo com teste
positivo para COVID-19 (Frazzini et al., 2022). Segundo estudo recente, o risco de infeccdo para
animais de companhia que vivem em residéncias com pessoas COVID-19 positivo é até oito vezes
maior do que para animais de estimagdo sem exposicéo (Fritz et al., 2021).

Os primeiros cdes com teste positivo para COVID-19 foram identificados em Hong Kong
entre fevereiro e marco de 2020. O primeiro caso ocorreu em um cdo macho castrado da raca
Pomerania, com 17 anos de idade e comorbidades, que testou positivo para SARS-CoV-2 em um
teste de reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR). O céo pertencia a uma pessoa
que havia sido diagnosticada com COVID-19, e as autoridades em Hong Kong acreditavam que 0
cdo teria sido infectado pelo seu proprietario, tratando-se de uma possivel transmissao de zoonose
inversa. Foram coletados swabes nasais, orais e retais, além de uma amostra fecal para teste de
covid-19. O animal apresentou teste fraco positivo para o virus em amostras nasais e orais, as
amostras retais e fecais foram negativas, assim como a tentativa de cultura do virus que também
ndo teve sucesso devido a baixa carga viral do animal. O sequenciamento genético do virus isolado
do céo e das pessoas residentes no domicilio foi altamente semelhante, indicando uma possivel
transmissdo do virus de humanos para o animal, mesmo sem o cdo apresentar sintomas da doenca.
O segundo caso, um pastor alemao macho de dois anos e meio de idade com boa salde, de uma
residéncia em que o proprietario foi diagnosticado com COVID-19, também foi positivo para o
RNA de SARS-CoV-2 em RT-gPCR, enquanto outro cdo que habitava na mesma casa resultou
negativo (AFCD, 2021; Sit et al., 2020; WOAH, 2021; CDC, 2021)

Ainda em Hong Kong, 17 cées e 08 gatos de tutores positivos para a COVID-19 foram
testados e a positividade foi confirmada em dois cdes e um gato por ensaios moleculares e
soroldgicos, e o virus foi isolado em um caso. Nenhum dos animais testados no estudo apresentou
sinais clinicos da doenca (ProMed-mail, 2020; Sit et al.2020).

Em Wuhan, de janeiro a marco de 2020, gatos foram investigados quanto a infecgédo por
SARS-CoV-2 durante o surto de COVID-19 usando métodos soroldgicos. Foram coletadas 102

amostras apds o surto de COVID-19 e 39 antes do surto. 15 de 102 gatos testaram positivo por
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ELISA e outros 11 apresentaram anticorpos neutralizantes (VNTSs) para SARS-CoV-2, mostrando
que gatos foram infectados pelo SARS-CoV-2 em Wuhan durante o surto (Zhang et al., 2020).

Na Bélgica, em marc¢o de 2020, foi detectado RNA viral de SARS-CoV-2 em um gato, uma
semana ap0s seu proprietario testar positivo para COVID-19. O gato apresentou sinais respiratérios
e gastrointestinais sugestivos de COVID-19, além de ter eliminado o virus nas fezes e fluido
gastrico. Durante a fase convalescente, foram encontradas imunoglobulinas contra o virus em seu
soro, reforcando que o gato foi infectado pelo SARS-CoV-2, desenvolveu a doenga e conseguiu se
recuperar. Este estudo sugere a possibilidade de transmissdo do virus do humano para o gato
(Garigliany et al. 2020).

Em abril de 2020, 0 USDA e o CDC divulgaram a noticia de que dois gatos de estimacdo
em Nova York testaram positivo para SARS-CoV-2 por RT-gPCR. Os gatos em questdo viviam
em duas areas diferentes do estado de Nova York e apresentaram sinais leves de doenca
respiratdria, ambos com espirros e coriza. O informe sugere que os gatos foram infectados por
pessoas em suas casas ou em suas vizinhancas. Ambos gatos se recuperaram completamente da
doenca (CDC, 2020; UDCA, 2020).

Embora a maioria dos relatos de casos de gatos e cdes positivos para SARS-CoV-2 seja de
proprietarios positivos para COVID-19, animais sem contato proximo com humanos também
podem estar expostos a infeccdo pelo virus. Neste sentido, um estudo realizado no Ira no inicio da
pandemia testou 14 gatos e 08 caes errantes capturados em areas proximas a hospitais utilizados
para internacdo de pacientes com COVID-19. Embora o estudo ndo tenha conseguido estabelecer
uma conexao direta entre esses animais de estimacao e os hospitais, verificou-se que 14 (63,64%)
dos 22 animais de estimacao testaram positivo para COVID-19 por teste molecular (8 gatos e 5
caes), dos quais sete (31,8%) apresentaram sinais respiratorios leves, como tosse e espirros (Farnia
et al., 2020).

Além dos relatos de casos, os resultados das pesquisas experimentais indicam que o virus
SARS-CoV-2 se reproduz mais rapidamente em gatos do que em cées. Estes ultimos apresentam
baixa suscetibilidade para contrair e transmitir o virus. Por sua vez, 0s gatos podem apresentar
cargas virais elevadas tanto no palato, amigdalas, traquéia e pulmdes, observando danos
semelhantes aos casos fatais em humanos. Os resultados também demonstraram que ha transmissao

do virus de gato a gato (Shi et al. 2020).
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Descobertas recentes indicam que animais domésticos, como cdes e gatos, sdo suscetiveis
a variantes de SARS-CoV-2 identificadas em humanos (Ferasin et al. 2021; Gauntt 2021; Grimm
2021). No Texas, Estados Unidos, os primeiros casos de infec¢do por SARS-CoV-2 com a variante
do Reino Unido (B.1.1.7) foram relatados em um gato domeéstico e um cdo Labrador vivendo na
mesma casa com uma pessoa positiva para COVID-19. Embora os animais ndo apresentassem
nenhum sinal clinico no momento das coletas, semanas depois ambos apresentaram sinais
respiratorios leves como espirros (Gauntt, ,2021).

Na tentativa de evitar a infec¢do por SARS-CoV-2 nos animais de estimacao e o abandono
deles, a WOAH recomenda que as pessoas que estdo infectadas com o SARS-CoV-2, limitem o
contato com seus animais de estimacdo. Se for possivel, outra pessoa deve cuidar dos animais
enguanto o doente se recupera. Deve-se garantir uma boa higiene, como lavar as maos antes e
depois de interagir com eles. Em areas onde o virus esta circulando amplamente na comunidade, €
aconselhavel manter os animais de estimacdo em ambientes internos ou restritos, evitando o
contato. Até 0 momento, ndo ha evidéncias de que animais de estimagdo possam desempenhar um

papel significativo na propagacéo do virus para os seres humanos (WOAH, 2021).
4.45. SARS-CoV-2 em animais selvagens

Desde o inicio da pandemia de COVID-19, alguns animais em zool6gicos e parques
tematicos em todo o mundo foram infectados pelo SARS-CoV-2. As espécies incluem grandes
felinos, primatas, furfes, visons e outros animais (WOAH, 2021, WAZA, 2020, Delahay et al.
2020 ; Franklin and Bevins 2020 ; Leroy et al. 2020 ; Martinez-Hernandez et al. 2020 ; Tiwari et
al. 2020). Os casos em animais silvestres levantam preocupac6es sobre a possivel transmissdo do
virus de humanos para animais em risco de extingcdo e destacam a importancia de medidas de
segurancga em zooldgicos e em outras interagdes humanas com a vida selvagem (Oreshkova, et al.
2020; Padilla-Blanco et al., 2021; Aguilo-Gisbert et al., 2021; Hale et al., 2022; Moreira et al.,
2022)

O primeiro caso documentado de infeccdo pelo SARS-CoV-2 em animais de zoologico
ocorreu em um tigre malaio no zooldgico do Bronx, em Nova York, em 4 de abril de 2020 (CDC,
2020). O tigre apresentou tosse seca, falta de apetite e dificuldade respiratoria, e foi submetido a
testes que confirmaram a infecgdo pelo virus. Acredita-se que o tigre tenha sido infectado por um

zelador/trabalhador COVID-19 positivo que estava assintomatico no momento da exposi¢édo do


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8128218/#CIT0018
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8128218/#CIT0031
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8128218/#CIT0060
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8128218/#CIT0049
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8128218/#CIT0121
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animal. Depois disso, outros tigres e ledes no mesmo zooldgico também testaram positivo para
COVID-19, aumentando o numero total de animais do zooldgico positivos para SARS-CoV-2 para
oito (National Geographic 2020). A sequéncia do genoma completo do SARS-CoV-2 isolado de
um tigre malaio (SARS-CoV-2/tiger/NY/040420/2020) foi semelhante as sequéncias de SARS-
CoV-2 encontradas em humanos (Wang et al. 2020b).

Em julho de 2020, no zooldgico privado de Johannesburgo, na Africa do Sul, foi notificado
dois casos de infeccdo pelo SARS-CoV-2 em dois pumas apds entrar em contato com um tratador
infectado. Os animais apresentaram sinais de anorexia, diarreia e secrecGes nasais, além de
secrecao ocular e tosse seca. Ambos 0s pumas se recuperaram totalmente apds 23 dias (Koeppel et
al, 2022). Posteriormente, no Zoologico de Louisville, nos Estados Unidos, uma fémea de leopardo
da neve com cinco anos de idade exibindo sinais clinicos leves testou positivo para SARS-CoV-2.
Acredita-se que a leopardo-das-neves tenha sido infectada por um tratador assintomatico
(Louisville Zoo, 2020).

Ainda nos Estados Unidos, gorilas do Parque Safari do Zooldgico de San Diego testaram
positivo para Covid 19. Todos os gorilas expostos exibiram sinais respiratdrios leves, como tosse,
congestdo, coriza e letargia intermitente. Um dos gorilas infectados apresentou pneumonia e
doencas cardiacas devido a sua idade avancada e as condi¢fes médicas latentes. O zooldgico
levantou a hipotese de os gorilas terem sido infectdos por um membro assintomatico da equipe de
tratadores de vida selvagem apesar das precaucdes tomadas, como o uso de Equipamentos de
protecdo individual (EPI) pelos funcionérios (Gibbons 202; San Diego Zoo Global 2021).

Um estudo experimental avaliou a suscetibilidade do cervo-de-cauda-branca (Odocoileus
virginianus), & infeccdo pelo SARS-CoV-2. Os resultados mostraram que o cervideo é altamente
suscetivel ao virus. A inoculacdo intranasal em cervos resultou no estabelecimento de infeccao
viral subclinica junto com a disseminacao viral por meio de secre¢des nasais e fezes. Além disso,
0 estudo mostrou que o cervo infectado era capaz de transmitir o virus a animais de contato indireto
(Palmer et al., 2021).

Na Espanha, em novembro de 2020, o Ministério da Agricultura, Pescas e Alimentacéao
publicou um informe sobre o grupo de ledes do zooldgico de Barcelona (um macho de cinco anos
e trés fémeas de 16 anos) que testaram positivo para infecgdo por SARS-CoV-2 por RT-PCR e
testes sorologicos. Os ledes apresentaram sinais clinicos sugestivos de COVID-19, como secrecéo

nasal serosa, espirros e tosse, mas melhoraram rapidamente na primeira semana. Apenas uma leoa
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que apresentou apatia pela segunda semana de infeccdo e leve acometimento pulmonar, o laudo
n&o discute o0 que pode ter causado esse quadro no animal. Suspeita-se que os animais tenham sido
infectados por dois criadores de ledes que desenvolveram sintomas respiratorios leves e testaram
positivo para o antigeno SARS-CoV-2 (Ministry of Agriculture, Fisheries and Food of Spain, 2020)

No Brasil, animais silvestres foram infectados com SARS-CoV-2 (um tamandua-bandeira,
peixes-bois das indias Ocidentais e um sagui-de-cauda-preta). Os animais foram detectados como
positivos por centros de pesquisas que executaram projetos sobre o estudo da suscetibilidade de
espécies de animais domésticos e silvestres a infeccdo por SARS-CoV-2. Um dos projetos era
realizado pelo Centro Nacional de Pesquisa e Conservacdo de Mamiferos Aquéticos. No contexto
da pandemia do COVID-19 em 2020, o centro decidiu investigar a presenga de SARS-CoV-2 em
peixes-bois das Antilhas (Trichechus Manatus manatus) com o objetivo de verificar sua
suscetibilidade e revisar os procedimentos de biosseguranca e gerenciamento de satde. Apds a
deteccdo de SARS-CoV-2 nos peixes-bois da unidade llha de Itamaracd/PE, os funcionarios do
centro foram testados e seis resultaram positivos para SARS-CoV-2. A fonte de infeccdo para 0s
peixes-boi ainda ndo foi estabelecida (WOAH, 2022).

O Hospital Veterinario da Universidade Federal de Mato Grosso, em outro projeto de
pesquisa, no qual presta assisténcia veterindria a animais silvestres resgatados feridos e
abandonados, monitoraram 0s animais que chegavam ao hospital para a presenca de varias doengas
incluindo SARS-CoV-2. Foi identificado em janeiro de 2022 um sagui-de-cauda-preta (Mico
melanurus) e um tamandua-bandeira (Myrmecophaga tridactyla) positivos a presenca do acido
nucléico SARS-CoV-2 por RT-PCR. Neste evento ndo foi possivel definir a fonte de infec¢éo e a
data de inicio (WOAH, 2022).

Recentemente, um estudo realizado no Parque Municipal das Mangabeiras em Belo
Horizonte, Brasil, a partir da coleta de 40 amostras de swabes retais de quatis (Nasua nasua) de
vida livre testadas pela RT-PCR, revelou a presenca de RNA do SARS-CoV-2 em 02 (5%) quatis
fémeas que ndo apresentavam sinais clinicos de infeccéo. A sequéncia gendmica do SARS-CoV-2
obtida da amostra indicou que a variante isolada pertencia a linhagem Zeta (B.1.1.28.2, P.2)
(Stoffella-Dutra et al., 2023).

As infecgdes por SARS-CoV-2 em animais, incluindo espécies silvestres, tém levantado
preocupacdes sobre o potencial risco para uma ampla gama de mamiferos. Embora muitos animais

infectados apresentam sinais leves ou sdo assintomaticos, ainda ha preocupacbes sobre a
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possibilidade de transmissdo entre espécies e a potencial adaptacdo do virus em diferentes
hospedeiros. Os eventos relacionados a animais cativos e de vida livre destacaram o potencial de
infeccdo e transmissdo do SARS-CoV-2 entre animais e humanos, enfatizando a necessidade de
vigilancia continua e medidas de biosseguranca nos diversos ambientes, uma vez que tem
implicacdes significativas para espécies de animais silvestres ameacadas, bem como para aquelas
sob cuidados humanos. As experiéncias nos Estados Unidos e em outros paises enfatizaram a
importancia de uma abordagem “One Health™ que considera a interconexdo da saude humana,
animal e ambiental no gerenciamento e prevencdo de futuros surtos de doencgas zoondticas
(Barbosa et al. 2021; Delahay et al. 2021; Dhama et al. 2021; Martinez-Hernandez et al. 2020).

4.4.6. Impacto da Coinfeccdo por SARS-CoV-2 em Animais

Coinfecgbes podem causar imunossupressdo significativa no hospedeiro acometido,
comprometendo a terapia e progndéstico da doenca (Li, Zhou, 2013). Nesse sentido, a infec¢ao por
SARS-CoV-2 é prejudicial a imunidade do paciente, propiciando a infeccdo por patégenos
secundarios (Ginsburg, Klugman, 2020). No entanto, os tipos de agentes coinfectantes e a
proporcéao de coinfec¢do em animais positivos para SARS-CoV-2 ndo séo claros.

Estudos experimentais indicam que a coinfec¢do por SARS-CoV-2 e Influenza A em furdes
(Mustela furo) pode resultar em uma pneumonia mais grave e maior perda de peso corporal em
comparagdo com a infec¢éo isolada por cada virus (Huang et al., 2021). Além disso, ha indicios de
que a infeccdo prévia por SARS-CoV-2 pode aumentar a suscetibilidade dos furdes a desenvolver
sinais clinicos mais graves quando posteriormente infectados com o virus da Influenza A (Vilas
Boas de Melo et al., 2022).

Em gatos, capturados em areas urbanas da Espanha, a coinfeccdo com SARS-CoV-2 e
outros patdgenos também foi observada. Estudos revelaram que, entre 0s gatos soropositivos para
SARS-CoV-2, alguns também apresentavam soropositividade para outros patdogenos como
Toxoplasma gondii, FIV e Leishmania infantum, sugerindo que animais imunossuprimidos podem

ser especialmente suscetiveis a infec¢do (Villanueva-Saz et al.,2022).
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4.4.7. Diagnostico molecular do SARS-CoV- 2.

Os testes de PCR para SARS-CoV-2 foram desenvolvidos empregando duas estratégias
principais: a primeira foi direcionar regides invariantes entre varios sarbecovirus, como o gene
RdRp (RNA-dependent RNA polymerase), enquanto a segunda foi amplificar simultaneamente
dois ou trés alvos virais, como os genes E (envelope), N (nucleocapsid) e S (spike) (Tahan et al.,
2021). Essas moléculas alvo sdo essenciais para a deteccdo especifica do SARS-CoV-2 em
amostras das vias respiratdrias superiores, como secrecoes nasofaringeas e orofaringeas, utilizando
0 RT-PCR quantitativo, reconhecido como o padrdo ouro para confirmar a presenca da COVID-19
(Oliveira et al., 2020). Além disso, o apice do avanco metodoldgico reside no sequenciamento de
préxima geracao (NGS), que possibilita a analise gendmica completa do virus e sua comparagao
com sequéncias humanas (John et al., 2021; Chen et al., 2021).

A andlise gendmica detalhada revelou a presenca de mdltiplas variantes genéticas do
SARS-CoV-2 em animais (Figura 3) (Hamer et al., 2021; Carlos et al., 2021; Ferndndez-Bastit et
al., 2021; Jairak et al., 2022; Panzera et al., 2022). Algumas dessas variantes apresentam
similaridades com estirpes humanas, sugerindo possivel transmissdo entre espécies. No entanto,
outras variantes apresentam mutacdes exclusivas, sugestivas de adaptacdo viral em hospedeiros
animais especificos (Klaus et al., 2021; Tan et al., 2022; Ribero et al.2022). A identificacdo dessas
variantes tem implicacdes cruciais na compreensao da evolucdo viral e potenciais riscos para a

salde humana.
Figura 3 - Variantes relatadas de SARS-CoV-2 identificadas em animais
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Os principais alvos moleculares utilizados em testes de deteccdo por RT-PCR séo genes
especificos do virus, que codificam para proteinas essenciais a sua replicacdo e infecgdo. Um dos
alvos frequentemente escolhidos é o gene que codifica a proteina de envelope viral (gene E). Essa
proteina é fundamental para a montagem do virus e a sua estruturacéo durante o ciclo de replicacéo.
A escolha do gene E como alvo se baseia na sua alta conservagéo entre diferentes variantes do
virus. No entanto, o gene E do SARS-CoV 2 é considerado o menos especifico e apresenta
homologia de sequéncia significativa com outros coronavirus comuns (Zo6ka, Bekd, 2021; Tahan et
al., 2021).

Outro alvo crucial é o gene que codifica a RNA polimerase dependente de RNA (gene
RdRp). Essa enzima € responsavel por sintetizar novas copias do genoma viral a partir do RNA
fita negativa, um processo essencial para a replicacdo do virus. Sua escolha como alvo molecular
deve-se a sua importancia fundamental no ciclo de vida do virus e a sua presenca em quantidades
significativas, sendo uma molécula multicépia no genoma viral (Corman et al., 2020).

A proteina de nucleocapsideo viral (gene N) também desempenha um papel central na
organizacdo do RNA fita negativa e na prote¢do do genoma do genoma. Sua deteccdo em testes
moleculares é valiosa para identificar a presenca do virus em amostras clinicas. A ampla
conservagdo do gene N entre diferentes estirpes do virus torna-o um alvo confiavel e sensivel para
deteccdo (Holshue et al., 2019; Abbasi et al., 2020).

Além disso, a proteina Spike (gene S) do SARS-CoV-2, que desempenha um papel
fundamental na ligacdo do virus as células hospedeiras, também € frequentemente alvo de deteccéo.
Embora seja menos comum como alvo Unico, a deteccdo do gene S pode ser Util para identificar
mutacdes especificas na proteina Spike, como aquelas encontradas em variantes do virus (Chen et
al., 2020). A andlise das sequéncias genéticas desses alvos permite a identificacdo confiavel do
virus, auxiliando no diagndstico e monitoramento da infeccdo por SARS-CoV-2 em amostras
clinicas e ambientais. Portanto, os alvos moleculares especificos do SARS-CoV-2 séo

fundamentais para a compreensao e controle da pandemia.

4.4.8. Monitoramento de SARS-CoV-2 em animais na abordagem Uma S6 Saude

O monitoramento e a vigilancia de infec¢do por SARS-CoV-2 em animais desempenham

um papel importante na saude publica. A deteccdo precoce e 0 acompanhamento de patogenos
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zoonoticos em animais podem ajudar a prevenir a sua disseminacdo para humanos e permitir a
implementacdo de medidas de controle eficazes. Isso é particularmente relevante quando se
considera Uma S¢6 Saude (“One Health”) (Ohia, Uwalaka, 2021).

O conceito de “One Health” ou Uma So6 Satde se refere a uma abordagem integrada que
reconhece a conexdo entre a salide humana, animal, vegetal e ambiental. Reconhece-se que a salde
de humanos, animais e ecossistemas estd intimamente ligada e que a abordagem integrada é
necessaria para prevenir e controlar doencas (FAO, OMS, OIE, 2019). A vigilancia em animais,
juntamente com a vigilancia em humanos, faz parte dessa abordagem, visando identificar e
monitorar a presenca de patdgenos potencialmente perigosos. Essa abordagem é particularmente
relevante no contexto de infec¢es zoondticas como SARS-CoV-2, onde entender e abordar a satide
dos animais e seus ambientes pode ajudar a prevenir e controlar a propagacao de doencas que
afetam os seres humanos (Davis et al., 2017). Por isso, estudos em Uma Sé Saude levam em
consideracao o transito e a adaptacdo dos patdgenos a hospedeiros diversos que convivem em um
mesmo ambiente. As espécies sentinelas sdo aquelas indicadoras da satde do ambiente em que esta
inserida e capaz de refletir as perturbacdes ambientais (Tabor e Aguirre, 2004).

Em termos de monitoramento e vigilancia, autoridades e organiza¢6es em todo o mundo
estdo ativamente envolvidas no rastreamento e estudo do SARS-CoV-2 em animais. Isso envolve
programas de vigilancia em andamento para detectar e investigar casos de infecgdes em animais,
especialmente em espécies proximas aos humanos ou com potencial para transmissao zoonotica
significativa. Os esforcos de monitoramento incluem testar animais que estdo em contato com
humanos infectados, conduzir vigilancia em populacBes de animais e investigar casos de
transmissdo de animal para humano. Essas atividades auxiliam na compreenséo dos potenciais
riscos e dinamica do virus em diferentes espécies animais, contribuindo para estratégias e
intervencdes de saude publica (WHO, 2021, FAO, 2020 WOAH, 2020).

A WOAH é uma organizacdo intergovernamental que tem 182 paises membros com o
objetivo de combater doencas animais, melhorando a saude animal globalmente. Também
estabeleceu os requisitos para definir um caso confirmado para SARS-CoV-2 nos animais, sendo
de notificagdo obrigatoria ante as Autoridades Veterinarias nacionais e Autoridades de Saude
Publica, assim como aos parceiros relevantes da comissao “One Health”. Além disso, definiu como
caso confirmado laboratorialmente aquele animal (com ou sem sinais clinicos), no qual se detecte

0 &cido nucleico viral de uma amostra tomada diretamente do animal, com suspeita de associagdo
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ou contato prévio, com SARS-CoV-2, testando na amostra duas regides genémicas especificas em
um nivel que indique a presenca de virus infeccioso ou testando uma regido gendmica seguida de
sequenciamento de um alvo secundario, ou se 0 SARS-CoV-2 foi isolado de uma amostra coletada
diretamente de um animal. Sequéncias completas do genoma obtidas devem ser depositadas em
bancos de dados publicamente disponiveis sem demora. Mensalmente a WOAH emite boletins
informativos com dados epidemioldgicos que demonstram a situacdo global do SARS-CoV-2 em
diversas espécies animais, ressaltando a importancia da vigilancia continua em animais (Figura 4)
(WOAH, 2023)

Figura 4 - Distribui¢do mundial de eventos de SARS-CoV-2 relatados a0 WOAH (até 30 de junho de 2023).
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Fonte: Imagem do Boletim informativo SARS-COV-2 in animals — situation report 22 da World Organisation for
Animal Health (WOAH, founded as OIE).

No Brasil os casos de SARS-CoV-2 em animais, devem ser notificados ao Servigo
Veterinario Oficial do Ministério da Agricultura e Pecuaria (MAPA), 6rgédo responsavel pela
gestdo das politicas publicas de estimulo a agropecuéria, pelo fomento do agronegdécio e pela
regulacdo e normatizacao de servigos vinculados ao setor (Brasil, 2021). Entidade que se encarrega
através do seu Sistema Nacional de Informacdo Zoossanitaria do envio de notificagdes imediatas
de doencas e pelos Informes Semestrais e Anuais que sdo enviados pelo Brasil conforme a
Instrucdo Normativa MAPA n° 50, de 23 de setembro de 2013 (Brasil, 2013)
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Ante o atual contexto, uma acdo de vigilancia entre os servigos humanos e animais é
necessaria para lidar com a ameaga do SARS-CoV-2 e outras doencas zoondticas. Essa abordagem
é conhecida como vigilancia integrada e envolve 0 monitoramento continuo de doengas em ambas
as populac@es, incluindo deteccdo de novas variantes, identificacdo de reservatorios animais,
prevencdo de transmissao reversa e resposta rapida a surtos (Dhama, et al. 2020; Tiwari et al.,
2020)

E importante ressaltar que a maioria das infeccdes por SARS-CoV-2 em humanos é
resultado da transmissao de pessoa para pessoa, € 0 risco de contrair o virus diretamente de animais
é considerado baixo, essa vigilancia € essencial para identificar potenciais reservatorios do virus,
monitorar sua evolucdo e entender melhor as interagdes entre humanos, animais e 0 meio ambiente.
Com a queda dos casos humanos ap0s as campanhas de vacinacgdo, a vigilancia integrada torna-se
ainda mais relevante para mitigar os riscos associados ao SARS-CoV-2 e outras doencas

infecciosas emergentes (CDC, 2023).
4.5. Hemopatogenos em animais
45.1. Bactérias
4.5.1.1. Familia Anaplasmataceae

A familia Anaplasmataceae, que esta inserida na ordem Rickettsiales e inclui dois
importantes géneros Anaplasma e Ehrlichia. Essa familia é composta por bactérias gram-negativas,
intracelulares obrigatorias que infectam as células hospedeiras, principalmente células do sistema
imunoldgico, replicando-se no citoplasma. A infeccdo por Anaplasmataceae pode levar a uma
variedade de doencas, que vdo desde infeccBes assintomaticas a doencas graves, afetando uma
variedade de hospedeiros vertebrados, incluindo humanos, animais domésticos e animais silvestres.
As bactérias sdo transmitidas principalmente por carrapatos, mas também podem ser transmitidas
por piolhos e pulgas (Dumler et al., 2001; Rikihisa, 2010). Dentro da familia Anaplasmataceae,
algumas das espécies mais importantes incluem: Anaplasma phagocytophilum, Anaplasma

marginale, Ehrlichia chaffeensis e Ehrlichia canis (Silveira et al. 2012).
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4.5.1.2. Anaplasma

A anaplasmose é uma doenca que afeta humanos e diversos animais domésticos e silvestres,
sendo o agente transmitido principalmente por carrapatos infectados, mas também por moscas
como vetores mecanicos, e ocasionalmente de forma iatrogénica e transplacentaria (Dumler et al.,
2001; Kocan et al., 2015; Little, 2010). O género Anaplasma foi descrito pela primeira vez em
1910 e inclui espécies como A. phagocytophilum, A. marginale e A. platys, que infectam
hospedeiros vertebrados variados, incluindo humanos, ruminantes, carnivoros e aves (Theiler,
1910; Fernandes, 2018).

Anaplasma phagocytophilum é transmitido principalmente por carrapatos do género Ixodes
e afeta neutréfilos, sendo a causa da Anaplasmose Granulocitica Humana (Dumler et al., 2001;
Losos, 1986). Sua soroprevaléncia varia entre 0% e 55% na América do Norte, 20,4% na Europa
e 43,8% no Brasil, dependendo da area geogréfica e populacdo estudada (Carrade et al., 2009;
Maksimovi¢ et al., 2021; Silveira et al., 2017). Anaplasma platys, transmitido por Rhipicephalus
sanguineus sensu lato, causa Trombocitopenia Ciclica Canina e foi relatado pela primeira vez em
1978. Estudos no Brasil mostraram 20% de prevaléncia de A. platys e 10% de A. phagocytophilum
em gatos domeésticos (Harvey et al., 1978; Pinto et al., 2018). Em c&es, A. phagocytophilum foi
detectado em 10,9% dos casos, e A. platys apresentou uma variacao de prevaléncia entre 7,1% e
88% (Silveira et al., 2017; Malheiros et al., 2016)

Os ruminantes sdo particularmente suscetiveis a A. marginale, que causa anemia hemolitica
e é transmitido por carrapatos ixodideos, sendo fator limitante para a pecuéria bovina em vérias
partes do mundo. Estudos mostraram que até 79,3% de cervideos podem estar infectados com A.
marginale (Fernandes, 2018; Raoult, Parola, 2007; Silveira et al., 2011). Os sinais clinicos de
anaplasmose podem incluir febre, perda de peso, letargia, e anemia, com possiveis consequéncias
fatais em casos graves (Trincheiras et al., 2020). O diagnostico é mais sensivel com PCR em sangue
total, enquanto a cultura sanguinea, embora padréo-ouro, € menos disponivel e sensivel. A analise
microscopica e a sorologia também sdo usadas, mas a terapia precoce e a imunossupressao podem

causar resultados falsos-negativos (Dumic et al., 2022).
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45.1.3. Ehrlichia

A erliquiose ¢ uma doenca infecciosa causada por rickettsias do género Ehrlichia,
pertencente a ordem Rickettsiales e a familia Anaplasmataceae. As espécies mais conhecidas s&o
E. canis, E. chaffeensis, E. ewingii e E. muris, que parasitam principalmente mondcitos e
neutrofilos em humanos e animais (Losos, 1986). Identificada pela primeira vez em céaes na Argélia
em 1935 (Sinnott, 2007), a erliquiose € considerada um problema de satde publica em regides
tropicais e subtropicais (Zhang et al., 2017). A transmiss&o ocorre predominantemente pela picada
de carrapatos infectados, com o patdégeno se multiplicando em células intestinais e glandulas
salivares dos carrapatos, enquanto no hospedeiro definitivo, ocorre a multiplicacdo nos
granulécitos ou mondcitos (Rikihisa, 2010; Dumler, 2012).

Entre as espécies, E. canis e E. chaffeensis causam erliquiose monocitica, afetando
mondcitos, enquanto E. ewingii provoca erliquiose granulocitica, afetando neutréfilos (Varela,
2003). A erliquiose monocitica canina (EMC), causada por E. canis, € transmitida pelo carrapato
Rhipicephalus sanguineus sensu lato, pode ser fatal (Macieira et al., 2005; Costa-Junior et al.,
2007). Estudos na Sérvia e no Brasil revelaram soroprevaléncias variando entre 3,57% e 20% para
E. canis, com uma prevaléncia geral de 11,06% em céaes ndo domiciliados na Sérvia (Bogicevi¢ et
al., 2017) e deteccdo de E. canis em canideos e felideos silvestres no Brasil (De Paiva Diniz et al.,
2007; Pinto et al., 2018).

A infeccdo por Ehrlichia em gatos é menos estudada, mas ja foram encontrados relatos de
DNA de Ehrlichia spp. com alta similaridade a E. canis (Breitschwerdt et al., 2002; Braga et al.,
2012; Maia et al., 2015). No Brasil, estudos identificaram 41,5% de gatos soropositivos para E.
canis por imunofluorescéncia e 9,4% positivos por PCR (Braga et al., 2014), enquanto Pinto et al.
(2018) encontraram 8,33% de infec¢do em gatos por PCR. Ehrlichia chaffeensis, causadora
da erliquiose monocitica humana, tem como vetores principais Amblyomma americanum e
Dermacentor variabilis e também foi identificada em cervos-do-pantanal e veados-catingueiros no
Brasil (Machado, 2006; Silveira et al., 2012).

Ehrlichia ewingii é responsavel por causar a Erliquiose Granulocitotropica Canina (EGC)
e ja foi relatada em seres humanos, sendo apontados como hospedeiros acidentais (Buller et al.,
1999). O primeiro estudo a fornecer evidéncias de infeccdo canina causada por E. ewingii no Brasil
foi feito por Oliveira et al., (2009c), quem identificaram no estado de Minas Gerais, 5/100 (5%)

cées positivos por nested-PCR para o gene 16S rRNA de E. ewingii.



a7

4.5.1.4. Micoplasmas hemotrdpicos

O interesse no estudo dos micoplasmas hemotropicos, ou hemoplasmas, cresceu
globalmente devido a sua relevancia como patégenos emergentes na medicina veterinaria e
humana. Estes patogenos sdo dificeis de cultivar in vitro, sendo frequentemente detectados por
métodos moleculares. Os hemoplasmas podem ser encontrados isoladamente ou em coinfeccao
com outros microrganismos e estdo associados a disturbios hematologicos significativos em
animais domesticos e silvestres, além de poderem atuar como agentes oportunistas (Messick, 2004;
Kaewmongkol et al., 2017; Maggi et al., 2013). As hemoplasmoses causam desde anemia severa
até infeccdes crbnicas assintomaticas, com sinais clinicos variando de hemdlise e febre a morte
subita em casos agudos (Messick, 2004).

Os hemoplasmas séo bactérias pequenas, gram-negativas e sem parede celular, pertencentes
a ordem Mycoplasmatales, familia Mycoplasmataceae e género Mycoplasma (Euzéby, 1997). Estas
bactérias parasitam uma ampla gama de animais, incluindo mamiferos e aves, e tém formatos
pleomorficos com genomas pequenos (Benedetti et al., 2020). A transmissdo ocorre por meio de
vetores como pulgas, carrapatos, piolhos e moscas, sendo mais prevalente em paises tropicais
devido as condicGes climéaticas que favorecem a manutencao dos vetores (Macieira et al., 2008;
Willi et al., 2010). Além disso, a infec¢do pode ser adquirida por contato com sangue infectado e
ha evidéncias de transmissao vertical e direta, especialmente em gatos (Foley, 2022).

As principais espécies de hemoplasmas que afetam felinos incluem Mycoplasma haemofelis
(Mhf), Candidatus Mycoplasma haemominutum (CMhm) e Candidatus Mycoplasma turicensis
(CMt), sendo Mhf a mais patogénica. CMhm e CMt podem causar anemia em hospedeiros
imunossuprimidos ou com doengas concomitantes como o FeLV (Tasker et al., 2010; Willi et al.,
2005). Em caes, Mycoplasma haemocanis e Candidatus Mycoplasma haematoparvum Sao 0s
principais patdégenos, causando anemia infecciosa canina (Wengi et al., 2008). Casos de infec¢do
cruzada entre espécies de hemoplasmas e evidéncias de zoonose, como a detec¢do de Mhf em um
ser humano imunocomprometido no Brasil, destacam a importancia clinica desses patdgenos (dos
Santos et al., 2008). A prevaléncia de hemoplasmas varia mundialmente, com estudos no Brasil
mostrando taxas de infeccdo em gatos de 6,5% a 44% e em cées de 5,8% a 59,1% (de Bortoli et
al., 2012; Santos et al., 2021; Fernandes et al., 2022). Infec¢bes foram também documentadas em
animais silvestres brasileiros, incluindo canideos, felideos, primatas ndo humanos e marsupiais
(André et al., 2011; Bonato et al., 2015; Massini et al., 2019).
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4.5.1.5. Bartonella

Bartonella € um género de bactérias gram-negativas intracelulares facultativas, pertencente
a familia Bartonellaceae, ordem Rhizobiales e classe Alphaproteobacteria. Com mais de 23
especies conhecidas, essas bactérias infectam mamiferos domésticos, silvestres e humanos (Diaz
etal., 2012; Staggemeier et al., 2014; Alvarez-Fernandez et al., 2018). Caracterizadas como bacilos
curvos ou cocobacilos, aerdbicos e de crescimento lento, as Bartonella colonizam tecidos,
especialmente endotélios vasculares, células vermelhas do sangue e células fagociticas,
demonstrando uma significativa capacidade de invasao e persisténcia intracelular (Dehio, 2004;
Eremeeva et al., 2007; Drummond et al., 2023). Estas caracteristicas, junto com a transmissdo por
diversos vetores como flebotomineos, piolhos, pulgas e carrapatos, tornam as Bartonella patdgenos
emergentes (Maggi, Breitschwerdt, 2005).

Entre as espécies mais associadas a doencas humanas estdo Bartonella henselae, B.
clarridgeiae, B. quintana e B. bacilliformis. Bartonella henselae e B. clarridgeiae causam a doenga
da arranhadura do gato, transmitida por arranhdes ou mordidas de gatos infectados, enquanto B.
quintana é responsavel pela febre das trincheiras. B. bacilliformis causa a doenca de Carrion,
caracterizada por febre, anemia hemolitica e lesdes cutaneas. Outras espécies como B. koehlerae,
B. elizabethae e B. alsatica estéo associadas a casos esporadicos de endocardite (Chomel et al.,
2006; Minnick et al., 2014; Kdseoglu et al., 2022).

Estudos moleculares revelaram grande diversidade dentro do género Bartonella, com
prevaléncia variando entre espécies e regides (Kaiser et al., 2011). Gatos sdo reservatorios
principais de B. henselae, B. clarridgeiae e B. koehlerae, sendo a pulga Ctenocephalides felis o
principal vetor. No Brasil, estudos confirmam a presenca dessas bactérias em gatos, com a
prevaléncia variando de 1,6% a 97% (Furquim et al., 2021). Caes podem ser infectados por vérias
espécies, incluindo B. vinsonii berkhoffii, embora seu papel como reservatérios ainda nao esteja
totalmente esclarecido. Ruminantes e animais silvestres, como roedores e morcegos, também
participam do ciclo de transmissdo (Breitschwerdt, 2014; Gongalves-Oliveira et al., 2020). O
diagnostico de bartonelose pode ser desafiador, mas métodos moleculares, como PCR direcionada
a genes especificos, sdo ferramentas valiosas para a detec¢do de Bartonella devido a dificuldade
de cultivo (Drummond et al., 2023; Maggi et al., 2005; Kdseoglu et al., 2022).
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4.5.2. Protozoarios
4.5.2.1. Ordem Piroplasmida

Os piroplasmas sdo agentes transmitidos por carrapatos que afetam animais domésticos e
silvestres em todo 0 mundo (Baneth et al., 2020; Far et al., 2021). O nome “piroplasma™ deriva da
forma piriforme dos merozoitos, que parasitam as hemécias do hospedeiro (Mehlhorn, Schein,
1993). Atualmente, a classificagdo dos piroplasmideos € baseada ndo apenas na morfologia e nos
vetores, mas também em técnicas moleculares e analises filogenéticas (Baneth et al., 2020; Far et
al., 2021).

Os géneros de piroplasmideos incluem Babesia, Theileria, Cytauxzoon (Yabsley, Shock,
2012) e Rangelia, e sdo responsaveis por doencas em humanos e animais, incluindo espécies de
producdo, companhia e vida selvagem (Yabsley, Shock, 2012; Soares et al., 2014). Babesia e
Rangelia vitalii sdo piroplasmideos de canideos (Schnittger et al., 2012; Soares et al., 2011),
enquanto felideos podem ser afetados por Babesia, Cytauxzoon e Theileria (Alvarado-Rybak et al.,
2016). Animais silvestres também sdo suscetiveis aos piroplasmideos (Alvarado-Rybak, Solano-
Gallego, Millan, 2016).

Os piroplasmas possuem um ciclo de vida complexo que envolve reproducdo sexual no
intestino do carrapato, proliferacdo assexual nas glandulas salivares do carrapato e reproducédo
assexual em células sanguineas do hospedeiro vertebrado (Jalovecka et al., 2018). Como parasitos
intracelulares obrigatdrios, eles se reproduzem nas células eritrociticas, levando a destruicéo dessas
células e a liberacdo de toxinas, o que pode causar anemia, febre, ictericia e outros sintomas graves
(Homer et al., 2000). O género Theileria se distingue de Babesia, Cytauxzoon e Rangelia nos
hospedeiros vertebrados por infectar leucdcitos antes de parasitar hemacias (Mans et al., 2015).

A prevaléncia dos piroplasmideos em gatos domesticos varia globalmente e esta
relacionada a espécie envolvida, idade e resposta imunolégica do hospedeiro (Silva-Santos et al.,
2014). No Brasil, foram identificados os géneros Babesia, Theileria e Cytauxzoon (Maia et al.,
2013; Andre et al., 2014; André et al., 2015; Malheiros et al., 2016; André et al., 2017; Pedrassani
etal., 2019).

Babesia spp. foram relatadas em quase todos 0s continentes, exceto Australia e Antartica,
com mais de dez espécies descritas em felinos (Penzhorn, Oosthuizen, 2020). A prevaléncia
molecular varia de 0,8% na Italia (Spada et al., 2014) a 39,5% na Tailandia (Do et al., 2021).
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Espécies como B. vogeli, B. canis e B. vulpes foram identificadas em felinos (Criado-Fornelio et
al., 2003), além de B. microti, B. gibsoni, B. hongkongensis e B. bigemina (Spada et al., 2014;
Akram et al., 2019; Bosman et al., 2019; André et al., 2015). Espécies primarias dos felideos
incluem B. felis, B. leo, Babesia sp. cat Western Cape e B. lengau (Bosman et al., 2007; Alho et
al., 2017; Salim et al., 2018; Bosman et al., 2019).

Informacdes sobre o género Theileria em felinos séo limitadas. apenas trés estudos
documentaram a presenca de Theileria spp. em gatos domésticos, todos localizados na América do
Sul (André et al., 2014; André et al., 2015; Sacristan et al., 2019), Dois desses estudos foram
realizados em Brasil, revelando prevaléncias de 3% e 5,96% (André et al., 2014; André et al.,
2015). Nesses estudos, a T. equi é a espécie mais documentada (André et al., 2014; Sacristan et al.,
2019), mas também foram encontradas Theileria sp. e T. cervi, 0 que sugere a presenca de novos
gendtipos de piroplasmideos circulantes em gatos, que podem estar filogeneticamente relacionados
aos agentes encontrados em ruminantes domésticos e selvagens (André et al., 2015). A
caracterizacgdo clinica e a patogenicidade ainda ndo sdo totalmente compreendidas.

A Cytauxzoonose felina é causada pelo género Cytauxzoon, descrito pela primeira vez em
1976 (Wagner, 1976). E uma doenca grave em gatos domésticos no sul e sudeste dos EUA, com
prevaléncia molecular global variando de 0,3% (Haber et al., 2007) a 30,3% (Brown et al., 2010).
Cinco espécies de Cytauxzoon sdo conhecidas, incluindo C. manul, C. felis, C. europaeus,
C. otrantorum e C. banethi (Ketz-Riley et al., 2003; Reichard et al., 2005; Panait et al., 2021). No
Brasil, C. felis foi identificado em felideos domésticos e silvestres em varias regides, geralmente
ndo associada a gravidade como nos EUA (Pedrassani et al., 2019; Maia et al., 2013; Sebastiani,
2021; André et al., 2009; Furtado et al., 2017; Peixoto et al., 2007).

4.5.2.2. Leishmania

A leishmaniose ¢ uma doenca global causada por protozoarios do género Leishmania,
pertencentes a familia Trypanosomatidae. A transmissdo ocorre principalmente pela picada de
flebotomineos (Phlebotomus no Velho Mundo e Lutzomyia no Novo Mundo) (WHO, 2010). Outras
formas de transmissao relatadas incluem carrapatos, pulgas (Coutinho et al., 2005; Dantas-Torres
et al., 2010; Ferreira et al., 2009), e transfusdes sanguineas (Owens et al., 2001). E a segunda
principal causa de morte entre parasitoses em humanos e a terceira em morbidade, com maior

incidéncia em regides tropicais e subtropicais (Pace, 2014; Akhoundi et al., 2017; Solano-Gallego
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et al., 2009). Os protozoérios tém duas formas morfoldgicas principais: 0o promastigota, que se
multiplica no vetor invertebrado, e o amastigota, localizado nas células do sistema fagocitico
mononuclear do hospedeiro vertebrado (Brasil, 2005; Bates, 2007).

As leishmanioses humanas subdividem-se em visceral (LV) e tegumentar, que inclui a
forma cuténea (LC), mucocuténea (LMC) e cutanea difusa (LCD) (Reithinger & Davies, 1999). As
manifestacdes clinicas variam de acordo com a espécie de Leishmania e a resposta imunoldgica do
hospedeiro (Sanchez-Saldana et al., 2004).

A leishmaniose visceral no Brasil € causada por Leishmania (Leishmania) infantum (Brasil,
2009). Os cdes domésticos sdo 0s principais reservatérios do protozoario e um problema
significativo de saude publica. A infec¢do também foi observada em outros animais, como gatos e
canideos selvagens (Fernandez-Bellon et al., 2006; Martin-Sanchez et al., 2007; Sobrino et al.,
2008). O aumento de casos diagnosticados em gatos domésticos sugere que eles podem
desempenhar um papel relevante na transmissao do agente (Pennisi & Persichetti, 2018; Pereira et
al., 2020).

O primeiro caso de leishmaniose felina foi relatado por Sergent et al. (1912) na Argélia.
Desde entdo, a prevaléncia tem aumentado, com variacdes de 1,3% em Portugal e Catar, a até 25%
no Brasil e Ird (Pennisi Persichetti, 2018; Akhtardanesh et al., 2017; Benassi et al., 2017; Berenguer
et al., 2020; Foroughi-Parvar et al., 2021; Lima et al., 2019). A mudanca de hospedeiros dos
flebotomineos devido ao uso de repelentes em cées pode estar influenciando esse aumento (Maia
et al., 2010; Basso et al., 2016). A deteccdo em gatos é complicada pelos sinais clinicos
inespecificos e a possibilidade de infeccdo assintomatica (Martin-Sanchez et al., 2007; Alcover et
al., 2021).

A infeccdo por L. infantum estd associada a resposta imune do hospedeiro. Em cées, a
doenca progressiva é caracterizada por altos niveis de anticorpos e uma resposta celular
enfraquecida, com baixa producdo de IFN-y, TNF-a e IL-2 (Maia & Campino, 2018). Em gatos, a
resposta imune inclui producdo de IFN-y, que pode justificar a menor predisposi¢ao a doenga
clinica (Solano-Gallego et al., 2016; Priolo et al., 2019; Tirado et al., 2021). Os sinais clinicos da
leishmaniose variam, podendo ser assintomaticos ou sintomaticos, e incluem perda de peso, apatia,
fraqueza, febre irregular, alteracbes no apetite, e sintomas cutaneos, como Ulceras na pele e
alteracbes nas orelhas e extremidades. Outros sintomas podem incluir arritmias cardiacas,

conjuntivite e hemorragias (Alvar et al., 2004).
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No ambiente silvestre ao redor do mundo, 189 espécies de dez ordens foram infectadas
naturalmente por Leishmania, com L. infantum em 98 espécies e L. (Viannia) spp. em 52.
Carnivoros e roedores foram os hospedeiros mais relevantes, embora os sinais clinicos sejam

frequentemente ndo relatados (Azami-Conesa et al., 2021).

4.6. Diagnostico de hemopatogenos

O diagnostico de hemopatdgenos é essencial para a deteccdo e tratamento eficaz das
doencas causadas por esses organismos no sangue dos hospedeiros. Entre os métodos utilizados, o
exame direto de esfregacos de sangue e a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) sdo os mais
comuns (Moody, Chiodini, 2000). No entanto, a deteccdo de hemoparasitos por esfregaco
sanguineo é limitada, apresentando baixa sensibilidade e subjetividade. Este método depende
fortemente das habilidades técnicas dos profissionais e exige a presenca de hiperparasitemia. Além
disso, a observacdo prolongada do esfregaco, que idealmente deve ocorrer logo apos a coleta da
amostra, pode comprometer a eficacia do diagnéstico (Normand et al., 2020).

Em contraste, a PCR oferece uma sensibilidade significativamente maior, superando 0s
métodos diretos parasitolégicos como o esfregaco sanguineo (Barbet, 1995; Bdse et al., 1995;
Figueroa & Buening, 1995). A técnica pode ser aprimorada com o uso de nested PCR (nPCR), que
emprega iniciadores internos para aumentar a sensibilidade do teste. A semi-nested PCR, uma
variacdo que utiliza um iniciador interno junto com um da primeira reacdo, também melhora a
deteccdo dos hemoparasitos (Silveira, 2012).

Somado ao diagndstico molecular, a bioinforméatica desempenha um papel crucial no
diagnostico ao aplicar técnicas computacionais para interpretar informacGes genéticas e
moleculares relacionadas aos hemoparasitos. Ferramentas como o BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) permitem a identificacdo de semelhancas entre sequéncias de DNA ou proteinas ao
comparar sequéncias-alvo com as armazenadas em bancos de dados, como o GenBank (Lesk,
2008). Softwares como o BioEdit, amplamente utilizado pela comunidade cientifica, auxiliam na
andlise da qualidade das sequéncias e na construcdo de "contigs", que sdo fragmentos de DNA
sobrepostos oriundos da mesma fonte genética (Pereyra et al., 2021; Houbraken et al., 2020; Heker
et al., 2016). Outras ferramentas, como CLUSTALW e MEGA, facilitam o alinhamento multiplo
de sequéncias de DNA, permitindo a identificacdo de semelhancas e a realizagdo de estudos
filogenéticos (Tamura et al., 2011; Hillis et al., 1996).
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O diagnostico da leishmaniose envolve técnicas parasitologicas e soroldgicas, incluindo
pesquisa direta em lesdes, exame histopatoldgico e imunofluorescéncia indireta. A sorologia, como
ELISA, pode apresentar reacfes cruzadas, enquanto a PCR é mais sensivel e especifica para
detectar DNA do parasito. A PCR, combinada com a técnica de RFLP, ainda pode ser eficaz para
identificar diferentes espécies de Leishmania, embora o sequenciamento de nucleotideos seja cada
vez mais utilizado para uma identificagdo mais precisa. (Da Cruz, 2014). A identificagdo precisa
das espécies de Leishmania € essencial para o controle da doenca e para a compreensédo do papel
de hospedeiros ndo primarios na transmissao. A expansao urbana e a presenca de cdes e gatos
infectados em areas endémicas reforcam a importancia da rapida identificacdo das espécies de
Leishmania para um diagnostico eficaz e para estratégias de controle (Ahuir-Baraja et al., 2021;
Pereira, Maia et al., 2021; Azami-Conesa et al., 2021).

Portanto, a combinacao de técnicas de PCR com analise bioinformatica é fundamental para
a confirmacéo precisa de diagndsticos e para a realizacdo de estudos filogenéticos, proporcionando
uma compreensdo mais detalhada das amostras positivas e dos hemopatogenos envolvidos. (Hillis
et al. em 1996).

4.7. Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii é um protozoario intracelular da familia Sarcocystidae, causador da
toxoplasmose, uma infec¢do zoon6tica com ampla prevaléncia global. Este parasito € notavel por
sua resisténcia e capacidade de infectar diversos mamiferos e aves. Felinos domésticos e silvestres
servem como hospedeiros definitivos, onde ocorrem tanto o ciclo sexual (gametogonia) quanto o
assexual (esquizogonia) do parasito. Por outro lado, outros animais de sangue quente atuam como
hospedeiros intermediarios, abrigando apenas a fase assexuada do ciclo (Schliter et al., 2014;
Ferroglio et al., 2014).

A transmissdo de T. gondii ocorre principalmente de duas formas: pela ingestao de oocistos
esporulados presentes em vegetacdo, dgua e solo, excretados nas fezes dos felinos, e pela ingestéo
de cistos teciduais encontrados na musculatura dos hospedeiros intermediarios. Uma terceira
forma, menos comum, é a transmisséo vertical, na qual taquizoitos sdo transferidos da placenta
para o feto ou pelo leite materno, podendo resultar em infeccdo congénita e aborto (Dubey, 2008;
2009a).
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A infeccdo por T. gondii apresenta uma ampla distribuicdo geogréfica e pode afetar uma
variedade de espécies. Em hospedeiros imunocompetentes, geralmente causa infeccdo
assintomatica, embora isso possa depender do tipo de cepa infectante. JA& em individuos
imunossuprimidos, a infeccéo pode provocar sinais clinicos graves (Desmonts & Remington, 1980;
Dubey, 2009b). A prevaléncia de T. gondii em animais de zooldgico e de vida livre, particularmente
felinos silvestres, contribui para a disseminacdo do parasito dentro dos ecossistemas. Esses animais
podem representar uma fonte potencial de infeccédo para outros animais e humanos (Ullmann et al.,
2010; Dubey, 1991).

No Brasil, o crescimento urbano tem levado a degradacao de areas florestais e a preservacao
de pequenos remanescentes de vegetacdo, criando condi¢Bes propicias para a convivéncia de
hospedeiros domeésticos e silvestres. Esta interacdo entre ambientes urbanos e silvestres pode levar
ao surgimento de doencas e ao desequilibrio ecolégico devido a predacdo e desaparecimento de
espécies nativas (Dubey et al., 2003; Lehmann et al., 2003; da Silva et al., 2010). Estudos
realizados no pais revelaram a presenca de T. gondii em 53,7% dos mamiferos silvestres ndo
voadores e 21,5% dos morcegos selvagens, bem como em 52,8% dos gatos domésticos
examinados. A presenca do DNA do parasito foi confirmada tanto em animais selvagens quanto
domeésticos, evidenciando a circulacéo de T. gondii e o papel crucial desses animais na perpetuacao
do ciclo de vida do parasito (Fournier et al., 2014).

Em humanos, a infeccdo € mais comum em areas rurais e em regibes com menor
desenvolvimento socioeconémico, sendo a principal via de transmissdo a ingestdo de carne
contaminada com bradizoitos, particularmente carne de suinos, ovinos e aves, frequentemente
consumidas cruas ou mal cozidas. A contaminacgdo de hortaligas e agua também contribui para o
risco de infec¢cdo, ampliado pela alta quantidade de gatos no pais, que sdo hospedeiros definitivos
do parasito (Jones & Dubey, 2012; Hill & Dubey, 2013). A presenca de gatos em areas urbanas e
rurais contribui para a contaminacao ambiental por oocistos, expondo tanto humanos quanto outros
animais ao parasito (Jones et al., 2007; Nash et al., 2005; Jones et al., 2009; Shapiro et al., 2019).

Os sintomas da toxoplasmose variam com o estado imunoldgico do individuo. Pessoas
saudaveis podem apresentar sintomas leves ou ser assintomaticas, enquanto gestantes infectadas
enfrentam riscos significativos, incluindo aborto espontaneo, malformagdes congénitas, e danos
neuroldgicos e oculares no feto (Boughattas et al., 2011; Smith et al., 2021). Medidas de controle,

como a gestdo da populacdo felina e a conscientizacdo sobre préaticas de higiene e alimentagéo
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seguras, sdo essenciais para a prevencao da infec¢do. Cozinhar adequadamente carnes e lavar bem
alimentos também sdo praticas recomendadas para reduzir o risco de transmissdo (Elbez-
Rubenstein, 2009; Dubey, 2021).
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5. MATERIAL E METODOS
5.1. Consideracdes éticas

O presente trabalho estd inserido no projeto multidisciplinar “Desenvolvimento de
protocolos de acompanhamento geo-referenciado da prevaléncia de SARS-CoV-2 em animais

domésticos e no homem e sua associa¢do com infeccBes pré-existentes”, e possui trés projetos:

1- “Estudo multicéntrico para a vigilancia de SARS-CoV-2 em animais de companhia com
interface @ Uma SO Salde (Projeto PetCOVID-19): coorte prospectiva de mamiferos
domiciliados para avaliacdo de risco de transmissdo zooantropondtica no Brasil”, o estudo
inclui cinco capitais brasileiras Belo Horizonte (MG), Campo Grande (MS), Curitiba (PR),
Recife (PE), Sdo Paulo (SP). O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso
de Animais (nmero CEUA: 184/2021) da Universidade Federal de Minas Gerais, Brasil
(Anexo 1) como parte do estudo multicéntrico Pet-COVID-19 (CNPq n° 402341/2020-1).
O consentimento por escrito foi obtido do proprietario antes que os animais fossem
incluidos no estudo. Todos os procedimentos foram elaborados para reduzir o sofrimento
dos animais, e todos os proprietarios foram informados sobre 0s possiveis riscos e como
proteger a equipe de pesquisa da infeccdo por SARS-CoV-2 por meio do uso adequado de

equipamentos de protecdo individual.

2- “Investigagdo de patogenos em gatos comunitarios no municipio de Belo Horizonte, Minas
Gerais”, parceria entre Secretaria Municipal de Satide/Geréncia de Controle de Zoonoses de Belo
Horizonte e Universidade Federal de Minas Gerais, CEUA 185/2016 e SisGen: AAD865B (Anexos
2e3).

3- “Levantamento do virus Sars-Cov-2 e coinfec¢do com parasitos em mamiferos pertencentes a
Fundacdo de Parques Municipais e Zoobotanica de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil:
caracterizacdo parasitoldgica e molecular baseada na perspectiva de Uma So Saude”; no Anexo 4
pode ser consultado o termo de parceria de pesquisa entre a UFMG e a Fundacdo de Parques
Municipais e Zoobotanica de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil. As amostras utilizadas neste

estudo foram coletadas como parte do servico prestado pela Universidade Federal de Minas Gerais
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(UFMG) a Fundacéo Parque Municipal e Zooboténica de Belo Horizonte (FPMZB), sob o cddigo
de ramal Siex-UFMG 302557.

5.2. Area de estudo
5.2.1. Municipio Belo Horizonte

Belo Horizonte € um municipio brasileiro e capital do estado de Minas Gerais, situado a
850 metros de altitude (S 19°48'57" W 43°57'15") (Figura 5). O municipio se estende por 331,4
kmz2, com populagdo estimada pelo IBGE para 1° de julho de 2021 de 2.530.701 habitantes com
uma densidade demografica de 7 580,2 habitantes por km2, tornando-se 0 sexto municipio mais
populoso do pais. A cidade ¢ composta totalmente por zona urbana, formada por 487 bairros,
dispostos em nove administracdes regionais. O indice de Desenvolvimento Humano (IDH) do
municipio é considerado alto, segundo dados do Programa das NacBes Unidas para o
Desenvolvimento (PNUD), com valor de 0,810, o segundo maior de Minas Gerais e 0 vigesimo do
Brasil. O municipio é o principal polo econémico de Minas Gerais e frequentemente apontado
como a terceira maior cidade em importancia econémica do pais. O clima de Belo Horizonte é
classificado como tropical com estacdo seca (Aw segundo Koppen). A temperatura média anual
esta em torno de 22 °C sendo que o verdo € moderadamente quente, com alta precipita¢do, enquanto
o0 inverno é agradavel, praticamente sem precipitacdo (Mundoeducacdo, 2022).

5.2.2. Parque Municipal Américo Renné Giannetti de Belo Horizonte (PqMARG)

O Parque Municipal Américo Renné Giannetti é o patriménio ambiental mais antigo de
Belo Horizonte. Conhecido como Parque Municipal, se localiza no hipercentro, regido mais
adensada da cidade de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil (S 19°55'37" W 43°56'42") (Figura 5,
5A), com area de 182 mil m?, proximo a regido hospitalar, perto de hospitais, laboratérios de
diagnosticos, Faculdade de Medicina, e Centro de Saude do estado. O PQMARG atualmente serve
como refugio para varias espécies da fauna silvestre, doméstica e sinantropica o que faz dele um
ecossistema bem representativo. O espaco abriga aproximadamente 70 espécies de vertebrados,
incluindo mamiferos, aves, répteis, anfibios e peixes. Animais como gambaés de orelha branca e o

mico-estrela, podem ser observados no parque pelos visitantes (PBH, 2023).
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5.2.3. Jardim Zooldgico da Fundagdo de Parques Municipais e Zooboténica de Belo
Horizonte — (FPMZB-BH)

O Jardim Zooldgico da Fundagdo de Parques Municipais e Zoobotéanica, existente desde
1959, esté localizado na regido da Pampulha da cidade de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil (S
19°51'35”,0'44° W 38") (Figura 5, 5B), é considerado um importante espaco de lazer e
principalmente de educacdo ambiental para visitantes de Belo Horizonte e de outras cidades do
pais. O Zoologico de BH possui aproximadamente trés mil animais de mais de 250 espécies entre
répteis, aves, anfibios e mamiferos. A aquisicdo e permuta de animais passou a ser controlada por
orgaos ambientais, mantendo o controle rigido das espécies e de regras sanitarias. Desde entdo o
Z00 passou a participar de uma rede que lida com a conservacdo das espécies da fauna silvestre e
que traca planos de manejo e diretrizes que sdo seguidas por entidades de conservagao nacionais e
internacionais (PBH, 2022).

5.3.Animais do estudo
5.3.1. Origem dos animais do estudo

Foram estabelecidas parcerias para obtencdo das amostras bioldgicas em animais de vida
livre e de cativeiro com as seguintes entidades: Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) e Fundagao
de Parques Municipais e Zoobotanica, ambas coordenadas pela Prefeitura Municipal de Belo
Horizonte (PBH).

No Projeto PetCOVID-19 foram incluidos animais de companhia cujo tutor estivesse em
isolamento domiciliar, com diagnostico laboratorial confirmado para SARS-CoV-2 através de RT-
gPCR ou resposta imunoldgica apenas por IgM (caracterizando doenca ativa), até sete dias da data
do diagndstico, residente em (MG). Sendo considerados como animais de companhia os mamiferos

domeésticos como caes e gatos.
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Figura 5 — Localizagdo geogréfica das areas onde as coletas foram realizadas: Municipio Belo Horizonte (S 19°48'57"
W 43°57'15"), Parque Municipal Américo Renné Giannetti de Belo Horizonte (S 19°55'37" W 43°56'42"), Jardim

Zoolégico de Fundacao de Parques Municipais e Zoobotanica de Belo Horizonte (S 19° 51' 35", 0’ 44° W 38").
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Figura 5B - Area de estudo - Jardim Zool6gico da Fundagio de Parques Municipais e Zoobotanica de Belo Horizonte,
com cerca de 1,4 milhdo de m2.
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Fonte: Prefeitura de Belo Horizonte

5.4. Captura dos Animais e coleta de amostras sanguineas
5.4.1. Céaes e gatos domeésticos do projeto PetCOVID-19

Os tutores dos animais de companhia participantes do projeto foram recrutados através de
demanda esponténea, com a divulgacdo da pesquisa em redes sociais, canais de divulgacéo das
instituicOes de pesquisa, universidades e laboratorios envolvidos. Todos os tutores ou familiares
voluntarios receberam, por e-mail ou aplicativo de comunicacdo, o termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE) (Anexo 5)

Foram coletadas amostras bioldgicas com intervalo medio de sete dias, de pelo menos um
animal de companhia da residéncia. A cada visita foi realizada a anamnese e aplicado o
questionario in loco para avaliacdo do quadro clinico do animal (Anexo 6). De cada animal foram
coletados swabes nasal, orofaringeo e retal (para RT-gPCR), além de sangue total (para
diagndsticos parasitologicos) e sangue para obtengdo de soro (para soroneutralizacdo e
diagndsticos soroldgicos), totalizando cinco amostras por animal. Caso a amostra inicial fosse

positiva, uma segunda coleta foi realizada duas semanas apds a primeira, no mesmo local.
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Foram considerados positivos para COVID-19 os animais que tinham ao menos um swabe
positivo @ RT-qPCR. As amostras obtidas através de swabe foram conservadas em tubos estéreis
contendo meio de transporte viral (COPAN™ eNAT (COPAN Diagnostics, CA, USA) sob
refrigeracdo (2-8°C) por até 72h, congeladas em -20°C por até 30 dias ou em -80°C por tempo
indeterminado e foram processadas através do método de RT-gPCR. As amostras de sangue total
e soro foram mantidas congeladas a -20°C até seu processamento.

Todas as amostras foram identificadas com o nome do municipio Belo Horizonte, se sdo
caes ou gatos com a letra inicial da palavra e 0 nimero consecutivo segundo ordem como eram
coletados na sua residéncia (BHCO1, BHGO0L1...)

5.4.2. Gatos do PQMARG

As amostras estudadas foram provenientes de gatos capturados pela Secretaria Municipal
de Belo Horizonte que desenvolvem um Programa de Controle Etico da Populacdo Animal. As
coletas foram realizadas desde fevereiro até setembro de 2021. Os gatos foram capturados de
segunda a quarta no PQMARG, exceto em situa¢fes onde as condi¢bes climaticas ndo eram
favoréaveis para o trabalho ou feriados, por uma equipe de Agentes de Combate a Endemias (ACES)
pertencentes ao CCZ da PBH, treinados para o0 manejo de animais. As buscas ativas dos animais
foram realizadas por toda a area do parque PQMARG sendo o recolhimento de gatos em diversos
pontos como: Carandai, o Coreto, a Administracdo, o Teatro, 0 Imaco, a area dos Brinquedos,
Ezequiel Dias, entre outras (Carvalho, 2018). Foram capturados por meio de puca, captura manual
e por gatoeiras, 0 méetodo dependeu principalmente do comportamento dos gatos, sendo que; 0 uso
de armadilhas (gatoeiras) devidamente montadas foram utilizadas para 0s gatos que se
apresentaram ariscos e agressivos; foram capturados diretamente com as maos, com o auxilio de
luvas para protecdo aqueles gatos que se apresentaram ddceis; e no caso de aqueles gatos de
comportamento docil, mas que se tornam ariscos em situacoes de estresse, foi utilizado o pucé.

Como parte do Programa de Controle Etico da Populacdo Animal, os gatos capturados
foram esterilizados. SO eram castrados gatos considerados saudaveis. No momento da sedagéo para
a cirurgia de esterilizacdo foram realizadas as coletas das amostras biologicas por um médico
veterinario responsavel pela manutencdo das amostras até a entrega ao laboratério do CCZ ou na

propria instalacdo do PQMARG. O profissional do CCZ utilizou os equipamentos de protecdo
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individual (EPIs): avental descartavel, luva descartavel, méascara e face shield. As amostras de
sangue foram coletadas preferencialmente atraves da puncdo da veia jugular, sendo sangue total
em tubo com EDTA (Ethylenediamine tetraacetic acid) em um volume minimo de 1 mL por animal
e sangue em tubo sem EDTA para a obtencdo de soro. Também foram coletadas pele de orelha
durante o procedimento de marcacao do animal, armazenadas em microtubos contendo &lcool 70%.
As amostras foram mantidas congeladas a -20°C até seu processamento.

Além disso, a idade do animal foi estimada mediante a observacao de caracteristicas como
0 porte e denticdo dos animais (Carvalho, 2018). Para a pesquisa do Virus SARS-CoV-2 foram
coletadas amostras de swabes orofaringeos e retal em tubos contendo a solug&o inativadora do virus
de tiocianato de guanidina, fornecida pelo Laboratério de Biologia Integrativa do ICB.

Todas as amostras foram identificadas como Gato do Parque (GP) e o nimero consecutivo

segundo como eram levados para a castracdo (GP01, GP02...)

5.4.3. Mamiferos pertencentes ao Jardim Zool6gico da FPMZB-BH

No Jardim Zooldgico as coletas foram realizadas entre novembro de 2021 a marco de 2023.
Foram avaliados individuos da Classe Mammalia pertencentes ao plantel da FPMZB de acordo
com a necessidade de manejo dos mesmos. A captura e contencdo dos animais foi realizada pela
equipe de médicos veterinarios pertencentes ao Zooldgico.

As amostras biologicas foram coletadas na FPMZB apds a contencdo fisica e /ou quimica
pela equipe de médicos veterinarios da Fundacdo. As coletas de material foram realizadas em
consonancia com a programacao do manejo do plantel de mamiferos do Zoo, e oportunamente,
quando houve a necessidade de contencao fisica e/ou quimica, foram solicitadas a coleta de todas
as espécies de mamiferos presentes no zooldgico sendo pelo menos um espécime de cada uma
delas. Os dados sobre as espécies animais e a quantidade de espécimes solicitadas encontram-se na

Tabela 1, porém os espécimes amostrados dependeram do manejo usual e necessario do zoo.



Tabela 1- Detalhamento das espécies alvo do presente estudo e quantidade de individuos, por espécie.

ANIMAL NOME CIENTIFICO TOTAL QUANTIDADE
SOLICITADA

Ledo Panthera leo 1

Ongca pintada Panthera onca

Ongca parda Puma concolor

Gato palheiro Leopardus braccatus

Lobo guara Chrysocyon brachyurus

Furéo Galictis cuja

Gorila Gorilla gorilla gorilla

Chimpanzé Pan troglodytes

Barrigudo Lagothrix lagotricha

Bugio Alouatta sp

Macaco prego Sapajus apella

Macaco aranha Ateles sp

Parauacu Pithecia sp

Mico ledo preto
Sagui imperador
Mico ledo dourado
Talapoin

Orix

Cervo dama
Cervo nobre
Cervo do pantanal
Veado catingueiro
Tamandua bandeira
Tamandua mirim
Cateto

Paca

Cutia

Anta

Ourico

Zebra

Cobo meia lua
Rinoceronte
Elefante
Hipopdtamo
Camelo

Lhama

Leontopithecus chrysopygus
Saguinus imperator
Leontopithecus rosalia
Miopithecus talapoin
Oryx gazella

Dama dama

Cervus elaphus
Blastocerus dichotomus
Subulo gouazoubira
Myrmecophaga tridactyla
Tamandua tetradactyla
Pecari tajacu

Cuniculus paca
Dasyprocta azarae
Tapirus terrestris
Erinaceus europaeus
Equus quagga burchellii
Kobus ellipsiprymnus
Ceratotherium simum
Loxodonta africana
Hippopotamus amphibius
Camelus bactrianus
Lama glama
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Os recipientes para coleta dos diferentes materiais foram fornecidos pelo laboratorio de

Protozoologia Veterinaria-PROTOVET. Todas as amostras foram identificadas como Animais do

Zooldgico (AZ) e numero consecutivo segundo sua chegada ao laboratério (AZ01, AZ02...), em

caso de chegar mais de uma amostra no mesmo dia o pesquisador decidiu a ordem consecutiva

para eles, sempre fazendo coincidir nome/espécie do animal com o cédigo de identificacdo. As

amostras foram armazenadas até a realizacdo das analises.
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Em tubos a vdcuo com ou sem anticoagulante (EDTA), foram coletados, por punc¢éo da veia
jugular, 5 mL de sangue de cada espécime, armazenados a -20°C até seu processamento. Amostras
bioldgicas (swabe nasal, oral e retal) que foram avaliadas para SARS-CoV-2 foram coletadas em
tubos contendo o liquido preservante de DNA/RNA Shield™ (Zymo Research, USA)
disponibilizada pelo Laboratorio de Biologia Integrativa (LBI) e conservados a -80 °C até seu

processamento.
5.5. Processamentos das amostras
As amostras sanguineas foram processadas da seguinte maneira:

a) Uma aliquota da amostra sangue total acondicionada em microtubos de 1,5 mL,
devidamente identificados e congelados em temperatura de —20° C para extra¢do de DNA.
O restante foi centrifugado para obtencdo de plasma e congelado como estoque.

b) Na amostra de sangue sem anticoagulante apds formacdo do coéagulo, os tubos foram
centrifugados e os soros separados e aliquotados, congelados em temperatura de -20° C,

para posterior analise soroldgica.

5.6. Analises laboratoriais
5.6.1. Locais de realizacdo das analises laboratoriais

As analises laboratoriais referentes a pesquisa do SARS-CoV-2 foram realizadas no
TECSA Laboratorio Credenciado Nacional (Belo Horizonte, Brasil); Laboratério de Retroviroses
pertencente ao Departamento de Medicina Preventiva, Escola Veterinaria da UFMG e no
Laboratdrio de Biologia Integrativa (LBI) pertencente ao Departamento de Genética, Ecologia e
Evolucéo.

Os testes sorologicos para Toxoplasma gondii foram realizados no Laboratério de
Toxoplasmose, pertencente ao Departamento de Parasitologia, os dois ultimos pertencentes ao
Instituto de Ciéncia Biologicas (ICB) da UFMG.

As analises laboratoriais dos hemopatégenos foram realizados no Laboratorio de

Parasitologia Veterinaria (ProtoVet), pertencente ao Departamento de Medicina Veterinaria



65

Preventiva da Escola de Veterinaria, UFMG. Na Figura 6, encontra-se um organograma

esquematizando a metodologia utilizada no presente estudo.

Animais Gatos Mamiferos
Projeto PetCovid PgMARG Jardim Zoolégico
Pele de
Sangue Soro Swabs Soro Sangue Swabs Sangue Swabs
orelha
PCR ELISA RT-PCR ELISA PCR PCR RT-PCR PCR _l RT-PCR
[—  Ehrlichia Toxoplasma Toxoplasma || gppicpia Leishmania — Ehrlichia Leishmania
gondii gondii
— Anaplasma Sequenciamento l—  Anaplasma Sequenciamento — Anaplasma Sequenciamento
—  Mycoplasma Classificagdo de —  Bartonella Classili.cagio de —  Bartonella Classm_cagao de
variantes variantes variantes
|— Pi 78 - I = Mycoplasma 3li
Piroplasmas Anélises Mycoplasma Anlises lycop 'Anall?e.s
filogenéticas filogenéticas filogenéticas
|— Leishmania X — Piroplasmas
[— Piroplasmas
[— Bartonella ) Anilises
Sequenciamento

Sequenciamento

" filogenéticas

Sequenciamento

Figura 6 - Organograma esquematizando a metodologia utilizada no presente estudo

5.7. Analises moleculares
5.7.1. Diagnostico molecular de SARS-CoV-2

A realizacdo dos testes moleculares para avaliar a presenca de RNA especifico para SARS-
CoV-2 foram realizados nos Laboratérios TECSA (Belo Horizonte, Brasil) em parte das amostras
obtidas pelo projeto PetCovid e o restante das amostras no LBI do Departamento de Genética,

Ecologia e Evolucdo do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais.

5.7.1.1. Procedimentos de RT-gPCR Laboratorios TECSA

O RNA total das amostras de swabe foi extraido usando um kit comercialmente disponivel
(Maxwell® RSC simply RNA Tissue Kit, Promega Co., Madison, WI, USA) e uma plataforma
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automatizada (Maxwell® RSC 48, Promega Co., Madison, WI, USA), de acordo com as instrucdes
do fabricante. Os testes de SARS-CoV-2 RT-gPCR foram realizados usando um Kits
comercialmente disponiveis (GoTag® 1-Step RT- Promega Co., Madison, WI, EUA) e (2019-
nCoV, Integrated DNA Technologies — IDT, Coralville, 1A, EUA) visando duas regides: 2019
nCoV_N1 (F: GACCCCAAAATCAGCGAAAT, R: TCTGGTTACTGCCAGTTGAATCTG e P:
ACCCCGCATTACGTTTGGTGGACC) e 2019nCoV_N2 (F: TTACAAACATTGGCCGCAAA,
R: GCGCGACATTCCGAAGAA e P: ACAATTTGCCCCCAGCGCTTCAG) conforme descrito
anteriormente para a deteccdo de SARS-CoV-2 (Epifanio et al. 2021). A RT-gPCR foi realizada
em termociclador comercial (QuantStudio™ 1 — Bloco de 0,2 mL de 96 pogos, Thermo Fisher,
Waltham, MA, EUA). A ciclagem consistiu em um estagio de transcrigdo reversa a 50°C por 15
minutos, inativacao da transcriptase reversa e ativacdo da DNA polimerase a 95°C por 2 minutos,
seguido por 45 ciclos de 95°C por 3 segundos e 55°C por 30 segundos. Um valor limite de ciclo
(valor CT) inferior a 40 foi definido como um resultado de teste positivo (Bio-Rad Reliance SARS-
CoV-2 RT-PCR Assay Kit (IVD), FDA, 2021). Todas as amostras foram testadas em duplicata e
s0 foram consideradas positivas para SARS-CoV-2 quando pelo menos dois genes foram

amplificados. As amostras com apenas um alvo amplificado foram consideradas inconclusivas.
5.7.1.2. Procedimento de RT-gPCR LBI
5.7.1.2.1. Extracdo de RNA

O procedimento de extracdo de RNA das amostras coletadas foi feito a partir dos tubos de coleta
contendo amostras de swabes e meio de transporte (tiocianato de guanidina ou DNA/RNA
Shield™). O RNA total das amostras de swabes foi extraido usando um kit comercialmente
disponivel (PureLink™ RNA Mini Kit, Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific, EUA), seguindo
as recomendacdes do fabricante segundo o protocolo para purificacio de RNA de amostras
liquidas. Cada lote de extracdo incluiu um controle negativo contendo agua livre de nuclease no

lugar da amostra.
5.7.1.2.2. RTgPCR

As amostras de RNA extraido foram testadas para a presencga de dois alvos do gene do

nucleocapsideo (N1 e N2) do SARS-CoV-2 além de um gene constitutivo (Housekeeping gen)
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como controle endogeno (B-actina) por meio de ensaio RT-qPCR. A sequéncia dos iniciadores e
sondas fluorescentes utilizados no diagnéstico foram sugeridas pelo CDC dos EUA (EUA
200001)®. Para o alvo N1, as sequéncias dos iniciadores direto, reverso e da sonda utilizadas
foram, respectivamente: 5’-GACCCCAAAATCAGCGAAAT-3’, 5°-
TCTGGTTACTGCCAGTTGAATCTG-3’, ¢ 5’-FAMACCCCGCATTACGTTTGGTGGACC-
3’. Para o alvo N2, as sequéncias dos iniciadores direto, reverso e da sonda utilizadas foram,
respectivamente: 5’- TTACAAACATTGGCCGCAAA-3’, 5°- GCGCGACATTCCGAAGAA-3’
e 5’>-FAMACAATTTGCCCCCAGCGCTTCAG-3’. Para o alvo B-actina (Kessler et al., 2009), as
sequéncias dos iniciadores direto, reverso e da sonda utilizadas foram, respectivamente: F 5°-
CAACCGTGAGAAGATGACTCAGA-3’, R 5’- CCCAGAGTCCATGACAATACCA-3’ e P 5’-
FAMTCTCTGTACGCTTCTGGCCGCACC-3’. Para o diagnostico via RT-qPCR foi utilizado o
kit iTag™ Universal Probes One-Step — BIO-RAD. As amostras foram diagnosticadas em placas
com capacidade de 96 pogos (Ultralux).

Cada placa continha um controle negativo da mistura (dgua livre de nuclease), um controle
negativo da extracdo (agua livre de nuclease) e um controle positivo (plasmideos com sequéncias
dos trés alvos). A mistura da PCR foi preparada de acordo com as instrucdes do fabricante e
contendo, para cada alvo: 5uL do reagente Master Mix iTaq universais sondas DNA polimerase
(2x), 0,25uL da enzima transcriptase reversa (RT) iScript™, 0,75uL do pool iniciador para os trés
alvos, além de 4pL do RNA a ser testado, resultando num volume total de 10uL por reacéo.

As PCR em tempo real foram realizadas no aparelho CFX Opus 96, BIO-RAD, CA, USA
de acordo com a seguinte ciclagem como descrito anteriormente por Lu et al., 2020 com
modificages: transcri¢do reversa a 50°C por 10 minutos (ciclo Unico), inativacdo da transcriptase
reversa e ativacdo da DNA polimerase a 95°C por 3 minutos (ciclo Unico) e 45 ciclos de
desnaturacdo (95°C por 15 segundos) e anelamento (55°C por 30 segundos) e extensdo (60°C por
30 segundos). A amplificacdo dos trés alvos para cada amostra foi analisada no software do
instrumento de PCR em tempo real utilizado. Alvos com Cycle Threshold (CT) de amplificagdo <
40 foram considerados detectaveis. Os resultados de cada amostra foram interpretados da seguinte
maneira: deteccdo dos dois alvos virais e do controle enddgeno: amostra positiva para o0 SARS-
CoV-2; deteccdo de um dos alvos virais e do controle enddgeno: amostra indeterminada; deteccéo

apenas do controle endogeno: amostra negativa para 0 SARS-CoV2; auséncia de deteccdo do
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controle endégeno: amostra invalida (Bio-Rad Reliance SARS-CoV-2 RT-PCR Assay Kit (1VD),
2021).

5.7.1.2.3. Sequenciamento do genoma viral

A analise foi realizada no Laboratério de Biologia Integrativa do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais. As amostras consideradas positivas para o
SARS-CoV-2 foram triadas com base no CT da amplificacdo de RT-qPCR. Amostras com CT <
30 foram consideradas elegiveis para os procedimentos de amplificacdo do genoma viral,
montagem de bibliotecas e sequenciamento (WHO, 2021). O kit utilizado foi QIAseq® SARS-
CoV-2 Primer Panel - QIAGEN, uma abordagem de sequenciamento por amplificacdo via PCR de
acordo com as instrugdes do fabricante descritas no QIAseq SARS-CoV-2 Primer Panel Handbook
03/2021. As amostras foram convertidas em cDNA por meio de transcri¢do reversa e submetidas
primeiramente a amplificacdo dos genomas virais e preparacao das bibliotecas de DNA, seguido
da quantificacdo e verificacdo da integridade das bibliotecas de DNA, posteriormenete foi realizado
0 sequenciamento do genoma viral, montagem dos genomas e determinacdo das linhagens (QlAseq
SARS-CoV-2 Primer Panel Handbook 03/2021).

As amostras que testaram positivo para SARS-CoV-2 por RT-PCR, com valores de ciclo
umbral (Ct) >30, mesmo considerando que apresentam altos valores de Ct, foram também
sequenciadas com o sequenciamento de nova geracdo (NGS) usando um procedimento para
amostras com CT altos com o protocolo xGen™ SARS-CoV-2 Amplicon Panel xGen SARS-CoV-
2 S Gene Amplicon Panel (Integrated DNA Technologies, Estados Unidos), realizado de acordo
com as instrucBes do fabricante. O sequenciamento foi realizado em um MiSeq (lllumina, San
Diego, CA, Estados Unidos).

Os dados gerados apés o sequenciamento foram filtrados com Trimmomatic v0.39 (Bolger
et al., 2014), para aparar bases de baixa qualidade (Phred score < 30) e remover reads curtos (< 50
nucleotideos), bem como adaptadores e sequéncias de primers. Posteriormente, as leituras foram
mapeadas contra 0 genoma de referéncia SARS-CoV-2 (nimero de acesso: NC_045512.2) com o
programa Bowtie2 (Langmead et al., 2019). Os arquivos de mapeamento foram manipulados com
samtools (Li, 2011), enquanto a opgdo de consenso bcftools (Li, 2011) foi usada para estimar as
sequéncias consensuais do genoma. Locais de baixa cobertura foram mascarados com bedtools

(Quinlan e Hall, 2010). Bases com menos de 10x de profundidade de sequenciamento foram
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mascaradas. Sequéncias com menos de 70% de amplitude de cobertura do genoma foram

removidas de analises posteriores.

5.7.1.2.4. Classificacdo da linhagem SARS-CoV-2 e andlises filogenéticas

Os genomas gerados no presente estudo foram submetidos ao programa Pangolin v.3.1.14
para classificacdo de linhagens. Para corroborar os resultados encontrados no Pangolin, as
sequéncias consenso foram classificadas usando o aplicativo da web NextClade v2.8.1
(Aksamentov et al., 2021). Todos os genomas foram depositados no banco de dados GISAID
EpiCoV. Para confirmar a classificacdo da linhagem, foi criado um conjunto de dados de referéncia
com genomas publicos disponiveis no banco de dados GISAID EpiCoV. Este conjunto de dados
possui genomas humanos, felinos, caninos e animais silvestres das linhagens Alpha, Zeta, Gamma,
Delta e Omicron. O conjunto de dados foi alinhado com o minimapa v e uma filogenia de maxima

verossimilhanca foi inferida usando o programa 1Q-tree v2.0.3 sob 0 modelo GTR+F+1+G4.

5.8. Diagndstico molecular dos hemopatogenos no Laboratério ProtoVet.
5.8.1. Extracdo de DNA

A extracdo de DNA de sangue total foi realizada com o “Wizard Genomic DNA Purification
Kit” (Promega®, EUA), de acordo com as recomendagdes do fabricante para 300uL de sangue
total. Apos a extracdo a qualidade e a concentracdo das amostras foram determinadas através da
analise em NanoDrop (Epoch Microplate Spectrophotometer, Biotek®), e 0s DNAs armazenados
em freezer -20°C até seu processamento através da PCR. Para avaliar a eficiéncia das extracdes dos
materiais genéticos foram submetidas a amplificacado do gene constitutivo da proteina
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), GAPDH-F- 5-
CCTTCATTGACCTCAACTCAT-3"; GAPDH-R- 5- CCAAAGTTGTCATGGATGACC-
37(400pb), com um ciclo de amplificacdo de 95°C por 5 min; 35 ciclos de 95°C por 15 s, 50°C por
30s e 72°C for 30s; extensao final de 72 °C for 5 min. os produtos de PCR foram visualizados apds

eletroforese em gel de agarose a 2% (Birkenheuer et al., 2023).
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5.8.2. Amplificagdo do DNA

Diversos tipos de PCRs foram realizados para as amplificacdes do DNA devidamente

extraidas de acordo com o hospedeiro alvo:

- Convencional: Ehrlichia canis, Bartonella spp, Mycoplasma spp. hemotropicos, Mycoplasma
haemofelis, ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’, ‘Candidatus Mycoplasma turicensis’,
Cytauxzoon felis e Leishmania spp.

- Semi-Nested-PCR: Babesia vogeli,

- Nested-PCR: Anaplasma/Ehrlichia de granuldcitos e plaquetas, Ehrlichia monocitica, Anaplasma

platys, Anaplasma marginale, Anaplasma phagocytophilum, protozoarios da Ordem Piroplasmida

- RFLP- PCR- Anaélise de polimorfismo de fragmentos de restri¢do utilizando a PCR: Leishmania

spp.

As reacdes de amplificacdo foram realizadas conforme padronizado por Silveira et al.,
(2014), utilizando o reagente GoTaq Green Master Mix (Promega®, EUA), iniciadores especificos
e DNA-amostra (volume final de 10uL: Sul mix, 3,6uL agua, 0,4uL primers (iniciadores) forward
+ reverse, e 1ulL (10-20ng) DNA-amostra). Nas reacfes, que sdo compostas por segunda reagéo,
o volume final de 10pL ¢ composto por 9uL do Mix + 1uL do produto obtido na primeira reagao.
As amostras de controles positivos estdo descritas no Quadro 1 e os controles negativos das reagdes
foram a agua de milli-Q ultrapura DNase e RNase free que acompanha o kit do reagente GoTaq
Green Master Mix. As sequéncias dos iniciadores utilizados, alvos, tamanho esperado dos
fragmentos dos produtos amplificados, assim como as referéncias utilizadas estdo descritas no
Quadro 2. As PCRs foram realizadas em aparelho termociclador automatico (Bio-Rad®, USA)
com os programas especificados no Quadro 3a e 3b. Para melhor compreenséo da dindmica das
PCRs realizadas um fluxograma foi elaborado (Figura 7).



Quadro 1- Controles positivos utilizados em cada rea¢édo da PCR

Reacdo Controle positivo
GAPDH DNA de cdo sem infeccdo.
Piroplasmida Bezerro experimentalmente infectado com

Babesia bigemina

Cytauxzoon felis

Felideo  positivo com  sequenciamento
confirmado

Babesia vogeli

Cao experimentalmente infectado

Anaplasma/Ehrlichia de  granuldcitos
plaquetas (AEGP)

e

Cultivo de A. phagocytophilum em células IDE8

Anaplasma platys

Cdo positivo com sequenciamento confirmado

Anaplasma phagocytophilum

Céo positivo com sequenciamento confirmado —
MSP4 e MSP2

Anaplasma marginale

Amostra de sangue de bovino
experimentalmente infectado com A
marginale

Ehrlichia monocitica

Amostra de sangue de cdo naturalmente
infectado com Ehrlichia canis, confirmado por
sequenciamento  nucleotidico seguido de
analises filogenética

Ehrlichia canis

C&o positivo com sequenciamento confirmado

Mycoplasma spp. hemotrépico

Amostra de sangue de ruminante naturalmente
infectado com Mycoplasma spp. confirmado por
sequenciamento  nucleotidico seguido de
analises filogenéticas

Mycoplasma haemofelis

Felideo  positivo com  sequenciamento
confirmado

‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’

Felideo  positivo com  sequenciamento
confirmado

‘Candidatus Mycoplasma turicensis’

Felideo  positivo com  sequenciamento
confirmado

Leishmania spp.

Cultivo de medula de um cdo com LVC Cepa
MCAN/BR2000/BH400 Leishmania infantum
Cepa PH8 of Leishmania amazonensis

Cepa M2903 of Leishmania braziliensis

Bartonella spp.

Felideo  positivo com  sequenciamento
confirmado
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Quadro 2- Sequéncia de iniciadores utilizados para identificacdo dos agentes em estudo.
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Ordem/Género/ Espécie Sequéncia (5" para 3") Iniciador Alvo Produto Referéncia
(pb)
Piroplasmida
RIB-19 18S rRNA 1700 Zahler et al.,
1% reacéo CGGGATCCAACCTGGTTGATCCTGCCC RIB-20 2000
GAATTCCTTGTTACGACTTCTC
BAB-rumF 430 Silveira et al.,
22 reagdo ACCTCACCAGGTCCAGACAG BAB-rumR 2011
GTACAAAGGGCAGGGACGTA
. CGAATCGCATTGCTTTATGCTCCAA Birkenheuer et
Cytauxzoon felis TTGATACTCCGGAAAGAG Cytaux F+R  18S rRNA 284 al., 2006
Babesia vogeli
GCATTTAGCGATGGACCATTCAAG BvB1F 18S rRNA ~340 Birkenheuer et
1% reacéo ATGCCCCCAACCGTTCCTATTA BvB1_793- al. 2003
772R
GTTCGAGTTTGCCATTCGTT BCV2-F 192
22 reacdo ATGCCCCCAACCGTTCCTATTA 793-772R
Anaplasma/Ehrlichia de
granuldcitos e plaquetas
1% reacéo GE3a 16S rRNA 932 Massung et
CACATGCAAGTCGAACGGATTATTCTT GE10r al.1998
CCGTTAAGAAGGATCTAATCTCC
2% reacao GEOof 546
AACGGATTATTCTTTATAGCTTGCTGGC GE2
AGTATTAAAAGCAGCTCCAGG
Anaplasma platys
12 reacdo 8-F 16S rRNA * Ramos et al.,
AGTTTGATCATGGCTCAG 1448-R 2009
CCATGGCGTGACGGGCAGTGT
2% reacao PLATYS-F 678
GATTTTTGTCGTAGCTTGCTATG EHR16S-R
TAGCACTCATCGTTTACAGC
Anaplasma phagocytophilum
12 reacdo MSP4AP5 msp4 849 De la Fuente et
ATGAATTACAGAGAATTGCTTGTAGG MSP4AP3 al., 2005
TTAATTGAAAGCAAATCTTGCTCCTATG
2% reacao msp4f 381 Bown et al.,
CTATTGGYGGNGCYAGAGT msp4r 2007
GTTCATCGAAAATTCCGTGGTA




Quadro 2. Continuacéo.
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Ordem/Género/ Espécie Sequéncia (5" para 3") Iniciador Alvo Produto Referéncia
(pb)
Anaplasma marginale
GGGAGCTCCTATGAATTACAGAGATTGT MSP45 msp4 872
1% reacéo TTACCCGGATCCTTAGCTGAACAGGAAT MSP43 de la Fuente et
CTTGC al. 2008
CGCCAGCAAACTTTTCCAAAATATGGGG AnapF msp4 294 Silveira et al.
2% reacao ACACAGGCAAAT AnapR 2012
Ehrlichia monocitica
1% reacdo NS16SCH1F 16S 1195 Kawahara et al.,
ACGGACAATTGCTTATAGCCTTACAACT NS16SCH1 rRNA 2009
TTTATGGATTAGCTAAAT R
2% reacdo NS16SCH2F 443 Kawabhara et al.,
GGGCACGTAGGTGGACTAG NS16SCH2 2009
CCTGTTAGGAGGGATACGAC R
Ehr1401F virB9 377
Ehrlichia canis CCATAAGCATAGCTGATAACCCTGTTAC Ehr1780R Azhahianambi
TGGATAATAAAACCGTACTATGTATGCT etal., 2018
Mycoplasma hemotrépico HBTF 16S 618
ATACGGCCCATATTCCTACG HBTR rRNA Criado-Fornelio
TGCTCCACCACTTGTTCA et al., 2003
Mycoplasma haemofelis OH-OK 16SrRNA 274 Watanabe et al.,
CGTGGAAACTAGAGCTTCGCGAGC 00CB-r1 2008
ATGGTATTGCTCCATCAGACTTTCG
‘Candidatus Mycoplasma CA-B2f 16S 202 Watanabe et
haemominutum’ ATGCCCCTCTGTGGGGGATAGCCG 00CB-r1 rRNA al.,2008
ATGGTATTGCTCCATCAGACTTTCG
‘Candidatus Mycoplasma CMt-F 16S 138 Peters et
turicensis’ AGAGGCGAAGGCGAAAACT CMt-R rDNA al.,2008
CTACAACGCCGAAACACAAA
Leishmania spp. LITSR ITS1 300-350 El Tai et al
CTGGATCATTTT CCGATG L5.8S 2000
TGATACCACTTA TCGCACTT
Bartonella spp. CTCTTTCTTCAGATGATGATCC BartF 16S-23S 145-232 Jensen et al.
AACCAACTGAGCTACAAGCCCT BartR rRNA 2000
regido

intergénica




Quadro 3a. Programas utilizados para as reacfes de amplificacdo do tipo PCR convencional.
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Etapas Bartonella spp. Micoplasmas M. ‘C. Mycoplasma E. canis C. felis
hemotrépicos haemofelis e turicensis’

‘C. Mycoplasma

haemominutum’
Desnaturacdo inicial 95°C (2') 94°C (10" 94°C (5 95°C (2 94°C (4" 95°C (5"
Desnaturacéo 95°C (1) 95°C (30") 94°C (45") 95°C (10") 94°C (30") 95°C (45")
Anelamento 60° (1") 60°C (30") 58°C (45") 58°C (30") 63° (30") 59°C (45")
Extensao inicial 72°C (30") 72°C (30") 72°C (45") 72°C (30") 72°C (30") 72°C (1)
Ciclos 45x 39x 35x 30x 35x 40x
Extensao final 72°C (5 72°C (109 72°C (5") 72°C (5 72°C (2 72°C (5")
Hold 4°C (o0) 10°C (o) 8°C (o0) 8°C (o0) 12°C () 8°C ()




Quadro 3b- Programas utilizados para as reacdes de amplificacdo do tipo, semi-nested, nested PCR
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Etapas Piroplasmida / Anaplasma platys A. phagocytophilum/ Babesia vogeli
Anaplasma/Ehrlichia de A. marginale
granulécitos e plaquetas
12 e 22 Reagdo 12 Reagéo 22 Reagéo 12 e 22 Reagéo 12 Reagéo 2% Reacéo

Desnaturacio 95°C (2) 95°C (5) 95°C (5 95°C (5 95°C (5) 95°C (2)
inicial
Desnaturacao 94°C (30") 95°C (30") 95°C (30") 95°C (45") 95°C (45") 94°C (30")
Anelamento 55°C (30") 53°C (30")  55°C (30") 58°C (45") 58°C (54") 55°C (30")
Extensdo inicial 72°C (1) 72°C (1'30")  72°C (1'30") 72°C (45") 72°C (45") 72°C (1)
Ciclos 40x 34x 34x 50x 30x 40x
Extensdo final 72°C (5) 72°C (5") 72°C (5") 72°C (5") 72°C (5") 72°C (5"
Hold 12°C () 10°C () 10°C () 4°C (o) 4°C (o) 12°C ()




Figura 7 - Fluxograma esquematizando apresentando a sequéncia das reacdes de PCR realizadas para as amostras utilizadas no presente estudo.

PCR
GENERICOS

Ordem Piroplasmida
(nested PCR)

Leishmania spp
(PCR)
Gatos PQMARG
Zooldgico (Carnivoros e Primatas)

(+)

(+)

PCR
ESPECIFICOS

‘ PCR

Cytauzoon felis
(PCR convencional)
Felideos

GENERICOS

Babesia vogeli
(semi nested PCR)

Canideos

Ehrlichia/Anaplasma

granuldcitos e plaquetas
(nested PCR)

Bartonella spp
(PCR convencional)
Gatos PgQMAG
PetCovid
Zoolodgico

Ehrlichia/Anaplasma de

agranulécitos
(nested PCR)

Leishmania spp
(RFLP - PCR)
Gatos PQMARG
Zooldgico (Carnivoros e Primatas)

Micoplasmas

hemotropicos
(PCR convencional)

(+)

+)

PCR
ESPECIFICOS
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Anaplasma marginale
(semi nested PCR),
Ruminantes zoo

Anaplasma platys
(nested PCR)
Cdes, gatos, zooldgico (Carnivoros)

A. phagocytophilum
(nested PCR)
(alvo msp4), Caes, gatos, zooldgico

Ehrlichia canis
(nested PCR), Cdes, gatos

M. haemofelis

(PCR convencional), Cdes, gatos

C. M. haemominutum
(PCR convencional)
Cdes, gatos

C. M. turicensis
(PCR convencional)
Cdes, gatos
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Os produtos amplificados foram misturados ao revelador GelRed (Biotium®, USA) diluido
em &gua milli-Q ultrapura DNase e RNase free, na proporcdo de 1:400 (5pL produto + 2uL corante)
e posteriormente submetidos a eletroforese (30 minutos, 100V) em gel de agarose 1%, 1,5% ou
2%, de acordo com o tamanho dos amplicons gerados, utilizando o tampéo de corrida TAE 0,5X.
Para a determinacdo dos fragmentos do amplicons foram utilizados marcadores de tamanho
molecular de 100pb ou de 1kb (Promega®, USA), variando de acordo com o tamanho das bandas
investigadas. Os resultados obtidos ap6s a eletroforese foram visualizados atraveés de um
transluminador de luz ultravioleta e registrados pelo fotodocumentador L-PIX (Loccus
Biotenologia LTDA/Brasil). As amostras foram consideradas positivas apos analise comparativa

com a banda referente ao controle positivo.
5.8.3. Diagnostico molecular de Leishmania spp (Gatos do PQMARG).

Aproximadamente 25 mg de pele de orelha de cada gato do PQMARG foram usados para
extracdo de DNA gendmico total (Ortega et al., 2017). A extracdo foi realizada com o Kit
Puregene® Core Kit A (Gentra® Puregene® Kits) (Qiagen, Hilden, Alemanha) seguindo as
instrugcdes do fabricante. O DNA obtido foi ressuspenso em 100 plL de tampdo de eluigéo e
congelado a -20 °C até a sua utilizacdo. A concentracdo e a qualidade do DNA foram determinadas

usando o Nanodrop (Nanodrop® 2000, Thermo Fisher Scientific).
5.8.3.1. PCR convencional

O gene ribossdmico ITS1 especifico para Leishmania foi amplificado usando os primers
LITSR (5-CTG GAT CAT TTT CCG ATG-3) e L5-8S (5-TGA TAC CAC TTATCG CAC TT-
3). A reacdo de amplificacdo foi realizada no volume de 25uL utilizando o reagente GoTag® Green
Master Mix, 2X (Promega®, EUA), iniciadores especificos e DNA-amostra (12,5uL mix, 9,5uL
agua, 1uL dos iniciadores forward e reverse, e 1uL de solugdo de DNA. Todos os testes incluiram
um controle negativo sem DNA e controles positivos, listados no Quadro 2. As condigdes de
amplificagdo foram: desnaturacéo inicial a 95°C por 2 min, 37 ciclos a 94°C por 30s, 53°C por 1
min, 72 °C por 1 min, e uma extens&o final durante 72°C por 6 min. Os amplicons de cerca de 300-
350 fragmentos de pares de bases (pb) foram visualizados usando um transluminador em gel de

agarose 2% corado com brometo de etidio.


https://www.qiagen.com/us/products/discovery-and-translational-research/dna-rna-purification/dna-purification/genomic-dna/gentra-puregene-kits/
https://www.bioz.com/result/puregene%20core%20kit%20a/product/Qiagen
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5.8.3.2. Tipificagéo por PCR-RFLP

Para identificacdo de espécies de Leishmania, os produtos de PCR (5 pL) foram digeridos
com uma enzima endonuclease Haelll 2U, por 1h a 37°C (Restriction Endonuclease Haelll
(SigmaAldrich® Inc., USA) de acordo com as instrucdes do fabricante. A mistura de digestdo em
banho de gelo contém 1,5 ul de tampdo da enzima 10X, 2,5 pl agua livre de nuclease e 1,0 ul de
enzima. Os fragmentos de restricdo (3 pl) + 3 ul de tampédo da amostra 2X (0,5% de azul de
bromofenol, 0,5% de xileno-cianol, 400mM de Ficoll) foram analisados em gel de poliacrilamida
5% conforme o descrito por Sambrook et al., (1989) a 100 volts em TAE1X [pH 8,0; 0,04 M Tris-
acetato, 1 mM EDTA] em 5% de acrilamida/bis-acrilamida, até a completa migracdo dos
fragmentos amplificados de interesses. O produto padrdo de restricdo de PCR obtido com as
espécies L. infantum, L. braziliensis e L. amazonensis como controle positivo e &gua como controle
negativo, permitindo a identificacdo das espécies de Leishmania foram submetidos a eletroforese.
Foi utilizado um marcador de tamanho molecular de 50pb ou 100pb (DNA Ladder Plus,
Promega®, USA). Apos a eletroforese, os fragmentos foram visualizados por coloracdo em nitrato
de prata, de acordo com o protocolo descrito por Santos et al., (1993), fixacdo (etanol absoluto 10
%, &cido acético 0,5%) por 10 min, coloracdo (absoluto 10%, acético 0,5%, nitrato de prata 0,2%)
por 7-10 min, lavagem rapida em agua mili-Q e revelacdo (hidroxido de sddio 3% p/v e 0,3% de
Formaldeido 37% v/v) até visualizacdo das bandas de interesse. Apos a revelacao, os geis foram
novamente transferidos para a solucdo fixadora e fotografados para a documentacao e andlises dos
resultados.

5.8.4. Sequenciamento nucleotidico

Todos os produtos de PCR positivos foram posteriormente purificados com o QIAquick
PCR Purification Kit (Qiagen Biotechnology Brazil, S&o Paulo, Brasil) e Biospin Gel
Extraction/PCR Purification Kit seguindo as instru¢bes do fabricante. Posteriormente, cada
amostra purificada foi submetida a uma nova eletroforese em gel de agarose a 1%, corado com
GelRed, para confirmacdo da pureza das amostras, além da dosagem em Nanodrop (BioTek
Epoch™). O sequenciamento dos amplicons purificados foi realizado no sequenciador automatico

capilar pelas empresas CT Vacinas/fUFMG, Belo Horizonte, Brasil e a ACTGene (Rio Grande do
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Sul, Brasil) (https://actgene.com.br/). Nos nested PCR foram usados os iniciadores da segunda
reacdo. As amostras foram preparadas de acordo com as recomendacdes das empresas encarregadas
do sequenciamento. Cada um dos amplicons foi sequenciado duas vezes, sendo uma vez com 0
iniciador direto, e uma com o reverso, totalizando duas sequéncias/amostra, 0 que permitira a
formacéo de sequéncias de consenso.

As sequéncias foram alinhadas, editadas e analisadas usando o programa BioEdit, v7.0.5.3
(Hall., 1999). A identidade de cada sequéncia foi confirmada por comparagdo com as sequéncias
disponiveis no GenBank usando o software BLAST (Basic Local Alignment Search Tool,
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) (Altschul et al., 1990). Ap6s a comparacdo da identidade, as
sequéncias analisadas foram caracterizadas em género ou espécie, de acordo com o grau de
similaridade com os dados ja depositados no Genbank e usadas para posterior analise filogenética.

As sequéncias de nucleotideos amplificadas foram depositadas no GenBank.
5.8.5. Analises filogenéticas

As reconstrucdes filogenéticas foram feitas depois da obtencédo, anélise e comparagdo dos
produtos do sequenciamento com sequéncias depositadas no GenBank. Os programas CLUSTAL
W (Thompson et al., 1994) e MEGA X (Kumar et al., 2004) foram utilizados para alinhamento e

analise filogenética, respectivamente.
5.9. Analises sorologicas para Toxoplasma gondii

As andlises soroldgicas para T. gondii foram realizadas nas amostras de cées e gatos do
projeto PetCOVID e nos gatos do PQMARG.

5.9.1. Preparo de antigeno de T. gondii para ELISA

O antigeno a utilizado foi preparado a partir de taquizoitos da cepa RH de T. gondii
sonicados seguindo o protocolo descrito por Buery et al., (2014) com modificagdes, seguido de
dosagem de proteinas pelo método de Lowry et al., (1951).

Primeiramente os camundongos foram submetidos a eutanésia com 2 a 3 dias de infecgéo,
para obter os taquizoitos de T. gondii (cepa RH), a partir da lavagem da cavidade peritoneal dos
camundongos. O material obtido foi centrifugado por 10 minutos a 1400g e o sobrenadante
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desprezado. Logo, os pellets formados contendo os taquizoitos foram concentrados em um sé tubo,
os taquizoitos foram ressuspendidos em 2 mL de PBS pH 7,2, depois colocados em banho de gelo.

Em seguida, os taquizoitos foram sonicados por ultrassom (Ultrasonic Homogeneizer -
4710; Coler-Palmer Instrument Co.) em 5 ciclos de 40 hertz (em banho de gelo) durante 1 minuto
e com intervalos de 1 minuto entre cada ciclo para o rompimento das formas parasitarias,
procedimento que foi acompanhado através do microscopio. A suspensdo com o0s taquizoitos
rompidos foi centrifugada a 10000g a 4°C durante 30 minutos e a concentra¢do de proteinas do
antigeno obtido foi determinada pelo método de Lowry et al., (1951). Logo depois o antigeno foi

estocado a -20°C até o momento do seu uso.

5.9.2. Ensaio de imunoabsor¢do enzimatica — ELISA

Para a deteccdo de anticorpos 1gG especificos anti-T. gondii foi realizado o teste
imunoenzimatico (ELISA-1gG) indireto segundo Clementino et al., (2007) com algumas
modificacdes.

Numa primeira etapa, as placas de poliestireno de 96 orificios (SARSTEDT®, Numbrecht,
Germany) foram sensibilizadas com 100 pL. em cada pogo do antigeno diluido (de acordo com a
concentracdo padronizada: 1,0 ug/poc¢o), em tampdo apropriado carbonato/bicarbonato (Coating
Buffer) (pH 9,6). Seguida de uma incubacdo overnight a 4° C. No dia seguinte, a solucdo do
antigeno foi descartada, as placas foram lavadas 2 vezes com solucdo de lavagem Tween 20 a
0,05% (SST) e secada por inversdo em papel absorvente. Ap6s a secagem se colocou a solucao
bloqueadora com PBS-Caseina 2% a 37 °C por 30 minutos e logo em seguida, a placa foi lavada 2
vezes com SST, secada e colocados 0s soros.

Tanto os soros a serem testados, como o0s dois soros controle positivos e 0s seis Soros
controle negativos foram diluidos em PBS-T/Caseina 0,25% (PBS-Tween 20 a 0,05% + Caseina
até 0,25%), na dilui¢ao de 1:100, e distribuidos 100 pL por pogo da placa, seguida da incubacéo a
37°C por 45 minutos. Os soros foram ensaiados em duplicata. Além disso, se colocaram 100 ul de
PBS-T/Caseina 0,25% (sem soros) em alguns pocos, sendo o branco para zerar o aparelho.

Apos a incubacdo, foram realizadas uma série de 4 lavagens com SST. Logo, foram
adicionados a cada pogo da placa 100 pL de conjugado anti-IgG do animal a ser testado marcado
com peroxidase (SIGMA, produto no A-3415) diluido a 1:1500 em PBS-T/Caseina 0,25%, e
posteriormente incubada por 45 minutos a 37 °C. Depois deste periodo, as placas foram lavadas 4
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vezes com SST e secadas por inversao. A reacao foi revelada por adicdo de 100 puL do substrato (2
ug de o-phenilenodiamino (SIGMA) em 10 mL de solucdo de 4cido citrico e 2 uL. de H202) por
pogo. Apos 20 minutos a reagdo foi interrompida com 25 ulL de H2SO4 (4 N) por pogo e a leitura
realizada em leitor de ELISA (BioTek Epoch™) com filtro de 490nm. foram utilizados como
controles brancos, pocos de cada placa, com antigeno, conjugado e substrato, sem soro.

O ponto de corte (cut off) para o ELISA foi a média de absorbancia de seis amostras de
soro do animal a ser testado negativos para T. gondii (testados em cada placa) mais trés desvios
padrdo. A meédia de absorbancia dos soros testados em duplicata foi dividida pelo valor do ponto
de corte de cada placa para determinar o indice de reatividade (I.R.). Soros com valores de .LR.>1,0
foram considerados positivos engquanto soros com 1.R.<1,0 foram considerados negativos para a
presenca de anticorpos anti-T. gondii. O IR é uma medida quantitativa que reflete a concentragdo
de anticorpos especificos na amostra, permitindo a identificacdo de animais expostos ao parasito
(Régo et al., 2016).

5.10. Analise dos dados

Os dados obtidos foram compilados e analisados utilizando o software Excel 2016
(Microsoft Corporation, WA, EUA) para organizacao e tabulacdo, enquanto a analise estatistica
foi realizada no software Stata versdo 16.0 (StataCorp LLC, Texas, EUA), seguindo o0s
procedimentos descritos por Favero & Belfiore (2017). A frequéncia de positividade foi calculada
e apresentada em percentuais. Para avaliar as associac@es entre as variaveis, incluindo os resultados
dos testes moleculares, soroldgicos, sexo e idade, foram utilizados os testes do qui-quadrado (y?) e
0 teste exato de Fisher. O teste do qui-quadrado foi empregado quando as frequéncias esperadas
em todas as células das tabelas de contingéncia eram > 5, enquanto o teste exato de Fisher foi
utilizado quando as frequéncias esperadas eram < 5 ou em casos onde a frequéncia observada era
igual a zero. A medida de associacao entre as varidveis foi determinada por meio da odds ratio,
calculada através de modelos de regresséo logistica, para verificar se a presenga de coinfeccdes
representava um fator de risco para a infecgdo por SARS-CoV-2. As diferengas foram consideradas

estatisticamente significativas quando o valor de p foi menor ou igual a 0,05.
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6. RESULTADOS: CAPITULO 1

6.1. Resultados dos animais oriundos do Projeto PetCOVID-19, Municipio Belo Horizonte

Parte dos resultados da pesquisa que envolve o Projeto PetCOVID-19, ja foram publicados

nas seguintes referéncias:

Silva Filho, A.P., Kmetiuk, L.B., Bicalho, G.C., Castillo, A.P., Soares, L.F., Vasconcelos,
P., Santos, A.P.S., Carvalho, O.V., Reis, J.K.P., Silveira, J.A.G., Araujo, R.N., Aguiar, R.S.,
Brandespim, D.F., Pettan-Brewer, C., Biondo, A.W.*, Barbosa, D.S. (2023). First reported cases
of SARS-CoV-2 infection in owned dogs in Belo Horizonte, Brazil. Arg. Bras. Med. Vet.
Zootec., 75(3), 531-534. https://doi.org/10.1590/1678-4162-12890

Galhardo, J.A., Barbosa, D.S., Kmetiuk, L.B., de Carvalho, O.V., Teixeira, A.l.P., Fonseca,
P.L.C., de Araljo E Santos, L.C.G., Queiroz, D.C., Miranda, J.V.O., da Silva Filho, A.P., Castillo,
A.P., Araujo, R.N., da Silveira, J.A.G., Ristow, L.E., Brandespim, D.F., Pettan-Brewer, C., de Sa
Guimarées, A.M., Dutra, V., de Morais, H.A., Dos Santos, A.P., Agopian, R.G., de Aguiar, R.S.,
Biondo, A.W. (2023). Molecular detection and characterization of SARS-CoV-2 in cats and
dogs of positive owners during the first COVID-19 wave in Brazil. Scientific Reports, 13(1),
14418. https://doi.org/10.1038/s41598-023-41285-0

Spanhol, V., Resende, C.F., Claudino, M., Melo, A., Moura, A., Fernandes, P., Souza,
B.M., Mendes, A., Castillo, A., Nicolino, R.R., Gongalves Silveira, J.A., Alcantara, L., Van
Voorhis, W.C., Reis, J. Seroprevalence of Anti-Sars-Cov-2 Antibodies in Cats and Dogs of
Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil. Disponivel em SSRN:
https://ssrn.com/abstract=4921244
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6.1.1. Caracteristicas da populagéo estudada

Os resultados obtidos nesta etapa de trabalho foram apresentados a seguir separadamente
pela espécie animal amostrada.

Como parte do Projeto PetCovid de janeiro de 2021 a agosto de 2022, divulgamos uma
pesquisa com tutores de animais que testaram positivo para COVID-19 (no maximo 07 dias) em
Belo Horizonte, Minas Gerais. Ap0s sermos contatados por proprietarios positivos para SARS-
CoV-2, de imediato marcamos visitas. No periodo assinalado, foram coletadas amostras por swabe
orofaringeo e retal de 86 animais, sendo que 48 (55,8%) eram cdes (22 machos e 26 fémeas) e 38
(44,2%) eram gatos (19 machos e 19 fémeas) (Figura 8). Em relacéo a idade, 03 cées e 05 gatos
apresentavam entre 0 — 12 meses de vida, 09 cées e 07 gatos entre 13 — 24 meses de vida e 36 caes
e 26 gatos com idade superior a 24 meses de vida (Gréafico 1). Somente em um gato nao foi possivel
obter a idade (Tabela 2).

Figura 8 - Representacdo grafica das caracteristicas da populacdo de cdes e gatos amostrados em Belo Horizonte,
Minas Gerais, tendo em conta uma amostra total de 86 animais, recolhida no periodo compreendido entre janeiro de
2021 a agosto de 2022,
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Tabela 2- Analise da idade de cées e gatos amostrados em Belo Horizonte, Minas Gerais, tendo em conta uma amostra
total de 86 animais, recolhida no periodo compreendido entre janeiro de 2021 a agosto de 2022.

Idade* Caes Gatos Total
6 meses 1 0 1
9 meses 1 0 1
10 meses 0 1 1
Menos de um ano 0 1 1
1 ano 0 2 2
1ano e 3 meses 1 0 1
1anoe?2 meses 1 0 1
1ano e 3 meses 1 0 1
1anoe 4 meses 1 0 1
lanoeb5 meses 3 3 6
2 anos 4 5 9
2 anos e 4 meses 0 1 1
2 anos e 6 meses 0 1 1
3 anos 4 5 9
3 anos e 5 meses 1 2 3
4 anos 2 5 7
4 anos e 5 meses 1 0 1
4 anos e 10 meses 1 0 1
5 anos 2 1 3
6 anos 2 1 3
7 anos 6 2 8
8 anos 4 2 6
9 anos 1 2 3
10 anos 4 2 6
11 anos 2 0 2
13 anos 1 1 2
14 anos 1 0 1
15 anos 1 0 1
16 anos 2 0 2
ND 0 1 1
Total 48 38 86

* Segundo dados informados pelos tutores.
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Grafico 1- Representacdo grafica da idade dos cdes e gatos amostrados em Belo Horizonte, Minas Gerais, no periodo
compreendido entre janeiro de 2021 a agosto de 2022.
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6.1.2. Detecgdo da infec¢do por SARS-CoV-2 nos animais do Projeto PetCOVID-19.

Do total de animais amostrados, 9,3% (8/86) tiveram diagndéstico confirmado para SARS-
CoV-2, sendo 7/48 (14,6%) caes e 1/38 (2,6%) gatos, como observado na Tabela 3. Todos os
swabes foram submetidos a RT-PCR em tempo real; dos swabes orofaringeos (n=86), 8,14% (n=7)
foram positivos, e dos retais (n=86), 4,7% (n=4) foram positivos. A descricdo de cada um dos
animais positivos encontra-se relatada nas Tabelas 4 e 5. Em todos 0s casos, 0s tutores testaram
positivo para SARS-CoV-2 e 0s animais de estimacdo ndo tiveram acesso a rua. Importante
ressaltar que nenhum dos animais positivos para SARS-CoV-2 apresentou alteracao clinica durante
anamnese e exame fisico.

Além do primeiro exame, o estudo também realizou uma "retestagem” dos pets entre 7 e 14
dias apds o primeiro teste para acompanhar sua evolugdo. De acordo com o especialista, assim

como o0s humanos, 0s animais passam a testar negativo para a presenca do SARS-CoV-2 depois de
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um periodo de tempo. Todas as amostras foram negativas para SARS-CoV-2 no RT-PCR durante

esse periodo.

Tabela 3- Frequéncia e percentual de amostras coletadas por swab orofaringeo e retal e amostras positivas para SARS-
CoV-2 por RT-gPCR, em cdes e gatos, recolhida em Belo Horizonte Minas Gerais no periodo compreendido entre
janeiro de 2021 a agosto de 2022.

Espécie Amostras examinadas Amostras positivas
n % n %
Caes 48 55,8 7 14,6
Gatos 38 44,2 1 2,6
Total 86 100 8 9,3

Tabela 4- Resultados das amostras positivas para SARS-CoV-2 em cées analisadas nos Laboratérios TECSA e no

Laboratorio de Biologia Integrativa do ICB.

Animal Sexo/idade Amostras Ctvalor Data
positivas
BHCO06 Macho/2 anos swab orofaringeo N1: 33 janeiro/2021
N2: 31
BHCO09 Macho/16 anos swab orofaringeo N1: 35 fevereiro/2021
N2: 34
BHC15 Fémea/15anos swab orofaringeo N1: 32 julho/2021
N2: 33
BHC22 Fémea/2 anos swab retal N1:35 janeiro/2022
N2:35
BHC 41 Macho/7 anos swab orofaringeo N1: 35 junho/2022
N2: 36
swab retal N1: 37
N2: 38
BHC 42 Fémea/7 anos swab orifaringeo N1:37 julho/2022
N2:37
swab retal N1: 37
N2: 38
BHC 46 Fémea/7 anos swab orifaringeo N1:38 julho/2022
N2:37
swab retal N1: 39
N2: 38

*CT positivo = < 40
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Tabela 5- Resultados das amostras positivas para SARS-CoV-2 em gatos analisadas nos Laboratorios TECSA e no
Laboratorio de Biologia Integrativa do ICB.

Animal Sexo/idade Amostras Ctvalor Data
positivas
BHG 36 Fémea/8 anos swab N1: 35 junho/2022
orofaringeo N2: 35

Entre as sete amostras positivas de cées, os valores médios de Ct foram 35,8 para o gene alvo
nCoV_N1 e 35,7 para o gene alvo nCoV_N2. Um genoma viral foi sequenciado com sucesso para
a amostra BHC22. As ferramentas Pangolin e NextClade classificaram o0 genoma gerado em nosso

estudo como a VOC Omicron BA.1 (EP1_ISL_17700572) (Figura 9).
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Figura 9. Arvore filogenética de maxima verossimilhanca. A arvore gerada apresenta um genoma (BHC22) de SARS-
CoV-2 gerado em nosso estudo (circulo laranja) e genomas publicos disponiveis no banco de dados GISAID EpiCoV
(n = 267). Cada ramo é preenchido de acordo com o hospedeiro do qual foi isolado. Gatos sdo representados em azul,
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cdes em verde e humanos em preto. VValores de bootstrap para os ramos mais importantes sdo apresentados com a
classificacdo de VOC.

6.1.3. Diagndstico molecular de hemopatégenos

Como resultado da pesquisa de hemopatdgenos em cées e gatos domiciliados em Belo
Horizonte, Minas Gerais, no periodo de janeiro de 2021 a agosto de 2022, a Figura 10A revela os
resultados positivos encontrados. O Anexo 7 identifica os animais, detalhando o ndmero de
identificacdo, data de coleta, sexo, idade e positividade molecular para patdgenos transmitidos por
vetores. Para 0s cées 45,8% (22/48) dos animais testados foram positivos para pelo menos um dos
patdgenos, 33,4% (16/48) dos animais testaram positivo para mais de um patégeno estudado neste
trabalho. No caso dos gatos 31,6% (12/38) dos animais testados foram positivos para pelo menos
um dos patdgenos, 18,4% (7/38) dos animais testaram positivo para mais de um patdgeno (Figura
10B.). Todas as amostras foram positivas na PCR para GAPDH o que demonstrou que o DNA foi

devidamente extraido.

Figura 10A- Representacdo grafica das frequéncias de amostras positivas para hemopatégenos, por método molecular,
em cées e gatos domésticos provenientes de Belo Horizonte Minas Gerais no periodo compreendido entre janeiro de
2021 a agosto de 2022.
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u Ehrlichia/Anaplasma
granuldcitos e plaquetas
Mycoplasma spp

®m Ehrlichia monocitca
m Bartonella spp.

Ordem Piroplasmida Mycoplasma spp.




89

Figura 10B— Representacdo grafica do percentual de deteccdo de um patégeno, dois ou mais patdégenos e nédo
detectados em cées e gatos domeésticos provenientes de Belo Horizonte Minas Gerais no periodo compreendido entre
janeiro de 2021 a agosto de 2022.

Caes Gatos

50%
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Para bacteérias pertencentes a familia Anaplasmataceae, em cdes das 48 amostras estudadas,
4,2% (2/48) apresentaram resultado positivo para Ehrlichia monocitica (Tabela 6). Ja para
Anaplasma/Ehrlichia de granulécitos e plaquetas, 58,3% (28/48) animais apresentaram resultado
positivo, 2,1 % (1/48) para reacao especifica para a espécie A. phagocytophilum, e 12,5 % (6/48)
para reacdo especifica para a espécie A. platys. Nos gatos, 28,9% (11/38) apresentaram resultado
positivo para Ehrlichia monocitica (EM), sendo 2,6% (1/38) identificado com E. canis (Tabela 6).
J& para AEGP nenhum dos animais apresentaram resultado positivo. A Figuras 11 e 12 apresentam

alguns dos resultados obtidos na PCR.
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Figura 11 - Eletroforese em gel de agarose 1% dos produtos amplificados por PCR para Ehrlichia monocitica. Linha
PPM: Padrdo de tamanho molecular de 1Kb (Sinapse inc); Coluna 1: controle positivo Ehrlichia canis; Coluna 17:
amostra de gatos com formac8o de banda na altura do fragmento esperado (443 pb); Coluna C-: controle negativo da
reacdo, agua livre de nuclease.

PPM1 2 3456 7 8 9101112131415 161718C-

Figura 12- Eletroforese em gel de agarose 1% dos produtos amplificados por PCR para Anaplasma/Ehrlichia
granulécitos e plaquetas. Linha M: Padrdo de tamanho molecular de 1Kb (Kasvi); Coluna C+: controle positivo
Anaplasma phagocytophilum; Colunas 2 a 11: amostras de caes domésticos com formagéao de bandas positivas; Coluna
12: controle negativo da reacdo, agua livre de nucleasse.

MG 1T 2.3 456 78910.11‘12

.

A bactéria Bartonella spp. foi detectada no 15,8% (6/38) dos gatos (Figura 13). Em relacéo
aos micoplasmas hemotrépicos, foi feita uma PCR alvo para o género Mycoplasma. O género
Mycoplasma nos cées foi detectado em 14,6% (7/48) das amostras (Figura 14) e nos gatos foi
detectado em 21,1% (8/38) sendo que, cinco (13,2%) foram positivos na reacdo especifica para
‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’ (CMhm), trés (7,9%) para a espécie Mycoplasma
haemofelis (Mhf) e nenhum para ‘Candidatus Mycoplasma turicensis’ (CMt) (Tabela 6).
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Figura 13 — Eletroforese em gel de agarose 3% dos produtos amplificados por PCR para Mycoplasma spp. Linha 1:
Padrdo de tamanho molecular de 100pb (Cellco); Coluna C+: controle positivo Bartonella clarridgeiae (146 pb);
Colunas 1 a 3: amostras com formac&o de banda na altura do fragmento esperado (146 a 251pb); Coluna 4: amostra de
gato doméstico; Coluna C-: controle negativo da reacéo, agua livre de nucleasse.

Figura 14 - Eletroforese em gel de agarose 2% dos produtos amplificados por PCR para Mycoplasma spp. Linha 1:
Padrao de tamanho molecular de 1Kb (Kasvi); Coluna C+: controle positivo Mycoplasma spp; Colunas 1 a 27: amostras
de cdes domésticos; Colunas 14,16,19,20 e 21: amostras com formagdo de banda na altura do fragmento esperado
(618pb); Coluna C-: controle negativo da reagdo, agua livre de nucleasse.

PPMC+1 2 34 567 8 91011121314151617 181920212223 24252627 C-

Para deteccdo de piroplasmideos foi utilizado um iniciador genérico capaz de detectar
infeccdo por espécies de Babesia, Theileria e Cytauxzoon. Dos 48 cdes testados, 18 (37,5%)
animais foram positivos na PCR genérica. Nenhuma das amostras testadas para gatos mostrou
positividade para os piroplasmideos (Tabela 6). A Figura 15 apresenta alguns dos resultados

obtidos. Nenhuma das amostras de cées e gatos testou positivo para Leishmania spp.
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Figura 15- Eletroforese em gel de agarose 1% dos produtos amplificados por nested PCR para ordem Piroplasmida.
PPM: Padrdo de tamanho molecular de 1Kb (Kasvi); Coluna 1: controle positivo Babesia bigemina; Colunas 2 a 4:
amostras de cdes domésticos com formacéo de banda na altura do fragmento esperado (430pb); Colunas: 5: controle
negativo da reagdo, 4gua livre de nuclease.

6.1.4. ELISA para deteccdo de anticorpos anti-Toxoplasma gondii em cées e gatos.

Dos 38 gatos que tiveram amostras de soro submetidas aos testes soroldgicos para
anticorpos 1gG anti-T. gondii, 06 foram considerados reagentes pelo ELISA sendo que a
soroprevaléncia encontrada foi de 15,8% (Tabela 6). Para os cdes, nenhuma amostra foi
considerada reagente para anticorpos IgG anti-T. gondii.

O indice de reatividade (IR) variou de 0,00 a 5,18 sendo que soros que apresentaram IR<
1,00 (84,2%) (32/38) foram considerados negativos. Entre os que apresentaram IR > 1,00 (15,8%),
em 50% (3/6) o IR estava entre 2,00 e 2,99; 16,7% (1/6) o IR estava entre 3,00 e 3,99 e 33,3% (2/6)
com IR >4 (Grafico 2).
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Grafico 2- Frequéncia dos indices de reatividade apresentados pelos soros de gatos domésticos soropositivos por
ELISA.

Numero de animais

2,00-2,99 3,00 - 3,99 >4
Indice de reatividade (IR)
Tabela 6- Frequéncia de hemopatdgenos e Toxoplasma gondii detectados em 48 cdes e 38 gatos domésticos

provenientes de Belo Horizonte Minas Gerais, recolhida no periodo compreendido entre janeiro de 2021 a agosto de
2022.

Hemopatdgeno NUmero de % NUmero de %
Caes Gatos
positivos positivos
Ehrlichia monocitica 2 4,7 11 28,9
Ehrlichia canis - - 1 2,6
Anaplasma/Ehrlichia 28 58,3 0 0
granulécitos e plaquetas
Anaplasma platys 6 12,5 - -
Anaplasma phagocytophilum 1 2,1 - -
Bartonella spp. - - 6 15,8
Micoplasmas hemotropicos 7 15,6 8 21,1
Mycoplasma haemofelis - - 5 13,2
‘Candidatus Mycoplasma - - 3 79
haemominutum’
Piroplasmas 18 37,5 0 0
Toxoplasma gondii 0 0 6 15,8

-: negativo
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6.1.5. Coinfecgdes e exposicdo a multiplos patdgenos

6.1.5.1. Coinfeccdo com SARS-CoV-2

Do total de animais testados, a coinfeccdo com SARS-CoV-2 e outros patdgenos foram
detectados em cinco cées (10,4%) e um gato (2,6%). Um cdo: um macho coinfectado com Ehrlichia
monocitica e Piroplasma, um macho coinfectado Anaplasma/Ehrlichia de granulocitos e plaquetas
e Piroplasma e duas fémeas coinfectadas com AEGP e Piroplasma e um céo fémea coinfectada
apenas com Mycoplasma hemotropico. O gato era uma fémea coinfectada com Bartonella spp. e
Mycoplasma ssp. hemotrépico (Quadro 4).

Quadro 4 - Resultados da coinfecgdo com SARS-CoV-2 e outros patdgenos detectados cdes e gatos domésticos
provenientes de Belo Horizonte Minas Gerais no periodo compreendido entre janeiro de 2021 a agosto de 2022.

Animal  SARS- E. Anaplasma/ Piroplasma Bartonella Mycoplasma
CoV 2 monocitca Ehrlichia spp. spp.
granulécitos e
plaguetas
BHCO06 + + - + - -
BHCO09 + - + + - +
BHC15 + - + + - -
BHC22 + - + + - -
BHC46 + - - - B n
BHG36 + - n T

Em relacdo as coinfeccdes encontradas, ndo foram observadas associacdes significativas entre as

variaveis detalhadas na Tabela 7.
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Tabela 7- Andlise estatistica de possiveis associagdes entre fatores selecionados e a positividade para SARS-CoV-2,
além de outros patégenos, em cées e gatos domésticos de Belo Horizonte, Minas Gerais, de janeiro de 2021 a agosto
de 2022.

Cées Gatos
Fator Valor P Valor P
SARS-CoV-2 SARS-CoV-2
positividade positividade
Idade 0.326 -
Sexo 0.597 0.500
Ehrlichia monocitica 0.273 0.711
positivo
AEGP 0.311 -
positivo
A. phagocytophilum positivo 0.864 -
A. platys positivo 0.455 -
Mycoplasma spp. hemotropico 0.733 0.211
positivo
Piroplasma positivo 0.227 -
Toxoplasma gondii 0.842
Hemopat6genos 0.454 0.447
Coinfeccbes 0.270 0.447

Associaces com valor de P < 0,05 foram consideradas estatisticamente significativas.
AEGP: Anaplasma/ Ehrlichia sp. granulécitos/plaquetas

6.1.5.2. Coinfecgdo entre os outros patdgenos detectados.

Além disso, foi detectada nos cées a presenca de outras coinfeccdes ou exposicdes entre 0s
patégenos (Quadro 5). As combinagGes mais comuns entre dois agentes foram para: AEGP +
Piroplasmas (13/16), E. monocitica + Piroplasmas (1/16), AEGP + Mycoplasma spp. (1/16),
combinacgbes detectadas entre trés agentes foi para: E. monocitica +A. platys + Mycoplasma spp.
(1/16). Com relacdo aos gatos, foi detectada a presenga de outras coinfecgdes ou exposicoes
incluindo: E. monocitca + T. gondii (3/7), AEGP + Mycoplasma spp. hemotdpico (2/7) e Bartonella
spp. + Mycoplasma spp. hemotdpico (2/7). Os resultados de positividade associados ao patégeno

estdo listados no quadro 6.
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Quadro 5- Resultados das combinac6es de infeccao e/ou soropositividade detectadas em caes domésticos provenientes
de Belo Horizonte, Minas Gerais no periodo compreendido entre janeiro de 2021 a agosto de 2022.

Animal EM AEGP A. phagocitopilum A. platys Mycoplasma spp Piroplasmas

BHC02 - + - - -

BHCO04 -

BHCO06 +

BHCO08 -

BHCO09 -

BHC11 -

BHC12 -

BHC13 -

BHC14 -

1
+
1
+| |+ | | ]| ]| ]| |+

BHC15 -

BHC16 +

1

+

+
1

BHC21 -

1
1
1
+

BHC22 -

1
]
]
+

| |+ A+ | ] ]| ] ] ]+
1
1
1

BHC23 -

1
]
+
1

BHC26 - - - - -

BHC27 - + - + -

BHC29 - - - - -

BHC32 - - - - -

BHC33 - + - - -

+| +| +| +| +]| +

BHC37 - + ; ; ;

(+): positivo (-): negativo EM: Ehrlichia monocitica AEGP: Anaplasma/Ehrlichia granulécitos/plaquetas

Quadro 6- Resultados das combinagdes de infeccdo e/ou soropositividade detectadas em gatos domésticos
provenientes de Belo Horizonte Minas Gerais no periodo compreendido entre janeiro de 2021 a agosto de 2022.

Animal Ehrlichia Bartonella Mycoplasma  M.haemofelis ‘Candidatus T. gondii
Monocitica spp. spp. Mycoplasma
haemominutum’

BHGO7 + - - - -

BHG10 + - - - -

BHG11 + - - - _ T
BHG16 + - + + + -
BHG19 + - + + + -
BGH21 - + + - - -
BGH35 - + + + + -
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6.1.6. DISCUSSAO

O presente estudo, parte do Projeto PetCovid, aborda a prevaléncia de SARS-CoV-2 e
hemopatdgenos em animais domesticos durante um periodo critico da pandemia de COVID-19.
Belo Horizonte, uma cidade fortemente afetada pela pandemia e com uma alta taxa de animais
domesticos, foi escolhida como cenério de estudo devido ao seu ambiente propicio para entender
a relacdo entre o virus e os patdgenos que afetam cées e gatos (Honorato, 2020).

Embora a populacdo de animais domésticos em Belo Horizonte seja grande, nosso estudo
obteve amostras de apenas 86 animais, um namero relativamente pequeno. Esse limite amostral
pode ser atribuido a fatores associados a pandemia e as metodologias de recrutamento. O
recrutamento foi realizado principalmente por meio de midias sociais e contatos pessoais, visando
tutores de animais que haviam testado positivo para SARS-CoV-2 até sete dias ap6s a infeccdo
(Calvet et al., 2021; Braga, 2020). As restricdes impostas pela pandemia, incluindo o isolamento
social e as dificuldades de mobilizacdo de pesquisadores, além da necessidade de medidas rigidas
de biosseguranca durante as visitas domiciliares, limitaram a eficiéncia e a rapidez das coletas
(Patterson et al., 2020; Meisner et al., 2022). Apesar desses desafios, a amostra obtida fornece
informacdes valiosas sobre a prevaléncia de SARS-CoV-2 e hemopatogenos em um cenario real
durante a pandemia.

O N amostral apresentou uma distribuicdo equilibrada entre cées (55,8%) e gatos (44,2%),
abrangendo uma ampla faixa etaria, desde filhotes até animais com mais de 24 meses. Foram
coletadas amostras de 22 cdes machos e 26 fémeas, e 19 gatos machos e 19 fémeas, refletindo a
diversidade da populacéo animal em Belo Horizonte (Silva et al., 2010; Honorato, 2020).

A deteccdo de SARS-CoV-2 em animais domésticos cujos tutores testaram positivo para o
virus ja foi amplamente estudada no Brasil, com resultados variados. O estudo de Calvet et al.
(2021) encontrou que 31% dos cdes e 40% dos gatos de domicilios com pacientes com COVID-19
estavam positivos ou soropositivos para SARS-CoV-2. Anticorpos neutralizantes para SARS-
CoV-2 foram detectados em 3,4% dos cées e 20% dos gatos, e seis desses animais apresentaram
sinais leves e reversiveis da doenca. Em contraste, Epifanio et al. (2021) encontrou uma baixa
prevaléncia, com apenas 2 de 15 gatos positivos e nenhum cédo positivo, em um estudo longitudinal
prospectivo realizado na cidade de Recife. Agopian et al. (2022) identificou uma prevaléncia de
15,8% em gatos e 3,3% em caes, evidenciando uma maior suscetibilidade dos gatos e variacfes



98

nas cargas virais. A variacdo na prevaléncia da positividade entre os estudos pode ser atribuida a
diferengas metodoldgicas na selecdo dos animais e nos testes de detecgdo (Galhardo et al., 2023).

No presente estudo, observou-se positividade em 9,3% (8/86) dos animais avaliados: 14,6%
(7/48) dos cées e 2,6% (1/38) dos gatos. Esses resultados corroboram outros estudos sobre a
deteccdo de SARS-CoV-2 em animais de estimacdo de familias com COVID-19+, porém
contrastam com a expectativa de maior positividade entre os gatos, conforme observado em estudos
anteriores (Shi et al., 2020). Estudos experimentais e de infec¢do natural indicam que os gatos séo
altamente suscetiveis a infeccdo, podendo eliminar o virus em niveis comparaveis aos observados
em humanos, o que sugere uma transmisséo eficiente de gato para gato por contato direto (EFSA,
Nielsen et al., 2023). Acredita-se que a diferenca na prevaléncia entre cées e gatos observada neste
estudo pode ser atribuida a vérios fatores, como diferencas na exposi¢do ao virus, comportamento
social, praticas de manejo e proximidade fisica com os tutores (Shi et al., 2020). Caes, devido ao
seu comportamento social e a maior interacdo com humanos (habitos de contato préximo, como
beijar, abracar e compartilhar a cama), podem ter um risco maior de infeccdo pelo virus em
comparacédo aos gatos (Sit et al., 2020; Fritz et al., 2021).

A andlise dos swabes revelou que 8,14% (7/86) dos swabes orofaringeos e 4,7% (4/86) dos
swabes retais foram positivos para SARS-CoV-2, indicando que a infeccdo pode ser detectada em
diferentes locais do corpo dos animais (Decaro et al., 2021). A maior prevaléncia na deteccao por
meio de swabes orofaringeos é consistente com outros estudos (Calvet et al., 2021; Epifanio et al.,
2021; de Sousa Barbosa et al., 2022), sugerindo que esse método pode ser o mais eficaz para a
deteccdo de SARS-CoV-2 devido a maior quantidade de genoma viral detectada. Além disso, 0s
resultados gendmicos revelaram a presenca de variantes semelhantes as predominantes em
humanos na época, reforcando a evidéncia cientifica da transmissdo zooantropondtica (Navarro-
Lopez et al., 2022; Botero et al., 2022).

A deteccéo da variante Omicron BA.1 em um céo doméstico neste estudo é consistente com
os achados de Ramasamy et al. (2023), que encontraram anticorpos para variantes do SARS-CoV-
2, incluindo pré-Omicron e Omicron, em 12,86% (35/272) dos gatos de Pittsburgh/EUA.
Chaiyawong et al. (2024) identificaram a variante Omicron BA.2 em um c8o e seu dono na
Tailandia, reforcando a evidéncia de transmissao intradomiciliar. Sdnchez-Morales et al. (2022)
detectaram a variante Omicron BA.1 em animais domésticos na Espanha, com 10,13% dos cées e
gatos positivos para RT-gPCR. Embora nosso estudo ndo tenha demonstrado a transmissao da
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variante Omicron BA.1 entre humanos e animais, os resultados destacam a importancia do
sequenciamento de amostras de humanos e animais de estimacdo para identificar linhagens
circulantes de SARS-CoV-2 e minimizar a propagacao do virus em ambientes domésticos.

Cées e gatos sdo comumente infectados por patdégenos transmitidos por vetores e tém um
papel fundamental como reservatorios e hospedeiros em seus ciclos de vida. Neste trabalho, a
pesquisa de hemopatogenos em cdes e gatos domiciliados em Belo Horizonte revelou uma
prevaléncia consideravel de infecgdes em ambos os grupos. Para os cdes, 45,8% (22/48) dos
animais testados foram positivos para pelo menos um dos patdgenos, e 33,4% (16/48) apresentaram
coinfeccdo com mais de um patégeno. Nos gatos, 31,6% (12/38) dos animais testados foram
positivos para pelo menos um patégeno, e 15,8% (7/38) testaram positivo para mais de um
patdégeno. No Brasil, resultados semelhantes foram obtidos em um estudo realizado na Clinica
Veterinaria-EMVZ/UFT em Araguaina entre maio de 2016 e maio de 2017, onde se analisou 379
laudos de hemoparasitoses. Dos 334 cdes examinados, 50% (167) foram positivos para
hemopatdgenos, incluindo Ehrlichia canis, Anaplasma platys, Babesia spp., € Mycoplasma
haemocanis. Nos 45 gatos, a taxa de positividade foi de 40% (18), com Anaplasma platys sendo o
hemopatogeno mais frequente (Rodrigues et al., 2021). Outro estudo, abrangendo cées e gatos de
trés cidades do pais, encontrou uma prevaléncia geral de hemopatogenos de 7,41% (45/607). Em
caes, a taxa foi de 6,58% (32/488) e, em gatos, 10,74% (13/119) (Bezerra et al., 2024). Embora
essa taxa seja inferior a encontrada em Araguaina e no presente trabalho, os dados indicam que a
infeccdo por hemopatdgenos continua a ser uma preocupacao significativa.

Para bactérias pertencentes a familia Anaplasmataceae, nossos resultados mostraram uma
prevaléncia notavel em cées e gatos domiciliados em Belo Horizonte. Entre os cdes, 4,2% (2/48)
apresentaram resultado positivo para Ehrlichia monocitica. Este resultado € semelhante ao 1,7%
(5/300) descrito por Dantas-Torres et al. (2018) para Ehrlichia spp. em cées no Nordeste do Brasil,
e maior gque o encontrado por Martin et al. (2019), que em um screening por PCR para Ehrlichia
spp. em 20 cdes clinicamente saudaveis, ndo encontrou nenhum caso positivo. Malheiros et al.
(2016) também n&do encontraram nenhuma amostra positiva para 0s genes dsb e 16S rRNA de
Ehrlichia spp. em cdes no sul do Brasil. A prevaléncia da infecgdo por E. canis em cées varia
conforme varios fatores, mas estd geralmente associada ao nivel de exposi¢do a carrapatos

infectados, o que explicaria as diferencas observadas nos estudos (Dantas-Torres et al., 2018).
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Em contraste, nos gatos, 28,9% (11/38) apresentaram resultado positivo para Ehrlichia
monocitica, resultado que estd em concordancia com a literatura existente, que também relata a
presenca de Ehrlichia spp. em gatos. Guimaraes et al. (2019) encontraram 26,4% (57/216) dos
gatos soropositivos para Ehrlichia spp. pela Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI). No
entanto, apenas 1,4% dos gatos testados foram positivos para o gene 16S rRNA de Ehrlichia spp.
por nPCR, sugerindo uma baixa taxa de deteccdo molecular em comparacdo com 0s resultados
soroldgicos. Por outro lado, Braga et al. (2021) detectaram anticorpos especificos de E. canis em
32,9% (25/76) dos gatos analisados, utilizando ELISA com peptideos especificos de E. canis, como
TRP19 e TRP36. A reatividade a diferentes peptideos sugere a presenca de maltiplos gendétipos de
E. canis, incluindo a possibilidade de novos gendtipos infectando felinos, como indicado pela
reatividade a TRP19 sem correspondéncia com TRP36.

Além disso, 58,3% (28/48) dos cées testaram positivo para AEGP, com 12,5% (6/48) para
A. platys e 2,1% (1/48) positivos para A. phagocytophilum. Esses resultados foram inferiores aos
encontrados em estudos similares realizados em Rondonia, onde 28,2% (13/46) dos cées foram
positivos para A. platys (Brum, Teixeira, 2022). No Sudeste do Brasil, Ramos et al. (2010)
reportaram uma prevaléncia de 48,78% (28/199) para o0 mesmo hemopatdgeno, indicando uma
variacdo consideravel na prevaléncia entre diferentes regides do pais.

A prevaléncia de A. phagocytophilum encontrada neste estudo em cées, embora considerada
baixa, confirma a circulagdo do parasito em Belo Horizonte. No Brasil, a presenca de A.
phagocytophilum ja foi documentada em carrapatos das espécies Amblyomma cajennense e
Rhipicephalus sanguineus, coletados de cdes domésticos (Santos et al., 2013). Silveira et al. (2015)
relataram um caso de coinfeccdo por A. phagocytophilum e Ehrlichia canis em um cdo com
historico recente de parasitismo por R. sanguineus sensu lato em Belo Horizonte, uma regido
endémica para essa espécie de carrapato. Estudos adicionais também identificaram a presenca
molecular de A. phagocytophilum em cdes da mesma localidade (Silveira et al., 2017). Nos gatos
deste estudo, nenhum animal testou positivo para AEGP, o que difere dos resultados observados
em estudos anteriores, onde foi encontrada a presenca de A. platys (André et al., 2022; Guimaraes
et al., 2019; Ferraz et al., 2023).

A baixa prevaléncia observada no estudo pode ser explicada por uma combinacdo de
fatores, incluindo limitagdes nos métodos de deteccdo, métodos menos sensiveis podem resultar

em subestimacdo da prevaléncia real da infecgdo (Silveira et al., 2017). Estudos futuros com
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técnicas de diagnostico mais sensiveis sao essenciais para esclarecer a real situacao epidemioldgica
da Anaplasmose Granulocitica Canina em Belo Horizonte.

Bartonella spp. esté distribuida globalmente, sendo mais frequente em regiées com climas
quentes e imidos, que favorecem o desenvolvimento dos vetores (Sepulveda-Garcia et al., 2022).
Neste estudo, a taxa de prevaléncia de Bartonella spp. em gatos domésticos foi de 15,8% (6/38),
semelhante ao relatado em outras regides sul-americanas, como no Paraguai (20,8%), Chile (18%),
Argentina (17,5%) e outras areas do Brasil (17%) (Staggemeier et al., 2010, Razgtnaité, et al.,
2021, Sepulveda-Garcia et al., 2023). Por outro lado, menor prevaléncia de Bartonella é relatada
em gatos da China (3,94% a 8,5%), Grécia (8,5%) , Japdo (4,6%) e Tailandia (2,53%), enquanto
maior prevaléncia é relatada em gatos da Italia (83,5%) (Pennisi et al., 2010). A discrepancia na
prevaléncia de Bartonella relatada em vérios estudos pode ser explicada principalmente pela
variacdo climéatica mencionada acima e pelas caracteristicas da populacdo de gatos estudada (gatos
errantes, gatos com tutores, gatos de abrigos), com base em relatos de maior prevaléncia de
Bartonella spp. em gatos errantes do que em gatos com tutores (Sepulveda-Garcia et al., 2023).

Diversas espéecies de Mycoplasma foram descritas como infectantes de animais domésticos
e selvagens em todo o mundo. Trés espécies sdo reconhecidas por afetar gatos:
Mycoplasma haemofelis, Candidatus Mycoplasma haemominutum e Candidatus Mycoplasma
turicensis. J& para os caes, as espécies conhecidas sdo Mycoplasma haemocanis e Candidatus
Mycoplasma haematoparvum (Mesquita et al., 2021). Neste estudo, hemoplasmas foram
detectados em 14,6% dos caes (Mycoplasma spp.) e 21,1% dos gatos, sendo 13,2% positivos para
'‘C. M. haemominutum' e 7,9% para M. haemofelis. A prevaléncia observada ¢ maior do que a
relatada no Catar, onde os indices foram de 7,8% para Mycoplasma spp. em cdes, além de 2,9%
para M. haemofelis, 2,9% para 'C. M. haemominutum’, e 5,9% para Mycoplasma spp. em gatos
(Alho et al., 2017). No entanto, os indices de prevaléncia de hemoplasmose em Belo Horizonte sdo
semelhantes aos registrados na Arabia Saudita, onde 15,7% dos cdes foram positivos para M.
haemocanis e 27,2% dos gatos foram positivos para M. haemofelis (13,6%) e 'C. M.
haemominutum' (13,6%) (Alanazi et al., 2020). No Brasil, varios estudos relatam a presenca de
micoplasmas hemotrdpicos em cées e gatos, com uma variada prevaléncia. (Barbosa et al., 2021;
Santos et al. 2021; dos Santos Petry et al., 2020; Bahiense et al., 2020).
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Trés gatos (7,8%) apresentaram coinfeccdo entre CMhm e Mhf. De forma similar, Braga et
al. (2012) encontraram 2,5% (5/200) dos gatos do municipio de S&o Luis, MA, coinfectados por
essas espéecies. A coinfeccao entre mais de uma espécie de micoplasma pode ocorrer devido a falta
de imunidade cruzada entre elas. Trabalhos de infeccdo experimental demonstraram que a infec¢éo
mista por CMhm e Mhf, leva gatos a desenvolverem uma doenca clinica mais significativa do que
a infeccdo por apenas uma das espécies. Além disso, ja foi relatado que a coinfec¢do com os virus
da imunodeficiéncia felina (FIV) ou virus da leucemia felina (FeLV) pode agravar os sinais clinicos
(Westfall et al., 2001; George et al., 2002; Hicks et al., 2015).

Considerado que Mycoplasma spp. hemotropico, incluindo M. haemofelis, pode infectar
humanos (dos Santos et al., 2008), é essencial adotar medidas para controlar a populacédo de
artrépodes, que sdo considerados os principais vetores dos hemoplasmas. Assim, o controle
rigoroso de pulgas e carrapatos em cées e gatos é altamente recomendado para reduzir o risco de
transmissdo dessas infec¢bes tanto para os animais quanto para os seres humanos (Alanazi et al.,
2020).

Neste estudo, a deteccdo de piroplasmideos em cdes e gatos domiciliados em Belo
Horizonte revelou uma prevaléncia significativa de infec¢do em cées, enquanto nenhuma infeccéo
foi detectada em gatos. Utilizando um primer genérico para detectar espécies de Babesia, Theileria
e Cytauxzoon, 37,5% (18/48) dos cées testados apresentaram resultados positivos. Em contraste,
todas as amostras de gatos testadas foram negativas para piroplasmideos. Resultados similares
foram encontrados por Alanazi et al. (2021), que relataram 30% dos cdes positivos para Babesia
vogeli, mas nenhum dos gatos testados no estudo foi positivo para piroplasmideos.

Estudos realizados no Brasil também mostraram variacdo nas prevaléncias de
piroplasmideos. Em Brasilia, de Oliveira et al. (2023) encontraram uma prevaléncia de
piroplasmideos de 11,2% em cdes, com 9,7% das sequéncias identificadas como B. vogeli e 1,44%
como Piroplasma sp. ndo identificado. Em relacdo aos gatos, a prevaléncia geral de piroplasmideos
foi de 21,7%, sendo 7,2% de Cytauxzoon spp. e 11,4% de B. vogeli. Nenhuma amostra positiva
para Theileria spp. foi detectada, tanto em cdes quanto em gatos, assim como para Rangelia vitalii
(de Oliveira et al., 2022). Malheiros et al. (2016) detectaram anticorpos contra B. vogeli em 91%
dos cées testados na regido noroeste do estado do Rio Grande do Sul, Brasil. Apds sequenciamento,
encontraram R. vitalii em 7,5% e B. vogeli em 4% dos cdes. Em gatos, B. vogeli foi detectada em
7% (2/30) dos animais testados.
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A presenca de carrapatos vetores, principalmente Rhipicephalus sanguineus sensu lato,
pode ter contribuido significativamente a alta prevaléncia de piroplasmideos em cées domiciliados
em Belo Horizonte. Esses carrapatos séo conhecidos vetores de Babesia spp. em cées e s&o comuns
em regides urbanas (Bastos et al., 2004; Krawczak et al., 2015) e rurais (Costa-Junior et al., 2009)
do Brasil, contribuindo para o cenario endémico.

No que diz respeito aos gatos, a auséncia de positividade para piroplasmideos esta alinhada
com a literatura, que geralmente relata uma baixa incidéncia de infeccOes por Babesia e
Cytauxzoon em felinos domésticos. Isso pode ser explicado pela menor exposicdo dos gatos aos
vetores desses parasitos e pelos seus habitos de limpeza. Um estudo realizado por Pedrassani et al.
(2019) no estado de Santa Catarina detectou a infecgdo por Cytauxzoon spp. em apenas um gato.
Palmer et al. (2022) detectaram piroplasmas em 2,7% (7/250) dos gatos estudados.

A auséncia de resultados positivos para Leishmania spp. tanto em cdes quanto em gatos
domeésticos pode ser atribuida a menor sensibilidade da PCR quando realizada a partir de DNA
extraido de sangue total. Esse tipo de amostra é conhecido por apresentar uma carga parasitaria
relativamente baixa, o que pode reduzir a probabilidade de deteccdo do patégeno (Garay et al.,
2022). Estudos anteriores indicam que amostras de tecidos, como linfonodos, pele ou medula éssea,
tendem a proporcionar uma maior sensibilidade para a detec¢do de Leishmania spp. por PCR
(Silveira et al., 2018). Portanto, a negatividade observada ndo exclui a possibilidade de infeccao,
mas ressalta a importancia de considerar amostras alternativas para melhorar a precisdo diagnostica
em estudos futuros.

Toxoplasma gondii € um parasito zoonético altamente prevalente no Brasil, capaz de
infectar mamiferos e aves. O aumento das popula¢des urbanas de animais de estimacgdo e o
estreitamento da relacdo entre humanos e animais podem facilitar a transmissdo de zoonoses de
importancia para a satde publica, como a toxoplasmose (Arruda, et al., 2021). A soroprevaléncia
de T. gondii em gatos encontrada neste estudo foi de 15,8% (6/38), conforme detectado pelos testes
soroldgicos para anticorpos 1gG anti-T. gondii utilizando ELISA. Em contraste, nenhuma amostra
de soro dos cées testados foi considerada reagente para anticorpos IgG anti-T. gondii. Este resultado
difere do encontrado por Arruda et al. (2021), que examinaram amostras de soro de 400 caes e 272
gatos domiciliados em areas urbanas do Brasil, utilizando o teste de imunofluorescéncia indireta
para detectar anticorpos 1gG anti-T. gondii. Eles encontraram que 34% dos cées e 8,1% dos gatos
tinham anticorpos anti-T. gondii. Marques et al. (2019) também observaram resultados diferentes
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ao coletar e submeter 338 amostras de sangue (211 de cdes e 127 de gatos) a técnica de
hemaglutinacéo indireta para a detecgdo de anticorpos anti-T. gondii. Os resultados mostraram que
71,89% (243/338) dos animais eram soropositivos, sendo 69,19% (146/211) dos cées e 76,38%
(97/127) dos gatos. A diferenca nos resultados pode ser atribuida as diferentes técnicas de deteccao
utilizadas nos estudos, as variagcoes regionais e aos habitos dos animais, além da baixa prevaléncia
soroldgica de T. gondii, que pode estar relacionada a queda de anticorpos e a limitada sensibilidade
do teste.

Altas frequéncias de anticorpos anti-T. gondii foram observadas em cdes e gatos domesticos
em diversos paises, como Cuba, México, Panama, Ird, Argentina, Portugal, Australia, Colémbia e
Chile (Dubey et al., 2006; Alvarado-Esquivel et al., 2014; Brennan et al., 2020; Enriquez et al.,
2019, Loépez et al., 2011; Navarrete et al., 2017; Neves et al., 2020, Rengifo-Herrera et al., 2017,
Troncoso et al., 2015, Zarra-Nezhad et al., 2017 ). No Brasil, a prevaléncia de infeccdo por T.
gondii em animais de estimacdo pode variar de 9 a 70% em cées e de 0 a 71% em gatos. A
soropositividade para T. gondii em animais de estima¢do pode variar ndo apenas entre paises, mas
também entre regifes de um mesmo pais e areas de uma mesma cidade. Em geral, animais
domiciliados ou sob cuidados de tutores apresentam uma menor frequéncia de anticorpos anti-T.
gondii em comparacdo com populacgdes errantes ou de abrigos (Arruda et al., 2021).

A presencga de coinfeccOes em cdes e gatos destaca a complexidade das infecgdes em
animais de companhia e a necessidade de uma abordagem abrangente para o diagnostico e
tratamento. A coinfec¢do com SARS-CoV-2 e outros patdgenos pode complicar o quadro clinico
das doencas, potencialmente exacerbando os sinais clinicos e dificultando o tratamento (Nomabh et
al., 2022, Fan et al., 2023). Ainda sdo escassos 0s estudos que tém relacionado a coinfecgédo de
SARS-CoV-2 com agentes parasitarios. Villanueva-Saz et al. (2022) encontraram coinfeccdo de
trés gatos de rua ao SARS-CoV-2 na Espanha e a presenca de infecgdes associadas a outros
patégenos, como T. gondii, L. infantum e FIV. Resultados semelhantes foram encontrados por
Castillo et al. (2024), os quais observaram coinfeccéo trés gatos de rua ao SARS-CoV-2 no Brasil
e a presenca de infeccBes associadas a outros patégenos, como Bartonella spp. e FeL V.

Neste estudo, a coinfeccdo com SARS-CoV-2 e outros patdgenos foi detectada em cinco
cdes (10,4%) e um gato (2,6%). Os patdgenos associados incluiam Ehrlichia monocitica, AEGP,
micoplasmas hemotropicos e piroplasmas. A infeccdo por Ehrlichia pode causar febre, fraqueza e,
em casos graves, disfuncdo de multiplos orgédos (Silveira et al., 2015). A piroplasmose, causada
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por Babesia, Theileria e Cytauxzoon (nos gatos), afeta os globulos vermelhos, levando a anemia e
outras complicagdes (de Oliveira et al., 2022). micoplasmas hemotropicos, tanto em caes quanto
em gatos, podem provocar anemia e disturbios hematoldgicos (Santos et al., 2021). A presenga
simultanea de SARS-CoV-2 e esses patdgenos pode resultar em uma sobreposi¢cdo de sintomas,
dificultando o diagnostico diferencial e agravando as condicdes, especialmente em animais
imunocomprometidos ou com outras condi¢des subjacentes (Villanueva-Saz et al., 2022 et al.,
2022).

Né&o foi observada diferenca estatisticamente significativa na infeccdo por SARS-CoV-2
em relagdo & coinfecgdo com outros patogenos detectados no estudo. E importante ressaltar que o
nimero de animais positivos foi pequeno, o que limitou a capacidade de realizar analises
estatisticas mais robustas. No entanto, Huang et al. (2022) identificaram, em furdes, uma diferenca
estatisticamente significativa entre a infeccdo por SARS-CoV-2 e o virus da influenza A. Os
autores encontraram evidéncias de que a coinfeccao por esses virus pode ocorrer e que a presenca
de um virus pode influenciar a patogénese do outro. Além disso, a coinfec¢do pode resultar em
consequéncias clinicas mais graves. A diferenca entre os resultados pode ser atribuida a varios
fatores, incluindo diferencas nas espécies estudadas, condi¢des experimentais e metodoldgicas.

Além das coinfeccbes com SARS-CoV-2, foram detectadas outras coinfecgdes ou
exposicdes entre 0s patdgenos nos cdes e gatos analisados. Nos cées, as combinagdes mais comuns
entre dois agentes foram AEGP junto com piroplasmas, presentes em 27,1% dos cées coinfectados.
Em 2,1% dos cées, foi detectada uma combinacdo de trés agentes: E. monocitica, A. platys e
Mycoplasma spp. hemotrépico. Nos gatos, foram observadas coinfec¢fes ou exposicdes, incluindo
combinag¢Bes como E. monocitica e T. gondii em 7,9% dos gatos coinfectados e AEGP junto com
Mycoplasma spp. hemotrdpicos no 5,3% dos gatos coinfectados.

Assim como relatado neste trabalho, outros estudos reportaram a existéncia de coinfeccéo
entre diferentes agentes transmitidos por vetores em cdes e gatos. Alanazi et al. (2021) na Arabia
Saudita encontraram coinfec¢cdo com A. platys e B. vogeli em 17 cdes (24,28%), enquanto
coinfeccdes ndo foram detectadas em gatos. Alho et al. (2017) no Qatar relataram um céo
coinfectado com B. vogeli e E. canis, mas nenhuma coinfecgéo foi detectada em gatos. Luong et
al. (2023) na Tailandia encontraram um cdo (1,1%) coinfectado com Ehrlichia e Anaplasma, sem
gatos coinfectados. Gongalves et al. (2014) relataram infec¢Ges multiplas por E. canis, H. canis e
L. infantum em cées no Rio Grande do Norte. Melo et al. (2023) detectaram um gato (0,84%;
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1/119) coinfectado com E. canis e B. henselae em um estudo sobre patdgenos transmitidos por
vetores em gatos domiciliados testados para FIV e FeLV, além de observar coinfec¢Bes por
patdgenos transmitidos por vetores e virus.

Este estudo apresenta algumas limitacGes que devem ser reconhecidas. A auséncia de dados
longitudinais sobre a saude dos animais infectados com SARS-CoV-2 e hemopatdgenos impede
uma anélise detalhada da progressdo clinica e da gravidade das coinfecgdes. Futuras pesquisas
devem se concentrar em amostras maiores e em estudos longitudinais para avaliar o impacto clinico
das coinfeccdes. Estudos adicionais sobre a resposta imune em cées e gatos coinfectados podem
fornecer insights valiosos sobre a patogénese dessas infecgdes multiplas. Além disso, a
investigacao continua sobre o papel dos animais domésticos na epidemiologia de SARS-CoV-2 é

crucial para formular estratégias de mitigacéo efetivas.
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7. RESULTADOS: CAPITULO 2

7.1. Resultados dos animais oriundos do Parque Municipal Américo Renné Giannetti em

Belo Horizonte

Este epigrafe esta esta organizado em 1 produto da tese em forma de artigo intitulado “Evidéncias
de infeccdo por SARS-CoV-2 e co-infec¢des em gatos de rua no Brasil” e buscou investigar
possivel infecgbes causadas por SARS-CoV-2, Leishmania spp., Toxoplasma gondii, Mycoplasma
spp., Bartonella spp., virus da leucemia felina (FeLV) e virus da imunodeficiéncia felina (FIV) em

gatos de rua de um parque urbano no Brasil durante a pandemia de COVID-19.

Além disso, outros resultados e discussdo que ndao constam no artigo publicado foram também

apresentados
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7.1.1. Artigo original publicado no periddico Acta Tropica sob  DOI:
10.1016/j.actatropica.2023.107056.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: The zoonotic virus SARS-CoV-2, which causes severe acute respiratory syndrome in humans (COVID-19), has
Coronavirus

been identified in cats. Notably, most positive cases were in cats that had close contact with infected humans,

Hemop_amogens suggesting a role for humans in animal transmission routes. Previous studies have suggested that animals with
Egtpzowruﬂ immune depletion are more susceptible to SARS-CoV-2 infection. To date, there is limited evidence of SARS-CoV-
Sequencing 2 infections in stray and free-range cats affected by other pathogens. In this study, we investigated infections

Molecular diagnostic caused by SARS-CoV-2, Leishmania spp., Toxoplasma gondii, Mycoplasma spp., Bartonella spp., Feline leukemia virus
(FelV), and Feline immunodeficiency virus (FIV) in stray cats from an urban park in Brazil during the COVID-19
pandemic. From February to September 2021, 78 mixed-breed cats were tested for SARS-CoV-2 and hemo-
pathogens using molecular analysis at Américo Renné Giannetti Municipal Park, Belo Horizonte, Minas Gerais,
Brazil. An enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was used to detect IgG in T. gondii. None of the animals
in this study showed any clinical signs of infections. The SARS-CoV-2 virus RNA was detected in 7.7 % of cats,
and a whole virus genome sequence analysis revealed the SARS-CoV-2 Delta lineage (B.1.617.2). Phylogenetic
analysis showed that SARS-CoV-2 isolated from cats was grouped into the sublineage AY.99.2, which matches the
epidemiological scenario of COVID-19 in the urban area of our study. Leishmania infantum was detected and
sequenced in 9 % of cats. The seroprevalence of T. gondii was 23.1 %. Hemotropic Mycoplasma spp. was detected
in 7.7 % of the cats, with Mycopl haemofelis and Candid Mycoplasma haemominutum being the most
common. Bartonella henselae and Bartonella clarridgeiae were detected in 38.5 % of the cats, FeLV was detected in
17.9 %, and none of the cats studied tested positive for FIV. This study reports, for the first time, the SARS-CoV-2
infection with whole-genome sequencing in stray cats in southeastern Brazil and co-infection with other path-
ogens, including Bartonella spp. and Feline leukemia virus. Our study observed no correlation between SARS-CoV-2
and the other detected pathogens. Our results emphasize the importance of monitoring SARS-CoV-2 in stray cats
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to characterize their epidemiological role in SARS-CoV-2 infection and reinforce the importance of zoonotic

disease surveillance.

1. Introduction

Coronaviruses (CoVs) are a large family of viruses that cause diseases
in various hosts, including humans and animals (Sharun et al., 2021).
Coronaviruses that infect animals rarely reach humans. However, this is
likely what happened with the severe acute respiratory
syndrome-related coronavirus 2 (SARS-CoV-2), first detected in humans
in December 2019 in China (CSG, 2020; Zhu et al., 2020).

Globally, more than 767 million cases of COVID-19 have been re-
ported in humans, resulting in more than 6.9 million deaths and wide-
spread community transmission (WHO, 2023). COVID-19 was detected
later in South America than in other regions and yet this region was one
of the most affected, possibly because the conditions of urban spaces in
South America are fragile owing to problems, such as deficits in public
transport and health services. Particularly, Brazil has the highest num-
ber of infections by the new coronavirus in Latin America (Sott et al.,
2022).

The emergence and spread of different genetic lineages of SARS-CoV-
2 has been reported worldwide since the onset of the COVID-19
pandemic. The first major variant of SARS-CoV-2 detected outside
China was designated alpha (B.1.1.7) and was responsible for an
outbreak in the United Kingdom (Volz et al., 2021). This was followed
by lineages Beta (B.1.351) in South Africa (Tegally et al., 2021b),
Gamma in Brazil (Faria et al., 2021; Naveca et al.,, 2021a), Delta
(B.1.617.2) in India (Cherian et al., 2021), and Omicron, which was also
identified in South Africa (Viana et al., 2022) and other countries,
including those with no travel history (Aleem et al., 2022). These line-
ages are considered variants of concern (VOCs) because they demon-
strate characteristics that raise relevant concerns, such as greater
transmissibility, disease severity, ability to escape from previously ac-
quired immunity, and reduced effectiveness of control measures, such as
vaccines and treatments (CDC, 2023).

During the pandemic, several cases of transmission of SARS-CoV-2
from humans to animals (inverse zoonosis) were reported, including
to cats (Jairak et al., 2022; Rabalski et al., 2021; Sharun et al., 2021;
Mird et al., 2021). Experimental infections have shown that SARS-CoV-2
persists in cats and is transmissible between these animals by air and
direct cat-to-cat contact (Shi et al., 2020; Bosco-Lauth et al., 2020;
Halfmann et al., 2020). The high susceptibility of cats to SARS-CoV-2 is
likely due to their ACE2 receptor, which contains adequate amino acid
residues to allow the efficient binding of SARS-CoV-2 (Kuhlmeier et al_,
2022).

Natural infections in cats have been documented since the beginning
of the pandemic, and different countries have reported the detection of
specific RNA and/or antibodies against SARS-CoV-2 in cats (van Aart
etal., 2022; Spada et al., 2021; Villanueva-Saz et al., 2022). Most studies
have evaluated pets from COVID-19-positive households (Hamer et al.,
2021). Nevertheless, the exposure of stray and free-range cats to the
virus has not been extensively investigated.

In Brazil, there are few reports of SARS-CoV-2 infection in domestic
and street animals. In Rio de Janeiro (southeast region), Brazil, two stray
animals, a cat and a dog, tested positive for SARS-CoV-2 antibodies in a
plaque reduction neutralization test, whereas oropharyngeal and rectal
swabs of the 96 evaluated animals tested negative for RT-qPCR (Dias
et al.2021). In a study conducted in the northeast region of Brazil, 31
pets from owners positive for COVID-19 were analyzed, and two cats
were positive for RT-gPCR (Epifanio et al., 2021). In the southeastern
region, three domestic cats (15.8%) and one dog (3.3 %) tested positive
(Agopian et al., 2022). More recently, in the center-west region,
thirty-three dogs (4.3 %) and four cats (2.2 %) were reported seropos-
itive for SARS-CoV-2 by ELISA, and three dogs (0.4 %) and three cats

(1.6 %) were reported seropositive by the seroneutralization test
(Jarrah et al.. 2023). However, to date, few studies have been conducted
on stray animals in Brazil, and no viral infection has been described in
these animals.

The presence of different pathogens in hosts can lead to complex
relationships that affect health, especially if there are pathogens capable
of nullifying or regulating the immune response in their hosts, making
them more likely to acquire and develop diseases (da Silva et al., 2022).
Stray cats with immune depletion due to concurrent infections with
hemopathogens are more prone to co-infection with SARS-CoV-2 (Vil-
lanueva-Saz et al.. 2022). In this study, we investigated SARS-CoV-2
infection and possible co-infection with other pathogens, such as Leish-
mania spp., Toxoplasma gondii, haemotropic Mycoplasma spp., Bartonella
spp., Feline Leukemia Virus (FelV), and Feline Immunodeficiency Virus
(FIV), in stray cats from an urban park in Brazil during the COVID-19
pandemic in an endemic area for Zoonotic Visceral Leishmaniasis (ZVL).

2. Materials and methods
2.1. Ethical staterment

This study was approved by the Ethics Committee for the Use of
Experimental Animals of the Federal University of Minas Gerais (pro-
tocol numbers 185/2016 and AADB65B). In accordance with the re-
quirements of Law 11,794,/2008, a partnership was signed between the
Control and Management of Zoonoses of the Municipal Secretariat of
Belo Horizonte and the Federal University of Minas Gerais.

2.2. Study area and sampling information

This study was conducted in the Américo Renné Giannetti (PgMARG)
municipal park. It is the oldest environmental heritage site in Belo
Horizonte, the sixth-most populous municipality in the country. Known
as Municipal Park, it is located in the hypercenter, the densest region of
Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil (19°55'37" § 43°56'42" W), with an
area of 182 thousand m?, close to the hospital area, diagnostic labora-
tories, Medicine school, and State Health Center. The PqMARG currently
serves as a refuge for several species of wild, domestic, and synanthropic
fauna, making it a very representative ecosystem. This space is home to
approximately 65 species of birds and other animals, including possums
and tamarins (PBH, 2022). The PqMARG accommodates an estimated
population of 390 stray domestic cats, the majority of which have been
abandoned, while the others were born within the park. The cats are
primarily distributed across eight colonies (Carandai Gate, the Band-
stand, the Administration area, the Orchid Garden, the Afonso Pena
Avenue Gate, the Palace of Arts, the Academy, and the Theater) (Car-
valho, 2018).

Animal samples were collected between February and September
2021. At PQMARG, seventy-eight stray cats (Felis catus) were trapped
within a spay, neuter, and release program run locally to control stray
feline colonies. The sampling method employed was convenience sam-
pling, restricting our access to animals currently undergoing the neu-
tering process. The animals were categorized into three age groups:
kittens (< 6 months), young (> 6 months < 12 months), and adults (>
12 months). The main characteristics observed for age estimation were
the size and dentition of the animals (Carvalho, 2018) (Table 1). The
cats were tested for SARS-CoV-2, Leishmania spp., T. gondii, hemotropic
Mycoplasma spp.., Bartonella spp., FIV, and FeLV. The animals were
selected for convenience without a defined breed (SRD) or limitations of
age, sex, or good clinical condition. Collections were carried out in a
mobile unit inside the park, and each animal was evaluated
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Table 1
Number of samples collected from cats according to their collection time, sex,
and age range.

Collection Number of Sex Age
time samples Male Female Adult Young Kitten
collected

February 8 4 4 7 1 o
2021

March 2021 10 5 5 10 o o

May 2021 31 14 17 26 1 4

June 2021 15 7 8 15 o o

July 2021 9 5 4 9 o o

August 2021 3 1 2 3 o o

September 2 (1] 2 2 1] 0
2021

Total 78 36 42 72 2 4
samples

macroscopically for the presentation of clinical signs of any illness
before blood collection. All cats were asymptomatic. Blood samples,
oropharyngeal, and rectal swabs were collected from each animal.
Whole blood was collected by puncturing the jugular vein and placing it
in tubes with or without an anticoagulant (ethylenediaminetetraacetic
acid - EDTA). The serum was separated from blood samples by centri-
fugation and then stored at —20 “C. Ear tissue fragments were collected
and stored in 70 % alcohol. For the investigation of the SARS-CoV-2
Virus, samples of oropharyngeal and rectal swabs were taken in tubes
containing ShieldTM DNA/RNA preservative liquid (Zymo Research,
USA) and preserved at —80 °C until processing.

2.3. Real-time RT-PCR for SARS-CoV-2 and sequencing

RMNA was purified from samples collected through oropharyngeal and
rectal swabs using a commercially available kit (PureLink™ RNA Mini
Kit, Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific, EUA) according to the
manufacturer’s instructions. RNA samples were then tested for SARS-
CoV-2 according to the CDC 2019-Novel Coronavirus Real-Time RT-
PCR Diagnostic Panel (N1, N2) and constitutive f-actin gene primers
(Table 2) by commercial a kit (iTag™ Universal Probes One-Step-BIO-

110

Acta Tropica 249 (2024) 107056

RAD) according to the manufacturer’s instructions. Thermocycling
was carried out in a CFX Opus 96 (BIO-RAD, USA) with a hold stage
composed of a first step of 10 min at 50 °C, followed by a second step of
3 min at 95 °C. The PCR stage was composed of a first step of 15 s at
95 °C followed by a second step of 30 s at 55 °C and a third step of 30 s at
60 °C, repeated 45 times. Targets with cycle thresholds (Ct) amplifica-
tion < 40 were considered detectable. Three controls were included in
all runs: the 2019-nCoV_N_positive control (IDT#10006625, USA) as the
positive control and two negative controls (nuclease-free water for
extraction and PCR mix).

2.3.1. SARS-CoV-2 genome seguencing

Samples that tested positive for SARS-CoV-2 by RT-PCR were sub-
jected to whole-genome sequencing, using a more sensitive procedure
for complex samples with Ct values >30. Samples that were detectable
or suitable for library preparation based on Ct > 30 were prepared for
sequencing. Amplified fragments spanning the whole genome of SARS-
CoV-2 and DNA libraries were prepared using xGen™ SARS-CoV-2
Amplicon Panel and xGen SARS-CoV-2 S Gene Amplicon Panel
(Integrated DNA Technologies, United States), respectively, following
the manufacturer’s instructions. Sequencing was performed using the
MiSeq platform (Illumina, San Diego, CA, United States).

The generated raw data were filtered using Trimmomatic v0.39
(Bolger et al., 2014), which trimmed low-quality bases (Phred score <
30) and removed short reads (< 50 nucleotides), adapters, and primer
sequences. Reads were mapped against the SARS-CoV-2 reference
genome (accession number: NC_045512.2) using Bowtie2 (Langmead
et al., 2019). The mapping files were manipulated using samtools (Li,
2011), whereas the consensus option beftools (Li, 2011) was used to
estimate the consensus genome sequences. The low-coverage sites were
masked using bed tools (Quinlan and Hall, 2010). Bases with less than
10x sequencing depth were masked. Sequences with less than 70 %
genome coverage breadth were removed from downstream analysis.
Consensus sequences were then classified using the NextClade web
application v2.8.1 (Aksamentov et al., 2021).

2.3.2. SARS-CoV-2 lineage classification and phylogenetic analysis
The genomes generated in the present study were submitted to the

Table 2
The primers used for detecting pathogens.
Primer Target gene Sequence (5°- 3") Fragment Reference
(bp)

SARS-CoV-2 N1 5"GACCCCAAAATCAGCGAAATS" 73 Lu et al. 2020
Sample quality N2 5" TCTGGTTACTGCCAGTTGAATCTG3® 67 Kessler et al.,2099
control p-actin 5'FAMACCCCGCATTACGTTTGGTGGACCS' 127

5" TTACAAACATTGGCCGCAAAT"

5 GCGCGACATTCCGAAGAAS' 5'FAMACAATTTGCCCOCAGCGCTTCAGSE"
SCAACCGTGAGAAGATGACTCAGAS®
5"CCCAGAGTCCATGACAATACCASR"

5" FAMTCTCTGTACGCTTCTGGCCGCACC3"

HBTF 165 rRNA 5'ATACGGCCCATATTCCTACG3' 618 Criado-Fornelio et al.,
HBTR 5 TGCTCCACCACTTGTTCA3" 200

OH-OK 00CB-rl 165 rRNA 5'CGTGGAAACTAGAGCTTCGCGAGCS' 274 Watanabe et al., 2008

S ATGGTATTGCTCCATCAGACTTTCG3
CA-B2f 00CB-r1 165 rRNA S'ATGCCCCTCTGTGGGGGATAGCCGE' 202 Watanabe et al.,2008
S'ATGGTATTGCTCCATCAGACTTTCG3®

CMt-F 165 rRNA 5 AGAGGOGAAGGCGAAAACTS" 5'CTACAACGOCGAAACACAAAS" 138 Peters et al. 2008
CMt-R

BartF 165-235 rRNA regido S'CTCTTTCTTCAGATGATGATCC3" 145-232 Jensen et al. 2000
BartR intergénica 5 AACCAACTGAGCTACAAGCCCT3”

LITSR ITS1 5-CTGGATCATTTTCCGATG3" 300-350 El Tai et al., 2000
L5.85 S TGATACCACTTATCGCACTT3"

FelV F gag 5"ACTAACCAATCCCCACGCS” 450 Victor, R. M. et al. 2020
FelV R 5'ATGGCTGTCCCACTAGAGS®

FIV EF gag 5"AATATGACTGTATCTACTGC3' 329 Hohdatsu et al., 19
FIV ER 5 TITTCTTCTAGAGTACTTTCTGG 3°
FIV IF S5'TATTCAAACAGTAAATGGAGS"

FIV IR 5'CTGCTTGTTGTTCTTGAGTT3"
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Pangolin program for lineage classification. To confirm the lineage
classification, we created a reference dataset (n = 251) with public ge-
nomes available in the GISAID EpiCoV database. This dataset contains
the human and cat genomes of the Zeta, Gamma, and Delta lineages. The
dataset was aligned with Minimap v, and a maximum likelihood phy-
logeny was inferred using the program IQ-tree v2.0.3 under the GTR+F
+ I + G4 model. All genomes were deposited in the GISAID EpiCoV
database (Supplementary Material 1).

2.4. DNA extraction and PCR amplification for Leishmania spp

Genomic DNA was extracted using a Genomic Qiagen DNA extrac-
tion kit according to the manufacturer’s recommendations. DNA sam-
ples were stored in an ultra-freezer until further use.

Ear skin DNA was used to amplify the intergenic region of DNA from
Leishmania (Internal Transcribed Spacer 1-ITS1) (El Tai et al., 2000), with
the primers LITSR and L5.8S (Table 1). The PCR reactions were per-
formed in a final volume of 25 pL using Iiustra™ PureTaq™ Ready To
go™ PCR kit (Amersham Biosciences). Each reaction was composed of 1
ng of the DNA template, 0.4pmoles/puL. primers, freeze-dried PCR re-
agents mix beads (dNTPs 200 mM, Tris—HCI1 (pH 9.0) 10 mM, KCI 50
mM, MgCI2 1.5 mM, and enzyme TagDNA polymerase 0.04 U/uL), and
water. The reactions were run on a Bio-Rad T100 thermal cycler, as
previously described by Schonian et al. (2003). DNA from World Health
Organization (WHO) reference Leishmania strains were used as reaction
controls: Leishmania amazonensis (IFLA/BR/1967/PHS8), Leishmania
infantum (MCAN/BR/2002/BH400), and Leishmania braziliensis
(MHOM/BR/1975/M2903), kept in the cryobank of the Leishmania
Biology Laboratory (ICB/UFMG/Brazil). The products obtained from the
PCR reactions were analyzed through electrophoresis on a 5 % poly-
acrylamide gel.

2.4.1. Restriction fragment length polymorphism analysis (RFLP) — PCR

To identify Leishmania spp., the ITS1 amplicon was digested using
the restriction enzyme Haelll (PCR-RFLP). Five microliters of each
amplified product were digested with the Haelll restriction enzyme
(Biolabs, Inc., New England) according to the manufacturer’s in-
structions. The digested products were subjected to 5 % polyacrylamide
gel electrophoresis to verify the restriction patterns. The restriction
patterns obtained were compared with those of WHO reference strains
(Schonian et al., 2003).

2.5. Detection of T. gondii antibodies hy ELISA

Blood samples from seventy-eight cats were collected from the
external jugular vein into tubes without the use of anticoagulants. All
samples were placed in an icebox. After coagulation, the blood samples
were centrifuged at 2269 g for 15 min to obtain serum. Samples were
aliquoted and frozen at —20 °C until analysis.

Preparation of antigen and indirect ELISA for the detection of anti-
T. gondii antibodies were performed according to the methods described
by Vitor et al. (1999), with some modifications. Antigenic protein con-
centration was verified using the method described by Lowry et al.
(1951). An antigen concentration of 1.0 pg/100 pL/well was used. All
serum samples were tested in duplicates at a dilution of 1:100. Anti-cat
IgG conjugated to peroxidase was used at a dilution of 1:15.000. The
cut-off point for ELISA was calculated according to the methods of
Andrade et al. (2013) as the mean absorbance of six serum samples from
cats that previously tested negative by IFAT and ELISA for T. gondii
(Sebastiani. 2021) plus three standard deviation values. The mean
absorbance of each serum (tested in duplicate) was divided by the
cut-off value to determine the reactivity index (RI). Sera with RI values
=1 were considered positive.
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2.6. DNA extraction and PCR amplification for hemotropic Mycoplasma
spp. and Bartonella spp

Whole blood DNA was extracted using the “Wizard Genomic DNA
Purification Kit” (Promega, Madison, WI USA) according to the manu-
facturer's recommendations. After the extraction, the quality and
quantity of the samples were estimated using a NanoDrop (Epoch
Microplate Spectrophotometer, Biotek®). The extracted DNAs were
stored at —20 °C until detection using PCR amplification. A fragment of
mammalian glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) was
used to verify the quality of the extracts (Birkenheuer et al., 2003).

For the detection of hemotropic Mycoplasma spp. (165 rRNA region)
(Criado-Fornelio et al., 2003) and Bartonella spp. (165-23S rRNA inter-
genic region) (Jensen et al., 2000), the primers HBTF, HBTR, BartF, and
BartR were used, as described in Table 1. The amplification reactions
were conducted under the following conditions: for Mycoplasma spp., an
initial denaturation step at 94 °C for 10 min, followed by 39 cycles
(95 °C for 30 s, 60 °C for 30 s, 72 °C for 30 s), and a final extension at
72 °C for 10 min. For Bartonella spp., the conditions were as follows: an
initial denaturation step at 95 °C for 2 min, followed by 45 cycles (95 °C
for 1 min, 60 °C for 1 min, and 72 °C for 30 s), and a final extension at
72 °C for 5 min. In all PCR assays, the reaction mix in the run contained
5 pL of GoTag®Green Master Mix (Promega, Madison, W1, USA), 0.4 pL
of a solution containing the mixed primers (10 mM), and 3.6 pL of
nuclease-free water. Total extracted DNA (1 pL) was added to the re-
action mixture to obtain a final volume of 10 pL. DNA obtained from
blood samples of naturally infected cats in Belo Horizonte, Minas Gerais,
Brazil (Sebastiani, 2021) was used as a positive DNA control in PCR
reactions for hemoplasmas. Ultrapure sterile water was used as a
negative control.

PCR amplicons were separated by electrophoresis on 2 % and 3 %
agarose gels (40 min, 100 V), stained with GelRedTM (Biotium, Hay-
ward, CA, USA), and visualized under ultraviolet light.

2.6.1. Detection of hemotropic Mycoplasma species

PCR assays were performed to detect Mycoplasma haemofelis, Can-
didatus Mycoplasma haemominutum, (Watanabe et al., 2008), and
Candidatus Mycoplasma turicensis (Peters et al., 2008) (168 rRNA re-
gion), using the primers OH-OK, 00CB-r1, CA-B2f, and 00CB-r1, CMt-F,
and CMt-R, respectively (Table 1), under the following conditions: for
Mycoplasma haemofelis and Candidatus Mycoplasma haemominutum an
initial denaturation step at 94 °C for 5 min, followed by 35 cycles (94 °C
for 45 s, 58 °C for 45 s, 72 °C for 45 s), and final extension of 72 °C for 5
min was used. For Candidatus Mycoplasma turicensis, the conditions
were as follows: an initial denaturation step at 95 °C for 2 min, 30 cycles
(95 °C for 10 min, 58 °C for 30 s, 72 °C for 30 s) followed by a final
extension of 72 °C for 5 min. The reaction mix was prepared as described
in Section 2.6. The PCR products were separated by electrophoresis on 2
% agarose gel (40 min, 100 V), stained with GelRedTM (Biotium, Hay-
ward, CA, USA), and visualized under ultraviolet light.

2.7. Sequencing

Sequencing of Leishmania spp. and Bartonella spp. was performed by
CT Vacinas/ Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) and ACT-
Gene using an automatic sequencer (ABI 3730x]l DNA Analyzer Applied
Biosystems TM), POP7 polymer, and BigDye v3.1, using the same
oligonucleotide primers used in the assays. For Bartonella spp., a
nucleotide sequencing attempt was made for only twelve positive sam-
ples, which were selected based on the intensity of the band and the
unique size of the PCR product resulting from electrophoresis. For
sequencing analysis, the raw data in the form of chromatograms
generated by the automatic sequencer “Analyzer Applied Biosystems'*
were aligned, edited, and analyzed using the BioEdit program, v7.0.5.3
(Hall, 1999). The identity of each sequence was confirmed by compar-
ison with sequences available in GenBank using BLAST software (Basic
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Local Alignment Search Tool (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) (Altschul
et al., 1990). After comparing the identities, the analyzed sequences
were classified according to the degree of similarity with data already
deposited in GenBank. Nucleotide sequences amplified from the para-
sites present in the DNA were deposited in GenBank.

2.8. Detection of Feline leukemia virus (FeLV) and Feline
immunodeficiency virus (FIV)

The retroviral status of all cats was assessed by PCR. For FeLV pro-
viral DNA detection, conventional PCR was performed in Peripheral
Blood Mononuclear Cells (PBMC), according to Victor et al. (2020), to
amplify a 450 bp fragment of the viral gag gene. Primers FeLV F and
FeLV R were used with the following cycle conditions: 94 °C for 5 min,
followed by 35 cycles of 94 °C for 1 min, 59 *C for 1 min, 72 °C for 1 min,
and a final extension of 72 *C for 5 min. The reagents were used at the
following concentrations: 5 pL of 5xGreen GoTaq Flexi Buffer (Prom-
ega®), 1.0 pL of MgCl2 (25 mM; Promega®), 1.0 pL of each primer (10
pmol/pL; Invitrogen®), 0.5 pL of dNTPs (10 mM; Promega®), 0.2 pL of
GoTaq Polymerase (5 U/pL; Promega®), 14.3 pL of RNAse/DNase-free
ultrapure water, and 2 pL of DNA sample. DNA extracted from the
PBMC of a naturally infected cat positive for FeLV was used as a positive
control, and ultrapure water was used as a negative control. PCR
products were visualized on a 1.5 % agarose gel stained with ethidium
bromide.

For FIV proviral DNA detection in PBMC, a 450 bp fragment of the
gag gene was amplified by nested PCR, as previously described by
Hohdatsu et al. (1998), with modifications. FIV EF and FIV ER were used
as external primers, while FIV IF and FIV IR were used as internal
primers under the following amplification conditions: 95 “C for 3 min,
35 cycles of 95 °C for 30 s, 52 °C for 30 s, 72 °C for 40 s, and a final
extension at 72 °C for 7 min. For the first reaction, 2 pL of DNA sample
was added, whereas 2 uL of PCR product from the first reaction was
added to the second reaction. The reaction we performed with the
following reagents: 5 puL of 5xGreen GoTag Flexi Buffer (Promega®), 1.5
pL of MgCl2 (25 mM; (Promega®), 1.3 pL of each primer (10 pmol/pL;
Invitrogen®), 0.5 pL of dNTPs (10 mM; Promega®), 0.25 pL of GoTaq
Polymerase (5 U/pL; Promega®), and 13.15 pL of RNAse/DNAse-free
ultrapure water. DNA extracted from the PBMCs of a naturally infec-
ted cat positive for FIV was used as the positive control, and ultrapure
water was used as the negative control. PCR products were visualized on
a 1.5 % agarose gel stained with ethidium bromide.

For qualitative determination of FIV antibodies and FelLV antigens,
the Combo Vet Fast FIV Ac/FelV Ag rapid test from Bioclin® was per-
formed according to the manufacturer’s instructions.

2.9. Statistical analysis

The data obtained were compiled and analyzed using Excel 2016
software (Microsoft Corporation, WA, USA), and statistical analyses
were performed using Stata software (version 16.0; StataCorp LLC,
Texas, USA). Pearson’s xz test or the likelihood ratio test for data with
less than 5 observations in the cells were used to determine possible
associations between SARS-CoV-2 positivity and the following variables:
gender, age, infection by Leishmania ssp., hemotropic Mycoplasma spp.,
Bartonella spp., FIV, FeLV, and T. gondii seropositivity. Differences were
considered significant when p < 0.05.

The odds ratio (OR) was calculated using logistic regression models
between the variables (SARS-CoV-2 and co-infections). Odds ratios are
used to determine whether exposure was a risk factor for a particular
outcome.
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3. Results
3.1. Sample description

In the cat population studied, 92.3 % (72,/78) were adults, 2.6 % (2/
78) were young, 5.1 % (4,/78) were kittens, 53.8 % (42/78) females and
46.2 % (36/78) males. In general, they were of the No Breed Defined
(NBD) type and classified as apparently healthy; that is, no animal in the
study showed even one clinical sign of any disease upon general physical
examination. Age and sex were not associated with SARS-CoV-2 infec-
tion in the cats (P > 0.05; data not shown).

3.2. Detection of SARS-CoV-2 infection

Of the seventy-eight cats sampled, the presence of SARS-CoV-2 RNA
was detected in six, with a positivity of 7.7 % (Table 3). Oropharyngeal
swabs (n = 78) were subjected to real-time (RT-PCR), in which 5.1 % (n
= 4) were positive, while only 3.8 % rectal swabs (n = 3) were positive.
One animal tested positive for both swabs. At the time of sampling, none
of the animals exhibited respiratory symptoms or signs of health prob-
lems. Animals that tested positive were sampled at different time points
(Table 3).

All positive samples were submitted for sequencing, but only four of
them were successfully sequenced (GP21, GP37, GP49, and GP54); with
the sequence being detected only in the oropharyngeal swab of cat
GP49. The Pangolin and NextClade tools classified the genomes gener-
ated in our study as VOC Delta (B.1.617.2.), sublineage AY.99.2, the
same VOC circulating in humans at the time of this study. The phylo-
genetic analysis corroborated the lineage results found in Pangolin and
Nextclade tools. Additionally, the genomes generated in the present
study clustered with other SARS-CoV-2 genomes obtained from cats and
humans (Fig. 1). It is also important to mention that most of the cat
genomes investigated here are grouped in the same branch, showing
sequence similarities, reinforcing the local transmission of viral strains
between animals that cohabit the same park.

3.3. Detection of other infections

A total of 41 % (32/78) of the animals tested positive for at least one
of the pathogens, and 29.5 % (23/78) animals had co-infections
(Table 4). Leishmania spp. was detected in 15.4 % (12/78) of the cats
studied, of which Leishmania infantum was detected in 91.7 % (11/12) by
PCR-RFLP and by sequencing in 58.3 % (7/12), with an identity between
97 %—100 %. The seroprevalence of T. gondii was 23.1 % (18/78).
Hemotropic Mycoplasma spp. was detected in 7.7 % (6/78); the species
Mycoplasma haemofelis was found in 1.28 % (1/78) and Candidatus

Table 3
Summary of results for SARS-CoV-2 and the detected co-infections in cats from
the Municipal Park Américo Renné Giannetti (PqMARG).

Animal Sex/age Sampling Ct Date Co-
method values infection
GP15 Female oropharyngeal N1: 34 March/ Bartonella
SAdult swab N2: 36 2021 spp
GP21 Female rectal swab N1: 34 May,/ -
AYoung N2: 37 2021
GP36 Male oropharyngeal N1: 33 May,/ Bartonella
FAdult swab N2: 38 2021 spp
FeLV
GP37 Female oropharyngeal N1:36 May,/ -
FAdult swab N2:38 2021
GP49 Male oropharyngeal N1: 36 May/ Bartonella
FAdult swab N2: 38 2021 spp
rectal swab N1: 35
N2: 37
GP54 Male rectal swab N1:32 June/s -

/Adult N2:35 2021
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Fig. 1. Maximum likelihood phylogenetic tree. The tree generated presents four SARS-CoV-2 genomes generated in our study (pink circles) and public genomes
available at the GISAID EpiCoV database (n = 197). Each branch is filled according to the host from which it was isolated. Cats are represented in red, dogs in green,
and humans in blue. Black lines indicate host indetermination. Bootstrap values for the most important branches are presented with the VOC classification.

Mycoplasma haemominutum in 6.41 % (5/78). Bartonella spp. was
detected in 38.5 % (30/78) of the cats. Among these positive cases,
B. henselae was identified in 76.7 % (23,30) of the samples, whereas
B. clarridgeiae was identified in 23.3 % (7,/30) based on the unique size
of the PCR product. The analysis of the sequenced fragment showed
similarity with the species B. henselae in four samples and B. clarridgeiae
in two samples; however, sequencing was unsuccessful in the remaining
samples. The cat that tested positive for at least one assay (PCR or Rapid
Test) was considered positive for FIV or FeLV. In general, FeLV was the
most common retrovirus in this sampling, with 17.9 % (14,/78) positive
cats. From these FelV positive cats, only 3.8 % (3/78) were positive in
both assays. None of the cats were positive to FIV (0/78).

Leishmania infantum, Bartonella h lae and Bar lla clarridgeiae
DNA sequences were deposited in GenBank under the following acces-
sion mnumbers: OR157988, OR157989, OR157990, OR157991,
OR157992, OR157993, OR157994, OR157995, OR488003, OR488004,
OR488005, OR488006, and OR488007.

3.4. Co-infections detected

In our study, we found three cats with a co-infection profile of SARS-

CoV-2 and other infections, one coinfected with Bartonella spp. and
FeLV, and two with Bartonella spp. (Table 4) No significant association
was detected between the presence of SARS-CoV-2 RNA and positivity
for L. infantum, T. gondii, hemotropic Mycopl spp., Bar lla spp.,
FelV, or FIV (data not shown, P > 0.05). In addition, other co-infections
among the pathogens were detected (Table 4).

4. Discussion

SARS-CoV-2 is responsible for millions of deaths worldwide (WHO
Health Organization, 2023). This pathogen has also been detected in
different animals (Tan et al., 2022). In our study, we investigated the
occurrence by SARS-CoV-2 infection and other pathogens in 20 %
(78/390) stray cats; as estimated by Carvalho in 2018; without knowl-
edge of potential exposure to SARS-CoV-2 at Américo Renné Giannetti
Municipal Park in the city of Belo Horizonte, Minas Gerais State, Brazil.
The Municipal Park is an important recreational area within the city and
was considered a critical area during the COVID-19 pandemic because of
its proximity to the hospital. Samples were collected during a steriliza-
tion campaign in the park between February and September 2021. Six
cats (7.7 %) tested positive for SARS-CoV-2 viral RNA by RT-gPCR.
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Table 4
Co-infections in cats from the Municipal Park Américo Renné Giannetti (PqMARG).

SARS-CoV-2 L. infantum T. gondii Bartonella spp. Mycoplasma spp. FelV FIV Number of positive cats Gender Age

- + + + - - - 1 Female: 1 1A

- + - + - - - 4 Female: 3 3A
Male: 1 1A

- + + - - - - 1 Male: 1 1A

- + - - - + - 1 Male: 1 1A

- + - - 4 - - 1 Female 1 1A

- + - - B - - 4 Female: 2 2A
Male: 2 2A

- - + + - - 2 Male: 2 2A

- - + + - - - 3 Female: 2 2A
Male: 1 1A

. . + . - + - 4 Female: 4 3A, 1K

- - + - - - - 9 Female: 6 Male: 3 2K 4A

3A
- - - + + - - 1 Female: 1 1A
+ + + 1 Female:1| 1A

- - - + - + - 3 Male: 2 2A
Female: 1 1K

- - - + - - - 16 Female 9 Male: 7 2KTA

TA

- - - - + + - 1 Male: 1 1A

- - - - + - - 1 Male:1 1A

- - - - - + - 3 Female: 3 3A

- - - - - - - 16 Female:10 1Y, 20A
Male: 11

Total samples 72

Legend: K: Kitten, ¥: Young, A: Adult

Although most of the cats in our study were negative for the presence
of SARS-CoV-2, and we only obtained six positive cats (7.7 %), the result
is considered significant because it highlights the possibility of infection
in cats. This result could have been influenced by the presence of ani-
mals with a very low viral load, which may not be detectable by RT-
gPCR due to its sensitivity limitations for very low viral loads. More-
over, given the absence of assays to detect anti-SARS-CoV-2 antibodies
in stray cats, the true positivity in cats may have been underestimated.
The low RNA viral loads observed in the cats of this study can be
attributed to various variables: the timing of sample collection (Klaus
etal., 2021; Jairak et al., 2022), a potential mild infection, or the animal
being in the process of recovering from the infection at the time of
sample collection (Ferndndez-Bastit et al., 2021; Segalés et al., 2020).

SARS-CoV-2 infection in animals can occur via three main routes:
contact with an infected animal, contact with infected humans and
exposure to contaminated environments (Abrahdo et al, 2021).
Considering the park was close to visitors during the COVID-19
outbreak, and the animals primarily interacted with the treaters who
supplied their food, the cats identified in our study likely contracted the
virus through exposure to a contaminated environment, contact with
other infected animals, or the treaters themselves (Bellinati et al., 2022).
The park is located near the hospital, and at the time of collection, the
area had a large flow of people infected with SARS-CoV-2. The cats in
our study were not confined within the park, which allowed them wide
mobility throughout the area in search of food and water. This could
have caused contact with the virus deposited by infected people on
surfaces near the hospital or with contaminated water. Abrahao et al.
(2021) indicated that the surfaces of materials, including metal and
concrete, and different places, mainly around hospital care units and
public squares, were highly contaminated with SARS-CoV-2, suggesting
the transmission from infected patients and the risk of infection for the
population, and consequently, for animals that move around the area.
Notably, wastewater tested positive for SARS-CoV-2 by RT-qPCR and
could potentially carry the virus (Ahmed et al., 2020; Peccia et al.,
2020). Moreover, experimental infections have shown that SARS-CoV-2
persists in cats and that the virus is transmissible between them (Shi
et al., 2020).

The detection of four of the six cats within a limited timeframe (May

2021) raises the possibility of a common source of infection. However, in
our study, we do not have detailed data on the specific collection area for
each cat. The lack of precise information regarding the proximity of the
positive cats is due to the nature of the study and limitations in data
availability.

Based on the molecular diagnosis and genomic results, the data
presented here indicate that stray cats are naturally infected with SARS-
CoV-2. According to our phylogenetic analysis, the three genomes
assembled from different cats were grouped in the same cluster, indi-
cating that the viral genomes were similar, suggesting the circulation of
the same virus and a common source of infection. In addition, these
samples clustered with other viral genome isolates from human sources,
suggesting that the primary infection may have occurred from humans
to cats. This result corroborates the fact that domestic animals living
with humans infected with the virus are exposed to the infection (Dias
et al., 2021; Sharun et al., 2021). Otherwise, animals with little contact
with humans in environmentally infected areas can also be infected
(Zhang et al., 2020; Spada et al., 2021; Villanueva-Saz et al., 2022).

Genomic analyses of different studies revealed that viral sequences
from animals and humans are closely related to VOCs that are present
worldwide and prevalent in each of the countries detected (Aart et al.,
2021; Klaus et al., 2021; Hamer et al., 2021; Bellinati et al., 2023). The
delta wariant included B.1.617.1, B.1.617.2, and B.1.617.3, with only
minor differences and distinct geographical distributions. In Brazil, the
first cases of COVID-19 caused by the delta were reported at the end of
May 2021, with a rapid increase, positioning itself as the most conta-
gious variant at the time of emergence (WHO, 2021; Michelon, 2021). In
this sense, our study shows strength in the identification of the VOC
Delta (B.1.617.2) sublineage AY.99.2 through whole genome analysis on
the oropharyngeal swab samples from GP49 and rectal swabs from
GP59. In particular, a natural infection caused by the VOC Delta
(B.1.617.2) was first detected in dogs from Kansas, USA, and Barcelona,
Spain, in mid-2021, both of which were infected by close contact with
their owners (Doerksen et al., 2021; Fernandez-Bastit et al., 2021). VOC
Delta infection in cats was reported in Harbin, China, in September 2021
(Kang et al., 2022). Delta-variant infections in domestic cats and dogs
were also reported in Thailand in May 2022 (Jairak et al., 2022).

Natural infections with the delta variant have been reported in wild
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animals in Canada and captive animals in a zoo in India, where human-
to-animal transmission is suspected (Mishra et al., 2021; Karikalan et al.,
2022). Even though most of the reported cases are in animals with direct
contact with humans positive for COVID-19, it can be observed that the
detected variants are genetically related to the VOCs that circulate
among humans and that they are prevalent in each country. In Brazil,
the first case of COVID-19 caused by the delta variant in humans was
confirmed in the second half of April 2021 (de Souza, 2022).

The first case was reported in the state of Maranhio, followed by
cases reported in Rio de Janeiro, Minas Gerais, Parand, and Goids,
totaling more than 100 cases by mid-July 2021 (Michelon, 2021).
However, we suspect that this number was underestimated because at
the time the Delta variant entered Brazil, the variant monitoring systems
were inefficient, and it was impossible to know what was happening in
the entire country because fewer samples were sequenced (Mali and
Moes, 2021). Phylogenetic analysis showed that SARS-CoV-2 isolates
from cats clustered in a variant of the delta (B.1.617.2) sublineage
AY.99.2. Although our study did not aim to analyze samples from
humans in close contact with cats or to sample the areas where cats live,
the phylogeny revealed that cats were infected by the delta variant
circulating in the third wave of outbreaks of COVID-19 in Brazil.
Furthermore, they form a clade, which suggests either a common source
of infection or transmission of the virus between cats, as reported in
previous studies (5hi et al., 2020). Although we have not experimentally
shown transmission events between cats, our phylogenetic data indicate
that three cats (GP37, GP54 and GP49) show high similarity and sta-
tistical support (bootstrap above 85 %). This clustering in the phylogeny
indicates that the virus in circulation is the same among cats and is
undergoing some minor changes in animal hosts. Therefore, further
studies are required to determine whether the infection spreads to other
stray cats in the same location through human-to-cat contact or between
cats.

It is worth noting that none of the animals presented with at least one
clinical sign of any disease upon general physical examination. Trained
veterinarians performed all collections, and the cats were anesthetized
during the procedure. Physical examination was based on general
appearance and body condition, and injured and/or apparently ill ani-
mals were excluded. All the cats were classified as healthy. This event
has been reported in animals positive for SARS-CoV-2; according to
Giraldo-Ramirez et al. (2021), 54 % of reported cases of cats infected
with SARS-CoV-2 were asymptomatic.

No statistically significant association was found between SARS-CoV-
2 infection and the variables examined in this study (sex, age, and co-
infections). Therefore, other factors may be involved in SARS-Cov-2
infection in cats that were not evaluated in this study. However, we
considered the size of the positive samples to be too small; a small
sample size can result in a lack of power to detect a significant associ-
ation between variables, even if one exists (Lenth, 2001).

Stray cats are frequently exposed to a variety of arthropods that
potentially carry viruses, bacteria, and parasites that cause vector-borne
(VBPs) infections; therefore, they are highly likely to infect and maintain
infections within their colonies (Kuhlmeier et al., 2022; Melo et al.,
2023). In a study in Spain, co-infection with SARS-CoV-2 and other
pathogens was detected in three cats: a male coinfected with T. gondii
and FIV, a male coinfected only with FIV and L. infantum and a female
coinfected only with T. gondii, suggesting that immunocompromised
animals could be particularly susceptible to SARS-CoV-2 infection (Vil-
lanueva-Saz et al. 2022).

In our study, we investigated possible co-infection in cats infected
with SARS-CoV-2 and other pathogens that cause immunosuppression,
which may impair the normal response to infection and expose cats to
other pathogens (Sobrinho et al., 2012; Villanueva-Saz et al., 2022). We
found three cats infected with SARS-CoV-2 that were also positive for
Bartonella spp., a gram-negative bacterium associated with cat scratch
disease in humans. The most common species found in cats are Barto-
nella henselae, B. clarridgeiae, and B. koehlerae (Torrejon et al., 2022).
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Although the disease in cats is usually asymptomatic, it can become
clinically visible in the presence of concomitant infections, stressful
situations, or immunosuppressive illnesses, causing clinical signs, such
as endocarditis, stomatitis, pyogranulomatous myocarditis, diaphrag-
matic myositis, fever, and diseases of the central nervous system (Rai-
mundo et al., 2019). The diagnosis of Bartonella spp. can be based on
culture, serology, histopathology, and PCR assays; the latter, together
with sequencing, is one of the most widely used alternatives (Raimundo,
2018). In our study, the prevalence rate for Bartonella spp. was 38.5 %,
similar to that found by Raimundo et al. (2019) (39.9 %) in shelter cats
in Rio de Janeiro and slightly lower than previously reported studies in
Brazil, where the prevalence was 45.6 % (André et al., 2016) and 47.8 %
(Raimundo et al., 2022).

Conventional PCR-mediated amplification targeting the intergenic
region of 165-235 rRNA results in a product of a unique size for each
Bartonella species, allowing the differentiation of medically relevant
Bartonella species without the need for RFLP analysis or sequencing of
the amplified product. Using a single-step PCR-based assay capable of
detecting and differentiating Bartonella species in clinical samples
derived from naturally infected animals (Jessen et al, 2000), we
sequenced 12 samples with different patterns according to the unique
band obtained during electrophoresis. However, it is noteworthy that
the small size of the sequenced fragment is a limiting factor for con-
firming the found species. Results based on sequencing and BLAST
analysis revealed that B. henselae and B. clarridgeiae were the species
detected in six cats of this study. These bacteria have been previously
linked to human infections (Vieira-Damiani et al.. 2015). To our
knowledge, this is the first report of Bartonella spp. in PqMARG cats;
however, the presence of Ctenocephalides felis fleas has already been
reported in PQMARG cats (Sebastiani, 2021). The sequencing of the
remaining samples was unsuccessful. There are several reasons why the
sequencing of some samples may not succeed, including poor sample
quality and human error. Poor-quality samples can result in failed
sequencing. Samples may be degraded, contaminated, or contain
insufficient quantity or quality of DNA or RNA. Mistakes during sample
handling, preparation, and sequencing can result in failed sequencing. It
is important to follow proper protocols and quality control measures to
minimize the risk of human error. (Crossley et al., 2020)

Among the diseases that most affect cats are the retroviruses Feline
Immunodeficiency Virus (FIV) and Feline Leukemia Virus (FeLV). Both
retroviruses can affect the cat’s immune system and predispose the an-
imal to other infections. It has been argued that co-infections with FIV
and FelLV could increase the risk of developing serious illnesses (Jorge
et al., 2011). In this study, we identified a cat that tested positive for
SARS-CoV-2 and FeLV. This finding was also reported by Carneiro et al.
(2022) in another Brazilian state, Bahia, who described the event as a
fatal case of SARS-CoV-2 and FelLV co-infection in an eight-year-old
male cat. The prevalence for FelV in our study was 17.9 %, which is
similar to 20.3 % found by Teixeira et al. (2007) and different from 47.5
% found by Coelho et al. (2011) studies carried out in domestic cats in
Belo Horizonte. Furthermore, despite the cat population studied being
free roaming, none of the cats tested positive for FIV in PCR or Rapid
Test. Not finding FIV-positive animals may indicate a low prevalence in
the cat population of the park in question. The low prevalence can be
attributed to the less efficient transmission of this pathogen compared to
FeLV. This is because FIV is primarily transmitted through bites, which
must inoculate the virus parenterally to be effective. However, for FeLV
transmission, only contact with oro-nasal mucosa and contaminated
secretions is necessary (Biezus et al., 2019).

Information about the geographic distribution and epidemiological
characteristics of infection by L. infantum in cats, as well as the role of
cats in the epidemiological cycle of leishmaniasis, remains unclear,
especially in urban stray cats that live in regions where canine leish-
maniasis is endemic. Infections in cats can occur in situations that
compromise the functionality of the immune system (Pennisi, 2015).
The prevalence of this parasite in our study was 15.4 %. Studies carried
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out on stray and sheltered cats in Belo Horizonte, Minas Gerais, reported
that 20.8 % and 54 % of the cats examined were seropositive for
Leishmania antibodies by ELISA and immunofluorescence antibody tests,
respectively, and 12.5 % tested positive by the PCR technique (Coura
et al., 2018; Costa-Val et al.,, 2020). Molecular identification and
sequencing of the pathogen in cats in PQMARG reinforces the idea that
cats highly exposed to the parasite in an endemic area of zoonotic
visceral leishmaniasis (ZVL) can become infected (Pennisi et al., 2015).
Hence, clarifications are needed on the importance of felines carrying
L. infantum in the ZVL cycle. This is the first study to report Leishmania
infatum infection in cats at the PgMARG.

In the urban context, domestic cats play a decisive role in the
epidemiology of T. gondii infection since they are responsible for the
contamination of the environment shared with humans (Cong et al.,
2016). The detection of T. gondii in cats in urban areas is important
because cats are definitive hosts of the parasite and can spread it to the
environment through their feces. This is especially concerning in urban
areas where there is a large population of stray cats that can contaminate
soil, water, and vegetation with oocysts of T. gondii (Arruda et al., 2021).
In the PqMARG, there is a favorable environment for the development of
the biological cycle of the parasite, as they can interact in the same space
and share a definitive host, with intermediate hosts such as birds, ro-
dents that live in the park and domestic dogs and humans that visit it. In
this sense, environmental contamination may pose a risk to public
health and the health of the animals, especially young and immuno-
compromised cats. The seroprevalence of this parasite in our study was
23.1 %, similar to that found by Sebastiani (2021) in a cross-sectional
observational study carried out through the analysis of a bank of bio-
logical samples belonging to cats of the PQMARG collected between
2015 and 2018. In Brazil, epidemiological studies of T. gondii show
different percentages of seroprevalence: 28 % (da Silva et al., 2022),
50.5 % (Braga et al., 2012), and 65.63 % (Gomes et al., 2019). Sero-
positivity to T. gondii has been associated with infections of FIV, FeLV,
Leishmania spp., and Mycoplasma spp. (Rivetti Janior, 2006; Sobrinho
et al., 2012; Feitosa et al., 2021; da Silva et al., 2022).

In cats, the presence of four species of hemotropic mycoplasmas have
been described: M. haemofelis, Candidatus M. haemominutum, Candidatus
M. mricenis, and Candidamus M. haematoparvum. These species differ in
pathogenicity, with M. haemaofelis being the most pathogenic (Silaghi
et al., 2014). Additionally, infection by these organisms is considered
opportunistic; thus, immunosuppressive sub-conditions can induce
intense hemolytic anemia and death (Makino et al., 2018). These or-
ganisms are believed to have a worldwide distribution, as Mycoplasma
species have been described on almost all continents except Antarctica
(Maceira, 2008). The presence of haemotropic mycoplasma in PQMARG
cats has already been described, with a prevalence of 48.8 % (102/209).
Of these, 39 (18.7 %) were positive for Candidatus Mycoplasma hae-
mominutum, nine (4.3 %) for the species M. haemofelis, and two (0.9 %)
for Candidarus Mycoplasma wmricensis (Sebastiani, 2021). In our study,
the prevalence was very low, 7.7 % (6/78), with five (6.41 %) being
positive for Candidatus Mycoplasma haemominutumn, one (1.28 %) for the
species M. haemaofelis, and none for Candidatus Mycoplasma turicensis.
The large number of animals sampled in our study may have contributed
to this result.

The combined results of the molecular and serological analyses
revealed the presence of co-infections in 29,5 % (23/78) cats. Several
studies have investigated the prevalence of co-infections of hemopar-
asites in stray cats. For example, a study conducted in Spain found that
Leishmania infantum was co-infected with FELV, FCoV, Cytauxzoon felis,
B. henselae, and T. gondii in stray cats (Spada et al., 2016). Another study
conducted in Brazil found that 25.8 % of stray cats were infected with
both hemoplasmas (Makino et al., 2018). Co-infections with hemo-
pathogens in stray cats are an important issue, as they can lead to more
severe disease and poorer health outcomes. Haemopathogens can cause
a range of clinical signs, including anemia, fever, and organ damage.
Stray cats are particularly vulnerable to these infections due to their
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exposure to other cats, fleas, ticks, and other vectors that can transmit
these pathogens. Some of the co-infections detected in our study have
already been reported in Brazil (Sobrinho et al., 2012; Santos et al.,
2018; Marcondes et al.,, 2018; da Silva et al., 2022; Pesqueira et al.,
2023). These studies highlight the importance of screening stray cats for
hemopathogens and the occurrence of co-infections. Treatment and
management strategies for these infections should consider the possi-
bility of co-infections and the potential for more severe disease
outcomes.

Although stray cats generally do not maintain close contact with
humans, they can be found in areas close to humans, as observed in the
PgMARG. In this context, we can find docile cats that accept the pres-
ence and affection of humans, thus establishing direct contact between
them. Unlike feral cats, which live alone, docile stray cats from the
PgMARG create colonies around places where they receive food and are
in close contact with other cats. However, stray cats have a high prob-
ability of infecting and maintaining infections within their colonies with
pathogens, such as Feline Leukernia Virus (FeLV) and Feline Immunodefi-
ciency Virus (FIV), mainly due to a lack of preventative care. Therefore,
stray cat populations are a potential source of infection, representing an
important concern for public health and animal welfare (Kuhlmeier
et al., 2022).

5. Conclusions

The findings of our study indicate that stray cats living at the
PgAMRG in Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil, were infected with
SARS-CoV-2 during the COVID-19 pandemic and demonstrate the
prevalence of infections and co-infections with other important patho-
gens, such as L. infantum, T. gondii, hemotropic Mycoplasmas spp., Bar-
tonella spp., and retroviruses. Our results reinforce the need to study the
role played by stray animals in the epidemiology of viruses and support
the idea of circulating agents transmitted by wvectors, signaling the
importance of adopting preventive measures against ectoparasites in
zoonotic control strategies. Moreover, it is important to monitor animal
populations to evaluate the presence of pathogens and determine
whether these animals can be a source of human infections. This re-
inforces the importance of surveillance of zoonotic diseases, which can
be transmitted from animals to humans, and the need for more studies to
determine whether immunosuppressed animals are susceptible to SARS-
CoV-2 infections.
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Tabela Suplementar 1: Métricas do sequenciamento gendmico das amostras positivas para SARS-CoV-2 nos gatos
do PQMARG.

Amo  NUm NUm NUm Nume  Eficié  Profund  Cober  Cober  Cober  Cober Pango Next  Cla GISAID

stra ero ero ero ro de ncia idade tura tura tura tura classific  clade do ndmero de Data
de de de leitur média 10x 100x 1000x  gendm acdo acesso de
leitu leitur leitur as ica coleta
ras as as mape
brut filtra filtra adas
as das das

parea nao
das parea

das
14a- 2959 21803 19965 2313 781.6 112.997 23161 19429 O 616.29 NA AY9 21 EPI_ISL_17  12/05/
GP21 04 4 72 6 5 3 9.2 700575 2021
16a- 6262 36452 26918 4910 783.9 238.275 30348 589.23 0 626.52 NA AY9 21 EPI_ISL_17  14/05/
GP37 92 0 79 1 9 6 9.2 700574 2021
17a- 5991 45958 29972 17019  284.0 827.735 822.05 557.23 17586 94515  AY.99. AYS9 21 EPI_ISL_17  17/05/
GP49 44 6 6 65 8 5 9 6 2 9.2 700573 2021

18a- 5745 47058 32660 11467 199.5 557.518 770.82 52416 13216  89.292  AY.99. AYS9 21) EPI_ISL_17  01/06/
GP54 52 4 0 82 6 1 1 2 9.2 734311 2021
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7.1.2. Resultados e discussdo que ndo constam no artigo publicado
7.1.2.1. Diagnostico molecular de hemopatdgenos

As 78 amostras foram submetidas a PCR para diversos hemopatogenos. O Gréafico 3
apresenta 0 nimero de animais que testaram positivo para cada patogeno especifico. O Anexo 8
identifica os gatos provenientes do Parque Municipal Américo Rene Giannetti, Belo Horizonte,
Minas Gerais, detalhando o nimero de identificacdo, data de coleta, sexo, idade e positividade
molecular para patdgenos transmitidos por vetores. Dos animais testados, 51,3% (40/78) foram
positivos para pelo menos um dos patégenos, 34,6% (27/78) testaram positivo para mais de um
patdgeno, e 14,1% (11/78) ndo apresentaram positividade para nenhum dos hemopatgenos

estudados neste trabalho. (Grafico 4).

Grafico 3- Frequéncias de amostras positivas para hemopatdgenos detectadas por método molecular em gatos do
Parque Municipal Américo Renné Giannetti, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil, entre fevereiro e setembro de 2021.

= Bartonella spp

m Ehrlichia/Anaplasma granulécitos
11 e plaquetas

u leishmania spp

Ehrlichia monocitca
= Mycoplasma spp

® Ordem Piroplasmida
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Gréfico 4— Percentual de deteccdo de um patdgeno, dois ou mais patdgenos e ndo detectados em gatos provenientes
do Parque Municipal Américo Rene Giannetti, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil, Fev-Set/2021.

m 1 patdgeno = 2 ou mais patogenos = N3o detectados

A analise das 78 amostras de sangue de gatos domésticos do PQMARG revelou a presenca
de bactérias pertencentes a familia Anaplasmataceae. Observou-se que 14,1% (11/78) das amostras
foram positivas para Ehrlichia monocitica, das quais 2,7% (2/78) amostras também apresentaram
positividade para Ehrlichia canis (Tabela 8). Além disso, 24,4% (19/78) das amostras mostraram
resultados positivos para Ehrlichia/Anaplasma em granuldcitos e plaquetas, com 3,8% (3/78)
animais positivos para A. platys e nenhuma positividade para A. phagocytophylum (Tabela 8). As
Figuras 16 e 17 ilustram alguns dos resultados obtidos na PCR.
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Figura 16. Eletroforese em gel de agarose 1% dos produtos amplificados por nested PCR para Ehrlichia monocitica.
Linha 1: Padrdo de tamanho molecular de 1kb (Kasvi); Coluna 2: controle positivo Ehrlichia canis; Colunas 2 a 13:
amostras de gatos do PQMARG; Colunas 7 e 12: amostra com formacao de banda na altura do fragmento esperado
(443 pb); Coluna 14: controle negativo da reacdo, agua livre de nuclease.

10 11 12 13 14

Figura 17 - Eletroforese em gel de agarose 1% dos produtos amplificados por nested PCR para Ehrlichia granulocitica
e plaquetas. Linea 1: Padrdo de tamanho molecular de 100pb (Cellco); Coluna 2: controle positivo Anaplasma
phagophytophylum; Colunas 2: controle negativo da reac&o, 4gua livre de nucleasse; Colunas 3 a 19: amostras de gatos
do PQMARG; Coluna 3, 11, 13,16,18 e 19: amostra com formagao de banda na altura do fragmento esperado (~546

pb).

PPM1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1314 15 16 1718 19

Para detectar piroplasmideos, utilizamos um primer genérico que pode identificar infeccdes
por espécies de Babesia, Cytauxzoon e Theileria. De um total de 78 animais testados, dois foram
positivos, o que corresponde a 2,6% do total. No entanto, apesar dos esforgos para sequenciar essas
amostras positivas, ndo obtivemos sucesso na obtencdo de sequéncias utilizaveis (Tabela 8). A

Figura 18 apresenta alguns dos resultados obtidos.
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Figura 18- Eletroforeses em gel de agarose 1% dos produtos amplificados por nested PCR para ordem Piroplasmida.
Linea 1: Padrdo de tamanho molecular de 100 bp (Cellco); Coluna 2: controle positivo; Colunas 2 a 19: amostras de
gatos do PQMARG; Coluna 16: amostra com formacéo de banda na altura do fragmento esperado (430pb); Colunas:
20: controle negativo da reagdo, agua livre de nucleasse.

6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Tabela 8- Frequéncia de patégenos detectados em gatos do Parque Municipal Américo Renné Giannetti, Belo
Horizonte, MG, tendo em conta uma amostra total de 78 gatos, recolhida no periodo compreendido entre fevereiro e
setembro 2021

Patdgeno NUmero de animais %
positivos
Ehrlichia monocitica 11 14,1
Anaplasma/Ehrlichia 19 24,4

granulécitos e plaquetas

Anaplasma platys 3 3,8
Micoplasmas hemotropicos 6 7,7
Mycoplasma haemofelis 1 1,28
‘Candidatus Mycoplasma 5 6,41
haemominutum’
Bartonella spp 30 38,5
Bartonella henselae 23 29,5
Bartonella clarridgeiae 7 9
Piroplasma 2 2,6
Toxoplasma gondii 18 23,1
Leishmania spp. 12 154

L. infantum 11 14,1
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Os gatos apresentaram evidéncias de infeccdo por dois dos patdgenos pesquisados. As
combinagBes encontradas foram: GP63, com Anaplasma/Ehrlichia em granuldcitos e plaquetas +
Piroplasma, e GP77, com Anaplasma/Ehrlichia em granulécitos e plaquetas + Ehrlichia
monocitica (Anexo 8).

Quanto as coinfecgdes detectadas nos gatos do Parque Municipal, foi identificada uma
associacgdo significativa entre a infeccdo por SARS-CoV-2 e a presenga de pelo menos um
hemopatogeno (p = 0,032) (Tabela 9). No entanto, as analises estatisticas ndo mostraram

associac0es significativas entre as demais variaveis listadas na tabela.

Tabela 9- Associagdes estatisticas entre a infecgdo por SARS-CoV-2 e outros patégenos em gatos do Parque Municipal
Américo Renné Giannetti (PQMARG).

Gatos PQMARG

Fator Valor P Valor P
SARS-CoV-2 positividade Hemopatdgenos
positividade
E. monocitica 0.586 -
positivo
AEGP positivo 0.327 -
Piroplasmas positivo 0.149 -
Hemopatdgenos 0.032 -

AssociacBes com valor de P < 0,05 foram consideradas estatisticamente significativas.
AEGP: Anaplasma/ Ehrlichia sp. granulécitos/plaquetas

7.1.3. DISCUSSAO

Dada a localizacdo do PQMARG na regido central de Belo Horizonte e sua proximidade
com centros de saude e areas comerciais, que atraem um grande nimero de pessoas, além de ser
uma area recreativa significativa para os moradores locais e turistas de diversas regides do Brasil
e do exterior, é essencial realizar estudos de monitoramento de patdgenos, incluindo virus,

bactérias, fungos e parasitos, nos animais que habitam o local. Tais estudos sdo cruciais para
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fornecer informac0es relevantes sobre o risco de infec¢Bes potenciais para a populagdo humana
(Carvalho, 2018; Sebastiani, 2021).

Nos 56 gatos em que o VG foi determinado, 30,4% (17/56) apresentaram valores abaixo
dos parametros de referéncia. Embora a maioria dos gatos 69,6% (39/56) tenha mostrado VG
dentro do intervalo normal (24-45%), a presenca de VG baixo é relevante, pois pode estar associada
a diversas condicOes, como anemia, perda excessiva de sangue, doenca renal, deficiéncia de ferro
e de proteinas ou sepse (Lee et al., 2023). Observou-se que 25% (14/56) dos gatos com niveis
baixos de VG estavam infectados por hemopatdgenos, Resultado semelhante ao encontrado no
presente estudo foi relatado em gatos atendidos em um hospital veterinario em Brasilia, 10,33% da
populacdo analisada apresentou anemia, com a maioria dos casos (32%) atribuidos a doencas
infecciosas (Araljo, 2017). Embora 25% dos gatos com niveis baixos de VG estivessem infectados
por hemopatogenos, ndo foi observada uma associacdo estatisticamente significativa entre a
presenca desses agentes infecciosos e os valores de VG obtidos.

Além dos micoplasmas hemotrépicos, hd uma escassez de estudos sobre a presenca de
patdgenos transmitidos por vetores em felinos no Brasil. Trabalhos anteriores, assim como este,
destacam a circulacdo desses agentes em felinos e a maior vulnerabilidade de gatos errantes e semi-
domiciliados a exposicdo a ectoparasitos e aos patdégenos que eles transmitem (LOBETTI &
LAPPIN, 2012; SILAGHI et al., 2014; ANDRE et al., 2017; PERSICHETTI et al., 2018). O
avanco das técnicas de biologia molecular tem sido fundamental para identificar novas espécies ou
cepas de patdgenos, ampliando assim as perspectivas para a pesquisa de infeccdes menos estudadas
na medicina felina (ALLISON & LITTLE, 2013).

Os diagndsticos eventuais de patdgenos transmitidos por carrapatos em felinos podem ser
atribuidos a varios fatores: a menor divulgacdo desses agentes para felinos em comparacéo aos
cdes, levando a diagnosticos subnotificados; a menor patogenicidade desses agentes em felinos; a
remocao rapida dos carrapatos devido ao comportamento de limpeza dos gatos, o que reduz a
chance de transmissao; e a falta de diagndsticos confiaveis que confirmem os casos (Breitschwerdt
et al., 2002).

A presenga de Ehrlichia monocitica foi confirmada em 14,1% das amostras, sendo que a
infeccdo por E. canis foi confirmada em 2,7% dos gatos através de testes moleculares especificos.

Esses resultados séo consistentes com estudos anteriores que documentaram a prevaléncia dessas
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bactérias em felinos domésticos, indicando que essas infec¢Bes sdo comuns em gatos, apesar de a
maioria das pesquisas ter se concentrado em cdes (Ayllén et al., 2012; Braga et al., 2014). Por
exemplo, um estudo no Brasil encontrou DNA de E. canis em amostras de gatos, com 9,4% dos
gatos testados sendo positivos por PCR (Braga et al., 2014). Mazzotti et al. (2018) detectaram
DNA de E. canis em 5,8% (2/34) das amostras de felideos selvagens cativos no Distrito Federal e
Goiéas. Mais recentemente, Braga et al. (2021) observaram gatos naturalmente expostos a E. canis,
sugerindo a possivel existéncia de um novo gendtipo de E. canis infectando felinos, o que reforca
a importancia dessas infeccdes nas populacdes felinas. E importante ressaltar que a menor taxa de
deteccdo de E. canis pode estar relacionada a menor sensibilidade do teste especifico em
comparacao ao teste para Ehrlichia monocitica.

A deteccdo de 14,1% das amostras positivas para Ehrlichia monocitica, em contraste com
apenas 2,6% positivas para E. canis, pode ser explicada pela presenca de outras espécies de
Ehrlichia, como E. chaffeensis, que também pode infectar gatos e ja foi relatada no Brasil (Braga
et al., 2012; Hegarty et al., 2015). Resultados semelhantes foram encontrados em gatos no
Maranh&o, onde apenas 1% (2/200) apresentaram positividade para E. canis (Braga et al., 2012), e
em gatos domiciliados e atendidos em clinicas particulares no estado do Rio de Janeiro, com uma
taxa de 1,4% (Guimaraes et al., 2019).

Na PCR genérica para AEGP, foi observada uma alta positividade, com 24,4% (19/78) dos
animais testados apresentando resultados positivos. Essa prevaléncia € significativa e condiz com
os altos indices encontrados em outros estudos, como o de Spada et al. (2014), que relatou no norte
da Italia, uma frequéncia de 17,7% de infeccdo por A. phagocytophilum em gatos. No Brasil, Pinto
et al. (2018) observaram uma frequéncia de 33,33% de agentes Anaplamastaceae em gatos no
municipio de Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro.

Em contraste, a deteccdo de A. platys foi observada em apenas 2,6% (2/78) dos animais.
Embora essa taxa seja relativamente baixa, ainda é relevante, uma vez que A. platys é conhecido
por causar trombocitopenia ciclica em cées, o que sugere um possivel risco similar para a saude
felina (Lima, 2022). Por outro lado, a auséncia de A. phagocytophilum ndo é surpreendente no
Brasil, especialmente quando comparada a estudos em outras regides do mundo onde este patégeno
é mais prevalente (Schafer et al., 2021). Resultados semelhantes foram encontrados por Guimaraes

et al. (2019) em gatos domeésticos no estado do Rio de Janeiro, onde a frequéncia de A. platys foi
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de 3,7% (8/216) por gltA-qPCR e 0,9% (2/216) por 16S-rDNA nested-PCR, com auséncia de A.
phagocytophilum na msp2-qPCR. Adicionalmente, um estudo realizado por Sebastiani (2021) com
amostras de sangue de gatos do mesmo local deste estudo encontrou resultados semelhantes, com
A. platys apresentando a maior frequéncia (37,3%) entre os agentes da familia Anaplasmataceae
de granuldcitos e plaquetas, mas nenhuma amostra foi positiva para A. phagocytophilum na PCR
especifica. A autora, porém, enfatiza a importancia de continuar com os trabalhos de
monitoramento e investigacdo dos provaveis vetores reservatorios, considerando que A.
phagocytophilum ja foi detectado em carrapatos e cdes residentes na cidade de Belo Horizonte,
MG (Santos et al., 2013; Silveira et al., 2015; Silveira et al., 2017).

Na PCR genérica para organismos da ordem Piroplasmida, foram detectados 2,6% (2/78)
animais positivos, porém, em nenhuma obteve-se sucesso no sequenciamento nucleotidico. E
relevante destacar que os iniciadores utilizados nesta reacdo sdo direcionados a uma sequéncia
parcial do gene 18S rRNA, uma regido conhecida por sua estabilidade entre piroplasmideos
préximos filogeneticamente, como Cytauxzoon spp., Babesia spp. e Theileria spp., além de detectar
outros membros do filo Apicomplexa, como Sarcocystis e Hepatozoon (ZAHLER et al., 2000;
SILVEIRA et al., 2011). Futuramente, serdo realizadas novas tentativas de sequenciamento
nucleotidico, e a utilizacdo de iniciadores especificos para diferentes alvos moleculares.

A baixa prevaléncia de piroplasmideos relatada neste estudo estd alinhada com outros
estudos. Palmer et al. (2022) encontraram uma prevaléncia de 2,7% (7/250) em gatos tratados em
uma clinica particular no Rio de Janeiro, com B. vogeli identificado em seis gatos e Cytauxzoon
sp. em um gato. Este resultado é semelhante ao observado neste estudo. Wu et al. (2023) relataram
uma prevaléncia de 4,27% em gatos de estimagdo examinados em um hospital em Guiyang, China.
No entanto, ao comparar com o estudo de Oliveira et al. (2022), que observou uma prevaléncia
significativamente maior de piroplasmideos (21,7%), a discrepancia pode ser atribuida a
metodologia utilizada. Oliveira et al. se basearam na gPCR para o gene mitocondrial LSU4, uma
técnica altamente sensivel e especifica, que pode ter contribuido para uma maior taxa de deteccéo.
Além disso, Sebastiani (2021) encontrou uma taxa de prevaléncia bem maior (27,9%) em gatos do
mesmo local do nosso estudo, utilizando amostras coletadas entre 2015 e 2018. Desses, 2,4% foram

positivos para C. felis. Essa diferenca pode ser atribuida ao maior nimero de amostras analisadas
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por Sebastiani, 0 que pode aumentar a probabilidade de detectar uma maior prevaléncia de
piroplasmideos (Faber, Fonseca, 2014).

As analises estatisticas realizadas no estudo, revelaram uma associagéo significativa entre
a infeccdo por SARS-CoV-2 e a presenca de pelo menos um hemopatoégeno (p = 0,032) em gatos
de rua no parque municipal de Belo Horizonte, alinhando-se com os achados de Villanueva-Saz et
al. (2022, 2023). Villanueva-Saz et al. (2022) observaram que gatos soropositivos para SARS-
CoV-2 também eram soropositivos para outros patdégenos, como T. gondii, FIV e L. infantum,
sugerindo uma possivel relagdo entre imunossupressdo e susceptibilidade ao SARS-CoV-2. Em
2023, 0 mesmo grupo encontrou uma soropositividade de 1,57% para SARS-CoV-2 em gatos de
rua em Zaragoza, Espanha, com coinfec¢des por patdgenos como L. infantum e Dirofilaria immitis,
estabelecendo uma associacao significativa com L. infantum (p = 0,018).

A associacdo observada neste estudo entre SARS-CoV-2 e hemopatdgenos pode indicar
que a imunossupressao causada por hemopatdgenos aumenta a vulnerabilidade dos gatos ao SARS-
CoV-2 (Corey et al., 2021; Hoft et al., 2024). Além disso, a alta densidade populacional e as
condicdes de vida em areas urbanas podem facilitar a disseminacdo de multiplos patégenos
(Esposito et al., 2023).

Este estudo contribuiu significativamente para o entendimento da prevaléncia de diversos
hemopatdgenos em gatos na regido estudada. Além dos piroplasmideos, detectamos a presenca de
E. canis, e A. platys, enquanto A. phagocytophilum ndo foi detectado. Enfrentamos dificuldades no
sequenciamento de algumas amostras, resultando em PCRs genéricas positivas, mas sem definicédo
especifica. Recomenda-se que futuros estudos ampliem o nimero de amostras e considerem fatores
temporais e geograficos para uma andlise mais abrangente. Além disso, a implementacdo de
técnicas avancadas de diagnostico pode melhorar a deteccdo de infecgdes por hemopatdgenos,
contribuindo para a salde e bem-estar dos animais de estimacdo. A utilizacdo de metodologias

sensiveis e especificas, como a qPCR, é essencial para a deteccao precisa desses parasitos.
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8. RESULTADOS: CAPITULO 3

8.1. Resultados dos mamiferos cativos pertencentes ao Jardim Zooldgico da FPMZB-BH

No presente capitulo, apresentamos uma investigacao detalhada sobre a presenca de SARS-
CoV-2 e coinfeccOes parasitarias em mamiferos do Jardim Zoologico da Fundagdo de Parques
Municipais e Zoobotanica de Belo Horizonte (FPMZB-BH). Este epigrafe estd dividido em dois
artigos cientificos, cada um abordando aspectos especificos dos resultados encontrados. Além
disso, foram apresentados resultados e discussdes adicionais que ndo foram incluidos nos artigos

mencionados, proporcionando uma visdo mais abrangente e detalhada do estudo realizado.

Artigos Cientificos

Artigo 1: SARS-CoV-2 surveillance in captive animals at the Belo Horizonte Zoo, Minas Gerais,

Brazil. Revista Virology Journal

Artigo 2: Parasitic Protozoa and Other Vector-Borne Pathogens in Captive Mammals from Brazil.

Revista Journal of Zoological and Botanical Gardens

Além de outros resultados que ndo constam nos artigos foram também apresentados, além de um

topico de consideracdes gerais.
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8.1.1. Caracteristicas da populacdo estudada

No ambito deste trabalho, foram testadas amostras de 52 individuos da Classe Mammalia
pertencentes ao plantel da FPMZB, de acordo com a necessidade de manejo dos mesmos, durante
o0 periodo compreendido de novembro 2021 a mar¢o 2023. Deles, 31 machos e 21 fémeas, 40
animais amostrados com sangue total, 47 animais com swabe oral e retal e 34 animais com swabe
nasal, sendo que em na maioria dos animais obtivemos mais de uma amostra bioldgica diferente.
Os animais em estudo formaram um grupo bastante heterogéneo devido a diversidade de espécies
encontradas no zooldgico que pertenciam a diferentes ordens e familias, sendo que os mais
representativos foram: 50% (26/52) da Ordem Primata, 30,8% (16/52) da Ordem Carnivora, 13,5%
(7/52) da Ordem Artiodactyla, 15,4% (8/52) da Familia Felidae, 13,4% (7/52) da Familia Canidae
e 9,6% (5/52) da Familia Cervidae (Anexo 9).
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8.1.2. Artigo 1 aceito para publicacdo na revista Virology Journal (in press). Vigilancia do
SARS-CoV-2 em animais cativos no Zooldgico de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil.

Castillo et al. Virology Journal (2024) 21:297 Vi rology Jou rnal
https://doi.org/10.1186/512985-024-02505-9

i ) i i ®
SARS-CoV-2 surveillance in captive animals ==
at the belo horizonte zoo, Minas Gerais, Brazil

Anisleidy Pérez Castillo'*, Jodo Victor Oliveira Miranda®, Paula Luize Camargos Fonseca®,

Rennan Garcias Moreira®, Luiza Campos Guerra de Araljo e Santos?, Daniel Costa Queiroz?,

Diego Menezes Bonfim?, Carlyle Mendes Coelho?, Paula Cristina Senra LimaZ, Rafael Otavio Cancado Motta?,
Herlandes Penha Tinoco?, Julia Angélica Goncalves da Silveira®” and Renato Santana Aguiar®

Abstract

Background The pandernic caused by SARS-CoV-2 has not only affected humans but also raised concerns about its
transmission to wild animals, potentially creating natural reservoirs. Understanding these dynamics is critical for pre-
venting future pandemics and developing control strategies. This study aims to investigate the presence of SARS-
CoV-2 in wild mammals at the Belo Horizonte Zoo in Brazil, analyzing the virus's evolution and zoonotic potential.

Methods The study was conducted at the Belo Horizonte Zoo, Minas Gerais, Brazil, covering a diverse population
of mammals. Oropharyngeal, rectal, and nasal swabs were collected from 47 captive animals between Navember
2021 and March 2023. SARS-CoV-2 presence was determined using RT-PCR, and positive samples were sequenced
for phylogenetic analysis. Consensus genomes were classified using Pangolin and NextClade tools, and a maximum
likelihood phylogeny was inferred using 1Q-Tree.

Results Of the 47 animals tested, nine (19.1%) were positive for SARS-CaV-2. Positive samples included rectal,
oropharyngeal, and nasal swabs, with the highest positivity in rectal samples. Three genomes were successfully
sequenced, revealing two variants: VOC Alpha in a maned wolf (Chrysocyon brachyurus) and a fallow deer (Dama
dama), and VOC Omicron in a western lowland gorilla (Gorilla gorilla gorilla). Phylogenetic analysis indicated potential
human-to-animal transmission, with animal genomes clustering close to human samples from the same region.

Conclusions This study highlights the presence of SARS-CoV-2 in various wild mammal species at the Belo Horizonte
Zoo, emphasizing the virus's zoonotic potential and the complexity of interspecies transmission. The detection of dif-
ferent variants suggests ongoing viral evolution and adaptation in new hosts. Continuous monitoring and genomic
surveillance of SARS-CoV-2 in wildlife are essential for understanding its transmission dynamics and preventing future
zoonotic outbreaks. These findings underscore the need for integrated public health strategies that include wildlife
monitoring to mitigate the risks posed by emerging infectious diseases.

Keywords Zoos, SARS-CoV-2, Wildlife, Mammals, Genomic analysis, Zoonotic transmission, Animal surveillance, Viral
adaptation, Epidemioclogy
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Introduction

The pandemic caused by SARS5-CoV-2 has been a major
global challenge in terms of public health and economy.
Since its discovery in December 2019, the virus has
rapidly spread worldwide, infecting millions of people
and causing thousands of deaths [1]. Human-to-human
transmission of the virus is well known, but the possi-
bility of transmission from humans to wild animals has
raised concerns about the potential formation of natu-
ral reservoirs of the virus and its risks to public health
[2].

Recent studies have shown that SARS-CoV-2 infec-
tion can occur in wild, domestic and zoo animals. In
various regions of the world, wild animals such as
tigers, lions, monkeys, and minks have been found to
be infected with SARS-CoV-2 [3, 4]. This highlights the
importance of understanding the spillover mechanism
and the zoonotic potential of the disease. Furthermore,
comparative analysis of virus sequencing and phyloge-
netic assembly in humans and wild animals can provide
valuable insights into the virus’s evolution and its trans-
mission between different species [5, 6].

The Belo Horizonte Zoo, located in Minas Ger-
ais (MG), Brazil, is a site of great interest for studying
SARS-CoV-2 infection in wild animals, as it has had
cases of infection in some of its species. Genomic stud-
ies conducted on samples from infected animals at the
zoo and in other regions of the world have shown that
wild animal virus sequences differ from human virus
sequences, suggesting the existence of different viral
lineages circulating in different species. Additionally,
indicate adaptation of the virus to the host, highlighting
the complexity of the virus-host interaction [7, 8].

Understanding the dynamics of SARS-CoV-2 trans-
mission in different species is crucial for preventing
future pandemics and developing effective disease con-
trol strategies [9]. Therefore, studying SARS-CoV-2
infection in wild animals at the Belo Horizonte Zoo is
highly relevant to public health and biodiversity con-
servation, as well as contributing to the advancement
of knowledge about the relationship between SARS-
CoV-2 and wild animals, and the formulation of public
policies and management strategies for pandemic pre-
vention and control.

This study aims to review the current evidence of
SARS-CoV-2 infection in wild mammals at the Belo
Horizonte Zoo, highlighting the zoonotic potential of
the disease and the risks of natural reservoir formation
in forests and wilderness areas [10, 11]. Additionally, it
seeks to analyze the virus’s evolution through phyloge-
netic and comparative sequence analysis to understand
better the spillover mechanism and implications for pub-
lic health [12, 13].
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Materials and methods

Ethical statement

The samples used in this study were collected as part of
the service provided by the Federal University of Minas
Gerais (UFMG) to the Municipal Park and Zoobotanical
Foundation of Belo Horizonte (FPMZB), under exten-
sion code Siex-UFMG 302557. All procedures related to
animal handling, including capture and restraint, were
conducted by veterinarians from the FPMZB staff, ensur-
ing adherence to the protocols established for extension
activities by UFMG.

Study area and sampling information

The present study was conducted at the FPMZB, which
covers a total area of 10.7 million square meters. This
foundation hosts, within its Zoo, more than 3,500 indi-
viduals, representing over 235 species, with approxi-
mately 36 species of mammals totaling 117 individuals.
Among these species, over 40 are at risk of extinction,
spanning reptiles, birds, fish, amphibians, and mammals
from all five continents. It’'s worth noting that the Zoo’s
infrastructure includes a veterinary hospital [14].

FPMZB has a well-established history of preserv-
ing biodiversity and managing environmental protec-
tion areas in Belo Horizonte (MG) (-19.857889841,
-44.0075113912). Its foundation was established through
Decree 16,684 on August 31, 2017, which merged the for-
mer Municipal Parks Foundations and the Zoo-Botanical
Foundation. In the context of Belo Horizonte, FPMZB
plays a significant role in the conservation of local eco-
systems and the research of various mammal species pre-
sent in its parks and botanical gardens. Remarkably, these
spaces house a variety of over a thousand species, repre-
senting the Cerrado and Atlantic Forest, biomes found in
different regions of Brazil [15].

The relevance of FPMZB as a research site lies in the
diversity of mammal species found in its parks, including
the marsh deer (Blastocerus dichotomus), the black tufted
marmoset (Callithrix penicillata), and the maned wolf
(Chrysocyon brachyurus), which may serve as impor-
tant potential reservoirs for zoonotic pathogens, such as
SARS-CoV-2 [16]. Given the global concern about inter-
species transmission of the virus between humans and
animals, the study investigated the role of these species in
the transmission chain and sought a better understand-
ing of the pandemic’s dynamics to develop effective pre-
vention strategies. FPMZB is the second-largest public
green area in Belo Horizonte and receives over one mil-
lion visitors annually.

Sample collection
Oropharyngeal, rectal, and nasal swabs were collected
from 47 captive animals of the class Mammalia between
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November 2021 to March 2023, with the aim of investi-
gating SARS-CoV-2 infection in captive animals with no
prior knowledge of virus exposure.

Capture and containment of the animals were carried
out by the veterinary team at the FPMZB Zoo, who pos-
sess the necessary experience and knowledge to ensure
the well-being and safety of the animals during the col-
lection process, which was done after the physical and/
or chemical restraint of the animals. This was done in
accordance with the zoo’s management schedule, and
whenever containment was necessary for obtaining bio-
logical samples.

Laboratories responsible for the analysis in this study
provided 1.5 ml Eppendorf tubes containing DNA/RNA
Shield™ (2X Concentrate) 125 ml (ZymoResearch) for the
collection of animal samples. Each collected sample was
properly identified with the animal’s microchip number,
ensuring data traceability. After collection, the samples
were stored in transport containers and subsequently in
-80 °C freezers at the Laboratory of Integrative Biology
(ICB/UFMG) to maintain their integrity and viability.

Real-time PCR
Viral RNA was extracted from swab samples (rectal, oro-
pharyngeal, and nasal) using the PureLink™ RNA Mini
Kit (Invitrogen™, MA, USA), following the manufactur-
er’s protocol.

RNA samples were tested for the presence of SARS-
CoV-2 using the CDC 2019-Novel Coronavirus Real-
Time RT-PCR Diagnostic Panel (N1, N2) [17]. These
tests were performed using the iTag” Universal Probes
One-Step (Bio-RADN, CA, USA), following the manu-
facturer’s instructions. The diagnosis was carried out
by RT-PCR following the CDC 2019-Novel Coronavi-
rus (2019-nCoV) Real-Time RT-PCR Diagnostic Panel
protocol.

Sequencing and assembly of SARS-CoV-2 genomes

The samples underwent a concentration and purifica-
tion process using the RNA Clean & Concentrator™ -5 kit
(Zymo Research™, CA, USA) to concentrate the amount
of viral RNA and eliminate potential contaminants. The
¢DNA was synthesized using the SuperScript™ IV First-
Strand Synthesis System (Thermo Fisher Scientific™,
MA, USA).

Sequencing libraries were prepared using the xGen""
SARSCoV-2 Amplicon Panel xGen SARS-CoV-2 S Gene
Amplicon Panel (Integrated DNA Technologies™, San
Diego, CA, USA) following the manufacturer’s instruc-
tions. Multiplex PCR was used to enrich the target
sequences, as the samples had a Ct>30.

After library preparation, samples were quantified
using the Invitrogen™ Qubit™ 4 Fluorometer (Thermo
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Fisher Scientific, MA, USA), and 10 samples were
selected to continue the sequencing process. The
genomes were sequenced on the MiSeq platform (Illu-
mina™, San Diego, CA, USA) with v3 cartridges (600
cycles) following the manufacturer’s instructions. After
sequencing, the raw data were used to a custom pipeline
optimized for viral genome assembly, following the same
protocol described in Moreira et al., 2021 [18].

Briefly, the reads were filtered by quality Phred > 30, the
remaining reads were aligned to the reference genome of
SARS-CoV-2 (GenBank accession number NC_045512.2)
using Bowtie2 [19], and consensus sequences were gener-
ated using BEDtools [20] and BCFtools [21]. Sequences
that had the expected sequencing quality parameters
(coverage greater than or equal to 60% of the genome)
were used in our study.

Lineage classification and phylogenetic analysis

The consensus genomes generated were classified using
the Pangolin tools [22] and the NextClade web appli-
cation v2.8.1 [23]. After classification, we constructed
a dataset based on human sequences for each of the
VOCs (Alpha—190, Beta—13, Zeta—150, Gamma—40,
Delta—116, and Omicron—150) from Belo Horizonte
(MG) and animal genomes (1 =220; identified all around
the world) publicly available in public databases, plus
the genomes generated in the study (n#=03). The dataset
was aligned using the minimap2 program v.2.2.24 [24]
and then used to infer a maximum likelihood phylogeny
using the program 1Q-Tree v2.0.3 and the evolutionary
model GTR+F+1+ G4 [25]. Shimodaira-Hasegawa-like
approximate likelihood ratio test (SH-aLRT) was used to
calculate the branch uncertainty in the phylogeny.

Results

Characteristics of the study population

Total group studied exhibited heterogeneity, with repre-
sentation from animals of different orders and families.
The most common and representative categories were
as follows: 48.9% (23/47) from the Primate order, 14.89%
(7/47) from the Artiodactyla order, in which 71.43% (5/7)
from the Cervidae family and 34% (16/47) from the Car-
nivora order, such as 43.75% (7/16) from the Canidae
family and 50% (8/16) from the Felidae family. Most of
the animals were adults—95,7% (45/47) and 4,3% (2/47)
were cubs, with 18 females (38.2%) and 29 males (61.8%)
(Fig. 1).

Detection of SARS-CoV-2 infection

Out of the 47 mammals examined, the presence of
SARS-CoV-2 RNA was identified in nine of them,
resulting in a positivity rate of 19.1%. Among the 147
collected swab samples, SARS-CoV-2 RNA was found
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Belo Horizonte Zoo

Fig. 1 Map of the Belo Horizonte Zoo. Black dots denote the locations of the cages, each identified with the lowest taxonomic classification
among the individuals housed within. Red circles mark cages where animals tested positive for RT-PCR, while blue points indicate successfully

sequenced animals

in five rectal samples (10.6%), three oropharyngeal
samples (6.3%), and two nasal samples (5.8%). One ani-
mal (AZ16) tested positive for rectal and nasal swabs.
However, during the period of March 2020 to Janu-
ary 2022, the zoo found itself with different levels of
capacity restrictions due to security measures against
the COVID-19 pandemic. During this period of time,
seven animals were sampled and three animals were
positive for SARS-CoV-2 (Fig. 2) (Appendix 1).

All positive samples were subjected to sequencing,
but only three of them were successfully sequenced
(AZ13, AZ16 nasal, and AZ17), with the sequence
being detected only in the nasal swab of the fallow deer
(Dama dama)—AZ16, the rectal swab of the maned
wolves (Chrysocyon brachyurius)—AZ13, and the oro-
pharyngeal swab of the swab of the western lowland
gorilla (Gorilla gorilla gorilla)—AZ17 (Table 1).

Genomic characterization of positive SARS-CoV-2 samples

The three genomes sequenced in our study showed an
average of 71% genome coverage. Two samples (AZ13—
maned wolf and AZlée—fallow deer) were classified
as VOC Alpha, while sample AZ17 (western lowland
gorilla) was classified as VOC Omicron by strain classifi-
cation softwares. All sequencing metrics, lineage classifi-
cation, and all genomes deposited in the GISAID EpiCoV
database are available in Appendix 2. To corroborate the
classification, we performed a phylogenetic tree with the
main variants described around the world. The result of
the analysis corroborates the classification of the samples
(Fig. 3). The AZ17 sample (western lowland gorilla), clas-
sified as VOC omicron, in the phylogeny is represented
almost as an outgroup. This occurred since the genome
coverage was less than 50%. Samples AZ13 (maned wolf)
and AZ16 (fallow deer), classified as VOC Alpha, were
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Fig. 2 Timeline of samples collected at the Belo Horizonte Zoo from November 2021 to March 2023. Blue dots represent the number and moment
of sample collection from Movember 2021 to January 2022 when the zoo reduced visitor entry. Black dots represent the number and moment

of sample collection from February 2022 to March 2023 when the zoo was open for visitors. Black bars represent the positive samples found in each
collection, with one positive sample on 04/11/2021, two on 22/11/2021, two on 02/08/2022, one on 10/03/2022, three on 16/05/2022, and one

on 27/05/2022

Table 1 Summary of results for SARS-CoV/-2 in captive animals at the Belo Horizonte Zoo, Minas Gerais, Brazil

Animals Species Positive samples Ct value Date

AZO2 Leopardus braccatus rectal swab N1: 34 MNovember/2021
M2: 36

AZ04 Gorilla gorilla gorilla oropharyngeal swab N1: 34 MNovember/2021
MN2: 34

AZOS Gorilla gorilla gorifla nasal swab M1:35 November/2021
MN2:32

AZO9 Subulo gouazoubira rectal swab N1:33 February/2022
M2:37

AZ10 Cervus elaphus rectal swab MN1:35 February/2022
M2:32

AZ13 Chrysocyon brachyurus rectal swab N1:27 March/2022
M2:36

AZ16 Dama dama oropharyngeal swab N1:36 May/2022

nasal swab N2:36

M1:29
MN2:35

AZ17 Gorilla gorilla gorilla oropharyngeal swab N1:32 May/2022
MN2:33

AZ18 Chrysocyon brachyurus rectal swab N1:34 May/2022
N2: 36

grouped together, indicating possible local transmission
between animals. Moreover, in the phylogenetic analy-

sis, deer sequences from other regions of the globe were  animals.
included; however, the samples were grouped closer to

human samples collected in the same state, suggesting
that there was possibly a transmission from humans to
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Fig. 3 Phylogenetic analysis inferred by maximum likelihood method. The tree presents three new SARS-CoV-2 animal genomes, generated in our
study (AZ13, AZ16 and AZ17), 220 SARS-CoV-2 animal genomes and 530 SARS-CoV-2 human genomes public available on GISAID EpiCoV database.
Each branch is filled according to the host from which it was isolated. Gray lines indicate human genomes. Purple circles represent the genomes
generated in our study. Bootstrap values for the most important branches are exhibited with the lineage classification

Discussion

Zoos are unique in terms of the epidemiology of
human-animal interactions. They shelter multiple spe-
cies of wildlife from a wide range of taxonomic groups
in relative proximity, and interactions between ani-
mals and humans are frequent, especially for animal
caregivers. Therefore, the COVID-19 pandemic has
triggered research for data collection and surveillance
of suspected cases of SARS-CoV-2 infection in zoo
animals [26]. During the initial months of this study
(November 2021 to January 2022), the zoo operated
with limited capacity and restricted visitor access as a
pandemic control measure. Despite these precautions,
three animals tested positive for the virus during this

period, suggesting that infection could have occurred
through contact with zookeepers [3, 7]. However, start-
ing in February 2022, when the zoo reopened to visi-
tors, there was an observed increase in the detection
of SARS-CoV-2-positive animals. This trend raises
the possibility that increased human traffic may have
heightened the risk of transmission to the keepers, who
then potentially transmitted the virus to the animals via
direct contact or aerosol exposure [5, 8]. Nevertheless,
the limitations of our study prevent us from definitively
identifying the route of infection, and further research
is necessary to confirm these observations.

We detected SARS-CoV-2 RNA in nine (19.1%) of
captive mammals at the zoo in Belo Horizonte, MG,
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Brazil, who showed no clinical signs of infection. Our
results are in contrast to the findings of a study con-
ducted in zoos in Belgium, where no presence of SARS-
CoV-2 was observed in fecal samples from a wide range
of mammal species, despite systematic surveillance
and specific monitoring following a known infection
in hippos in December 2021 [27]. This difference in
results can be attributed to various factors, including
the virus’s dynamics in the region, animal management
practices, or differences in sample collection and detec-
tion methods [28]. Additionally, the specific dates and
conditions of our study may have influenced the out-
comes. This discrepancy underscores the need for more
comprehensive and long-term studies to gain a better
understanding of SARS-CoV-2 transmission between
humans and animals, both in captivity and in the wild.

In the present study, we report natural SARS-CoV-2
infection in three western lowland gorillas (Gorilla
gorilla gorilla), two maned wolves (Chrysocyon brachyu-
rus), one pampas cat (Leopardus braccatus), one brown
brocket deer (Subulo gouazoubira), one red deer (Cer-
vus elaphus) and one fallow deer (Dama dama). The
detected infection in these animals is consistent with
previous reports of non-domestic species infected with
SARS-CoV-2 in both wild, captive, and experimental set-
tings: gorillas [29], wild canids [30], wild felids [8, 31-34]
and white-tailed deer (Odocoileus virginianus) [35-37].

It is noteworthy that some of the species investigated in
our study had previously been described as susceptible to
SARS-CoV-2 infection, according to the World Organi-
zation for Animal Health (WOAH) [38]. For instance,
gorillas (Gorilla gorilla) have demonstrated high suscep-
tibility to natural infection. Furthermore, species like the
white-tailed deer (Odocoileus virginianus) exhibited high
susceptibility in experimental infections [35]. In other
studies, red foxes (Vulpes vulpes) were found to become
infected and shed infectious virus after experimental
inoculation [30].

In the context of infections in felids, although the
majority of case reports of SARS-CoV-2 infection per-
tain to domestic cats [39], several cases in wild felids
have been reported in different parts of the world. This
includes members of the Panthera genus, such as tigers,
lions, and snow leopards, as well as members of the
Puma genus, like the puma (Puma concolor) [40].

Although nine animals tested positive for SARS-
CoV-2, we were able to sequence samples from only
three animals due to issues with the quantity and qual-
ity of the sample. Our results indicate the circulation
of two variants in the studied zoo, VOCs Omicron and
Alpha. The detection of positive samples classified as
Alpha was described in recent studies on deer in Can-
ada and the United States, in which they observed both
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human-to-animal transmission [37, 41]. Furthermore, it
was observed that despite being classified as Alpha, the
genomes contain certain mutations that are specific to
deer. This suggests the evolution of the virus to a different
host: the deer [36—38]. The persistence of VOC Alpha in
deer may be due to the long-term spread of the variant
in the animal, which could lead to the emergence of new
mutations [42].

In our phylogenetic analysis, it was possible to observe
that two samples AZ13 (maned wolf) and AZ16 (fallow
deer) were grouped together and close to samples from
human hosts, suggesting that the infection was trans-
ferred from humans to animals, possibly to the caretak-
ers of the zoo animals. Nevertheless, we did not examine
SARS-CoV-2 infection in animal caretakers, which rep-
resents a limitation of the study, as it did not allow for
the identification of the source of infection. Our main
hypothesis suggests close-contact transmission between
animals and their caretakers. Historically, all instances
of natural infection in zoo animals have been linked to
initial transmission from humans to the animals in their
care [8, 31, 43, 44].

Zoonotic infections are common hazards for humans
involved in animal welfare management, including veteri-
narians, zoo and reserve workers, breeders, and farmers
[44]. Zoonoses represent a significant concern for pub-
lic health. According to studies, approximately 60% of
emerging pathogens that affect humans have their origins
in animals. Furthermore, over 71% of these pathogens
originate from wildlife. These pathogens have the capac-
ity to adapt and switch hosts, acquiring new genetic com-
binations that can enhance their pathogenic potential.
Changes in the behavior, socioeconomic, environmen-
tal, or ecological characteristics of hosts can also play a
role in the transmission of these diseases [45]]. Thus, the
monitoring of SARS-CoV-2 infection in wild and domes-
tic animals is important for tracking the appearance of
new mutations, possible adaptation of the virus to new
hosts and emergence of new lineages in circulation in
that area.

Conclusions
The findings of this study underscore the significant risk
posed by interspecies transmission of SARS-CoV-2, par-
ticularly in environments where humans and a diverse
range of animal species are in close proximity, such as
zoos. The detection of SARS-CoV-2 RNA in 19.1% of the
tested mammals at the Belo Horizonte Zoo and the suc-
cessful sequencing of three animal samples highlight the
virus's ability to infect multiple species, potentially creat-
ing new reservoirs and facilitating viral evolution.

This research provides critical insights into the dynam-
ics of SARS-CoV-2 transmission between humans and
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animals, suggesting that close contact between zoo ani-
mals and their caretakers is a likely route of infection. The
identification of different viral lineages, such as the Alpha
and Omicron variants, in the zoo animals further empha-
sizes the importance of ongoing surveillance to under-
stand the virus's adaptation and evolution in new hosts.

Given the zoonotic nature of many emerging infec-
tious diseases, these findings are crucial for public health,
biodiversity conservation, and the development of effec-
tive disease control strategies. Continuous monitoring
and genomic analysis of SARS-CoV-2 in both wild and
domestic animals are essential to track new mutations,
understand the virus’s host adaptation, and prevent the
emergence of new variants that could pose additional
risks to human health.

Owerall, this study provides valuable data for the global
understanding of SARS-CoV-2 and reinforces the need
for comprehensive surveillance systems to mitigate the
impact of future pandemics and safeguard both human
and animal health.
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APPENDIX 1: Identificacdo de mamiferos cativos provenientes do Jardim Zoolégico, Belo Horizonte, Minas Gerais,
guanto ao numero de identificacdo, dados de coleta, espécies, ordem, familia, sexo, tipo de amostras coletadas.

1D Collection Species Order/Family Sex Oral Rectal Nasal
date swab swab swab
AZ01  2021-11-04 Leopardus braccatus Ordem: Carnivora. Familia Felidae. Male Yes Yes Yes
AZ02  2021-11-04 Leopardus braccatus Ordem: Carnivora. Familia Felidae. Male Yes Yes Yes
AZ03  2021-11-04 Leopardus braccatus Ordem: Carnivora. Familia Felidae. Female Yes Yes Yes
AZ04  2021-11-22 Gorilla gorillagorilla ~ Ordem Primates. Familia Hominidae Female Yes Yes Yes
AZ05  2021-11-22 Gorilla gorillagorilla ~ Ordem Primates. Familia Hominidae Female Yes Yes Yes
AZ06  2021-12-07 Puma concolor Ordem: Carnivora. Familia Felidae. Female Yes Yes Yes
AZ07  2021-12-16 Chrysocyon brachyurus  Ordem: Carnivora. Familia Canidae Female Yes Yes No
AZ08  2022-02-08 Galictis cuja Ordem: Carnivora. Familia: Mustelidae. Male Yes Yes Yes
AZ09  2022-02-08 Subulo gouazoubira Ordem: Artiodactyla.. Familia: Cervidae Male Yes Yes Yes
AZ10  2022-02-08 Cervus elaphus Ordem: Artiodactyla.. Familia: Cervidae Female Yes Yes Yes
AZ11  2022-03-10 Chrysocyon brachyurus ~ Ordem: Carnivora. Familia Canidae Female Yes Yes Yes
AZ12  2022-03-10 Chrysocyon brachyurus ~ Ordem: Carnivora. Familia Canidae Female Yes Yes Yes
AZ13  2022-03-10 Chrysocyon brachyurus ~ Ordem: Carnivora. Familia Canidae Male Yes Yes Yes
AZ14  2022-03-16 Chrysocyon brachyurus ~ Ordem: Carnivora. Familia Canidae Male Yes Yes Yes
AzZ15  2022-03-16 Chrysocyon brachyurus ~ Ordem: Carnivora. Familia Canidae Male Yes Yes Yes
AZ16  2022-05-16 Dama dama Ordem: Artiodactyla.. Familia: Cervidae Male Yes Yes Yes
AZ17  2022-05-16 Gorilla gorillagorilla  Ordem Primates. Familia Hominidae Male Yes Yes Yes
AZ18  2022-05-27 Chrysocyon brachyurus ~ Ordem: Carnivora. Familia Canidae Male Yes Yes Yes
AZ25  2022-08-25 Panthera leo Ordem: Carnivora. Familia Felidae. Female Yes Yes Yes
AZ27  2022-07-01 Ateles sp Ordem Primates. Familia Atelidae Female Yes Yes Yes
AZ28  2022-10-25 Lagothrix lagotricha Ordem Primates. Familia Atelidae Female Yes Yes No
AZ29  2022-10-25 Sapajus apella Ordem Primates. Familia Cebidae Male Yes Yes No
AZ30  2022-11-15 Subulo gouazoubira Ordem: Artiodactyla.. Familia: Cervidae Mael Yes Yes Yes
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ID Collection Species Order/Family Sex Oral Rectal Nasal
date swab swab swab
AzZ31  2022-11-21 Panthera onca Ordem: Carnivora. Familia Felidae. Female Yes Yes Yes
AZ32  2022-11-24 Lagothrix lagotricha Ordem Primates. Familia Atelidae Male Yes Yes No
AZ33  2022-11-24 Lagothrix lagotricha Ordem Primates. Familia Atelidae Female Yes Yes No
AZ34  2022-11-24 Sapajus apella Ordem Primates. Familia Cebidae Male Yes Yes No
AZ35  2022-11-24 Lagothrix lagotricha Ordem Primates. Familia Atelidae Female Yes Yes No
AZ36  2023-01-24 Dama dama Ordem: Artiodactyla.. Familia: Cervidae Male Yes Yes Yes
AZ37  2023-01-24 Dasyprocta sp Ordem Rodentia. Familia: Dasyproctidae Male Yes Yes Yes
AZ38  2023-01-26 Alouatta sp Ordem: Primates. Familia: Cebidae. Male Yes Yes Yes
AZ39  2023-01-26 Alouatta sp Ordem: Primates. Familia: Cebidae. Female Yes Yes Yes
AZ40  2023-01-26 Alouatta sp Ordem: Primates. Familia: Cebidae. Female Yes Yes Yes
AZ41  2023-01-26 Alouatta sp Ordem: Primates. Familia: Cebidae. Female Yes Yes Yes
AzZ42  2023-01-26 Alouatta sp Ordem: Primates. Familia: Cebidae. Male Yes Yes Yes
AZ43  2023-01-26 Alouatta sp Ordem: Primates. Familia: Cebidae. Male Yes Yes Yes
AZ44  2023-01-25 Puma concolor Ordem: Carnivora. Familia Felidae. Female Yes Yes Yes
Az45  2023-02-10 Alouatta sp Ordem: Primates. Familia: Cebidae. Male Yes Yes Yes
AZ46  2022-11-15 Hippopotamus Ordem: Artiodactyla. Familia: Female Yes Yes Yes
amphibius Hippopotamidae
AZ47  2022-11-21 Leontopithecus Ordem Primates. Familia Callithrichidae. Male Yes Yes No
chrysopygus
AZ48  24-11.2022 Sapajus apella Ordem Primates. Familia Cebidae Female Yes Yes No
AZ49  2022-11-24 Sapajus apella Ordem Primates. Familia Cebidae Male Yes Yes No
AZ51  2022-11-24 Saguinus imperator Ordem Primates. Familia Callithrichidae Male Yes Yes No
AZ52  2022-11-24 Saguinus imperator Ordem Primates. Familia Callithrichidae Male Yes Yes No
AZ53  2022-11-24 Kobus ellipsiprymnus Ordem: Artiodactyla. Familia: Bovidae Male Yes Yes Yes
AZ56  2022-11-24 Saguinus imperator Ordem Primates. Familia Callithrichidae Male Yes Yes No
AZ57  2023-03-03 Puma concolor Ordem: Carnivora. Familia Felidae. Male Yes Yes Yes
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APPENDIX 2: Métricas do sequenciamento gendmico das amostras positivas para SARS-CoV-2 nos mamiferos cativos do Jardim Zool6gico de Belo Horizonte.

number_of_ number_
paired_ number_of _ of
filtered_ unpaired_ | mapped_ average_ coverage_ genome_  Pango_
Sample Number_of raw_reads reads filtered_reads reads efficiency  depth coverage 10x coverage 100x  1000x coverage classification Nextclade Clade GISAID_accession_number
AZ13 2227802 1373506 15156 144561 0.0648895 706.21 0.936227 0.684614 0.171087 0.887704 Alpha Alpha 201 EPI_ISL_18953979
AZ16 870248 605488 19811 28786 0.0330779 142.386  0.835067 0.328796  0.0255158 0.753938 Alpha Alpha 201 EPI_ISL_18953980

AZ17 1470574 1405064 11442 5688 0.0038678 281.264 0.455974 0.0757449 0 0.489762  Omicron Omicron = 21M -
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Abstract: In captive environments, mammals are frequently exposed to various parasitic protozoa
and other vector-borne pathogens that can impact both animal health and public health. Monitoring
these pathogens is essential for animal welfare and zoonotic disease control. This study aimed to
investigate the prevalence of parasitic protozoa and other vector-borne pathogens in captive mammals
through molecular detection methods at the Belo Horizonte Zoo, Brazil. Between November 2021 and
March 2023, whole blood samples were collected from 40 mammals. Molecular analyses identified
piroplasms, Leishmania spp., granulocytic/platelet Anaplasma/Ehrlichia spp., monocytic Elirlichia spp.,
Bartonella spp. and hemotropic Mycoplasma spp. with a 72.5% positivity rate. Piroplasms were
found in 22.5% (two Pantanal cats, two gorillas, one white rhinoceros, one spider monkey, one
jaguar, one tufted capuchin and one hippo) and Leislmania spp. in 12.9% (four maned wolves).
Granulocytic/ platelet Anaplasma/Ehrlichin spp. were found in 12.5% of the samples (one gorilla and
four maned wolves), Elrlichia canis in 2.5% of the animals (one maned wolf), Bartonella spp. in 42.5%
(six howler monkeys, two maned wolves, one gorilla, one white rhino, one southern tamandua, one
common woolly monkey, one tufted capuchin, one brown brocket deer, one agouti, one cougar and
one hippo), hemotropic Mycoplasma spp. in 17.5% (one gorilla, one maned wolf, one white rhino, one
howler monkey, two common woolly monkeys and one European fallow deer). Five Artiodactyla
members tested negative for A. marginale. Coinfections occurred in 34.5% of the positive samples.
Sequencing revealed that Theileria spp. and Cytauxzoon spp. are closely related to Theileria bicornis and
Cytauxzoon felis; Ehrlichia canis and Bartonella spp. are closely related to B. clarridgeine and B. henselae;
and hemotropic Mycoplasma spp. are closely related to Candidatus Mycoplasma haemominutum. Qur
results showed a high occurrence of vector-borne pathogens in captive animals, including zoonotic
species, which may pose a risk to animal and human public health.

Keywords: diagnosis; hemopathogens; captive environments; wildlife conservation; animal health;
one health

1. Introduction

Diseases caused by vector-borne pathogens represent a significant challenge to the
health and well-being of animals in captivity [1], with direct implications for the man-
agement of collections in zoos and conservation centers. These diseases can also affect

1. Zool. Bot. Gard. 2024, 5, 754=773. https:/ /dol.org/10.33%0/ jzbg5040050
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the human population due to their zoonotic potential. The adverse effects of parasitic
infections in zoo animals can vary [2], including the emergence of secondary deficiencies
and other infections, reproductive impairment and the risk of mortality in cases of massive
and dangerous parasitosis. Additionally, zoos are environments where wild animals have
close contact with humans, considerably increasing the risk of transmission of parasitic
zoonoses [3]. This poses a threat not only to the health of the animals themselves but also
to the health of zoo staff and visitors.

The confined nature of these environments increases the susceptibility of animals to
vector-borne infections due to population density, close interactions between species and
environmental stress [4]. Additionally, the diversity of host species maintained in zoos
provides a conducive environment for the transmission and maintenance of a wide range
of vector-borne pathogens. The presence of these pathogens in zoo animals can resultin a
series of negative health impacts on the host, including anemia, weight loss, tissue damage,
immunosuppression and, in severe cases, mortality [5].

Piroplasmids, such as Babesia, Theileria and Cytauxzoon, belong to the phylum Api-
complexa and are transmitted by parasitic ticks to mammals. These protozoa may be
asymptomatic in wild animals but cause severe consequences and even death in domestic
animals. These infections result in economic losses in livestock, trade restrictions in horses
and negative health impacts on dogs and cats, as well as growing concern over cases of
human babesiosis [6]. The genus Leishmania, member of the family Trypanosomatidae
within the order Kinetoplastida, comprises protozoan pathogens transmitted by sandflies,
such as Lutzomyia sp. The Leishmania protozoa infect both humans and a wide range of
animals, contributing to the complexity and severity of zoonotic diseases and their impacts
on public and veterinary health.

The Anaplasmataceae family, which includes the genera Amaplasma, Ehrlichia,
Neorickettsia and Wolbachia, infects a variety of mammalian cells and can be transmit-
ted by a wide range of vectors, such as ticks and trematodes. In Brazil, several species from
this family have been detected in a wide range of wild animals, such as deer, wild canids,
wild felids, coatis, rodents, peccaries, collared peccaries and opossums [7,8]. Bartonella
species, belonging to the family Bartonellaceae, are transmitted by ectoparasites, such as
fleas, lice and ticks, and can infect a variety of captive animals, including marine mammals
such as dolphins as well as terrestrial mammals and their arthropod ectoparasites. The
greater occurrence in some captive cohorts compared to free-ranging animals suggests
that captivity may be a risk factor for Bartonella infection [9]. Additionally, hemotropic
Mycoplasma species, classified within the class Mollicutes, are known to cause anemia in
various mammalian species, transmitted by blood-feeding arthropods [10].

Vector-borne pathogens, including protozoa and bacteria, have been increasingly re-
ported in captive mammals worldwide, with significant implications for both conservation
efforts and animal welfare. For example, Protozoan agents have been associated with
mortality and the development of clinical signs in captive cervids and canids from Canada
and Brazil [11,12]. Bacterial pathogens have already been detected in captive animals
around the world, Hemoplasmas have been detected in various captive animals, indicating
that these pathogens can infect a wide range of species in captivity, which could potentially
lead to health issues if not monitored [9,13-16].

Thus, the present work aimed to investigate the occurrence of vector-borne pathogens
in captive mammals from the Zoo of the Belo Horizonte Zoo-Botanical Foundation, Minas
Gerais, Brazil.

In this study, we report the high prevalence of vector-borne pathogens in various
mammalian species at the Belo Horizonte Zoo by employing molecular techniques to
detect and identify these pathogens. Our findings underscore the complexity of disease
management in captive environments and the importance of early detection and integrated
control measures to protect both animal and human health.
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2. Materials and Methods
2.1. Ethical Statement

All procedures were conducted in accordance with relevant guidelines and regulations.
The samples were collected after the signing of a partnership agreement between the Federal
University of Minas Gerais (UFMG) and the Municipal Parks and Zoo-botanical Foundation
(FPMZB) in strict compliance with applicable ethical guidelines.

2.2, Study Area

This study was conducted at the Belo Horizonte Municipal Parks and Zoo-Botanical
Foundation (FPMZB), a 10.7-million-square-meter complex that houses more than
3500 individuals across 235 species, including 36 mammal species with 117 individuals.
MNotably, more than 40 species spanning reptiles, birds, fish, amphibians and mammals
from all continents are threatened with extinction. Located in Belo Horizonte, Minas
Gerais (—19.857889841, —44.0075113912) (Figure 1), the Zoo features a veterinary hospi-
tal and a rich history of biodiversity preservation. Established through Decree 16,684 of
31 August 2017, the FPMZB merged the former Municipal Parks Foundations and the Zoo-
Botanical Foundation, playing a vital role in conserving local ecosystems and researching
mammal species. Its parks and botanical gardens harbor more than a thousand species,
representing Brazil's Cerrado and Atlantic Forest biomes [17].

2.3. Samples

Between November 2021 and March 2023, whole blood samples were collected from
40 captive animals of the class Mammalia at the Zoo. These samples were sent for analysis
to the Veterinary Protozoology Laboratory—ProtoVet, as part of the service provided to
FPMZB under the code Siex-UFMG 302557—"“Diagnosis and control of hemoparasites in
domestic and wild animals”. The capture and containment of the animals were conducted
by the Zoo's team of veterinarians following the management schedule of the mammal
population. To ensure the representativeness of the sampling, at least one sample of each
mammal species present in the zoo was collected.

2.4. DNA Extraction and PCR Amplification

DNA was extracted from 300 uL of whole blood using the “Wizard Genomic DNA
Purification Kit"” (Promega, Madison, WI, USA) according to the manufacturer’s recom-
mendations. After the extraction, the quality and quantity of the samples were estimated
using a NanoDrop (Epoch Microplate Spectrophotometer, Biotek®, Winooski, Vermont,
USA). The extracted DN A was stored at —20 *C until detection via PCR amplification. A
fragment of mammalian glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) was used
to verify the quality of the extracts [15].

Blood DNA samples from mammals that tested positive for the GAPDH gene were
subjected to PCR assays for Piroplasmids, Leishmania, Anaplasma, Ehrlichia, Bartonella and
hemotropic Mycoplasma. All agents, target genes, primer sequences, amplicon sizes (bp),
thermal cycling conditions and references are shown in Table 1.
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Table 1. Molecular assays used in the present study are categorized by the involved agent, type of PCR, target gene, primer sequences, amplicon size (bp), thermal
cycling conditions and references.

Agents Alm/Frimer Malecular Assay Peimers Sequences. Fragment Size (bp) Thermal Cycling Reference
&
1* reaction FLACATOCAACTOCAACCCATIATTCS w31
Anaplacma sp. gE STTOCCTTAAG AACCATCTAATCTCC 3 o . - o
(A phagocylophilun, A. boois, A. platys) gE10R PCR - stmwwd;g“z\.;?é:::sinﬂunsmun Cior 19
{165 rRNA gene) T ";gm S COCACTATIAAAAGCACC TOCAGE P
gES. S AACCCATTATTCTTTATACCTICCTS"
Ehefichia sp. 1% seaction S ACCGACAATTGCTIATAGCCTT 1168
(E. chaficemsis, NSIESCHIF - S ACAACTTTEAICGATIACCEAA KT 94 °C for 5 min 30 cyelos: 92 °C for 1 min, 54 °C for 1 min and 72 *C "
E. conis) '\.';léﬁ_‘l«lll{ Zmnin, 72 °C foe § min 20}
1165 rRNA geme) macton 5 LCOCACCTACCTOCACTAG-S
e S CCTCTIAGEACCEATACCACS -
Characterization . e r————
1* reaction SLATCAATTACACACAATTCCTTCTACTSY .
S TTAATIGAAAGCAAATCTTGCTOCTATGY
Anaplassa phagocy tophilos :5jﬂ: — %4 °C for 5 min 30 cpcles: 92 °C for 1 min, 58 °C for 1 min and 72 °C
(s gene) b for 2 i, 72 *C foe 8 min
"""ml‘_’" & CTATTOC Y CENGOYAGAG - 1
"“P"R S CTICATCCAAMTTICCCTCCT A -
Chamacterization - N - .
1% reaction FOOGAGCTCCTATGAATTAC AGAGAATTGTTIACY .
s : n n . TorLst i
-udﬂﬂ:u:xrymld e wew S OCCCATOCTTACCTEAAC ACCAATC TG-S %4 °C foe 5 min 30 cycles: 92 °C for 1 min, 53 °C for 1 min and 72 °C
Ll;ﬁ."wl MSPG for 2 mis, 72 °C for 8 min
* mactica S CCCCACCAAACTTTTOCAAASS 254 Bl
‘\"‘"; FLATATOCCCACACACCCAAATS .
Characterization
s SLACTTTCATCATCGCTCAGSS' . . o . 530 o
1:\:.:an AT O AT AT 1% reaction 44 cfu;ggn&u‘g:l%:é’;zn:mu C for 1 min,
Auaplaseu platys TECNY nPCR » - ctson e 24}
165 FRMA gene] e -
e J 2 eaction ’ TCTOCTACCTTOR ~ it W4 °C for 1 min, 80 cycles: 94 *C fior 1 min, 53 °C for 305, 72 °C for
PLATYSE ElaLaT TETCCTACCTTICC TATCSS & 302,75 O for S mi
S STAGCACTCATOGTTTACAGTS' %
EHRIGSR
S . - - —]
1% reaction ¥ COCGATCCAACC TOGTTGATCC TGS -
Babbesia/ Theileiraf s S COCAATTCCTICTTACGACTTCTC S 10 125
Ctnurzoon RIB20 TR 41 °C foe 5 min 30 cycles: 92 °C fior 1 min, 34 % for 1 min and 72°C
{185 PRNA gene) » maction for 2 min, 72 °C for § min
BabRumF 5 ACCTCACCACCTOCACACAGS 90 26)
8 CTACAAACCOC ACCCACCTA-S -
Chamacterization . . . . .
. - " S OGANTCGCATTGC TTTATGCTOCAA 95 °C for 5 min, 80 cyches: 35 °C for 45 5, % °C for 45 s and 72 °C for
Cytmerzan felis i R SLTTCATACTOCCCAAACAC = 65,72 °C for 5 min. I
ytauck
Leiskmania sp. LITSR IR rs"cu.(.m_c‘, T ol ﬁ°c‘s’uzmyqdcs.uc‘dgfwm.sﬁciulmun%_m
(ITS1 gere) S TGATACCACTTATCGCACTTSS -3 1min, 72 ©C for b min.
Serening CTCTTTETTE ACATCATCATOCS o 2 o o
Hartowella spp. BartF PR S CTCTTICTTCACATCATCATOC-S e 95 %C for 2 min, 45 cyches 98 °C for 1 min, 60 °C for 1 min, 72 9C for 2
(165235 TRMA intergenic reghon) Barslt e AACC AACTCACCTACAACOCT TS 305, 72 °C for 5 min -
Hemabropic Mycoplass sp. 9‘”" — S ATACGGOCCATATTICCTACG-3 94 9C for 10 min, %0 cycles: 95 OC for 305, &0 ©C for 30 5, 72 9C for 305, -
{165 PRNA) HETR SICCTOC ACCAC cad T29C for 10 min g

* the fragment size is unknown or cannot be determined.
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Figure 1. Capture site. Map of Minas Gerais state, southern Brazil, representing the Zoo region,
where animals were sampled. Due to limitations in the software used to generate the figure, the
numbers are not formatted with commas for thousands separation. Please disregard the format in
the figure and refer to the correct formatting presented in the text (e.g., 7,780,000.000; 7,790,000.000;
7,800,000.000; 7,810,000.000; 600,000.000; 610,000.000).

For the PCRs, positive DNA controls were obtained from various sources. For tests of
Anaplasma phagocytophilum and other granulocytic agents of the Anaplasmataceae family,
DNA from IDES cell cultures infected with A. phagocytophilum, which was isolated from
a German dog and kindly provided by Dr. Erich Zweygarth (Institut fiir Vergleichende
Tropenmedizin und Parasitologie, Ludwig Maximilians Universitit Miinchen), was used.
DNA from Anaplasma marginale was extracted from 300 puL of whole blood collected from a
calf experimentally infected with A. marginale (strain UFMG1) [31]. For monocytic ehrli-
chiosis tests, DN A from a dog infected with Ehrlichia canis (Jaboticabal strain) [32] was used.
For the nPCR of piroplasmids, positive controls were obtained from a calf experimentally
infected with Babesia bovis (strain BbovMG) and Babesia bigemina (strain BbigMG) [33]. DNA
from reference Leishmania strains provided by the World Health Organization (WHO),
specifically Leishmania infantum (MCAN /BR/2002/BH400), which was maintained in the
cryobank of the Leishmania Biology Laboratory and kindly provided by Prof. Maria Norma
Melo (ICB/UFMG/ Brazil), was used as a reaction control. Additionally, DNA for hemo-
plasmas and Bartonella spp. was obtained from the blood samples of naturally infected
cats in Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil, confirmed by sequencing [34]. Ultrapure
sterile water (Life Tedmulogiesg, Carlsbad, CA, USA) was used as a negative control in all
PCR assays.

PCR amplicons were separated by electrophoresis on 1%, 2% and 3% agarose gels
(40 min, 100 V), stained with GelRedTM (Biotium, Hayward, CA, USA) and visualized
under ultraviolet light.

2.5. Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) Analysis—PCR for Leishmania spp.

To identify Leishmania spp., the ITS1 amplicon was digested using the restriction en-
zyme Haelll (PCR-RFLP). Five microliters of each amplified product were digested with the
Haelll restriction enzyme (Biolabs, Inc., UK) according to the manufacturer’s instructions.
The digested products were subjected to 5% polyacrylamide gel electrophoresis to verify
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the restriction patterns. The restriction patterns obtained were compared with those of
WHO reference strains [28].

2.6. Sequencing

Sequencing was performed by ACTGene using an automatic sequencer (ABI 3730x1
DNA Analyzer Applied Biosystems ™) with POP7 polymers and BigDye v3.1 using
the same oligonucleotide primers used in the assays. For sequencing analysis, the raw
data in the form of chromatograms generated by the automatic sequencer “Analyzer
Applied Biosystems” were aligned, edited and analyzed using the BioEdit program, version
7.0.5.3 [35]. The identity of each sequence was confirmed by comparison with sequences
available in GenBank using BLAST software (Basic Local Alignment Search Tool, http://
blast.ncbi.nlm.nih.gov/ (accessed on 26 August 2024)) [36]. After comparing the identities,
the analyzed sequences were classified according to the degree of similarity with data
already deposited in GenBank. All nucleic acid sequences revealed in this study have been
deposited in the GenBank database (PP844851, PP948683-PP948688, PP849127, PP849128,
PP843077 and PP843078).

2.7. Phylogenetic Analysis

Multiple sequence alignments were carried out using the Multiple Alignment us-
ing Fast Fourier Transform (MAFTT) algorithm (MAFFT v7.310) [37], with previously
published sequences in GenBank. Moreover, representative sample sequences were also
downloaded for use as an outgroup in the phylogenetic analysis. Phylogenetic trees were
constructed using the Maximum Likelihood (ML) method based on the results of alignment
with MEGA11 [38—41] with suitable models selected with the smallest Bayesian information
criterion (BIC) score. The reliability of the tree topology was tested using 1000 bootstrap
replicates, as implemented in the program [42]. For piroplasmids, the Kimura 2-parameter
method + G evolutionary model (K2 + G (5 categories, parameter = (.1288)) (430 bp align-
ment) were used. For Ehrlichia spp., the Kimura 2-parameter model + gamma distribution
(K2 + G (5 categories, parameter = (.3607)) evolutionary model (630 bp) were used. For
Bartonella spp., the Jukes—Cantor evolutionary model + gamma distribution + invariable
sites (JC + G (5 categories, parameter = 1.0975)) + (I ([+I], 19.19% sites)) (165 bp align-
ment) were used, and for Mycoplasma spp., the general time reversible model with gamma

distribution (GTR +G (5 categories, parameter = 0.3121)) (alignment of 600 bp).

2.8. Data Analysis

The data obtained were collected on an Excel spreadsheet, and descriptive frequency
analysis was performed using Microsoft Excel Version 16.71 (Microsoft Corporation,
Redmond, WA, USA).

3. Results

In this study, samples were collected from 40 individuals of the class Mammalia. Of
these, 57.5% (23 /40) were males, and 42.5% (17/40) were females. The animals under study
formed a highly heterogeneous group due to the diversity of species found in the zoo,
belonging to different orders: 45% (18/40) from the order Primates, 35% (14/40) from the
order Carnivora, 12.5% (5/40) from the order Artiodactyla, 2.5% (1,/40) from the order
Perissodactyla, 2.5% (1/40) from the order Pilosa and 2.5% (1,/40) from the order Rodentia.
Details regarding the collected animal species can be found in Table 2.

Among the 40 DNA blood samples collected from mammals, all tested positive by
GAFPDH gene-based cPCR and were included in subsequent analyses.

Owerall, 72.5% (29/40) of the samples tested positive for at least one parasite. Nine
animals (9/40-22.5%) tested positive by nPCR for piroplasmids (two Pantanal cats
(Leopardus braccatus), two gorillas (Gorilla gorilla gorilla), one white rhinoceros
(Ceratotherium simum), one spider monkey (Ateles spp.), one jaguar (Panthera onca), one
tufted capuchin (Sapajus apella) and one hippo (Hippopotamus amphibius). Sequencing was
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performed on all positive samples, but only two were successful. Theileria sp. was detected
in a 54-year-old female white rhinoceros, showing 99.55% identity with Theileria bicornis
found in a captive white rhinoceros (MF536661) from Australia. Additionally, a female
jaguar was found to have a piroplasm with 99.77% identity to Cytauxzoon felis, which
was previously identified in an ocelot (Leopardus pardalis) (GU903911) from Brazil. cPCR
for Leishmania spp. was performed on 31 animals from the orders Primates and Car-
nivora, resulting in 12.9% positivity (four maned wolves (Chrysocyon brachyurus)), of which
Leishmania infantum was detected in 50% (2/4) by PCR-RFLP.

Table 2. Identification of captive mammals sampled at Zoo of the Belo Horizonte Municipal Parks and
Zoo-Botanical Foundation, Minas Gerais, between 2021 and 2023, regarding identification number,
collection data, sex and molecular positivity for vector-borme pathogens. Results obtained in the
PCR assays for Anaplasma phagocytophilum, A. platys and Anaplasma marginale are not shown since all
animals tested negative.

Gramulocytbcl Platelet Monecytic Hemobrapic

o Callection Bata sex Species Anaplasimal Elelichia sp. Ehrlickia sp. Bartouella sp. Mycoplasma sp. Fooplamtile Leishmeania spp-
Az 20211108 M Lopardus braccatus - - - - Paositive -
Az 20211108 ™M Lopaardus braccatus - - - - Paositive -
AZIM 202111422 F- Corills gorilia gonfia - - Positive Pasitive Fositive -
AZIS 2112 r Carilla gerilla garifla Pocitive - - - Positive -
Al 2021-1207 F Puma concolor - - - - - -
Aznr 20211216 F Clhngsocyon brachysrs - - Pasitive - - Positive
AZDS 202201208 M Galictis cuja - - - - - -
A 202201208 M Suhu.b_wumnhm - - - - - -
AZ11 20221510 F CM‘MI Myl"lﬁ Positive - - Positive - Posibive
AZ12 220510 P Chysocyan brackysrus Positive - - - - Positive
A3 22510 ™M Chnpsocyon brachysrs Positive - - - - Pesitive
AZLa A6 ™M Clhngsocyon brachysrs Positive Positive Pasitive - - -
AZIS 222516 M Clrysocyan brackysrus - - - - - -
AZle 202241516 M Danar dawes - - - - - -
Any E SRR ™M Carills gerilla gorila - - - - - -
AZIE AT ™M Clhngsocyon brachysrs - - - - - -
AZ19 202241516 F Corptotherium simum - - Positive Positive Positive -
AZ20 202241516 F Aloustta P - - Positive - -
AZ 2022401527 F Aloustta P - - - - -
AZ22 202241727 F Tamamiu Ml\dlklyh - - Positive - - -
AZ2S 20221825 F FPanthera ko - - - - - -
AZ2F 2022417411 F Atekes P - - - - Positive -
AZzS 20221025 E Lagathrix lagotricha - - Fusitive Pasitive - -
Az 221025 ™M Sapapus apella - - Pasitive - - -
AZ30 2022.11-15 M Suhu.b_wumnhm - - Positive - - -
AZ31 2022-11-21 F Panthera onca - - - - - -
AZ32 2022-11-24 M meﬂl hgﬂnd\a - - - - - -
AZ33 20211428 F Lagathiriz ligotricha - - - Pasitive - -
AZ3L 20211428 ™M Sapapus apella - - - - - -
AZ3S 20211428 E Lagathriz ligotricha - - - - - -
Ad3a 202301124 M Danar dawes - - - Positive - -
AZ3IT 202301124 M Dasyprocta sp. - - Positive - - -
AZ38 2230126 ™ Aloustta sp. - - Pasitive - - -
AZ39 20234126 F Aloustta P - - Positive - - -
AZal 20234126 F Aloustta P - - Positive - - -
AZa2 20234126 M Aloustta P - - Positive - - -
AZa3 20234126 M Aloustta P - - Positive - - -
AZaa 202301125 F Puma concolor - - Positive - - -
AZas 202301210 M Aloustta P - - Positive - - -
AZan 221115 F Hippopotamus amplaibivs - - Pasitive - Paositive -

* Male; ** Female; — Negative.

Phylogenetic analysis using the ML method based on the 185 rENA gene of piroplas-
mids (Figure 2) positioned the Theileria spp. sequences detected in white rhinoceroses from
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this study within the same clade as the T. bicornis sequences identified in white and black
rhinoceroses from Australia and South Africa. Moreover, the Cyfauxzoon spp. sequence
detected in the jaguars in this study was closely related to C. felis sequences found in
jaguars, ocelots and domestic cats from Brazil, South Africa and the United States.

GU903911 Cytauxzoon fels Leopardus pardaks Brazd
L19080 Cytauxzoon fels South Afrnca
DQ382276 Cytawxzoon feks Panthera onca Brazi
AY531524 Cytanczoon felis cat USA
AYB79105 Cytauxzoon feks cat USA
AF399930 Cytawxzoon feks cat USA
PP843077 Cytauxzoon sp Panthera anca clone AZ31 Brazi
KU306944 C fels Felis catus
AY485590 Cytawxzoon manul Otocolobus manul Mongolia
AY485691 Cytauxzoon manul Otocolobus manul Mangolia
MW727406 Cytauxzoon sp. Felis sivestns France
OMO04057 Cytaozoon sp. Fels catus Raly
n AF245279 Thedena youngs Neotoma fuscipes USA
» (ONB0S000 Cytawzoon sp. Common paim civet Singapore
— PPB43078 Theilena sp white thinoceros clone AZ19 Beaxd
AF499504 Thedena bicomis black rhinocercs South Africa
7 | NF535660 Thedena bcomis white rhinoceros Austraka
™ MF535561 Theilena bicormis white rhinoceros Australia
| MT903304 Theslena bcomis black rhinoceros South Adnca
' MT903306 Theslena bicomis white rhinoceros Austraka

[AF150702 Babesia conradae canine USA
» KCT790443 Babesia lengau spleen South Africa

9 | EUB42508 Thedena equi horse South Africa
KY435057 Babesia ardeae Ardea cnerea Singapore

MF 162304 Babesia sp. Chroxcocephalus scopulnus New Zealand
JQT43634 Thedena anmuata cattie Palostan

16 1 JX469511 Thedera kiwenshurs small ruminants China
L19061 Thedena sp. South Africa
LCS76821 Thederia onentalis Bos taurus Myamar

HQB95585 Thedleria parva Syncerus caffer South Africa

AY726011 Thedera caprech Caprealus capreolus Spain

JXS62782 Thedena capreol wikd boar China

AF419313 Babesia bicornss black rhinoceros Netherlands

x-L MN715140 Thedena sp. Opossum Brazi
[—— AY452701 Babesia felts domestc cat Germany
% '~ AYT89075 Babesia microti bodes ncinus USA
lj 112138 Toxoplasma gondi
0 U9T7524 Sarcocystis sp
—

0w

Figure 2. Phylogenetic tree based on an alignment of 430 bp of the piroplasmid 18S rRNA gene
involving 44 nucleotide sequences, using the ML method and K2 + G as an evolutionary model. The
numbers at the branch nodes of the tree indicate bootstrap values from 1000 replications. The scale
bar represents the evolutionary distance. The sequences detected in the present study are highlighted
in red, with accession numbers provided in parentheses. Toxoplasma gondii and Sarcocystis spp. were
used as outgroups.

In the nPCR analysis for the bacteria of the Anaplasmataceae family, granulocytic/platelet
Anaplasma/Ehrlichia spp. were detected in 12.5% (5/40) of the animals, including one gorilla
and four maned wolves. However, DNA amplification of A. phagocytophilum and A. platys
was unsuccessful in these positive samples. Unfortunately, all samples positive for the 165
rRNA gene by PCR for the Anaplasma/Ehrlichia spp. granulocytes/platelets yielded bands



J. Zool. Bot. Gard. 2024, 5

152

762

of weak intensity, which precluded sequencing efforts for these fragments. Additionally,
2.5% (1/40) of the animals tested positive for monocytic Ehrlichia spp. (one maned wolf),
which was confirmed by sequencing similarity with E. canis. BLASTn analysis revealed
99.31% identity with the sequences of E. canis detected in Canis lupus familiaris (MK507008)
sampled in Cuba.

ML analyses based on the 16S rRNA gene of Ehrlichia sp. in this study detected a
sequence that can be put into the same clade as previously identified E. canis sequences
from domestic dogs in Brazil, Cuba, India and Turkey (Figure 3).

MKS507008 Ehrlichia canis Canis familiaris Cuba

PP844851 Ehrlichia sp. Chrysocyon brachyurus clone AZ14 Brazil
KY594915 Ehrlichia canis Canis familiaris Turkey

74 | PP861112 Ehrlichia canis Canis familiaris India

EF 195134 Ehrlichia canis Canis familiaris Brazil

EF 195135 Ehrlichia canis Canis familiaris Brazil

0Q136684 Ehrlichia minasensis Rhipicephalus microplus China
MT 163431 Ehrlichia minasensis cattle Kenya

MHS500005 Ehrlichia minasensis Bos taurus Australia

LC388352 Ehrlichia sp. Ixodes ovatus Japan

NRO074500 Ehrlichia chaffeensis strain Arkansas

AF 147752 Ehrlichia chaffeensis China

LC386013 Ehrlichia sp. Ixodes turdus Japan

KU535865 Ehrlichia muris Ixodes persulcatus Estonia

NR 025962 Ehrlichia munis Eothenomys kageus USA

AB275137 Ehrlichia muris wild rodent Japan

NR 074513 Ehrlichia ruminantium strain Welgevonden
DQ647615 Ehrlichia ruminantium strain Kiswani Hom sapiens South Africa
KX987319 Ehrlichia sp. Haemaphysalis longicornis China
MT514732 Ehrlichia sp. Amblyomma sculptum Brazil

NR 044747 Ehrlichia ewingii strain Stillwater

MF510194 Ehriichia sp. Carios vespertilionis United Kingdom

r— NR 044762 Anaplasma phagocytophilum strain Webster

1

100 “—— M60313 Anaplasma marginale

0050

NR 028018 Rickettsia rickettsii

Figure 3. Phylogenetic tree based on an alignment of 630 bp of the Ehrlichia spp. 16S rRNA gene
involving 25 nucleotide sequences, using the maximum likelihood method and K2 + G as an evo-
lutionary model. The numbers at the branch nodes of the tree indicate bootstrap values from
1000 replications. The scale bar represents the evolutionary distance. The sequences detected in the
present study are highlighted in red, with accession numbers provided in parentheses. A. marginale,
A. phagocytophilum and Rickettsia rickettsii were used as outgroups.

Bartonella spp. were detected in 42.5% (17/40) of the animals (six howler monkeys
(Alouatta spp.), two maned wolves, one gorilla, one white rhino, one southern tamandua
(Tamandua tetradactyla), one common woolly monkey (Lagothrix lagotricha), one tufted
capuchin, one brown brocket deer (Subulo gouazoubira), one agouti (Dasyprocta spp.), one
cougar (Puma concolor) and one hippo. Six samples were selected for sequencing due to the
good intensity of the bands observed in the electrophoresis gel and the different sizes of
the bands according to the primers used. The sequences obtained ranged from 152 bp to
345 bp, with four sequences showing 94.59% to 100% similarity to Bartonella clarridgeiae (the
gorilla, tufted capuchin, brown brocket deer and southern tamandua) and two sequences
showing 99% similarity to Bartonella henselae (Two howler monkeys).

Phylogenetic analysis using maximum likelihood, based on the internal transcribed
spacer 16-23S gene, grouped Bartonella spp. sequences detected in the gorilla, southern
tamandua, capuchin monkey and brown brocket deer from this study into the same clade
as B. clarridgeiae sequences from cats and fleas. However, Bartonella spp. sequences detected
in two howler monkeys from this study clustered with B. henselae previously identified in
cats, rodents, elephants, Fea’s muntjacs and humans (Figure 4).
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Bartonella henselae Felis catus Turkey (OR978403)
lae M feae Thailand (MZ145378)

Bartonella henselae Feks catus Germany (CP072898)
Bartonella henselae Felis catus Brazil (OR488006)
Bartonella henselae Felis catus Brazil (OR488005)
ko Elephas Thailand (MZ145378)
Bartonella sp Alouatta sp clone AZ39 Brazil (PP948684)
Bartonella sp_ Alouatta sp. clone AZ43 Brazil (PP948685)
B Homo USA (CP072900)

F Mus I Turkey (OR198887)
Bartonella koehlerae Felis catus Japan(OR978398)
o' Bartonella koehlerae France (AF312490)
Bartonella alsatica (AF312506)
8 iae (AJ269786)
Bartonella quintana France (AF368391)
Bartonella quintana France (AF368396)
Bartonella quintana (L35100)
Bartonella eizabethae (L35103)
Bartonella tribocorum (AF312505)
B, gr (A 85)
Bartonella vinsoni subsp. berkhoffii (AF167988)
Bartonella vinsona (L35102)
Bartonella vinsonii subsp. arupensis (AF312504)
Bartonelia taylorii (AJ269784)
Bartonefia sp. Subulo gouazoubira clone AZ30 Brazil (PP948687)

Bartonella henselae clade

Bartonella sp Sapayus apella clone AZ29 Brazil (PP948686)
geiae C P orientis ysia (CP116497)
Bartonella clarridgeiae Felis catus Brasil (OR488007)
Bartonella clamdgeiae Felis catus China (EU589237)
93| Bartonella clamidgeiae Felis catus Japan (AB674239)
Bartonella clamdgeiae France (AF312497)
Bartonella clamdgeiae France (AF312502)
Bartonella sp Gorilla gorilla gorilla clone AZ04 Brazil (PP948683)
Bartonelia sp. Tamandua tetradactyla clone AZ22 Brazid (PP948688) A
Bartonella bacilliformis (L26364)
Bartonella baciliformis France (AF312491)
Bartonella bacilliformis France (AF312492)

Bartonells clarridgeise clade

B ( )

Figure 4. Phylogenetic tree based on an alignment of (~165 bp) bp of the Bartonella spp. 165-23S
rRNA intergenic region gene involving 38 nucleotide sequences, using the ML method and JC + G +1
as an evolutionary model. The numbers at the branch nodes of the tree indicate bootstrap values
from 1000 replications. The scale bar represents the evolutionary distance. The sequences detected in
the present study are highlighted in red /underline, with accession numbers provided in parentheses.
Brucella melitensis was used as an outgroup.

Hemotropics Mycoplasma spp. were detected in 17.5% (7/40) of the animals, including
one gorilla, one maned wolf, one white rhino, one howler monkey, two common woolly
monkeys and one European fallow deer (Dama dama). Two cases were confirmed by se-
quencing as hemotropic Mycoplasma sp.: one in the howler monkeys, showing 99.84%
identity with “Candidatus Mycoplasma haemominutum” detected in a cat (KR905451)
sampled in Italy, and another in a woolly monkey, showing 99.11% identity with a
Mycoplasma sp. detected in a howler monkey (MH734376) sampled in Brazil.

Finally, ML analyses of hemotropic Mycoplasma spp. grouped the sequences de-
tected in this study into a large clade, the “Mycoplasma suis group,” alongside sequences
previously detected in various hosts from several countries, with 100% clade support
(Figure 5). The sequence detected in the howler monkey was closely related to that of Ca.
Mycoplasma haemominutum, which had been found in domestic cats from Brazil and Italy.
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Meanwhile, the sequence detected in a woolly monkey was closely related to hemotropic
Mycoplasma spp. found in howler monkeys from Brazil.
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82 I EU165513 C Ows aries
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Figure 5. Phylogenetic tree based on an alignment of 600 bp of Mycoplasma spp. 16S rRNA gene
involving 41 nucleotide sequences, using the ML method and GTR + G as an evolutionary model. The
numbers at the branch nodes of the tree indicate bootstrap values from 1000 replications. The scale
bar represents the evolutionary distance. The sequences detected in the present study are highlighted
in red, with accession numbers provided in parentheses. Mycoplasma pneumoniae and Bacillus subtilis
were used as outgroups.

Coinfections Detected

Of the 29 positive animals, 10 (34.5%) were coinfected (five maned wolves, two gorillas,
one white rhinoceros, one woolly monkey and one hippo). Six animals were coinfected with
two pathogens: one gorilla was coinfected with piroplasmids and granulocytic/platelet
Anaplasma/Ehrlichia spp., a single maned wolf was coinfected with Leishmania spp. and
Bartonella spp., two maned wolves were coinfected with granulocytic/platelet
Anaplasma/Ehrlichia spp. and Leishmania spp., a single woolly monkey was coinfected
with hemotropic Mycoplasma spp. and Bartonella spp. and one hippopotamus was
coinfected with piroplasmids and Bartonella spp. Four animals were coinfected with
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three pathogens: one gorilla and one white rhino were coinfected with piroplasmids,
hemotropic Mycoplasma spp. and Bartonella spp.; one maned wolf was coinfected with
granulocytic/platelet Anaplasma/Ehrlichia spp., hemotropic Mycoplasma spp. and
Leishmania spp.; and one maned wolf was coinfected with Ehrlichia canis, granulocytic/platelet
Anaplasma/Ehrlichia spp. and Bartonella spp. (Table 3).

Table 3. Coinfections in captive mammals sampled at the Zoo of the Belo Horizonte Municipal Parks
and Zoo-Botanical Foundation, Minas Gerais, Brazil between 2021 and 2023,

Total Number

w Speces (Crpecyiciuele | Menotic | Bartowle | HemoUop | piopiamis Lotbmonit i
AZM4 Gorilla gorille gorilla - - + + + — 3
AZD5 Gorilla gorille gorilla + - - - + — 2
AZOT7 Chrysocyon brachyuris - - + - - 2
AZ11 Chrysocyon brachyuris + - — + — 3
AZ12 Chrysocyon brachyuris + - - - - + 2
AZ13 Chrysocyon brachyuris + - - - - + 2
AZ14 Chrysocyon brachyuris + + + - — — 3
AZ19 Ceratotherium simum - - + + + — 3
AZIE Lagothrix lagotricha - — + +* - — 2
AZ46  Hippopotmmus amphibius - — + - + — 2

+ Positive, — Negative.

4. Discussion

Vector-borne diseases involving various infectious agents, hosts and vectors are highly
important to human and animal health. Disease surveillance and control in zoological
environments are crucial for preventing outbreaks and protecting both the species on
display and nearby human populations [43]. The study results demonstrated a high
prevalence of vector-borne pathogens in wild mammals at the Belo Horizonte Zoo-Botanical
Foundation, with 72.5% of the tested samples showing positivity for at least one vector-
borne pathogen.

It is worth noting that Belo Horizonte is considered an endemic region for most of
the agents studied, which corroborates the high occurrence described here. Since the
first report of E. canis in the city, the pathogen has spread throughout the territory and is
being found in various regions of Brazil [44]. Additionally, A. platys is endemic in Brazil,
with the prevalence varying according to the geographic region, target population and
diagnostic methods used [45]. A study conducted in Minas Gerais with Belo Horizonte
as the coverage area reported a prevalence of 4.1% and 17.2% of A. platys in dry and
rainy periods, respectively, both in rural areas, while a lower prevalence was observed in
urban areas (5%). Regional and climatic variations directly affect vector population density,
providing specific conditions that influence the dissemination of the agent [33].

Canine visceral leishmaniasis (CVL) is a significant public health issue in Belo Hori-
zonte, Brazil, with domestic dogs being the main reservoir host for the causative parasite
Leishimania infantum [46,47]. Studies have shown that a large portion, estimated at 40-60%,
of seropositive dogs are asymptomatic carriers. These asymptomatic dogs can still harbor
the parasite, especially on their skin, and contribute to the maintenance of the disease
transmission cycle [48]. Furthermore, research in Belo Horizonte has identified a high
percentage of infected dogs that were asymptomatic and PCR positive but seronegative,
posing challenges for health authorities in implementing effective control measures [49].
The prevalence of CVL in the city's neighborhoods can vary widely, from 0 to 166.7 cases
per 1000 dogs [47]. Spatial and temporal analyses have been used to identify priority areas
for targeted surveillance and control efforts [46]. Human visceral leishmaniasis (HVL) cases
in Belo Horizonte have also been found to be associated with canine seroprevalence and
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the human-to-dog ratio, underscoring the importance of addressing the canine reservoir in
reducing disease transmission to humans [49].

Despite strict regulations prohibiting the entry of domestic animals into the zoo, stray
dogs and cats often infiltrate the area, potentially introducing ectoparasites and pathogens
to captive animals [50]. This uncontrolled access increases the risk of transmission of
vector-borne diseases, underscoring the importance of stringent biosecurity measures and
continuous, comprehensive monitoring of both zoo and stray animals for the health of the
captive population and potential public health risks.

For piroplasmids, 22.5% (9/40) of the tested animals were positive, with confirmed
detections of Theileria sp. related to T. bicornis and Cytauxzoon sp. related to C. felis,
indicating a diversity of piroplasma species infecting different hosts. The infection rates in
our study align with the literature, which reports values ranging from 5.2% to 96.7% for
piroplasms, including Babesia spp., Theileria spp. and Cyfauxzoon spp., in wild mammals [51].
For instance, ref. [51] reported a 5.5% prevalence of piroplasms in free-ranging mammals
of the Superorder Xenarthra from four Brazilian states, whereas another study in Brazil
reported a prevalence of 26.3% (40/152) in wild mammals [52,53]. Ref. [53] reported a 96.7%
prevalence in free-ranging jaguars [54]. These differences are possibly due to variations in
host species, geographic location and environmental factors [55].

Theileria bicornis has been reported in black and white rhinoceroses in Africa, with im-
plications for their health and conservation. T. bicornis infections can be fatal in rhinoceroses,
particularly when combined with other stressors such as injury, pregnancy or transloca-
tion [56], while C. felis is known to infect felids such as jaguars in Brazil [57]. The available
evidence strongly suggests that jaguars can act as reservoirs for C. felis, harboring and
potentially transmitting the parasite to other susceptible hosts. Moreover, C. felis infections
appear to be capable of causing fatal disease in jaguars, similar to the severe outcomes
observed in domestic cats [58,59]. Despite its predominance in wild felids, cases of infection
in domestic felids are increasing in Brazil [59].

In this study, we detected sequences of Theileria spp. in a 54-year-old female white
rhinoceros originating from Africa, housed at the Belo Horizonte Zoo and donated from
Germany. To date, there has not been a description of T. bicornis in this animal species in
Brazil, suggesting that the animal arrived at the zoo with a pre-existing infection, although
there are recent reports of a piroplasm with 91.8 to 93.6% identity with T. bicornis in bats [60].
Phylogenetic analysis grouped the sequences detected in our study in the same clade as
sequences of T. bicornis identified in white and black rhinoceroses from Australia and
South Africa [56,61]. The phylogenetic similarity between these sequences may indicate a
common origin of these pathogens or transmission via vectors sharing a common habitat
across these regions [62,63].

Furthermore, Cytauxzoon spp. sequences detected in jaguars were closely related to the
sequences of C. felis found in jaguars, domestic cats and other wild felids from Brazil, South
Africa and the United States. This finding supports the global distribution of this protozoan
and indicates its ability to infect a variety of feline species across different geographic
regions [54,58]. Although the pathogenicity of Cyfauxzoon spp. genotypes found in Brazil
is unknown, free-ranging jaguars likely play a crucial role in the survival of C. felis in the
wild [54]. Therefore, continuous surveillance and monitoring of the spread of C. felis are
important, especially in environments where multiple feline species coexist, such as in
zoos [58].

The presence of Leishmania spp. in maned wolves is a significant finding, highlighting
the zoonotic nature of this parasite [64]. Leishmaniasis, particularly visceral leishmaniasis,
is a serious disease in both humans and animals. The presence of Leishmania spp. in maned
wolves is consistent with findings in other wild canids, underscoring the epidemiology
of this disease and the need for severe vector control techniques and continuous health
monitoring to prevent outbreaks [65]. A study by Silveira et al. (2016) [63] reported
a case of Rangelia vitalii in a free-ranging maned wolf, which also tested positive for
Leishmania sp., among other pathogens [64]. Similarly, a study by Mol et al. (2015) [64]
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demonstrated the transmissibility of L. infantum from maned wolves to the invertebrate
vector Lutzomyia longipalpis, further emphasizing the role of wildlife in the epidemiology of
leishmaniasis [65].

The detection of granulocytic/ platelet Anaplasma/Ehrlichia spp. in 12.5% of the studied
animals is consistent with previous reports of infections in wild and captive animals.
Studies conducted by Calchi et al. (2020) and Pereira et al. (2016) [7,66] reported similar
prevalences in wild animals in Brazil (Xenarthra mammals) and Portugal (cervids and
wild boars), with prevalence rates of 27.57% and 24.82%, respectively. The unsuccessful
amplification of DNA from A. phagocytophilum and A. platys might indicate the presence
of Anaplasma species or genetic variants not detectable by the primers used, limited PCR
sensitivity or a low parasitic load in the samples [67]. Previous studies have documented
similar challenges in the molecular detection of Anaplasma species, where primer specificity
and parasitic load significantly influence the success of amplification [68]. Although the
DNA of A. marginale in members of the Artiodactyla order was not amplified in this study,
this pathogen has already been detected in South American deer from Brazil [14].

The identification of E. canis in the maned wolf supports the hypothesis that stray dogs
may act as carriers of arthropod-borne pathogens to captive wild animals. Serological and
molecular studies have detected the antibodies and DNA of E. canis in free-ranging maned
wolves in Brazil, indicating serious health risks due to the severe nature of ehrlichiosis [69].
Despite being collected from a maned wolf, a wild carnivore native to South America,
the results showed a close phylogenetic relationship with strains found in domestic dogs
(C. familiaris) from Brazil, Cuba, India and Turkey, underscoring their global distribution
and the importance of disease surveillance and control. From a taxonomic perspective, the
close phylogenetic relationship suggested that the sample may belong to the same species
or a species closely related to E. canis [70].

This study detected Bartonella spp. in 42.5% (17 /40) of the animals, including a variety
of species. This finding aligns with previous research indicating a significant incidence of
Bartonella in various mammalian species, both in wild and captive habitats [71,72]. The
prevalence in this study is consistent with the findings of Rao etal. (2021) [73], who reported
significant proportions of Bartonella (38.61%) among small mammals in the Qaidam Basin,
western China. A study in [talian Nature Reserve Parks detected Barfonella infection in
97 red foxes, eight European badgers, six Eurasian wolves, six European hedgehogs, three
beech martens and two deer. The prevalence was 9.84%, with zoonotic species detected
in wolves (83.3%), hedgehogs (33.33%) and foxes (4.12%) [73]. Bartonella rochalimae was
the most common species found in foxes and wolves. Zoonotic species were significantly
more frequent in Eurasian wolves (p < 0.0001), indicating that they may be reservoirs for
infection in humans and domestic animals [74]. In Brazil, several studies have investigated
the occurrence of Bartonella in wild and domestic animals, revealing a wide diversity of
genotypes and potential zoonotic risks [72,75].

ITS phylogenetic analysis grouped B. clarridgeiae sequences from cats and fleas with
our sequences from gorillas, southern tamanduas, capuchin monkeys and brocket deer.
Conversely, B. henselae sequences from cats, deer, rodents and humans clustered with
our sequences from howler monkeys. These findings expand the known host range for
E. clarridgeiae and B. henselae, suggesting potential underestimation of their prevalence in
captive animals [29]. Despite the small sequences used for constructing the phylogeny, it
was possible to distinguish between the species. The ITS gene, a noncoding region of ribo-
somal DNA, varies between Bartonella species, enabling their molecular differentiation [76].

Our study revealed a 17.5% prevalence of hemotropic Mycoplasma spp. among tested
animals infected with multiple species. These bacteria have been detected in numerous
nonhuman primates and captive mammals globally [77,78]. In Brazil, several investigations
have focused on hemoplasma infections across diverse animal populations. For instance,
captive Allouata in Sao Paulo’s zoos exhibited a 26.47% positivity rate for hemoplasmas [79],
while captive wild carnivores showed high prevalence rates, such as 45.5% in wild felids
and 83.3% in wild canids [80]. Moreover, studies involving non-human primates, both
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captive and free-ranging, reported an infection rate of 25%, with notable prevalence among
black howler monkeys (64.3%) and black-horned capuchins (4.2%) [77]. In the southern
Pantanal region, Mycoplasma spp. infections were detected in various wild mammals,
including Nasua nasua, Cerdocyon thous and Leopardus pardalis, indicating exposure to
multiple hemoplasma species [10].

Moreover, our study identified hemotropic Mycoplasma spp. in D. dama, consistent with
previous findings in cervids by André et al. (2020) [80], who reported these bacteria in 40%
of free-ranging deer in Brazil, broadening our understanding of hemoplasma distribution
in deer populations [#1]. These results underscore the importance of further research to
elucidate the ecology of these pathogens in captive populations, aligning with the One
Health concept, given reports of infection in immunocompromised humans.

Phylogenetic analysis revealed that the sequences identified in this study for hemotropic
Mycoplasma species are phylogenetically closely related to those of the M. suis group.
Previous research has demonstrated that hemotropic Mycoplasma species form specific
evolutionary groups based on their hosts. The placement of the sequences detected in non-
human primates within the “M. suis group” clade is consistent with this pattern, suggesting
a common ancestor between the species that infect NHPs and other animals, reflecting
possible specific adaptations to their hosts [$2]. Although “Ca. M. haemominutum” was
detected by 165 rRNA cPCR in the howler monkeys, presumably, this cPCR assay revealed
a sequence of the novel Mycoplasma sp. because several regions of homology may be
found with “Ca. M. haemominutum” sequences [77]. The 165 rRNA gene can show 99%
homology with sequences of other pathogenic Mycoplasma species from different hosts,
suggesting a close relationship between the species. However, when other genes are used
for molecular characterization, little identity is observed, indicating that they are different
species. Therefore, it is necessary to characterize isolates using multiple genes to investigate
genetic diversity and accurately determine the species [4,83].

The tree showed that the sequence detected in a captative woolly monkey in the Belo
Horizonte Zoo, Minas Gerais, clustered within a clade with hemotropic Mycoplasma spp.
detected in howler monkeys from southern Brazil. This suggests a possible relationship
between the pathogens in different species of Neotropical primates and indicates that these
hemoplasmas occur in close geographic locations [77,79]. Furthermore, phylogenetic trees
have shown an evident separation of the hemoplasma detected in the woolly monkey from
“Ca. M. kahanei” was found in squirrel monkeys in Brazil, and hemotropic Mycoplasma spp.
were detected in 5. apella in Brazil, indicating the presence of different species, an event
that has been previously reported [77,79].

Qur study revealed a high prevalence (34.7%) of coinfections by vector-borne pathogens
in mammals at the Belo Horizonte Zoo, Brazil. Perles et al. (2023) [4] reported that
only a small percentage (8.1%) of the studied animals tested negative for the evaluated
agents, with bacterial coinfections being the most common (18.3%), particularly involving
Mycoplasma spp. and Bartonella spp. Comparing it with our findings, we see those coinfec-
tions with bacterial pathogens, especially Mycoplasma spp. and Bartonella spp., are prevalent
in both studies. Although vector-borne infections often remain subclinical in wild animals,
they may act as opportunistic pathogens in immunocompromised animals under stressful
conditions or in the presence of coinfections [4].

For example, hemotropic Mycoplasma species can cause severe anemia in cats with
concurrent FelV infection or immunosuppression [4,84]. Coinfections can complicate
diagnosis and treatment and worsen prognosis in animals. In a study on cats, 22 out
of 624 (4%) tested positive for more than one vector-borne pathogen, with nine cats in-
fected with Hepatozoon spp. having antibodies against Leishmania spp., Rickettsia spp. and
Enrlichia spp. [54]. Additionally, the authors of [63] reported a fatal case of parasite coinfec-
tion in a threatened maned wolf from Minas Gerais, Brazil [64].

The detection of possible reservoirs of zoonotic pathogens in wildlife is crucial to
public health because it allows us to anticipate and prevent the spread of diseases between
animals and humans, in line with the concept of One Health. In a study conducted in
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Switzerland, antibodies against SARS-COV-2 were found in red foxes, Eurasian lynxes and
wild cats, indicating that these animals were exposed to the virus, but without signs of
active infection [85]. Similarly, our research at the Belo Horizonte Zoo found a significant
incidence of zoonotic infections such as Bartonella spp., Mycoplasma spp. and Leishmania spp.
in captive mammals, reinforcing the potential risk of disease transmission between animals
and humans. These results emphasize the importance of continually monitoring the
circulation of zoonotic pathogens in different animal environments to preserve public
health and prevent future pandemics.

Our study demonstrated that wild and exotic animals kept in zoos are also at risk of
infection with several species of vector-borne pathogens. Our findings showed the high
prevalence of these agents that infect and coinfect mammals at the Belo Horizonte Zoo in
Brazil, reinforcing the urgent need to improve control measures, including vector control
strategies and routine parasitological examinations, to protect animal health and prevent
the spread of diseases, while advancing our understanding of parasite—host dynamics in
animals, benefiting both public health and wildlife conservation.

Limitations of the present study should be considered. A notable limitation of the
present study is that the phylogeny was based on a small fragment (165 to 630 bp) of a
conserved gene, which precluded additional phylogenetic inferences to confirm species
identification, potentially limiting the resolution of our analyses. Unfortunately, it was
not possible to sequence more samples or amplify other gene targets to evaluate the
genetic diversity between the vector-borne pathogens. Additionally, short-read sequencing
platforms targeting regions of 165 rRNA or 185 rRNA may not achieve complete taxonomic
resolutions consistently obtained through whole-genome sequencing [384]. Future studies
should prioritize larger sample sizes and more detailed genetic analyses, including the use
of other genes, to improve our understanding of phylogenetic relationships and species
differentiation [86].

Although this study identified several pathogens in captive mammals in Brazil, it
was not possible to evaluate all pathogens of interest, such as Toxoplasma gondii. Detec-
tion of T. gondii requires specific methods that were not implemented in this study. We
recognize the importance of T. gondii in wildlife parasitology and public health studies
due to its zoonotic potential and significant impact on domestic and wild animals [87,88].
Future research should include the evaluation of this and other relevant pathogens to
provide a more comprehensive understanding of the epidemiology of parasitic diseases in
captive environments.
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Tabela 1. Ensaios moleculares utilizados no presente estudo sdo categorizados pelo agente envolvido, tipo de PCR, gene alvo, sequéncias de primers, tamanho do
amplicon (pb), condigBes de ciclagem térmica e referéncias.

Agents Aim/Primer Molecular Primers sequences Fragment Thermal Reference
assay size (bp) cycling
Granulocytic/platelet Screening nPCR 5-CACATGCAAGTCGAACGGATTATTC-3' 932 94°C for5min  Massung et al. 1998
Anaplasma/Ehrlichia 12 reaction 5'-TTCCGTTAAGAAGGATCTAATCTCC'-3' 40 cycles: 94°C
(16S rRNA gene) gE3a for 30 s, 55°C
gE10R for 30 s and
22 reaction 72°C for 1 min,
gE2 5-GGCAGTATTAAAAGCAGCTCCAGG-3' 546 72°C for 5 min
gESf. 5-AACGGATTATTCTTTATAGCTTGCT-3’
Monocytic Ehrlichia spp. Screening nPCR 5'-ACGGACAATTGCTTATAGCCTT 1195 94°C for 5 min Kawahara et al.
(16S rRNA gene) 12 reaction 5-ACAACTTTTATGGATTAGCTAAAT 30 cycles: 92 °C 2009
NS16SCH1F for 1 min, 54°C
NS16SCH1R for 1 min and
23 reaction 5'-GGGCACGTAGGTGGACTAG-3’ 443 72°C for 2 min,
NS16SCH2F 5'-CCTGTTAGGAGGGATACGAC-3’ 72°C for 8 min
NS16SCH2R
Anaplasma Characterization nPCR 5-ATGAATTACAGAGAATTGCTTGTAGG-3' 849 94°C for 5 min de la Fuente et al.
phagocytophilum 12 reaction S'-TTAATTGAAAGCAAATCTTGCTCCTATG-3' 30 cycles: 92°C 2005
(msp4 gene) MSP4AP5 for 1 min, 54 °C
MSP4AP3 for 1 min and
2% reaction 5-CTATTGGYGGNGCYAGAGT-3' 381 72°C for 2 Bown et al. 2007
msp4F 5-GTTCATCGAAAATTCCGTGGTA-3’ min,72 °C for 8
msp4R min
Anaplasma marginale Characterization nPCR 5'-GGGAGCTCCTATGAATTACAGAGAATTGTTTAC-3’ 872 94°C for 5 min de la Fuente et al.
(msp4 gene) 12 reaction 5'-CCGGATCCTTAGCTGAACAGGAATCTTGC-3' 30 cycles: 92°C (2008)
MSP45 for 1 min, 54°C
MSP43 for 1 min and
2% reaction 72°C for 2
AnapF 5'-CGCCAGCAAACTTTTCCAAA-3' 294 min,72°C for8  Silveira et al. (2012)
AnapR 5-ATATGGGGACACAGGCAAAT-3' min
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Agents Aim/Primer Molecular Primers sequences Fragment Thermal cycling Reference
assay size (bp)
Anaplasma platys Characterization 5-AGTTTGATCATGGCTCAG-3’ * 12 reaction 94°C for Ramos et al.,
(16S rRNA gene) 12 reaction 5'-CCATGGCGTGACGGGCAGTGT-3’ 2 min, 40 cycles: 2009
8-F 5-GATTTTTGTCGTAGCTTGCTATG-3' 678 94°C for 1 min,
1448-R 5-TAGCACTCATCGTTTACAGC-3’ 45°C for 1 min,
2% reaction 72°C for 405, 72°C
PLATYS-F for 4 min.
EHR16S-R 2% reaction
94°C for 1 min, 40
cycles: 94°C for 1
min, 53°C for 30 s,
72°C for 30 s, 72°C
for 4 min.
Piroplasmids Screening nPCR 5-CGGGATCCAACCTGGTTGATCCTGC-3' 1700 94°C for 5 min 30 Zahler et al., 2000
(18S rRNA gene) 12 reaction 5'-CCGAATTCCTTGTTACGACTTCTC-3’ cycles: 92°C for 1
RIB-19 min, 54°C for 1 min
RIB-20 and 72°C for 2
22 reaction min,72°C for 8 min
BabRumF 5'-ACCTCACCAGGTCCAGACAG -3’ 430 Silveira et al., 2011
BabRumR 5-GTACAAAGGGCAGGGACGTA-3’
Screening cPCR 5-CTGGATCATTTTCCGATG-3’ 300-350 95°C for 2 min, 37
Leishmania spp. LITSR 5-TGATACCACTTATCGCACTT-3' cycles: 94°C for Schonian et al.,2003
(ITS1 gene) L5.8S 30s, 53°C for 1 min,
72°C for 1 min,
72°C for 6 min.
Bartonella spp. Screening cPCR 5'-CTCTTTCTTCAGATGATGATCC-3' 145-232 95°C for 2 min, 45 Jensen et al.
(16S-23S rRNA BartF 5'-AACCAACTGAGCTACAAGCCCT-3’ cycles: 95°C for 1 2000
intergenic region) BartR min, 60°C for 1

min, 72°C for 30 s,
72°C for 5 min
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Agents Aim/Primer Molecular Primers sequences Fragment Thermal Reference
assay size (bp) cycling
Hemotropic Mycoplasma Screening cPCR 5-ATACGGCCCATATTCCTACG-3’ 618 94°C for 10 Criado-Fornelio

spp. HBTF 5-TGCTCCACCACTTGTTCA-3’ min, 40 cycles: etal., 2003

(16S rRNA) HBTR 95°C for 30 s,

60°C for 30 s,

72°C for 30 s,

72°C for 10 min
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Tabela 2. Identificacdo de mamiferos cativos amostrados no Zool6gico dos Parques Municipais e Fundacdo Zoobotanica de Belo Horizonte, Minas Gerais, entre
2021 e 2023, quanto ao nimero de identificacdo, dados de coleta, sexo e positividade molecular para patdgenos transmitidos por vetores. Os resultados obtidos nos
ensaios de PCR para Anaplasma phagocytophilum, A. platys e Anaplasma marginale ndo sdo mostrados, uma vez que todos 0s animais tiveram resultados negativos.

ID Collection Sex Species Granulocytic/platelet Monocytic Bartonella sp. Hemotropic Piroplasmids  Leishmania spp.
data Anaplasmal Ehrlichia sp. Ehrlichia sp. Mpycoplasma sp.
AZ01 2021-11-04  M* Leopardus braccatus - - - - Positive -
AZ02 2021-11-04 M Leopardus braccatus - - - - Positive -
AZ04 2021-11-22 F* Gorilla gorilla gorilla - - Positive Positive Positive -
AZ05 2021-11-22 F Gorilla gorilla gorilla Positive - - - Positive -
AZ06 2021-12-07 F Puma concolor - - - - - -
AZ07 2021-12-16 F Chrysocyon brachyurus - - Positive - - Positive
AZ08 2022-02-08 M Galictis cuja - - - - - -
AZ09 2022-02-08 M Subulo gouazoubira - - - - - -
AZl11 2022-03-10 F Chrysocyon brachyurus Positive - - Positive - Positive
AZ12 2022-03-10 F Chrysocyon brachyurus Positive - - - - Positive
AZ13 2022-03-10 M Chrysocyon brachyurus Positive - - - - Positive
AZ14 2022-03-16 M Chrysocyon brachyurus Positive Positive Positive - - -
AZ15 2022-03-16 M Chrysocyon brachyurus - - - - - -
AZ16 2022-05-16 M Dama dama - - - - - -
AZ17 2022-05-16 M Gorilla gorilla gorilla - - - - - -
AZ18 2022-05-27 M Chrysocyon brachyurus - - - - - -
AZ19 2022-05-16 F Ceratotherium simum - - Positive Positive Positive -
AZ20 2022-05-16 F Alouatta sp - - Positive - -
AZ21 2022-05-27 F Alouatta sp - - - - -
AZ22 2022-07-27 F Tamandua tetradactyla - - Positive - - -
AZ25 2022-08-25 F Panthera leo - - - - - -
AZ27 2022-07-01 F Ateles sp - - - - Positivo -
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ID Collection  Sex Species Granulocytic/platelet Monocytic Bartonella Hemotropic  Piroplasmids  Leishmania
data Anaplasmal Ehrlichia Ehrlichia sp. Mpycoplasma sp.
sp. sp. sp.
AZ28 2022-10-25 F  Lagothrix lagotricha - - Positive Positive - -
AZ29 2022-10-25 M Sapajus apella - - Positive - - -
AZ30 2022-11-15 M  Subulo gouazoubira - - Positive - - -
AZ31 2022-11-21 F Panthera onca - - - - - -
AZ32 2022-11-24 M  Lagothrix lagotricha - - - - _ _
AZ33  2022-11-24 F  Lagothrix lagotricha - - - Positive - -
AZ34 2022-11-24 M Sapajus apella - - - - _ _
AZ35 2022-11-24 F  Lagothrix lagotricha - - - N - -
AZ36 2023-01-24 M Dama dama - - - Positive - -
AZ37 2023-01-24 M Dasyprocta sp - - Positive - - -
AZ38 2023-01-26 M Alouatta sp - - Positive - - -
AZ39 2023-01-26 F Alouatta sp - - Positive - - -
AZ41  2023-01-26 F Alouatta sp - - Positive - - -
AZ42  2023-01-26 M Alouatta sp - - Positive - - -
AZ43  2023-01-26 M Alouatta sp - - Positive - _ -
AZ44  2023-01-25 F Puma concolor - - Positive - - -
AZ45 2023-02-10 M Alouatta sp - - Positive - _ -
AZ46  2022-11-15 F Hippopotamus - - Positive - Positive -
amphibius

* Male; **Female; - Negative
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Table SM3. Co-infecgdes em mamiferos mantidos em cativeiro no zooldgico da Fundagao de Parques Municipais e Zooboténica de Belo Horizonte,
Minas Gerais, Brasil no periodo de 2021 a 2023.

ID Specie Granulocytic/platelet Monocytic Bartonella sp. Hemotropic  Piroplasmids Leishmania Total de
Anaplasmal Ehrlichia sp. Ehrlichia sp. Mycoplasma spp- patogenos
sp. co-infectando
AZ04  Gorilla gorilla gorilla - - + n T N 3
AZ05  Gorilla gorilla gorilla + - - - R 2
AZ07  Chrysocyon brachyurus - - + - - + 2
AZ11  Chrysocyon brachyurus + - - + - + 3
AZ12  Chrysocyon brachyurus + - - - R + P
AZ13  Chrysocyon brachyurus + - - - - + 2
AZ14  Chrysocyon brachyurus + + + - - - 3
AZ19 Ceratotherium simum - - + + - 3
AZ28 Lagothrix lagotricha - - + + - - 2
AZ46 Hippopotamus - - + - + - 2

amphibius
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8.1.4. Resultados e discussdo que ndo constam nos artigos publicados

8.1.4.1. Coinfeccdo com SARS-CoV-2

Dos nove animais positivos para SARS-CoV-2, a andlise de coinfecgdes com
hemopatogenos foi realizada para oito, uma vez que um dos animais ndo teve sangue total coletado,
impossibilitando sua incluséo na avaliacdo de coinfeccdes.

A coinfecgdo com SARS-CoV-2 e outros patdgenos foi detectada no 10% (4/40) dos
mamiferos: um gato palheiro coinfectado com apenas Piroplasmas, um gorila coinfectado com
Piroplasma, Mycoplasma hemotrdpico e Bartonella spp., um gorila coinfectado com Piroplasma e

AEGP, e um lobo guara coinfectado com AEGP e Leishmania spp. (Quadro 7).

Quadro 7- Combinagdo de coinfeccbes com SARS-CoV-2 observada nos mamiferos pertencentes ao plantel da
FPMZB no periodo compreendido entre Nov/2021-Mar/2023.

Animal Sex SARS- Anaplasma/Ehrlichia  Mycoplasma Bartonella Piroplasmas Leishmania
o CoV-2 granuldcitos e spp. spp. spp.
plaquetas hemotrépico
AZ02/Gato M + - - - + -
palheiro
AZ04/Gorila F + - + + + -
AZ05/Gorila  F + + - - + -
AZ13/Lobo M + + - - - +
guara

M:Macho; F: Fémea

Em relacdo & positividade para SARS-CoV-2, foi encontrada uma associagdo
estatisticamente significativa com a presenca de Bartonella spp. (p = 0,000) (Tabela 10). Essa
associacdo mostrou-se protetiva: animais positivos para Bartonella spp. foram negativos para
SARS-CoV-2, e vice-versa. Por outro lado, as analises ndo revelaram associagfes significativas

entre SARS-CoV-2 e as demais variaveis apresentadas na tabela.
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Tabela 10- Associacgdes estatisticas entre a infeccdo por SARS-CoV-2 e outros patdgenos observadas em mamiferos

do plantel da FPMZB no periodo de novembro de 2021 a marco de 2023.

Fator Valor P
SARS-CoV-  Piroplasma C. felis E. AEGP Mycoplasma  Leishmania Bartonella ~ Hemopatégenos
2 positividade  positividade  monocitica  positividade spp. spp. spp.
positividade positividade positividade  positividade  positividade
Ordem 0.743 0.649 0.421 0.550 0.462 0.781 0.556 0.621 0.775
E. monocitica 0.800 - - - - - - - _
positivo
AEGP positivo 0.257 - - - - - - - B
Bartonella spp. 0.000 - - - - - - - -
positivo
Mycoplasma 0.694 - - - - - - - B
positivo
Piroplasmas 0.348 - - - - - R _ R
positivo
C. felis positivo 0.947 - - - - - - - -
Leishmania 0.524 - - - - - - - -
Spp. positivo
Hemopatdgeno 0.690 - - - - - - - B
S positivo
Coinfeccdes 0.271 - - - - - - - -
positivo

-2 Néo feito, Associacdes com valor de P < 0,05 foram consideradas estatisticamente significativas.

AEGP: Anaplasma/ Ehrlichia sp. granulécitos/plaquetas

8.1.5. DISCUSSAO

No presente estudo, dos nove animais positivos para SARS-CoV-2, a analise de coinfec¢des

com hemopatogenos foi realizada apenas para oito, uma vez que um dos animais nao teve sangue

total coletado, impossibilitando sua inclusdo na avaliacdo de coinfec¢des. A coinfeccdo com

SARS-CoV-2 e outros patdgenos foi detectada em 10% (4/40) dos mamiferos. Os patdgenos

detectados incluiram AEGP, Mycoplasma hemotropico, Bartonella spp, Piroplasma e Leihsmania

spp.

Pesquisas sobre a associacdo com SARS-CoV-2 e outros patdgenos tém sido documentadas

na literatura. Estudos indicam que a presenca de multiplos patégenos pode agravar a gravidade da

COVID-19 e complicar o manejo clinico dos pacientes. Por exemplo, coinfeccbes com

Staphylococcus aureus tém sido associadas a taxas de mortalidade mais altas e maior necessidade

de cuidados intensivos (Adalbert et al., 2021). Além disso, coinfecgdes com virus respiratorios
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como a influenza podem levar a complicagbes graves, incluindo sindrome do desconforto
respiratério agudo (SDRA) e inflamacao sistémica exacerbada (Kim, et al., 2023).

No contexto veterinario, a coinfeccdo com SARS-CoV-2 e outros patdgenos, como
observado neste estudo, reflete a complexidade das intera¢fes patogénicas. Estudos semelhantes
ao presente trabalho realizado em felinos domésticos errantes observaram coinfec¢des de SARS-
CoV-2 e outros patdgenos como Bartonella spp., T. gondii, virus da imunodeficiéncia felina (FIV)
e L. infantum, sugerindo que animais imunossuprimidos podem ser especialmente suscetiveis a
infeccdo por SARS-CoV-2 (Villanueva-Saz et al., 2022; Castillo et al., 2024).

A coinfec¢do com mdltiplos patdgenos pode agravar significativamente o estado de salde
dos animais, especialmente quando combinada com a infeccdo viral. (Kumar et al., 2018). A
presenca de Piroplasmas, por exemplo, pode causar anemia e outros problemas hematoldgicos,
enguanto Mycoplasma hemotrépico podem resultar em infeccdes cronicas e debilitantes, além de
inflamacdo croénica e danos aos tecidos (Mol et al., 2015; André et al., 2017). A coinfec¢do com
AEGP pode levar a febre, letargia e alteragbes nos pardmetros hematoldgicos, como
trombocitopenia e anemia leve (Arrais et al., 2021). Além disso, a presenca de Leishmania spp.
pode agravar ainda mais a saude do animal, resultando em uma resposta imune ineficaz e na
incapacidade do hospedeiro de controlar a infec¢do. Isso ndo s6 potencializa os efeitos negativos
das coinfec¢fes, mas também complica 0 manejo clinico dos animais infectados por SARS-CoV-
2 (Moura et al., 2022).

A interacdo de multiplos patdgenos pode sobrecarregar o sistema imunoldgico, aumentando
a vulnerabilidade do animal e resultando em sinais clinicos mais graves (Kumar et al., 2018). A
maioria desses parasitos tém a capacidade de alterar o sistema imunoldgico do hospedeiro,
permitindo-lhes evitar ou superar os sistemas de defesa, 0 que torna o tratamento e a recuperacéo
ainda mais desafiadores (Hananeh et al., 2022).

Foi descoberta que a positividade para a infeccdo por SARS-CoV-2 estava associada a
negatividade da infeccdo para Bartonella spp. nos mamiferos do zooldgico e vice-versa, um
fendmeno semelhante foi encontrado por Fraga et al. (2022). Os autores demonstraram que a
infeccdo por SARS-CoV-2 em modelos de roedores reduziu a gravidade da malaria causada por
Plasmodium, sugerindo que a exposi¢ao a uma variante viral atenuada modula as respostas imunes

subsequentes e fornece protecdo contra resultados graves associados a infecgdo por malaria.
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A associacdo observada entre a infeccdo por SARS-CoV-2 e Bartonella spp. levanta a
hipotese de que Bartonella spp. pode influenciar a suscetibilidade ou a progressao da infeccéo por
SARS-CoV-2 ou vice-versa. A coinfeccdo por Bartonella spp. tém sido associada a alteracGes nas
respostas imunes, como reacgdes inflamatdrias exacerbadas em psoriase e artrite psoriasica (Santos
et al., 2021). No entanto, em hanseniase, a coinfeccdo com B. henselae levou a uma melhora das
reacOes inflamatorias apds tratamento especifico (Santos et al. 2023). Um possivel mecanismo para
essa interacdo poderia ser a modulacédo do sistema imunoldgico do hospedeiro. Bartonella spp. séo
capazes de alterar suas proteinas de superficie e variar seus antigenos, o que dificulta a resposta
imune adaptativa. Além disso, Bartonella spp. produzem biofilmes e citocinas anti-inflamatérias,
como a IL-10, que suprimem a resposta inflamatoria e favorecem a persisténcia da infec¢do (Xi et
al., 2024). A modulacéo imunoldgica causada por Bartonella spp. pode afetar a resposta imune do
hospedeiro a outros patdgenos, incluindo o SARS-CoV-2. No entanto, estudos de coinfec¢do em
modelos animais e humanos sdo necessarios para entender melhor essa interacao e suas implicacdes
clinicas.

Até onde sabemos, ndo existem estudos semelhantes, o que torna este achado inédito. No
entanto, é importante considerar as limitacGes do estudo, como o tamanho relativamente pequeno
da amostra, 0 que pode comprometer a generalizacdo dos resultados. Embora a associagéo
observada seja estatisticamente significativa, deve ser interpretada com cautela até que mais dados,
de diferentes populacdes e contextos, sejam disponiveis.

Ainda existem lacunas significativas na compreensao das coinfec¢des entre SARS-CoV-2
e parasitos, especialmente quanto ao papel que esses patdgenos podem desempenhar na infeccédo
viral. A presenca de coinfecgdes com patdgenos imunossupressores e zoondticos ressalta a
necessidade de estudos adicionais. Recomenda-se que futuras pesquisas incluam a observacéo de
sinais clinicos e dados hematoldgicos detalhados; investigagdo de como fatores ambientais e
bioldgicos podem influenciar a suscetibilidade dos animais a essas infecches; estudos
experimentais que possam esclarecer os mecanismos subjacentes; estudos que envolvam diferentes
populacbes de animais, tanto em cativeiro quanto em vida selvagem; além da investigacdo da
interacdo entre esses patogenos em nivel celular e imunolégico. Essas abordagens sdo
fundamentais para desenvolver estratégias de manejo e tratamento mais eficazes, beneficiando

tanto a saude animal quanto humana.
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9. CONSIDERACOES GERAIS

No presente trabalho, investigamos a infeccdo por SARS-CoV-2 e coinfeccdes parasitarias
em 216 mamiferos de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil, abrangendo 86 animais domésticos,
78 gatos errantes do Parque Municipal Américo Renné Giannetti (PQMARG) e 52 mamiferos do
Jardim Zooldgico. As amostras foram coletadas de 211 swabes e 204 amostras sanguineas.

Os mamiferos do zool6gico apresentaram a maior taxa de positividade para SARS-CoV-2
(19,1%), seguidos por animais domeésticos (9,3%) e gatos do parque (7,7%). Esses resultados
indicam que, em ambientes como o0 zooldgico, onde ha maior diversidade de espécies e interacdo
com fatores ambientais e humanos, o risco de infecgdo € mais elevado.

Swabes retais de mamiferos do zooldgico apresentaram a maior taxa de positividade
(10,6%), enquanto os animais domésticos tiveram maior deteccdo em swabes orofaringeos
(8,14%). A presenca de RNA viral em ambos os tipos de amostras reforca a possibilidade de
replicacdo viral em diferentes regides do corpo, sugerindo um possivel risco de transmissdo fecal-
oral.

Embora a infeccdo por SARS-CoV-2 tenha sido confirmada nos trés grupos, nenhum dos
animais exibiu sinais clinicos significativos, o que pode indicar uma baixa patogenicidade do virus
ou uma resposta imune eficaz por parte dos animais.

A variante Alpha foi identificada em dois mamiferos do zool6gico: um lobo-guara (AZ13)
e um veado (AZ16). Essa variante, associada a maior transmissibilidade, circulou amplamente
antes do surgimento das variantes Delta e Omicron. A variante Delta foi detectada apenas em gatos
do parque, refletindo sua predominancia na populacdo humana no momento da coleta. A
transmissdo humano-felino é sugerida, assim como a transmissdo entre os gatos, conforme
confirmado por analises filogenéticas. A variante Omicron foi encontrada em um céo doméstico
(BHC22) e em um gorila (AZ17), coincidindo com sua circulacdo em humanos e suas mutac6es
indicativas de possivel origem animal.

Quanto as infec¢des por hemopatdgenos, os mamiferos do zooldgico apresentaram a maior
taxa de infecgdo (72,5%), seguidos pelos gatos do PQMARG (51,3%) e pelos animais domeésticos
(c@es: 45,8%); gatos: 31,6%). Isso pode estar relacionado @ maior exposicao a vetores e contato com

outras espécies, além das condi¢cdes de manejo em zoologicos. Animais domésticos apresentaram
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menor taxa de infecgdo, possivelmente devido aos melhores cuidados veterinarios e condigdes de
vida, em contraste com 0s gatos errantes, que tém maior risco de exposicao a vetores e patdgenos.

Todos os grupos apresentaram uma diversidade de hemopatogenos, com predominio de
Anaplasmataceae e Mycoplasma spp. hemotrdpicos. Os mamiferos do zooldgico exibiram maior
variabilidade, incluindo Bartonella spp., Theileria spp. e Cytauxzoon spp.

A prevaléncia de AEGP nos cdes do PetCovid (58,3%) reforca a necessidade de
monitoramento em ambientes urbanos, onde o carrapato Rhipicephalus linnaei facilita a
transmissdo de patogenos. A deteccdo de AEGP em diferentes espécies no zoologico sugere
circulagdo ativa dos vetores, tanto em ambientes domésticos quanto cativos.

No Brasil, Bartonella spp. j& foi identificada em diversos mamiferos, e este estudo é o
primeiro a registrar hemopatogenos do género Bartonella em gatos do PQMARG. A prevaléncia
foi semelhante entre gatos do PQMARG (38,5%) e animais do zooldgico (42,5%), com B. henselae
mais comum nos gatos e B. clarridgeiae mais frequente no zooldgico, provavelmente devido a
diferencas ecoldgicas entre os hospedeiros.

A deteccdo de Mycoplasma spp. hemotropicos em todos 0s grupos demonstra sua ampla
distribuicdo entre espécies e ambientes. Esses patdgenos, transmitidos por artropodes, persistem
em diversas condigdes ambientais, facilitando sua circulagao.

Em relagdo aos piroplasmideos, os cdes do PetCovid apresentaram alta prevaléncia
(37,5%), enquanto os mamiferos do zooldgico tiveram taxas moderadas (22,5%). Foi identificada
Theileria spp. em um rinoceronte-branco, com alta identidade genética com T. bicornis, sendo o
primeiro registro dessa espécie no Brasil, sugerindo infec¢do persistente. Além disso, foi detectado
C. felis em uma onca-pintada, com identidade de 99,77%. Nos gatos do PQMARG, a taxa foi baixa
(2,6%), e ndo houve deteccdo nos gatos do PetCovid. C. felis ja foi relatado em felinos selvagens
cativos e pode representar risco em areas onde coexistem gatos domésticos e selvagens, enfatizando
a importancia do monitoramento.

A Leishmania spp. foi detectada pela primeira vez na populacdo de gatos do PQMARG,
com prevaléncia de 15,4%, maior que o0s 12,9% nos mamiferos do zooldgico. A identificagdo de
L. infantum no PQMARG e a infecgdo por Leishmania spp. em lobos-guara no zoologico indicam
um ambiente propicio para a transmissdo do patdgeno em Belo Horizonte, endémica para

leishmaniose visceral canina.
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Os gatos, como reservatorios de T. gondii, excretam oocistos que contaminam o ambiente.
A soroprevaléncia foi de 23,1% no PQMARG e 15,8% nos gatos do projeto PetCovid. A presenca
de gatos errantes facilita a disseminacéo de T. gondii.

A analise de coinfec¢bes mostrou que os cédes do projeto PetCovid tiveram a maior taxa
(10,4%), seguidos pelos mamiferos do zooldgico (10%) e gatos do PgMARG (5,6%). A
prevaléncia de AEGP em cées (58,3%) sugere coinfecgOes comuns, com associacgdes significativas
entre hemopatogenos e SARS-CoV-2 nos gatos do PQMARG.

A prevaléncia de infeccdes nos mamiferos do zoologico foi de 72,5%, com 34,5% de
coinfecgdo. Em comparacéo, os cédes do PetCovid mostraram 45,8% de prevaléncia e 41,7% de
coinfeccdo, enquanto os gatos apresentaram 31,6% e 13,2%, respectivamente. Os gatos do
PgQMARG enfrentaram alta exposicao a patégenos.

A pesquisa ndo incluiu ectoparasitos, vetores importantes para hemopatogenos,
representando uma lacuna a ser explorada em estudos futuros. Os métodos moleculares usados para
detectar hemopatdgenos mostraram alta taxa de positividade nos testes genéricos, mas a transicao
para PCRs especificos teve limitacGes. Sequéncias menores podem ter dificultado a obtencéo de
informacdes detalhadas, mas analises filogenéticas foram realizadas, evidenciando a necessidade
de otimizacdo dos métodos de PCR e sequenciamento.

O conhecimento das espécies de parasitos em uma determinada populagdo é importante no
direcionamento de acOes conservacionistas para animais selvagens em cativeiro que fazem parte
das colecbes animais em jardins zooldgicos. Além disso, o diagnéstico de hemopatdgenos e
Toxoplasma gondii em animais domésticos também € crucial para a salde publica e para o controle
de doencas zoondticas. Em geral, os resultados demonstram a importancia de uma abordagem
integrada e multidisciplinar na compreensédo das dindmicas de infec¢do e coinfec¢do por SARS-
CoV-2 e hemopatdgenos e Toxoplasma gondii em diferentes ambientes e espécies, contribuindo

para uma melhor gestdo de satde animal e publica.



177

10. CONCLUSOES

- A pesquisa revelou a presenca do virus SARS-CoV-2 em animais domésticos com tutores
positivos para COVID-19, nos gatos do PQMARG e nos mamiferos silvestres do zoologico

em Belo Horizonte, Taxas variaveis de infec¢do foram identificadas em cada grupo.

- Aldentificacdo das linhagens especificas do SARS-CoV-2, incluindo SARS-CoV-2 Alpha,
SARS-CoV-2 Delta e SARS-CoV-2 Omicron em animais, destaca a complexidade das
infeccOes em ambientes domésticos e urbanos. A caracterizagdo genémica proporciona uma
compreensdo mais refinada das origens e transmissao do virus entre diferentes espécies,

além de contribuir para o monitoramento da evolucdo do virus em ambientes animais.

- Se identificou molecularmente varios hemopatogenos, incluindo Anaplasma/Ehrlichia
spp., Mycoplasma spp., Bartonella spp., Piroplasmida e Leishmania spp., nos grupos
estudados, 0 que ressalta a importancia epidemioldgica desses patégenos. A diversidade
genética dos hemopatogenos foi caracterizada, especialmente para Ehrlichia spp.,
Bartonella spp., Mycoplasma spp., Piroplasmas e Leishmania spp com identificagdo das
espécies especificas e sua distribuicdo entre 0s grupos de animais.

- Taxas de soroprevaléncia de Toxoplasma gondii variaram entre os grupos de gatos
estudados, sendo mais elevadas para os gatos do PqMARG guando comparado com 0s gatos
do Projeto PetCOVID-19, o que ressalta a importancia da interacdo entre os animais
domésticos e 0 meio ambiente na disseminacdo desse parasito. A auséncia de anticorpos
IgG anti-T. gondii em cédes do Projeto PetCOVID-19 indica uma possivel diferenca de

exposicao entre as espécies.

- A coinfec¢do entre SARS-CoV-2 e outros patdgenos foi observada, com associacfes
significativas entre SARS-CoV-2 e hemopatdgenos em geral nos gatos do PQMARG, e com

Bartonella spp. nos mamiferos cativos do zooldgico, destacando a complexidade das
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interagBes infecciosas e enfatizando a necessidade continua de estudos multidisciplinares

para uma compreensdo integral na investigacao.

Este € o primeiro estudo a detectar Bartonella spp. nos locais investigados. Alem disso, este
trabalho marca a primeira vez que Leishmania infantum foi identificada nos gatos do
PGMARG
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- Depto. Medicina Veterinaria Preventiva/EV

Profa. Kelly Moura Keller

Profa. Danielle Ferreira de Magalhdes Soares

Paloma Carla Fonte Boa Carvalho

Joana Angelica Macédo Costa Silva (Residente em Saude Publica)
Glendalesse Nunes Rocha de Faria Teixeira (Ressdente em Saude Publica)

- Depto. Clinica e Cirurgia Veterinarias/EV
Prof. Renato de Lima Santos

Amanda Pifano Neto Quintal

Diogo César Enedino Lacerda

¢) Universidade Federal de Uberlandia - UFU
- ICBIM
Prof. Sydnei Magno da Silva
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Anexo 3. Continuagao.

é PREFEITURA MUNICIPAL I%DSUS
h ?  DE BELO HORIZONITL

e

Esta autorizacao refere-se a parceria firmada entre a Geréncia de Controle de Zoonoses da Secretaria
Municipal de Salude da Prefeitura de Belo Horizonte para realizag@o do Projeto de Pesquisa “MANEJO DE
GATOS COMUNITARIOS NO MUNICIPIO DE BELO HORIZONTE, MINAS GERAIS”, que tem como
objetivos especificos

- Caracterizar os gatos comunitarios analisados quanto as varidveis: espécie, sexo (macho e fémea), idade
(filhote, jovem e adulto). condigéo corporal, sinais clinicos especificos, diagnéstico presuntivo e o local de
origem e destinacao

- Identificar agentes etiolégicos potencialmente patogénicos (parasitos, virus e bactérias) e de impertancia
em saude publica nos gatos comunitarios estudados;

- Avaliar indicadores de bem estar animal, relacionados a dimensao sanitaria e comportamental;

- Conhecer a dinamica populacional das populagées de gatos comunitarios residentes em parques

municipais,

- Determinar a distribuic@o espacial das colénias no interior das areas publicas (parques, entre outros) e no
municipio de Belo Horizonte caractenzando o grau de dependéncia do homem e sua associagao com 0s
patoégenos encontrados e caracteristicas fisicas e de bem estar,

- Realizar a cirurgia de esterilizagdo nos gatos capturados (machos e fémeas) e promover agdes de
adogdo ou, na impossibilidade desta retornc para o ambiente de origem;

- Avaliar os custos e os fatores facilitadores e dificultadores para a implantagao do manejo de gatos
comunitarios em Belo Honzonte

Autorizo a coleta de dados relativos aos animais capturados e ao ambiente em que se encontra, assim
como de amostras biolégicas conforme explicitado no projeto de pesquisa acima referido
Ciente dos objetivos € metodologia da pesquisa concordo em fornecer todos os subsidios para seu
desenvolvimento, desde que sejam assegurados os requisitos abaixo
« Cumprnmento das determinagoes éticas da Lei no 11.794, de 08.10.2008 do CONCEA
e Esla pesquisa sera realizada'em consgnancia com as atividades rotineiras previstas no servigo
e nao havera nenhuma despesa para esta instituicdo que seja decorrente da participagac na
pesquisa

Belo Horizonte, 28 de agosto de 2016. f
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ANEXO 4

Anexo 4. Termo de Autorizacdo Institucional entre Universidade Federal de Minas Gerais/ Fundagdo de Parques
Municipais e Zoobot&nica (FPMZB) de Belo Horizontes.

—
200B0TANICA ‘ BELO HORIZONTE

SO A AR A S e

Termo de compromisso - Pesquisas Cientificas na FPMZB

Protocolo n®

Eu, Julia Angélica Gongalves da Silveira , portador da CI MG 10944-999 .

CPF 046715996-35 orientador / responsavel técnico pela execugdo do projeto

“Levantamento do virus Sars-Cov-2 e coinfecg¢do com parasitos em mamiferos
pertencentes a Fundagdo de Parques Municipais e Zoobotanica de Belo Horizonte,
Minas Gerais, Brasil: caracterizagdo parasitoléogica e molecular baseada na perspectiva
de Satude Unica™  a ser realizado por Amnisleidy Pérez Castillo e Julia Angélica
Gongalves da Silveira na Fundagao de Parques Municipais e Zoobotanica (FPMZB),
declaro ser responsavel pelo desenvolvimento da pesquisa na FPMZB, bem como estar
ciente da mexisténcia de qualquer vinculo empregaticio ou beneficios adicionais, senio
os previstos no projeto apresentado. Declaro ainda estar ciente do disposto na Portaria
PRES- FPMZB n° 06/2020, de 07 de mar¢o de 2020 e todas as normas, regulamentos e
legislagio pertinentes a FPMZB e por cumprir suas determinagdes.

Comprometo-me a fornecer a Fundagao de Parques Municipais e Zooboténica:

e Uma cépia digital do produto técnico e das publicagdes cientificas originarias da
pesquisa para o e-mail pesquisasfpmzb@pbh.gov.br até 60 dias apés o término
da mesma:

e Ceder a FPMZB o direito de uso do material fotografico, imagens de video,
softwares e afins, como também produtos ou subprodutos resultantes do Projeto;

e Estar disponivel, mediante agenda com a supervisio da FPMZB, para realizar
apresentagdo ou palestra do trabalho final colaborando na capacitagio de
funcionarios;

e Citar o nome da FPMZB nos produtos da pesquisa e quando os resultados da
pesquisa obtiverem divulgac¢io em congresso, encontros ou publicagdes.

Estou ciente de que, caso ndo seja realizado o Projeto, deverei oficializar o

cancelamento do mesmo junto a FPMZB, através do e-mail
pesquisasfpmzb@pbh.gov.br, fornecendo relatério com os resultados parciais da
pesquisa.

Local e data
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Anexo 4. Continuago.

«va

paRQUESE | w4 PREFEITURA
Z00BOTANICA BELO HORIZONTE
SOVERMANDOD PAS A G PRECT LA

Belo Horizonte, 04 de agosto de 2021

Assinatura do proponente (orientador/responsavel técnico)

1)
d
Jilia Angég&la‘ﬁég;lves da Silveira
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ANEXO 5

Anexo 5. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

. DADOS SOBRE A PESQUISA
Titulo do Protocolo de Pesquisa:
Pesquisador.

Cargo/Fungéao:
Duracgdo da Pesquisa:

Justificativa

O SARS-CoV-2, coronavirus de origem zoondtica, foi detectado em humanos na China
no final de 2019. Uma vez estabelecida a transmisséo entre humanos, a doenca COVID-19 se
tornou pandémica e até o momento néo foi completamente esclarecido o papel dos animais
domeésticos e selvagens na cadeia de transmiss@o e manutengéo do virus. Considerando os
recentes relatos sobre a detec¢do de SARS-CoV-2 em animais de Hong Kong, Bélgica e
Estados Unidos, e a grande proximidade entre pessoas e seus animais de estimacéo,
principalmente cdes e gatos, inclusive observada no Brasil, torna-se importante elucidar
aspectos da historia natural da doenga, como o possivel ciclo zooantroponoético em um estudo
multicéntrico para a vigilancia de SARS-CoV-2 em pets, em consonancia com os preceitos do
Sistema Unico de Satde e da Salde Unica (indissociabilidade entre satide humana, animal e
ambiental). Esta € uma proposta inédita pois, até o momento, néo se conhece uma rede de
colaboragdo de enfrentamento a SARS-CoV-2 cujo enfoque seja em Salde Unica e na
promog¢do da articulacdo de agdes voltadas aos animais de companhia entre as diversas
regides, envolvendo diferentes instituigcdes de ensino e pesquisa nacionais e internacionais.

Objetivos

Objetivo geral

Promover a vigilancia de SARS-CoV-2 em animais de companhia do Brasil com interface a
Satde Unica.

Objetivos especificos

- Realizar o diagnoéstico laboratorial e monitorar, longitudinalmente, a infecgédo em animais
(cdes e gatos) de tutores positivos para a COVID-19, com diagndstico laboratorial confirmado
pelo Sistema Unico de Saude.

- Comparar e determinar as caracteristicas ambientais e outros fatores associados a infecgéo
nos animais positivos, em diferentes regites do pais.

- Propor um fluxograma padréao e proposta de acdes para o controle da COVID-19 em animais
de estimagéo em parceria com orgéaos de vigilancia em saude, em especial vigilancia ambiental
e zoonoses, e aten¢ao primaria, nas diferentes regides do pais.

Metodologia

Sera realizado um estudo longitudinal prospectivo, com dois momentos de avaliac&o,
sendo incluidos animais de companhia cujo tutor esteja em isolamento domiciliar, com
diagnostico laboratorial confirmado para SARS-CoV-2 através de RT-gPCR ou resposta
imunolégica apenas por IgM (caracterizando doenca ativa), até sete dias da data do
diagnostico, residente em uma das capitais Belo Horizonte (MG), Campo Grande (MS), Curitiba
(PR), Recife (PE), Sao Paulo (SP).

Para analise da transmissao de SARS-CoV-2 enfre humanos e seus animais, seriao
coletadas amostras biologicas com intervalo medio de sete dias, de pelo menos um animal de
companhia da residéncia. A cada visita sera realizada a anamnese e sera aplicado o
questionario in loco para avaliacdo do quadro clinico do animal e avaliagdo ambiental (Anexo
3). De cada animal serdo coletados swabs nasal, orofaringeo e retal (para RT-qPCR), além de
sangue total (para diagnosticos diferenciais) e sangue para obten¢édo de soro (para
soroneutralizagéo), totalizando cinco amostras por animal por visita. Para fins de analise, os



Anexo 5. Continuacéo.

animais que tenham ao menos um swab positivo a RT-gPCR e/ou sorologia positiva serao
considerados positivos para COVID-19. As amostras obtidas através de swab serdo
conservadas em tubos estéreis contendo meio de transporte (estabilizante para virus e RNA)
sob refrigeracéao (2-8°C) por até 72h, congeladas em -20°C por até 30 dias ou em -80°C por
tempo indeterminado e serdo processadas atraves do método de RT-qPCR. Sera estabelecido
controle de qualidade interlaboratorial para amostras positivas @ mesmo nimero de amostras
negativas (aleatorio).

Amostras positivas a RT-gPCR serdo submetidas ao cultivo celular para isolamento
viral e posterior sequenciamento genético para analises filogenéticas. Amostras de sangue total
serao conservadas a -800C e processadas, caso necessario, para o diagnostico de outras
doencas nestes animais. Amostras de soro seréo conservadas a -800C e processadas atraves
de soroneutralizagéo, a fim de avaliar a converséo sorologica e a titulagdo de anticorpos
anti-SARS-CoV-2 nos animais de companhia.

Os dados obtidos aos questionarios, a anamnese e os resultados laboratoriais serao

tabulados em um banco de dados colaborativo em nuvem e posteriormente analisados para
obtengéo de risco relativo e anadlise das variaveis com estatistica descritiva e regresséo
logistica, utilizando os softwares R, OpenEpi e SAS. Seréo incluidas no banco de dados as
informacdes sobre as metas e indicadores referentes ao item “h”, para os relatorios gerenciais
desta pesquisa.
Os resultados dos testes serao o mais brevemente possivel informados aos tutores / familiares
atraves de contato telefonico e pela emissédo de laudo (resultado de exame) eletronico, que
sera enviado por e-mail ou aplicativo de comunicacédo. Em caso de resultado positivo, os
demais animais da residéncia também serdo testados em pool por espécie animal e os
familiares serdao orientados a estabelecer o acompanhamenio veterinario por 14 dias e
intensificag&o das medidas de higiene e protegéo individual e coletiva.

Esclarecimentos aos participantes da pesquisa.

A participacdo € voluntaria, as informagdes fornecidas serao confidenciais e mantidas no
anonimato e a pessoa podera retirar o seu consentimento a qualquer tempo sem prejuizo
algum. As informacoes serdo apresentadas apenas numericamente em divulgacdes cientificas.

Portanto, convido ofa) Sr.(a) para colaborar com a pesquisa.

de de 20 .

ASSINATURA
PESQUISADOR:
RG/UF:

1. CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, apds convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me foi
explicado, consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa.

de de 20 .

ASSINATURA
SUJEITO DE PESQUISA OU REPRESENTANTE LEGAL:
RG/UF:

231
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ANEXO 6

Anexo 6. Ficha de Anamnese e Questionario local

1. Nome / identificacdo:

2. Raga:

3. Sexo:

4. ldade:

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 veterinariax
Procedimentos / diagnostico realizados (descrever):

10. Alimentacdo: () Ragdo: Qual? ( ) Comida caseira ( ) Racéo e

comida caseira ( ) Outros:

11. Apetite: ( ) Normorexia ( ) Polifagia ( ) Hiporexia

12. Ingestdo hidrica: { ) Normodipsia ( ) Polidipsia

13. Urina: () Normuria ( ) Poliuria

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

Aspecto

15.Vémito: ( )N ( ) S:Aspecto

16. Portador de outras condi¢gdes de saude? ( )N ( ) S SE SIM: Quais? (

Doencas infecciosas (descrever) ( ) Na&o infecciosas /crénicas (descrever)

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

EXAME FisICO

Peso: FC:

Escore corporal: Inspecéo de boca:

Temperatura: Inspecéo de pele:

Mucosas: Reflexo de tosse:

Ausculta: COVID-19 - Sintomatico( )S ( )N
AMBIENTE

1. Externo (observar e marcar as op¢des necessarias):

) Proximo a fazenda/ reserva/ area de prote¢gao ambiental / pracga/ area arborizada
) Residéncia em condominio fechado

) Unica casa no terreno () Quintal com gramado / terra

) Apartamento com sacada ( ) Quintal parcialmente calcado

) Apartamento sem sacada () Quintal totalmente calcado

) Casa essencialmente em alvenaria ( ) Presenca de animais soltos nos
) Casa essencialmente em madeira arredores

) Arruamento com asfalto

) Arruamento sem asfalto

o]

. Interno (onde o animal permanece)
(  )Alta incidéncia solar
( ) Baixa incidéncia solar
( ) Pelos pela casa
() Sinais de sujidades:
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ANEXO 7

Anexo 7a: Identificacdo de cdes provenientes domésticos provenientes de Belo Horizonte, Minas Gerais no periodo compreendido entre janeiro de 2021 a agosto
de 2022., quanto ao nimero de identificacdo, dados de coleta, sexo, idade e positividade molecular para patégenos transmitidos por vetores. Os resultados obtidos
nos ensaios de PCR para Babesia vogeli, E. canis e Leishmania spp. ndo sdo mostrados, pois todos os animais apresentaram resultados negativos.

Animal Data de coleta Sexo Idade AEGP A. phagocytophilum A. platys EM MH Piroplasmas
BHCO01 16.01.2021 F* 15 Positivo - Positivo - - -
BHCO02 16.01.2021 M** 3 Positivo - - - - Positivo
BHCO03 16.01.2021 M 8 - - - -
BHCO04 16.01.2021 M 6 - - - Positivo
BHCO05 20.01.2021 M 13 Positivo - Positivo - - -
BHCO06 20.01.2021 M 2 - Positivo - Positivo
BHCO7 20.01.2021 F 15 Positivo - - - - -
BHCO08 26.02.2021 M 10 Positivo Positivo - - - Positivo
BHCO09 26.02.2021 M 16 Positivo - - - - Positivo
BHC10 26.03.2021 F 3 Positivo - - - - -
BHC11 31.03.2021 F 8 Positivo - Positivo - - Positivo
BHC12 09.04.2021 F 11 Positivo - Positivo - - Positivo
BHC13 07.05.2021 F 7 Positivo - - - - Positivo
BHC14 07.05.2021 M 5 Positivo - - - - Positivo
BHC15 02.07.2021 F 15 Positivo - - - - Positivo
BHC16 06.08.0201 M 7 Positivo - Positivo Positivo Positivo -
BHC17 17/01/2022 F 9 Positivo - - - - -
BHC18 20/01/2022 F 4 Positivo - - - - -
BHC19 20/01/2022 M 8 - - - -
BHC20 20/01/2022 M 1.2 - - - -
BHC21 20/01/2022 M 1,4 Positivo - - - - Positivo
BHC22 22/01/2022 F 2 Positivo - - - - Positivo
BHC23 10/02/2022 F 4 Positivo - - - Positivo -
BHC24 11/02/2022 F 45 - - - -
BHC25 11/02/2022 M 4.10 Positivo - - - - -
BHC26 08/02/2022 F 7 - - - Positivo
BHC27 16/02/2022 F 8 Positivo - Positivo - - Positivo
BHC28 16/02/2022 F 0.9 Positivo - - - - -

* Fémea; **Macho; - Negative; AEGP: Anaplasma/ Ehrlichia sp. granulécitos/plaquetas; EM: Ehrlichia sp. monocitica; MH: Mycoplasma sp. hemotrépico



Anexo 7a: (continuacdo)

Animal
BHC29
BHC30
BHC31
BHC32
BHC33
BHC34
BHC35
BHC36
BHC37
BHC38
BHC39
BHC40
BHC41
BHC42
BHC43
BHC44
BHC45
BHC46
BHC47
BHCA48

Data de coleta
16/02/2022
17/02/2022
17/02/2022
22/02/2022
22/02/2022
03/03/2022
03/03/2022
03/03/2022
26/05/2022
13/06/2022
15/06/2022
15/06/2022
28/06/2022
05/07/2022
05/07/2022
05/07/2022
05/07/2022
05/07/2022
21/07/2022
02/08/2022

S

MMM S
o

Idade

Ll
m@ON

= O R Rk E kP ;
N~NoNONNww IS o RP

w
O o

AEGP
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo

A. phagocytophilum

A. platys

Positivo
Positivo

Positivo

Positivo

Positivo
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Piroplasmas
Positivo

Positivo
Positivo

Positivo
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Anexo 7b: ldentificacdo de gatos domésticos de Belo Horizonte, Minas Gerais com relacdo ao nimero de identificacdo, dados de coleta, sexo, idade,
soropositividade e/ou infeccdo por patégenos detectados entre janeiro de 2021 e agosto de 2022. Os resultados obtidos nos ensaios de PCR para Anaplasma/

Ehrlichia sp. granulécitos/plaquetas, Piroplasma e Leishmania spp. ndo sdo mostrados, pois todos os animais apresentaram resultados negativos.

Animal

BHGO1
BHG02
BHGO03
BHG04
BHGO05
BHGO06
BHGO07
BHGO08
BHG09
BHG10
BHG11
BHG12
BHG13
BHG14
BHG15
BHG16
BHG17
BHG18
BHG19
BHG20
BHG21
BHG22
BHG23
BHG24
BHG25
BHG26
BHG27
BHG28

Data de
coleta

12.03.2021
30.03.2021
31.03.2021
07.05.2021
07.05.2021
12.05.2021
23.07.2021
23.07.2021
23.07.2021
03.08.2021

17/01/2022
20/01/2022
27/01/2022
27/01/2022
27/01/2022
27/01/2022
27/01/2022
27/01/2022
27/01/2022
22/01/2022
07/02/2022
10/02/2022
11/02/2022
11/02/2022
11/02/2022
14/02/2022
14/02/2022

Sexo
M*

F**

SIS EENnSZIE <L

Idade

2
10

ND
2.4
<1

EM

Positivo
Positivo
Positivo

Positivo
Positivo

Positivo
Positivo
Positivo
Positivo

Positivo

< 1: menos que 1 ano * Macho; **Fémea; - Negativo; EM:

. Bartonell
E. canis
asp
Positivo -
Positivo
Positivo
Positivo

Ehrlichia sp. monocitica; MH: Mycoplasma sp. hemotrépico

MH

Positivo

Positivo

Positivo
Positivo
Positivo

Mycoplasma
haemofelis

Positivo

Positivo

Candidatus M.
haemominutum

Positivo

Positivo

Positivo
Positivo

Toxoplasma gondii

Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
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Animal

BHG29
BHG30
BHG31
BHG32
BHG33
BHG34
BHG35
BHG36
BHG37
BHG38

Data de
coleta

17/02/2022
03/05/2022
03/05/2022
26/05/2022
26/05/2022
15/06/2022
23/06/2022
28/06/2022
05/07/2022
05/07/2022

Sexo

T mn

Idade

EM
Positivo

E. canis

Bartonella
sp

Positivo
Positivo

Positivo

Positivo
Positivo
Positivo

Mycoplasma
haemofelis

Positivo

Candidatus M.
haemominutum

Positivo

236

Toxoplasma gondii



ANEXO 8

Anexo 8. Identificacdo de gatos provenientes do Parque Municipal Américo Rene Giannetti, Belo Horizonte, Minas Gerais, quanto ao nimero de identificacao,
dados de coleta, sexo, idade e positividade molecular para patégenos transmitidos por vetores.

237

Animal  Data de Sexo Idade AEGP A. EM E. Bartonella Espécies MH Espécies Piroplasmas  Leishmania Espécies
coleta platys canis sp. Bartonella Mycoplasma sp. Leishmania
GPO1 08.02.2021 M*  Adulto  Positivo - - Positivo B. henselae - - -
GP02  08.02.2021 M Jovem - - - - - - -
GP03 15.02.2021  F**  Adulto - Positivo - - - - - -
GP04 15.02.2021 F Adulto - - - - - - -
GPO5 15.02.2021 M Adulto - Positivo - Positivo B. henselae - - -
GP06 M Adulto - - Positivo M. - -
22.02.2021 - haemominutun
GP07  22.02.2021 F Adulto - - - - - - -
GP08  22.02.2021 F Adulto - - - - - - -
GP09  01.03.2021 F Adulto - - Positivo B. henselae - - Positivo L. infantum
GP10  01.03.2021 F Adulto - - Positivo B. henselae - - Positivo L. infantum
GP11 M Adulto - Positivo M. - -
15.03.2021 - - - haemominutun
GP12 M Adulto - B. - - -
22.03.2021 - Positivo clarridgeiae
GP13  22.03.2021 M Adulto - - - - - - -
GP14  22.03.2021 M Adulto - - Positivo B. henselae - - -
GP15  29.03.2021 F Adulto - - Positivo B. henselae - - -
GP16  29.03.2021 F Adulto - - Positivo B. henselae - - -
GP17 29.03.2021 M Adulto - - Positivo B. henselae - - -
GP18 29.03.2021 F Adulto - - Positivo B. henselae - - -
GP19 M Adulto - Positivo B. - - -
11.05.2021 - clarridgeiae
GP20 11.05.2021 F Adulto - - Positivo B. henselae - - -
GP21 12.05.2021 F Jovem - - - - - - -
GP22 12.05.2021 F Adulto - - - - - - -
GP23 12.05.2021 M Adulto - - Positivo B. henselae - - -
GP24 12.05.2021 F Adulto - Positivo  Positivo - - - -
GP25 12.05.2021 F Adulto - Positivo - Positivo B. henselae - - -
GP26 12.05.2021 F Adulto - Positivo  Positivo Positivo B. henselae - - -
GP27 12.05.2021 F Filhote - - Positivo B. henselae - - -
GP30 13.05.2021 F Adulto - - - - - - -

* Male; **Female; - Negative; AEGP: Anaplasma/ Ehrlichia sp. granulécitos/plaquetas; EM: Ehrlichia sp. monocitica; MH: Mycoplasma sp. hemotrépico
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Animal Data de Sexo ldade AEGP A. platys EM E. Bartonella Espécies MH Espécies Piroplasmas  Leishmania Espécies
coleta canis sp. Bartonella Mycoplasma sp. Leishmania
GP31 13.05.2021 F Adulto - Positivo - - - - - -
GP32 13.05.2021 F Adulto Positivo - - - - - - -
GP33 13.05.2021 M Adulto - - Positivo B. clarridgeiae - - -
GP34 14.05.2021 F Adulto - - - - - - -
GP35 14.05.2021 M Adulto - Positivo - - - - - -
GP36 14.05.2021 M Adulto - - Positivo B. clarridgeiae - - -
GP37 14.05.2021 F Adulto - - - - - - -
GP38 20.05.2021 M Adulto - - - - - - Positivo L. infantum
GP39 20.05.2021 M Adulto - - - - - - -
GP40 20.05.2021 M Filhote - - - - - - -
GP41 20.05.2021 F Filhote - - Positivo B. henselae - - -
GP42 21052021 M  Adulto - - - - Positivo M. -
haemominutun
GP43 21.05.2021 F Filhote Positivo - - - - - - -
GP44 25.05.2021 F Adulto - - - - - - -
GP45 25.05.2021 M Adulto Positivo Positivo - - - - - Positivo L. infantum
GP46 27.05.2021 M Adulto - - Positivo B. clarridgeiae - - -
GP47 27.05.2021 F Adulto - Positivo - Positivo B. henselae - - -
GP48 27.05.2021 M Adulto - Positivo - - - - - -
GP49 27.05.2021 M Adulto - - Positivo B. henselae - - -
GP50 27.05.2021 F Adulto - - Positivo B. henselae - - -
GP51 28.05.2021 M Adulto - - Positivo B. henselae - - -
GP52 01.06.2021 M Adulto - - - - - - -
GP53 01.06.2021 F Adulto - - - - - - -
GP54 01.06.2021 M Adulto - - - - - Positivo -
GP55 04.06.2021 F Adulto Positivo - - - - - -
GP56 08.06.2021 F Adulto - - Positivo B. clarridgeiae - -
GP57 08.06.2021 M Adulto - - - - - -
GP58 08.06.2021 M Adulto Positivo - - - - - -
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Animal Data de Sexo Idade AEGP A. platys EM E. Bartonella Espécies MH Espécies Piroplasmas Leishmania Espécies
coleta canis sp. Bartonella Mycoplasma sp. Leishmania

GP59 08.06.2021 M  Adulto - - - - - - B
GP60 09.06.2021 F  Adulto Positivo - - - - - - -
GP61 10.06.2021 F  Adulto Positivo  Positivo - - - - - -

10.06.2021 M  Adulto  Positivo - - - - M. ha:/lmofelis - _
GP62 Positivo  haemominutun
GP63 17.06.2021 M  Adulto Positivo - - - - - Positivo -
GP64 18.06.2021 F  Adulto - - Positivo  B. henselae - - -
GP65 18.06.2021 F  Adulto Positivo - - - - - - -

18.06.2021 F  Adulto - Positivo B. - -
GP66 - clarridgeiae  Positivo  M.haemominutun
GP67 15.07.2021 M  Adulto - - - - - - -
GP68 15.07.2021 M  Adulto  Positivo - - - - - - -
GP69 15.07.2021 F  Adulto - Positivo - - - - - -
GP70 15.07.2021 F  Adulto Positivo - - - - - - Positivo L. infantum
GP71 15.07.2021 F  Adulto Positivo - - - - - - -
GP72 15.07.2021 F  Adulto Positivo  Positivo - - - - - -
GP73 22.07.2021 M Adulto Positivo - - - - - - -
GP74 29.07.2021 M  Adulto - - - - - - Positivo L. infantum
GP75 29.07.2021 M  Adulto Positivo - - - - - - Positivo L. infantum
GP76 12.08.2021 F  Adulto Positivo - - - - - - Positivo L. infantum
GP77 12082021 F  Adulto  Positivo Positivo Positivo haemo'\rjln'inutun Positivo et
GP78 12.08.2021 M  Adulto - - Positivo ~ B. henselae - - Positivo L. infantum
GP79 02.09.2021 F Adulto - Positivo B. henselae Positivo brazill_i.ensis
GP80 02.09.2021 F  Adulto - - Positivo  B. henselae - - Positivo L. infantum




Identidade

AZ01
AZ02
AZ03
AZ04
AZ05
AZ06
AZ07
AZ08

AZ09

AZ10

AZ11
AZ12
AZ13

AZ14
AZ15
AZ16

AZ17
AZ18
AZ19

2021 a margo 2023.

Data de Ani
“oletn Espécie
04.11.2021 Gato palheiro
04.11.2021 Gato palheiro
04.11.2021 Gato palheiro

22.11.2021 Gorila
22.11.2021 Gorila
07.12.2021 Onga Parda
16.12.2021 Lobo Guara
08.02.2022 Furo
08.02.2022 Veado Catingueiro
08.02.2022 Cervo Nobre
10.03.2022 Lobo Guara
10.03.2022 Lobo Guara
10.03.2022 Lobo Guara (dbitoler semestre

2023)
16.03.2022 Lobo Guara
16.03.2022 Lobo Guara
16.05.2022 Cervo Dama
16.05.2022 Gorila
27.05.2022 Lobo Guara
27.07.2022

M*: Macho F**: Fémea

Rinoceronte

ANEXO 9

Anexo 9: Caracteristicas das amostras coletadas de mamiferos pertencentes ao plantel da FPMZB Belo Horizonte, MG, no periodo compreendido entre de novembro

Nome Cientifico

Leopardus braccatus
Leopardus braccatus
Leopardus braccatus
Gorilla gorilla gorilla
Gorilla gorilla gorilla
Puma concolor
Chrysocyon brachyurus

Galictis cuja
Subulo gouazoubira
Cervus elaphus

Chrysocyon brachyurus
Chrysocyon brachyurus
Chrysocyon brachyurus

Chrysocyon brachyurus
Chrysocyon brachyurus

Dama dama

Gorilla gorilla gorilla
Chrysocyon brachyurus

Ceratotherium simum

Ordem/Familia

Ordem: Carnivora. Familia Felidae.
Ordem: Carnivora. Familia Felidae.
Ordem: Carnivora. Familia Felidae.
Ordem Primates. Familia Hominidae
Ordem Primates. Familia Hominidae
Ordem: Carnivora. Familia Felidae.
Ordem: Carnivora. Familia Canidae

Ordem: Carnivora. Familia:
Mustelidae.
Ordem: Artiodactyla. Familia:
Cervidae
Ordem: Artiodactyla.. Familia:
Cervidae
Ordem: Carnivora. Familia Canidae

Ordem: Carnivora. Familia Canidae

Ordem: Carnivora. Familia Canidae

Ordem: Carnivora. Familia Canidae
Ordem: Carnivora. Familia Canidae

Ordem: Artiodactyla. Familia:
Cervidae
Ordem Primates. Familia Hominidae

Ordem: Carnivora. Familia Canidae

Ordem Perissodactyla. Familia
Rhinocerotidae.

Sexo

M*
M

F**

F
F
F
F
M
M

n

T << £ £ T

Sangu
e total
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim

Sim

Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim

Sim

Swabe
oral
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
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Swabe
retal
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim

Swabe
nasal
sim

sim
sim
sim
sim
sim
sim
sim
sim
sim
sim
sim
sim
sim
sim
sim

sim



Identidade

AZ20
AZz21
AZ22

AZ25
AZ26
AZ27
AZ28
AZ29
AZ30

AZ31
AZ32
AZ33
AZ34
AZ35
AZ36

AZ37

AZ38
AZ39
AZ40
AZAl
AZ42
AZ43

Anexo 9: (continuacao)

Data de
coleta
27.07.2022

27.07.2022
25.08.2022

25.08.2022
01.06.2022
01.07.2022
25.10.2022
25.10.2022
15.11.2022

21.11.2022
24.11.2022
24.11.2022
24.11.2022
24.11.2022
24.1.2023

24.1.2023

26.1.2023
26.1.2023
26.1.2023
26.1.2023
26.1.2023
26.1.2023

Espécie
Bugio
Bugio
Tamandua (obitoler semestre 2023)
Ledo
Mico leéo dourado
Macaco aranha

Macaco barrigudo

Macaco prego

Veado Catingueiro (obitoler
semestre 2023)

Onga Pintada
Macaco barrigudo
Macaco barrigudo

Macaco Prego

Macaco Barrigudo

Cervo Dama

Cutia
Bugio
Bugio
Bugio
Bugio
Bugio
Bugio

Nome Cientifico

Alouatta sp
Alouatta sp

Tamandua tetradactyla

Panthera leo
Leontopithecus rosalia
Ateles sp
Lagothrix lagotricha
Sapajus apella

Brown Brocket Deer (Subulo

gouazoubira)
Panthera onca

Lagothrix lagotricha
Lagothrix lagotricha
Sapajus apella
Lagothrix lagotricha

Dama dama
Dasyprocta sp

Alouatta sp
Alouatta sp
Alouatta sp
Alouatta sp
Alouatta sp
Alouatta sp

Ordem/Familia

Ordem: Primates. Familia: Cebidae.

Ordem: Primates. Familia: Cebidae.

Ordem: Pilosa. Familia:
Myrmecophagidae.

Ordem: Carnivora. Familia Felidae.

Ordem Primates. Familia Callitrichidae

Ordem Primates. Familia Atelidae
Ordem Primates. Familia Atelidae
Ordem Primates. Familia Cebidae

Ordem: Artiodactyla.. Familia:
Cervidae

Ordem: Carnivora. Familia Felidae.

Ordem Primates. Familia Atelidae
Ordem Primates. Familia Atelidae
Ordem Primates. Familia Cebidae
Ordem Primates. Familia Atelidae

Ordem: Artiodactyla.. Familia:
Cervidae
Ordem Rodentia. Familia:
Dasyproctidae

Ordem: Primates. Familia: Cebidae.
Ordem: Primates. Familia: Cebidae.
Ordem: Primates. Familia: Cebidae.
Ordem: Primates. Familia: Cebidae.
Ordem: Primates. Familia: Cebidae.

Ordem: Primates. Familia: Cebidae.

Sexo

< I

< <7 7nmmnm< £ 71T

Sangre
total
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim

Sim

Swab
oral

Sim

Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim

Sim
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Swab
retal

Sim

Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim

Sim

Swab
nasal

Sim

Sim

Sim

sim

sim
sim
sim
sim
sim
sim
sim

sim



Identidade

AZ44
AZA45
AZ46

AZAT

AZ48
AZ49
AZ51

AZ52

AZ53
AZ56

AZS57

Anexo 9: (continuacao)

Data de
coleta
25.01.2023

10.02.2023
15.11.2022

21.11.2022

24-11.2022
24.11.2022
24.11.2022

24.11.2022

24.11.2022
24.11.2022

03.03.2023

Espécie
Ongca Parda
Bugio
Hipopdtamo
Mico ledo preto

Macaco prego
Macaco prego

Sagui imperial

Sagui imperial

Cobo de meia lua (6bito)

Sagui imperial

Onca parda

Nome Cientifico

Puma concolor
Alouatta sp

Hippopotamus amphibius
Leontopithecus chrysopygus

Sapajus apella
Sapajus apella
Saguinus imperator

Saguinus imperator

Kobus ellipsiprymnus
Saguinus imperator

Puma concolor

Ordem/Familia

Ordem: Carnivora. Familia Felidae.
Ordem: Primates. Familia: Cebidae.

Ordem: Artiodactyla. Familia:
Hippopotamidae
Ordem Primates. Familia
Callithrichidae.
Ordem Primates. Familia Cebidae

Ordem Primates. Familia Cebidae

Ordem Primates. Familia
Callithrichidae
Ordem Primates. Familia
Callithrichidae
Ordem: Artiodactyla. Familia: Bovidae

Ordem Primates. Familia
Callithrichidae
Ordem: Carnivora. Familia Felidae.

Sexo

<

<

T 2 2 £

Sangre
total
Sim
Sim

Sim

Swab
oral
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim

Sim

242

Swab
retal
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim

Sim

Swab
nasal
sim

sim

Sim

Sim

Sim



