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Resumo 

 

O conhecimento sobre a situação soroepidemiológica de SARS-CoV-2 em cães e gatos no 

Brasil ainda é escasso. Essa situação ocorre, em parte, devido à ausência de métodos sorológicos 

disponíveis comercialmente para fazer a análise desses animais. Desse modo, buscou-se 

desenvolver dois ensaios imunoenzimáticos indiretos (ELISA) baseados nos antígenos do 

nucleocapsídeo (N) e domínio de ligação ao receptor da proteína spike (S-RBD) de SARS-

CoV-2 para detectar anticorpos IgG contra o vírus nos soros de cães e gatos. Amostras de soro 

foram obtidas de 308 gatos e 260 cães durante o período de fevereiro de 2021 a agosto de 2022 

em Belo Horizonte, Minas Gerais. A origem do animal (domicílio com tutor positivo para 

COVID-19, Hospital Veterinário, Parque Municipal), o gênero (macho, fêmea), a idade (< 

1ano, 1-3 anos, 3-6 anos e > 6 anos), bem como a positividade para retroviroses em felinos 

foram avaliados como possíveis fatores de risco para a soropositividade para SARS-CoV-2. 

Paralelamente, também foi desenvolvido um novo método de diagnóstico sorológico Point of 

Care baseado em nanotecnologia para detectar anticorpos contra a proteína N de SARS-CoV-

2 no soro de gatos (Plataforma Portátil de Biodiagnóstico - PPB). A ocorrência geral de 

anticorpos IgG contra o SARS-CoV-2 detectada pelo método ELISA em gatos foi de 16,88% 

(52/308) e 5% (13/260) nos cães. Não foi encontrada associação entre soropositividade para 

SARS-CoV-2 e origem, sexo ou idade de ambas espécies ou retroviroses (FIV, FeLV) nos 

felinos. A chance de ocorrência de SARS-CoV-2 foi 3,85 vezes maior em gatos do que em cães. 

Nenhum animal soropositivo no ELISA apresentou sinal clínico sugestivo de COVID-19. A 

maior ocorrência de animais soropositivos foi detectada pelo ELISA-RBD em comparação ao 

ELISA-N. O ELISA-N e a PPB-N apresentaram diferenças substanciais na detecção de animais 

soropositivos. Diante da exposição natural de cães e gatos ao SARS-CoV-2, os ELISAs aqui 

desenvolvidos demonstraram potencial para serem utilizados no monitoramento 

epidemiológico do vírus nessas espécies. 

Palavras-chave: SARS-CoV-2; Soroprevalência; Animais de companhia; ELISA; 

Nanotecnologia. 

 

 

 



 

Abstract 

The knowledge about the seroepidemiological situation of SARS-CoV-2 in dogs and cats in 

Brazil is still limited. This situation occurs, in part, due to the lack of commercially available 

serological methods for analyzing these animals. Thus, we aimed to develop two indirect 

immunoenzymatic assays based on the N and S-RBD antigens of SARS-CoV-2 to detect IgG 

against the virus in the sera of dogs and cats. Serum samples were obtained from 308 cats and 

260 dogs from February 2021 to August 2022 in Belo Horizonte, Minas Gerais. The origin of 

the animal (household with COVID-19 owners, Veterinary Hospital, Districtal Park), gender 

(male, female), age (< 1 year, 1-3 years, 3-6 years and > 6 years), as well as positivity for feline 

retroviruses were evaluated as possible risk factors for seropositivity for SARS-CoV-2. At the 

same time, a new Point of Care serological diagnostic method based on nanotechnology was 

also developed to detect antibodies against the N protein of SARS-CoV-2 in the serum of cats 

(Portable Biodiagnosis Platform - PPB). The overall occurrence of IgG antibodies against 

SARS-CoV-2 in cats was 16.88% (52/308) and 5% (13/260) in dogs. No association was found 

between seropositivity for SARS-CoV-2 and origin, sex or age for both species and retroviruses 

(FIV& FeLV) in cats. The chance of occurrence of SARS-CoV-2 was 3.85 times higher in cats 

than in dogs. No seropositive animals in the ELISA showed clinical signs suggestive of 

COVID-19. A higher occurrence of seropositive animals was detected by ELISA-RBD 

compared to ELISA-N. ELISA-N and PPB-N showed substantial differences in the detection 

of seropositive animals. In light of the natural exposure of dogs and cats to SARS-CoV-2, the 

ELISAs developed here showed potential to be used in the epidemiological monitoring of the 

virus in these species. 

Keywords: SARS-CoV-2; Seroprevalence; Companion animals; ELISA; Nanotechnology. 
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1. INTRODUÇÃO 

A pandemia de Coronavirus Disease 2019 (COVID-19) resultou em enorme ameaça à 

saúde pública e animal. Desde o surgimento de seu agente causador, o novo coronavírus Severe 

acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2), no final de 2019 em Wuhan, na 

China (Zhou et al., 2020), foram reportados mais de 6.9 milhões de óbitos em humanos 

mundialmente (WHO, 2023). Com a progressão da pandemia, foram surgindo relatos de 

infecção natural e experimental em diferentes espécies animais (Younes, S. et al., 2020), 

incluindo animais de companhia como cães e gatos (Brown, 2020; Bryner, 2020; Newman et 

al. 2020; Sit et al., 2020; Shi et al., 2020).  

Alguns estudos realizados no Brasil demonstraram a exposição e/ou infecção de cães e 

gatos, sobretudo aqueles domiciliados com tutores positivos para COVID-19 (Calvet et al., 

2021; Dias et al., 2021). Ademais, foram levantadas preocupações quanto à possível exposição 

de animais errantes no país (Dias et al., 2021). No entanto, ainda são escassos estudos de 

soroprevalência para SARS-CoV-2 em cães e gatos domiciliados, bem como errantes no Brasil 

e no estado de Minas Gerais. Logo, os casos nesses animais, frequentes nas residências e nos 

espaços urbanos brasileiros, podem estar subestimados. 

As recomendações para testar cães e gatos domésticos durante a pandemia foram 

diferentes em cada país. Em geral, a decisão de testar os animais deveria levar em consideração 

uma abordagem de saúde única, avaliando-se os riscos epidemiológicos e clínicos para saúde 

pública e animal (CDC, 2021). Levando em consideração os relatos de infecção humana a partir 

de visões e hamster (Oude et al., 2021; Yen et al., 2022), bem como evento de zoonose reversa 

em furões utilizados como pets (Giner et al., 2021; Gortazar et al., 2021), urge a preocupação 

de potenciais ameaças à saúde devido à transmissão entre humanos e animais de companhia. 

Desse modo, estudos em cães e gatos tornam-se necessários para monitorar mudanças 

de prevalência, bem como a possibilidade de eventos zoonóticos ou de zoonose reversa entre 

os humanos e esses animais de companhia. Sendo importantes tanto para a saúde pública, 

quanto para a saúde animal, pois podem contribuir com a elucidação de questões 

epidemiológicas e fortalecimento do debate em saúde única acerca da pandemia de COVID-19.  
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2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral 

Desenvolver testes baseados em Ensaio Imunoenzimático indireto (ELISA) e 

Plataforma Portátil de Biodiagnóstico (PPB) para o diagnóstico de SARS-COV-2 em cães e 

gatos. 

2.2 Objetivos específicos 

● Desenvolver dois testes de ELISA, utilizando os antígenos virais N (Nucleocapsídeo) e 

S-RBD (Domínio de ligação ao receptor da proteína spike) recombinantes, para o 

diagnóstico de SARS-CoV-2 em cães e gatos. 

● Desenvolver Plataforma Portátil de Biodiagnóstico, utilizando medidas fotônicas e 

nanobastões de ouro funcionalizados com o antígeno N, para o diagnóstico de SARS-

CoV-2 em gatos. 

● Comparar os resultados obtidos no ELISA e na PPB que utilizaram a proteína N. 

● Utilizar os ELISAs para estimar a soroprevalência de anticorpos IgG anti-SARS-CoV-

2 em cães e gatos domiciliados, bem como gatos comunitários no município de Belo 

Horizonte, MG. 

● Verificar a associação de infecção pelo SARS-CoV-2 com as retroviroses felinas FIV e 

FeLV. 
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

3.1.       Família Coronaviridae 

3.1.1.   Taxonomia 

Em 1931, foi relatado o primeiro estudo com um coronavírus, o vírus da Bronquite 

Infecciosa das galinhas (Schalk, 1931). Já em 1965, Tyrrell e Bynoe relataram um novo vírus 

associado aos resfriados comuns em seres humanos (Tyrrell e Bynoe, 1966). A princípio, essa 

nova estirpe viral foi nomeada como B814. Nessa mesma época, Hamre e Procknow também 

isolaram um novo vírus a partir do trato respiratório humano, o qual foi nomeado como estirpe 

229E (Hamre e Procknow, 1966). Por possuírem características morfológicas únicas, ambas 

estirpes não foram relacionadas à nenhuma família viral da época.  

Posteriormente em 1967, a virologista pioneira em microscopia eletrônica, June 

Almeida juntamente com o pesquisador David Tyrrell fizeram um estudo comparativo da 

morfologia das estirpes, 229E e B814, encontradas em humanos (Figura 1) com os vírus 

causadores da bronquite infecciosa em galinhas e observaram semelhanças morfológicas entre 

eles (Almeida e Tyrrell, 1967). 

Em 1968, Almeida e Tyrrell, juntamente com outros virologistas, reconheceram na 

revista Nature esses vírus como novo grupo viral previamente não descrito e sugeriram nomeá-

los como Coronavírus, pois eles apresentavam projeções em suas superfícies que lembravam a 

coroa solar (latim corona, -ae, coroa) (Almeida et. al., 1968). Todavia, somente em 1975 esse 

novo grupo de vírus foi oficialmente reconhecido como integrante da família Coronaviridae 

(Tyrrell et al., 1975).    

Figura 1 - Imagem de microscopia eletrônica dos primeiros coronavírus humanos. 

 

Imagem de microscopia eletrônica dos primeiros coronavírus humanos demonstrando a morfologia em forma de 

coroa solar da estirpe viral 229E (1) e B814 (2,3). Fonte: ALMEIDA E TYRREL (1967) modificado. 
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Com relação a classificação taxonômica, SARS-CoV-2 pertence à família 

Coronaviridae, subfamília Orthocoronavirinae, gênero Betacoronavirus, subgênero 

Sarbecovirus, espécie Severe acute respiratory syndrome-related coronavirus (Figura 2). 

Trata-se de uma grande família de vírus de RNA fita simples, senso positivo (RNAss+) e 

envelopados, que pertencem à ordem Nidovirales.  

 

Fonte: GORBALENYA et al. (2020) 

 

A subfamília Orthocoronavirinae é dividida em quatro gêneros de acordo com 

características genéticas e evolutivas: Alpha-, Beta-, Delta- e Gammacoronavirus (ICTV, 

2021). Majoritariamente, os Alpha- e Betacoronavirus têm mamíferos como hospedeiros, 

enquanto os Delta- e Gammacoronavirus geralmente são isolados de aves (Woo et al., 2012).  

 

3.1.2 Morfologia da Partícula 

 

SARS-CoV-2 possui quatro proteínas estruturais - nucleocapsídeo (N), membrana 

(M), envelope (E) e spike (S) (Figura 3). Dessas, as proteínas S e N são as principais utilizadas 

nos ensaios sorológicos.  

A proteína do nucleocapsídeo está envolvida no empacotamento do genoma viral, 

enquanto a glicoproteína S permite a entrada do vírus na célula hospedeira (Lu et al., 2015).  A 

Ordem: Nidovirales 

Subordem: Cornidovirineae 

Família: Coronaviridae 

Gênero: Betacoronavirus 

Subfamília: Orthocoronavirinae 

Subgênero: Sarbecovirus 

Espécie: Severe acute respiratory syndrome-related 

coronavirus  

Figura 2 - Classificação taxonômica do SARS-CoV-2. 

https://www.cell.com/cell/fulltext/S0092-8674(20)30338-X?_returnURL=https%3A%2F%2Flinkinghub.elsevier.com%2Fretrieve%2Fpii%2FS009286742030338X%3Fshowall%3Dtrue#bib27
https://www.cell.com/cell/fulltext/S0092-8674(20)30338-X?_returnURL=https%3A%2F%2Flinkinghub.elsevier.com%2Fretrieve%2Fpii%2FS009286742030338X%3Fshowall%3Dtrue#bib27
https://www.cell.com/cell/fulltext/S0092-8674(20)30338-X?_returnURL=https%3A%2F%2Flinkinghub.elsevier.com%2Fretrieve%2Fpii%2FS009286742030338X%3Fshowall%3Dtrue#bib27
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proteína S é composta por duas subunidades, S1 e S2. A subunidade S1 possui um domínio de 

ligação ao receptor (RBD), o qual liga-se especificamente ao receptor da enzima conversora da 

angiotensina 2 (ECA-2) das células hospedeiras, enquanto a subunidade S2 permite a fusão do 

envelope viral com a membrana celular (Liu et. al., 2004; Li et al., 2005). Desse modo, os 

receptores ECA-2 presentes nas células do hospedeiro são utilizados pelo SARS-CoV-2 para a 

entrada na célula (Zhou et al., 2020).  

Figura 3 - Proteínas estruturais de SARS-CoV-2. 

 

Esquema mostrando as maiores proteínas estruturais de SARS-CoV-2: Proteínas spike (S), de membrana (M), do 

envelope (E) e do nucleocapsídeo (N). Fonte: LAMERS E HAAGMANS (2022) modificado. 

 

3.1.3 Ciclo de Multiplicação  

No primeiro estágio da infecção, o vírus interage com o receptor ECA-2 na célula-alvo 

do hospedeiro, tal interação é intermediada pelo domínio de ligação ao receptor na subunidade 

1 da proteína viral spike (Cevik M, et al. 2020a). O ciclo de replicação completo do vírus é 

descrito na Figura 4.  
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Figura 4 - Estágios do ciclo replicativo de SARS-CoV-2. 

 

(1) SARS-CoV-2 se liga ao receptor da célula-alvo ECA-2 em sinergia com a serina protease 2 transmembrana do 

hospedeiro, geralmente expressa nas células epiteliais do trato respiratório e nas células do endotélio vascular. 

Esse processo leva à fusão da membrana e liberação do genoma viral no citoplasma do hospedeiro (2). Seguido 

pelos estágios de replicação, montagem, maturação e liberação viral (3-7). Fonte: Adaptado de CEVIK et al. 

(2020a). 

3.1.4 Patogênese  

A maioria dos cães e gatos infectados pelo SARS-CoV-2 são assintomáticos ou 

demonstram alterações respiratórias e/ou gastrointestinais moderadas (Newman et al. 2020; 

Segáles et al., 2020; Hosie et al., 2020; Klaus et al., 2021). Estudos experimentais 

demonstraram a suscetibilidade e transmissibilidade entre gatos, porém não foram observadas 

manifestações clínicas da doença nos mesmos (Bosco-Lauth et al., 2020; Gaudreault et al., 

2020; Shi et al. 2020; Halfmann et al., 2020). Outros estudos que investigaram a 

exposição/infecção de cães e gatos sob condições naturais também não detectaram alterações 

clínicas, sugerindo que esses animais sejam hospedeiros assintomáticos de SARS-CoV-2 

(Hamer et al., 2020; Ruiz-Arrondo et al. 2021; Stevanovic et al., 2021).  
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Em humanos, é reconhecido que os receptores ECA-2 estão distribuídos em diferentes 

tecidos, tais como no epitélio do trato respiratório e intestinal, bem como no endotélio renal e 

vascular (Huil et al., 2020; Monteil et al., 2020). Apesar do conhecimento sobre a distribuição 

espacial desses receptores em animais ser limitada, Lean et al. (2022) demonstraram a 

expressão de ECA-2 nas mucosas respiratória e olfatória, bem como em traquéia e alvéolos 

pulmonares em gatos. Nos cães, o mesmo estudo demonstrou que ECA-2 estava ausente nas 

vias aéreas, sendo dectável somente no endotélio e na túnica média dos vasos pulmonares.   

Tanto em animais, quanto em humanos a transmissão do novo coronavírus pode 

ocorrer por meio de contato direto ou indireto com secreções do trato respiratório (Bosco-Lauth 

et al., 2020; Huil et al., 2020; Shi et al. 2020). Em gatos, observou-se período prolongado de 

excreção viral oral e nasal (mais de 5 dias), com possibilidade de transmissão por contato entre 

indivíduos da mesma espécie (Bosco-Lauth et al., 2020). Diferentemente, a transmissão 

intraespécie e eliminação viral após a infecção não foi observada em cães (Bosco-Lauth et al., 

2020). Com relação a transmissão por meio da eliminação fecal e/ou contaminação de fômites 

são necessários mais estudos para melhor compreensão (Cevik et al., 2020a).  

Foi reconhecido que SARS-CoV e SARS-CoV-2 apresentam 72% de similaridade 

entre os nucleotídeos da proteína S (Zhang e Holmes, 2020) e que ambos interagem com 

receptores ECA-2 da célula hospedeira (Cevik et al., 2020a). Apesar dessas similaridades, 

SARS-CoV 2 possui algumas características singulares que contribuíram para sua maior 

transmissibilidade quando comparado ao SARS-CoV. Cita-se, por exemplo, a existência de 

diferenças estruturais em proteínas de superfície que permitem uma ligação mais forte do 

SARS-CoV-2 ao receptor ECA-2 (Wrapp, 2020); maior afinidade do novo coronavírus pelo 

trato respiratório superior (Wölfel et al., 2020) e detecção do pico da carga viral no trato 

respiratório superior durante o estabelecimento dos sinais clínicos (Cevik et al., 2020b), o que 

permite a transmissão pré-sintomática e dificulta seu diagnóstico precoce.  

3.1.5 Coronavírus Zoonóticos 

Os Coronavírus são vírus amplamente distribuídos entre humanos, outros mamíferos 

e aves, sendo responsáveis por causar doenças respiratórias, entéricas, hepáticas e neurológicas 

(Masters et al., 2013). Em humanos, a COVID-19 é a sétima coronavirose registrada após 

HCoV-NL63, HCoV-229E, HCoV-OC43, HCoV-HKU, MERS (Síndrome Respiratória do 

Oriente Médio) e SARS (síndrome aguda respiratória severa) (Bennett et al., 2019).  
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Entre os animais de companhia, os Alphacoronavirus: CCoV (Coronavirose canina) e 

FCoV (Coronavirose felina) causam alterações gastrointestinais e o Betacoronavirus nomeado 

coronavírus respiratório canino está envolvido com doença respiratória em cães (Decaro et al., 

2012; Felten et al.,2019; Erles et al., 2003). 

Nos animais de produção, Betacoronavirus estão associados com doenças entéricas 

em bovinos e equinos: BCoV (Coronavirose bovina) e ECoV (Coronavirose equina) (Boileau 

e Kapil, 2010; Guy et al., 2000). Já em suínos, os mesmos podem ser acometidos pelos 

Deltacoronavirus PDCoV (Porcine deltacoronavirus), Betacoronavirus PHEV (Porcine 

hemagglutinating encephalomyelitis virus), além de Alphacoronavirus que podem causar 

doenças entéricas potencialmente letais:  SADS-CoV (Swine acute diarrhea syndrome 

coronavirus), PEDV (Porcine epidemic diarrhea virus) e TGEV (Transmissible gastroenteritis 

virus) (Pan et al. 2017; Zhang J., 2016; Mora-Díaz et al., 2019). Em aves, apesar de ocorrerem 

relatos de Deltacoronavirus, os Coronavírus mais conhecidos pertencem ao gênero 

Gammacoronavirus, responsáveis pelas doenças de grande preocupação econômica na 

avicultura: IBV (Infectious bronchitis virus) em galinhas e TCoV (Turkey coronavirus) em 

perus (de Wit e Cook, 2020). 

Nesse sentido, durante muito tempo os Coronavírus ficaram conhecidos por causar 

doenças economicamente importantes em animais e resfriados em humanos. No entanto, nas 

últimas duas décadas a situação mudou dramaticamente com a emergência de alguns 

coronavírus zoonóticos e de alta patogenicidade: SARS-CoV (Severe acute respiratory 

syndrome - related coronavirus, 2002) (Drosten et al., 2003), MERS-CoV (Middle East 

respiratory syndrome - related coronavirus, 2012) (Zaki et al.,2012) e SARS-CoV-2 (Severe 

acute respiratory syndrome - related coronavirus 2, 2019) (Zhou et al., 2020).  

O SARS-CoV, responsável pela Síndrome aguda respiratória severa (SARS), foi 

relatado pela primeira vez em Guangdong, China em 2002 (Zhong et al., 2003), enquanto o 

MERS-CoV, causador da Síndrome Respiratória do Oriente Médio (MERS), foi descrito em 

2012 na Arábia Saudita (Zaki et al., 2012). Ambos resultaram em surtos de doenças 

respiratórias graves com transmissão entre humanos e taxas de letalidade de 10% para SARS-

CoV e 34,4% para MERS-CoV (Du et al., 2009; Wang et al., 2020).  

Em dezembro de 2019, vários casos de pneumonia viral de causa desconhecida foram 

registrados em humanos na cidade de Wuhan, província de Hubei, China (Zhu et al., 2020). Os 
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pacientes apresentaram febre, tosse, dispneia severa e infiltrado bilateral nos pulmões, sinais 

clínicos similares aos vistos anteriormente em pacientes acometidos por SARS e MERS 

(Gralinski e Menachery, 2020; Zhu et al., 2020). O agente causador dessa nova pneumonia viral 

de Wuhan foi isolado de lavados broncoalveolares e identificado como um Betacoronavirus 

nunca registrado anteriormente (Zhu et al., 2020). Análises iniciais do genoma viral presente 

nos primeiros pacientes acometidos pela doença em Wuhan, revelaram que o novo coronavírus 

apresentava aproximadamente 72% de similaridade com os nucleotídeos da proteína spike de 

SARS-CoV (Zhang e Holmes, 2020).  

Início de 2020, esse novo coronavírus foi nomeado pelo grupo de estudo 

Coronaviridae do Comitê Internacional de Taxonomia dos Vírus (ICTV) como SARS-CoV-2 

e a Organização Mundial da Saúde (OMS) nomeou a doença como COVID-19 (ICTV, 2020; 

WHO, 2020a). SARS-CoV-2 e outros vírus, predominantemente isolados de humanos e 

morcegos, tiveram os nomes derivados de SARS-CoV a fim de referenciar o agrupamento 

filogenético ao invés da manifestação clínica, pois apenas os isolados humanos coletados 

durante o surto de 2002 foram confirmados como causadores de Síndrome Respiratória Aguda 

Severa (SARS) nos indivíduos infectados (Gorbalenya et al., 2020).    

Diferentemente das coronaviroses de 2002 e 2012, a COVID-19 demonstrou-se 

altamente transmissível entre humanos e rapidamente alcançou dimensões globais. Portanto, 

em janeiro de 2020 a OMS reconheceu o surto de COVID-19 como Emergência em Saúde 

Pública Internacional e posteriormente em março do mesmo ano declarou oficialmente o surto 

como pandêmico (WHO, 2020a). A taxa de letalidade de SARS-CoV-2 é de aproximadamente 

2% e apesar de ser menor que as taxas de SARS-CoV e MERS-CoV, esse novo coronavírus 

apresentou uma rápida disseminação e capacidade de transmissão a partir de indivíduos 

assintomáticos ou pré-sintomáticos, o que resultou em maior número de casos e mortes em 

humanos (Liu et al., 2020; Zhang e Holmes, 2020).  

O impacto na saúde humana em decorrência da COVID-19 foi enorme, com milhares 

de casos e óbitos ao redor do globo. De acordo com a Organização Mundial da Saúde foram 

reportados oficialmente, até 26 de abril de 2023, mais de 764 milhões de casos humanos e 6.9 

milhões de mortes em todo mundo. A situação do Brasil durante a pandemia foi particularmente 

crítica, considerando que foram registrados mais de 37 milhões de casos e 701 mil óbitos na 

mesma data, fazendo com que o país ocupasse a 6ª colocação mundial em número de casos e 2ª 

em número de óbitos (WHO, 2023). Possivelmente, esses números de casos são maiores, já que 
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muitos casos assintomáticos ou moderados frequentemente não são considerados nas contagens 

(Zhang e Holmes, 2020). 

 

3.1.6 SARS-CoV-2 

3.1.6.1 Origem 

A origem de SARS-CoV-2 ainda não está completamente elucidada. Durante a 

observação dos primeiros casos de COVID-19, uma associação inicial foi feita com o mercado 

de animais vivos na cidade de Wuhan, na China (Zhang e Holmes, 2020). Assim como SARS-

CoV e MERS-CoV, SARS-CoV-2 também tem sua origem associada a viroses que circulavam 

em morcegos (Song et al., 2019; Zhou et al.,2020).  

Alguns estudos sugerem que SARS-CoV-2 originou-se a partir de coronavírus 

presentes em morcegos-ferradura (Rhinolophus affinis), pois a estirpe RaTG13 presente nesses 

animais mostrou alta similaridade - aproximadamente 96% - com a sequência de nucleotídeos 

do agente causador da COVID-19 (Zhou et al. 2020). Apesar das similaridades genéticas, as 

diferenças entre esses coronavírus representam mais de 20 anos de evolução viral, logo, a 

RaTG13 pode ser vista apenas como precursora evolutiva e não origem direta do novo 

coronavírus (Zhang e Holmes, 2020).  

O novo coronavírus possui algumas características únicas que o distingue das demais 

betacoronaviroses. Por exemplo, na junção das subunidades S1 e S2 da proteína spike há um 

sítio de clivagem polibásico (furina) (Coutard et al., 2020). A função deste local de clivagem 

polibásico para o SARS-CoV- 2 ainda não é completamente elucidada (Andersen et al., 2020), 

mas estudos anteriores com SARS-CoV sugerem participação na infectividade viral e na gama 

de hospedeiros (Nao et al., 2017). 

Ainda não foi esclarecido até o presente momento se o novo coronavírus foi 

transmitido de forma direta dos morcegos para os humanos ou por meio de um hospedeiro 

intermediário (Cui et al., 2022), assim como ocorreu com SARS-CoV e MERS-CoV, os quais 

têm as civetas e os dromedários como hospedeiros intermediários, respectivamente (Song et 

al., 2019).  

Além dos morcegos, os pangolins (Manis javanica) também foram associados à 

origem de SARS-CoV-2. Coronavírus isolados e sequenciados desses animais demonstraram 
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cerca de 92,4% de similaridade com o novo coronavírus (Zhang, T., et al., 2020). 

Diferentemente dos morcegos, os pangolins apresentam alterações clínicas, como pneumonia, 

quando infectados (Xiao et al., 2020). Nesse sentido, é possível que o pangolim não seja o 

hospedeiro natural. Contudo, as informações até o momento não são conclusivas sobre sua 

participação direta como possível hospedeiro intermediário (Hu et al., 2021).  

 

3.1.6.2 Infecção em Cães e Gatos 

Com a progressão da pandemia de COVID-19, casos de infecções naturais e 

experimentais por SARS-Cov-2 foram relatados em diferentes espécies animais em todo o 

mundo. Ao menos 26 espécies de animais domésticos, de cativeiro ou selvagens - gatos, cães, 

visões, lontras, furões de estimação, leões, tigres, pumas, leopardos-das-neves, gorilas, veados-

de-cauda-branca, gato-pescador, binturong, quati sul-americano, hiena-malhada, lince euro-

asiático, lince-do-canadá, hipopótamo, hamster, veado-mula, tamanduá-bandeira, peixe-boi das 

Índias Ocidentais, sagui-de-cauda-preta, esquilo, mandril e raposa vermelha - foram 

diagnosticados como positivos para esse agente até dezembro de 2022, no portal da 

Organização Mundial de Saúde Animal (OMSA) (WOAH, 2022).  

Assim como os seres humanos, alguns animais são suscetíveis ao SARS-CoV-2 devido 

a presença do receptor ECA-2 em suas células, que permite a aderência e fusão do envelope 

viral (Damas et al., 2020; Luan et al., 2020; Schlottau et al., 2020; Shi et al., 2020). As 

diferenças nas sequências de aminoácidos que compõem esse receptor, bem como sua 

expressão em diferentes tecidos do hospedeiro podem explicar possíveis diferenças de 

suscetibilidades entre humanos e animais ao patógeno.  

Alguns estudos já demonstraram maior suscetibilidade de hamsters e gatos ao SARS-

CoV-2 do que os cães (Shi et al., 2020; Blaurock, 2022). Esse evento é observado em gatos e 

hamsters dourados, pois são animais que apresentam alta similaridade com a sequência de 

aminoácidos da ECA-2 de humanos, divergindo somente em 3 dos 22 aminoácidos. 

Diferentemente, os cães divergem em 5 aminoácidos (Shang et al., 2020).  

Cães e gatos frequentemente estão em contato próximo com seres humanos. Logo, 

torna-se importante investigar a susceptibilidade desses animais ao novo coronavírus. Relatos 

de infecção pelo SARS-CoV-2 nesses animais de companhia estão frequentemente associados 
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com a exposição prévia de seus tutores ao vírus (Brown, 2020; Bryner, 2020; Newman et al. 

2020; Sit et al., 2020).  

O primeiro relato de COVID-19 em pets ocorreu em dois cães que coabitavam com 

tutores positivos, no início de 2020, em Hong Kong, na China. A partir desse estudo foi feita a 

detecção de RNA e anticorpos em ambos animais e o isolamento viral em um deles. A análise 

genética das sequências virais dos cães revelou alta similaridade com as sequências encontradas 

em seus tutores (Sit et al., 2020). Sugerindo, portanto, a transmissão de SARS-CoV-2 de 

humanos para os cães. 

Apesar do estudo feito por Sit e colaboradores, no ano de 2020 em Hong Kong, não 

demonstrar evidências de transmissão dos cães para outros cães ou pessoas, um dos cães 

positivos habitava com outro cão, o qual não positivou nos testes para a busca do agente 

causador da COVID-19. Resultado este que corrobora com outros estudos que não verificaram 

a transmissão de SARS-CoV-2 entre cães (Shi et al., 2020; Sit et al., 2020).  

Após os relatos de infecção nos cães de Hong Kong, outros estudos demonstraram que 

gatos oriundos de domicílios com pessoas positivas para COVID-19 também positivaram para 

SARS-CoV-2 (Brown, 2020; Bryner, 2020; Newman et al. 2020). 

Diferentes variantes surgiram a partir de mutações do SARS-CoV-2. Até o presente 

momento, foram registradas no banco de dados do GISAID (Global Initiative on Sharing All 

Influenza Data) sequenciamento de 18 espécies de animais expostos ao agente causador da 

COVID-19 (Tabela 1). Destas 18 espécies, 15 foram infectadas pela variante delta. Além disso, 

cães e gatos estão entre os animais infectados por mais de uma variante como demonstra a 

Tabela 1.  
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Tabela 1 - Espécies de animais com relatos de infecção pelo SARS-CoV-2 registrados na base 

de dados do GISAID. 

 

ND = Não disponível. Espécies de animais com relatos de infecção pelo SARS-CoV-2, bem como a quantidade 

de estirpes sequenciadas e registradas na base de dados do GISAID até maio de 2022. Fonte: CUI et al. (2022) 

modificado. 

Portanto, a partir de relatos de infecção natural e evidências experimentais, é possível 

reconhecer que cães e gatos são suscetíveis ao SARS-CoV-2, sendo que os felinos apresentam 

maior suscetibilidade ao vírus que os cães e são capazes de transmitir o agente viral para outros 

de sua espécie experimentalmente (Shi et al., 2020). 

 

3.1.6.3 Diagnóstico  

3.1.6.3.1 ELISA 

Atualmente, testes sorológicos utilizando a técnica ELISA (Enzyme-linked 

immunosorbent assay) são os mais comumente utilizados em estudos para a detecção de 

anticorpos contra SARS-CoV-2 em animais. Trata-se de uma técnica versátil, capaz de detectar 

antígenos ou anticorpos. Quando desenvolvida para detectar anticorpos, pode fornecer 
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informação sobre a extensão da doença ao nível populacional, sendo, por isso, particularmente 

interessante em estudos epidemiológicos e de vigilância (Yuce et al., 2021).  

Essa técnica foi criada por dois grupos de pesquisadores diferentes no início da década 

de 70 (Engvall e Perlman, 1971; Weemen e Schuurs,1971). Devido sua praticidade, tornou-se 

uma técnica amplamente utilizada em laboratórios de pesquisa e diagnóstico em todo o mundo. 

A metodologia baseia-se na detecção de anticorpos ou antígenos específicos por meio 

de reações imunoenzimáticas. Para tanto, utiliza-se microplacas de plástico (poliestireno, 

polivinil ou polipropileno) como fase sólida para imobilizar antígenos ou anticorpos específicos 

(Aydin, S., 2015; Engvall e Perlman, 1971; Yalow e Berson, 1960). Isso permite que outros 

componentes utilizados durante as etapas do teste sejam removidos e que somente o analito de 

interesse permaneça no poço (Aydin, S., 2015). 

Existem algumas modificações quanto ao procedimento básico do ELISA, mas 

destaca-se quatro tipos principais: o ELISA direto, o qual possui antígeno adsorvido e visa 

detectar anticorpos; o ELISA indireto, que também possui antígeno adsorvido na fase sólida, 

mas pode ser utilizado para detectar antígeno ou anticorpo porque possui etapa adicional com 

anticorpo secundário conjugado com enzima e complementar ao anticorpo primário; o ELISA 

sanduíche, que possui anticorpos adsorvidos, logo, visa detectar antígenos; por fim, o ELISA 

competitivo que utiliza antígenos marcados para competir com o antígeno da amostra pelos 

sítios de ligação do anticorpo primário, desse modo, quanto menos antígeno na amostra teste, 

maior é a produção de cor gerada pelo antígeno marcado (Alhajj e Farhana, 2022).  

Dentre os diferentes tipos de ELISA supracitados, o método indireto é o mais 

comumente utilizado para o diagnóstico sorológico de SARS-CoV-2. Em geral, os testes são 

realizados entre 2 a 8 horas (Mekonnen et al., 2020). Neste método, após a fixação do anticorpo, 

enzimas, como a fosfatase alcalina ou a peroxidase, são conjugadas a um anticorpo secundário 

para detectar a presença do analito alvo (Engvall, 2010). As enzimas funcionam como marcador 

e necessitam de um substrato cromogênico para reagirem. Assim, quando há presença do 

antígeno, há produção de cor. Para interromper a reação pode-se utilizar uma base ou um ácido 

forte, tal como NaOH, HCl e H2SO4 (Hornbeck, 2001). Por fim, os resultados podem ser lidos 

em um espectrofotômetro em comprimento de onda específico, entre 400-600 nm, dependendo 

da enzima utilizada. 



29 
 

 
 

Há diferentes variações da técnica ELISA para a pesquisa de SARS-CoV-2 em 

animais, tais como ELISAs comerciais para detectar anticorpos contra a proteína N (Eradikit® 

COVID-19 multi-espécies, In3 Diagnostic, Turin, Itália; ID Screen® SARS CoV-2 antígeno 

duplo multi-espécies e ID Screen® SARS-CoV-2-N IgG ELISA indireto, ambos da ID.Vet, 

Grabels, França) (Decaro et al., 2021; Jemeršićetal., 2021; Stranieri et al.,2021; Udom et al., 

2022; Zhang, Q., et al. ,2020) e ELISAs in house espécie-específicos desenvolvidos para a 

detecção de anticorpos contra os antígenos N, S ou S-RBD de SARS-CoV-2 (Dileepan et al., 

2021; Goletic et al. 2022; Zhao, S., et al. 2021).  

 

3.1.6.3.2 Sorologia através da Nanotecnologia, PPB 

A nanotecnologia tem se mostrado promissora para a área de diagnósticos, podendo 

ser utilizada como alternativa para o desenvolvimento de métodos de diagnóstico para SARS-

CoV-2. Testes que utilizam nanopartículas seguem o conceito Point-of-Care (POC), pois são 

testes rápidos e de fácil manuseio, que podem ser realizados próximo ao paciente e fora de um 

ambiente técnico de laboratório (Brasil, 2015). 

A Plataforma Portátil de Biodiagnóstico (PPB) é um método novo de diagnóstico, 

composto por um Espectrômetro Portátil de Espalhamento de Luz (EPEL) e biosensores 

sensibilizados com antígenos ou anticorpos específicos. O EPEL foi desenvolvido no 

Laboratório de Física de Sistemas Biológicos da UFMG, pelos professores Oscar Mesquita, 

Lívia Síman Gomes e Luiz Orlando Ladeira, patente número BR 10 2016 009765 7. Este 

aparelho baseia-se na técnica de espalhamento de luz dinâmica, ou Dynamic Light Scattering 

(DLS) para medir o tamanho de partículas, ou seja, ele faz a coleta da luz espalhada pelas 

partículas dispersas em solução, bem como a análise e a medida da dinâmica associada ao 

movimento Browniano executado por elas.  

O movimento Browniano é diretamente proporcional ao tamanho das partículas em 

suspensão. Logo, pode-se obter coeficientes de difusão das partículas e o tamanho das mesmas 

em função das flutuações de intensidade de luz. Desse modo, a ocorrência de ligação ou não 

entre antígenos e anticorpos promove alterações no tamanho e massa dos nanobastões (Nbs) 

que são captados pelo EPEL.  

São utilizados Nbs de ouro no biosensoriamento porque são partículas que possuem 

anisotropia ótica, a qual otimiza a sensibilidade da técnica para detectar a mudança de tamanho 
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dos Nbs. A anisotropia ótica do ouro é uma característica óptica resultante das interações de 

elétrons em sua superfície metálica, a qual após a incidência de um feixe de laser do EPEL, 

produz dois picos de absorbância: um curto com aproximadamente 500 nm e outro longo 

próximo da região infravermelha (Cao et al., 2014; Junqueira, 2020).  

 

3.1.6.3.3 Testes padrão-ouro 

Diferentes técnicas de diagnóstico podem ser utilizadas para a detecção da infecção 

ativa ou da exposição ao SARS-CoV-2. Para o diagnóstico de infecção ativa, por exemplo, pode 

ser utilizada a Reação em Cadeia da Polimerase (PCR).  

A PCR em Tempo Real (RT-qPCR) é considerada teste de referência para a detecção 

precoce da infecção, sendo capaz de detectar a presença do RNA viral por meio da amplificação 

de regiões específicas do genoma viral, tais como as regiões 1 (N1) e 2 (N2) do nucleocapsídeo 

viral, gene da RNA polimerase dependente de RNA (RdRp), gene E ou S do SARS-CoV-2 

(Barroso-Arévalo et al., 2022; Liu et al. 2020; Hamer et al., 2021; Yuce et al., 2021). Técnicas 

de sequenciamento podem ser utilizadas para identificar as estirpes envolvidas nos surtos em 

animais (McAloose et al. 2020; Fernandez-Bellon et al., 2021). 

Para a classificação dos resultados na RT-qPCR para SARS-CoV-2, usualmente 

considera-se como amostra positiva aquela que apresenta ciclos de threshold (Ct) menor que 

35 e amostra negativa aquela com Ct maior que 40, já para os valores de Ct entre 35 e 40 é 

necessário confirmação (Xiao et al.,2020; Liu et al. 2020). Além disso, quando faz-se a 

detecção de dois genes alvos diferentes, considera-se positivo para a presença de SARS-CoV-

2, e quando somente um dos dois genes alvos é detectado recomenda-se a repetição do teste 

(Liu et al. 2020). 

A técnica de PCR apresenta boa sensibilidade e especificidade nos estágios iniciais da 

infecção, fator importante para prevenir a transmissibilidade e diferenciar de outras viroses 

respiratórias, mas ela pode apresentar falsos negativos devido a alguns fatores como: ausência 

de vírus no local de coleta, coleta inadequada ou feita em estágios muito precoces ou tardios da 

infecção (momentos com ausência ou baixa replicação viral) (Younes, N.  et al., 2020; Yuce et 

al., 2021). Exigindo, portanto, novas coletas ou associação com outros testes para evitar erros 

de interpretação diagnóstica em pacientes suspeitos. Desse modo, técnicas moleculares têm a 
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vantagem de determinar se o indivíduo está ou não infectado no momento da coleta, mas não 

podem demonstrar exposições prévias ao patógeno. 

Com relação a avaliação da exposição prévia ao vírus, o teste de neutralização viral é 

considerado padrão-ouro e por isso tem sido utilizado como teste confirmatório em alguns 

estudos em animais domésticos (Embregts et al., 2021; Perera et al., 2021; Calvet et al., 2021; 

Hamer et al., 2021; Patterson et al., 2020). Entretanto, é um teste que requer laboratórios de 

biossegurança nível 3 (BSL-3) (WHO, 2021), não sendo, portanto, um teste de fácil acesso. 

 

3.1.7 Ocorrência de SARS-CoV-2 em cães e gatos 

Para investigar a prevalência de SARS-CoV-2 em animais domésticos diferentes 

testes, regiões de estudo, origem dos animais e tamanhos amostrais foram encontrados na 

literatura, como demonstra o Quadro 1. Com relação a soroprevalência detectada pelo ELISA 

baseado no antígeno S-RBD, as taxas de positividade variaram de 0,015% a 21,74% para os 

gatos e 1,69% a 43,9% para os cães. Já com relação aos estudos que utilizaram o ELISA baseado 

na proteína N a taxa de soropositividade foi de 0,36% a 5% para os gatos e cerca de 1% a 11,6% 

para os cães. 

Quadro 1 - Estudos de soroprevalência que utilizaram o ELISA como técnica de diagnóstico 

para avaliar anticorpos contra SARS-CoV-2 em cão e gato. 

 

Espécie animal 

 

Método 

diagnóstico 

 

Prevalência 

 

Localização 

 

Referência 

Gato ELISA-RBD 14,7% (15/102) China Zhang,Q., et 

al., 2020 

Cão ELISA-RBD 1,69% (16/946) China Zhao et al., 

2022 

Cão ELISA- RBD 43,9% * (34/78) 

14,69**(157/1069) 

Croácia Stevanovic 

et al. 2021 
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Espécie animal 

 

Método 

diagnóstico 

 

Prevalência 

 

Localização 

 

Referência 

Gato e Cão ELISA-RBD Gato: 0,015% 

(2/13397) 

Cão: 0,014%  

(1/ 7159) 

China Wang, A et 

al. 2022 

Gato ELISA S1 e 

 S-RBD 

Gato: 0,46% 

(9/1969) S1 e 0,20% 

(4/1969) S-RBD 

Japão Imanishi et 

al. 2022 

Gato e Cão ELISA-RBD Gato:21,74%(15/69); 

Cão 4,73% (7/148) 

Portugal Barroso et 

al., 2022 

Gato ELISA-N Gato: 1,7% (3/176) Portugal Oliveira et 

al. 2022 

Gato e Cão ELISA-N Gato: 0,36% 

(4/1112); Cão: 

1,66%(35/2103) 

Tailândia Udom et al., 

2022 

Gato e Cão  ELISA-N Gato: 18%(37/204); 

Cão:11,6%(23/198) 

EUA Murphy et 

al., 2022 

* Animais oriundos de Hospital Veterinário. **Animais domiciliados com tutores positivos para COVID-19. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS. 

4.1 Obtenção das amostras  

4.1.2  Aspectos éticos e de biossegurança  

Este trabalho foi aprovado junto à Comissão de Ética no Uso de Animais (Ceua) da 

UFMG, sob os protocolos de número 185/2016 (Anexo 1) e 184/2021 (Anexo 2), e pelo Comitê 

de Ética em Pesquisa (CEP) da UFRPE número 4.054.208 (Anexo 3), como parte do estudo 

multicêntrico Pet-COVID19. Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (Apêndice 

1) foi assinado pelos tutores voluntários para a inclusão dos animais no estudo. As amostras de 

sangue, bem como os reagentes e produtos químicos empregados durante a pesquisa, foram 

manipulados, acondicionados e descartados segundo as normas de biossegurança estabelecidas 

pelo Laboratório de Retroviroses, seguindo o Plano de Gerenciamento de Resíduos de Serviços 

de Saúde da Escola de Veterinária da UFMG. 

4.1.3  Amostras de sangue e soro 

Amostras de sangue e soro de 308 gatos e 260 cães foram coletadas durante o período 

de fevereiro de 2021 a agosto de 2022 no município de Belo Horizonte em Minas Gerais, 

conforme apresentado na Tabela 2. 

Tabela 2 -  Quantidade e origem das amostras de sangue/soro de cães e gatos. 

Espécie Tutores positivos 

para COVID19 

Parque 

Municipal de BH 

Hospital 

Veterinário da 

UFMG 

Total 

Gatos 36 59 213 308 

Cães 48 Não se aplica 212 260 

 

As amostras de sangue dos animais pertencentes aos tutores positivos para COVID-19 

foram coletadas até 15 dias após diagnóstico positivo na RT-qPCR ou teste rápido do tutor.  
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Este estudo está inserido em outro grande projeto, previamente aprovado, intitulado 

“Desenvolvimento de protocolos de acompanhamento georreferenciado da prevalência de 

SARS-CoV-2 em animais domésticos e no homem e sua associação com infecções pré-

existentes” (Edital CAPES 11-2020, Fármacos e Imunologia, do Programa Estratégico 

Emergencial de Prevenção e Combate a Surtos, Endemias, Epidemias e Pandemias – nº 

processo 88887.507282/2020-000). Portanto, ao longo do estudo houve colaboração entre 

diferentes grupos de pesquisa, como parte desse projeto maior.  

Para obtenção das amostras, inicialmente, foi feita a divulgação do projeto por meio 

de mídias sociais e convite para participação no estudo de tutores voluntários positivos para 

COVID-19 moradores de Belo Horizonte, Minas Gerais. Termos de Consentimento Livre e 

Esclarecido (TCLE), bem como questionários clínicos e epidemiológicos (Apêndice 2) foram 

utilizados nas entrevistas com os tutores dos animais durante as coletas. 

O critério de inclusão no estudo considerou qualquer cão ou gato vivendo com tutores 

com diagnóstico confirmado (RT-PCR ou teste de antígeno) para SARS-CoV-2 nos últimos 7 

dias. Não foram feitas restrições baseadas na raça, idade, condição clínica ou vacinal dos 

animais. O estudo teve como foco inicial abordar cães e gatos sob condições de alta exposição 

ao agente viral a partir do convívio com pessoas positivas para COVID-19. 

No entanto, a adesão de tutores voluntários para o estudo foi abaixo do esperado. Logo, 

a fim de aumentar o tamanho amostral e reduzir o potencial de viés, buscou-se coletar amostras 

de outros animais para os quais não havia evidências epidemiológicas de contato com a 

COVID19. Desse modo, foi feito contato com a prefeitura de Belo Horizonte para que fosse 

possível coletar amostras de sangue de animais errantes que são acompanhados por programas 

de monitoramento em andamento no município como, por exemplo, gatos comunitários 

presentes no Parque Municipal Américo Renné Giannetti (Anexo 4). Além disso, coletou-se 

amostras de conveniência de soro do Hospital Veterinário da Universidade Federal de Minas 

Gerais, campus Pampulha (HV/UFMG), a qual não impactou os animais com coleta de um 

novo material, além daquele já coletado para um fim específico no HV/UFMG. 

As amostras foram coletadas por médicos veterinários treinados e devidamente 

paramentados com Equipamentos de Proteção Individual (EPIs). Além dos médicos 

veterinários, a equipe de apoio também fez uso de EPI. Foi realizada contenção manual dos 

animais (com auxílio de toalha ou focinheira, caso necessário) e coletou-se o sangue periférico 
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por punção venosa utilizando tubos coletores (4mL) ou microtubos (0,5mL) com e sem 

anticoagulante.  

O sangue coletado foi encaminhado, sob refrigeração, para o Laboratório de 

Retroviroses (RetroLab), da Escola de Veterinária da Universidade Federal de Minas Gerais 

(UFMG), onde foi feita a separação do soro sanguíneo. Após esta etapa, o soro foi identificado, 

aliquotado e armazenado a -20ºC até a execução das análises. As amostras de sangue com 

anticoagulante, dos cães e gatos oriundos de tutores voluntários positivos para COVID19 e dos 

gatos do Parque Municipal de BH, foram utilizadas para pesquisa molecular de retrovírus 

felinos (FIV/FeLV) no RetroLab e pesquisa de outros patógenos por membros do projeto maior.  

Durante a visita para a coleta de material biológico nos animais dos tutores voluntários 

positivos para COVID19, também realizou-se exame clínico e físico dos cães e gatos, com 

avaliação geral da pele, mucosas, linfonodos, aferição de temperatura, auscultação pulmonar e 

cardíaca. 

Diante da ausência de estudos de soroprevalência em pets no Brasil no momento do 

estudo, o número mínimo de amostras necessário foi calculado utilizando a ferramenta Epitools. 

Nesse sentido, para uma prevalência desconhecida de 50%, um erro tolerado de 5% e um nível 

de confiança de 95%, estabeleceu-se o tamanho mínimo de amostras em 385 animais.  

4.2  Obtenção dos antígenos recombinantes de SARS-CoV-2  

Os antígenos recombinantes, denominados N-Nterm e S-RBD, foram gentilmente 

cedidos pelo Dr. Wesley C. Van Voorhis da Universidade de Washington, Estados Unidos, 

dentro da rede de cooperação internacional denominada UWARN- United World Antiviral 

Research Network. A porção terminal da nucleoproteína N (N-Nterm), de aproximadamente 

16,62 kDa de tamanho, foi produzida em culturas de E.coli, purificado por Ni-cromatografia e 

cromatografia de exclusão de tamanho para uma única banda em SDS-PAGE (alíquotas de 1.0 

mg/mL foram estocadas em -20ºC). O fragmento S-RBD foi cultivado em células de mamíferos 

HEK293 (transientes) no Instituto para design de proteínas de Seattle, Washington, EUA e 

previamente descrito por Phan et al. 2021 (alíquotas de 0,5 mg/mL foram estocadas -20ºC). 

Foram feitas alíquotas de 50uL da solução estoque, para evitar ciclos de congelamento e 

descongelamento excessivos dos antígenos. As sequências de aminoácidos dos antígenos N-

Nterm e S-RBD utilizados nos ELISAs são descritas no Apêndice 3. 
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4.3 Determinação das condições ótimas dos ELISAs 

O desenvolvimento do teste de ELISA foi realizado no Laboratório de Retroviroses 

(RetroLab) do Departamento de Medicina Veterinária Preventiva da Escola de Veterinária da 

Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), sob a orientação do Prof. Jenner Karlisson 

Pimenta dos Reis e co-orientação da Dra Cláudia Fideles Resende.  

Foi desenvolvido um novo protocolo de ELISA baseado em antígenos S-RBD e N-

Nterm do SARS-CoV-2 para detectar anticorpos específicos relacionados à exposição prévia 

de cães e gatos ao vírus. Inicialmente, foi utilizado para determinação das condições ótimas, 

um kit comercial anti-SARS-CoV-2-IgG ELISA (EUROIMMUN, Alemanha), gentilmente 

cedido pelo Dr Michel Soane da EUROIMMUN Brasil. Este kit, previamente desenvolvido 

para humanos, foi adaptado para animais através da substituição do conjugado anti-IgG-humana 

original por proteína A, anti-IgG felino e /ou anti-IgG canino. Dessa forma, avaliou-se as 

melhores concentrações de antígeno, bem como as diluições dos soros e dos conjugados 

Proteína A (P8651), anti- IgG felino (SAB3700059) e anti-IgG canino (A6792), conjugados 

com peroxidase (Sigma-Aldrich®), que apresentavam maior discriminação dos resultados entre 

as amostras supostamente positivas e negativas.  

Nesse sentido, foram testadas duas diluições diferentes de conjugado Proteína A 

(1:5.000 e 1:10.000), para ambas espécies, e conjugados anti-IgG canino e anti-IgG felino na 

diluição 1:10.000 frente às amostras de cães e gatos, respectivamente, oriundos de tutores com 

diagnóstico positivo para COVID-19, diluídas 1:50 segundo Dileepan e colaboradores, 2021.  

Com relação aos antígenos virais S-RBD (0,995mg/mL) e N-Nterm (4,8mg/mL), 

foram testadas duas concentrações diferentes: 100 ng/poço e 200 ng/poço diluídas em tampão 

carbonato/bicarbonato (50mM pH 9,0) e adsorvidas em placas de poliestireno (Nunc-Immuno 

Plate Maxisorp) durante 18-24h à 4°C.  

A reação foi revelada com 100μL/poço do substrato o-phenylenediamine (OPD) a 

0,5mg/mL acrescida de 0,02% de peroxido de hidrogênio (H2O2) 30 volumes em tampão 

citrato-fosfato (pH 5,0), durante 10 minutos em TA, ao abrigo da luz. Seguiu-se a interrupção 

da reação com 40μL/poço de ácido sulfúrico 1N (solução de parada). Três lavagens com 

200μL/poço de PBS-Tween foram realizadas entre todas as etapas, exceto após a adição do 

substrato.  
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Por fim, a leitura da reação foi realizada em leitor de ELISA Thermo Plate (BioTek 

ELx800, USA), em um comprimento de onda de 492 nm, como pode ser observado na figura 

5, a qual ilustra de forma sucinta todas as etapas mencionadas do ELISA. Para o controle 

branco, utilizou-se poços com PBST 0,01% no volume correspondente ao utilizado para as 

amostras teste.  

Figura 5 - Etapas do teste ELISA indireto. 

 

Etapa inicial de adsorção dos antígenos N-Nterm ou S-RBD durante 18-24h a 4ºC, seguida da etapa de bloqueio 

das placas adsorvidas com PBSTL 5% por 1h. Após bloqueio, procede-se com a incubação das amostras diluídas 

em PBSTL 1% por 1h e adição do conjugado em PBSTL 1%, seguido de incubação por também por 1h. Por último, 

foi feita a adição do substrato seguida de incubação por 10 min e adição da solução de parada (H2SO4) para 

proceder a leitura das absorbâncias em leitor de ELISA no comprimento de onda de 492nm. Entre cada etapa, 

exceto a etapa de adição do substrato, foram feitas as lavagens e a secagem da placa. Fonte: Elaborado pela autora 

a partir de imagens coletadas do site < https://www.hhub.com.br/noticias/metodo-elisa> 

4.3.1  Determinação do ponto de corte  

Para a determinação do ponto de corte (cutoff) das leituras das amostras, nos testes 

ELISA-N e ELISA-RBD, foram selecionadas 80 amostras de soro de cães (n=40) e gatos (n=40) 

coletadas antes da pandemia de COVID19 (soros Pré-COVID19), entre os anos de 2017 e 2018 

no município de Belo Horizonte, MG. Os soros dos cães foram gentilmente cedidos pelos 

Professores Eduardo Antonio Ferraz Coelho e Danielle Ferreira de Magalhães. Já os soros dos 

gatos pertenciam ao banco de soros do Laboratório de Retroviroses da UFMG.   

Todos os soros pré-pandemia foram testados para determinar os valores do ponto de 

corte das leituras nos ELISAs. Dessa forma, calculou-se a média das absorbâncias (DO) de 

todos os soros pré-pandemia, por espécie, acrescido de três vezes o desvio padrão (SD).  



38 
 

 
 

Devido à ausência no Brasil de um teste de referência para o diagnóstico sorológico 

do SARS-CoV-2 em cães e gatos, amostras com leitura alta e baixa para cada uma das espécies 

foram selecionadas para servirem de controle de qualidade interno. Isso permitiu conferir a 

precisão das medidas e/ou repetibilidade do teste.  

Dessa forma, estabeleceu-se como aceitável um limite de 20% de variação entre as 

leituras dos controles das placas nos testes feitos no mesmo laboratório em dias diferentes.  

Logo, esses controles internos foram utilizados como referência para fazer a normatização dos 

resultados entre as diferentes placas. 

4.4 Plataforma Portátil de Biodiagnóstico (PPB) 

Esta etapa do projeto foi realizada no Centro de Tecnologia em Nanomateriais e 

Grafeno da Universidade Federal de Minas Gerais (CTNano) da UFMG, localizado no Parque 

Tecnológico de Belo Horizonte (BHTec), sob supervisão do prof. Ary Corrêa Junior e das profªs 

Lívia Síman Gomes e Rosimeire Coura Barcelos. 

4.4.1  Nanobastões de ouro 

4.4.1.1 Síntese  

A construção dos biossensores foi realizada utilizando nanobastões (Nbs) de ouro 

sintetizados pelo método sem semente, segundo o artigo de Wang e colaboradores (2016), no 

laboratório de Saúde, Meio Ambiente e Segurança (SMS) do CTNano – UFMG. 

Para a síntese dos Nbs de ouro foram adicionadas, em temperatura ambiente, soluções 

de brometo de cetiltrimetilamônio (CTAB) 50 mM, juntamente com ácido cloroáurico 

(HAuCl4) 0,5 mM, nitrato de prata (AgNO3) 0,05 mM e resveratrol 5 mM contendo álcool.  

Durante esse processo, a solução sofreu alteração de cor devido a redução de Au (III) 

para Au (I). Em seguida, adicionou-se uma solução de borohidreto de sódio (NaBH4) 0,015 

mM, a 4ºC com o propósito de disparar a formação de sementes de ouro e permitir o crescimento 

dos Nbs. Posteriormente, a solução foi gradualmente aquecida até atingir 70ºC em banho 

térmico, permanecendo nesta temperatura por 2 horas. Por fim, foram produzidos Nbs com 

dimensões aproximadas de 50 nm de comprimento e 25 nm de diâmetro, conforme ilustrado na 

Figura 6. 
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Figura 6 - Síntese química de nanobastões de ouro. 

 

1 Adição de NaBH4 à solução de crescimento. 2a Foto de microscopia eletrônica de Nbs de ouro formados após 

síntese química. 2b CTAB em ligação preferencial nas laterais, funcionando como direcionador do crescimento 

dos Nbs, permitindo deposição lateral do Au. Fonte: Compilado pela autora com base no artigo de Pearce et al. 

(2007). Crédito da imagem de microscopia eletrônica: Junqueira, C.M., 2020. Centro de Microscopia da UFMG. 

 

4.4.1.2 Funcionalização 

A funcionalização é caracterizada pela ligação entre os antígenos de SARS-CoV-2 e 

os Nbs de ouro, permitindo assim a produção dos biossensores capazes de detectar a presença 

de anticorpos específicos contra esses antígenos. Durante o processo de funcionalização as 

extremidades disponíveis dos Nbs de ouro foram ligadas ao ácido-11-mercaptoundecanóico 

(MUA) por meio do grupamento tiol (SH).  

Posteriormente, os reagentes cloridrato de N-etil-N’-(3-dimetil-aminopropil) 

carbodiimida (EDAC) e  N-hidroxisuccinimida (NHS)  foram adicionados para ativar o grupo 

carboxila (-COOH) do MUA e permitir sua ligação às moléculas contendo grupo amina (-NH2), 

tal como os antígenos. Após a ativação das carboxilas, adicionou-se o antígeno N de SARS-

CoV-2, em sua forma completa com cerca de 48 kDa. O biosensoriamento ocorre quando o 

anticorpo específico reconhece os antígenos de SARS-CoV-2 presentes na superfície dos Nbs. 

Essa etapa está em processo de patenteamento. A sequência de aminoácidos do antígeno N 

utilizado na PPB é descrita no Apêndice 4. 
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4.4.2 Avaliação da concentração de BSA 

Com fins de reduzir ligações inespecíficas na superfície dos Nbs de ouro e obter 

melhor distinção entre soros positivos e negativos para SARS-CoV-2, foi feita a avaliação de 

albumina sérica bovina (BSA) (30 uM) nas seguintes concentrações: 400, 600, 800 e 1000 

moléculas de BSA por Nbs. Por exemplo, para obter 400 BSA/Nbs, a cada 330uL de biosensor 

(25pM) adicionou-se 0,11uL de BSA. Posteriormente, foram realizadas medidas no EPEL e 

avaliação dos resultados no programa KaleidaGraph®. 

4.4.3 Avaliação das placas para leitura no EPEL 

Avaliou-se o desempenho de três microplacas de 96 poços fundo plano - Corning®, 

Costar® e Cralplast® - no leitor de microplacas Varioskan LUX® para selecionar aquela com 

menor interferência nas leituras.  Para a leitura das absorbâncias utilizou-se 3uL de amostra em 

297uL de PBS e fator de diluição baseado no comprimento de onda UV-VIS 280, específico 

para proteínas.  

Baseado nas leituras das primeiras 15 amostras e nos resultados de Junqueira, C.M., 

2022 (dados não publicados) utilizando a mesma técnica e equipamento para amostras 

humanas, fixou-se arbitrariamente o menor valor da DO no UV-VIS em 0,17 para normalizar 

as concentrações de proteínas nas diluições, pois em humanos essa DO foi suficiente para 

distinguir amostras positivas de negativas. Nesse sentido, a normalização das proteínas totais 

dos soros foi feita de forma a deixar todas as amostras na mesma concentração. 

Inicialmente utilizou-se uma placa de quartzo, a qual não apresentaria absorbância 

maior que 200 nm. Entretanto, quando comparada, a placa Corning® apresentou maior 

absorbância. Portanto, após comparação entre os desempenhos das placas, optou-se por retirar 

o branco para corrigir as leituras e utilizar a placa Corning® para fazer as leituras das amostras 

no EPEL.  

4.4.4 Titulação dos soros no EPEL  

Priorizou-se em um primeiro momento testar somente as amostras de soro dos gatos, 

pois estes mostraram maior frequência de animais soropositivos em nosso ELISA quando 

comparado aos cães. Dessa maneira, para a determinação das condições ótimas de testagem, 
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foram selecionados soros de gatos pré-pandemia (n=5), positivo (n=5) e negativo (n=5) no 

ELISA-N para fazer a titulação no Espectrômetro Portátil de Luz (EPEL). As amostras foram 

armazenadas a - 20 ºC em alíquotas de 3uL até a análise. Optou-se por testar somente amostras 

com resultados no ELISA-N, pois na época do presente estudo acontecia no CTNano projetos 

com a PPB para diagnóstico de COVID-19 em humanos, em etapas avançadas e utilizando 

nanosensores funcionalizados com a proteína N recombinante produzida pelo 

CTVacinas/UFMG.  

Uma vez que a concentração de anticorpos de cada amostra não pôde ser aferida, os 

soros obtidos foram diluídos em PBS pH 7,4 na diluição inicial 1:1000. Para o estabelecimento 

das condições ótimas utilizou-se como referência os resultados prévios de Junqueira, C. 2022 

obtidos para amostras humanas (dados não publicados) e os resultados da avaliação prévia da 

concentração de BSA neste estudo. Portanto, determinou-se como condições ótimas a utilização 

de biosensor a 25pM, 400 moléculas de BSA/sensor, quencher a 25pM e meio de diluição 

(CTAB 3mM; TRIS 10mM; EDTA 1mM).     

Após o estabelecimento das condições ótimas, a fim de otimizar o tempo, as amostras 

e os reagentes disponíveis, preconizou-se avaliar em um primeiro momento uma parte das 308 

amostras dos felinos. Dessa maneira, foram avaliadas 50 amostras das diferentes populações de 

gatos (36/36 BHG; 0/59 GP; 14/213) e 5 amostras de soro pré-COVID19 dos gatos (5/40), 

conforme especificado na Tabela 3. 

Tabela 3 – Quantidade e origem das amostras de soro de gatos testadas na PPB. 

Espécie Tutores 

positivos para 

COVID19 

Parque 

Municipal de 

BH 

Hospital 

Veterinário da 

UFMG 

Pré-COVID19 

Gatos 36/36 Não se aplica 14/213 5/40 

 

4.4.5 Definição dos parâmetros para a classificação das amostras na PPB 

Após a leitura das amostras no EPEL, foi feita a análise dos resultados gráficos das 

leituras nos programas KaleidaGraph® e Jupyter®. Em seguida, analisou-se 12 informações de 
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cada soro sobre o comportamento da curva-resposta média e selecionou-se 5 parâmetros para a 

classificação das amostras - alfa20, del20, T20, T30, T40 - de maneira que o conjunto desses 

parâmetros fosse utilizado como cutoff do modelo de mistura gaussiana.   

Com relação aos fatores selecionados na curva-padrão média para classificar as 

amostras, alfa20 diz respeito à cinética inicial da ligação entre os nanosensores e os anticorpos 

específicos durante a adição do volume de soro de 0 à 20uL; já del20 corresponde a 

interpretação da cinética final de ligação quando há adição do volume de 20 à 40uL de soro; 

T20, T30 e T40 correspondem às alterações de tau nos volumes 20uL, 30uL e 40uL, 

respectivamente. A unidade tau caracteriza o comprimento na lateral dos nanosensores, que é 

alterado quando os anticorpos se ligam a eles. Para amostras positivas, espera-se um aumento 

entre 12-15 nm em cada extremidade do nanosensor e estabilização do valor de tau após 

ligações específicas com o anticorpo IgG, o qual possui tamanho aproximado de 150 kDa, 

enquanto em amostras negativas não ocorre estabilização do valor de tau que extrapola os 

valores do tamanho de IgG, pois na ausência de anticorpos específicos outras proteínas que 

estão em grande quantidade no soro, como a albumina por exemplo, ligam-se de forma 

inespecífica aos nanosensores. 

4.5 Pesquisa de retroviroses felinas 

A avaliação da possível associação entre importantes retrovírus felinos, vírus da 

imunodeficiência felina (FIV) e vírus da leucemia felina (FeLV) e SARS-CoV-2 foi realizada 

em um total de 215 das 308 amostras de felinos, no Laboratório de Retroviroses da Escola de 

Veterinária da UFMG (Retrolab/UFMG). Pesquisou-se por técnicas de biologia molecular a 

presença do DNA proviral para FIV e FeLV em amostras de sangue de 36 gatos domiciliados 

com tutores positivos para COVID19 e 59 gatos comunitários do Parque Municipal de Belo 

Horizonte. A fim de definir o status sorológico para as retroviroses nos gatos atendidos no 

Hospital Veterinário da UFMG, avaliou-se 120 amostras de soro por meio de teste rápido 

imunocromatográfico (Combo Vet Fast FIV Ac/FelV Ag da Bioclin®). Não foi possível a 

realização de ambos os testes, molecular e imunocromatográfico, em todos os 308 gatos 

avaliados no estudo em detrimento da limitação de reagentes e amostras.  
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4.5.1 Extração de DNA 

A extração de DNA das amostras de sangue foi realizada por meio do kit comercial 

GenElute™ Blood Genomic DNA Kit (Sigma-Aldrich®), conforme orientações do fabricante. 

O DNA eluído foi armazenado a -20ºC até realização das PCRs para a pesquisa de DNA proviral 

para os retrovírus felinos (FIV e FeLV).  

4.5.2 PCR convencional para diagnóstico de FeLV 

Para a detecção do DNA proviral do FeLV, utilizou-se a técnica PCR convencional, 

conforme padronizado por Victor et al. (2020), para amplificação um fragmento de 450pb do 

gene viral gag.  Desse modo, utilizou-se os primers FeLV F (5’ - ACTAACCAATCCCCACGC 

- 3’) e FeLV R (5’ - ATGGCTGTCCCACTAGAG - 3’) com os seguintes ciclos: 94ºC por 5 

min, seguido de 35 ciclos de 94ºC por 1 min, 59ºC por 1min, 72ºC por 1 min e extensão final 

de 72ºC por 5 min. Os reagentes foram utilizados nas seguintes concentrações: 5μL de 5xGreen 

GoTaq Flexi Buffer (Promega®), 1,0μL de MgCl2 (25mM; Promega®), 1,0μL de cada primer 

(10pmol/μL; Invitrogen®), 0,5μL de dNTPs (10 mM; Promega®), 0,2μL de GoTaq Polimerase 

(5U/μL; Promega®), 14,3 μL de água ultrapura livre de RNAse/DNAse e 2 μL de DNA da 

amostra. DNA extraído de PBMC (peripheral blood mononuclear cell) de um gato infectado 

positivo para FeLV foi usado como controle positivo e água ultrapura foi utilizada como 

controle negativo. Os produtos obtidos foram visualizados em gel de agarose 1,5% corado com 

brometo de etídio. 

4.5.3 Nested PCR para diagnóstico de FIV 

Para a detecção do DNA proviral do FIV, utilizou-se a técnica Nested PCR previamente 

descrita por Hohdatsu et al. (1998), com modificações, para amplificação de um fragmento 

final de 329pb do gene viral gag. Dessa maneira, FIV EF (5’ - AATATGACTGTATCTACTGC 

- 3’) e FIV ER (5’ – TTTTCTAGAGTACTTTCTGG - 3’) foram utilizados como primers 

externos sob as seguintes condições: 95ºC por 3 min, 35 ciclos de 95ºC por 30 s, 52ºC por 30 

s, 72ºC por 40 s, e extensão final de 72ºC por 7 min. Nas mesmas condições de amplificação, 

realizou-se a Nested PCR usando FIV IF (5’ - TATTCAAACAGTAAATGGAG - 3’) e FIV IR 

(5’ CTGCTTGTTGTTCTTGAGTT 3’) como primers internos e 2uL de produto de PCR da 

primeira reação. Para primeira reação, utilizou-se 2 μL de DNA da amostra. Os reagentes foram 

utilizados nas seguintes concentrações: 5μL de 5xGreen GoTaq Flexi Buffer (Promega®), 1,5μL 

de MgCl2 (25mM; Promega®), 1,3μL de cada primer (10pmol/μL; Invitrogen®), 0,5μL de 
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dNTPs (10 mM; Promega®), 0,25μL de GoTaq Polimerase (5U/μL; Promega®),  13,15 μL de 

água ultrapura livre de RNAse/DNAse. DNA extraído de PBMC de um gato naturalmente 

infectado e positivo para FIV foi usado como controle positivo e água ultrapura foi utilizada 

como controle negativo. Os volumes dos reagentes e o ciclo de amplificação para as reações 

externa e interna foram iguais, variando apenas os primers adicionados. Os produtos obtidos 

foram visualizados em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etídio. 

4.5.4 Sorologia para FIV e FeLV 

A determinação qualitativa de anticorpos anti-vírus da imunodeficiência felina (FIV) e 

de antígeno do vírus da leucemia felina (FeLV) foi realizada por meio do teste rápido Combo 

Vet Fast FIV Ac/FelV Ag da Bioclin®, conforme orientações do fabricante, em 120 amostras 

de soro de felinos atendidos no Hospital Veterinário da UFMG. 

4.6 Análise estatística  

Para as análises dos resultados utilizou-se o programa de estatística Stata 16.0. Desse 

modo, o teste Kappa foi utilizado para avaliar a concordância entre os resultados dos dois 

ELISAs, enquanto o teste qui- quadrado de Pearson (𝜒²) foi utilizado para avaliar as possíveis 

divergências entre as frequências esperadas e observadas entre os diferentes grupos de cães e 

gatos quanto a exposição ao SARS-CoV-2, bem como a possível associação entre idade e 

gênero dos animais e a positividade para SARS-CoV-2.  

Para a avaliação da possível associação entre a ocorrência de retrovírus felinos (FIV e 

FeLV) e SARS-CoV-2 na população de gatos domiciliados com tutores positivos e gatos 

errantes do Parque Municipal de Belo Horizonte, bem como qual espécie animal, cão ou gato, 

teria maior chance de positivar para SARS-CoV-2, foi utilizado o teste de regressão logística. 
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5. RESULTADOS.  

5.1 Características clínico-epidemiológicas dos animais domiciliados com tutores 

positivos para COVID-19 

Foi observada uma distribuição similar entre o sexo dos animais avaliados no estudo. 

Cerca de 54% (26/48) dos cães eram fêmeas e 46% (22/48) eram machos, enquanto 50% (18/36) 

dos gatos eram machos e 50% (18/36) eram fêmeas. A maioria dos cães 47,9% (23/48) era sem 

raça definida (SRD) e todos os 36 gatos eram SRD. A faixa etária dos animais variou de 6 meses 

a 16 anos, sendo mais frequente os cães com mais de 6 anos - 47,9% (23/48), e os gatos com 

idade entre 1 a 3 anos - 38,9% (14/36). No geral, a maioria dos animais avaliados (39,3%, 

33/84) possuía mais de 6 anos de vida. Com relação à castração, 70,8% (34/48) dos cães e 100% 

dos gatos eram castrados. 

A vacinação observada nos caninos foi de 64,6% (31/48) para vacina polivalente, 

89,6% (43/48) para vacina antirrábica, 25% (12/48) para Leishmaniose e 8,3% (4/48) foram 

vacinados para outras vacinas. Quanto aos felinos, 83,3% (30/36) eram vacinados com 

polivalente e 80,5% (29/36) com antirrábica.  Com relação à vermifugação, 87,5% (42/48) dos 

cães e 83,3% (30/36) dos gatos estavam com a vermifugação em dia. 

O hábito de levar ao veterinário foi observado em 77% (37/48) dos cães, enquanto nos 

gatos observou-se uma frequência de 91,7% (33/36). O tipo de alimentação mais observado 

dentre os animais foi a ração, somente 7 cães (14,6%) e 1 gato (2,8%) eram alimentados com 

comida caseira. 

Durante a anamnese, foram relatados pelos tutores 7 cães (14,6%) com hiporexia, 1 

com polifagia (2%), 4 (8,3%) com polidipsia, 2 (4,2%) com poliúria, 2 (4,2%) com fezes 

diarreicas, 2 (4,2%) com fezes ressecadas e 3 (6,25%) com histórico de êmese. Já com relação 

aos gatos foram relatadas as seguintes alterações: 2 gatos (5,6%) com polifagia, 1 (2,8%) com 

fezes diarreicas e 2 (5,6%) com histórico de êmese. 

Quanto às outras condições de saúde dos cães (n=48), 8 possuíam doenças infecciosas 

(16,7%), sendo doença transmitida por carrapato (n=3), leishmaniose (n=2), sarna (n=1), cistite 

(n=1) e cinomose (n=1); outros 15 cães (31,25%) possuíam doenças não-infecciosas, sendo 

catarata (n=2), cardiopatia (n=2), alergia alimentar (n=1), bronquite (n=1), dermatite (n=3), 

doença renal (n=2), colapso de traquéia (n=1), doença periodontal (n=2), luxação patelar (n=1). 
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Dentre os felinos (n=36), 4 (11,1%) apresentavam doenças infecciosas, sendo FIV (n=1), FeLV 

(n=3), esporotricose (n=1), micoplasmose (n=1) e apenas dois (5,6%) apresentavam doença 

não-infecciosa, sendo asma (n=1) e complexo granuloma eosinofílico (n=1). 

Durante o exame físico, observou-se que 16,7% (8/48) dos cães e 11,1% (4/36) felinos 

apresentaram sobrepeso (escore corporal ⅘). Não houve alterações importantes de temperatura 

nos animais avaliados. Somente 4,7% dos cães (2/48) e 2,8% dos gatos (1/36) apresentaram 

mucosas hipocoradas. Com relação à ausculta cardíaca, dois cães (4,16%) apresentaram leve 

taquicardia e nenhum gato apresentou qualquer alteração cardíaca. Na ausculta pulmonar 

nenhum animal apresentou alteração, mas 4,7% dos cães (2/48) apresentaram o reflexo de tosse 

positivo. Durante a inspeção de boca, os achados mais comuns em cães foram doença 

periodontal (5/48;10,4%) e tártaro (5/48;10,4%), enquanto somente um gato (1/36; 2,8%) 

apresentou úlcera no lábio superior.  

No total, foram entrevistados 55 tutores, 83,6% (46/55) mulheres e 16,4% (9/55) 

homens. O tipo de residência mais frequentemente observada para os cães (n=48) foi casa 

(66,7%; 32/48), enquanto que para os gatos (n=36) foi apartamento (55,6%; 20/36). 

5.2 Condições ótimas para o ELISA 

As condições ótimas para os ELISAs foram definidas como: 100ng/100uL/poço dos 

antígenos N ou S-RBD diluídos em tampão carbonato/bicarbonato (50mM pH 9,0) em placas 

de 96 poços Nunc-Immuno Plate Maxisorp (Thermo Scientific). Seguida de incubação 

overnight a 4ºC e bloqueio por 1 hora em temperatura ambiente (TA) com solução salina 

tamponada com fosfato pH 7,0 (PBS) contendo Tween-20 a 0,01% (PBS-Tween), acrescida de 

5% de leite em pó desnatado.  

Os soros de ambas as espécies foram diluídos 1:50 em PBST acrescido de 1% de leite 

em pó desnatado (PBSTL1%), em duplicata, e foram incubados por uma hora em TA. Foi 

adicionado 100μL/poço de conjugado diluído a 1:10.000 em PBSTL 1%, seguido de incubação 

por uma hora a TA, sendo utilizado o Anti-Cat IgG (Fc specific) – Anticorpo Peroxidase 

produzido em cabra (Sigma-Aldrich) para a amostras de gatos e a Proteína A–Peroxidase de 

Staphylococcus aureus/horseradish para amostras de cães.  
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O ponto de corte foi estabelecido em: 

·        ELISA-RBD: 0,275 para cães e 0,649 para gatos 

·       ELISA-N: 0,321 para cães e 1,136 para gatos 

5.3 Ocorrência de SARS-CoV-2 em cães e gatos no município de Belo Horizonte, MG. 

Após o desenvolvimento dos ELISAs, foram realizadas as análises sorológicas das 

amostras de soro para avaliar a ocorrência de SARS-CoV-2 em diferentes grupos de cães e 

gatos no município de Belo Horizonte, MG. Considerou-se animal positivo, para a presença de 

anticorpos IgG contra SARS-CoV-2, aqueles positivos nos ELISA-N e/ou ELISA-RBD. 

A ocorrência geral de anticorpos IgG contra SARS-CoV-2 em gatos foi de 16,88% 

(52/308; IC: 12,87% – 21,54 %). A frequência de animais positivos por grupo foi 16,67% (6/36) 

para gatos domiciliados com tutores positivos para COVID19 (BHG); 23,73% (14/59) para 

gatos do Parque Municipal (GP) e 15,02% (32/213) para gatos atendidos no Hospital 

Veterinário da UFMG (HVG). Não houve significância estatística na diferença de ocorrência 

de SARS-CoV-2 entre os grupos de gatos (𝜒² = 2,4965; p = 0,287) (Quadro 2). 

Quadro 2 - Ocorrência de anticorpos IgG contra SARS-CoV-2 em gatos no município de Belo 

Horizonte, Minas Gerais. 

Resultado ELISA/ 

Grupo 

BHG  GP  HVG  

Negativo 83,33% (30/36) 

 

72,27% (45/59) 

 

84,98% (181/213) 

 

Positivo 16,67% (6/36) 

 

23,73% (14/59) 

 

15,02% (32/213) 

 

BHG: gatos domiciliados com tutores positivos para COVID19; GP: gatos do Parque Municipal (GP) e HVG: 

gatos atendidos no Hospital Veterinário da UFMG. 

Com relação aos cães, a ocorrência geral de anticorpos IgG contra proteínas específicas 

de SARS-CoV-2 foi de 5% (13/260; IC 95%: 2,91% a 8,44%).  A soropositividade observada 

por grupo foi 6,25% (3/48) para cães domiciliados com tutores positivos para COVID19 (BHC) 
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e 4,72% (10/212) para cães atendidos pelo Hospital Veterinário da UFMG (HVC). Não houve 

significância estatística na diferença de ocorrência de SARS-CoV-2 entre os grupos de cães (χ² 

= 0,1936; p = 0,66) (Quadro 3). 

Quadro 3 - Ocorrência de anticorpos IgG contra SARS-CoV-2 em cães no município de Belo 

Horizonte, Minas Gerais. 

Resultado / Grupo BHC HVC 

Negativo 93,75% (45/48) 

 

95,28% (202/212) 

 

Positivo 6,25% (3/48) 

 

4,72% (10/212) 

 

BHC: cães domiciliados com tutores positivos para COVID19; HVC: cães atendidos pelo Hospital Veterinário da 

UFMG.  

Através da análise de regressão logística, buscou-se avaliar qual espécie seria mais 

provável testar positivo para SARS-CoV-2. Ao analisar 568 resultados de cães e gatos no 

ELISA, observou-se que os gatos apresentaram 3,85 vezes mais chance (IC 95%: 2,05 a 7,26) 

de positivar para SARS-CoV-2 que os cães, como é possível observar no Gráfico 1. 

Gráfico 1 - Chance de ocorrência de SARS-CoV-2 em cães e gatos. 
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ELISA-N 

ELISA-RBD 

Espécie 

Teste 

5.4 Concordância entre os ELISAs 

Utilizou-se o teste Kappa para avaliar a concordância entre todos os resultados 

observados no ELISA-RBD e ELISA-N (n=568). Dessa maneira, observou-se uma 

concordância razoável de 90,32% entre os testes e um kappa de 0,21, como pode-se observar 

no Quadro 4.  

Quadro 4 - Concordância entre os testes ELISA-RBD e ELISA-N. 

  

 

Negativo 

 

 

Positivo 

 

 

Total 

Negativo 503 17 520 

Positivo 38 10 48 

Total 541 27 568 

 

Ao analisar o desempenho individual de cada ELISA por espécie, observou-se uma 

maior frequência de animais positivos no ELISA-RBD quando comparado ao ELISA-N 

(Quadro 5). 

Quadro 5 -  Positividade dos testes ELISA-N e ELISA-RBD por espécie animal. 

  

 

Cães  

 

 

Gatos  

ELISA-N 2,3% (7/260)    6,5% (20/308) 

ELISA-RBD   2,7% (8/260)    13% (40/308)   

ELISA-N e ELISA-RBD  0,7% (2/260)   2,9% (9/308)    

Concordância         Kappa  Erro padrão      z  Prob > z 

   90,32%              0,2192   0,0401          5,47 0,0000 



50 
 

 
 

Quadro 6 - Positividade dos testes ELISA-N e ELISA-RBD por grupo animal de acordo com a 

origem. 

  

 

ELISA-N 

 

 

ELISA-RBD 

BHC 2% (1/48) 6,25% (3/48) 

HVC 3,3% (7/212) 2,4% (5/212) 

BHG 11% (4/36) 11% (4/36) 

HVG 4% (9/213) 12% (26/213) 

GP 12% (7/59) 17% (10/59) 

BHC: cães domiciliados com tutores positivos para COVID19; HVC: cães atendidos pelo Hospital Veterinário da 

UFMG; BHG: gatos domiciliados com tutores positivos para COVID19; HVG: gatos atendidos no Hospital 

Veterinário da UFMG e GP: gatos do Parque Municipal (GP). 

5.5 Comparação entre as técnicas ELISA-N e PPB-N 

Ao comparar os resultados dos gatos domiciliados com tutores positivos para COVID-

19 (n=36) obtidos no ELISA-N e na Plataforma Portátil de Biodiagnóstico, também utilizando 

a proteína do nucleocapsídeo de SARS-CoV-2 (PPB-N), observou-se maior sensibilidade 

relativa da PPB-N em comparação ao ELISA-N (Quadro 7). Cerca de 52,8% (19/36) dos gatos 

positivaram para a presença de anticorpos IgG contra a proteína N de SARS-CoV-2 na PPB-N, 

enquanto a soropositividade no ELISA-N foi de somente 11,1% (4/36). 

 

 

 

 

 

Teste 

Grupo 
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Técnica 

Resultado 

Grupo 

Retrovírus 

Quadro 7 - Resultados ELISA-N e PPB-N para gatos domiciliados com tutores positivos para 

COVID19. 

   

ELISA-N  

 

PPB-N         

Positivo  11,1% (4/36)  52,8% (19/36)  

Negativo  88,9% (32/36)  33,3% (12/36) 

E 0   2,8% (1/36) 

ND 0 11,1% (4/36)    

 

E: amostra excluída da análise estatística feita pelo filtro Zscore. ND: Não determinado, não foi possível 

determinar se a amostra era positiva ou negativa. 

 

5.6 Retroviroses felinas e SARS-CoV-2 

A ocorrência de importantes retrovírus felinos, FIV e FeLV, foi avaliada nas 

populações de gatos domiciliados com tutores positivos para COVID-19, gatos comunitários 

do Parque Municipal de Belo Horizonte e gatos atendidos no Hospital Veterinário da UFMG, 

em Belo Horizonte, MG. Verificou-se que para todas as populações felinas avaliadas, FeLV foi 

o retrovírus mais comumente encontrado. Além disso, nenhum gato comunitário apresentou 

resultado positivo na PCR para FIV (Quadro 8). 

Quadro 8 - Ocorrência de FIV e FeLV em diferentes populações felinas do município de Belo 

Horizonte, MG. 

  

 

BHG 

 

 

GP 

 

 

HVG 

 

Ocorrência 

geral nas 

populações 

 

FIV 8,3% (3/36)   0% (0/59)        0,83% (1/120) 1,86% (4/215) 

FeLV  13,9% (5/36)   15,3% (9/59) 8,33% (10/120)  11,16% (24/215) 
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Ao analisar os resultados para FIV e FeLV (PCRs e Teste rápido), bem como para 

SARS-CoV-2 (ELISAs) das populações felinas (n=215), não se observou associação entre os 

retrovírus felinos (FIV p = 0,11 e FeLV p = 0,36), e para qualquer retrovírus (FIV e/ou FeLV 

p = 0,99) e o novo coronavírus por meio de regressão logística univariada. 

 Ademais, somente 2,32% (5/215) dos felinos avaliados apresentaram coinfecção entre 

retroviroses e SARS-CoV-2. Sendo, dois gatos de tutores positivos para COVID19 coinfectados 

com FIV e SARS-CoV-2; dois gatos do parque municipal coinfectados com FeLV e SARS-

CoV-2 e um gato atendido no Hospital Veterinário coinfectado com FeLV e SARS-CoV-2.  

5.7 Relação entre sexo, idade dos animais e SARS-CoV-2 

Não foi encontrada associação entre sexo e idade dos animais com positividade para 

SARS-CoV-2, tanto na avaliação feita em conjunto (cão e gato), quanto em separado por 

espécie, como demonstrado nos quadros 9 a 13. 

Quadro 9 - Ocorrência de SARS-CoV-2 por faixa etária de cães (BHC) e gatos (BHG). 

Resultado 

ELISA SARS-

CoV-2 

menos de 1 ano  1 a 3 anos 3 a 6 anos mais de 6 anos 

Negativo 4 24 16 31 

Positivo 1 5 0 2 

(χ²  = 4,7327; p = 0,192) 

Quadro 10 -  Ocorrência de SARS-CoV-2 por faixa etária gatos (BHG). 

Resultado 

ELISA SARS-

CoV-2 

menos de 1 ano  1 a 3 anos 3 a 6 anos mais de 6 anos 

Negativo 
3 11 7 9 

Positivo 
1 3 0 1 

(χ² = 2,2750; p = 0,517) 
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Quadro 11 - Ocorrência de SARS-CoV-2 por faixa etária em cães (BHC). 

Resultado 

ELISA SARS-

CoV-2 

menos de 1 ano  1 a 3 anos 3 a 6 anos mais de 6 anos 

Negativo 1 13 9 22 

Positivo 0 2 0 1 

(χ² = 2,0931; p = 0,553) 

Quadro 12 - Ocorrência de SARS-CoV-2 por gênero em gatos (BHG). 

Resultado ELISA SARS-CoV-2 Fêmea Macho 

Negativo 14 16 

Positivo 4 2 

(χ²  = 0,80; p = 0,371) 

Quadro 13 - Ocorrência de SARS-CoV-2 por gênero em cães (BHC). 

Resultado ELISA SARS-CoV-2 Fêmea Macho 

Negativo 23 22 

Positivo 3 0 

(χ² = 2,70; p = 0,1) 

5.8 Manifestação clínica nos animais soropositivos 

Nenhum animal (cães e gatos) soropositivo no ELISA apresentou sinal clínico 

sugestivo de COVID19, tal como febre, alteração respiratória ou gastrointestinal durante 

anamnese e exame físico feito nas coletas.  
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6. DISCUSSÃO. 

Durante a pandemia não houve no Brasil um programa oficial de vigilância de COVID-

19 para as espécies animais do país. Nesse sentido, centros de investigação e universidades 

tiveram papel importante no desenvolvimento de projetos de estudo sobre a suscetibilidade de 

animais domésticos e silvestres ao SARS-CoV-2. 

O presente estudo permitiu investigar a exposição de pets no município de Belo 

Horizonte de fevereiro de 2021 a agosto de 2022, momento em que a cidade atingiu o marco de 

mais de 360 mil casos humanos confirmados de COVID-19 (SES-MG, 2023). No total, 308 

gatos e 260 cães foram avaliados nesse período quanto à presença de anticorpos IgG anti-RBD 

e anti-N de SARS-CoV-2 por meio de ELISA indireto. As amostras foram agrupadas em grupos 

distintos de acordo com a origem dos animais (animais pré-pandemia; animais domiciliados 

com pessoas positivas para COVID-19; animais errantes; animais atendidos no Hospital 

Veterinário da UFMG e oriundos da população em geral), permitindo maior alcance dentro da 

população pet do município. 

As informações apresentadas sugerem que cães e gatos domiciliados, bem como gatos 

de rua foram expostos ao SARS-CoV-2 em Belo Horizonte durante a pandemia de COVID-19, 

corroborando com outros estudos que também avaliaram a exposição de pets domiciliados 

(Brown, 2020; Bryner, 2020; Newman et al. 2020; Segáles et al., 2020; Sit et al., 2020) e gatos 

errantes (Dias et al., 2021; Villanueva-Saz et al., 2022; Zhang, Q. et al., 2020) ao SARS-CoV-

2.  

A frequência de exposição dos pets ao SARS-CoV-2 ao longo da pandemia de 

COVID-19 foi distinta entre os estudos, sobretudo devido a algumas diferenças como técnica 

utilizada, região geográfica de estudo, tamanho amostral ou momento da pandemia no qual 

ocorreu a coleta de amostras. No presente estudo feito em Belo Horizonte, a ocorrência geral 

de anticorpos IgG contra SARS-CoV-2, foi de 16,88% (52/308) em gatos e 5% (13/260) em 

cães, similar à frequência encontrada em estudos realizados em outros países que também 

utilizaram a técnica ELISA, tal como Polônia (gato: 18,9% -  46/243; cão: 16% - 62/388) 

(Kaczorek-Łukowska, 2022), Estados Unidos da América  (gato: 18% - 37/204; cão: 11,6% - 

23/198) (Murphy et al., 2022) e Portugal (gato: 21,74% - 15/69; cão 4,73% - 7/148) (Barroso 

et al. , 2022). 
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Em contraste, observou-se uma menor exposição de cães e gatos ao agente causador 

da COVID-19 em estudos com maior tamanho amostral feitos na China (gato: 0,015% - 

2/13397; cão: 0,014% - 1/7159) (Wang et al., 2022), na Tailândia (gato: 0,36% - 4/1112; cão: 

1,66% - 35/2103) (Udom et al., 2022) e no Japão (gato: 0,20% - 4/1969) (Imanishi et al., 2022).  

Apesar dos estudos supracitados utilizarem a mesma técnica sorológica, o tamanho 

amostral e as proteínas-alvo do patógeno utilizados foram distintos. Além disso, alguns dos 

estudos analisaram de forma individual a performance dos ELISAs baseados em somente um 

antígeno do SARS-CoV-2, tais como o antígeno N ou S-RBD.  

Usualmente, a detecção de anticorpos contra SARS-CoV-2 em cães e gatos, por meio 

da técnica ELISA, basea-se em diferentes tipos de antígenos virais, tais como S, N ou S-RBD 

(Dileepan et al., 2021; Goletic et al., 2022; Zhao, S., et al., 2021). Sendo, portanto, a falta de 

consenso entre qual o melhor antígeno para estudos sorológicos nessas espécies, uma possível 

explicação para as diferenças encontradas entre os resultados em diferentes países.   

Em geral, estudos em humanos demonstram que os ELISAs que utilizam o antígeno 

S-RBD apresentam maior especificidade em comparação aos que utilizam a proteína N (Chia 

et al., 2020; Klumpp-Thomas et al., 2020). Sugere-se que isso ocorra porque o S-RBD é pouco 

conservado entre os diferentes coronavírus, enquanto a proteína N é similar entre os vírus 

pertencentes à família Coronaviridae (Chia et al., 2020; Premkumar et al., 2020). Logo, em 

estudos no qual busca-se maior especificidade em detrimento da sensibilidade pode-se utilizar 

o ELISA-RBD ao invés de ELISA-N, e vice-versa. Em nosso estudo optamos por desenvolver 

ambos de forma separada, buscando avaliar o desempenho de cada ELISA. 

Diferentemente, Dileepan e colaboradores encontraram maior detecção de amostras 

soropositivas utilizando o ELISA-N comparado ao ELISA-RBD (Dileepan et al., 2021), 

enquanto em nossas investigações, observamos uma maior detecção de animais soropositivos 

no ELISA-RBD quando comparado ao ELISA-N. Essa diferença encontrada pode estar 

relacionada a localização das proteínas N e S-RBD no vírus. A posição mais externa do antígeno 

S-RBD em relação a proteína N pode resultar em uma resposta de anticorpos direcionada contra 

ele mais rápida e robusta.   

Cita-se como outra possível explicação para as diferenças encontradas as 

características inerentes do antígeno utilizado. Por exemplo, já foi demonstrado que ELISAs 
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baseados em antígenos N associados ao RNA apresentam menor sensibilidade na detecção de 

animais soropositivos que aqueles que fazem o uso do antígeno N em sua forma livre de RNA 

(Di et al., 2021). Apesar dessas diferenças, ambas formas dos antígenos recombinantes podem 

ser utilizados para a detecção de anticorpos contra SARS-CoV-2 em cães e gatos. 

De maneira similar, em nosso estudo também observamos diferenças substanciais 

entre os resultados das técnicas PPB e ELISA que utilizaram o antígeno N para detectar 

anticorpos contra SARS-CoV-2 no soro de 36 gatos que viviam com tutores positivos para 

COVID-19.  Ao utilizar a PPB-N detectamos uma ocorrência de anticorpos IgG anti-N (52,8%, 

19/36) consideravelmente maior que a detectada pelo ELISA-N (11,1%, 4/36).  Apesar da 

discordância esperada entre resultados de técnicas diferentes, foi inesperado uma discordância 

substancial, já que ambas as técnicas foram desenvolvidas para detectar anticorpos contra a 

proteína N do SARS-CoV-2. 

Uma possível explicação para a discordância dos resultados encontrados nas duas 

técnicas é a utilização de antígenos N recombinantes diferentes, como demonstrado nos anexos 

7 e 8. Ambos antígenos possuem origem distinta e foram utilizados previamente no 

desenvolvimento e validação de ELISAs para o diagnóstico de COVID-19 em humanos no 

Brasil e nos Estados Unidos da América (Bagno et al., 2022; Phan et al., 2021). Portanto, a 

PPB-N utilizou um antígeno N, de origem brasileira, em sua forma completa com cerca de 48 

kDa, enquanto o ELISA utilizou a porção terminal da proteína N (N-terminal, região de domínio 

de ligação de RNA) com tamanho de 16,62 kDa e de origem americana.  

Durante o processo de validação do ELISA para teste de amostras humanas nos 

Estados Unidos, Phan e colaboradores, em 2021, avaliaram um painel de proteínas 

recombinantes, incluindo as proteínas N em sua forma completa, N-terminal e S-RBD. Nesse 

estudo, os pesquisadores observaram que o ELISA baseado na proteína S-RBD obteve melhor 

sensibilidade (92%; n= 72/78) seguido pelo ELISA que utilizou a proteína N-terminal (87%; 

n=68/78) (Phan et al., 2021). Em contraste, o ELISA que utilizou a proteína N completa 

resultou em respostas pouco específicas. Sendo, por esse motivo, os antígenos S-RBD e N-

terminal sugeridos como melhores candidatos para o diagnóstico sorológico específico para 

SARS-CoV-2.   
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Semelhantemente, a PPB-N desenvolvida por nós utilizando a proteína N completa 

apresentou respostas pouco específicas em comparação aos resultados obtidos pelo nosso 

ELISA baseado na proteína N-terminal. Já que aproximadamente 52,8% (19/36) dos gatos 

avaliados positivaram para a presença de anticorpos IgG contra a proteína N de SARS-CoV-2 

na PPB-N, enquanto 11,1% (4/36) soropositiviram no ELISA-N. 

Apesar das diferenças encontradas nos resultados das duas técnicas, observamos que 

a PPB apresenta algumas vantagens em potencial em relação ao ELISA, tais como: a rapidez, 

por ser uma técnica semi-automatizada; o baixo custo, devido a utilização de menor volume de 

reagentes e amostras; e sua versatilidade, por ser uma técnica que pode ser utilizada fora de um 

ambiente de laboratório.  

Entretanto, alguns pontos da técnica podem ser aprimorados, tal como sua 

especificidade. Possivelmente a ocorrência de ligações inespecíficas com outras proteínas 

presentes no soro dos animais, como a albumina, estaria reduzindo a especificidade da técnica. 

A fim de abordar essa limitação da técnica algumas mudanças são necessárias.  

Uma possível abordagem para melhorar a especificidade da PPB é a adição de uma 

etapa pré-analítica para remover potenciais ligantes inespecíficos antes da leitura da amostra. 

De maneira similar à etapa de incubação das amostras no ELISA, sugere-se testar diferentes 

concentrações de um agente de bloqueio, por exemplo a soro albumina bovina (BSA), 

juntamente com as amostras para reduzir possíveis ligações inespecíficas com outras proteínas 

presentes no soro antes de proceder a leitura das amostras no EPEL.  

A funcionalização dos nanobastões com os antígenos N-Nterm e S-RBD 

recombinantes utilizados nos ELISAs aqui desenvolvidos poderia auxiliar com mais 

informações na escolha do melhor antígeno para ser utilizado na técnica.  

A reação cruzada de SARS-CoV-2 com outras coronaviroses de cães e gatos foi pouco 

investigada até o momento, mas é possível que a ocorrência dessas reações seja pouco provável, 

já que os respectivos vírus pertencem a gêneros diferentes (Alphacoronavírus e 

Betacoronavirus). Nesse sentido, alguns estudos já demonstraram ausência ou pouca reação 

cruzada de SARS-CoV-2 com outros Coronavírus presentes nesses animais (Laidoudi et al., 

2021; Zhang, Q. et al., 2020). Contudo, não foi possível descartar em nosso estudo a ocorrência 

de reações cruzadas nos ELISAs ou na PPB. Logo, uma etapa futura para avaliar a reatividade 
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cruzada de SARS-CoV-2 com amostras positivas para outras coronaviroses comuns em cães e 

gatos é necessária para abordar melhor a especificidade das técnicas.  

Ao avaliar as diferenças de exposição entre as espécies quanto a sua origem e estilo de 

vida, o qual poderiam impactar na menor ou maior exposição do animal ao patógeno, observou-

se que não houve significância estatística na diferença de ocorrência de SARS-CoV-2 entre 

nenhum dos grupos analisados: animais que viviam em contato próximo com paciente humano 

diagnosticado para COVID-19; animais de rua; animais domiciliados pertencencentes à 

população em geral, independente do status para COVID-19 dos tutores  (animais atendidos no 

Hospital Veterinário).  

Em nosso estudo, não foi encontrada associação entre cães/gatos que habitam com ao 

menos um tutor diagnosticado para COVID-19 e maior risco de exposição ao SARS-CoV-2, 

corroborando com estudo realizado na França com tamanho amostral semelhante ao nosso 

(Bessière et al., 2022). Em contraste, estudo realizado por Patterson et al. (2020), com tamanho 

amostral maior que o nosso, encontrou significância estatística nessa associação. Desse modo, 

essa possível associação não pode ser completamente descartada e são necessários outros 

estudos com maior tamanho amostral para apoiar ou descartar uma diferença estatisticamente 

significativa.  

Assim como os estudos realizados por Barroso e colaboradores em Portugal, (Barroso 

et al., 2022), nosso estudo também não encontrou correlação entre soropositividade para SARS-

CoV-2 e sexo ( 𝜒 ² = 0,80; p = 0,371 para gatos e 𝜒 ² = 2,70; p = 0,1 para cães) ou idade (𝜒 ² = 

4,7327; p = 0,192) entre os animais de ambas as espécies estudadas. Diferentemente, Spada e 

colaboradores, utilizando ELISA-N, encontraram associação entre soropositividade para 

SARS-CoV-2 em gatos de 1 a 6 anos e status soropositivo para FeLV em uma população de 

215 gatos (Spada et al., 2022).   

Ao longo da pandemia de COVID-19, surgiu a preocupação com a possibilidade de 

agravamento das condições de saúde preexistentes em cães e gatos infectados pelo SARS-CoV-

2.  Segalés et al. 2020, por exemplo, relatou a infecção subclínica por SARS-CoV-2 em um 

felino doméstico que sofria de cardiomiopatia hipertrófica, trombose e grave edema pulmonar, 

comorbidades que conduziram o animal à eutanásia. Assim como nesse caso, a hipótese de 
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piora clínica ocasionada pela COVID-19 em cães e gatos com doenças preexistentes ainda não 

foi confirmada. 

A fim de abordar essa questão, nós avaliamos a associação entre a soropositividade 

para o agente causador da COVID-19 e importantes retroviroses felinas. Infecções por FIV e 

FeLV podem ocasionar quadro de imunossupressão nos felinos, tornando-os suscetíveis a 

infecções secundárias, tal como a COVID-19. Desse modo, foram avaliados no total 215 felinos 

(36 BHG; 59 GP; 120 HVG) para a presença dessas retroviroses, por meio das técnicas PCR, 

nested PCR e teste rápido Combo Vet Fast FIV Ac/FelV Ag da Bioclin®.  

A prevalência encontrada para FeLV foi superior (13,9% - 5/36 para BHG; 15,3% - 

9/59 para GP; 8,33% - 10/120 para HVG) à encontrada para FIV (8,3% - 3/36 para BHG; 0% - 

0/59 para GP; 0,83% - 1/120 para HVG) em todas as populações estudadas. De forma similar, 

outro estudo realizado na região metropolitana de Belo Horizonte também encontrou maior 

ocorrência de felinos positivos para FeLV do que para FIV (Alves et al., 2011), com 

positividade de 6,41% (5/78) para FIV por meio de PCR para o gene gag e de 17,95% (14/78) 

para FeLV por meio de teste rápido (SNAP Combo Plus FIV e FeLV, IDEXX®).  

Em nosso estudo observamos maior ocorrência de FIV em gatos domiciliados (BHG 

e HVG) em comparação aos gatos de rua (GP). De maneira similar, estudos prévios realizados 

em Belo Horizonte e em São Paulo também encontraram maior ocorrência de FIV em gatos 

domiciliados do que em gatos de rua ou de abrigo (Caxito et al., 2006; Lara et al., 2008). 

As diferenças de alvo de identificação das técnicas PCR e Teste imunocromatográfico, 

bem como suas diferenças de sensibilidade/especificidade diagnóstica e a não utilização de 

ambas as técnicas para definir o status para os retrovírus felinos nas três populações de estudo 

(BHG, GP e HVG), podem ter gerado a subestimação dos resultados para os retrovírus felinos 

apresentados no presente estudo. A associação das técnicas mencionadas poderia contribuir 

com mais informações para definir o status para FIV e FeLV nos felinos.  Todavia, não foi 

possível a realização de tal associação de técnicas devido à limitação de amostras de 

sangue/soro de alguns animais e disponibilidade de reagentes.    

A soropositividade para SARS-CoV-2 e status positivo, via diagnóstico molecular ou 

sorológico, para retrovírus felinos (FIV ou FeLV) foram detectados concomitantemente em 

somente 5 dos 215 gatos avaliados: dois gatos BHG positivos para SARS-CoV-2 e FIV; dois 
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gatos GP positivos para SARS-CoV-2 e FeLV; um gato HVG positivo para SARS-CoV-2 e 

FeLV. Assim como Villanueva-Saz et al. (2021), nós também não encontramos associação 

entre gatos soropositivos para o agente causador da COVID-19 e retrovírus felinos.  

Gatos de rua são fontes potenciais de patógenos para humanos e outros animais, 

podendo ainda atuarem como animais sentinelas para a presença de infecções, tal como a 

COVID-19. A presença de SARS-CoV-2 em gatos de rua já foi relatada em diferentes países. 

Na Espanha, por exemplo, observou-se que 3,51% (4/114) dos gatos errantes apresentavam 

anticorpos contra a proteína S-RBD de SARS-CoV-2 no período de janeiro a outubro de 2020 

(Villanueva-Saz et al., 2021). Já na China, um estudo demonstrou soropositividade em 14,7% 

dos gatos de rua avaliados de janeiro a março de 2020 (Zhang et al., 2020). 

Em contrapartida, nosso estudo em Belo Horizonte demonstrou que 23,73% (14/59) 

dos gatos de rua foram soropositivos para a presença de anticorpos contra o SARS-CoV-2. 

Essas diferenças encontradas entre os estudos supracitados podem ter como possível causa as 

diferenças no tamanho amostral, bem como a época de coleta das mesmas, refletindo em 

momentos diferentes da intensidade da circulação do vírus nos países. Além disso, também 

observou-se diferenças nas técnicas utilizadas e interpretação dos resultados, já que no nosso 

estudo considerou-se animais soropositivos para as proteínas N e/ou S-RBD, e não somente 

para a proteína S-RBD como nos outros estudos (Villanueva-Saz et al. 2021; Zhang et al., 

2020).  

Desse modo, ao considerar em nosso estudo somente a proteína S-RBD na detecção 

de exposição dos felinos de rua observou-se que cerca de 17% (10/59) apresentaram anticorpos 

anti-RBD, enquanto 12% (7/59) apresentaram anticorpos contra a proteína N de SARS-CoV-2 

(Quadro 6). Logo, é possível que os estudos que utilizaram somente um antígeno alvo do vírus 

subestimaram a exposição dos animais ao SARS-CoV-2. 

Baseado na detecção de anticorpos neutralizantes, um estudo anterior feito em 2020 

no Rio de Janeiro sugeriu a exposição de cães e gatos de rua ao SARS-CoV-2 durante a 

pandemia de COVID-19. Neste estudo, dos 96 animais avaliados, somente 14 eram cães e gatos 

de rua e somente 1 cão e 1 gato apresentaram anticorpos neutralizantes contra o agente causador 

da COVID-19 (Dias et al. 2021). Em nosso estudo foi possível avaliar e demonstrar a exposição 

ao SARS-CoV-2 em um número maior de gatos errantes (14/59) no município de Belo 
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Horizonte. Concordando, portanto, com a sugestão prévia de exposição de animais de rua ao 

vírus durante a pandemia no Brasil. 

Embora a rota de infecção de gatos de rua não seja completamente compreendida, 

especula-se que esses animais adquirem a infecção por meio de contato com humanos positivos 

para COVID-19, bem como interação com outros gatos ou ambiente contaminado (Dias et al. 

2021; Zhang et al., 2020).  

Apesar de não termos observado uma significância estatística na ocorrência de SARS-

CoV-2 entre as diferentes populações felinas avaliadas no estudo, observamos nos números 

absolutos que houve uma tendência de maior exposição dos gatos do parque municipal (GP: 

23,73% - 14/59) ao vírus do que as outras populações felinas que eram domiciliadas (BHG: 

16,67% - 6/36 e HVG: 15,02% - 32/213). 

Os felinos que vivem livremente no parque municipal de Belo Horizonte são animais 

comunitários, que rotineiramente compartilham superfícies/objetos e interagem com outros 

felinos e diferentes pessoas no mesmo ambiente. Em período pandêmico, isso pode ter resultado 

na maior exposição desses ao SARS-CoV-2 do que aqueles gatos domiciliados que convivem 

com um número menor de pessoas e outros animais. Desse modo, são necessários mais estudos 

com maior tamanho amostral para verificar se essa tendência se mantém.  

Em geral, a espécie felina apresentou maior soroprevalência (16,88% - 52/308), bem 

como maior chance de positivar para SARS-CoV-2 (odds ratio 3,85; IC 95%: 2,05 a 7,26) 

quando comparada aos caninos (5% - 13/260). Do mesmo modo, em estudo realizado na França, 

Bessière e colaboradores encontraram maior chance dos gatos soropositivarem em comparação 

aos cães (odds ratio 1,51; IC 95%:0,61-3,84) (Bessière et al., 2022). Nossos achados 

corroboram com estudos anteriores que indicam maior suscetibilidade dos gatos em 

comparação aos cães (Dileepan et al., 2021; Halfmann et al. 2020; Shi et al., 2020).   

O presente estudo apresentou algumas limitações como o tamanho amostral, não 

avaliação da ocorrência de reação cruzada entre SARS-CoV-2 e outros Coronavírus comuns 

em cães e gatos, ausência de teste referência para classificar controle positivo e negativo, bem 

como melhor avaliação da performance diagnóstica dos testes desenvolvidos. 
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Poucos estudos avaliaram a infecção e a exposição dos cães e gatos de rua ou aqueles 

domiciliados em residência com casos humanos para COVID-19 no Brasil. De acordo com 

dados oficiais da Pesquisa Nacional de Saúde realizada em 2019, cerca de 46,1% dos domicílios 

brasileiros possuem cães e 19,3% gatos (IBGE, 2019). Nesse sentido, urge a preocupação que 

a infecção natural desses animais possa ter implicações potenciais em eventos de transmissão 

zoonótica durante a pandemia de COVID-19, bem como em futuros surtos associados aos 

coronavírus.  

A possibilidade desses eventos zoonóticos poderia gerar medo na população e resultar 

em consequências negativas ao bem-estar dos animais, tais como abandono e sacrifício dos 

mesmos. Logo, estudos como o nosso que auxiliam com informações sobre o impacto na saúde 

e papel dos animais na pandemia de COVID-19 é uma forma de se evitar a desinformação e 

orientar a população brasileira a evitar abandono e/ou sacrifício de seus animais de companhia 

em momentos de crise sanitária. 

Apesar das limitações, o presente estudo foi importante não somente para demonstrar 

a exposição de cães e gatos ao SARS-CoV-2 no Brasil, mas também para auxiliar com 

informações à comunidade científica e à população em geral sobre o impacto na saúde humana 

e animal, dinâmica de transmissão e definição de reservatórios potenciais. Além disso, o mesmo 

também resultou no desenvolvimento de testes diagnósticos baseados em metodologias 

contemporâneas, como é o caso da PPB que utiliza plataforma nanotecnológica, e específicas 

para as espécies felinas e caninas, contribuindo para o estudo do impacto da COVID-19 nessas 

espécies no Brasil. 
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7. CONCLUSÕES  

 

● Os ELISAs desenvolvidos baseados nas proteínas recombinantes N-Nterm e S-RBD, 

específicios para cães e gatos, são ferramentas que podem ser utilizadas no 

monitoramento epidemiológico do SARS-CoV-2 nestas espécies.   

● Cães e gatos domiciliados e/ou errantes foram expostos de forma natural ao SARS-CoV-

2 durante a pandemia de COVID-19 no Brasil. 

● Gatos são mais suscetíveis à infecção natural por SARS-CoV-2 que cães. 

● O monitoramento de anticorpos contra SARS-CoV-2 em animais de companhia é útil 

para entender a extensão da circulação do vírus nos mesmos. 

● A abordagem com visão de saúde única é importante para controlar a pandemia de 

COVID-19, bem como mitigar futuros eventos zoonóticos associados à emergência de 

novos coronavírus ou novas variantes a partir dos animais. 

 

8. PERSPECTIVAS.   

● Analisar amostras para outras doenças e para outros coronavírus nos ELISAs e na PPB. 

● Confirmar a positividade das amostras em teste sorológico de referência, tal como o 

teste de neutralização viral em placas.  

● Avaliar a performance do ELISA com os dois antígenos na mesma placa. 

● Analisar na PPB-N as amostras de cães com resultado no ELISA-N para SARS-CoV-2. 

● Avaliar performance da PPB funcionalizada com os antígenos recombinantes N-NTerm 

e S-RBD de SARS-CoV-2. 

● Adição de etapa pré-analítica com agente de bloqueio para reduzir ligações inespecíficas 

e melhorar a especificidade da PPB.  
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APÊNDICE 1 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) 

Título do projeto: Desenvolvimento de protocolos de acompanhamento georeferenciado da 

prevalência de SARS-CoV-2 em animais domésticos e no homem e sua associação com 

infecções pré-existentes  

Pesquisador principal: Jenner Karlisson Pimenta dos Reis  

Razão social e Ciaep instituição da CEUA que aprovou: Universidade Federal de Minas 

Gerais - Ciaep: 01.044.2013 

Projeto aprovado pelo CEUA, número de protocolo 184/2021 

Objetivos: Estimar a prevalência de infecção por SARS-CoV-2 em cães e gatos, sua 

distribuição espacial e sua associação com a presença da COVID-19 em humanos no município 

de Belo Horizonte; Desenvolver e testar kits diagnósticos para COVID-19 utilizando estratégias 

sorológicas convencionais e nanotecnológicas que permitam sua utilização em animais 

domésticos; e verificar possíveis alterações imunológicas e patológicas associadas a infecção 

por SARS-Cov-2 nos animais examinados e as possíveis associações com outras infecções 

parasitárias 

Procedimentos a serem realizados com os animais: O gato ou cão serão submetidos à coleta 

de sangue e de secreções nasais e orofaríngeas uma vez durante o projeto, durante a consulta 

clínica. Será feita a coleta de sangue pela veia do braço (veia cefálica) ou veia do pescoço (veia 

jugular), da maneira que o animal se sentir mais confortável. Será coletado aproximadamente 1 

a 3 mL (um a 3 mililitros) de sangue. Também serão coletadas amostras de secreções 

orofaríngeas, nasais e anais com o auxílio de swabs. 

Potenciais riscos para os animais: O risco que o paciente será submetido é mínimo, podendo 

apresentar um pequeno hematoma (bolsa de sangue) no local da coleta, comum ao 

procedimento. O tempo de coleta das amostras do animal será de no máximo 20 minutos. 

Cronograma: A coleta do animal será realizada uma única vez durante a execução do projeto, 

no momento da visita à residência. 

Benefícios: O benefício para o animal será a realização do diagnóstico de SARS -CoV2, 

hemoparasitos, bactérias hemotrópicas e parasitos gastrintestinais. O benefício para os outros 

animais e para a sociedade é o desenvolvimento de novos testes de diagnóstico para SARS-

CoV-2, elucidação do papel dos cães e gatos na epidemiologia da COVID-19 e identificação 

de outros patógenos associados à COVID-19. 

Esclarecimentos ao proprietário sobre a participação do animal neste projeto: Sua 

autorização para a inclusão do seu animal neste estudo é voluntária. Seu (s) animal (ais) poderá 

(ão) ser retirado (s) do estudo, a qualquer momento, sem que isso cause qualquer prejuízo a ele 

(s). A confidencialidade dos seus dados pessoais será preservada. Os membros da CEUA ou as 

autoridades regulatórias poderão solicitar suas informações e, nesse caso, elas serão dirigidas 

especificamente para fins de inspeções regulares. A equipe de pesquisa se responsabilizará pelo 

bem-estar do (s) seu (s) animal (ais) durante todo o procedimento de coleta e tempo de 

observação. Quando for necessário, durante ou após o período do estudo, você poderá entrar 

em contato com o pesquisador principal ou com sua equipe pelos contatos: 
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Endereço: Laboratório de Retroviroses, Sala E-208, Bloco E, Departamento de Medicina 

Veterinária Preventiva, Escola de Veterinária, Campus Pampulha da UFMG - Av. Antônio 

Carlos, 6627 - São Luiz, Belo Horizonte - MG, 31270-901. 

 

Declaração de consentimento: Fui devidamente esclarecido (a) sobre todos os procedimentos 

desse estudo, seus riscos e benefícios ao(s) meu(s) animal(s) pelo(s) qual(is) sou responsável. 

Fui também informado que posso retirar meu(s) animal(is) do estudo a qualquer momento. Ao 

assinar este Termo de Consentimento, declaro que autorizo a participação do(s) meu(s) 

animal(is) identificado(s) a seguir, neste projeto. Este documento será assinado em duas vias, 

sendo que uma via ficará comigo e outra com o pesquisador. 

 

Belo Horizonte, MG, _____de _________________ de _______ 

 

Responsável pelo animal: 

Nome completo: _____________________________________________________ 

Assinatura: __________________________________________________________ 

Número do documento de identidade: ____________________________________ 

 

Pesquisador responsável: 

Nome completo: _____________________________________________________ 

Assinatura: __________________________________________________________ 

Número do documento de identidade: ____________________________________ 

 

1. Identificação do (s) animal (is): 

Nome: _______________________________________ 

Número de identificação: ________________________ 

Espécie: ______________________________________ 

Raça: ________________________________________ 

 

2. Identificação do (s) animal (is): 

Nome: _______________________________________ 

Número de identificação: ________________________ 

Espécie: ______________________________________ 

Raça: ________________________________________ 
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APÊNDICE 2 

FICHA DE ANAMNESE E QUESTIONÁRIO LOCAL 

 

1. Nome do tutor: __________________________________________________________________ 

 

2. Tutor positivo em (data da coleta): ______________________      (   ) Teste rápido        (   ) rt-qPCR 

 

3. Nome / espécie do animal: _________________________________________________ 

 

4. Raça: __________________________________________          5. Sexo: (   ) M        (    ) F 

 

6. Idade:_______________________________                                7. Castrado: (    ) S        (    ) N 

 

7. Vacinas (últimos 12 meses): (    ) N   (    ) Polivalente   (    ) Antirrábica    (    ) Leishmaniose     

(    ) Outras: ____________________________________________________ 

  

8. Vermífugo (últimos 12 meses): (    ) S   (    ) N 

 

9. Repelentes: (    ) S   (    ) N   

SE SIM, Quais?  (    ) Coleira - marca: ___________________________________  

  (    ) Topspot - marca: __________________________________   

  (    ) Outros: __________________________________________ 

 

10. Frequenta veterinário?  (    ) S   (    ) N   

SE SIM: Data da última visita ao veterinário: ____/____/______  

Procedimentos / diagnóstico realizados (descrever):_____________________________________________ 

 

11. Alimentação: (    ) Ração: Qual? _____________________________________ 

(    ) Comida caseira  (    ) Ração e comida caseira   (    ) Outros: _____________________________ 

 

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

Observações relevantes: ___________________________________________________________________ 

 

13. Ingestão hídrica: (   ) Normodipsia   (    ) Polidipsia 

Observações relevantes: ___________________________________________________________________ 

 

14. Urina: (    ) Normúria   (    ) Poliúria 

Observações relevantes: ___________________________________________________________________ 

 

15. Fezes: (    ) Normais   (    )  Ressecadas   (    ) Amolecidas   

    (    ) Diarreicas com aspecto ________________________________________________________ 

 

16. Vômito: (    ) N   (    ) S: Aspecto _________________________________________________________ 

 

17. Portador de outras condições de saúde? (    ) N    (    ) S      

SE SIM, Quais? 

(   ) Doenças infecciosas (descrever):_________________________________________________________  

( ) Não infecciosas / crônicas (descrever):____________________________________________________ 

_______________________________________________________________________________________ 

 

18. Uso de medicamento: (    ) N   (    ) S:  

Quais? (descrever):________________________________________________________________________  
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EXAME FÍSICO 

 

Peso: 

Escore corporal: 

Temperatura: 

Mucosas: 

Ausculta: 

 

FC: 

Inspeção de boca: 

Inspeção de pele: 

Reflexo de tosse:  

COVID-19 - Sintomático (    ) S (    ) N 

Observações Gerais relevantes:______________________________________________________________ 

__________________________________________________________________________________________

________________________________________________________________________________________ 

 

 

AMBIENTE 

 

 

1. Externo (observar e marcar as opções necessárias): 

(     ) Próximo a fazenda/ reserva/ área de proteção ambiental / praça/ área arborizada 

(     ) Residência em condomínio fechado   

(     ) Única casa no terreno 

(     ) Apartamento com sacada 

(     ) Apartamento sem sacada 

(     ) Casa essencialmente em alvenaria 

(     ) Casa essencialmente em madeira 

(     ) Arruamento com asfalto 

(     ) Arruamento sem asfalto 

 

(     ) Quintal com gramado / terra 

(     ) Quintal parcialmente calçado 

(     ) Quintal totalmente calçado 

(     ) Presença de animais soltos nos arredores  

 

2. Interno (onde o animal permanece) 

(     ) Alta incidência solar  

(     ) Baixa incidência solar 

(     ) Pelos pela casa 

(     ) Sinais de sujidades: ______________________________________ 
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APÊNDICE 3 

Informações dos antígenos utilizados no desenvolvimento do ELISA-N e ELISA-RBD: 

Antígeno N (16.62 kDa)  

MHHHHHHSSG VDLGTENLYF QSNNNTASWF TALTQHGKED LKFPRGQGVP 

INTNSSPDDQ IGYYRRATRR IRGGDGKMKD LSPRWYFYYL GTGPEAGLPY GANKDGIIWV 

ATEGALNTPK DHIGTRNPAN NAAIVLQLPQ GTTLPKGFYA 

Antígeno RBD  

MGILPSPGMPALLSLVSLLSVLLMGCVAETGTRFPNITNLCPFGEVFNATRFASVYAW

NRKRISNCVADYSVLYNSASFSTFKCYGVSPTKLNDLCFTNVYADSFVIRGDEVRQIA

PGQTGKIADYNYKLPDDFTGCVIAWNSNNLDSKVGGNYNYLYRLFRKSNLKPFERDI

STEIYQAGSTPCNGVEGFNCYFPLQSYGFQPTNGVGYQPYRVVVLSFELLHAPATVC

GPKKSTHHHHHHHH 

Origem dos antígenos: Laboratório de Design de Proteínas, Prof. Wesley Van Voorhis, 

University of Washington, Estados Unidos da América. 

Referência: Phan, I.Q., Subramanian, S., Kim, D. et al. In silico detection of SARS-CoV-2 

specific B-cell epitopes and validation in ELISA for serological diagnosis of COVID-19. Sci 

Rep 11, 4290 (2021). https://doi.org/10.1038/s41598-021-83730-y 
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APÊNDICE 4 

 

Informações do antígeno utilizado no desenvolvimento da Plataforma Portátil de 

Biodiagnóstico (PPB): 

Antígeno N (48 KDa) 

MASMTGGQQMGRGMSDNGPQNQRNAPRITFGGPSDSTGSNQNGERSGARSKQRRP

QGLPNNTASWFTALTQHGKEDLKFPRGQGVPINTNSSPDDQIGYYRRATRRIRGGDG

KMKDLSPRWYFYYLGTGPEAGLPYGANKDGIIWVATEGALNTPKDHIGTRNPANNA

AIVLQLPQGTTLPKGFYAEGSRGGSQASSRSSSRSRNSSRNSTPGSSRGTSPARMAGN

GGDAALALLLLDRLNQLESKMSGKGQQQQGQTVTKKSAAEASKKPRQKRTATKAY

NVTQAFGRRGPEQTQGNFGDQELIRQGTDYKHWPQIAQFAPSASAFFGMSRIGMEVT

PSGTWLTYTGAIKLDDKDPNFKDQVILLNKHIDAYKTFPPTEPKKDKKKKADETQAL

PQRQKKQQTVTLLPAADLDDFSKQLQQSMSSADSTQAGGGHHHHHH 

MT126808.1 Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 isolate SARS-CoV-

2/human/BRA/SP02/2020 

Origem: CTVacinas, Universidade Federal de Minas Gerais e FIOCRUZ Minas, Belo 

Horizonte, Brasil. 

Referência: Flávia F. Bagno, Sarah A.R. Sérgio, Maria Marta Figueiredo, Lara C. Godoi, Luis 

A.F. Andrade, Natália C. Salazar, Camila P. Soares, Andressa Aguiar, Flávia Jaqueline 

Almeida, Edimilson D. da Silva, Antônio G.P. Ferreira, Edison Luiz Durigon, Ricardo T. 

Gazzinelli, Santuza M.R. Teixeira, Ana Paula S.M. Fernandes, Flavio G. da Fonseca J Clin 

Virol Plus. 2022 Aug; 2(3): 100101. Published online 2022 Aug 6. doi: 

10.1016/j.jcvp.2022.100101 
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ANEXO 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



82 
 

 
 

ANEXO 2 
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ANEXO 3 
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ANEXO 4 
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