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Resumo

O virus SARS-CoV-2 identificado em humanos em 2019, na China, provocou uma
pandemia mundial a COVID-19, decretada pela Organizacdo Mundial de Saude em
Marco de 2020. Nas caracteristicas deste Coronavirus destacam-se a elevada
transmissibilidade por goticulas respiratorias e fomites e os sintomas podem variar de
leves a moderados ou ser tdo graves que podem mesmo levar a morte. As medidas de
prevencdo adotadas mundialmente foram decisivas no controle da pandemia enquanto
ndo se desenvolveram vacinas e medicamentos antivirais eficazes. O distanciamento
social, o uso de mascaras faciais e as desinfecGes de superficies incluiram-se num

conjunto de restricdes que levaram ao confinamento geral ou ao chamado “lockdown”.

Os Testes serologicos para detecdo de IgM e IgG sdo de grande importancia na
monitorizacdo da imunidade ao SARs-Cov-2 assim como na vigilancia dos portadores
assintomaticos. Ainda antes da disponibilizacdo das vacinas estes testes, devido ao seu
baixo custo, comparativamente ao teste de antigénio, eram amplamente utilizados no
contexto de estudos epidemiologicos ndo sé para avaliacdo da resposta imune como

também para a detecdo de infecdo.

Neste trabalho foram realizados testes seroldgicos entre Janeiro e Marco de 2021-
periodo de confinamento, huma Farmacia em Santo Tirso — Norte de Portugal, para
avaliar a presenca de anticorpos IgM e 1gG ao SARS-CoV-2. Os testes foram
acompanhados de um questionario, caracterizando os participantes e identificando fatores
de risco. Nos resultados obtidos destacam-se uma seroprevaléncia de 41,3%
maioritariamente nos individuos em trabalho presencial (74%). Ainda assim apenas 44%
dos individuos apresentaram sintomatologia e /ou um teste antigénico positivo
sublinhando a importancia da transmisséo viral a partir dos individuos assintomaticos. A
seroprevaléncia foi maior nas mulheres e em individuos com idades superiores a 21 anos.

E um facto que no periodo estudado as medidas de restricdo foram importantes
para o controle da disseminacdo do virus e mesmo as pessoas infetadas apresentaram
seroconversdo apesar de ainda ser desconhecido a longevidade desta resposta. A posterior
introdugdo das vacinas permitiu um aliviar das medidas de confinamento, no entanto 0s
estudos seroldgicos continuam a permitir a monitorizagdo da imunidade populacional,

nomeadamente contra as novas variantes virais.
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Esta dissertacdo baseou-se num trabalho pratico original que resultou num artigo,
publicado na Revista Cientifica “International Journal of Research in Medical Sciences”:

Carvalho, Paula M.; Soares, Sandra C. and Castro, Ana R. (2021) What did we learn
after the 2020 pandemic? Seroprevalence of SARS-CoV-2 Infection in a north region of
Portugal during 3" lockdown. International Journal of Research in Medical Sciences.
Vol 9, issue 9 2568-2572. (ANEXO 1)

Vil



O Papel dos testes Seroldgicos para detecdo de anticorpos das classes IgG e IgM ao
SARS-CoV-2 numa comunidade da regido Norte

Abstract

The SARS-CoV-2 virus identified in humans in 2019 in China triggered a global
pandemic, the COVID-19, has stated by the World Health Organization in March 2020.
In the characteristics of this Coronavirus stand out the high transmissibility by respiratory
droplets and breath and the symptoms can range from mild to moderate or be so severe
that can even lead to death. The prevention measures adopted worldwide were decisive
in controlling the pandemic while effective vaccines and antiviral drugs were not
developed. Social distancing, the use of face masks and surface disinfection were among

the restrictions that led to general containment or lockdown.

Serological tests for IgM and IgG detection are of great importance in monitoring
immunity to SARs-Cov-2 as well as in the surveillance of asymptomatic carriers. Even
before the availability of vaccines these tests, due to their low cost compared to antigen
testing, were widely used in the context of epidemiological studies not only for evaluation

of immune response but also for detection of infection.

In this study, serological tests were carried out between January and March 2021
- confinement period, in a Pharmacy in Santo Tirso - Northern Portugal, to assess the
presence of IgM and 1gG antibodies to SARS-CoV-2. The tests were accompanied by a
questionnaire, characterizing the participants and identifying risk factors. The results
obtained showed a seroprevalence of 41.3%, mostly in individuals working presencially
(74%). Even so, only 44% of the individuals presented symptoms and/or a positive
antigenic test, underlining the importance of viral transmission from asymptomatic
individuals. The seroprevalence was higher in women and in individuals aged over 21

years.

It is a fact that in the period studied the restriction measures were important to
control the spread of the virus and even infected people showed seroconversion although
the longevity of this response is still unknown. The later introduction of vaccines allowed
an easing of the containment measures, however serological studies continue to allow the

monitoring of population immunity, namely against new viral variants.
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- Introdugéo

Em dezembro de 2019, a pandemia de Doenca do Coronavirus (COVID-19, do
inglés, Corona Virus Disease 2019), desencadeada pela Sindrome Respiratéria Aguda
Grave Coronavirus 2 (SARS-CoV-2), pertencente a um grupo de B-coronavirus, tornou-
se na nova realidade destes tempos a nivel mundial. Foi na Republica Popular da China
(cidade de Wuhan, provincia de Hubei) onde foram evidenciados casos de pneumonia de
etiologia desconhecida, posteriormente, confirmados pelas autoridades chinesas em 7
janeiro de 2020 como sendo o novo Coronavirus 2019 (Al-Qahtani, 2020).

E considerada uma emergéncia de salde publica e de interesse global pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), visto que globalmente infetou e matou milhares
de pessoas. O SARS-CoV-2 é agora considerado um virus pandémico de répida
disseminagdo que foi, inicialmente, transmitido de animais para humanos e,

posteriormente, transmitido de humano para humano (Muralidar et al., 2020).

A SARS-CoV-2 apresenta um tempo medio de incubacao de 5 dias (intervalo de
2-14 dias) e manifesta sintomas semelhantes ao virus da gripe, que podem ser ligeiros a
muito graves, como tosse (mais frequentemente seca), sintomas entéricos (como diarreia),
cefaleias, anosmia, ageusia, febre, dificuldade a respirar e pneumonias graves. (Antoneli
etal., 2020). De acordo com as estatisticas disponiveis, a mortalidade é alta em individuos
da faixa etaria superior a 60 anos e em pessoas com outras comorbilidades, ou seja,
pessoas de risco elevado que tenham outras patologias associadas, como
imunodeprimidos, asmaticos, entre outros (Al-Qahtani, 2020). Além da sindrome do
desconforto respiratdrio agudo e insuficiéncia respiratéria, COVID-19 agora é conhecido
por se manifestar como inflamacédo sistémica, levando a sepsia, lesdo cardiaca aguda e
insuficiéncia cardiaca e disfuncdo de multiplos 6rgdos em pacientes de alto risco (Nagvi
et al., 2020).

Quanto mais os sintomas persistirem, maior € o risco da infecdo por COVID-19
ser mais grave e ser necessario hospitalizacéo, terapia intensiva e ventilagdo invasiva,
variando assim a infecdo de pessoas completamente assintomaticos para pessoas com

quadros clinicos completamente devastadores (Kamps and Hoffmann, 2020).
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O SARS-CoV-2 é um virus novo no homem, pelo que anticorpos especificos para
a proteina de superficie (S) - responsavel pela ligacdo do virus ao recetor e fusdo com a
membrana celular, ndo sdo detetadveis na fase inicial da infecdo. Para além disto,
anticorpos estabelecidos anteriormente de outros coronavirus humanos ndo reconhecem

esses antigénios (Boechat et al., 2020).

No prazo de 19 dias ap6s o inicio dos sintomas, a maioria dos doentes testam
positivo para IgG antiviral. A seroconversédo para IgG e a IgM ocorre simultaneamente
ou sequencialmente aparecendo inicialmente IgM e posteriormente a IgG. Tanto o IgG
como o IgM aparecem dentro de 6 dias (aproximadamente) apds a seroconversdo. Os
testes serologicos podem ser (teis para o diagndstico de doentes suspeitos com resultados
negativos de RT-PCR e para a identificacdo de infecbes assintométicas (Long et al.,
2021). Os anticorpos IgG respondem em funcdo a proteina S da cépsula viral e sdo
presentes no corpo humano até 7 semanas apos a infecdo. Acredita-se que a durabilidade
e capacidade de atuacdo destes anticorpos estejam relacionados com a severidade da
infecdo por COVID-19 (Long, 2019).

Apesar da diminuicdo do numero de anticorpos anti-SARS-CoV2 ser gradual,
estes ainda podem ser detetados até 11 meses ap6s a infecdo, mesmo que em niveis
residuais. No entanto, ja foi cientificamente comprovado que apesar da diminuicéo destes
anticorpos IgG o organismo mantém uma resposta imunitaria estimulada por células B

memdaria encontradas na medula dssea (Turner et al., 2021).

Nesta pandemia, varios testes imunoldgicos, baseados na detecdo de antigénios
ou anticorpos (IgG e IgM), tornaram-se recentemente disponiveis e aprovados para uso
em todo o mundo. Os testes desenvolvidos para detetar os anticorpos SARS-CoV-2 séo
normalmente baseados em imunoensaios de fluxo lateral (LFIAs do inglés, Lateral Flow
Immunoassays), ensaios de imunoabsorcdo enzimatica (ELISAs do inglés, Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay) ou imunoensaios quimioluminescentes (CLIAS do inglés,
chemiluminescent immunoassays). Diferentemente dos testes baseados na detecéo viral,
(RT-PCR- do Inglés Reverse transcription polymerase chain reaction) cuja janela
diagndstica é curta e relacionada ao periodo de excrecdo viral, os testes serologicos tém

a vantagem de serem marcadores de infe¢cdo mais duradouros, e classicamente tém sido
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utilizados como ferramenta na avaliacdo da disseminacdo de infe¢cbes em populacdes
(Cota et al., 2020).

Atualmente, os testes serologicos rapidos sdo mais faceis de realizar, visto que
requerem menos conhecimento técnico e equipamento, além disso sdo muito mais
econdémicos e menos dolorosos de efetuar. Estes testes detetam os anticorpos e/ou
antigénios, através de uma picada no dedo, usando da gota de sangue. S&o importantes no
contexto de caracterizacdo do estado imunolégico em estudos epidemioldgicos e de
investigacdo. Apesar de varias limitacdes, principalmente devido ao desconhecimento da
persisténcia dos anticorpos ap0s a doenga, 0s testes serologicos podem auxiliar como
complemento dos testes de diagnostico e na resposta da populacdo em termos de Salde
Publica.

Com este estudo pretendeu-se realizar Testes Seroldgicos rapidos, numa Farmacia
(Farmécia Popular) situada em Santo Tirso, distrito do Porto, para avaliar a presenca de
anticorpos IgM e 1gG ao SARS-CoV-2, de modo a aferir o grau de exposi¢cdo de uma
Comunidade ao novo coronavirus. Foi ainda efetuado um questionario para uma Anélise
Descritiva da exposicdo dos individuos dessa comunidade ao COVID-19 tentando
associar os dados epidemioldgicos com fatores de risco como doengas cardiovasculares,

diabetes entre outros.
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I Desenvolvimento

2.1- Estrutura Viral

Coronavirus sdo um grupo de virus com envelope, tendo um genoma de RNA (do
inglés, Ribonucleic Acid) de fita simples positivo e patogenico. COVID-19 é causada pelo
SARS-CoV-2 e é uma forma mais patogénica em comparagdo com SARS-CoV (2002)
previamente identificado. H4 uma necessidade urgente de estudar o virus de forma mais
holistica para compreender 0 mecanismo da patogénese, a sua viruléncia e estratégias de
defesa do mesmo, de maneira a desenvolver tratamentos eficazes capazes de acabar com

a pandemia e assegurar a seguranca da satde publica mundial (Naqvi et al., 2020).

Como se pode confirmar pela figura 1, 0s coronavirus contém como estrutura viral
numa proteina de membrana e de envelope, nucleoproteina e RNA. Estes possuem cinco
proteinas estruturais, proteinas de superficie (S), envelope (E), nucleocapsideo (N) e
membrana (M). A proteina S é responsavel pela liga¢do do virus ao recetor e fusdo com
a membrana celular. Esta proteina interage com o RNA viral para formar a
ribonucleoproteina, enquanto a proteina E é responsavel pelos viribes e as a¢bes do canal
ionico. A proteina M responsabiliza-se pela formacdo de novas particulas de virus
(Kandeel et al., 2020).

Proteina

Célulade
Membrana

Figura 1 — Infec&o viral por SARS-CoV-2 (adaptado de Naqvi et al., 2020)
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A via de transmissao primaria da infecao pelo SARS-CoV-2 ¢ através de goticulas
respiratorias e aerossdis (<5 um em didmetro) contendo o virus. A partir da boca, o virus
pode propagar-se tanto para as vias respiratorias como para o canal intestinal. Além disso,
sabe-se que 0 SARS-CoV-2 pode sobreviver em superficies por 72 horas. Tocar num
rosto contaminado pode, portanto, ser uma via de transmissao para a boca ou nariz através
da mdo. Nesta situacdo, existe o risco de ter infecdo conjuntival ou mucosa (Bundgaard
et al., 2020). Quando uma pessoa infetada com SARS-CoV-2 respira fortemente, espirra,
ou tosse, 0 SARS-CoV-2 ¢ excretado sob a forma de aerossois dispersos por centenas de
metros no ar e causando assim transmissao por via aérea. As goticulas sdo responsaveis

pela transmissao através das superficies de contacto. (Tabatabaeizadeh, 2021).

Ap0s a entrada do virus a infecdo pode causar alguns sintomas ou permanecer
assintomatica. Em alguns casos a pessoa infetada desenvolve Sindrome Respiratorio
Agudo e pode ter consequéncias mais graves necessitando a posteriori de internamento

nas unidades de cuidados intensivos (Entrenas Castillo et al., 2020).

2.2- Resposta Imunologica

Os coronavirus dependem das proteinas de superficie para se ligarem ao recetor
da célula hospedeira durante a entrada na mesma. A proteina liga-se ao recetor do
hospedeiro através do dominio de ligagdo ao recetor RBD (do inglés, Receptor Binding
Domain) na subunidade S1, seguida pela fusdo da subunidade S2 a membrana celular.
Recetores de superficie celular diferentes reconhecem RBD das proteinas S de SARSCoV
e MERS-CoV (do inglés, Middle East Respiratory Syndrome-Corona Virus). MERS-
CoV reaconhece a dipeptidil-peptidase-4 recetor. Considerando que o SARS-CoV e 0
SARS-CoV-2 reconhecem o recetor para se ligar a proteina S viral. Esses CoV’s diferem
principalmente no seu mecanismo de entrada no hospedeiro, sugerindo possiveis
mudancas na composicao residual da proteina S que pode, desta maneira, ditar a entrada
do hospedeiro (Nagvi et al., 2020).

Além do fato de que os mecanismos precisos de interacdo entre o sistema
imunologico inato e SARS-CoV-2 ainda ndo foram descritos, é sugestivo de que as
respostas imunes inatas e relevantes tipos de células desempenham um papel vital nos

sintomas clinicos e gravidade da doenca COVID-19 (Paces et al., 2020). A imunidade
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inata antivirica relaciona varios componentes humorais, como os dos sistemas do
complemento e da coagulacdo-fibrindlise, proteinas sollveis responsaveis por
reconhecerem determinados glicanos na superficie das células, interferdes (IFN) e
citocinas com a¢do quimiotatica (quimiocinas) e os chamados anticorpos naturais (IgM,
mas também IgA e 1gG) (Tang et al., 2020). Inclui também diversos componentes
celulares, entre os quais as células NK, linfocitos inatos (ILCs) e células T gama delta,
que geralmente limitam a propagacdo da infe¢do virica por acdo citotoxica sobre as
células alvo, producéo de citocinas e promocao da resposta adaptativa (de linfécitos T e
B) (Boechat et al., 2020).

As mucosas sdo a primeira linha de defesa sendo protegidas contra o virus por
meio dos tecidos linfoides associados a mucosa. Uma vez que o SARS-CoV-2 invade o
corpo humano através do trato respiratorio, mucosa oral e epitélio conjuntival, a IgA
presumivelmente protege essas barreiras fisicas havendo assim um aumento da resposta
IgA em casos graves de COVID-19. A resposta da IgA especifica é detetavel em parte
dos pacientes na primeira semana e parece ser mais forte e persistente do que a resposta
IgM. As células epiteliais infetadas com virus produzem interferdes e permitem que
ocorra uma resposta imune inata robusta. As células dendriticas, macrofagos e
neutréfilos, como a primeira linha de defesa, iniciam a reagdo imunolégica e afetam seu
tipo e intensidade. A intensidade da producéo de IL-6 na SARS-Cov-2 foi ainda maior do
que nas doencas respiratérias virais comuns (influenza e parainfluenza) (Paces et al.,
2020).

Embora os macrofagos possam desempenhar um papel crucial na patogénese de
COVID-19, outras células do sistema imunoldgico inato também estdo envolvidas, como
um numero elevado de mondcitos foram observados em vasos sanguineos danificados.
Em casos graves de doenca COVID-19, um aumento do nimero de neutréfilos também
foi detetado. Além disto, altas proporcdes de neutréfilos e a razdo neutrofilos / linfécitos

tém sido associadas ao negativo prognostico da doenca (Long, 2020).

Em relacdo a imunidade adaptativa, sabemos que os anticorpos neutralizantes
representam um papel crucial na resposta e no controlo da infecdo virica. Estes, limitam
a infecdo numa fase posterior da doenga e evitam a reinfe¢do aguando um novo contacto

posterior com o virus. Os anticorpos especificos de SARS-CoV e MERS-CoV tém como
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alvo 0 S1-RBD, o dominio Sl-terminal N (NTD) e a regido S2, respetivamente,
blogueando a interacdo proteina-recetor e interferem com a entrada viral na célula
hospedeira, inibindo assim infecdo viral. No entanto, nenhum anticorpo neutralizante

especifico para SARS-CoV-2 foi descoberto até agora (Frederiksen et al., 2020).

Presume-se que COVID-19 induz uma resposta imune semelhante a outras
infecOes virais e que a contagem de células T CD8 + diminuiu durante a infe¢do por
COVID-19 e, em casos graves, a contagem de células T CD4 + de memdria e células T
regulatdrias foi significativamente reduzida. Os ganglios linfaticos e 0 baco em pacientes
com COVID-19 foram descritos como atroficos, o que destaca o papel do SARS-CoV?2

em potencializar a degeneracdo celular (Frederiksen et al., 2020).

Estudos revelaram ainda que conforme a gravidade da doenca progride, os niveis
séricos das citocinas pro-inflamatérias também aumentam (Ramiro et al., 2020). Este
aumento de citocinas pro-inflamatorias-“Cytokine storm”- também é associado ao
esgotamento e exaustdo funcional de Células T. As descobertas em relacdo as células T,
nomeadamente na diminuicdo da sua resposta, destacam as fortes capacidades
imunossupressoras de SARS-CoV-2 (Paces et al., 2020).

Importa também realcar, que as formas de evolucdo graves da doenca poderdo
associar-se a falha dos mecanismos de primeira defesa, inespecificos, ou ao emergir de
uma resposta imune adquirida, cuja amplificacdo inflamatéria se pode tornar patogénica
para o hospedeiro (Boechat et al., 2020).

2.2.1. Testes seroldgicos

Cada vez mais é recorrente a procura de testes rapidos a COVID-19. Os ensaios
seroldgicos estdo incluidos em estudos de vigilancia, ndo s6 para avaliar a presenca de
anticorpos contraa SRA-CoV-2 na populacdo, mas também para monitorizar a imunidade
de longa duragdo (Peeling et al., 2020). Sdo particularmente importantes no contexto de
estudos epidemioldgicos e, no caso da infe¢do por SRA COV 2, podem ser utilizados na

vigilancia de portadores assintomaticos (Aarons et al., 2020).

Os testes seroldgicos sdo seguros e fiaveis dentro das condicbes padronizadas.

Antes da realizagdo do mesmo, devem ser tidos em conta alguns aspetos, como: contacto
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prévio com alguém infetado, presenca de sintomas a COVID-19, a existéncia de co-

morbilidades e eventualmente se a pessoa testada faz alguma medicacéo.

Estar em contacto com alguém infetado, mesmo com o material de protecdo
adequado, pode significar um risco. Porém o teste seroldgico s deve ser realizado 7 dias
ap0s esse contacto, visto que o sistema imunitdrio ndo produz de imediato
imunoglobulinas que sejam detetadas por estes meios de diagndstico (Barbosa Baptista,
2020)

A existéncia de sintomas relacionados a COVID-19 podem ser um motivo para a
realizacdo destes testes. E importante perceber o tipo de sintomas que apresentam e se
estes se enquadram na doenca. Ndo se pode descartar a hipotese da existéncia de
individuos assintomaticos, mas também tentar perceber se a realizagdo do teste sera
apenas por motivos psicologicos ou se ha uma justificacdo viavel. Caso o individuo
apresente sintomas compativeis a COVID-19, é obrigatério perceber a duracdo dos
mesmos e relacionar com a janela imunoldgica do virus. Nestes casos, se o teste for
negativo, ndo descartar um segundo teste ou entdo reencaminhar o individuo para o seu
médico de familia de modo a confirmar se os sintomas se adequam a outra patologia que
ndao COVID-19.

A existéncia de comorbilidades também deve ser tomada em conta, uma vez que
0 contacto com o0 virus pode agravar as mesmas ou criar novas doengas. Grupos
populacionais especificos sdo mais vulneraveis a esta infecdo, tais como a populagdo
envelhecida ou com doencas cronicas, tais como hipertensdo, diabetes, doenca pulmonar

obstrutiva crénica, doencas cardiovasculares e doencas autoimunes (Laires et al., 2020)

Atualmente existe uma grande variedade de testes seroldgicos no mercado
variando no tipo de técnica imunoldgica utilizada: técnica de western blot, enzimética, de
imunofluorescéncia, de imunoensaio de fluxo lateral e teste de neutralizacédo viral (James
etal., 2021).

Em Portugal, um dos testes mais comuns nas Farmacias comunitarias utiliza a
técnica imunoensaio de fluxo lateral, devido a sua rapidez e de ndo necessitar de recursos
laboratoriais especificos. Neste tipo de teste os resultados podem surgir de trés maneiras
como indicado na figura 2. Em 1 temos o exemplo de um resultado negativo em que

apenas a linha de controlo (C) e visivel, em 2 temos um resultado positivo para IgG,
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sinénimo de imunidade e ndo de infecdo ativa. Em 3 apenas as IgM séo detetadas, o que
significa que o utente tem uma infec¢do ativa no momento. Quanto ao exemplo 4, em que
ambos aparecem positivos, IgG e IgM significa que temos uma infecdo recente, visto que
as imunoglobulinas IgM ainda estdo presentes, mas como ja séo evidenciadas as 1gG
significa que a segunda resposta imunitaria ja se esta a desenvolver — memdria
(NADAL®,2020)

De realcar que um teste em que a linha C néo seja visivel, é considerado invalido,
visto que essa linha serve de marcador “controlo” para garantir ao operador que o teste
estd a funcionar corretamente. Também em alguns casos as linhas podem ser mais ou
menos ténues, isso esta relacionado com a concentragdo de SARS-COV-2 presente na
amostra, mas mesmo que seja uma linha muito ténue deve-se considerar positivo. Em
caso de duvida, o farmacéutico deve repetir o teste ou entdo encaminhar o utente para

uma pesquisa de antigénios a SARS-COV-2.

) c c

IgG IgG IgG IgG

IgM IgM IgM IgM

Figura 2. Resultados dos testes seroldgicos 1gG/IgM a COVID-19.

2.3 Manifestaces clinicas

Os sintomas que afetam os individuos infetados por COVID 19 assemelham-se
aos de uma gripe comum e, como referido anteriormente, apenas alguns individuos os
desenvolvem. As dores abdominais e a perda de apetite séo sintomas moderados, podendo
existir febre (as vezes extremamente alta), fadiga, dores musculares, nauseas e diarreia,
tosse seca e dificuldades respiratorias. Outros sintomas como dor de cabeca, perda de

olfato e paladar e descoloracéo nas extremidades podem acontecer (Ahmad et al., 2020).
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As comorbilidades mais comuns, para quem necessita de internamento incluem
hipertensdo, diabetes e doencgas cardiacas (Barbosa Baptista, 2020). A idade, linfopenia,
leucocitose, lactato desidrogenase, troponina | cardiaca de alta sensibilidade, creatina
elevada, ferritina sérica, IL-6, tempo de trotrombina, creatinina e procalcitonina séo

associados a casos mais graves podendo inclusive levar a morte (Fei et al., 2020).

Estudos revelam que morrem mais homens do que mulheres em consequéncia da
infecdo por COVID 19 e que, talvez , este fendmeno esteja relacionado ao tabagismo e
diferencas imunologicas (Wenhan et al.,2020). Também a idade aqui é um fator
importante visto que ao avancar a idade ha caréncia do sistema imunologico e maior risco
de outras doencas com impacto no combate a COVID-19 assim como sequelas
respiratérias, nomeadamente pulmonares como a doencga pulmonar obstrutiva cronica
(Barbosa Baptista, 2020).

Num estudo realizado na China os autores concluiram que o risco de
internamento na unidade de cuidados intensivos foi maior pela presenca de qualquer
comorbilidade (Guan et al.,2020).

2.4 Vacinas
No final do ano de 2020 algumas farmacéuticas conseguiram concluir com

sucesso a producéo de vacinas contra a SARS-CoV-2. Em Portugal estdo aprovadas pelo
INFARMED quatro vacinas, duas utilizam como material imunogénico o RNAmM
codificante da proteina S (Spikevax e Comirnaty) e as outras utilizam sub-unidades a
prépria proteina S) (INFARMED, 2020). Cada uma dessas vacinas possuem vantagens e
desvantagens, entretanto, caracteristicas essenciais como velocidade de desenvolvimento,
flexibilidade de fabricacdo, seguranca, estabilidade, periodo de imunidade, incremento de

escala e custos de producdo devem ser consideradas (Santana et al., 2020).

Portugal encontra-se com um plano de vacina¢do composto por trés fases, em que
na primeira fase de vacinacdo foi dada prioridade a profissionais de saude, idosos,
imunodeprimidos e pessoas com doencas de alto risco, profissionais de lares e cuidadores
de idosos. Este plano foi realizado conforme as unidades disponiveis de vacinas e foi tido

em conta o historico de infegdo por Covid-19 (DGS, 2020).
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Até aos dias de hoje foi verificado que existem algumas regras a respeito da
vacinagdo como por exemplo quem ja apresentar um historico de infecdo por COVID-19
sO é vacinado com uma dose (DGS, 2020). Aspeto este que levanta algumas questdes
relevantes como por exemplo individuos que tenham tido COVID-19 assintomaticos em
que nunca foi detetada a infecdo, neste momento de vacinagédo sdo vacinados com duas
doses estando, portanto, no mesmo patamar dos individuos detetados, mas usufruindo de
um plano de vacinacdo diferente. Atualmente também estdo a ser descritos casos de
infecdo com as duas doses da vacina 0 que cada vez mais aponta para uma terceira dose
a cada individuo atendendo ao facto de que a vacinagdo ndo esteja a decorrer como seria
de esperar e que a eficacia desta levanta muitas perguntas, especialmente porque estamos
perante novas estirpes em que escapam de completo a estas vacinas que estdo a ser usadas

mundialmente (Lawton, 2021).

2.5. Prevencao
A prevencdo do contagio deste virus passa pelo uso de mascara que impede a

entrada do virus pela boca e nariz, solugcdo hidroalcodlica para desinfecdo de méos e
superficies assim como a distancia de seguranca e isolamento social, cuidados que em
Portugal foram transmitidos através de varios meios de comunicacdo (ANEXO 1) (DGS)
(Tabatabaeizadeh, 2021). Devido a progressao galopante do nimero de casos e da elevada
mortalidade as medidas radicais de distanciamento social e confinamento ou quarentena
nacional foram decisivas principalmente pelos transmissores assintomaticos. As
intervencgdes das Instituicdes e Governos, contribuiram para a diminuicdo no avanco do
curso da pandemia e das mortes, e proporcionaram uma adaptacdo progressiva das

medidas aplicadas (Jones, 2020).

As estratégias imediatas de controle da transmissdo do virus sdo necessarias,
principalmente para os profissionais de salde. A transmissao de pessoa a pessoa é maior
nos hospitais, local onde a precaugdo com a geracdo de aerossois é fundamental. Os
impactos sdo imensos no sistema de satde de cada pais e também na economia (Paules et
al., 2020). As pessoas com maior risco de infecdo sdo aquelas que estdo em contato
préximo com um paciente COVID-19 ou que cuida do mesmo e pacientes portadores de

comorbilidades e idosos. Entre as medidas de prevencao destacam-se: a higienizagéo das
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méos, com frequéncia, com agua e sabdo por pelo menos 30 segundos, e/ou a utilizacdo
do alcool etilico liquido ou em gel a 70%, evitar tocar nos olhos, nariz e boca; tossir ou
espirrar no cotovelo ou tecido dobrado ou lencos descartiveis e depois descartar
imediatamente. Usar uma mascara descartavel, realizar a higienizacdo das méos ap0os
descarte da mascara e a manutencdo da distancia social no minimo 1 metro (Barbosa
Baptista, 2020). A antissepsia, principalmente das méos, é fundamental para evitar a
proliferagdo de microrganismos capazes de desenvolver patologias (Who,2020).
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I11 — Metodologia

3.1 Participantes e questionario

A amostra alvo incluiu a populacdo geral de quatro freguesias do concelho de
Santo Tirso, com uma area de 27,15 km? e 18 294 habitantes, foram & Farméacia Popular
para realizar testes serologicos para a COVID- 19 (Figura 3). Solicitou-se a estes
individuos a sua participacdo neste estudo de forma voluntéria e cada participante deu o
seu consentimento informado por escrito (Anexo I11) excepto os menores de 18 anos que
tinham o consentimento dos pais. Todos eles receberam um inquérito (Anexo V) que
abrangia as suas principais caracteristicas demograficas, situacdo de trabalho,
informagdes sobre o contacto com casos positivos da COVID- 19, sinais e sintomas de
infecdo e casos positivos anteriores da SARS-CoV2. Os sintomas que foram considerados
no inquérito foram febre, dor de cabeca, tosse, dispneia e astenia. Foram também
analisadas as comorbilidades pré-existentes: hipertensdo, diabetes, doencas

cardiovasculares, doencas respiratorias, auto-imunes e oncoldgicas.

Foram preenchidos cerca de 121 questionarios num espaco temporal de trés
meses, durante o ano de 2021, que correspondeu a terceira vaga de infecdes, com uma

elevada taxa de mortalidade e que correspondeu a um novo confinamento nacional.

Figura 3- Localizacdo geografica da area de recolha de amostras
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3.2 Os testes Serologicos realizados

Cada teste vem embalado em bolsas fechadas apresentam um kit, como na figura
4, composto por pipeta, reagente, lanceta descartavel e cassete de teste. Assim que abrir
o kit o teste deve ser imediatamente realizado para resultados mais fidveis. De realcar que
antes da realizacdo do teste o farmacéutico tem o dever de ler a bula de cada teste,
especialmente se mudar de fabricante. Em primeiro lugar o operador deve identificar a
cassete de teste com 0 nome ou abreviatura que identifique o utente e pousar a mesma
numa superficie limpa e desinfetada.

Figura 4 — Kit individual de cada teste serologico (composto por, da esquerda para a
direita, reagente — cassete — pipeta — lanceta — toalhita desinfetante)

Para a realizacdo deste trabalho a cada participante foi realizada a picada no dedo,
usando a lanceta descartavel, sugando o sangue com a pipeta (cerca de 10ul). Essa
amostra foi depositada no quadrado da cassete e de seguida colocado o reagente
correspondente a cada teste (cerca de 2 gotas). Ap6s dez minutos foram lidos e

interpretados, comunicando e explicando ao utente 0 mesmo.

O teste utilizado para detetar a presenca de IgM e IgG contra SARS-CoV2 foi um
ensaio de fluxo lateral comercial (OnSite™), de acordo com as informac6es do fabricante,
com uma sensibilidade de 96,86% e uma especificidade de 99,39%.
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Apols a descricdo dos participantes do estudo, foi feita uma estimativa da
seroprevaléncia - resultado positivo para IgM e/ou 1gG - de acordo com a idade, sexo,
educacao, exposicao profissional e sintomas COVID-19 apds um contacto ou teste prévio

positivo.

15



O Papel dos testes Seroldgicos para detecdo de anticorpos das classes IgG e IgM ao
SARS-CoV-2 numa comunidade da regido Norte

IV - Resultados

No estudo realizado entre 22 de Janeiro de 2021 e 16 de Margo de 2021,

participaram 121 individuos.

Como se pode verificar na tabela 1, no total, 68 participantes (56,2%) eram
mulheres e 53 eram homens (43,8%). Sete (5,8%) tinham 20 anos, 54 (44,6%) tinham
[21-40] anos, 39 (32,2%) tinham [41-60] anos, 18 (14,9%) tinham [61-80] anos e 3 (2,5%)
tinham mais de 80 anos. Relativamente aos niveis de educacdo, 86 (69,1%) tinham
formacdo basica e os outros, 35 (28,9%), tinham formacdo superior. De todos o0s
participantes, 60 (49,6%) referiram sintomas compativeis com infe¢do por SARS-CoV-
2, 46 (38%) referiram contacto com um caso positivo e os restantes 15 (12,4%) estavam
curiosos sobre o seu perfil sorolégico. Oitenta e cinco dos participantes (70 %)
trabalharam presencialmente durante o confinamento e 36 (30%) trabalharam a partir de

casa.
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Tabela 1. Caracterizagdo da amostra relativamente ao Género, ldade, Educacao,

Motivacdo para realizagéo do teste e Exposicdo Profissional.

Caracteristicas n %
(percentagem)

Género

Feminino 68 56.2

Masculino 53 43.8
Faixa Etaria

<20 7 5.8

21-40 54 44.6

41-60 39 32.2

61-80 18 14.9

>81 3 25
Nivel de Educacao

Educacdo Basica 86 69.1

Educacdo Superior 35 28.9
Motivo da realizagdo do teste

Sintomas compativeis com a infecdo por SARS-CoV-19 60 49.6

Contacto com um caso positivo por COVID 46 38

Curiosidade sobre o seu estado de imunologia 15 12.4
Ocupacao professional

Trabalhar presencialmente 85 70

Tele-trabalho 36 30

A seroprevaléncia da infecdo por SARS-CoV-2 (positiva para IgM e/ou IgG) foi
de 50 (41,3%), dos quais 15,7% lgG positiva, 11,6% IgM positiva e 14% positiva tanto
para IgM como para IgG, como podemos observar pela tabela 2. Globalmente, a
seroprevaléncia foi mais elevada nas mulheres (60%) em compara¢do com 0s homens
(40%). Considerando os grupos de idade, a seroprevaléncia foi mais elevada em
individuos entre 21 e 60 anos (80%), em comparacao com participantes com mais de 61
anos (14%) e com menos de 21 anos (6%). Os casos positivos de IgG e/ou IgM pertencem
ao grupo de pessoas que trabalham presencialmente (74%). Do total de casos positivos,
44% tinha sintomas de infecdo por SARS-CoV-2 e 46% tinha contacto com uma pessoa
infectada. Entre os casos seropositivos, 36% tiveram um teste positivo anterior da SARS-
CoV-2. Este teste tinha sido feito entre Janeiro/Fevereiro de 2021 (33,3% dos casos) ou

durante o ano 2020 (66,7%). Considerando apenas o0s casos IgM e IgG positivos, todos
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tiveram um teste positivo anterior ao SARS-CoV-2, embora metade deles tenha tido um

teste positivo antes do inquérito do estudo.

De todos, 36% apresentaram comorbilidades especificas, nomeadamente

hipertensdo, diabetes e doencas cardiovasculares, mas também 35% dos casos negativos

apresentaram algumas comorbilidades.

Tabela 2 — Seroprevaléncia dos anticorpos IgG e IgM ao SARS-CoV-2

Caracteristicas
Amostra
Género
Feminino
Masculino
Faixa etaria
<20
21-60
>61
Nivel de Educacao
Educacdo bésica
Educacdo superior
Ocupacéo profissional
Trabalho presencial
Tele-trabalho

Motivo da realizagdo do teste

Sintomas compativeis com a infecéo por
SARS-CoV-19

Contacto com um caso positivo por COVID
Curiosidade sobre o seu estado de imunologia

1gG IgM
19 (15.7) 14 (11.6)
16 (32) 6 (12)
3(6) 8 (16)
0(0) 1(2)
16 (32) 12 (24)
3(6) 1(2)
10 (20) 10 (20)
9 (18) 4 (8)
16 (32) 11 (22)
3(6) 3(6)
7(14) 3(6)
7(14) 11 (22)
5 (10) 0(0)
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1gG e IgM
17 (14)

8 (16)
9 (18)

2(2)
12 (24)
3 (6)

11 (22)
6 (12)

10 (20)
7 (14)
12 (24)

5 (10)
0(0)
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V — Discussao

Os resultados obtidos refletem os efeitos da terceira vaga epidémica, bem como

do confinamento do pais com Vvérias areas afetadas, especialmente no Norte.

Os 43% de seroprevaléncia da SARS-CoV-2 observados neste estudo, relativos
apenas a uma zona restrita de um concelho de Portugal, reflectem efectivamente os
elevados niveis de infecdo e, consequentemente, 0os numeros de mortalidade oficialmente
referidos para o Norte do pais (Shaaban et al., 2020). No Norte, particularmente em areas
ndo urbanas, existem grandes industrias que requerem trabalho presencial, sendo o risco
de exposicdo a SARS-CoV-2 maior (Laires et al., 2019; 2020). Além disso, estes
resultados podem estar relacionados com um nivel mais elevado de factores de risco

(comorbilidades) ou apenas devido a dimensédo da populacéo.

A seroprevaléncia foi mais elevada nas mulheres do que nos homens, uma
diferenca de 20%, embora ndo haja relatos de diferencas de género nas taxas de propor¢éao
de pessoas com COVID-19, apesar de nos homens haver uma elevada taxa de mortalidade
apos a infecdo (Peckham et al., 2020). Isto pode reflectir a exposi¢do profissional e a
desproporcéo que existe entre mulheres e homens que trabalham em sectores essenciais

como trabalhadores de fabricas, grossistas e retalhistas (Gaitens et al., 2020).

Quando se analisa a seroprevaléncia por grupo etario, verificamos uma elevada
prevaléncia em individuos entre 21 e 60 anos, tal como relatado por Pagani (Pagani et al.,
2020), contudo, outros estudos relatam ndo haver qualquer associagdo (Kislaya et al.,
2020). Este resultado pode sugerir que nas pessoas mais jovens a susceptibilidade a
infecdo € menor, explicada pelo facto de a expressédo dos receptores ACE aumentar com
a idade (Bourgonje et al., 2020; Li Y et al., 2020), bem pelo fato de as medidas de
bloqueio impostas pelo governo. Em pessoas com mais de 61 anos de idade, a
seroprevaléncia diminuiu. Sendo um grupo de alto risco, mantiveram um isolamento
rigoroso durante este periodo, esperando que a vacina contra a SARS-CoV 2 estivesse
disponivel, o que comegou em Fevereiro de 2021. Outra hipotese para a diminuigédo da
seroprevaléncia para estas idades € a menor capacidade de gerar imunidade em pessoas

mais velhas (Pawelec, 2020).
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A exposicao profissional dos participantes resultou huma maior seroprevaléncia
(74%) versus 26% em trabalho remoto, em concomitancia com varios autores (Gaitens,
2021; Hawkins, 2020). A ocupacdo profissional resulta de uma maior exposicdo a
infecdes, nomeadamente em trabalho presencial. Neste estudo, a maioria dos
participantes eram trabalhadores de inddstrias e servigos essenciais (mercearias,
retalhistas e assistentes de farmécia/dentista). As percentagens mais elevadas de infecdo
refletem a proximidade, sem protecdo eficaz contra a infe¢éo pelo virus (Gaitens, 2021).
Isto também € apoiado pelo numero de casos positivos pertencentes a individuos com

educacdo basica (69,1%).

Quanto ao motivo para realizar o teste serologico, 44% dos casos positivos
apresentaram sintomas compativeis com a infegdo pelo SARS-CoV 2, tais como tosse,
dispneia, astenia e outros. Ou outros 46% dos casos positivos tiveram contactos de risco,
quer no trabalho, quer em casa. Estes resultados apoiam assim a importancia do

distanciamento social como um dos meios mais eficazes para parar a transmissao do virus.

Atendendo a que 44% dos participantes seropositivos eram sintomaticos, isso
significa que 56% estavam assintomaticos, aumentando o risco de transmissdo. Os
portadores assintomaticos foram anteriormente reconhecidos como tendo um papel
importante na propagacgéo da pandemia (Arons et al., 2020; Ganghi, 2020). Devido a esta
caracteristica, paises como o Luxemburgo adotaram estratégias como o rastreio em massa
da populacdo por RT-PCR, em paralelo com o alivio das medidas de restricdo apos o
confinamento (Wilmes, 2021). O facto de as pessoas assintomaticas serem portadoras da
infecdo pode significar que os testes seroldgicos tém de ser repensados porque a dindmica

da infecdo pelo SARS-CoV 2 ainda é pouco compreendida (Peeling et al., 2020).

Quando questionados sobre o teste anterior de antigénio positivo para a SARS-
CoV-2, no total de casos seropositivos, 36% ja tinham tido uma infOecdo, detectada ou
em Janeiro-Fevereiro de 2021 (33,3%) ou durante 2020 (66,7%). Embora seja necessaria
confirmacéo, isto mostra que a seroconversdo ocorreu como esperado (Zhao J et al.,
2020).

Quando analisdmos apenas 0s casos positivos de IgM e 1gG, todos eles tinham um
teste positivo anterior da SARS-CoV-2, metade deles em Janeiro/Fevereiro de 2021, antes
do estudo em questdo. Isto pode sugerir que, os individuos com teste positivo em 2021
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encontram-se de facto no periodo de seroconversao. Quanto aos outros, pode-se especular
que representam casos de reinfecdo ou talvez de reactividade cruzada. Dado que a
reactividade cruzada foi demonstrada nos testes serolégicos dependendo dos doentes com
COVID-19 aos antigénios de outros SARS-CoV (Long Q-X, 2020; Okba et al., 2020). A
percentagem de casos positivos com comorbilidades especificas (36%) foi semelhante a
dos outros participantes com serologia negativa (35%). Assim, a prevaléncia de condic¢des
cronicas, em geral, foi concordante com dados da populacdo portuguesa: hipertensao,

doencas cardiovasculares e diabetes (Laires, 2019).

Os testes seroldgicos fornecem a primeira linha de informacdo sobre a resposta
imunitaria @ SARS-CoV-2. Como mencionado anteriormente, estando disponiveis e de
baixo custo para a maioria da populagéo, muitos dos participantes optaram por fazer este
teste. Apds Marco de 2021, os testes rapidos de antigénio estavam disponiveis com precos
relativamente acessiveis para a populacdo em geral. Ainda assim, embora o rastreio em
massa da populagdo para o antigénio SARS-CoV-2 ndo seja viavel, os testes serologicos

podem constituir a primeira abordagem para a detecéo da.

As limitacGes deste estudo sdo variadas, nomeadamente o tamanho relativamente
pequeno da amostra, 0 que reflecte o periodo especifico do estudo. Note-se que, nessa
altura, Portugal se encontrava num periodo de confinamento e, como referido
anteriormente, os testes rapidos de antigénios da SARS-CoV-2 ainda ndo estavam
disponiveis nas farmécias. Além disso, o estudo esta centrado numa regido particular de
Portugal, uma zona norte ndo urbana, ndo representando assim a populacdo em geral.
Considerando o teste seroldgico em si, 0s casos positivos de IgM devem ser confirmados

por RT-PCR ao abrigo dos protocolos do sistema nacional de salde.
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VI — Conclusdo

Estes resultados sugerem que no periodo em estudo (Janeiro a Margo de 2021) as
condicdes de confinamento foram eficazes e nas pessoas infetadas ocorreu a
seroconversdo. E essencial estudar a seroprevaléncia da SARS-CoV-2 para monitorizar a
imunidade da populacdo, especialmente casos assintomaticos, e a transmissdo. Mesmo
assim, também sdo necessarios testes massivos de rastreio de antigénios para decidir as
estratégias seguintes a adotar apds o confinamento. E urgente a realizacdo de mais estudos
clinicos de modo a verificar a duracdo da imunidade e se protege a populacdo de novas
variantes da COVID 19. A introducdo da vacina em Fevereiro de 2021 a populagdo em
geral foi um passo para parar a transmisséo da doenca, sendo que atualmente, Portugal
esta perto da imunidade de grupo, havendo no entanto casos de infe¢do pelo virus mesmo
em populacdo ja vacinada, o que levanta varias questdes relacionadas com a eficacia da
vacina assim como novas variantes do virus. Surge a preocupacéo das sequelas a longo
prazo deste virus, bem como da toma de uma vacina que foi produzida e distribuida

mundialmente num curto espago tempo.

Neste momento, tem-se verificado uma diminuicdo significativa da mortalidade
em Portugal, o que pode ser reflexo ndo s6 da elevada taxa de pessoas vacinadas, como

do impacto positivo das medidas de restricdo impostas.
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ABSTRACT

Background: Serological studies of antibody prevalence in response to infection with the acute respiratory syndrome
coronavirus 2 (SARS-CoV-2) are useful to monitor the epidemic progression of the disease and to evaluate infection
rates. In this study, we estimated the prevalence of anti-SARS-CoV-2 antibodies (IgM and IgG) in a Portuguese sub-
district, during National lockdown - January-March 2021.

Methods: In the seroepidemiological survey participants were tested for SARS-CoV-2 antibodies (IgM and IgG), in
blood samples. The estimated seroprevalence and results were stratified by age, gender, education, occupational
exposure, symptoms and previous SARS-CoV-2 infection.

Results: Seroprevalence was 41.3%, (15.7% IgG positive, 11.6% IgM positive and 14% positive for both). The majority
(74%) of the participants were working presentially and did the serological assay because they had either symptoms /
positive contact (90%) or had a previous positive antigen test (36%). From all the seropositive cases only 44% were
symptomatic. Our results show that seroprevalence of SARS -CoV-2 is high in the North, in parallel with the National
Surveillance System. Seroprevalence was higher in woman than man and in adults older than 21. Almost all the people
with symptoms or a positive contact had a positive test and were working at their regular places of work reflecting the
danger of occupational exposure.

Conclusions: These results suggest that, between January and March 2021, the restriction conditions were effective but
unable to stop SARS-CoV-2 epidemic. It is essential to assess SARS-CoV-2 seroprevalence to monitor population
immunity and if it lasts, specially from new COVID 19 variants.

Keywords: SARS-CoV?2 infection, Seroprevalence, Portugal, Public health, Antibody response, COVID-19

INTRODUCTION

The infection by severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2 (SARS-CoV-2) achieved a pandemic
situation worldwide resulting in an elevated number of
deaths.! Portugal adopted general lockdown restrictions
due to the third epidemic wave of SARS-CoV-2 that
caused in the st week of January 2021 a peak of 20.1%
deaths.? It was not allowed to circulate in public spaces and

roads, with the exception of authorized travel. The schools
and all non-essential economic services were closed and
according to Portuguese government recommendations,
anyone who could work from home should do so.?

Last year, after the first epidemic wave, the early
containment measures lead to a large reduction in the
number of cases/deaths by COVID-19, comparing to other
European countries, like Italy and Spain.* However, after
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this period, there was no further plans to prevent a new
outbreak, like epidemiologic surveillance and mass test
screening. Serologic studies evaluating SARS-CoV2
prevalence were scarce making difficult to predict new
outbreaks.™® By November 18th, the relaxation in
lockdown measures added to the fact that community
surveillance was under-estimated caused a second peak in
the numbers of deaths by COVID-19.7 The
implementation of the essential surveillance WHO
strategies for COVID 19 recommended were not adapted
to the country reality (WHO, 2020).% In this context,
surveillance was limited to RT-PCR antigen SARS-CoV2
testing, only available at hospital/primary care clinics for
symptomatic patients. The general population had to pay
private testing which was very expensive at the time.
Though, there was a big proportion of asymptomatic
patients that contributed to the transmission. As a
consequence, by March 2021 Portugal reached the third
epidemic wave.” By this time, other diagnostic tests were
available, such as serologic tests, more affordable and
accessible for the community. Nevertheless, the reality of
the confirmed cases and progression of the virus was
affected by the high regional heterogeneity in the country,
being the north of Portugal, particularly affected.’

Serological assays are included in surveillance studies, not
only to evaluate antibody presence against SARS-CoV-2
in population, but also to monitor long-lasting immunity.'°
They are particularly important in the context of
epidemiologic studies and in the case of SARS COV 2
infection can be used in the surveillance of asymptomatic
carriers."!

According to WHO the seroepidemiologic investigation
should be adapted to each country, to understand if the
restrictive conditions are in line with the strategy adopted,
at least until global vaccination occurs.'?

In this study, our aims were to access the seroprevalence
of anti-SARS-CoV-2 antibodies (IgM and IgG) in four
parishes of Sto Tirso sub-district, in the North of Portugal,
during confinement measures (22nd January-16th March
2021). We aimed to evaluate if restriction conditions were
effective and in the cases of infection if seroconversion
occurred.

METHODS

The study was conducted in a Community pharmacy-
Farmécia Popular, S. Martinho do Campo, with 121
participants, belonging to four parishes of St° Tirso Sub-
district, an area of 27.15 km2 and 18 294 habitants (Figure
1), from January to March 2021.

The selection criteria of the participants were all the people
who came to the Community pharmacy to perform
serological tests for COVID- 19, asked to participate in the
study and to complete the questionary. This one covered
their main demographic characteristics, work situation,
information about contact with COVID19 positive cases,

signs and symptoms of infection and previous positive
SARS-CoV2 infection. The symptoms considered in the
survey were fever, headache, caught, dyspnea, and
asthenia. The pre-existing comorbidities were also
analyzed: hypertension, diabetes, cardiovascular diseases,
respiratory, auto-immune and oncologic diseases.

Fingertip blood samples were collected and the presence
of IgM and IgG against SARS-CoV2 was determined
using a commercial lateral flow assay (OnSite™). The test,
according to manufacturer's information, has a sensitivity
96.86% and a specificity of 99.39%.

Study type
The type of the study was descriptive and analytical.
Data analysis

Descriptive statistics was performed for each of the
variables: age, gender, education, occupational exposure
and COVIDI9 symptoms after a contact or positive
previous test. We determined seroprevalence as the
proportion of the population who had a positive result for
IgM and/or IgG. The frequency of the qualitative variables
according to seroprevalence was expressed as a
percentage.

Informed consent and ethical approval

Each participant gave written informed consent before
participation in the seroepidemiological study, except the
ones younger than 18 years old that had parents’ legal
consent. The study received Ethical approval from the
Ethics Commission of Health Sciences Faculty, Fernando
Pessoa University in Oporto.

RESULTS

In the study performed between 22th January 2021 and
16th March 2021, there were 121 participants.

Overall 68 (56.2%) participants were woman and 53
(43.8%) were man. Seven (5.8%) were aged<20 years, 54
(44.6) were aged [21-40] years, 39 (32.2%) were aged [41-
601, 18 (14,9%) were aged [61-80] and 3 (2.5%) were older
than 80 years. Regarding education levels, 86 (69.1%) had
Basic formation and the others, 35 (28.9%), had higher
education. Of all participants, 60 (49.6%) reported
symptoms compactible with SARS-CoV-2 infection, 46
(38%) reported contact with a positive case and the remain
15 (12.4%) were curious about their serologic profile.
Eighty-five (70 %) of the participants worked presentially
and 36 (30%) worked from home (Table 1).

Seroprevalence of SARS-CoV-2 infection (positive for
IgM and/or IgG) was 50 (41.3%): 15.7% IgG positive,
11.6% IgM positive and 14% positive for both IgM and
IgG (Table 2). Overall, seroprevalence was higher in
women 60% compared to men (40%). Considering groups
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of age, seroprevalence was higher among individuals
between 21 and 60 years old (80%), comparing with
participants older than 61 years (14%) and younger than
21 years old (6%).

2020 (66,7%). Considering only the cases IgM and IgG
positive all had a previous SARS-CoV-2 positive test,
although half of them tested positive before the study
survey.

Table 2: Anti-SARS-CoV-2 IgG and IgM
seroprevalence.

~ Characteristics
Overall sample (119 57) (114 1.6) 17 (14)
Gender
Female 16(32) 6(12) 8(16)
Male 3 (6) 8 (16) 9 (18)
 Age group
<20 0 (0) 1(2) 2(2)
Figure 1: Geographical location of the sample L0 LCDE R )
collection area. 261 3(6) 1) 3(6)
Education levels
Table 1: Sample characterization regarding gender, Basic education 10(20) 10(20) 11(22)
age, education, motivation to do the test and Higher education 9(18)  4(8) 6(12)
occupational exposure. Occupational
exposure
Characteristics N Percentage Working presentially 1632) 1122 10220
Working from home 3 (6) 3(6) 7 (14)
Gender Motivation to do the test
Female 68 56.2 Symptoms compatible
Male 53 438 with SARS-CoV-2 7(14)  3(6) 12 (24)
. Age group infection
<20 7 58 Contact with a COVID
21-40 54 446 19-positive case g g )
41-60 39 322 Curiosity 5(10)  0(0) 0 (0)
61-80 18 149
>81 3 25 From all, only 36% presented specific comorbiditics,
Education level namely hypertension, diabetes and cardiovascular diseases
Basic education 86 69.1 but also 35% of the negative cases did.
Higher education 35 289

Motivation to do the test
Symptoms compatible with

SARS-CoV-19 infection 80 5.6
Contact with a COVID 19 -

7 46 38
positive case
Curiosity about serologic 15 124
profile
Occupational exposure
Working presentially 85 70
Working from home 36 30

The IgG and/or IgM positive cases belong to the group of
people working presentially (74%). From the total of
positive cases, 44% had symptoms of SARS-CoV-2
infection and 46% had contact with an infected person.
Among the seropositive cases, 36% had a previous SARS-
CoV-2 positive test. This one was done in
January/February 2021 (33,3% of the cases) or during

DISCUSSION

Our results depict the effects of the third epidemic wave
and comparing to 2020 the effect of the total lockdown in
a country with several affected areas, especially in the
North.

The 43% of seroprevalence of SARS-CoV-2 observed in
this study, concerning only a sub-district of Portugal,
actually reflect the high levels of infection and,
consequently, the mortality numbers officially referred for
the north of the country.”!* In the North, particularly in
non-urban areas, there are major industries that require in
person work, though the risk of exposure to SARS-CoV-2
is always big.'*!°. Also, this can relate to a higher level of
risk factors (comorbidities) or just due to the population
size.
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Seroprevalence was higher in woman than man, a
difference of 20%, although there isn't report of gender
differences in the proportion rates of people with COVID-
19; in fact, males have a high rate of mortality after
infection. '® This may reflect the occupational exposure and
the disproportion that exist between woman and men
working in essential sectors like factory workers, grocery
store workers and retail.'” When looking to seroprevalence
by age group, in spite of reports that make no association
between them5, we have a high seroprevalence in
individuals between 21 and 60 years as reported by
Pagani.’® It can suggest that in younger people the
susceptibility to infection is lower, explained by the fact
that ACE receptors expression increases with age and by
the lockdown measures imposed by the government.'*?° In
people older than 61 seroprevalence decreased. As a high-
risk group they maintained a strict isolation during this
period, waiting for the vaccine to SARS-CoV 2 to be
available for them which started in February 2021.
Another hypothesis is the lower capacity to generate
immunity in older ages, even with the vaccine.!

The occupational exposure of the participants resulted in a
higher seroprevalence (74%) versus 26% in remote work,
in concurrence with several authors.'”? Occupational
exposure results from higher exposure to infections- health
care workers or from working in the proximity of others.
Particularly, in our study, there was an elevated number of
workers of essential industries and services (grocery, retail
and pharmacy/dentist assistants) We can attribute the
higher percentages of infection to close proximity without
effective protection from the virus infection.!” This is also
supported by the number of positive cases belonging to
participants with basic education (69,1%). Most of them
are factory workers, grocery, retail and pharmacy/dentist
assistants, exceptions during lockdown restrictions.

Concerning the motive to perform the serologic test 44%
of the positive cases presented symptoms compatible with
SARS-CoV 2 infection such as cough, dyspnea, asthenia
and others 46% of the positive cases had risk contacts,
either at work or at home. Our results support the
importance of social distancing as one of the most effective
means to stop transmission of the virus.

Of notice, if we consider that 44% of the seropositive
participants were symptomatic that means that 56% were
asymptomatic overlooking the infection and could have
transmitted it. The asymptomatic carriers were previously
recognized has having an important role in the spread of
the pandemic.""?* For that, countries like Luxembourg
adopted strategies like mass screening of the population by
RT-PCR in parallel with the slow relieve of the restriction
measures after lockdown. The fact that the asymptomatic
persons are carriers of the infection can mean that
serologic tests have to be rethought because the dynamics
of SARS-CoV 2 infection is still poorly understood.'
When asked about previous positive antigen test for SARS
COV2, in the total of seropositive cases, 36% had already
have a previous infection, detected either in January-

February 2021 (33,3%) or before, during 2020 (66,7%).
Although confirmation is necessary, this shows that
seroconversion occurred as expected.”

When we analyzed IgM and IgG positive cases alone, they
all had a previous SARS-CoV-2 positive test, half of them
in January/February 2021, before the study survey. In our
opinion, the ones that had a positive test in 2021 are in fact
in the period of seroconversion. The other ones we can
speculate that they represent cases of re-infection or maybe
cross-reactivity. Given that cross reactivity has been
shown in serological testing depending of patients with
COVID-19 to nucleocapsid antigens of others SARS-
CoV.?%?7 The percentage of positive cases with specific
comorbidities (36%) was similar to the other participants
with negative serology (35%). Thus, the prevalence of
chronic conditions overall was concurrent with the
Portuguese population: hypertension, cardiovascular
discases and diabetes. '

Serological tests provide the first line of information of the
immune response to SARS-CoV2. As mentioned before,
being available and cheap for the majority of the
population, many of the participants choose to do this test.
After March 2021, the rapid antigen tests were available
with relative accessible prices for the general population.
Still, while mass screening of the population for SARS-
CoV2 antigen is not viable serologic tests can constitute
the first approach for infection detection.

We are aware of the limitations of this study, namely the
relatively small sample size that reflects the period of the
study. Note that at that time, Portugal was in a lockdown
period and rapid antigens tests of SARS-CoV2 were not
yet available in the pharmacies. Also, the study is focused
on a particular region of Portugal, a non-urban northern
area, thus not representing the general population.
Considering serologic test itself, IgM positive cases been
confirmed by RT-PCR under the national health system
protocols, but we did not had access to that information.

CONCLUSION

These results suggest that in the period of study (January-
March 2021) the restriction conditions were effective and
seroconversion occurred. It is essential to study SARS-
CoV-2 seroprevalence to monitor population immunity,
special  asymptomatic  cases, and transmission.
Nevertheless, also massive screening antigen tests are
needed to decide the next strategies to adopt after
lockdown. It is also urgent to establish if this immunity is
long lasting and protects population from new COVID 19
variants. The vaccine introduction in February 2021 to the
general population was a step to stop the disease
transmission.
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HIGIENE DAS MAOS

Lave frequentemente as maos
com agua e sabdo ou use uma
solugdo a base de alcool.

USO DE MASCARA

@

Use a mascara:
+ em espacos fechados
+ em locais abertos quando ndo for
possivel manter a distancia de

SEgurancga.

m t oAy

DISTANCIAMENTO FTSICOL.—':E

[

Mantenha a distancia de 2 metros das
outras pessoas.

= =
VENTILACAO DOs Espagos B B

Mantenha os espagos bem arejados.
Opte por ventilacdo natural.

Anexo Il — Normas da Direcdo Geral da Saude em Portugal

22 MEDIDAS GERAIS

ﬂ\ -
ETIQUETA RESPIRATORIA g’
Quando espirrar ou tossir, tape o nariz
e a boca com um lenco de papel ou

com o brago, mesmo se tiver mascara.

SETIVER SINTOMAS

Mao va trabalhar.

Caso o seu filho tenha sintomas,
ndo o leve 3 escola.

Evite sair & rua se estiver doente.

REDUCAO DE CONTACTOS

Sempre que possivel, limite
o numero de contactos fisicos
Com outras pessoas.

LIMPEZA DAS SUPERFICIES

Limpe e desinfete as superficies
com frequéncia.

SE TIVER ALGUM DOS
SEGUINTES SINTOMAS:

O 9
- / %

LIGUE
SNS24 ¢

808242424

= X

TOSSE FEBRE DIFICULDADE FERDA OU DIMINUICAD
RESPIRATORIA DO OLFATD OU PALADAR
b
#SEJAUMAGENTEDESAUDEPUBLICA —
#ESTAMOSON 9 % 0|¥— . DG__S_E
FUMCONSELHODADGS =
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Anexo Il — Consentimento informado

DECLARAGAO DE CONSENTIMENTO

(HeiEIngquUa 1984; tmniwia:mm;mmmomm

o s Bt
O papel dos testes serologicos para deteg3o de anticorpos das classes IgG e
IgM 3o SARS-CoV-2 numa comunidade da regido norte

Eu, abat inado, (nome completo do o ou aro sao)

. COmp a ¢80 que
me foi fomecida acerca da minha participagdo na investigacBo que se lenciona realizar,
bem como do estudo em que sers induido. Foi-me dada oportunidade de fazer as
perguntas que juiguel necessanas ¢ de todas obtive resposta satisfatona
Tomei conhecimento de que, de acordo com as cocs da D cao de

L a ¢80 ou ¢80 que me fol prestada versou 08 objectivos e 08
métodoe e, se ocomer uma situsglo de pritica clinica, o2 beneficios previstos, oe riecos
P = niusl desconforto. Alm disso, foi-me afirmado que tenho o dirsito de
recusar a todo o fempo a minha particpagio no estudo, sem que 530 possa fer como cfeio
qualquer prejuizo pessoal.

Por igeo, consinto que me seja aplicado 0 método ou O tratamento, se for caso diseo,
propostos pelo investigador.

is & 0

O Inve stizado “zenonsdyes . £ AEa "T‘U
- s m il 200 ;
toma:  yoada Wl Aon D e LRy

Asvinstura -'K’ﬂl. (t. &‘r\'{‘/{‘_;l he
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Anexo IV - Inquérito preenchido por cada utente

INQUERITO NO AMBITO DA CONCLUSAD DO MESTRADO INTEGRADOD EM
CiEnciAs FARMACEUTICAS DA FACULDADE DE CIENCIAS DA SADDE, UNIVERSIDADE FERNANDO PESSDA

O PAPEL DOS TESTES SEROLOGICOS PARA DETECAQ DE ANTICORPOS DAS CLASSES 1gG E lgM AD
SARS COV-2 NUMA COMUNIDADE DA REGIAO NORTE

Género: Masculino: [ Feminino: [_]
Idade:

Nadonalidade:

Localidade de Residénda

Escolaridade:
Primaria:
I:l Secundaria:
|:| Bacharelato:
I:l Licenciatura:
|:| Mestrado ou Doutoramento:

Profissdo:

A trabalhar presencialmente:
sim: (] NZo: []
J3 fez algum teste COVID 19-positivo?
Sim: [ Nao: [
Se sim:
O resultado foi positive? sim:_] N3o: |:|
Quando foi diagnosticado?

Quais os sintomas sentidos?

Sabe onde foi infetado? Sim [ No:[]
Mais alguém do seu agregado familiar esteve positive: Sim: EI Nao: D
Historial dinico

{Selecionar 5im ou Nio se tem ou teve algumas das doengas referidas)

Doengas cardiovasculares
Hipertensio
Diabetes.
Problemas oncologico
Dipe Auto-imunes
Doengas renais
Do neurtlogicas
Outras

Toma medicagio diaramente?
Sim: Mao:
Se sim, qual?

Motivo da realizagdo do teste serclogico:
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