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RESUMO
O coronavírus SARS-CoV-2 é o agente causador da pandemia COVID-19.

Segundo o ECDC, a situação epidemiológica do SARS-CoV-2 em humanos e animais

está em constante evolução. Até à data, entre as espécies de animais de exploração que

parecem transmitir o SARS-CoV-2, estão os visons americanos. Esta espécie parece

apresentar uma maior probabilidade de ser infetada por humanos ou outros animais e,

posteriormente, transmitir o SARS-CoV-2. No entanto, a informação é escassa

relativamente a muitas outras espécies domesticadas. O principal objetivo deste estudo é

identificar potencial exposição ao SARS-CoV-2 entre pequenos ruminantes (ovinos e

caprinos) em explorações no nordeste de Portugal.

Foi realizada uma análise serológica em 600 amostras de sangue (300 de ovelhas

e 300 de cabras) recolhidas desde o início da pandemia de COVID-19, abrangendo

vários períodos pandémicos (T1: primeira vaga alfa; T2: delta; T3: omicron). As

amostras de soro foram obtidas após centrifugação e este foi separado e conservado a

-80ªC. Estas amostras foram colhidas durante visitas técnicas de veterinários das

organizações de produtores pecuários como parte de vários estudos zoonóticos

realizados na região em 27 explorações diferentes. Todas as amostras de soro recolhidas

nos períodos especificados foram submetidas a análises sorológicas utilizando um

ensaio imunoenzimático indireto de ligação de anticorpos (ELISA) para detetar a

presença de anticorpos IgG contra a nucleocápside (N) do SARS-CoV-2 nas amostras

de soro (Kit ELISA multi-espécies de duplo antigénio D Screen SARS-CoV-2, seguindo

as instruções do fabricante, para esta deteção de anticorpos).

Entre as amostras analisadas, 460 cumpriram os critérios de qualidade aceitáveis para o

teste realizado (230 de cabras e 230 de ovelhas). Destas, 8 apresentaram um resultado

positivo (1.7%), indicando a presença de anticorpos IgG contra a proteína N do

SARS-CoV-2 (IgG anti-N), das quais 5 em caprinos (2.17%) e 3 em ovinos (1.3%). É

importante notar que 2 dessas amostras positivas foram recolhidas durante o período T1,

três delas, durante o período T2 e 2 durante o período T3. Importante ainda, 2 das

amostras positivas eram provenientes da mesma exploração. As amostras positivas

pertenciam a animais de 6m-2 a e eram exclusivamente fêmeas.



A análise de anticorpos anti-N realizada ao longo deste período permitiu a

identificação de infeções recentes, possibilitando a avaliação da exposição ao

SARS-CoV-2 nas populações de pequenos ruminantes desde o início da pandemia.

Estes são os resultados preliminares de um estudo serológico realizado no âmbito do

projeto NORDTEST-COVID19, com o objetivo de detetar potencial exposição ao

SARS-CoV-2 em pequenos ruminantes. Estão planeadas análises adicionais para estas

amostras, incluindo a deteção de anticorpos IgG específicos contra a proteína Spike do

SARS-CoV-2, tendo em consideração as três principais estirpes do vírus tanto em

animais como em seres humanos (tratadores), seguindo uma abordagem de “Uma só

Saúde”.

Palavras-chave: SARS-CoV-2; COVID-19; Transmissão para animais; Anticorpos;

IgG anti- Nucleocápside



ABSTRACT

The SARS-CoV-2 coronavirus is the causative agent of the COVID-19 pandemic.

According to the ECDC, the epidemiological situation of SARS-CoV-2 in humans and

animals is constantly evolving. To date, among the species of farm animals that appear

to transmit SARS-CoV-2, American minks are one such species. This species seems to

have a higher probability of being infected by humans or other animals and

subsequently transmitting SARS-CoV-2. However, information is scarce regarding

many other domesticated species. The objective of this study is to identify potential

exposure to SARS-CoV-2 among small ruminants (sheep and goats) on farms in

northeastern Portugal.

A serological analysis was performed on 600 blood samples (300 from sheep and

300 from goats) collected since the beginning of the COVID-19 pandemic, spanning

various pandemic periods (T1: first alpha wave; T2: delta; T3: omicron). The serum

samples were obtained after centrifugation and were separated and stored at -80ºC.

These samples originally were collected during technical visits from official

veterinarians of the local health units as part of various zoonotic studies conducted in

the region from 27 different farms. All serum samples collected during the specified

periods were subjected to serological analysis using an indirect enzyme-linked

immunosorbent assay (ELISA) to detect the presence of IgG antibodies against the

nucleocapsid (N) protein of SARS-CoV-2 in the serum samples (D Screen SARS-CoV-2

dual antigen multi-species ELISA kit, following the manufacturer's instructions for

antibody detection).

Among the analyzed samples, 460 met acceptable quality criteria for the test

performed (230 from goats and 230 from sheep). Of these, 8 tested positive (1.7%),

indicating the presence of IgG antibodies against the N protein of SARS-CoV-2 (anti-N

IgG), with 5 in goats (2.17%) and 3 in sheep (1.3%). It is important to note that 2 of

these positive samples were collected during period T1, three during period T2, and 2

during period T3. Importantly, 2 of the positive samples were from the same farm. The

positive samples belonged to animals aged 6m-2 years or older and were exclusively

female.



The analysis of anti-N antibodies conducted over this period allowed for the

identification of recent infections, enabling the assessment of exposure to SARS-CoV-2

in small ruminant populations since the beginning of the pandemic. These are

preliminary results of a serological study conducted as part of the

NORDTEST-COVID19 project with the aim of detecting potential exposure to

SARS-CoV-2 in small ruminants. Additional analyses for these samples are planned,

including the detection of specific IgG antibodies against the Spike protein of

SARS-CoV-2, considering the three major virus strains in both animals and humans

(handlers), following a "One Health" approach.

Key words: SARS-CoV-2; COVID-19; Transmission to animals; Antibodies;

Anti-Nucleocapsid IgG
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Introdução

INTRODUÇÃO

A doença do novo coronavírus de 2019 (COVID-19) é uma doença causada por

um novo coronavírus humano (CoV) conhecido como coronavírus 2 da síndrome

respiratória aguda grave (SARS-CoV-2, espécie SARS, subgénero Sarbecovirus, género

Betacoronavirus, subfamília Orthocoronavirinae, família Coronaviridae (Di Teodoro et

al., 20).

Este vírus foi descrito pela primeira vez em dezembro de 2019 na cidade de

Wuhan, província de Hubei, China (Di Teodoro et al., 2021) e foi responsável pela

situação de pandemia que resultou em mais de 5 milhões de mortes em menos de 2 anos

(Wernike et al., 2022). Desde a primeira identificação do novo coronavírus em dois cães

em Hong Kong​​(Sit et al., 2020)​, foram realizados estudos com intuito de caracterizar o

tropismo e a gama de hospedeiros do vírus, pois esses dependem da capacidade do

domínio de ligação ao recetor (RBD) da proteína Spike (S) do SARS-CoV-2 de se ligar

à enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2) do hospedeiro (Fusco et al. 2023).

Segundo os dados epidemiológicos da Organização Mundial da Saúde Animal

(WOAH) foram reportados 676 surtos a nível mundial, afetando 23 espécies em 36

países. Foi comprovado que a estrutura primária da ACE2 é altamente conservada em

vertebrados, sendo assim suscetíveis em várias espécies para infeção por SARS-CoV-2,

estes normalmente apresentam uma infeção assintomática, mas com o tempo passam a

ser ligeiros ou moderados (Fusco et al. 2023).

O SARS-CoV-2 é um vírus zoonótico com uma vasta gama de espécies animais

suscetíveis que podem servir como reservatórios secundários para perpetuar a evolução

viral e produzir novas variantes (Gaudreault et al.,2021) permitindo assim a adaptação

viral e a propagação dos animais para os humanos (Pickering et al. 2022).

A deteção de anticorpos por exposição a SARS-CoV-2 em animais constitui uma

estratégia para avaliar um contato anterior com o vírus, sendo um ponto de partida para

avaliar a suscetibilidade de uma espécie à infeção. Determinar a gama de hospedeiros, a

patogénese e a transmissibilidade de um patógeno emergente é importante para

compreender melhor a epidemiologia da doença e direcionar os esforços de vigilância

(Bosco-Lauth et al .2021 ) e perceber a suscetibilidade de animais ao SARS-CoV-2 é de

grande interesse para a comunidade científica internacional, pois tem-se colocado a

Análise da presença de anticorpos específicos para a proteína(N) do SARS-CoV-2 em pequenos ruminantes ⏐13
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hipótese de que a faixa de hospedeiros do SARS-CoV-2 pode depender da interação da

proteína de Spike do vírus com os recetores das células hospedeiras (Di Teodoro et al.,

2021; Amer, 2018). Esta desempenha um papel crucial na entrada do vírus na célula

hospedeira. Com base em análises filogenéticas e de padrões de expressão do ACE2,

vários mamíferos podem ser suscetíveis ao SARS-CoV-2 (Di Teodoro et al., 2021;

Amer, 2018). Além disso, é importante determinar tanto o risco de transmissão de

doenças zoonóticas (infeção de seres humanos por animais) como de zoonose reversa

(infeção de animais por seres humanos) das espécies que estão em contacto próximo

com seres humanos (Bosco-Lauth et al.,2021).

O Centro de Investigação de Montanha (CIMO) em colaboração Unidade Local

de Saúde do Nordeste de Bragança (ULSNE) desenvolvem algumas das atividades do

projeto NORDTESTE: “Infeção por SARS-CoV-2: desenvolvendo conhecimentos e

ferramentas para uma melhor gestão da doença” (02/SAICT/2020/072562). Uma das

atividades deste projeto está relacionada com o estudo da suscetibilidade à infeção por

SARS-CoV-2 em animais de produção através da análise serológica (anticorpos

específicos) e/ou análise molecular em explorações do distrito de Bragança.

Este documento apresenta o estado da arte sobre a suscetibilidade à infeção por

SARS-CoV-2 em animais bem como os resultados preliminares do rastreio serológico

efetuado em amostras de pequenos ruminantes de explorações agrícolas do Nordeste

Transmontano.

Esta dissertação é apresentada ao Instituto Politécnico de Bragança (IPB) e ao

Instituto Politécnico da Guarda (IPG), no âmbito da unidade curricular

Projeto/Estágio/Dissertação, que corresponde ao segundo ano do mestrado em Ciências

Aplicadas à Saúde – Ramo Biotecnologia.
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Enquadramento Teórico

1.1 A COVID-19: uma zoonose

As Zoonoses são infeções causadas por agentes patogénicos que geralmente

tem como reservatório um animal selvagem, podendo este ser assintomático, sendo

transmitidos diretamente aos seres humanos ou animais domésticos, que por

consequência pode-se transmitir novamente aos seres humanos (Cortés, 2021). O

SARS-CoV-2 e outros coronavírus são considerados zoonoses e dependendo do vírus,

existem diferentes reservatórios e intermediários, logo essas infeções representam um

importante problema de saúde pública global (Halabowski & Rzymski, 2021).

Sabe-se que o genoma do SARS-CoV-2 é 96% idêntico comparado com o

genoma completo de um coronavírus do morcego-ferradura (Rhinolophus affinis),

que vive em algumas regiões da China e que tem sido proposto como seu reservatório

(Cortés, 2021).

A Organização Mundial de Saúde (OMS) tem chamado a atenção para a

necessidade de mudança na forma como se combatem e geram as zoonoses. O

conceito “One Health” tem sido muito divulgado por ser uma abordagem que se

baseia simultaneamente no bem-estar e a saúde das pessoas, animais, plantas e o

ambiente que as acolhe, com o objetivo de alcançar mais e melhores resultados na

área da saúde (One Health-Uma Saúde, n.d.). Esta é uma perspetiva atualizada,

holística, colaborativa integradora, multidisciplinar e multifatorial, muito útil quando

se trata de compreender tanto a transmissão quanto a prevenção de agentes

patogénicos zoonóticos, emergentes ou reemergentes, como SARS-CoV-2 e outros

coronavírus (Cortés, 2021).
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1.2 A família dos Coronavírus

A diversidade genética, organização filogenética e características dos

coronavírus humanos (HCOVs) se encontram na população humana há vários anos.

Em 1968 com a observação dos viriões através de microscopia eletrónica,

denominaram esta família de coronavírus devido a morfologia ser similar a uma

“coroa solar” atribuída a projeções de proteínas (Sofia & Galhano, 2021).

Os CoVs são vírus acido ribonucleico (RNA) de cadeia simples, envelopados com

quatro classificações filogenéticas de estrutura genómica: alfa, beta, gama e delta,

sendo os do género beta mais perigosos, promovendo infeções por CoV nas últimas

duas décadas (Almeida et al., 2020).

O primeiro surgimento da epidemia de SARS-CoV foi em 2002 no hotel de Hong

Kong num mercado de animais vivos em Guangdongos, infetando 8.098 pessoas e

causando 774 mortes (Walls et al., 2020).

No início da epidemia, muitos dos pacientes identificados tiveram exposições a

animais antes de desenvolver a doença. Os anticorpos contra SARS-CoV foram

detetados em animais expostos nos mercados como: civetas-das-palmeiras (Paguma

larvata) e guaxinins (Goraichuk et al., 2020).

Pesquisas posteriores demonstraram que civetas e guaxinins criados em cativeiro e

selvagens foram infetados por outros animais e provavelmente atuaram como

hospedeiros intermediários (Goraichuk et al., 2020).

Mais tarde, o primeiro caso de infeção humana pela Síndrome Respiratória do

Oriente Médio (MERS-CoV) foi detetada num indivíduo de 60 anos que sofreu uma

pneumonia aguda grave em 2012 (Sofia & Galhano, 2021) na Península Arábica e

disseminou-se para 27 países, infetando um total de 2.494 indivíduos (Walls et al.,

2020).

O MERS-CoV foi detetado em 14 espécies de morcegos pertencentes a duas

famílias de morcegos, Vespertilionidae e Nycteridae, o que indica que o MERS-CoV

pode ter origem evolutiva em morcegos (Goraichuk et al., 2020).

O SARS-CoV-2 é o agente etiológico responsável pela Doença do Coronavírus

2019 (COVID-19), foi identificado pela primeira vez em dezembro de 2019 em

Análise da presença de anticorpos específicos para a proteína(N) do SARS-CoV-2 em pequenos ruminantes ⏐ 17
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Wuhan, China, e rapidamente se espalhou globalmente. Mais de 545 milhões de casos

confirmados de COVID-19 são notificados pela OMS, resultando em mais de 6

milhões de mortes em todo o mundo (Fusco et al. 2023).

Alguns CoVs são endémicos em animais domésticos em diferentes países. Os

membros mais comuns dos CoVs que infetam animais são o vírus da bronquite

infeciosa (IBV; γ-CoV) em galinhas, coronavírus da gastroenterite transmissível suína

(TGEV; α-CoV), coronavírus da diarreia epidêmica suína (PEDV; β-CoV) em suínos,

coronavírus bovino (BCoV, β-CoV), coronavírus entérico canino (CECoV; α-CoV)

em cães, coronavírus felino (FCoV; α-CoV) em gatos (Abdel-Moneim & Abdelwhab,

2020).

CoVs como o SARS-CoV-2, podem emergir de hospedeiros da vida selvagem

infetando humanos e animais domésticos e/ou pecuários produzindo um amplo

espectro de doenças em diferentes espécies hospedeiras (Amer, 2018). Esses vírus

destacam-se pela sua capacidade de alterar o tropismo dos tecidos, ultrapassar as

barreiras interespécies e adaptar as variações ecológicas devido a alta taxa de

mutação (uma única mutação/ genoma ou ciclo de replicação) ​​(Decaro et al., 2010)​.

No entanto, as mutações que alteram a sequência de aminoácidos da estrutura da

proteína viral responsável pela ligação do vírus com as células do hospedeiro podem

conferir ao vírus a capacidade de infetar uma nova espécie animal (Kreutz et al.,

2021).

1.3 O SARS-CoV-2: Estrutura e organização genómica

O genoma completo do SARS-CoV-2 é de cerca de 30 kb e dois terços da região 5'

contém poliproteínas ORF1ab (Open Reading Frame) que codificam ORF1ab,

enquanto um terço da região 3' consiste em genes que codificam proteínas estruturais,

conhecidas como glicoproteína de superfície (S), uma proteína do invólucro (E),

proteína de membrana (M) e proteínas de nucleocapsídeo (N) (Yüce et al., 2021),

todas necessárias para produzir uma partícula viral completa (Albuquerque et al.,

2020)

A proteína (N), um invólucro proteico constituído por fosfolípidos e proteínas

como a proteína( E) que é a menor proteína estrutural transmembranar, mas essencial

na interação entre o vírus e a célula hospedeira devido à sua atividade na libertação
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da partícula viral e a proteína de membrana (proteína M) (Fig 1), que é uma

glicoproteína transmembranar com três domínios principais atuando como proteína

estrutural mais abundante, que define a formação da partícula viral através do

recrutamento dos restantes componentes do virião (Sofia & Galhano, 2021).

A proteína (S) determina a solubilidade das partículas do SARS-CoV-2, definindo

assim a infeção viral, uma vez que é a maior proteína localizada na superfície do

invólucro e está diretamente relacionada com a estabilidade e funcionalidade dos

coronavírus (Sofia & Galhano, 2021) (Fig 1).

Fig. 1: Estrutura do Vírus SARS-CoV-2, adaptado de (Figueira, 2021)

1.4 Processo de Infeção da COVID-19

A transmissão do vírus SARS-CoV-2 é feita entre humanos por inalação ou

contato com gotículas infetadas com período de incubação que varia de 2 a 14 dias

(Granados-Riveron & Aquino-Jarquin, 2021).

A infeção de uma célula humana é feita através da introdução do genoma do

RNA do SARS-CoV-2 na célula hospedeira pela proteína S homotrimérica altamente

glicosilada para alcançar a fusão com as membranas das células alvo ​​(Wrapp et al.,

2019; Xia, 2021)​ . A proteína (S) do SARS-CoV-2 é uma proteína transmembranar

que possui uma subunidade S1 de ligação ao recetor N-terminal e uma subunidade S2

ligada C-terminal (Albuquerque et al., 2020).

Através da ligação ao recetor do hospedeiro pelo RBD em S1 é seguida pela

clivagem proteolítica da proteína (S) pelas proteases do hospedeiro na parte S2
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associada à membrana e na parte S1 distal, ligando-se à (ACE2) na superfície da

célula hospedeira, enquanto S2 medeia a fusão da membrana (Granados-Riveron &

Aquino-Jarquin, 2021). A clivagem proteolítica da proteína S pela furina ou outras

proteases celulares é essencial para a infeção, pois separa duas funções da spike,

demonstrando ser essencial para a entrada viral eficiente nas células pulmonares

humanas, principalmente fusão célula-célula, para facilitar a disseminação viral de

uma célula para outra (Granados-Riveron & Aquino-Jarquin, 2021).

Após a fusão da membrana do invólucro viral com a membrana plasmática ou do

endossomo, o nucleocapsídeo viral é libertado no citoplasma e posteriormente, os

ribossomas celulares traduzem o genoma viral envolvendo as proteínas ORF1a e

ORF1b que são traduzidos através de um mecanismo de deslocamento ribossómico

produzindo 15 ou 16 proteínas não estruturais (Hidalgo et al., 2021) (Fig 2).

Fig.2. Mecanismo de entrada do vírus SARS-CoV-2 na célula humana,adaptado (Dessie

& Malik, 2021).Legenda: (ACE2) enzima conversora de angiotensina 2 ; (GRP78) proteína

regulada por glicose 78; (RBD) ligação ao recetor do hospedeiro; (TMPRSS2) serina

protease transmembranar 2; (RE) retículo endoplasmático.
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1.5 Resposta Imunológica: Humoral e Celular

A resposta imunitária celular tanto a inata como a adaptativa parecem desempenhar

um importante papel na infeção por SARS-CoV-2 (Li et al., 2022). Estudos

imunológicos anteriores, na infeção por SARS-CoV-1, demonstraram que as células

T podem ser os principais mediadores no controlo da doença (Grifoni et al., 2020).A

resposta inflamatória inata inicial ao SARS-COV 2 permite a ação rápida do

recrutamento de células imunes para o local da infeção e a subsequente ativação,

diferenciação e proliferação das células T (Molinero et al., 2022).

Associados à imunidade celular inata na COVID-19 temos diversos componentes

celulares, entre os quais as células Natural Killer (NK), células linfóide inatas e as

células T γδ, que geralmente limitam a propagação da infeção do vírus por ação

citotóxica sobre as células alvo e produzem citocinas (Li et al., 2022) que em

respostas inflamatórias patologicamente aumentadas se encontram em níveis

elevados como a interleucina 1β (IL 1β), interleucina 6 (IL-6), interleucina 8 (IL-8) e

fator de necrose tumoral (TNF) (Molinero et al., 2022).

Esses altos níveis de citocinas inflamatórias vão promover a resposta adaptativa

mobilizando várias células imunes, como células T, macrófagos e neutrófilos da

circulação sanguínea para o tecido infetado (Molinero et al., 2022).

A libertação desses mediadores é responsável por extensos danos tecidulares e

celulares, inflamação pulmonar e sistémica, levando a casos graves de pneumonia

viral e síndrome respiratória aguda severa (Almeida et al., 2020).

Na imunidade adaptativa, as células T CD8+ desempenham um papel crucial na

citoxicidade específica direcionada as células infetadas, os quais apresentam péptidos

de origem viral nas moléculas de classe I do complexo maior de histocompatibilidade

de membrana celular (MHC-I). Por outro lado, os linfócitos T CD4+ são

fundamentais para ativar tando os T CD8+ como os linfócitos B (Li et al., 2022), por

sua vez os linfócitos B vão produzir glicoproteínas como imunoglobulinas do tipo

IgM, IgG e IgA especificas para SARS-COV-2 (Shi et al., 2020).
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Após 10 dias de infeção por SARS-CoV-2, os anticorpos (IgM e IgG) começam a

surgir. Os IgM são distintivos da fase inicial e aguda da doença, diminuindo

progressivamente ao longo do tempo, por outro lado os níveis de IgG aumentam

durante a fase de convalescença e diminuem de forma gradual (​​Brito et al., 2020;

Arun Krishnan et al., 2020). A classe de imunoglobulinas IgG é a mais detetada em

ensaios serológicos (Arun Krishnan et al., 2020).

A IgG é uma das proteínas mais abundantes no soro humano, representando cerca

de 10–20% da proteína plasmática e pode ser dividida em quatro subclasses,

nomeadas, em ordem decrescente de abundância, IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4. É

constituída por quatro cadeias polipeptídicas, compostas por duas cadeias pesadas (H)

idênticas de 50 kDa γ e duas cadeias leves (L) idênticas de 25 kDa κ ou λ, ligadas

entre si por ligações dissulfeto intercadeias (Vidarsson et al., 2014)​.

A deteção de IgG é importante devido à sua persistência ao longo do tempo, sendo

que os níveis de anticorpos resultantes da infeção podem variar. Geralmente, os

níveis de anticorpos após uma infeção tendem a estar correlacionados com a

gravidade da doença (De Donno et al., 2021).

A IgM é produzida como uma molécula ligada à superfície,na resposta imune,pelas

células plasmáticas e secretada como pentâmeros solúveis que contêm 10 sítios de

ligação ao antígeno e a cadeia de ligação (J), ou como hexâmeros contendo 12 sítios

de ligação ao antígeno. Tem peso molecular de aproximadamente 900 ou 1050 kDa

composto por uma cadeia pesada µ e uma cadeia leve (Keyt et al., 2020).

1.7 Sintomatologia

A fase I ou a fase da replicação viral é caraterizada pela entrada do vírus

(Ochani et al.,2021) com presença de sintomas leves, como mal-estar, tosse seca e

febre ou até mesmo assintomática (Molinero et al., 2022). Já na fase II ou

inflamatória em que há uma multiplicação viral que provoca inflamação localizada no

pulmão,está mais relacionada os pacientes desenvolvem pneumonia viral com tosse e

febre (Molinero et al.,2022). Por sua vez, os imunocomprometidos tendem a

desenvolver um estado mais grave com linfócitos T e linfócitos B significativamente

reduzidos e citocinas inflamatórias elevadas (Ochani et al. 2021). Por último ocorre a

fase III ou hiperinflamatória que é caracterizada pelo estágio mais grave da doença e
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se manifesta como uma síndrome sistêmica extrapulmonar da hiperinflamação

(Molinero et al.,2022).

Particularmente em animais os sinais clínicos da COVID-19 foram descritos como

febre, tosse, dispneia, espirros, secreção nasal e ocular, vômito e diarreia (Wicaksana,

2016), inflamação no trato respiratório anterior e posterior e aumento da mortalidade

(Emmanuel et al.,2023).

As principais lesões post mortem descritas em animais incluem pneumonia

intersticial aguda com a presença de edema, hemorragias, necrose epitelial nas vias

aéreas anteriores, diminuição do lúmen alveolar; infiltração de células inflamatórias e

imunológicas; alterações hematológicas (Emmanuel et al.,2023).

1.8 Diagnóstico Molecular e Serológico da COVID-19

O diagnóstico de SARS-CoV-2 em humanos baseia-se no histórico

epidemiológico, nas manifestações clínicas com a confirmação feita por métodos de

deteção laboratorial como teste de amplificação de ácido nucleico (NAT), técnicas

sorológicas (Rai et al.,2021) ou cultura e isolamento de partículas virais viáveis

(Sousa,2020). De momento, o diagnóstico é feito principalmente por amplificação de

ácidos nucleicos do SARS-CoV-2 pelo (RT-PCR), pois estes detetam o RNA viral em

amostras de zaragatoa nasal ou faríngea, expetoração, aspirado traqueal, lavado

bronco-alveolar, sangue, sendo que o trato respiratório inferior contém uma carga

viral maior do que o trato respiratório superior (Sousa, 2020).

Embora a metodologia de o RT-PCR seja considerada “gold standard” esta

pode produzir falsos negativos em certas ocasiões, o que inclui casos em que há uma

carga viral insuficiente no trato respiratório superior, em pacientes em estágios

iniciais da doença ou com forma leve, expressando baixa carga viral na amostra.

Além disso, devido o SARS-CoV-2 ser um vírus de RNA, apresenta uma estabilidade

limitada podendo ser degradado por RNAses libertadas após destruição celular,

afetando a eficiência da deteção final ​​(Liu et al., 2020; Wang et al., n.d.; Zhu et al.,

2020)​. Os testes serológicos concentram-se na deteção de antígenos ou anticorpos

contra o SARS-CoV-2 (Emmanuel et al.,2023), como deteção de anticorpos das

classes IgM (revela exposição recente) podendo ser detetados no início da incubação,
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anticorpos da classe IgG (exposição anterior), pois aparecem nos estádios de médio a

tardio da infeção, demonstrando se um indivíduo foi infetado recentemente ou há

mais tempo (Sousa, 2020). São caracterizados por serem testes de fácil execução e

alto rendimento, porém suscetíveis a gerar falsos positivos e negativos ​​(Gao & Quan,

2020)​. Algumas das técnicas usadas nessa base são o ensaio de imunoabsorção

enzimática (ELISA), imunoensaio enzimático, o imunoensaio de fluxo lateral, teste

de imunofluorescência, western blot e o teste de neutralização do vírus ​​(Jarrom et al.,

2022; Trabucchi et al., 2022)​.

A deteção de anticorpos neutralizantes permite detetar a interação entre o

SARS-CoV-2 e a proteína recetora da membrana da célula hospedeira ACE2 que é

considerada específica, mas apenas moderadamente sensível para amostras animais

porque não deteta títulos baixos de anticorpos (Wernike et al. 2022).

A deteção do SARS-COV-2 em animais é relatada através do contato prévio com

indivíduos infetados. De acordo com diversas publicações, o que se tem observado é

que, assim como em humanos, o diagnóstico dos animais de produção vem sendo

feitas através da deteção por RT-PCR e ensaios sorológicos (Hale et al., 2022; Fusco

et al. 2023).

1.9 COVID-19 detetada em diferentes ruminantes: estudos anteriores

Devido à rápida propagação do agente patogénico produzida por infeções

humanas, houve uma certa necessidade na intervenção de uma vigilância proativa em

animais para deteção precoce de zoonose reversa de SARS-CoV-2, podendo levar ao

estabelecimento de novos reservatórios, visto que infeções persistentes em um novo

hospedeiro pode levar à adaptação viral, evolução e surgimento de transmissão de

estirpes alteradas, apresentando assim riscos potencialmente significativos para a

saúde humana e animal (Chandler et al., 2021b).

Estudos recentes, concentram-se em análises preditivas do potencial de ligação do

SARS-CoV-2 com o recetor ACE2 em diferentes espécies animais, incluindo espécies

de gado doméstico e ruminantes da vida selvagem (Kreutz et al., 2021), pois os genes

(ACE2) de várias espécies de mamíferos são altamente conservados, logo pode haver
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potencial ligação às proteínas ACE2 e posteriormente levar a infeção por

SARS-CoV-2 (Sharun et al., 2021).

Num outro estudo feito em amostras de soro pré-pandemia e pós-pandemia, de

veados selvagens nos EUA para exposição ao SARS-CoV-2, foram detetados

anticorpos em (40%), amostras (Chandler et al., 2021b). Em outro recente relatório

do Centro de Controlo de Doenças Europeu (ECDC), baseado numa revisão

sistemática sobre as várias espécies animais que poderão constituir potenciais

transmissores do SARS-CoV-2, são referidos os visons americanos, cães-guaxinins,

gatos, furões, hamsters, ratos domésticos, morcegos de frutas do Egito, ratos-deer e

veados-de-cauda-branca. De acordo com esta instituição Europeia, a abordagem de

monitorização mais eficaz inclui a confirmação de surtos, testagem de animais

doentes em caso de aumento de mortalidade, e vigilância genómica de variantes do

vírus. A análise genómica revelou clusters específicos em visons com potencial de

reintrodução na população humana.

Quanto aos animais de companhia, como gatos, furões e hamsters, são os mais

suscetíveis à infeção, mas têm impacto limitado na circulação do vírus entre

humanos. Entre os animais selvagens, estão principalmente carnívoros, grandes

primatas e veados-de-cauda-branca que foram naturalmente infetados pelo

SARS-CoV-2 (Nielsen et al., 2023).

Entre os animais de criação, os visons americanos têm a maior probabilidade de

infeção por humanos ou outros animais, sendo responsáveis por vários surtos em

explorações (ver tabela 1). Na maioria desses casos, sabia-se que os animais foram

inicialmente infetados por uma pessoa com COVID-19 (Pickering et al. 2022). De

acordo com o mesmo documento da ECDC, a introdução do SARS-CoV-2 em

explorações de visons ocorre geralmente através de humanos infetados, sendo

controlada por testes sistemáticos e medidas de biossegurança (Nielsen et al., 2023).

A grande maioria dos casos relatados de infeção natural pelo SARS-CoV-2 é em

gatos domésticos (Felis catus). Foram registados em pelo menos 20 países, incluindo

Argentina, Bélgica, Brasil, Canadá, Chile, Estados Unidos, França, Alemanha e

Grécia (World Organisation for Animal Health, 2022). A maioria dos animais

contraiu a infeção através de contacto próximo com humanos infetados por

Análise da presença de anticorpos específicos para a proteína(N) do SARS-CoV-2 em pequenos ruminantes ⏐ 25



Enquadramento Teórico

SARS-CoV-2. Num caso descrito na Bélgica, um gato que naturalmente infetado

apresentou sinais clínicos da doença, posteriormente a análise genómica de um

isolado revelou que o gato apresentava a mesma estirpe do isolado do seu dono,

comprovando pela primeira vez a transmissão humano-animal (Hosie et al., 2021).
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Legendas: EVOCS: Culturas de órgãos ex vivo; sVNT-Testes de neutralização; RPLN-linfonodos retrofaríngeo
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CAPÍTULO II – OBJETIVOS
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Objetivos
OBJECTIVOS

O objetivo principal deste estudo é avaliar o possível contato com o vírus SARS-CoV-2

em pequenos ruminantes (ovinos e caprinos), de explorações de regiões do Nordeste

transmontano, através de um rastreio serológico.

Como objetivos específicos:

- Realizar uma revisão abrangente da literatura científica relacionada à transmissão do

SARS-CoV-2 entre seres humanos e animais de produção.

- Sintetizar e discutir os principais resultados e tendências observados nos estudos

revistos identificando lacunas no conhecimento e possíveis áreas de investigação

adicional.

- Análise serológica das amostras colhidas de pequenos ruminantes;

- Análise dos resultados, levando em consideração a implementação de controlos

laboratoriais apropriados,

-Análise da associação entre os resultados da análise serológica e o período a que

correspondem as colheitas onde foram observados testes sorológicos positivos.

- Determinar a prevalência de acordo com a metodologia apropriada a partir da

sensibilidade e especificidade do método.

- Delinear futuras metodologias a serem aplicadas a diferentes espécies animais de

forma a averiguar o fenómeno de “spilover” do SARS-CoV-2 entre animais e humanos

numa abordagem “One Health”.
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CAPÍTULO III – MATERIAIS E MÉTODOS
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3.1 Amostra e desenho de estudo

Foi realizado um estudo exploratório retrospetivo, utilizando uma amostra não

probabilística, em que foram selecionadas amostras de soro de pequenos ruminantes

(caprinos e ovinos) por conveniência e divididas em partes iguais provenientes de 27

explorações do concelho de Bragança (Fig 3).

Figura 3. Desenho do Estudo com Fluxograma representando o processo de seleção e as
metodologias utilizadas.

As amostras foram caraterizadas por fatores como espécie, subespécie, sexo, idade,

exploração, localização da exploração, contato com outros ruminantes, ventilação

adequada e intervalo de tempo T1(variante alfa), T2(variante delta) e T3(variante

ómicron),cuja a seleção da amostra visou ter amostras representativas destas principais

vagas (Fig.4).​
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Fig.4: Gráfico com diferentes vagas da COVID 19 e a estirpe correspondente,adaptado

ACSS: Administração Central do Sistema de Saúde

3.2. Procedimentos laboratoriais

Os procedimentos laboratoriais foram realizados no centro de Veterinário pedagógico

da Escola Superior da Agrária do IPB no Laboratório de Biologia Molecular no Centro

de Investigação de Montanha (CIMO).

3.2.1 –Colheita da amostra

Foi feita a colheita de sangue por meio de punção venosa jugular por

profissionais e o número de amostras foi colhido consoante o efetivo da exploração e

devidamente identificadas.

As amostras de sangue (10 mL) foram colhidas em cada animal por punção

venosa jugular em tubos de 10 mL (Vacutainer®, Becton Dickinson, Plymouth,

Reino Unido) com ativador de coágulo e deixadas coagular à temperatura ambiente.

Sob o ponto de vista ético e de bem estar animal, de salientar que todas as amostras

foram colhidas durante visitas técnicas de veterinários das organizações de

produtores pecuários no âmbito dos planos nacionais de erradicação da brucelose,

aproveitando-se o excedente de soro.
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3.2.2 –Preparação e conservação da amostra

No laboratório, o soro foi obtido por centrifugação a 200 rpm por 10 min. Em

seguida com uma micropipeta de 1000 μl o soro foi colocado em microplacas ELISA de

poço fundo, sempre em duplicado e ultracongelamento das microplacas ELISA a

temperatura de -80ºC até serem processadas no laboratório no CIMO.

3.2.3 –Análise serológica

Todos os soros disponíveis colhidos nos referidos intervalos de tempo foram

submetidos a exame sorológico ELISA utilizando o kit ID Screen SARS-CoV-2 Double

Antigen Multi-Species ELISA (ID VET, Montpellier, França) de acordo com as

instruções do fabricante.

O método é baseado na técnica semi quantitativa ELISA que se destina à deteção de

anticorpos dirigidos contra nucleocápside do SARS-CoV-2 em soro e plasma animal in

vitro automatizado, a fim de detetar a presença de IgG anti-SARS-CoV- 2

nucleocapsídeo (N). Os poços são revestidos com antigénio da proteína (N) purificado,

com a adição da peroxidase de rábano (HRP) aos poços, este fixa-se ao Fab livre dos

anticorpos séricos anti SARS-COV-2 ligados e ao colocar o substrato,este vai interagir

com o HPR e desenvolver uma substância cromogénea amarela e indicar positividade

das amostras. A amostra a ser testada e os controlos são adicionados aos poços e caso

haja anticorpos anti SARS-COV-2 é formado um complexo anticorpo-antígeno.

Com uma micropipeta de 100 µl foram dispensados 25 µl de Tampão de Diluição na

placa e adicionados 25 µl de soro animal, juntamente com controles negativo e positivo

em suas devidas posições atribuídas na placa. Após uma incubação de 45 min a 37°C,

retirou-se o excesso dos poços e com uma pipeta multicanal de 200 µl foram lavados 5

vezes utilizando 300 µl de solução de lavagem. Em seguida, foram adicionados 100 µl

de conjugado de peroxidase de rábano silvestre com antígeno recombinante de proteína

N purificado diluído, com concentração final de 1X, incubados por 30 min a 21 °C,

descarregados e lavados 5 vezes conforme mencionado acima. Finalmente, após a

adição de 100 µl de Solução Substrato, com incubação de 20 min a 21 °C no escuro,

foram adicionados 100 µl de Solução Stop para interromper a reação. A microplaca foi

lida a 450 nm do aparelho SPECTROstar ® Nano da BMG LABTECH (Anexo I).
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Fig.5: Método de deteção ELISA para anticorpos dirigidos contra nucleocápside do

SARS-CoV-2

3.2.4 –Interpretação dos resultados

A presença de reatividade nos testes serológicos é definida por um ponto de

corte estipulado pelo fabricante de acordo com a sensibilidade 98,31% (IC 95%:

90,91–99,96%)​e especificidade 100,0% (IC 95%: 98,34–100,0%) do ensaio testada em

animais. O teste foi considerado válido se o valor da densidade ótica (DO) do controle

Positivo fosse 0,350 e a relação controlo Positivo/Negativo fosse 3. Assim, seguindo as

orientações da ficha técnica, as amostras que apresentavam S/P% 50% foram

consideradas negativas, S/P% entre 50% e 60% foram consideradas duvidosas,

enquanto amostras com S/P% 60% foram consideradas positivas.
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3.3. Análise estatística

Foram avaliadas as características e distribuição dos animais recorrendo à estatística

descritiva. A análise inferencial ficou condicionada dado o número reduzido de

resultados positivos. Foi também determinada a prevalência pelo método Wilson: o

número de resultados positivos nos testes e do número total de testes realizados. Este

método calcula a prevalência a um nível de confiança de 95%, uma abordagem

estatística para estimar a prevalência ao lidar com amostras de tamanho pequeno. Para

determinar a Verdadeira Prevalência (TP) recorreu-se aos valores de sensibilidade (Se) e

especificidade (Sp) fornecidos na ficha técnica do Kit ELISA de Dupla Antigénio

Multi-Espécies para SARS-CoV-2 da ID Screen.

Verdadeira Prevalência com a seguinte fórmula:

TP = (Prevalência × Se) / [(Se × Prevalência) + (1 - Sp) × (1 - Prevalência)

A sensibilidade (Se) é a proporção de resultados verdadeiramente positivos, e a

especificidade (Sp) é a proporção de resultados verdadeiramente negativos com base no

teste de diagnóstico. Todas as análises estatísticas foram o software online EpiTools.

3.4. Representação dos resultados no mapa

Através da plataforma MapChart foi representado as amostras soropositivos pelos

diferentes concelhos de Bragança utilizando diferentes cores.

3.5. Considerações éticas

O estudo atendeu aos requisitos legais e éticos pertinentes de acordo com

Decreto-Lei n.º 64/2000 de 22 de abril, alterado pelo Decreto-lei n.º 155/2008 de 7 de

Agosto, estabelece as normas mínimas relativas à proteção dos animais nas explorações

pecuárias, e define as responsabilidades do produtor quanto às condições dos

alojamentos, equipamentos e necessidades desses animais, (DGAV – Direção-Geral Da

Alimentação e Veterinária, n.d.).
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CAPÍTULO IV – RESULTADOS
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4.1 Caraterização da amostra ruminantes e localização das clínicas veterinárias
e explorações.

Em 600 amostras analisadas, as 140 amostras foram excluídas porque estavam
hemolisadas, sendo 460 cumpriram os critérios de qualidade aceitáveis para
realização do teste ELISA (Tabela 2)

Tabela 2. Características da amostra de pequenos ruminantes analisada neste estudo.

Análise da presença de anticorpos específicos para a proteína(N) do SARS-CoV-2 em pequenos ruminantes ⏐ 38



Resultados

4.2. Resultados da análise serológica

A análise serológica com o teste ELISA evidenciou a presença de oito amostras

positivas neste estudo, que correspondem a 1.7% (IC 95%:0.0082-0.0344%) do total

da amostra sendo todas fêmeas (cinco caprinos e três ovinos). Dos animais com teste

positivo, a maior parte situam-se no intervalo de idades 6 m a 2 anos (33,0%) (tabela

3)

Tabela 3: Características dos pequenos ruminantes seropositivos

Legenda: *contato com outros ruminantes; T1(variante alfa); T2(variante delta); T3(variante
omicron).
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As amostras analisadas neste rastreio serológico são de explorações que se localizam

nos diferentes concelhos do distrito de Bragança (Fig.4).

Fig.6: Mapa de Portugal com a representação dos concelhos de Bragança com as
explorações do presente estudo.

As oito amostras positivas estão distribuídas por sete explorações, onde foram

realizadas amostragens para rastreio sorológicos protocolados com a OPPs e com a

Direção Geral de Alimentação e Veterinária (DGAV) da Região Norte no âmbito do

plano de erradicação da brucelose onde as regiões que mais se observaram

seropositivos foram Mogadouro,Vinhais e Vimioso,aos quais duas delas pertencentes

á mesma exploração do concelho de Vimioso (Fig.5).
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Fig.7: Representação dos concelhos com explorações que tem casos de pequenos ruminantes

positivos o antigénio anti-N SARS-Cov-2.

4.3 Distribuição dos casos positivos no tempo

As oito amostras com resultados positivos para anticorpos IgGs anti-N foram

colhidas em períodos diferentes, que correspondem a vagas com estirpes dominantes

diferentes (alfa, delta e omicron). Duas das amostras positivas deste estudo, foram

colhidas durante o período T1, quatro amostras positivas pertenciam ao grupo T2,

enquanto que duas amostras positivas foram colhidas durante o período T3. A maior

parte das amostras positivas corresponde ao período de infeção da variante delta

(Fig.6).

Fig.8:Representação da linha do tempo relativamente ao tempo das infeções por

SARS-COV-2 segundo Serviço Nacional de Saúde (SNS)
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4.4 Prevalência estimada pelo método de Wilson

Os valores da verdadeira prevalência são apresentados na (tabela 4) com os

respetivos intervalos de confiança (IC95%).

Tabela 4: Verdadeira Prevalência de pequenos – ruminantes seropositivos para anticorpos

anti-N

A Prevalência (%) indica a prevalência da condição em cada grupo e "IC 95%"

fornece o intervalo de confiança de 95% para a prevalência, incluindo os valores

mínimo e máximo do intervalo.
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DISCUSSÃO

A vigilância serológica, quer em humanos, quer noutras espécies, desempenha um

papel essencial no entendimento da epidemiologia e transmissão da infeção por

SARS-CoV-2, fornecendo dados essenciais que auxiliam na identificação da

disseminação do vírus em diferentes populações. (Alexandra &Cardoso, 2022). Permite

ainda, rastrear possíveis reservatórios ou hospedeiros intermediários do vírus em

espécies animais, o que é relevante para a saúde pública e a prevenção de futuras

zoonoses, para além de permitir monitorizar a eficácia das medidas de controlo, como

vacinação (One Health-Uma Saúde, n.d.)

Neste estudo, a realização do rastreio serológico em amostras armazenadas, colhidas

durante períodos correspondentes a vagas anteriores de COVID-19, revestem-se de

grande importância, uma vez que vai permitir pesquisar retrospetivamente, se estes

animais de produção tiveram contato com as outras variantes do vírus mais prevalentes

nesses períodos.

Transmissão SARS-CoV-2 em animais de produção

A maior parte da informação relativa a pequenos ruminantes, provém de infeções

experimentais, onde foi demonstrado que os ovinos apresentam baixa suscetibilidade à

infeção por SARS-CoV-2, e pelo contrário, foi verificada uma maior suscetibilidade em

caprinos (Fusco et al. 2023). Apesar de existir expressão génica do gene ACE2 no trato

respiratório de ovinos, foi descrita baixa suscetibilidade in vivo nesta espécie sugerindo

pouco provável que seja um hospedeiro intermediário eficaz para a evolução do

coronavírus (Fusco et al. 2023). Um outro estudo descreveu a baixa suscetibilidade in

vivo de ovelhas, sugerindo que é improvável que esta espécie seja um hospedeiro

intermediário eficaz para a evolução do coronavírus (Gaudreault et al., 2021). O fato de

os caprinos serem mais suscetíveis foi, de certa forma, constatado neste presente

realizado em que se verificou que o maior número de animais seropositivos

identificados pertencem a esta espécie.

Contudo a análise do complexo da proteína S e ACE 2, devido a mutações

específicas da espécie, bem como a afinidade químico-física devido a grupos
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específicos, a afinidade de ligação energética da ACE2 de ovinos mostrou semelhança

com a dos humanos, demonstrado que os ortólogos ACE2 de alguns pequenos

ruminantes permitem a entrada do SARS-CoV-2 nas células, indicando que ovinos e

caprinos podem igualmente abrigar e espalhar o vírus (Li et al., 2020). O mesmo se

verificou num outro estudo, relativamente à proteína S in silicio, que evidenciou a

suscetibilidade de ovelhas à infeção por SARS-CoV-2 (Li et al., 2020).

Resultados serológicos em pequenos ruminantes: o método utilizado

Os testes rRT-PCR, que detetam RNA viral e são atualmente os mais utilizados

nos estudos de transmissão, são considerados como o padrão para o diagnóstico de

COVID-19, indicam a infeção viral atual e são uma parte essencial do rastreio e teste de

contatos (Trabucchi et al., 2022).Estes testes representam uma valiosa ferramenta de

rastreio para pesquisar a exposição do vírus SARS-CoV-2 em diversas espécies animais

(Fusco et al., 2023), uma vez que podem detetar eventuais contatos com o vírus que

possam ter ocorrido há mais tempo (Trabucchi et al., 2022). Por outro lado, os ensaios

sorológicos estão a ganhar importância, uma vez que podem ser utilizados por um longo

período de tempo após a infeção. Os anticorpos normalmente podem ser detetados 2–3

semanas após a infeção e fornecem uma medição indireta da capacidade de resposta

imunológica (Arun Krishnan et al., 2020; Sethuraman et al., 2020; Xu et al., 2020). Os

testes de anticorpos requerem algum conhecimento das proteínas às quais o sistema

imunológico responde, desencadeando a produção de anticorpos que sinalizam ou

neutralizam o vírus. No caso do SARS-CoV-2, a proteína N e o domínio de ligação ao

recetor (RBD) da subunidade S1 da glicoproteína S são os antígenos mais utilizados

(Espejo et al., 2020) Estes métodos normalmente detetam IgM, e IgG ou anticorpos

totais, sendo IgG a imunoglobulina mais comum medida em ensaios sorológicos para

SARS-CoV-2 (Espejo et al., 2020).

Dos casos positivos detetados neste estudo, 4 são amostras que foram colhidas no

período correspondente ao tempo T2, mais precisamente ao período em que a variante

delta era a estirpe prevalente. Estudos realizados em humanos, sobre a cinética dos

anticorpos anti-S e anti-N, mostram que estes anticorpos podem permanecer durante

muito tempo no soro dos indivíduos que foram infetados (Dobaño et al., 2021; Gallais

et al., 2021; Wang et al., 2021)
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Os anticorpos anti-S podem ser detetáveis após um ano ou mais depois de uma

infeção (Dobaño et al., 2021; Gallais et al., 2021; Wang et al., 2021). Permanecem na

circulação sanguínea até surgir seronegatividade dos anticorpos anti-SARS-CoV-2,

dependendo da classe de anticorpos e do alvo antigénico do teste, sendo que a classe

IgG permanece positiva por um período mais longo do que a IgM e IgA (Zeng et al.,

2021) e os anticorpos anti-S persistem por um período mais prolongado do que os

anti-N (Chansaenroj et al., 2021; Lumley et al., 2021; Schulze-Wundling et al., 2023;

Terpos et al., 2021). Assim, é difícil inferir sobre a estirpe que poderá ter desencadeado

resposta no sistema imunitário nos animais seropositivos. No caso particular das 4

amostras colhidas no período T2, estas poderão corresponder a amostras de animais

infetados com a primeira estirpe (alfa) ou com a estirpe delta. O mesmo acontece com

as amostras positivas que foram colhidas em T3, em que qualquer uma das estirpes pode

ter sido responsável pela infeção.

Limitações do estudo

Qualquer rastreio serológico à presença de anticorpos anti-SARS-CoV-2 em animais

reveste-se de grande importância, fornecendo dados à comunidade científica sobre a

transmissão do vírus SARS-CoV-2. No entanto este estudo apresenta algumas

limitações. Uma das principais limitações está relacionada com o facto de não ter sido

possível a realização de testes que estavam inicialmente destinados para estas amostras,

tais como os testes de neutralização e testes serológicos que visam a proteína Spike

(específicos para as 3 variantes do vírus alfa, delta e omicron).

Como mencionado anteriormente, a pesquisas sobre a dinâmica dos anticorpos

anti-Nucleocápside e anti-Spike em humanos indica que os anticorpos anti-N têm uma

janela de deteção mais limitada em comparação com os anticorpos anti-S (Figueira,

2021). Dado que este estudo serológico se baseou apenas na análise da presença de

anticorpos anti-N, existe a possibilidade de que mais animais tenham entrado em

contacto com o vírus, mas esses anticorpos gerados pela infeção podem já não ser

detetáveis pelo teste ELISA, apresentando-se como seronegativos. A análise serológica

visando os anticorpos anti-S poderia proporcionar uma visão mais alargada do histórico

de exposição porque apresentam uma cinética diferente dos anticorpos anti-N,

permanecem mais tempo em circulação no soro.
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Não podemos descartar a possibilidade de que algumas amostras classificadas como

seropositivas para anti-N neste estudo, sejam resultados de uma reação cruzada de

anticorpos devido à exposição destes animais a outras estirpes de coronavírus. Isto

porque os coronavírus partilham algumas semelhanças nas suas proteínas e podem

desencadear respostas cruzadas em testes serológicos. Nesse contexto, poderá ser

necessário realizar uma análise adicional, como um teste de neutralização (Figueira,

2021; Wernike et al. 2022 De Donno et al., 2021). O teste de neutralização permitiria

determinar se os anticorpos presentes nas amostras seropositivas têm a capacidade de

neutralizar especificamente o SARS-CoV-2, eliminando a possibilidade de uma reação

cruzada com outros coronavírus (Figueira, 2021; Wernike et al. 2022; De Donno et al.,

2021). A realização de análises serológicas e/ou aplicação de inquéritos aos tratadores

destes animais, permitir-nos-ia ter um ponto de partida para posteriores estudos no

sentido de confirmar a transmissão entre espécies.

É também importante referir que não foi assegurada uma amostragem probabilística,

que fosse representativa das explorações que existem no distrito, uma vez que se trata

de amostras de conveniência, utilizadas para o despiste de outras zoonoses.
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CONCLUSÕES E PERSPETIVAS FUTURAS

Desde o início da pandemia de COVID-19, as inúmeras mutações do SARS-CoV-2

ao longo do tempo levaram ao surgimento de novas linhagens e à descoberta de novas

espécies animais suscetíveis à infeção por SARS-CoV-2. Os resultados que se

apresentam neste estudo, revestem-se de grande importância, no sentido em que

contribuem para o nosso entendimento sobre a disseminação do vírus e seu impacto nas

espécies de pequenos ruminantes.

As amostras selecionadas e armazenadas durante a implementação do estudo, podem

ser submetidas a novas análises serológicas e moleculares, abrindo caminho para um

estudo retrospetivo das variantes mais prevalentes em diferentes vagas da pandemia,

possibilitando a avaliação da transmissão para estas espécies.

Inicialmente, nosso projeto tinha como objetivo seguir uma abordagem “One

Health”. O rastreio envolveria também a análise dos tratadores dos animais e através da

aplicação de questionários determinar se estão infetados ou já se foram contaminados.

As entidades de saúde europeias dão importância à estreita colaboração entre os

setores de saúde animal e pública, bem como com as autoridades de segurança

ocupacional e saúde, dentro de uma abordagem “One Health”. Essa colaboração é

crucial para identificar eventos de transmissão na interface entre seres humanos e

animais e para evitar a propagação contínua do vírus. A implementação deste estudo

perspetiva uma abordagem nesse sentido.

Não há evidências de que os animais desempenhem um papel significativo na

disseminação do SARS-CoV-2 para humanos. É importante lembrar que todos nós

temos maior probabilidade de contrair a COVID-19 de outras pessoas do que de

animais. No entanto, há a possibilidade de o vírus vir a infetar estas e outras espécies de

animais, sofrer mutação e uma nova estirpe emergir e disseminar-se e voltar a infetar os

humanos. Mais estudos e vigilância são necessários para rastrear variantes e mutações e

compreender como o SARS-CoV-2 se dissemina entre pessoas e animais.
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