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RESUMO
O coronavirus SARS-CoV-2 ¢ o agente causador da pandemia COVID-19.

Segundo o ECDC, a situagdo epidemiologica do SARS-CoV-2 em humanos e animais
estd em constante evolucdo. Até a data, entre as espécies de animais de exploracdo que
parecem transmitir o SARS-CoV-2, estdo 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 informagdo ¢ escassa
relativamente a muitas outras espécies domesticadas. O principal objetivo deste estudo é
identificar potencial exposi¢do ao SARS-CoV-2 entre pequenos ruminantes (ovinos e

caprinos) em exploracdes no nordeste de Portugal.

Foi realizada uma analise seroldgica em 600 amostras de sangue (300 de ovelhas
e 300 de cabras) recolhidas desde o inicio da pandemia de COVID-19, abrangendo
varios periodos pandémicos (T1: primeira vaga alfa; T2: delta; T3: omicron). As
amostras de soro foram obtidas ap6s centrifugacdo e este foi separado e conservado a
-80"C. Estas amostras foram colhidas durante visitas técnicas de veterinarios das
organizacdes de produtores pecuarios como parte de varios estudos zoondticos
realizados na regido em 27 exploragdes diferentes. Todas as amostras de soro recolhidas
nos periodos especificados foram submetidas a andlises soroldgicas utilizando um
ensaio imunoenzimdtico indireto de ligagdo de anticorpos (ELISA) para detetar a
presenca de anticorpos IgG contra a nucleocapside (N) do SARS-CoV-2 nas amostras
de soro (Kit ELISA multi-espécies de duplo antigénio D Screen SARS-CoV-2, seguindo

as instrugdes do fabricante, para esta detecdo de anticorpos).

Entre as amostras analisadas, 460 cumpriram os critérios de qualidade aceitaveis para o
teste realizado (230 de cabras e 230 de ovelhas). Destas, 8 apresentaram um resultado
positivo (1.7%), indicando a presenga de anticorpos IgG contra a proteina N do
SARS-CoV-2 (IgG anti-N), das quais 5 em caprinos (2.17%) e 3 em ovinos (1.3%). E
importante notar que 2 dessas amostras positivas foram recolhidas durante o periodo T1,
trés delas, durante o periodo T2 e 2 durante o periodo T3. Importante ainda, 2 das
amostras positivas eram provenientes da mesma exploragdo. As amostras positivas

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



A andlise de anticorpos anti-N realizada ao longo deste periodo permitiu a
identificacdo de infecdes recentes, possibilitando a avaliagdo da exposicdo ao
SARS-CoV-2 nas populagdes de pequenos ruminantes desde o inicio da pandemia.
Estes sdo os resultados preliminares de um estudo serologico realizado no ambito do
projeto NORDTEST-COVIDI19, com o objetivo de detetar potencial exposi¢do ao
SARS-CoV-2 em pequenos ruminantes. Estdo planeadas andlises adicionais para estas
amostras, incluindo a dete¢ao de anticorpos IgG especificos contra a proteina Spike do
SARS-CoV-2, tendo em consideracdo as trés principais estirpes do virus tanto em

animais como em seres humanos (tratadores), seguindo uma abordagem de “Uma s6

Saude”.

Palavras-chave: SARS-CoV-2; COVID-19; Transmissao para animais; Anticorpos;
IgG anti- Nucleocapside



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 -80°C.
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-COVIDI19 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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Introducédo

INTRODUCAO

A doenca do novo coronavirus de 2019 (COVID-19) é uma doenca causada por
um novo coronavirus humano (CoV) conhecido como coronavirus 2 da sindrome
respiratoria aguda grave (SARS-CoV-2, espécie SARS, subgénero Sarbecovirus, género
Betacoronavirus, subfamilia Orthocoronavirinae, tfamilia Coronaviridae (D1 Teodoro et
al., 20).

Este virus foi descrito pela primeira vez em dezembro de 2019 na cidade de
Wuhan, provincia de Hubei, China (Di Teodoro et al., 2021) e foi responsavel pela
situacdo de pandemia que resultou em mais de 5 milhdes de mortes em menos de 2 anos
(Wernike et al., 2022). Desde a primeira identificacdo do novo coronavirus em dois caes
em Hong Kong (Sit et al., 2020), foram realizados estudos com intuito de caracterizar o
tropismo e a gama de hospedeiros do virus, pois esses dependem da capacidade do
dominio de ligagdo ao recetor (RBD) da proteina Spike (S) do SARS-CoV-2 de se ligar
a enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2) do hospedeiro (Fusco et al. 2023).

Segundo os dados epidemioldgicos da Organizagdo Mundial da Saude Animal
(WOAH) foram reportados 676 surtos a nivel mundial, afetando 23 espécies em 36
paises. Foi comprovado que a estrutura primaria da ACE2 ¢ altamente conservada em
vertebrados, sendo assim suscetiveis em varias espécies para infe¢do por SARS-CoV-2,
estes normalmente apresentam uma infecdo assintomatica, mas com o tempo passam a

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

O SARS-CoV-2 ¢ um virus zoondtico com uma vasta gama de espécies animais
suscetiveis que podem servir como reservatdrios secundarios para perpetuar a evolucao
viral e produzir novas variantes (Gaudreault et al.,2021) permitindo assim a adaptagao
viral e a propagacao dos animais para os humanos (Pickering et al. 2022).

A detecdo de anticorpos por exposicdo a SARS-CoV-2 em animais constitui uma
estratégia para avaliar um contato anterior com o virus, sendo um ponto de partida para
avaliar a suscetibilidade de uma espécie a infecdo. Determinar a gama de hospedeiros, a
patogénese e a transmissibilidade de um patégeno emergente € importante para
compreender melhor a epidemiologia da doenca e direcionar os esfor¢os de vigilancia
(Bosco-Lauth et al .2021 ) e perceber a suscetibilidade de animais ao SARS-CoV-2 ¢ de

grande interesse para a comunidade cientifica internacional, pois tem-se colocado a
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hipotese de que a faixa de hospedeiros do SARS-CoV-2 pode depender da interacdo da
proteina de Spike do virus com os recetores das células hospedeiras (D1 Teodoro et al.,
2021; Amer, 2018). Esta desempenha um papel crucial na entrada do virus na célula
hospedeira. Com base em analises filogenéticas e de padrdes de expressdo do ACE2,
varios mamiferos podem ser suscetiveis ao SARS-CoV-2 (Di Teodoro et al., 2021;
Amer, 2018). Além disso, ¢ importante determinar tanto o risco de transmissdao de
doencgas zoondticas (infecao de seres humanos por animais) como de zoonose reversa
(infecdo de animais por seres humanos) das espécies que estdo em contacto proximo

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

O Centro de Investigacdo de Montanha (CIMO) em colaboragao Unidade Local
de Satde do Nordeste de Bragangca (ULSNE) desenvolvem algumas das atividades do
projeto NORDTESTE: “Infecdo por SARS-CoV-2: desenvolvendo conhecimentos e
ferramentas para uma melhor gestdo da doenga” (02/SAICT/2020/072562). Uma das
atividades deste projeto estd relacionada com o estudo da suscetibilidade a infecdo por
SARS-CoV-2 em animais de producdo através da andlise seroldgica (anticorpos
especificos) e/ou andlise molecular em exploragdes do distrito de Braganca.

Este documento apresenta o estado da arte sobre a suscetibilidade a infecao por
SARS-CoV-2 em animais bem como os resultados preliminares do rastreio seroldgico
efetuado em amostras de pequenos ruminantes de exploragdes agricolas do Nordeste
Transmontano.

Esta dissertacdo ¢ apresentada ao Instituto Politécnico de Braganca (IPB) e ao
Instituto  Politécnico da Guarda (IPG), no ambito da wunidade curricular
Projeto/Estagio/Dissertagdo, que corresponde ao segundo ano do mestrado em Ciéncias

Aplicadas a Saude — Ramo Biotecnologia.
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1.1 A COVID-19: uma zoonose

As Zoonoses sao infecdes causadas por agentes patogénicos que geralmente
tem como reservatorio um animal selvagem, podendo este ser assintomatico, sendo
transmitidos diretamente aos seres humanos ou animais domésticos, que por
consequéncia pode-se transmitir novamente aos seres humanos (Cortés, 2021). O
SARS-CoV-2 e outros coronavirus sdo considerados zoonoses e dependendo do virus,
existem diferentes reservatdrios e intermediarios, logo essas infe¢des representam um

importante problema de satide publica global (Halabowski & Rzymski, 2021).

Sabe-se que o genoma do SARS-CoV-2 ¢ 96% idéntico comparado com o
genoma completo de um coronavirus do morcego-ferradura (Rhinolophus affinis),
que vive em algumas regides da China e que tem sido proposto como seu reservatorio

(Cortés, 2021).

A Organizagdo Mundial de Saide (OMS) tem chamado a atengdo para a
necessidade de mudanga 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 ¢ a saude das pessoas, animais, plantas € o
ambiente que as acolhe, com o objetivo de alcancar mais e melhores resultados na
area da saude (One Health-Uma Saude, n.d.). Esta é uma perspetiva atualizada,
holistica, colaborativa integradora, multidisciplinar e multifatorial, muito util quando
se trata de compreender tanto a transmissdo quanto a prevencao de agentes
patogénicos zoonoticos, emergentes ou reemergentes, como SARS-CoV-2 e outros

coronavirus (Cortés, 2021).
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1.2 A familia dos Coronavirus

A diversidade genética, organiza¢do filogenética e caracteristicas dos
coronavirus humanos (HCOVs) se encontram na populacao humana ha vérios anos.
Em 1968 com a observagdo dos virides através de microscopia eletronica,
denominaram esta familia de coronavirus devido a morfologia ser similar a uma
“coroa solar” atribuida a proje¢des de proteinas (Sofia & Galhano, 2021).

Os CoVs sao virus acido ribonucleico (RNA) de cadeia simples, envelopados com
quatro classifica¢des filogenéticas de estrutura gendémica: alfa, beta, gama e delta,
sendo os do género beta mais perigosos, promovendo infecdes por CoV nas ultimas

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 inicio da epidemia, muitos dos pacientes identificados tiveram exposicdes a
animais antes de desenvolver a doenga. 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 intermediarios (Goraichuk et al., 2020).

Mais tarde, o primeiro caso de infe¢do humana pela Sindrome Respiratoria do
Oriente Médio (MERS-CoV) foi detetada num individuo de 60 anos que sofreu uma
pneumonia aguda grave em 2012 (Sofia & Galhano, 2021) na Peninsula Arabica e
disseminou-se para 27 paises, infetando um total de 2.494 individuos (Walls et al.,

2020).

O MERS-CoV foi detetado em 14 espécies de morcegos pertencentes a duas
familias de morcegos, Vespertilionidae e Nycteridae, o que indica que 0 MERS-CoV
pode ter origem evolutiva em morcegos (Goraichuk et al., 2020).

O SARS-CoV-2 ¢ o agente etiologico responsavel pela Doenga do Coronavirus

2019 (COVID-19), foi identificado pela primeira vez em dezembro de 2019 em
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Wuhan, China, e rapidamente se espalhou globalmente. Mais de 545 milhdes de casos
confirmados de COVID-19 sao notificados pela OMS, resultando em mais de 6

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

Alguns CoVs sdo endémicos em animais domésticos em diferentes paises. Os
membros mais comuns dos CoVs que infetam animais sdo o virus da bronquite
infeciosa (IBV; y-CoV) em galinhas, coronavirus da gastroenterite transmissivel suina
(TGEV; a-CoV), coronavirus da diarreia epidémica suina (PEDV; B-CoV) em suinos,
coronavirus bovino (BCoV, B-CoV), coronavirus entérico canino (CECoV; a-CoV)
em caes, coronavirus felino (FCoV; a-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 pecudrios produzindo um amplo
espectro de doengas em diferentes espécies hospedeiras (Amer, 2018). Esses virus
destacam-se pela sua capacidade de alterar o tropismo dos tecidos, ultrapassar as
barreiras interespécies e adaptar as variagdes ecoldgicas devido a alta taxa de
mutacdo (uma unica mutagdo/ genoma ou ciclo de replicagcdo) (Decaro et al., 2010).
No entanto, as mutagdes que alteram a sequéncia de aminoacidos da estrutura da
proteina viral responsavel pela ligagdo do virus com as células do hospedeiro podem
conferir ao virus a capacidade de infetar uma nova espécie animal (Kreutz et al.,
2021).

1.3 O SARS-CoV-2: Estrutura e organizacio genomica

O genoma completo do SARS-CoV-2 ¢ de cerca de 30 kb e dois tercos da regiao 5'
contém poliproteinas ORF1ab (Open Reading Frame) que codificam ORF1ab,
enquanto um ter¢o da regido 3' consiste em genes que codificam proteinas estruturais,
conhecidas como glicoproteina de superficie (S), uma proteina do involucro (E),
proteina de membrana (M) e proteinas de nucleocapsideo (N) (Yiice et al., 2021),
todas necessarias para produzir uma particula viral completa (Albuquerque et al.,
2020)

A proteina (N), um invélucro proteico constituido por fosfolipidos e proteinas
como a proteina( E) que ¢ a menor proteina estrutural transmembranar, mas essencial

na interacdo entre o virus e a célula hospedeira devido a sua atividade na libertagao
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da particula viral e a proteina de membrana (proteina M) (Fig 1), que é uma
glicoproteina transmembranar com trés dominios principais atuando como proteina
estrutural mais abundante, que define a formagdo da particula viral através do
recrutamento dos restantes componentes do virido (Sofia & Galhano, 2021).

A proteina (S) determina a solubilidade das particulas do SARS-CoV-2, definindo
assim a infe¢do viral, uma vez que ¢ a maior proteina localizada na superficie do
involucro e estd diretamente relacionada com a estabilidade e funcionalidade dos

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

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

1.4 Processo de Infecao da COVID-19

A transmissdo do virus SARS-CoV-2 ¢ feita entre humanos por inalagdo ou
contato com goticulas infetadas com periodo de incubagdo que varia de 2 a 14 dias
(Granados-Riveron & Aquino-Jarquin, 2021).

A infe¢do de uma célula humana ¢ feita através da introducao do genoma do
RNA do SARS-CoV-2 na célula hospedeira pela proteina S homotrimérica altamente
glicosilada para alcancar a fusdo com as membranas das células alvo (Wrapp et al.,
2019; Xia, 2021) . A proteina (S) do SARS-CoV-2 ¢ uma proteina transmembranar
que possui uma subunidade S1 de ligagdo ao recetor N-terminal e uma subunidade S2
ligada C-terminal (Albuquerque et al., 2020).

Através da ligacdao ao recetor do hospedeiro pelo RBD em S1 ¢ seguida pela

clivagem proteolitica da proteina (S) pelas proteases do hospedeiro na parte S2
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associada a membrana e na parte S1 distal, ligando-se a (ACE2) na superficie da
célula hospedeira, enquanto S2 medeia a fusdo da membrana (Granados-Riveron &
Aquino-Jarquin, 2021). A clivagem proteolitica da proteina S pela furina ou outras
proteases celulares ¢ essencial para a infecdo, pois separa duas fungdes da spike,
demonstrando ser essencial para a entrada viral eficiente nas células pulmonares
humanas, principalmente fusdo célula-célula, para facilitar a disseminagdo viral de
uma célula para outra (Granados-Riveron & Aquino-Jarquin, 2021).

Ap6s a fusdo da membrana do invélucro viral com a membrana plasmatica ou do
endossomo, o nucleocapsideo viral ¢ libertado no citoplasma e posteriormente, os
ribossomas celulares traduzem o genoma viral envolvendo as proteinas ORFla e
ORFI1b que sao traduzidos através de um mecanismo de deslocamento ribossomico

produzindo 15 ou 16 proteinas ndo estruturais (Hidalgo et al., 2021) (Fig 2).
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Fig.2. Mecanismo de entrada do virus SARS-CoV-2 na célula humana,adaptado (Dessie
& Malik, 2021).Legenda: (ACE2) enzima conversora de angiotensina 2 ; (GRP78) proteina
regulada por glicose 78; (RBD) ligacdo ao recetor do hospedeiro; (TMPRSS2) serina

protease transmembranar 2; (RE) reticulo endoplasmatico.

Andlise da presenca de anticorpos especificos para a proteina(N) do SARS-CoV-2 em pequenos ruminantes | 20


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/furin

Enquadramento Tedrico

1.5 Resposta Imunologica: Humoral e Celular

A resposta imunitaria celular tanto a inata como a adaptativa parecem desempenhar
um importante papel na infecdo por SARS-CoV-2 (Li et al.,, 2022). Estudos
imunolégicos anteriores, na infe¢do por SARS-CoV-1, demonstraram que as células
T podem ser os principais mediadores no controlo da doenga (Grifoni et al., 2020).A
resposta inflamatéria inata inicial ao SARS-COV 2 permite a agdo rapida do
recrutamento de células imunes para o local da infecdo e a subsequente ativagao,

diferenciagdo e prolifera¢do das células T (Molinero et al., 2022).

Associados a imunidade celular inata na COVID-19 temos diversos componentes
celulares, entre os quais as células Natural Killer (NK), células linféide inatas e as
células T yd, que geralmente limitam a propagagdo da infe¢do do virus por acao
citotoxica sobre as células alvo e produzem citocinas (Li et al., 2022) que em
respostas inflamatorias patologicamente aumentadas se encontram em niveis
elevados como a interleucina 1B (IL 1), interleucina 6 (IL-6), interleucina 8 (IL-8) e

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

Esses altos niveis de citocinas inflamatérias vao promover a resposta adaptativa
mobilizando varias células imunes, como células T, macrofagos e neutrofilos da
circulacdo sanguinea para o tecido infetado (Molinero et al., 2022).

A libertacdo desses mediadores ¢ responsavel por extensos danos tecidulares e
celulares, inflamag¢dao pulmonar e sistémica, levando a casos graves de pneumonia
viral e sindrome respiratdria aguda severa (Almeida et al., 2020).

Na imunidade adaptativa, as células T CD8+ desempenham um papel crucial na
citoxicidade especifica 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 linfocitos T CD4+ sdo
fundamentais para ativar tando os T CD8+ como os linfocitos B (Li et al., 2022), por
sua vez os linfocitos B vao produzir glicoproteinas como imunoglobulinas do tipo

IgM, IgG e IgA especificas para SARS-COV-2 (Shi et al., 2020).
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Ap6s 10 dias de infegdo por SARS-CoV-2, os anticorpos (IgM e IgG) comecam a
surgir. Os IgM sao distintivos da fase inicial e aguda da doenga, diminuindo
progressivamente ao longo do tempo, por outro lado os niveis de IgG aumentam
durante a fase de convalescenga e diminuem de forma gradual (Brito et al., 2020;
Arun Krishnan et al., 2020). A classe de imunoglobulinas IgG ¢ a mais detetada em
ensaios serologicos (Arun Krishnan et al., 2020).

A IgG ¢ uma das proteinas mais abundantes no soro humano, representando cerca
de 10-20% da proteina plasmatica e pode ser dividida em quatro subclasses,
nomeadas, em ordem decrescente de abundéancia, IgGl, IgG2, 1gG3 e IgG4. E
constituida por quatro cadeias polipeptidicas, compostas por duas cadeias pesadas (H)
idénticas de 50 kDa y e duas cadeias leves (L) idénticas de 25 kDa « ou A, ligadas
entre si por ligagdes dissulfeto intercadeias (Vidarsson et al., 2014).

A detecdo de IgG ¢ importante devido a sua persisténcia ao longo do tempo, sendo
que os niveis de anticorpos resultantes da infe¢do podem variar. Geralmente, os
niveis de anticorpos apds uma infecdo tendem a estar correlacionados com a
gravidade da doenga (De Donno et al., 2021).

A IgM ¢ produzida como uma molécula ligada a superficie,na resposta imune,pelas
células plasmaticas e secretada como pentameros soluveis que contém 10 sitios de
ligacdo ao antigeno e a cadeia de ligacdo (J), ou como hexdmeros contendo 12 sitios
de ligacdo ao antigeno. Tem peso molecular de aproximadamente 900 ou 1050 kDa

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

1.7 Sintomatologia

A fase I ou a fase da replicagcdo viral ¢ caraterizada pela entrada do virus
(Ochani et al.,2021) com presenca de sintomas leves, como mal-estar, tosse seca e
febre ou até mesmo assintomatica (Molinero et al., 2022). J4 na fase II ou
inflamatoria em que ha uma multiplicagdo viral que provoca inflamagao localizada no
pulmao,esta 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 linfocitos T e linfocitos B significativamente
reduzidos e citocinas inflamatdrias elevadas (Ochani et al. 2021). Por ltimo ocorre a

fase III ou hiperinflamatdria que € caracterizada pelo estagio mais grave da doenca e
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se manifesta como uma sindrome sist€émica extrapulmonar da hiperinflamagao
(Molinero et al.,2022).

Particularmente em animais os sinais clinicos da COVID-19 foram descritos como
febre, tosse, dispneia, espirros, secre¢do nasal e ocular, vomito e diarreia (Wicaksana,
2016), inflamagdo no trato respiratorio anterior e posterior € aumento da mortalidade
(Emmanuel et al.,2023).

As principais lesdes post mortem descritas em animais incluem pneumonia
intersticial aguda com a presenca de edema, hemorragias, necrose epitelial nas vias
aéreas anteriores, diminuicdo do limen alveolar; infiltracdo de células inflamatorias e

imunoldgicas; alteragdes hematoldgicas (Emmanuel et al.,2023).

1.8 Diagndstico Molecular e Serologico da COVID-19

O diagnostico de SARS-CoV-2 em humanos baseia-se no histdrico
epidemioldgico, nas manifestagdes clinicas com a confirmacao feita por métodos de
dete¢do laboratorial como teste de amplificagdo de 4cido nucleico (NAT), técnicas
soroldgicas (Rai et al.,2021) ou cultura e isolamento de particulas virais viaveis
(Sousa,2020). De momento, o diagndstico ¢ feito principalmente por amplificagdo de
acidos nucleicos do SARS-CoV-2 pelo (RT-PCR), pois estes detetam o RNA viral em
amostras de zaragatoa nasal ou faringea, expetoragdo, aspirado traqueal, lavado
bronco-alveolar, sangue, sendo que o trato respiratorio inferior contém uma carga

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

Embora a metodologia de o RT-PCR seja considerada “gold standard” esta
pode produzir falsos negativos em certas ocasides, o que inclui casos em que ha uma
carga viral insuficiente no trato respiratério superior, em pacientes em estagios
iniciais da doenca ou com forma leve, expressando baixa carga viral na amostra.
Além disso, devido o0 SARS-CoV-2 ser um virus de RNA, apresenta uma estabilidade
limitada podendo ser degradado por RNAses libertadas apds destruicdo celular,
afetando a eficiéncia da detecdo final (Liu et al., 2020; Wang et al., n.d.; Zhu et al.,
2020). Os testes serologicos concentram-se na dete¢do de antigenos ou anticorpos
contra 0 SARS-CoV-2 (Emmanuel et al.,2023), como dete¢do de anticorpos das

classes IgM (revela exposi¢ao recente) podendo ser detetados no inicio da incubagao,
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anticorpos da classe IgG (exposi¢do anterior), pois aparecem nos estadios de médio a
tardio da infecdo, demonstrando se um individuo foi infetado recentemente ou ha
mais tempo (Sousa, 2020). Sao caracterizados por serem testes de facil execucdo e
alto rendimento, porém suscetiveis a gerar falsos positivos e negativos (Gao & Quan,
2020). Algumas das técnicas usadas nessa base sdo o ensaio de imunoabsor¢do
enzimatica (ELISA), imunoensaio enzimatico, o imunoensaio de fluxo lateral, teste
de imunofluorescéncia, western blot e o teste de neutraliza¢ao do virus (Jarrom et al.,

2022; Trabucchi et al., 2022).

A detecdo de anticorpos neutralizantes permite detetar a interacdo entre o
SARS-CoV-2 ¢ a proteina recetora da membrana da célula hospedeira ACE2 que ¢
considerada especifica, mas apenas moderadamente sensivel para amostras animais
porque ndo deteta titulos baixos de anticorpos (Wernike et al. 2022).

A dete¢do do SARS-COV-2 em animais ¢ relatada através do contato prévio com
individuos infetados. De acordo com diversas publicagdes, o que se tem observado ¢
que, assim como em humanos, o diagnostico dos animais de producdo vem sendo
feitas através da detecdo por RT-PCR e ensaios soroldgicos (Hale et al., 2022; Fusco

et al. 2023).

1.9 COVID-19 detetada em diferentes ruminantes: estudos anteriores

Devido a répida propagacdo do agente patogénico produzida por infegdes
humanas, houve uma certa necessidade na interven¢do de uma vigilancia proativa em
animais para detecdo precoce de zoonose reversa de SARS-CoV-2, podendo levar ao
estabelecimento de novos reservatorios, visto que infegdes persistentes em um novo
hospedeiro pode levar a adaptagdo viral, evolucdo e surgimento de transmissdo de
estirpes alteradas, apresentando assim riscos potencialmente significativos para a
satide humana e animal (Chandler et al., 2021b).

Estudos recentes, concentram-se em andlises preditivas do potencial de ligagcdo 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 varias espécies de mamiferos sao altamente conservados, logo pode haver
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potencial ligacdo as proteinas ACE2 e posteriormente levar a infecdo por

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

Num outro estudo feito em amostras de soro pré-pandemia e pds-pandemia, de
veados selvagens nos EUA para exposicdo ao SARS-CoV-2, foram detetados
anticorpos em (40%), amostras (Chandler et al., 2021b). Em outro recente relatorio
do Centro de Controlo de Doengas Europeu (ECDC), baseado numa revisao
sistematica sobre as varias espécies animais que poderdo constituir potenciais
transmissores do SARS-CoV-2, sdo referidos os visons americanos, caes-guaxinins,
gatos, furdes, hamsters, ratos domésticos, morcegos de frutas do Egito, ratos-deer e
veados-de-cauda-branca. De acordo com esta instituigdo Europeia, a abordagem de
monitorizagdo mais eficaz inclui a confirmacdo de surtos, testagem de animais
doentes em caso de aumento de mortalidade, e vigilancia gendomica de variantes do
virus. A andlise genomica revelou clusters especificos em visons com potencial de

reintroducao na popula¢do humana.

Quanto aos animais de companhia, como gatos, furdes ¢ hamsters, sdo os mais
suscetiveis a infecdo, mas tém impacto limitado na circulagdo do virus entre
humanos. Entre os animais selvagens, estdo principalmente carnivoros, grandes
primatas e veados-de-cauda-branca que foram naturalmente infetados pelo

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

Entre os animais de criagdao, os visons americanos t€ém a maior probabilidade de
infecdo por humanos ou outros animais, sendo responsaveis por varios surtos em
exploragdes (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 introdu¢do do SARS-CoV-2 em
exploragdes de visons ocorre geralmente através de humanos infetados, sendo
controlada por testes sistematicos ¢ medidas de biosseguranga (Nielsen et al., 2023).

A grande maioria dos casos relatados de infe¢do natural pelo SARS-CoV-2 ¢ em
gatos domésticos (Felis catus). Foram registados em pelo menos 20 paises, incluindo
Argentina, Bélgica, Brasil, Canad4, Chile, Estados Unidos, Franga, Alemanha e
Grécia (World Organisation for Animal Health, 2022). A maioria dos animais

contraiu a infe¢do através de contacto proéximo com humanos infetados por
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SARS-CoV-2. Num caso descrito na Bélgica, um gato que naturalmente infetado
apresentou sinais clinicos da doenga, posteriormente a andlise genomica de um
isolado revelou que o gato apresentava a mesma estirpe do isolado do seu dono,

comprovando pela primeira vez a transmissdo humano-animal (Hosie et al., 2021).
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Tabela 1: Estudos realizados em ruminantes desde o inicio da pandemia COVID-19.

Espécie Amostra Metodologia Local Principais resultados: Ano Ref
Veado de 213 esfregagos nasais e RT-PCR. Canadi 21 amostras, representando 6% 2022  (Pickenngetal.
cauda branca teaido de 294 nodulos 2022)
L (17/298)
linfiticos .
sVNT-negativo.; tecidos respiratorios 2000 (Teodoro et al.
. _ EVOCs) Imunohistoquimica de bovinos e ovinos sustentam a o 2021)
Bovinoeovino  Syab respiratiro Western bloting replicagdo viral in vitro de ambos os
Soro, swab ~ retal Imunocitoquimica iilia isolados associado a SARS-CoV-2 .
Imunofluorescéncia SARS-CoV-2 com amincdcidos no
Sequenciagdo local 614 da proteina spikereplicou-se
em maior magnitude em tecidos.
bovinos positi Sars-cov-2 2022
Bovino 1000amosiasdesos  ELISALSVNT  Alemanha | jorg o Pesit PARsanscov:2 202 Wemikeetal.
ou plasma de bovinos pos 2022)
Ovmos 90 amostras de soro de ELISA liaha Todas as amosiras negativas 2021 (Villanueva-Saz
ovinos pré-pandémico e etal. 2021)
336 amostras de soro do
periodo pandémico

Legendas: EVOCS: Culturas de 6rgéos ex vivo; sVNT-Testes de neutralizagdo; RPLN-linfonodos retrofaringeo
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Tabela 1: Estudos realizados em ruminantes desde o inicio da pandemia COVID-19.

Especie Amostra Metodologia Local Principais resultados: Ano Ref.
Veados de cauda 360 esfregagos nasais  RT-PCR EUA 129/360 positivos 2021 (Hale et al.,
branca 2022)
Veados de cauda 23‘am{=stras de _ RT-qPCR, EUA 20 positivo para SARS-CoV-2 2022 Marc;uezszct al.,
branca esfregacos nasais 022)
Veados de cauda 283 amostras de RT-PCR EUA 94/283 posilivo para sars-cov-2 2022 (Kuchipud et al.
b linfonodos RPLN 2022
ranea monodos Andlise de Anilise do genoma: 2 linhagens do )
sequéncia dos SARS-COV-2, B.1.2 e B.1.311,
genomas representando  ~75% de todas as
amostras
Cabra ovelha Amostras de soro de sVNT por redugdo Omai 6 amimais, 1 ovelha, 1 gadoe 1 camelo 2023 (Masry et al.
bovino e camelo 54 bovinos, 176 de placa testaram positivos. em ambos os testes 2023)
ovinos, 207 caprinos e sVNT
180 camelos
dromeddrios
Ovino e caprino 612 amostras de soro ELISA; sVNT 23 foram considerados positivos no 2023 (Fusco et al.
OVINOS € caprinos Itilia ELISA  (3,75%)] com titulo de 2023)

anticorpos neutralizantes

Legendas: EVOCS: Culturas de orgdos ex vivo; sVNT-Testes de neutralizagdo; RPLN-linfonodos retrofaringeo
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Objetivos
OBJECTIVOS

O objetivo principal deste estudo € avaliar o possivel contato com o virus SARS-CoV-2
em pequenos ruminantes (ovinos e caprinos), de exploracdes de regides do Nordeste

transmontano, através de um rastreio serologico.

Como objetivos especificos:

- Realizar uma revisdo abrangente da literatura cientifica relacionada a transmissao do

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

- Sintetizar e discutir os principais resultados e tendéncias observados nos estudos
revistos identificando lacunas no conhecimento e possiveis areas de investigacdo

adicional.
- Analise seroldgica das amostras colhidas de pequenos ruminantes;

- Anadlise dos resultados, levando em consideragdo a implementacdo de controlos

laboratoriais apropriados,

-Analise da associacdo entre os resultados da andlise seroldgica e o periodo a que

correspondem as colheitas onde foram observados testes soroldgicos positivos.

- Determinar a prevaléncia 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 fenomeno de “spilover” do SARS-CoV-2 entre animais € humanos

numa abordagem “One Health”.
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CAPITULO III - MATERIAIS E METODOS
T e
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3.1 Amostra e desenho de estudo

Foi realizado um estudo exploratério retrospetivo, utilizando uma amostra nao
probabilistica, em que foram selecionadas amostras de soro de pequenos ruminantes
(caprinos e ovinos) por conveniéncia e divididas em partes iguais provenientes de 27

exploragdes do concelho de Braganca (Fig 3).

1500 amostras de 27 exploragdes do concelho
de Braganca

ye Carateristicas:

N -Espécie (Ovino/Caprino);
600 amostras de acordo com as s ( prino)

carateristicas necessarias “| -Distribui¢do no tempo (T1:T2;T3)

k\-LDj ferentes exploracdes |

140 amostras |
excluidas

<= Ensaio ELISA

Selecdo de 460 amostras de acordo com critérios de qualidade
aceitaveis para realizacdo do teste ELISA

!

230 Ovinos | 230 Caprinos |

|

U |
Realizacdo de teste ELISA do antigénio
anti-Nucleocapside (N)

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

As amostras foram caraterizadas por fatores como espécie, subespécie, sexo, idade,
exploragdo, localizacdo da exploragdo, contato com outros ruminantes, ventilacdo
adequada e intervalo de tempo Tl(variante alfa), T2(variante delta) e T3(variante
omicron),cuja a selecdo da amostra visou ter amostras representativas destas principais

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

«

ACSS: Administra¢ao Central do Sistema de Satde

3.2. Procedimentos laboratoriais

Os procedimentos laboratoriais foram realizados no centro de Veterinario pedagogico
da Escola Superior da Agréaria do IPB no Laboratério de Biologia Molecular no Centro

de Investigacdo de Montanha (CIMO).
3.2.1 —Colheita da amostra

Foi feita a colheita de sangue por meio de puncdo venosa jugular por
profissionais ¢ o nimero de amostras foi colhido consoante o efetivo da exploracgdo e

devidamente identificadas.

As amostras de sangue (10 mL) foram colhidas em cada animal por pun¢do
venosa jugular em tubos de 10 mL (Vacutainer®, Becton Dickinson, Plymouth,
Reino Unido) com ativador de codgulo e deixadas coagular a 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 veterindrios das organizagdes de
produtores pecudrios no ambito dos planos nacionais de erradica¢do da brucelose,

aproveitando-se o excedente de soro.
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3.2.2 —Preparacgdo e conservacdo da amostra

No laboratério, o soro foi obtido por centrifugagao a 200 rpm por 10 min. Em
seguida com uma micropipeta de 1000 pl o soro foi colocado em microplacas ELISA de
poco fundo, sempre em duplicado e ultracongelamento das microplacas ELISA a

temperatura de -80°C até serem processadas no laboratorio no CIMO.
3.2.3 —Analise serologica

Todos os soros disponiveis colhidos nos referidos intervalos de tempo foram
submetidos a exame soroldgico ELISA utilizando o kit ID Screen SARS-CoV-2 Double
Antigen Multi-Species ELISA (ID VET, Montpellier, Franga) de acordo com as

instrugdes do fabricante.

O método ¢ baseado na técnica semi quantitativa ELISA que se destina a deteg¢ao de
anticorpos dirigidos contra nucleocipside do SARS-CoV-2 em soro e plasma animal in
vitro automatizado, a fim de detetar a presenca de IgG anti-SARS-CoV- 2
nucleocapsideo (N). Os pocos sdo revestidos com antigénio da proteina (N) purificado,
com a adicdo da peroxidase de rabano (HRP) aos pocos, 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 substancia cromogénea amarela e indicar positividade
das amostras. A amostra a ser testada e os controlos sdo adicionados aos pocos e caso

haja anticorpos anti SARS-COV-2 ¢ formado um complexo anticorpo-antigeno.

Com uma micropipeta de 100 pl foram dispensados 25 pl de Tampao de Dilui¢do na
placa e adicionados 25 ul de soro animal, juntamente com controles negativo e positivo
em suas devidas posi¢des atribuidas na placa. Apds uma incubagao de 45 min a 37°C,
retirou-se o excesso dos pocos e com uma pipeta multicanal de 200 pul foram lavados 5
vezes utilizando 300 pl de solucdo de lavagem. Em seguida, foram adicionados 100 pl
de conjugado de peroxidase de rabano silvestre com antigeno recombinante de proteina
N purificado diluido, com concentragdo final de 1X, incubados por 30 min a 21 °C,
descarregados e lavados 5 vezes conforme mencionado acima. Finalmente, apds a
adi¢dao de 100 pl de Solugdo Substrato, com incubacdo de 20 min a 21 °C no escuro,
foram adicionados 100 pl de Solugao Stop para interromper a reagdo. A microplaca foi

lida a 450 nm do aparelho SPECTROstar ® " da BMG LABTECH (Anexo I).
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Fig.5: Método de detecdo ELISA para anticorpos dirigidos contra nucleocapside do
SARS-CoV-2

3.2.4 —Interpretagdo dos resultados

A presenca de reatividade nos testes seroldgicos ¢ 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 valido se o valor da densidade 6tica (DO) do controle
Positivo fosse 0,350 e a relagdo controlo Positivo/Negativo fosse 3. Assim, seguindo as
orientacoes 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. Analise estatistica

Foram avaliadas as caracteristicas e distribuicdo dos animais recorrendo a estatistica
descritiva. A andlise inferencial ficou condicionada dado o nimero reduzido de
resultados positivos. Foi também determinada a prevaléncia pelo método Wilson: o
nimero de resultados positivos nos testes ¢ do ntimero total de testes realizados. Este
método calcula a prevaléncia a um nivel de confianga de 95%, uma abordagem
estatistica para estimar a prevaléncia ao lidar com amostras de tamanho pequeno. Para
determinar a Verdadeira Prevaléncia (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 Prevaléncia com a seguinte formula:
TP = (Prevaléncia % Se) / [(Se % Prevaléncia) + (I - Sp) % (I - Prevaléncia)

A sensibilidade (Se) ¢ a propor¢do de resultados verdadeiramente positivos, e a
especificidade (Sp) € a proporcdo de resultados verdadeiramente negativos com base no

teste de diagnostico. Todas as analises estatisticas foram o software online EpiTools.

3.4. Representacao dos resultados no mapa

Através da plataforma MapChart foi representado as amostras soropositivos pelos

diferentes concelhos de Braganga utilizando diferentes cores.

3.5. Consideracgoes éticas

O estudo atendeu aos requisitos legais e éticos pertinentes de acordo com
Decreto-Lei n.° 64/2000 de 22 de abril, alterado pelo Decreto-lei n.° 155/2008 de 7 de
Agosto, estabelece as normas minimas relativas a prote¢do dos animais nas exploragdes
pecuarias, e define as responsabilidades do produtor quanto as condigdes dos
alojamentos, equipamentos e necessidades desses animais, (DGAV — Direcao-Geral Da

Alimentacdo e Veterinaria, n.d.).
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CAPITULO IV —- RESULTADOS
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4.1 Carateriza¢ao da amostra ruminantes e localiza¢ao das clinicas veterinarias

e exploracgoes.

Em 600 amostras analisadas, as 140 amostras foram excluidas porque estavam

hemolisadas, sendo 460 cumpriram os critérios de qualidade aceitaveis para
realizacdo do teste ELISA (Tabela 2)

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

Caracteristica Niimero (%)
Espécie
Caprines 230 (30.0)
Ovinos 230 (50.09
Sexo
Fémea 434 (943
Macho 26(5.7)
Idade
=6m 18(3.9)
6m-2a 1532 (33.00
=2 anos 290 (63.1)
Concelho
Braganca 122 (26.5)
Chaves 14 (3.00
Miranda do Douro 63 (14.1)
Mirandela 173.7)
Mogadouro 72(15.7)
Vimioso 32(11.3)
Torre de Moncorvo 54(11.7)
Vinhais 64 (13.9)
Ventilacio adequada
Com 230 (50.09
Sem 230 (50.0)
Contato™
163 (35.4)
sem 297 (64.6)
Com
Distribuicdo no tempo
T1 34(7.4)
T2 108 (23.5)
T3 318 (69.1)
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4.2. Resultados da analise seroldgica

A andlise seroldgica com o teste ELISA evidenciou a presenga de oito amostras
positivas neste estudo, que correspondem a 1.7% (IC 95%:0.0082-0.0344%) do total
da amostra sendo todas fémeas (cinco caprinos e trés 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: Caracteristicas dos pequenos ruminantes seropositivos

Espécie Localizacio Sexo Idade *Contato Ventilacio Periodo de
colheita
Caprino Torre de Fémea =2 anos Sem Bom T1
Moncorvo contacto arejamento
Caprino Braganca Fémea =2anos Sem Bom T1
contacto arejamento
Caprino Vinhais Fémea  6m-2anoz Com Bom T2
contacto arejamento
Caprino Mogadouro Fémea 6m- 2anos Com Sem T3
contacto arejamento
Caprino Mogadouro Fémea =2 anos Sem Bom T3
contacto arejamento
Ovino Vimioso Fémea  6m -2anos Com Sem T2
contacto arejamento
Ovino Vimioso Fémea  6m-2anos Com Sem T2
contacto arejamento
Ovino Vinhais Fémea  6m -2anos Com Sem T2
contacto arejamento

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

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

Vinhais

Bragango

Chaves

Mirandela

Vimioso
Mogadouro

Tore de Moncorvo
Miranda do Douro

HOOEECEN

Fig.6: Mapa de Portugal com a representagdo dos concelhos de Braganca com as
exploragdes do presente estudo.

As oito amostras positivas estdo distribuidas por sete exploragdes, onde foram
realizadas amostragens para rastreio sorologicos protocolados com a OPPs e com a
Direcdo Geral de Alimentacdo e Veterindria (DGAV) da Regido Norte no ambito do
plano de erradicacdo da brucelose onde as regides que mais se observaram
seropositivos foram Mogadouro,Vinhais e Vimioso,aos quais duas delas pertencentes

a4 mesma exploracao do concelho de Vimioso (Fig.5).
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Fig.7: Representacdo dos concelhos com exploragdes que tem casos de pequenos ruminantes

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

4.3 Distribuicao dos casos positivos no tempo

As oito amostras com resultados positivos para anticorpos IgGs anti-N foram
colhidas em periodos diferentes, que correspondem a vagas com estirpes dominantes
diferentes (alfa, delta e omicron). Duas das amostras positivas deste estudo, foram
colhidas durante o periodo T1, quatro amostras positivas pertenciam ao grupo T2,
enquanto que duas amostras positivas foram colhidas durante o periodo T3. A maior

parte das amostras positivas corresponde ao periodo de infe¢do da variante delta

(Fig.6).

11 de Margo de 2020
Pandemia SARS-COV-2

(2020 (2021

Fig.8:Representacdo da linha do tempo relativamente ao tempo das infe¢des por

SARS-COV-2 segundo Servico Nacional de Saude (SNS)
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4.4 Prevaléncia estimada pelo método de Wilson

Os valores da verdadeira prevaléncia sdo apresentados na (tabela 4) com os

respetivos intervalos de confianga (IC95%).

Tabela 4: Verdadeira Prevaléncia de pequenos — ruminantes seropositivos para anticorpos

Grupo Prevalencia (%) IC 95%
Caprinos (5) 0.0217 0,0086 —0,0494
Ovinos (3) 0.013 0,0036 -0,0382

anti-N

A Prevaléncia (%) indica a prevaléncia da condi¢do em cada grupo e "IC 95%"
fornece o intervalo de confianga de 95% para a prevaléncia, incluindo os valores

minimo e maximo do intervalo.
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DISCUSSAO

A vigilancia serologica, quer em humanos, quer noutras espécies, desempenha um
papel essencial no entendimento da epidemiologia e transmissdo da infe¢do por
SARS-CoV-2, fornecendo dados essenciais que auxiliam na identificagdo da
disseminagdo do virus em diferentes populacdes. (Alexandra &Cardoso, 2022). Permite
ainda, rastrear possiveis reservatorios ou hospedeiros intermediarios do virus em
espécies animais, o que ¢ relevante para a saide publica e a prevencdo de futuras
zoonoses, para além de permitir monitorizar a eficacia das medidas de controlo, como

vacinacao (One Health-Uma Saude, n.d.)

Neste estudo, a realiza¢do do rastreio seroldogico em amostras armazenadas, colhidas
durante periodos correspondentes a vagas anteriores de COVID-19, revestem-se de
grande importancia, uma vez que vai permitir pesquisar retrospetivamente, se estes
animais de produg¢do tiveram contato com as outras variantes do virus mais prevalentes

nesses periodos.

Transmissdao SARS-CoV-2 em animais de producdo

A maior parte da informagdo relativa a pequenos ruminantes, provém de infe¢des
experimentais, onde foi demonstrado que os ovinos apresentam baixa suscetibilidade a
infecdo por SARS-CoV-2, e pelo contrario, foi verificada uma maior suscetibilidade em
caprinos (Fusco et al. 2023). Apesar de existir expressao génica do gene ACE2 no trato
respiratorio de ovinos, foi descrita baixa suscetibilidade in vivo nesta espécie sugerindo
pouco provavel que seja um hospedeiro intermedidrio eficaz para a evolucao do
coronavirus (Fusco et al. 2023). Um outro estudo descreveu a baixa suscetibilidade in
vivo de ovelhas, sugerindo que ¢ improvavel que esta espécie seja um hospedeiro
intermediario eficaz para a evolucdo do coronavirus (Gaudreault et al., 2021). O fato de
0s caprinos serem mais suscetiveis foi, de certa forma, constatado neste presente
realizado em que se verificou que o maior nimero de animais seropositivos

identificados pertencem a esta espécie.

Contudo a analise do complexo da proteina S e ACE 2, devido a mutagdes

especificas da espécie, bem como a afinidade quimico-fisica devido a grupos
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especificos, a afinidade de ligagdo energética da ACE2 de ovinos mostrou semelhanga
com a dos humanos, demonstrado que os ortdlogos 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 virus (Li et al., 2020). O mesmo se
verificou num outro estudo, relativamente a proteina S in silicio, que evidenciou a

suscetibilidade de ovelhas a infe¢do por SARS-CoV-2 (Li et al., 2020).

Resultados seroldgicos em pequenos ruminantes: o método utilizado

Os testes rRT-PCR, que detetam RNA viral e sd3o atualmente os mais utilizados
nos estudos de transmissdo, sdo considerados como o padrdo para o diagnostico de
COVID-19, indicam a infegao viral atual e sdo uma parte essencial do rastreio e teste de
contatos (Trabucchi et al., 2022).Estes testes representam uma valiosa ferramenta de
rastreio para pesquisar a exposicdo do virus SARS-CoV-2 em diversas espécies animais
(Fusco et al., 2023), uma vez que podem detetar eventuais contatos com o virus que
possam ter ocorrido ha mais tempo (Trabucchi et al., 2022). Por outro lado, os ensaios
soroldgicos estdo a ganhar importancia, uma vez que podem ser utilizados por um longo
periodo de tempo apds a infegcdo. Os anticorpos normalmente podem ser detetados 23
semanas apés a infe¢do e fornecem uma medi¢do indireta da capacidade de resposta
imunologica (Arun Krishnan et al., 2020; Sethuraman et al., 2020; Xu et al., 2020). Os
testes de anticorpos requerem algum conhecimento das proteinas as quais o sistema
imunoldgico responde, desencadeando a producdo de anticorpos que sinalizam ou
neutralizam o virus. No caso do SARS-CoV-2, a proteina N e o dominio de liga¢dao ao
recetor (RBD) da subunidade S1 da glicoproteina S sdo os antigenos 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 soroldgicos para

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

Dos casos positivos detetados neste estudo, 4 sdo amostras que foram colhidas no
periodo correspondente ao tempo T2, mais precisamente ao periodo 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 individuos que foram infetados (Dobafio et al., 2021; Gallais

et al., 2021; Wang et al., 2021)
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Os anticorpos anti-S podem ser detetaveis apdés um ano ou mais depois de uma
infecao (Dobafio et al., 2021; Gallais et al., 2021; Wang et al., 2021). Permanecem na
circulacdo sanguinea 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 periodo mais longo do que a IgM e IgA (Zeng et al.,
2021) e os anticorpos anti-S persistem por um periodo 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, ¢ dificil inferir sobre a estirpe que podera ter desencadeado
resposta no sistema imunitario nos animais seropositivos. No caso particular das 4
amostras colhidas no periodo T2, estas poderdo 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 responsavel pela infe¢ao.

Limitacoes do estudo

Qualquer rastreio serologico a presenga de anticorpos anti-SARS-CoV-2 em animais
reveste-se de grande importancia, fornecendo dados & comunidade cientifica sobre a
transmissdo do virus SARS-CoV-2. No entanto este estudo apresenta algumas
limitagdes. Uma das principais limitagdes esta relacionada com o facto de nao ter sido
possivel a realizacdo de testes que estavam inicialmente destinados para estas amostras,
tais como os testes de neutralizagdo e testes seroldgicos que visam a proteina Spike

(especificos para as 3 variantes do virus alfa, delta e omicron).

Como mencionado anteriormente, a pesquisas sobre a dinamica dos anticorpos
anti-Nucleocépside e anti-Spike em humanos indica que os anticorpos anti-N tém uma
janela de dete¢do mais limitada em comparagdo com os anticorpos anti-S (Figueira,
2021). Dado que este estudo serologico se baseou apenas na andlise da presenca de
anticorpos anti-N, existe a possibilidade de que mais animais tenham entrado em
contacto com o virus, mas esses anticorpos gerados pela infe¢cdo podem ja ndo ser
detetaveis pelo teste ELISA, apresentando-se como seronegativos. A analise seroldgica
visando os anticorpos anti-S poderia proporcionar uma visao mais alargada do historico
de exposicdo porque apresentam uma cinética diferente dos anticorpos anti-N,

permanecem mais tempo em circulagdo no soro.
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Nao podemos descartar a possibilidade de que algumas amostras classificadas como
seropositivas para anti-N neste estudo, sejam resultados de uma reacdo cruzada de
anticorpos devido a exposi¢ao destes animais a outras estirpes de coronavirus. Isto
porque os coronavirus partilham algumas semelhangas nas suas proteinas e podem
desencadear respostas cruzadas em testes seroldgicos. Nesse contexto, poderd ser
necessario realizar uma andlise adicional, como um teste de neutralizagdo (Figueira,
2021; Wernike et al. 2022 De Donno et al., 2021). O teste de neutralizacdo permitiria
determinar se os anticorpos presentes nas amostras seropositivas tém a capacidade de
neutralizar especificamente o SARS-CoV-2, eliminando a possibilidade de uma reagado
cruzada com outros coronavirus (Figueira, 2021; Wernike et al. 2022; De Donno et al.,
2021). A realizagdo de analises serologicas e/ou aplicagao de inquéritos aos tratadores
destes animais, permitir-nos-ia ter um ponto de partida para posteriores estudos no

sentido de confirmar a transmiss@o entre espécies.

E também importante referir que nao foi assegurada uma amostragem probabilistica,
que fosse representativa das exploracdes que existem no distrito, uma vez que se trata

de amostras de conveniéncia, utilizadas para o despiste de outras zoonoses.
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Conclusdes e perspetivas futuras

CONCLUSOES E PERSPETIVAS FUTURAS

Desde o inicio da pandemia de COVID-19, as inumeras mutagdes do SARS-CoV-2
ao longo do tempo levaram ao surgimento de novas linhagens e a descoberta de novas
espécies animais suscetiveis a infecdo por SARS-CoV-2. Os resultados que se
apresentam neste estudo, revestem-se de grande importancia, no sentido em que
contribuem para o nosso entendimento sobre a disseminagdo do virus e seu impacto nas

espécies de pequenos ruminantes.

As amostras selecionadas e armazenadas durante a implementacao do estudo, podem
ser submetidas a novas andlises serologicas e moleculares, abrindo caminho para um
estudo retrospetivo das variantes mais prevalentes em diferentes vagas da pandemia,

possibilitando a avaliacdo da transmissao para estas espécies.

Inicialmente, nosso projeto tinha como objetivo seguir uma abordagem “One
Health”. O rastreio envolveria também a andlise dos tratadores dos animais e através da
aplicacdo de questionarios determinar se estdo infetados ou ja se foram contaminados.

As entidades de satde europeias dao importancia a estreita colaboragdao entre os
setores de satide animal e publica, bem como com as autoridades de seguranga
ocupacional e satde, dentro de uma abordagem “One Health”. Essa colaboragdo ¢
crucial para identificar eventos de transmissdo na interface entre seres humanos e
animais e para evitar a propagacdo continua do virus. A implementacdo deste estudo
perspetiva uma abordagem nesse sentido.

Nao ha evidéncias de que os animais desempenhem um papel significativo na
dissemina¢io do SARS-CoV-2 para humanos. E importante lembrar que todos nos
temos maior probabilidade de contrair a COVID-19 de outras pessoas do que de
animais. No entanto, ha a possibilidade de o virus vir a infetar estas e outras espécies de
animais, sofrer mutagdo e uma nova estirpe emergir e disseminar-se e voltar a infetar os
humanos. Mais estudos e vigilancia sao necessarios para rastrear variantes € mutacoes e

compreender como o SARS-CoV-2 se dissemina entre pessoas € animais.
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Anexo I

centro ge
Invessgace
s Wit weei

Microplaca; n°1

Resultado
Instituto Politécnico de Braganca-IPB Espécie: Ovinos  Caprinos Negativo <50%
Data: 9/27/2023 Duvidosa entre 50%a 60%
” ﬁ Positivo 260 %
T:92 51 41
Posigio
~ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A CTR- B1/5 B1/13 B1/21 B1/29 B81/37 B1/45 B1/53 B1/61 B1/69 B1/77 B1/85
L] CTR- B1/6 B1/14 B1/22 B1/30 B1/38 B1/46 B1/54 B1/62 B1/70 B1/78 B1/86
4 CTR+ 81/7 B1/15 B1/23 B1/31 81/39 B1/47 81/55 81/63 B1/71 81/79 B1/87
o CTR+ B81/8 B1/16 81/24 B1/32 81/40 B1/48. 81/56 B81/64 81/72 81/80 81/88
E B1/1 B81/9 B1/17 B1/25 B1/33 81/41 B1/49 B81/57 B1/65 B1/73 B81/81 B1/89
F 8172 81/10 B1/18 B1/26 B1/34 B1/42 B1/50 B1/58 B1/66 B1/74 B1/82 B1/90
G B1/3 B1/11 B1/19 B1/27 B1/35 B1/43 B1/51 B1/59 B1/67 B1/75 B1/83 B83/35
H B1/4 B1/12 B1/20 B81/28 B1/36 B1/44 B1/52 81/60 81/68 B1/76 B81/84 83/36
Cortro e
Microplaca: n°2
Resultado
Instituto Politécnico de Braganga-IPB Espécie: Ovinos  Caprinos Negativo £50%
Data: 9/28/2023 Duvidoso entre 50%a 60%
” ﬁ Positivo 260 %
192 36 56
Posigo
— 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A CTR- B3/41 B3/49 B7/15 87/23 87/31 87/39 87/47 87/55 B7/63 B7/71 87/79
B CTR- B3/42 B3/50 B7/16 B7/24 B7/32 B7/40 B7/48 B7/56 B7/64 B7/72 B9/32
c CTR+ B3/43 B3/51 B7/17 87/25 87/33 B87/a1 B7/49 87/57 B7/65 87/73 89/33
D CTR+ B3/dd B3/52 B7/18 B7/26 87/34 B87/42 B7/50 B7/58 B7/66 87/74 B9/34
E B3/37 B3/45 B3/53 B7/19 B7/27 B7/35 B7/43 B7/51 B7/59 B7/67 B7/75 B9/35
F B3/38 B3/46 B3/54 B7/20 B87/28 87/36 B87/44 B7/52 87/60 B7/68 87/76 B9/36
G B3/39 B3/47 B3/55 B7/21 B7/29 B7/37 B7/45 B7/53 B7/61 B7/69 B7/77 B9/37
H 83/40 B3/48 87/14 B7/22 87/30 87/38 B7/46 B7/54 87/62 B87/70 87/78 B9/38
Microplaca: n"3
Resultado
Instituto Politécnico de Braganga-IPB Espécie: Ovinos  Caprinos Negativo £50%
Data: 10/10/2023 Duvidoso entre 50%a 60%
Positivo 260 %
T.92 24
Posigio
— 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
A CTR- 89/43 B9/51 B9/59 B11/8 811/16 B11/24 B11/32 B11/40 611/48 B11/56 B11/64
B CTR- B9/44 B9/52 B9/60 B11/9 B11/17 | B11/25 B11/33 B11/41 B11/49 | B11/57 B11/65
c CTR+ B9/45 B9/53 B9/61 B11/10 B11/18 B11/26 B11/34 B11/42 B11/50 B11/58 B11/66
o CTR + 89/46 B9/54 89/62 811/11 B11/19 | 811/27 B11/35 811/43 B11/51 | 811/59 B11/67
E B9/39 89/47 B9/S5 89/63 811/12 B11/20 | B811/28 B11/36 B811/44 811/52 B11/60 B11/68
F B9/40 B9/48 B9/56 BI/64 B11/13 B11/21 B11/29 B11/37 B11/45 B11/53 B11/61 B11/69
G B9/41 89/49 B9/57 B11/7 811/14 811/22 | 811/30 B11/38 811/46 811/54 | 811/62 B11/70
H B9/42 89/50 89/58 B11/6 B811/15 81123 | 811/31 B11/39 B11/47 B11/55 | B11/63 B11/71
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b

Centro ge
nveezasan Microplaca: n°a
Resultado
Instituto Politécnico de Braganca-IPB Espécie: Ovinos Caprinos Negativo <50%
Data: 10/11/2023 Duvidoso entre 50%a 60%
” M Paositivo 260%
T:92 68 24
Posigio
- 1 2 3 a 5 6 7 8 9 10 11 12
A CTR- B13/21 B13/29 B13/37 B13/45 B13/53 B13/61 B13/69 B13/77 B13/85 B14/1 B14/9
B CTR- B13/22 B13/30 B13/38 B13/46 B13/54 B13/62 B13/70 B13/78 B13/86 B14/2 B14/10
c CTR+ B13/23 B13/31 B13/39 B13/47 B13/55 B13/63 B13/71 B13/79 B13/87 B14/3 B14/11
D CTR+ B13/24 B13/32 B13/40 B13/48 B13/56 B13/64 B13/72 B13/80 B13/88 Bl4/4 B14/12
E B11/72 B13/25 B13/33 B13/41 B13/49 B13/57 B13/65 B13/73 B13/81 B13/89 B14/5 B14/13
F B11/73 B13/26 B13/34 B13/42 B13/50 B13/58 B13/66 B13/74 B13/82 B13/90 B14/6 B14/14
G B11/74 B13/27 B13/35 B13/a3 B13/51 B13/59 B13/67 B13/75 B13/83 B13/91 B14/7 B14/15
H B13/20 B13/28 B13/36 B13/44 B13/52 B13/60 B13/68 B13/76 B13/84 B13/92 B14/8 814/16
Anotagbes: Tres amostras (3) positivas para anti-N SARS-CoV-2 (813/50, B13/54 e B13/79 TEMPOQI1) 2 ovinos e 1 caprino
3 -
E Microplaca: n°S
Resultado
Institute Politécnico de Braganga-IPB Espécie: Ovinos Caprinos Negativo £50%
Data: 10/12/2023 Duvidaso entre 50%a 60%
” Positive 260 %
T:92 8 84
Posigio
- 1 2 3 a4 5 6 T 8 9 10 11 12
A CTR- B14/21 B17/9 B17/17 B17/25 B17/33 B17/41 B17/49 B18/62 B18/70 B18/78 B18/86
B CTR- B14/22 B17/10 B17/18 B17/26 B17/34 B17/42 B17/50 B18/63 B18/71 B18/79 B18/87
c CTR+ B14/23 B17/11 B17/19 B17/27 B17/35 B17/43 B17/51 B18/64 B18/72 B18/80 B18/88
3] CTR+ B14/24 817/12 817/20 B17/28 B17/36 817/44 817/52 B18/65 B18/73 B18/81 B18/89
E B14/17 B17/5 B17/13 B17/21 B17/29 B17/37 B17/45 B17/53 B18/66 B18/74 B18/82 B18/90
F B14/18 B17/6 B17/14 B17/22 B17/30 B17/38 B17/46 B17/54 B18/67 B18/75 B18/83 B18/91
G B14/19 B17/7 B17/15 B17/23 B17/31 B17/39 B17/47 B17/55 B18/68 B18/76 B18/84 B18/92
H B14/20 B17/8 817/16 B17/24 B17/32 B17/40 817/48 B18/61 B18/69 B18/77 B18/85 B19/1
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