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Resumo

Em dezembro de 2019, na China, registaram-se os primeiros casos de infecdo
pelo novo coronavirus, que se veio a espalhar por todo o mundo pondo em causa a sal-
de e a vida da humanidade. A pandemia foi declarada pela OMS a 11 de margo de 2020.

As estatisticas do nimero de casos confirmados e 6bitos sdo ferramentas essen-
ciais para monitorizar a propagacao da doenca, no entanto, sabe-se que néo refletem o
real impacto da mesma. Acontece que, um grande nimero de casos ndo é detetado por
serem casos assintomaticos, paucissintomaticos ou simplesmente ndo serem testados.

Neste contexto, os estudos de seroprevaléncia revelam elevada importancia para
estimar o numero de pessoas que foram expostas ao virus e para avaliar a propor¢do da
populacdo que j& podera ter desenvolvido anticorpos contra 0 SARS-CoV-2 numa area
especifica, podendo estar potencialmente protegidas contra infecdes subsequentes.

Os primeiros dois casos confirmados de infecdo pelo SARS-CoV-2 em Portugal
ocorreram a dia 1 de mar¢o de 2020, no Porto e em Lisboa. Relativamente a vila de Mo-
ra situada no distrito de Evora, sabe-se que os primeiros casos identificados de COVID-
19 foram registados no dia 2 de agosto de 2020. Em sequéncia desenvolveu-se um surto
no concelho, que segundo se sabe, terd incluido 62 pessoas.

Realizou-se um estudo de seroprevaléncia nesta populacéo, a fim de perceber, se
os individuos que testaram positivo desenvolveram anticorpos, dos que nao testaram
positivo quantos contactaram o virus e, até que ponto a passagem do virus levou a imu-
nizacdo da populacdo. Para este estudo, usaram-se testes rapidos de detecdo de anticor-
pos anti-SARS-CoV-2 qualitativos.

Participaram 272 pessoas, tendo-se registado uma idade media de 46,6 + 18,7
anos, sendo que o género mais prevalente foi o feminino. A maioria dos participantes
era de nacionalidade portuguesa e declarou-se no ativo relativamente a situacdo profis-
sional.

Concluiu-se que a maioria dos participantes gque tinha testado positivo no teste
RT-PCR, adquiriu imunidade que foi confirmada através da realizacdo do teste rapido
serologico e da detecdo de imunoglobulinas. Além disso, também foi possivel detetar

participantes que provavelmente estiveram em contacto com o virus, sem que tenham
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tido conhecimento. Estima-se que cerca de um terco das pessoas que contactaram o Vi-
rus terdo sido testadas positivas para a infegéo.

Palavras-chave: Coronavirus, SARS-CoV-2, infecdo, COVID-19, seroprevaléncia,
imunoglobulinas
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Abstract

In December 2019, in China, the first cases of infection by the new coronavirus
where registered, which came to spread throughout the world, questioning the health
and life of humanity. The pandemic was declared by WHO on March 11, 2020.

Statistics on the number of confirmed cases and deaths are essential tools to mo-
nitor the spread of the disease, however, it is known that they do not reflect its real im-
pact. It turns out that a large number of cases are not detected because they are asymp-
tomatic, paucissymptomatic or simply not tested.

In this context, seroprevalence studies show high importance to estimate the
number of people who have been exposed to the virus and to assess the proportion of
the population that may have already developed antibodies against SARS-CoV-2 in a
specific area. potentially protected against subsequent infections.

The first two confirmed cases of SARS-CoV-2 infection in Portugal occurred on
March 1, 2020, in Porto and Lisbon. Regarding the village of Mora located in the dis-
trict of Evora, it is known that the first diagnosed cases of COVID-19 were registered
on August 2, 2020. As a result, an outbreak developed in the municipality, which, ac-

cording to what is known, will have included 62 people.

A seroprevalence study was carried out in this population, in order to understand
if the individuals who tested positive developed antibodies, from those who did not test
positive how many were infected, and how far the passage of the virus led to population
immunization. For this study, rapid tests to detect qualitative anti-SARS-CoV-2 antibo-

dies were used.

A total of 272 participants were obtained, with a mean age of 46.6 + 18.7 years,
with the most prevalent gender being the feminine. Most of the participants were Portu-

guese and declared themselves active according to their professional situation.

In conclusion, the majority of participants who had tested positive in the RT-
PCR test, acquired immunity that was confirmed by performing the rapid serological
test and detection of immunoglobulins. Furthermore, it was also possible to detect parti-

cipants who were probably in contact with the virus, without being aware of it. It is es-
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timated that about a third of people who have contacted the virus will have tested posi-
tive for the infection.

Keywords: Coronavirus, SARS-CoV-2, infection, COVID-19, seroprevalence, immu-
noglobulins
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1. Introducéo
1.1. Aspetos do virus

1.1.1. Origem e evolucdo do SARS-CoV-2

Desde 1960, seis diferentes coronavirus (CoV’s) foram identificados e nas duas
Gltimas décadas, dois CoVs epidémicos surgiram em humanos. A sindrome respiratéria
aguda grave (SARS)-CoV em 2002-2003 e a sindrome respiratoria do Médio Oriente
(MERS)-CoV em 2012-2015 pertencem ao género Betacoronavirus (1,2).

A 31 de dezembro de 2019, a cidade de Wuhan, na provincia de Hubei, relatou
varios casos de pneumonia derivados de um mercado local de frutos do mar. A principal
manifestacdo clinica desses casos era a febre. Alguns doentes apresentavam tambem
mal-estar, tosse seca e dispneia, sendo que radiografias de torax mostravam lesdes infil-
trativas no pulméo, indiciadoras de pneumonia viral. As autoridades chinesas identifica-
ram um novo tipo de virus (um novo coronavirus, 2019-nCoV), isolado em janeiro de
2020. Ainda em janeiro, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) declarou o surto co-
mo uma nova emergéncia de salde publica e designou o virus como novo coronavirus
(2019-nCoV). Em fevereiro a doenca causada pelo novo virus foi designada pela OMS
como COVID-19 (“coronavirus disease 2019”) e a entidade infeciosa designada como

virus SARS-CoV-2, por analogia com o coronavirus antes isolado em 2002 (1).

Existe a percecdo que todos os coronavirus humanos serdo de origem zoondtica,

nomeadamente resultantes de adaptacdes dos virus de morcegos ao homem (3,4).

As analises bioinformaticas permitiram identificar que o SARS-CoV-2 tem cara-
teristicas tipicas da familia dos coronavirus. Os coronavirus mais patogénicos perten-
cem a linhagem 2B dos betacoronavirus (3,5). No comeco da epidemia em Wuhan, os
cientistas obtiveram a sequéncia completa do genoma do virus de cinco doentes infeta-
dos com SARS-CoV-2. Estas sequéncias gendmicas partilharam 79,5% de afinidade
com o SARS-CoV e, aproximadamente, 50% com o MERS-CoV. Admite-se que o
SARS-CoV-2 possa ser derivado do SARS-CoV identificado em 2002. E, contudo, con-

siderado um novo betacoronavirus que infeta seres humanos (3,6).
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Um estudo analisou os genomas de SARS-CoV-2 e similares isolados. Os resul-
tados indicaram que um isolado identificado como EPI_ISL_403928 mostra diferentes
distancias genéticas de todo o seu genoma nas arvores filogenéticas construidas. As
sequéncias de codificacdo das proteinas da espicula (“spike” - S), da nucleoproteina (N)
e da poliproteina (P) quando comparadas com as sequéncias de outro SARS-CoV-2,
exibem 4, 2 e 22 variacGes em S, N e P, respetivamente, ao nivel de residuos de ami-
noécidos (7). Os resultados mostraram assim que, pelo menos, duas estirpes de SARS-
CoV-2 estiveram envolvidas no surto inicial. Depois de alinhar as sequéncias nucleoti-
dicas, com base nos alinhamentos de aminoacidos nas proteinas, a fase de leitura aberta
8 (ORF8 — do inglés, Open Reading Frames) e a fase de leitura aberta 10 (ORF10) do
SARS-CoV-2 sdo claramente divergentes de outros virus. No entanto, a maioria das
outras ORFs do SARS-CoV 2 foram conservadas. A homologia de nucleotideos geno-
micos entre 0 SARS-CoV-2 e a estirpe de coronavirus semelhante ao SARS BatCov
RaTG13 é de 96%. Em comparacdo com outros virus, a divergéncia do SARS-CoV-2
sem impacto na sequéncia de aminoacidos é de 17%, muito maior do que o avaliado
anteriormente. O gene da proteina spike exibe mutagdes silenciosas (alteracbes nos nu-
cledtidos sem alteracao nos respetivos aminoacidos) maiores do que outros genes, 0 que
pode ser devido a elevadas taxas de mutagéo e selecdo natural das sequéncias mais ade-
quadas a infecciosidade do virus. Foram identificados e sequenciados 103 genomas de
SARS-CoV-2 para andlise das variantes genéticas. Entre as 103 estirpes, um total de
149 mutacBes foram identificadas e as analises genéticas populacionais indicaram que
essas estirpes podem ser divididas principalmente em dois tipos. Os resultados sugerem
que 101 das 103 estirpes de SARS-CoV-2 serdo relacionadas, na medida em que as mu-
tacOes pontuais responsaveis pelos polimorfismos de nucleétido unico (SNPs), nos lo-
cais 8.782 e 28.144 do genoma, identificam um tipo L e um tipo S de SARS-CoV-2. O
tipo L seré responsavel por 70% das 103 estirpes e o tipo S por 30%. Apesar do tipo L
ser mais prevalente do que o tipo S, este ultimo parece ser a versdo ancestral do SARS-
CoV-2 (8).
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1.2. Taxonomia

Os coronavirus (CoV) pertencem a subfamilia Coronavirinae na familia Coro-
naviridae da ordem Nidovirales, causam doencas respiratorias, digestivas e do sistema
nervoso em humanos e em muitos outros animais (9). As particulas do coronavirus séo
esféricas com um didmetro de aproximadamente 80 a 160 mm. A superficie do involu-
cro lipidico encontra-se coberta de espiculas, proteinas de membrana (M) e proteinas do
envelope (E), localizadas entre as proteinas S. O RNA gendmico e a proteina da nucleo-
capside fosforilada (N) formam um nucleocapsideo em espiral, que se localiza dentro do
involucro (10,11). O genoma do coronavirus é composto por um RNA de cadeia sim-
ples de sentido positivo variando de 26 Kb a 32 Kb de comprimento, constituindo o
mais longo genoma conhecido entre os virus de RNA (10). Este genoma tem uma estru-
tura de mRNA funcional, com um cap na extremidade 5’P’ e uma cauda de poli(A) na
extremidade 3’-OH. Na estrutura gendmica do RNA viral identificaram-se varios qua-
dros de leitura aberta (ORFs), dos quais o primeiro (ORF1) proximo da extremidade
5P’ codifica 16 proteinas ndo estruturais (nspl-16) envolvidas na replicacéo e transcri-
cao viral. As restantes outras ORFs codificam as quatro proteinas estruturais principais
(S, M, N e P) e oito proteinas acessorias (3a, 3b, p6, 7a, 7b, 8b, 9b e ORF14), que de-
sempenham papéis importantes no ciclo infecioso do virus e na montagem de particulas
virais (9,12,13).

1.2.1. Estrutura

Os coronavirus sdo virus de genoma RNA de cadeia simples positiva com invo-
lucro lipidico. Incluem quatro géneros: Alphacoronavirus (a-CoV), Betacoronavirus (-
CoV), Gammacoronavirus (y-CoV) e Deltacoronavirus (6-CoV) ) (3,14).

O genoma contém 14 ORFs, dois tergcos dos quais codificam proteinas nao es-
truturais (nsp 1-16) que compdem o complexo da replicase. O terco restante das ORFs
codifica nove proteinas acessorias e quatro proteinas estruturais: spike (S), envelope (E),
membrana (M) e nucleocapside (N). A proteina spike (S) medeia a entrada do SARS-
CoV nas células hospedeiras. No entanto, o gene S do SARS-CoV-2 diverge muito do
respetivo gene do SARS-CoV, partilhando menos de 75% de homologia entre os nucle-
otidos. A proteina spike tem um dominio de ligacdo ao recetor (do inglés Receptor Bin-
ding Domain - RBD) que medeia o contacto direto com o recetor celular da enzima de

3
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conversdo da angiotensina 2 (ACE 2) e um local de clivagem polibésico S1/S2, destina-
do a ser clivado proteoliticamente pela catepsina L celular e a protease transmembranar
de serina 2 (TMPRSS2) (12,15).

As diferencas entre 0 SARS-CoV e 0 SARS-CoV-2 encontram-se principal-
mente na proteina S, na ORF8 e na ORF3b, como se podem observar na figura seguinte
(1.2.1).

®) SARS-CoV Orf8b
-~
™ NI »
SARS-CoV-2 Orf8
-

(©) SARS-CoV ool o

——— T

3¢ e
SARS-CoV-2

— s .:--lbl B

() SARS-CoV Orf3b

SARS-CoV-2 Orf3b
o

=
B R R

Figura 1.2.1. Distincdo entre a composicdo em aminoacidos e a estrutura proteica do SARS-
CoV e do SARS-CoV-2 (9).

Legenda: (a) O subdominio externo do recetor de ligacdo da proteina spike no SARS-CoV-2
apenas partilha 40% de semelhanca (em aminoacidos) com outros SARS-CoV.
(b) No SARS-CoV-2, a ORF8 ndo contém um dominio funcional conhecido enquanto que o
SARS-CoV sim.
(c) A proteina ORF8 esta ausente no SARS-CoV-2; existem 121 aminoacidos que codificam a
proteina 8b no SARS-CoV-2, enquanto que apenas 84 estdo envolvidos no SARS-CoV.

(d) ORF3b do SARS-CoV-2 apresenta uma nova proteina com quatro hélices e 67 aminoacidos
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que codificam a proteina 3b, enquanto que 154 aminoacidos estdo envolvidos o0 SARS-CoV.

A protease TMPRSS2 facilita a entrada do virus pela membrana plasmatica,
enquanto a catepsina L ativa a spike do SARS-CoV-2 nos endossomas, podendo com-
pensar a entrada nas células sem ativacdo da protease TMPRSS2. Uma vez que o0 geno-
ma € libertado no citosol do hospedeiro, as ORFl1a e ORF1b sdo de imediato traduzidas
nas proteinas que funcionam como replicases virais. Estas sdo entdo clivadas em protei-
nas nao estruturais individuais, entre as quais a RNA polimerase RNA dependente.
Aqui, 0os componentes da replicase reorganizam o reticulo endoplasmatico (ER) em ve-
siculas de membrana dupla que facilitam a replicacéo viral de RNA"s genémicos e sub-
genomicos, todos eles responsaveis também pela traducdo das proteinas estruturais vi-

rais acessorias que promovem a formagéo de particulas virais (16).
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1.3. Replicacéo

Tal como no SARS-CoV, a proteina S do SARS-CoV-2 auxilia na invaséo ce-
lular pela ligagdo aos recetores da Enzima Conversora da Angiotensina 2 (ACE2) a su-
perficie das células hospedeiras. Depois de se ligar ao recetor, o virus chega ao citosol
da célula hospedeira por fusdo de membranas mediada pela clivagem proteolitica da
proteina S realizada por uma catepsina, pela TMPRRS2 ou por outra protease. A fusao

das membranas viral e celular resulta na libertacdo do genoma viral no citoplasma (17).

A sintese de RNA viral segue a traducdo e montagem dos complexos de repli-
case viral. A sintese de RNA viral produz RNA’s gendmicos e subgenomicos. Os
RNA’s subgendémicos sdo utilizados como mRNA’s para os genes estruturais € acesso-
rios que se localizam a jusante das poliproteinas da replicase. Estes RNA’s subgenomi-
cos localizam-se na extremidade 3’-OH da cadeia positiva do genoma viral, existindo
uma sobreposicdo de sequéncias caracteristica deste tipo de virus. A designacdo da or-
dem Nidovirales decorre do facto destes RNA se “aninharem” na extremidade do ge-
noma viral. Tanto os RNA’s gendémicos como 0S subgenomicos sdo transcritos de
RNA’s intermediarios de cadeia negativa, os anti-genomicos. Talvez o aspeto mais re-
levante da replicacdo deste virus seja como os segmentos de regulacdo da transcricdo
(TRS) da regido lider e do corpo se fundem durante a produgdo de RNA’s subgenomi-
cos. Inicialmente, acreditou-se que este fendmeno poderia ocorrer durante a sintese da
cadeia positiva, mas agora julga-se que ocorra durante a extensdo descontinua do RNA
anti-genémico, de cadeira negativa. O modelo atual propde que a polimerase do RNA
(RdRp) faca uma pausa em qualquer uma das sequéncias do TRS do corpo (TRS-B);
apos esta pausa, a RdRp continua o alongamento para o préximo TRS ou muda para
amplificar a sequéncia lider na extremidade 5’ do genoma guiado pela complementari-
dade do TRS-B com o TRS lider (TRS-L). Muitas evidéncias atualmente apoiam este
modelo, incluindo a presenca de sequéncia anti-lider na extremidade 3” dos RNA’s anti-
gendémicos de cadeia negativa. No entanto, muitas questdes remanescem para definir
totalmente o modelo. As respostas serdo necessarias para obter uma perspetiva completa
de como a replicacdo do RNA ocorre nos coronavirus. Importa ainda referir que os co-
ronavirus também sdo conhecidos pela sua capacidade de se recombinar usando recom-
binacdo homdloga e ndo homdloga. A capacidade de recombinacdo desses virus estara
ligada a capacidade de troca de RNA’s pela RARp. A par das mutacgdes, a recombinagédo
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desempenhard, provavelmente, um papel proeminente na evolucéo viral. Estes meca-
nismos de recombinacdo serdo ferramentas de genética reversa usadas para gerar re-

combinantes virais na extremidade 3'-OH do genoma (5,18-20).
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1.4. Transmissao

A transmissdo deste coronavirus ocorre predominantemente por goticulas respi-
ratorias ou por aerossois formados ao falar ou cantar. A transmissibilidade é facilitada
em ambientes fechados e por exposicao prolongada as particulas virais. Porque se repli-
ca predominantemente na arvore respiratoria, este virus encontra-se principalmente nas
secrecBes respiratdrias e na saliva. Dada a labilidade do RNA que o constitui, a trans-

missdo por fémites, apresenta um risco considerado muito baixo (9).

Os virus suscetiveis de infetar outros hospedeiros sdo emitidos por individuos in-
fetados, quer estes tenham sintomas da doenca ou sejam assintomaticos. A emissao de
virus por pessoas assintomaticas pode representar 40-50% do nimero total de infecdes,
embora permaneca alguma incerteza ainda sobre quanto estas contribuem para os totais.
A transmisséo viral pode anteceder os sintomas em até 3 dias ou mais. Os titulos virais
sdo mais elevados nas fases iniciais da infecdo, 1-2 dias antes do inicio dos sintomas e,

nos primeiros 4-6 dias de doenca em doentes ndo imunocomprometidos (6).

O motivo pelo qual se julga que ocorre a transmisséo rapida e generalizada nédo
se encontra completamente esclarecido, no entanto uma provavel explicacdo deve-se ao
facto de pessoas infetadas de forma assintomatica poderem emitir o virus e propaga-lo
de forma eficaz mais facilmente pela auséncia de medidas preventivas na auséncia de
sintomas (6). Alguns sao “super” disseminadores, 0 que pode ser devido a caracteristi-
cas inerentes (por exemplo, quando a fala gera aerossois, falam alto, etc). Reunides de
massa, especialmente em ambientes fechados, em espagos menores ou com ventilagdo
insuficiente, parecem melhorar a transmissao. Esta € em grande parte a razao por tras da
recomendacédo para o0 uso universal de méascara de protecdo (21). A propagacdo por ae-
rossol parece facilitada em alguns ambientes, sendo que serd tanto mais eficaz quanto
maior for a concentracdo de virus que atinjam o hospedeiro alvo. O distanciamento fisi-
co de pelo menos dois metros continua a ser uma recomendacdo que se justifica pelo
gradiente de concentracdo do virus que se forma desde o emissor até ao recetor. Face a
possibilidade da emissdo do virus poder ser mais energética por espirros, por exemplo,
que levam maiores concentracdes de virus nos aerossois a maior distancia, continua a
justificar-se o uso cumulativo da mascara de protecdo (22). Até ao momento, ndo houve

um surto bem documentado relacionado com a transmissdo de aerossol a distancia (por
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exemplo, por meio de sistemas ventilatorios HVAC ou ventilagdo de avido). Seja em
goticulas ou aerossais, a preocupacdo com a disseminacao por pessoas sintomaticas ou
ndo, mas infetadas, € a justificativa para o uso universal de mascaras em publico, e em
todos os casos deve-se manter o distanciamento fisico de pelo menos dois metros. No
ciclo da infecdo humana, provavelmente por degluticdo das secrecOes respiratdrias, 0s
virus sdo também eliminados nas fezes, ndo sendo evidente o seu potencial papel da
propagacdo da infecdo. A presenca de virus nas fezes das pessoas infetadas pode ser
usado como ferramenta para caraterizar e mesmo prever potenciais surtos infeciosos na
comunidade (16,17,23,24).

10
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1.5. Patologia

1.5.1. Dano direto induzido pelo SARS-CoV-2

Quando o virus SARS-CoV-2 invade o corpo humano, o RBD na subunidade
S1 da proteina S liga-se ao recetor ACE2 que se expressa na superficie da célula hospe-
deira. Seguidamente, a conformacédo da proteina S sofre um rearranjo estrutural signifi-
cativo, originando a libertacdo da subunidade S1 e transi¢do da subunidade S2 para uma
conformacdo po6s-fusdo altamente estavel, que por sua vez medeia a fusdo do virus com
a membrana da célula hospedeira e entrada na célula. A ligacdo da proteina S do virus
ao recetor ACE2 induz a sua inativacdo como mediador de processos inflamatorios. O
virus SARS-CoV-2 multiplica-se entdo e leva a lise da célula hospedeira, causando as-
sim extenso dano alveolar, responsavel pelos Sintomas de Dificuldade Respiratéria
Aguda (do inglés Acute Respiratory Distress Syndrome - ARDS) em doentes infetados
(12,15).

1.5.2. Sintomas

Os sintomas podem aparecer 2 a 14 dias apds a exposi¢édo ao virus e infecdo. En-
tre 0s mais comuns, encontra-se a febre (temperatura > 38°C) e os calafrios (44%-98%),
a tosse (46%-82%, geralmente seca), falta de ar inicial (31%), mialgia ou fadiga (11%-
44%), perda de paladar ou olfato, dor de cabeca, dor de garganta, congestdo nasal, rinor-
reia e nauseas, vomitos ou diarreia. Podem existir também sintomas menos frequentes,

pressdo ou dor no peito, confusdo, cianose, alteracdes na pele (25).

Relativamente a variante delta, os sintomas mais frequentes sdo dor de cabeca,
dor de garganta, corrimento nasal e febre. Neste caso, a tosse e a perda de olfato séo

menos comuns (25).

Estes sintomas podem ser diferentes dependendo das idiossincrasias individuais

e da estirpe ou mutante do virus em particular.
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1.5.3. Diagnostico
1.5.3.1. Testes moleculares de amplificacdo genética (TAAN)

Esta doenca ndo apresenta um diagndstico clinico evidente e facilmente distin-
guivel de outras entidades. Os sintomas de uma infecdo respiratoria viral podem ser
causados por outros agentes como os virus Influenza, os virus respiratorios sinciciais ou
bactérias, também responsaveis por pneumonias. Apesar de ndo poder ser considerado
elemento de diagndstico definitivo, um fator preponderante que ocorre com elevada
frequéncia no SARS-CoV-2 comparativamente com outros virus respiratérios é a anos-

mia e a disgeusia (25).

Atualmente o diagnostico é exclusivamente laboratorial, pela detecdo de compo-
nentes do virus, através de Testes Moleculares de Amplificacio de Acidos Nucleicos
(TAAN), onde se incluem os testes RT-PCR convencional, em tempo real ou atraves da
detecdo de proteinas virais por técnicas imunoldgicas com Testes Rapidos de Antigenio
(TRAQ). Estes ultimos devem ser efetuados nos primeiros cinco dias de sintomas para

diminuir a obtencdo de falsos negativos (26).

Nos testes de amplificacdo genética, 0 RNA viral presente na amostra é amplifi-
cado por técnica de RT-PCR (reacdo em cadeia de polimerase com recurso a transcrip-
tase reversa) e detetado, em tempo real pela hibridacdo com semaforo molecular. Este
emite fluorescéncia quando a sequéncia do virus, complementar do reagente, esta pre-
sente. Dada a necessidade de processar a amostra para a extracdo do RNA viral e do
equipamento necessario a execucdo dos ciclos de amplificacdo e para a detecéo da fluo-
rescéncia emitida pela sonda, estes testes ndo sdo de muito rapida execucdo e precisam

de equipamento especifico so disponivel em laboratério (25,26).
1.5.3.2.Testes rapidos de antigénio (TRAQ)

Os testes rapidos juntaram-se aos testes moleculares, ja conhecidos, usados
desde a primeira vaga da doenca e realizados em laboratorio com equipamento especifi-
co. Para além dos testes moleculares de amplificacdo genética foram ainda considerados
testes de diagnodstico, os designados testes rapidos de antigénio (TRAQ), que utilizam
uma técnica imunocromatografica para a detecdo de proteinas especificas do virus
SARS-CoV-2 (26,27).
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Nestes TRAg os resultados séo obtidos num prazo mais curto, frequentemente
de minutos, e ndo carecem de qualquer equipamento laboratorial que ndo os biossenso-
res especificos. A sua simplicidade de execucdo e rapidez constituem as suas grandes
mais valias e relevancia para a detecdo rapida do agente infecioso. Podem ser efetuados
no local da colheira da amostra nasofaringea e o resultado ser conhecido enquanto o
rastreado ainda esté presente. Este facto viabiliza a possibilidade de, de imediato, poder
cortar a cadeia de transmissdo do individuo infetado (27).

Quando comparados com os TAAN, os TRAg apresentam as vantagens da ra-
pidez e facilidade de execugdo e menos frequentes falsos positivos. Tém também incon-
venientes pelas suas limitagdes (26):

+ Ser menos sensivel que os testes PCR;

+ Funcionar melhor com cargas virais elevadas, que normalmente ocorre
1 a 3 dias antes dos primeiros sintomas ou 5 a 7 dias ap0s 0s primeiros

sintomas;

+ Presenca de falsos negativos nos doentes com cargas virais baixas, po-
dendo ndo detetar doentes infetados em fase inicial assintomatica ou

com infecéo ligeira;

+ Apesar de pouco frequente, existe a possibilidade de falsos positivos,

devido a potencial reacdo imune cruzada.

Tal como no teste realizados pelo método de PCR, ambos pesquisam a presen-
ca de componentes do virus na amostra. Também para ambos os testes, é necessario
recorrer a amostras suscetiveis de conter o virus, como sejam os esfregacos nasofarin-

geos.

1.5.4. Prevencdo e Tratamento

Relativamente a prevencdo, séo indicadas como medidas fundamentais (28-34):

+ Higienizacdo das mdos, uma vez, que a adequada lavagem das mé&os, com
agua e sabdo ou a utilizacdo de solucdo antissética de base alcodlica (SABA)

— 70% de alcool, peroxido de hidrogénio, glicerina e agua purificada, pro-
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porciona a eliminacdo do novo coronavirus das superficies (nomeadamente a

pele) impedindo que este se transmita pelo manuseamento ou contacto;

+ Etiqueta respiratéria, ao tossir ou espirrar deve-se tapar o nariz e a boca com
um lenco de papel descartavel ou na auséncia deste para o braco ou antebra-

¢o;

+ Distanciamento social, de no minimo 1 metro de distancia ou pelo menos
dois metros em ambientes fechados, que pretende quebrar as cadeias de
transmissdo do virus, visto que limita 0s contactos préximos entre a popula-

~

¢do;

+ Higienizacdo e desinfecdo das superficies, uma vez, que elimina, destréi ou
inativa 0s microrganismos. Além da higiene pessoal, também é necessario
estimular a limpeza ambiental e deve-se proceder a limpeza de superficies,
tais como puxadores, macanetas, teclados, telefones ou comandos, entre ou-

tros diminuindo o risco de propagacdo para nos e para outras pessoas;

+ Auto monitorizacdo de sintomas, nomeadamente a medicdo da temperatura e
a confirmacdo da auséncia de sintomas respiratorios (intensificacdo da tosse
habitual e dispneia/dificuldade respiratoria) que permitem identificar casos

suspeitas de COVID-19 e encaminhar aos servicos de saude;

+ Protecdo individual, correta colocagdo, utilizagdo e remocédo de todo o equi-

pamento de protecdo individual (EPI), e;

+ Informacéo, quando clara e sistematizada, & um importante meio para comu-
nicar medidas e solugdes sobre a COVID-19, diminuindo a incerteza e a an-

siedade e evitando o panico desnecessario.

Na prevencao, a medida mais recentemente instaurada em todo o mundo €é a
vacinacdo. Existem ja diversas vacinas aprovadas pela European Medicines Agency —

EMA, tais como:
+ Vacina Comirnaty (Pfizer/BioNTech) — mRNA modificado (35),

+ Vacina Vaxzevria (AstraZeneca/Oxford) - vetor adenoviral recombinante

que codifica o antigénio da proteina spike do SARS-CoV-2 (36),
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+ Vacina Spikevax (Moderna) — baseada em mRNA encapsulado em nanopar-
ticulas lipidicas (LNP) (37), e

+ Vacina COVID-19 Vaccine Janssen — Janssen-Cilag — vetor de adenovirus

recombinante (incompetente para replicacdo) que codifica a proteina spike

(S) (38).

Para além das quatro vacinas autorizadas e em uso na Unido Europeia, outras se
encontram em fases de ensaios clinicos e em processo de revisdo na Agéncia Europeia

do Medicamento, aguardando concesséo de AIM (39).

Quanto ao tratamento, sabe-se, que os cuidados de salde dependem da capaci-
dade dos sistemas de salde para os prestar. Por isso, para diminuir a sobrecarga dos
servigos de salde, as autoridades recomendam que os doentes com sintomatologia leve
figuem em casa, ndo recorram a atendimento presencial e monitorizem os sintomas. Em
ambiente hospitalar, o tratamento consiste na administracdo de oxigénio, ventilacéo
mecanica e se necessario a colocacdo na posicdo de decubito ventral, se a hipoxémia
piorar apesar da intubacdo e ventilacdo. Na unidade de cuidados intensivos (UCI), os
doentes apresentam elevadas taxas de coagulacao, e, portanto, a profilaxia anticoagulan-

te é essencial (40).

Varios tipos de farmacos estdo aprovados e a ser investigados, nomeadamente
antiviricos, imunomodeladores, antibioticos empiricos, antifingicos e antagonistas de

proteinas superficiais, assim como as lecitinas.
Dentro dos antiviricos:
+ Remdesivir (RDV) — aprovado pela FDA (outubro de 2020);
+ Oseltamivir;
+ Ganciclovir;
+ Fluvoxamina — fase 2, dados sugerem beneficios;

+ lvermectina — fase 2 do estudo, pensou-se em tempos que poderia ter benefi-

cios, mas a luz dos conhecimentos atuais nao existem beneficios (41);

+ Lopinavir/ritonavir (LPV/RTV) — ndo foram comprovados beneficios, mas

foi administrado em estados tardios da doenga, e;
15
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+ Cloroquina (CQ) ou Hidroxicloroquina (HCQ) — sem beneficios clinicos e
com problemas de cardiotoxicidade;

Dentro do imunomodeladores:

+ Corticosterdides (dexametasona);

Baricitinib — aprovado pela FDA;

Interferdo 1b — em combinac&o tripla com o lopinavir/ritonavir e ribavirin;

Tocilizumab (anti-IL6) — estudos mostram beneficios, e;

- + + ¥

Anakinra (anti-IL1), anti-GM-CSF e GM-CSF - potenciais fa&rmacos ainda
em estudo.

Terapias baseadas em anticorpos:

+ Plasma convalescente ou sérum contendo anticorpos neutralizantes contra o
SARS-CoV-2 — aprovado pela FDA,;

+ Anticorpos monoclonais:
o Bamlanivimab e etesevimab, e;

o Casirivimab e imdevimab (3,9,22,40,42-44).
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1.6. Dados epidemioldgicos a nivel nacional e internacional

Dados da Organizacdo Mundial de Saide (OMS) indicam, que a COVID-19 ja
matou aproximadamente 4 milhdes e 927 mil pessoas no mundo desde 2019 (ano de
aparecimento do virus SARS-CoV-2) e estiveram infetadas cerca de 242 milhGes de
pessoas. A nivel continental, a Europa apresentou um dos piores cenarios com 74 mi-
Ihdes de casos e 1 milhdo e 394 mil mortes. Atualmente, em Portugal ja foram conta-
bilizados 1 milh&o e 82 mil casos e 18 mil mortes (45).

Na tabela 1.6. estdo apresentados os valores totais de casos e mortes por area ge-
ogréfica (45).

Tabela 1.6. NUmero total de casos e mortes por COVID-19 por area geogréafica

Area geogréafica Casos cumulativos ~ Mortes cumulativas
— total — total
Global 242 348 657 4927 723
Pacifico 9192 345 298 038
Ocidental
Africa 6 126 401 149 696
Mediterraneo 16 200 413 298 038
Oriental
Sudeste 43 722 592 686 348
Asiético
Américas 92 640 794 2272988
Europa 74 465 348 1394 726
Portugal 1082 721 18 117

Na imagem seguinte, podemos observar o nimero de casos de COVID-19 no
mundo, por 100 mil habitantes na semana 36 e 37 (de 06/09/2021 até 19/09/2021) (46).
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Figura 1.6. Numero de casos COVID-19 por 100 mil habitantes, no mundo durante a
semana 35/36 (06/09/2021 — 19/09/2021) (46).

No periodo de 30 de dezembro de 2019 a 3 de maio de 2021, pode-se observar

na figura 1.6.1. o nimero de casos e de mortes por faixa etaria.
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Figura 1.6.1. Evolucdo de casos e mortes no mundo, respetivamente, por faixa etaria, entre 30/12/2019 e
03/05/2021 (46).

18



Estudo de seroprevaléncia de anticorpos anti-SARS-CoV-2 no concelho de Mora

No grafico 1.6. pode-se observar o aparecimento e a evolugdo de novos casos em

Portugal no més de marc¢o do ano de 2020.

Evolugdo de Casos Novos

1@ @

Gréfico 1.6. Aparecimento e evolucdo do numero de novos casos em Portugal no més de margo
de 2020 (46).

No grafico 1.6.1. pode-se analisar a evolucdo do nimero de casos em Portugal
no periodo compreendido entre o surgimento da pandemia (mar¢o de 2020) a setembro
de 2020.
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Evolugdo de Casos Novos

xvo:.

Gréfico 1.6.1. Evolucdo do nimero de casos em Portugal entre marco de 2020 e setembro de
2020 (46).
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1.7. Testes Seroldgicos

Os testes seroldgicos de pesquisa de anticorpos tém como objetivo identificar
eventual exposi¢cdo anterior ao virus com resposta imunitaria consequente. Sempre que
ocorre infecdo, o sistema imunitéario reage diferenciando os seus linfécitos B para a
producdo de anticorpos especificos do antigénio. A avaliacdo da presenca destes anti-
corpos especificos é indicador da existéncia prévia de reacdo imune (27).

Existem mdltiplos testes imunoldgicos de tipo quantitativo e qualitativo para
pesquisa de anticorpos individuais anti-SARS-CoV-2, relevando em particular as imu-
noglobulinas de tipos IgA, 1gG e IgM. O teste imunoldgico de referéncia é a ELISA
(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) usualmente aplicada para a quantificacdo de
anticorpos especificos. Como testes qualitativos de facil execucdo relevam os testes
rapidos imunocromatograficos. Excluindo as IgA, que se produzem mais abundante-

mente nas mucosas, as 1gG e as IgM podem ser detetadas no sangue periférico (27).

No ambito das respostas imunitarias, 0s anticorpos especificos podem comecar a
ser detetados entre uma a trés semanas apds a exposicdo ao antigénio, sendo que
primeiro se exprime a IgM para depois do switch de cadeia passar a exprimir mais

abundantemente a IgG especifica (27).

Sendo testes de detecdo da resposta imunologica, que s6 ocorre mais tardiamente
na infecdo, estes testes ndo podem ser considerados de diagnostico, que, no caso da
pandemia COVID-19, se quer rapido. De facto, a resposta imunoldgica na infecdo por
SARS-CoV-2 ¢ detetada a partir da segunda semana de infecdo, ou seja, cerca de 8 a 10
dias apds o inicio dos sintomas, altura em que a infecdo aguda pelo SARS-CoV-2 estara
frequentemente terminada. A taxa de seroconversdo e 0s niveis de anticorpos aumentam
rapidamente durante as primeiras semanas. A seroconversdo da IgM e IgG parece ocor-
rer entre a terceira e a quarta semana depois do inicio da infecdo. Depois disso, 0s titu-
los de IgM diminuem, comparativamente com a IgG que pode persistir para além das

sete semanas apds a infecdo por SARS-CoV-2 (27).

Os testes para a detecdo de anticorpos, sdo de extrema importancia, pois per-
mitem estudar a prevaléncia da doenca na populacdo, identificando individuos que pos-
sam ndo ter sido atempadamente diagnosticados, mas que desenvolveram anticorpos

especificos (27). Releva também aqui, no contexto atual, a utilizagdo dos testes imuno-
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I6gicos para a verificacdo do estado vacinal pela detecdo de anticorpos especificos do

antigénio usado na vacina, a proteina S nas vacinas disponiveis na Europa.

Apesar da sua limitada utilidade clinica (no diagnostico de COVID-19), como se
refere (27) estes testes podem ser utilizados em estudos epidemioldgicos populacionais
(de seroprevaléncia), como € o caso dos dados que aqui se reportam e como foram tam-
bém os dados dos Inquéritos Seroldgicos Nacionais COVID-19 executados pelo INSA
(27).

Dado que os anticorpos dos tipos 1gG e IgM sdo proteinas séricas, 0s ensaios
imunoldgicos (imuno-enzimaticos ou imunocromatogréficos) terdo de ser efetuados em

amostras de sangue total, plasma ou soro (26,27).
1.7.1. Elisa

Os imunoensaios pelo método ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)
sdo realizados em placas de poliestireno, normalmente com 96 pocos revestidos, a fim
de, promover uma ligacdo de proteinas ao suporte. Dependendo do tipo de ELISA, o
teste requer um anticorpo de detecdo primario e / ou secundario, antigénio, anticorpo /
antigénio de revestimento, tampdo, lavagem e substrato cromogénio. O anticorpo de
detecdo primario € um anticorpo especifico que se liga apenas a proteina de interesse,
enquanto que, um anticorpo de detecdo secundario € um segundo anticorpo, conjugado
com uma enzima e especifico do anticorpo priméario (47). Tém ainda a vantagem de

poder ser automatizados e realizados em grande nimero.
As principais etapas para executar um imunoensaio de ELISA (48) séo:

+ Revestimento da placa com antigénio (ou anticorpo);

+ Bloqueio dos locais da placa ndo preenchidos com a primeira proteina
(normalmente albumina de soro bovino - BSA);

+ Reac8o imune do primeiro anticorpo com o antigénio (ou do antigénio
com o anticorpo que reveste a placa);

+ Reacdo do segundo anticorpo (conjugado com enzima) com o primeiro
anticorpo (ou com o antigénio);
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+ Reacdo enzimatica de conversdo do substrato cromogénico pela enzima
conjugada do segundo anticorpo;
+ Leitura da intensidade de cor do substrato convertido.

Existem diversos substratos sollveis disponiveis para uso na dete¢do de ELISA,
dependendo da enzima conjugada com o segundo anticorpo. As enzimas mais utilizadas
séo a peroxidase e a fosfatase alcalina, sendo que os respetivos substratos mais frequen-
temente usados sdo o OPD (orto-fenileno-diamina) e o pNPP (para-nitrofenil-fosfato)
(48).

Entre cada uma das etapas acima indicadas existird sempre uma “lavagem” da
placa usando um tampéo, como solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) e um de-
tergente ndo ionico, para remover o material ndo ligado. Os pocos séo lavados duas ou
mais vezes durante cada etapa de lavagem, dependendo do protocolo especifico a ser
seguido (49,50).

Com base na técnica base da ELISA, sdo inUmeras as variantes suscetiveis de ser
usadas com diversos objetivos. S&o os casos, por exemplo, das designadas Elisa direta,

Elisa indireta, Elisa de sanduiche e Elisa competitiva (47,48):

A técnica de Elisa de referéncia e que é mais frequentemente usada ¢ a Elisa in-
direta, em que o antigénio se liga a placa, o anticorpo em estudo liga-se ao antigénio e o
segundo anticorpo conjugado liga-se ao primeiro. Exemplifica-se na figura abaixo as
etapas para a realizacdo da Elisa indireta. Podendo parecer desejavel a Elisa direta, por
omissdo do segundo anticorpo, evitando assim as potenciais reacdes cruzadas deste e
por ser de mais rapida execucdo, de facto ndo € a técnica mais utilizada. Esta técnica é
mais dispendiosa e obriga a conjugacdo da enzima reveladora com todos 0s anticorpos a
estudar. Na Elisa indireta, o conjugado especifico da espécie do primeiro anticorpo pode
ser usado com qualquer anticorpo da mesma espécie em estudo e esta disponivel comer-

cialmente.

Na figura 1.7.1. encontra-se ilustrado o funcionamento do método ELISA. Onde
se pode observar do lado esquerdo da figura a preparacdo dos pocos da placa, nomea-

damente as solucOes-padrdo (controles positivo e negativo), com uma camada inicial de
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antigénio, a ligacdo do anticorpo em estudo e do anticorpo conjugado (opcional) e a
passagem com um substrato. Este substrato vai permitir observar a reacdo através do
aparecimento de uma coloragdo, como se pode verificar do lado direito da figura.

(Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay)

o
LAMJ Antigénio

(1 anticorpo)

el laes] 25

(Iavagom) (teste)

(2* an!l:olpo)
R

|.. ..IAnh'corpo

(conjugado -
!: {lavagem) - HRPO)

(substrato) o
g

Substrato

(reacgdo) Produto

| R ——
+ —

Figura 1.7.1. llustragdo pelo método de ELISA (47).

1.7.2. Testes rapidos

Os testes ndo automatizaveis ou testes rapidos, sdo considerados dispositivos
médicos com marcacdo CE e registo na Unido Europeia para diagnostico in vitro. Sdo
utilizados para a avaliacdo qualitativa em pequenas séries. S&o de tipo imunocromato-
gréfico, tém baixa complexidade de execucéo técnica e permitem a obtencdo dos resul-
tados entre 10 a 30 minutos. Dado tratar-se de testes qualitativos tendem a ser menos
sensiveis que os testes quantitativos ou semi-quantitativos de detecdo de anticorpos
(26,27).

A tecnologia dos testes rapidos imunocromatograficos é aplicada para diversas
situac@es clinicas, que vao desde a detecdo da gravidez, a detecdo de anticorpos especi-
ficos anti-SARS-CoV-2 ou a detecdo de hemoglobina humana nas fezes, por exemplo.
Trata-se de um teste imunocromatografico de fluxo lateral em fita, designado em inglés
pela sigla LFICS (Lateral Flow Immunochromatography Strip). O dispositivo que con-

tem esta fita é portatil, usualmente barato, ndo requer outro equipamento nem consome
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energia. Identificam-se neste biossensor varias zonas sendo que as mais relevantes e que
se encontram acessiveis no dispositivo sdo a zona de aplicacdo da amostra (por vezes
também um local de aplicacdo do tampdo de diluicdo), a zona de controlo (banda na
posicdo C — control) e a zona de reacdo (banda na posigcdo T — test). Nas figuras seguin-
tes (1.7.2. e 1.7.3., respetivamente) ilustra-se um biossensor com a identificacdo dos
diferentes locais e 0s esquemas de uma reacdo positiva e de uma reacdo negativa
(26,27).

Na figura 1.7.2. podemos observar um biossensor parcialmente aberto, onde se
localiza ao longo da fita imunocromatogréfica o local de colocacdo da amostra, a zona
conjugada, a membrana que contém a linha do teste e a linha do controlo e por fim a

zona absorvente do excesso de liquido.

Control Line

- —-I'""\_ :\‘““-..__ Test Line
B P e

Figura 1.7.2. Componentes do biossensor dos testes rapidos COVID-19 (51).

Na figura 1.7.3., na primeira reacdo (positiva) podemos observar que apés a adi-
cao de uma amostra contendo antigénio, este foi reconhecido pelos anticorpos especifi-
cos e ligaram-se. Enquanto que na segunda reacdo (negativa), foi adicionada uma amos-

tra que ndo continha o antigénio especifico do anticorpo, logo ndo houve ligacéo.
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[ sampling pad | [ cotloidal goid labeled antibody | | Anti-antigen antibody | | Anti-mouse IgG |

Figura 1.7.3. llustragdo do mecanismo de funcionamento dos testes imunocromatograficos
(51).

S&o estes testes serologicos, biossensores relativamente baratos, de simples e
rapida execucao, que mais frequentemente sdo usados em processos de rastreio alarga-

dos ou em estudos de seroconversdo ou seroprevaléncia, como aqui se reporta (26,27).

Até a data, a evidéncia disponivel ndo permitiu inferir com certeza sobre a na-
tureza e duracdo dos anticorpos produzidos como resposta a infecdo por SARS-CoV-2,
em individuos sintomaticos ou assintomaticos, e se esses anticorpos conferem imuni-
dade de longa duracdo, mas permite especular com alguma evidéncia nos estudos ja
existentes. Neste momento, sabe-se que a IgM surge na segunda fase e permanece até a
terceira fase, enquanto que, a IgG aparece na terceira fase e continua apos a infegéo ter
passado (27). Ha estudos que indicam que as imunoglobulinas comecam a ser
produzidas uma a duas semanas ap0s o inicio dos sintomas (52,53). De facto, ha varios
estudos que mostram que a IgM foi detetada mais, precocemente, 1 a 7 dias apos 0
inicio dos sintomas em 85% dos individuos. A IgM decresce rapidamente em 20 dias
apos o inicio dos sintomas, até se tornar impercetivel por volta dos 60 dias apds o inicio
dos sintomas. Ja a 1IgG comeca a ser detetavel 7 a 14 dias apds o inicio dos sintomas e
pode-se manter estavel até 3 a 5 meses apds o inicio dos sintomas, depois decresce len-

tamente até aos 2 anos ou mais (53-56).
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Por isso, o0 resultado dos testes de detecdo de anticorpos quando interpretados

isoladamente n&o exclui a possibilidade da pessoa estar infetada (26,57).
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1.8. O papel do farmacéutico nos estudos de seroprevaléncia

Os farmacéuticos, assim como outros profissionais de saude, s&o componentes
dos sistemas de salde, sendo, por isso, essenciais quando este € mais necessario para
dar respostas urgentes a problemas de salude generalizados. Em situacdo de pandemia,
como se tem observado, todos os profissionais que operam nas areas clinicas, nas areas

do diagndstico e do medicamento sdo fundamentais (58).

A profissdo farmacéutica, para além do seu envolvimento ao nivel hospitalar e
comunitario numa perspetiva de dispensa de medicamentos e acompanhamento do seu
uso no contexto da pandemia, foi particularmente envolvida pela realizagcdo dos testes
RT-PCR em laboratdrios de analises clinicas (estima-se que 35% dos testes de PCR
efetuados no pais tenham sido da responsabilidade de farmacéuticos) e dos testes
rapidos de antigénio ao nivel das farméacias comunitarias (59,60).

Para além dos testes de diagnostico em laboratorio ou em farméacia comunitaria,
os profissionais farmacéuticos foram ainda envolvidos nos trabalhos de avaliacdo téc-
nica dos dispositivos médicos de diagndstico da COVID-19 e nos estudos epidemio-
I6gicos de seroprevaléncia que permitiram adquirir a percecao dos niveis de infe¢cdo no
pais (59).

Particularmente no que se refere aos testes rapidos serologicos, a potencial ex-
isténcia de falsos negativos, por insuficiéncia de amostra ou falsos positivos, por reacao
imune cruzada requerem competéncias técnicas adequadas para a sua realizacao e inter-
pretacdo. Neste contexto é fundamental o conhecimento técnico-cientifico do farmacéu-
tico (60).

Os testes rapidos seroldgicos deverdo, por isso, ser efetuados pelo farmacéutico

em especial no contexto da farmacia comunitaria. Este deve ser treinado para (61,62):
+ Entender e demonstrar o uso adequado;
+ Saber a teoria e a metodologia dos testes imunocromatograficos;

+ Conhecer os aspetos pré-analiticos essenciais para a analise, contendo a

indicacdo e as limitacdes do teste e o processo de colheita da amostra;

+ Entender e solucionar as limitacOes técnicas do sistema analitico;
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+ Conhecer e efetuar a adequada conservacdo das matérias-primas;

+ Cumprir os procedimentos definidos de acordo com os resultados
apresentados;

+ Praticar a biosseguranca e o controlo da infecdo e encaminhar correta-

mente os residuos, €;

* Registar/notificar corretamente os dados e os resultados de modo a gar-
antir a sua rastreabilidade.

Existem diversos estudos de seroprevaléncia levados a cabo por farmacéuticos.
Nomeadamente, uma analise da seroprevaléncia de uma amostra de pessoas que tra-
balhava em farmécia ou parafarmécia em Italia (Turin) (63). Também decorreram na
Suica e em Italia estudos de seroprevaléncia de anticorpos anti-SARS-CoV-2 na popu-
lacéo (64,65).

30



Estudo de seroprevaléncia de anticorpos anti-SARS-CoV-2 no concelho de Mora

1.9. Justificacéo do estudo

De acordo com a primeira fase do Inquérito Serologico Nacional COVID-19 (ISN
COVID-19), a seroprevaléncia global era de 2,9% de infe¢do pelo virus na populacdo
residente em Portugal, ndo tendo sido descobertas diferencas consideraveis entre regides
e grupos etarios. E importante salientar que a 15 de margo de 2020, havia 245 casos
confirmados de COVID-19. Esta seroprevaléncia foi superior nas pessoas que ja tinham
tido um contacto prévio com um caso suspeito ou confirmado de COVID-19 e nos que
apresentaram sintomatologia compativel com a doenca. Aproximadamente, 44% dos
participantes com anticorpos especificos contra o virus, ndo referiram qualquer sintoma
de COVID-19 anteriormente (66).

Os dados da serologia mudaram radicalmente quando se executou a segunda fase
do Inquérito Serolégico Nacional, depois da designada terceira vaga da pandemia, em

janeiro/fevereiro de 2021 e ap0s ter-se iniciado a vacina¢do em massa.

Na segunda fase do Inquérito Seroldgico Nacional COVID-19, a prevaléncia de an-
ticorpos especificos contra a infecéo foi de 15,5% na populacdo portuguesa com idades
incluidas entre 1 e 80 anos, sendo que, 13,5% foi conferida por infe¢io. E de elevada
importancia referir que a 15 de fevereiro de 2021 ja tinham sido confirmados 787 059
infetados por SARS-CoV-2. No grupo de vacinados a percentagem de pessoas com an-
ticorpos especificos contra SARS-CoV-2 foi de 74,9%, valor que cresceu para 98,5%
quando consideradas apenas as pessoas vacinadas com duas doses ha pelo menos 7 dias.
Estas estimativas devem ser interpretadas com precaucéo, visto que o reduzido nimero
de individuos vacinadas no Inquérito Serologico Nacional COVID-19, mas comprovam
o efeito esperado de aumento da imunidade de grupo contra SARS-CoV-2 a medida que

0 programa de vacinacdo for sendo implementado (67).

Os dados epidemioldgicos da vila de Mora mostram-nos que 0S primeiros casos
confirmados de COVID-19 surgiram no inicio do més de agosto de 2020 e, que a partir
dai ocorreu uma explosao de casos, tendo o surto sido contido em finais desse més, pro-
longando-se 0s casos positivos até outubro. Na tabela e no grafico 1.9. podem observar-

se esses dados de uma forma mais detalhada (68).
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Tabela 1.9. Namero de casos ativos de COVID-19 no concelho de Mora por datas (68).

Data Casos ativos de COVID-19
03/08/2020 3
10/08/2020 5
17/08/2020 36
24/08/2020 57
31/08/2020 58

Numero de casos ativos de COVID-19 em Mora por data
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Gréfico 1.9. NUmero de casos ativos de COVID-19 no concelho de Mora por datas (68).

Tal como os estudos serolégicos nacionais revelaram, houve mais infetados do
que os diagnosticados verdadeiramente; importa, por isso, em Mora perceber a real di-
mensao da imunidade gerada pelo surto.
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Neste contexto, importa perceber qual o nivel de imunidade que o surto ocorrido

na vila de Mora teré deixado na populagao.
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2. Objetivo

2.1. Objetivo geral

O objetivo geral deste estudo foi avaliar o nivel de exposi¢cdo ao virus SARS-
CoV-2 da populacdo da vila de Mora, na sequéncia do aparecimento de um surto im-

portante em agosto de 2020.
2.2. Objetivos especificos

Os objetivos especificos deste estudo foram:

+ Perceber se os individuos que estiveram infetados e testaram positivo
desenvolveram anticorpos contra o virus, criando assim imunidade para a

reinfecao;

+ |dentificar situacdes de pessoas seropositivas, que possam ndo ter sido

testadas ou que tenham testado negativo;

+ Pesquisar a eventual presenca de infetados assintomaticos ou de pessoas
ndo infetadas, mas que possam ter contactado o agente infecioso anterior-

mente, €;

+ Correlacionar os dados do concelho em estudo com os dados do pais (in-
quérito serologico nacional que indicou uma seroprevaléncia de 2,9% de in-

fecdo por SARS-CoV-2 na populacao portuguesa).

35






Estudo de seroprevaléncia de anticorpos anti-SARS-CoV-2 no concelho de Mora

3. Metodologia

3.1. Localizacdo espacial e temporal

O estudo decorreu na vila de Mora, pertencente ao concelho de Mora e ao distri-
to de Evora, na regifo do Alentejo e sub-regifo do Alentejo central. Este concelho ocu-
pa uma éarea de 443,5 km? e reline 4 freguesias: Brotas, Cabecdo, Mora e Pavia. De
acordo com os censos (dados preliminares), apresentava em 2021, 4128 habitantes (69).
Encontra-se delimitado a norte por Avis e Ponte de Sor (distrito de Portalegre), a sud-
este por Arraiolos e a nordeste por Sousel (distrito de Portalegre) e por fim, a oeste por
Coruche (distrito de Santarém). O clima é mediterranico, marcado por uma acentuada
estacéo seca no veréo (70).

O estudo iniciou-se em setembro ap6s o0 pico do surto, que comegou em agosto,

e prolongou-se até novembro, do ano de 2020.
3.2. Selecdo da amostra

Toda a populagéo residente em Mora foi convidada a participar no estudo, sem
critérios de integracdo especificos, além de habitar ou ter estado no concelho de Mora
durante o periodo do surto, em agosto. O convite foi efetuado no dia-a-dia da farmécia,
oralmente e através de publicidade vertical e, pelas redes sociais. Os testes foram real-

izados semanalmente ao sabado a tarde por farmacéutico devidamente habilitado.
3.3.  Descricédo da farmacia

O estudo decorreu na Farmécia Central de Mora. Esta localiza-se fora do centro
da vila de Mora, mas encontra-se bem situada perto de uma superficie comercial. Nesta
farmaécia, colaboram cinco farmacéuticos, um técnico de farméacia e um técnico auxiliar
de farmacia (TAF).

A farmacia é composta pela sala de atendimento, uma zona de rececdo de en-
comendas, o0 escritério, dois gabinetes e 0 wc. O estudo decorreu num dos gabinetes

devidamente equipado.
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3.4. Instrumento para recolha de dados

O instrumento de recolha de dados (Anexo 1) foi desenvolvido especificamente
para o efeito. Inclui dados pessoais, tais como, 0 nome, a nacionalidade, a data de nas-
cimento, a atividade profissional, o contacto, e se habita sozinho ou ndo. Também foram
inquiridas questdes relativas a residéncia e a viagens nos 30 a 60 dias que antecederam
0 momento da realizacdo do teste. Para além disso, foram interrogadas, relativamente, a
contactos com suspeitas ou casos confirmados (sintomaticos ou ndo) de COVID-19 e a
testes efetuados anteriormente, e respetivos resultados. Por fim, foi criado um espaco
onde se registou o resultado do teste efetuado. Também foi criado um consentimento
informado especifico para o estudo, que se encontra no Anexo 2. Face ao resultado obti-
do no teste efetuado, reativo ou ndo, foi realizado um aconselhamento direcionado a

pessoa e foi entregue um cartdo com o resultado desse mesmo teste (Anexo 3).
3.5.  Materiais

O gabinete onde decorreu o estudo era composto por uma secretaria, duas cadei-
ras (uma para o farmacéutico e outra para o utente) e o material utilizado para a realiza-
cao do questionério e do teste rapido. Adicionalmente, para a realizacdo deste estudo

contou-se com 0s seguintes materiais:
+ Instrumento de recolha de dados e caneta;
Compressas ou algodéo;
Alcool;
Lancetas;
Pipetas conta gotas;

Pensos rapidos, e;

- + £ + + ¥

Testes seroldgicos.

Relativamente aos testes foram utilizados testes de varias marcas conforme a
disponibilidade do mercado, uma vez que, aquando da realizacdo do estudo existia uma
escassez de testes. Todos os testes utilizados cumpriram as especificacdes do normativo
da DGS n° 019/2020, estavam registados no INFARMED, I.P., de acordo com a legis-
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lacdo aplicavel, foram realizados por profissional de satde legalmente habilitado (far-
macéutico) de acordo com o Despacho n° 10009/2019, de 5 de novembro e seguindo a
Orientacdo 015/2020 da DGS e foi efetuado em estabelecimento prestador de cuidados
de satde (unidade registada na Entidade Reguladora de Saude — ERS), que assegurou as
condicdes de higiene e biosseguranca adequadas (57,71-73).

Um dos testes usados foi o COVID-19 IgG/IgM Rapid Test Kit — Abbexa Ltd.
Cambridge Science Park, CB4 0GJ, UK, cujo folheto informativo se encontra no Anexo
4,

Este kit ndo deteta anticorpos neutralizantes produzidos pela administracdo da
vacina, porque as vacinas normalmente utilizam as proteinas S enquanto que este kit usa
a proteina N para a detecdo. Baseado numa amostra de 615 pessoas (403 positivas e 212
negativas), o teste apresenta 95,12% de precisdo. Para melhorar os resultados, € acon-
selhavel o teste ser realizado entre 7 a 14 dias ap0s a primeira exposic¢ao.

3.6. Procedimento

Ap0s o convite para participacdo no estudo, em caso de aceitacdo, foi efetuada a
marcacgdo e entregue um cartdo com a data e hora do teste seroldgico. Em caso de recu-
sa, tal atitude néo foi registada. No dia da realizacdo do teste, 0 municipe foi convidado
a assinar o consentimento informado (Anexo 2) e a responder a um questionario inicial
(Anexo 1).

O farmacéutico comecou por desinfetar a zona da puncgéo, seguiu-se a puncao
propriamente dita e a recolha da amostra. A amostra foi aplicada no biosensor e o re-
sultado foi lido ao fim de 10 minutos, no caso de ter sido positivo foi de imediato
registado, no caso de ter sido negativo esperou-se mais 20 minutos e efetuou-se uma
nova leitura do resultado apds esse tempo. Também € importante referir que o teste é
considerado positivo quando surge uma linha na zona T e C, é negativo quando aparece
apenas uma linha na zona C e inconclusivo quando ndo se manifesta nenhuma linha ou
apenas se manifesta na zona T e ndo na zona C. Foi prestado o devido aconselhamento

face a recolha de dados inicial.

O fluxograma do procedimento detalhado encontra-se descrito no Anexo 5.
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Todas as condigdes de seguranca no ambito da pandemia COVID-19 foram

cumpridas, assim como as associadas a realiza¢do do teste seroldgico.

3.7. Congruéncia do resultado dos testes

Na auséncia de congruéncia do resultado do teste com a recolha de dados efetu-
ada, o teste foi repetido por forma a assegurar que ndo foi aplicada uma quantidade de
sangue insuficiente. A repeticdo foi efetuada, preferencialmente com um biossensor

diferente para minimizar potenciais reagdes imunes cruzadas.

O teste é também repetido quando na presenca de resultado invalido, por falta de

linha de controlo ou por irregularidade evidente na migracdo da amostra.
3.8.  Tratamento de dados

O sistema utilizado para tratamento dos dados foi o0 IBM® SPSS® Statistics —
“Statistical Package for the Social Sciences” na versao 26.

Quanto as profissdes dos participantes, estas foram classificadas Segundo a
Classificacdo Portuguesa das Profissdes: 2010 (Ano de edicdo: 2011) do Instituto
Nacional de Estatistica (INE). Esta classificacdo compreende diversos grupos, um deles
é 0 Grande Grupo que se inicia no codigo 0 e termina no 9, portanto, inclui 10 Grandes
Grupos (74).
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4, Resultados

4.1. Dados sociodemograficos

Participaram no estudo 272 pessoas, 151 (55,5%) do género feminino e 121
(44,5%) do género masculino.

121; 44%
151; 56%
Sexo Feminino Sexo Masculino

Gréfico 4.1. Género da amostra do estudo

A idade média foi de 46,6 £ 18,7 anos, tendo o participante mais novo 7 anos e 0
mais velho 88 anos. O grupo etario mais prevalente foi entre os 35 e 0s 49 anos, como

se regista no Gréafico 4.1.1.

Grupos Etarios

85

Gréfico 4.1.1. Grupos etarios da amostra
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Em relacdo a nacionalidade dos participantes, 268 (98,5%) referiu nacionalidade
portuguesa e 3 (1,1%) responderam outras. Da minoria que referiu “outras”, um dos

utentes mencionou luxemburguesa e os outros dois, romena.

Quanto as profissdes, s6 foi possivel apurar os dados de 174 dos participantes.

As profissdes dos participantes registam-se com maior detalhe na Tabela 4.1.

Tabela 4.1. Profissfes dos participantes da amostra

n %
0 Profissdes das Forcas Armadas 1 0,6
Representantes do poder legislativo e de 6rgaos execu-
1 tivos, dirigentes, diretores e gestores executivos 10 5,7
2 Especialistas das atividades intelectuais e cientificas 24 13,8
3 Técnicos e profissionais de nivel intermedio 22 12,6
4 Pessoal administrativo 2 6,9
5 Trabalhadores dos servigos pessoais, de protecédo e se- 7 9,8
guranca e vendedores
6 Agricultores e trabalhadores qualificados da agricultura, 7 4,0
da pesca e da floresta
7 Trabalhadores qualificados da industria, construcdo e 16 9,2
artifices
8 Operadores de instalacdes e maquinas e trabalhadores 37 21,3
da montagem
9 Trabalhadores ndo qualificados 28 16,1

Relativamente a situacdo profissional, a maior parte dos participantes declarou-
se no ativo, com 54 (20,2%) utentes na situacdo de reformados e 31 (11,4%) utentes na

de estudantes. O Gréfico 4.1.2. esquematiza estes dados.
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Grafico 4.1.2. Situacdo profissional dos participantes da amostra

Também se regista que quase 90% dos participantes declarou ndo habitar sozi-
nho, como se exibe na figura seguinte (Grafico 4.1.3.).

E Nao

OSim

240;
88%

Gréfico 4.1.3. Resposta a questdo “Habita sozinho(a)?”
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4.2. Residéncia/ Viagem nos ultimos 30 / 60 dias

Todos os participantes residem ou estiveram em Mora durante o periodo do sur-
to. As viagens realizadas nos ultimos 30-60 dias foram, na grande maioria das situacoes
a capital do distrito (Evora) ou a capital do pais (Lisboa). A indicagdo dos locais e da
frequéncia das pessoas que declaram deslocacGes aos mesmos exprime-se no Grafico
4.2.

Evora I )
Lishoa I 5/
Portalegre IEEEEEEEEEEEEENNNN— |7
Santarém IEEEEE———— ]
Algarve I 3
Montijo HE— 7
Suica N 4
Benavente mmm 3
Leiria mmmm 3
Gerés mmm 3
Covilhd mmm 3

Maldivas mm 2
Grandola m 1
Sines ® 1
Beja m 1
Lagoa ®| 1
Aveiro m 1
VilaReal m 1
Espanha m 1
Inglaterra m 1
Europa m 1
0 10 20 30 40 50 60

Gréfico 4.2. Resposta a pergunta “Residéncia / Viagens nos ultimos 30 / 60 dias”
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4.3. Sintomatologia nos ultimos 30 / 60 dias

Foram questionados sintomas potencialmente relacionados com COVID-19 nos
altimos 30 / 60 dias. Foi questionada a presenca de febre (temperatura > 38°C), quadro
respiratério agudo com tosse, fadiga, expetoracdo, dispneia e dores musculares e/ou

articulares.

Existem 2 casos omissos relativamente a esta questdo. A maioria, 190 (70,4%)
participantes, respondeu que ndo teve qualquer um destes sintomas nos Gltimos 30 / 60
dias. Em contrapartida, 80 (29,6%) responderam que sim. Estes dados podem ser obser-
vados no gréfico 4.3.

Sim

190; 70%

Gréfico 4.3. Sintomatologia nos altimos 30 / 60 dias

Dentro do grupo de pessoas que respondeu sim na questdo anterior, foram anali-

sados os sintomas em especifico e que se incluem na Tabela 4.3.
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Tabela 4.3. Especificacdo dos sintomas apresentados nos Gltimos 30 / 60 dias

Sintomas Quantidade (n)  Percentagem (%o)
Febre 13 16,3
Quadro respiratdrio agudo com tosse 44 55

Fadiga 24 30
Expetoracéo 19 23,8
Dispneia 13 16,3

Dores musculares e/ou articulares 25 31,3

Legenda: Sintomatologia apresentada em 80 participantes.

Os participantes que apresentaram quadro respiratério agudo com tosse
atribuiram o sintoma a situacdes de alergia, tabaco ou asma. Relativamente a fadiga,
disseram ser devido ao trabalho, a idade, a alergia ou a asma. Quanto a expetoracao,
referiram como causas alergia, tabaco, asma e rino-sinusite. Quanto a dispneia, relata-
ram também problemas do foro alérgico, asma, bronquite e sinusite. Por fim, as princi-
pais causas das dores musculares e/ou articulares s&o identificadas como problemas do

foro masculo-esquelético, do foro respiratdrio, trabalho e idade.

4.4. Contactos nos ultimos 30/ 60 dias

Nesta pergunta, foi solicitado que indicassem se nos ultimos 30 / 60 dias teriam
estado em contacto com algum caso suspeito ou confirmado de COVID-19 (teste posi-

tivo) e se este apresentava ou ndo sintomatologia.

Reportaram contactos de proximidade com casos suspeitos, 22 (8,1%) pessoas,

como se esquematiza no Grafico 4.4.
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22; 8,1%

250; 91,9%

Sim = N3o/N3o sabe

Gréfico 4.4. Participantes que contactaram com suspeitas de infetados por COVID-19

Reportaram contactos com pessoas infetadas com COVID-19, 51 (18,8%) partic-

ipantes, sendo que 45 (16,5%) pessoas contactaram pessoas infetadas e sintomaticas
(Grafico 4.4.1.).

Sim

Sem contacto com Contacto com N3o
infetados infetados Contactos com 3

221; 81% 51;19% sintomaticos " >'™

Nao

Gréfico 4.4.1. Contacto com COVID positivo (teste positivo) e com ou sem sintomas
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4.5. Histoéria anterior de testes COVID-19

Nesta seccdo, foram questionados se ja tinham realizado algum tipo de teste,
nomeadamente de RT-PCR RNA ou imunolégico. Referente aos testes de RT-PCR
RNA, registamos 5 casos omissos, onde ndo foram registadas as respostas dos partici-
pantes. Aproximadamente, metade (128 — 47,9%) dos participantes referiu ja ter efetu-
ado um teste molecular, sendo que a maioria 122 (95,3%) indicou resultado negativo
(Gréfico 4.5.e4.5.1.).

160 NAO
SIM 139
140 128

120
100
80
60
40

20

B Quantidade M Percentagem

Gréfico 4.5. Quantidade (em nimero) e percentagem (%) de participantes que efetuaram teste
RT-PCR RNA (zaragatoa)
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Positivo; 5%

Negativo; 95%

B Negativo & Positivo

Gréfico 4.5.1. Resultado dos testes de RT-PCR RNA

Quanto ao teste imunoldgico, apenas uma minoria referiu ja o ter realizado (3
participantes — 1,1%), destes somente uma pessoa relatou ter obtido resultado positivo
(Grafico 4.5.2. € 4.5.3.).

300
250
200

150

50
Percentagem (%)

SIM NAO

Numero

Percentagem (%) Numero

Gréfico 4.5.2. Numero e percentagem de participantes que ja tinha realizado teste imunol6gico

antes deste estudo
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M Positivo ® Negativo

Grafico 4.5.3. Resultado dos testes imunolégicos
4.6. Teste rapido 1gG/IgM

Nesta seccdo do questionério foi realizado um teste imunoldgico e foram anota-
dos os resultados. Obteve-se um caso omisso, onde por lapso ndo foram apontados 0s
dados do teste, e portanto, apresentam-se 271 testes. A totalidade dos testes efetuados
foram considerados validos. Foram detetados anticorpos contra 0 SARS-CoV-2 em 15
pessoas. A imunoglobulina de tipo IgM, foi detetada em 3 (1,1%) pessoas €, a IgG em

12 (4,4%) pessoas. Estes dados resumem-se no Grafico 4.6. e na Tabela 4.6.

Positivo Negativo

Gréfico 4.6. Resultado dos testes (rapidos) seroldgicos
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Tabela 4.6. Dados dos 15 participantes que positivaram para anticorpos contra 0 SARS-CoV-2

Legenda: + - Positivo, - - Negativo, F — Feminino, M — Masculino e NR — N&o Realizou

Participantes  IgM IgG  Género Idade  Sintomas RT- Teste
(anos) PCR Seroldgico

1 + - M 58 Sim - NR
2 + - F 64 Sim NR NR
3 + - F 39 Sim - NR
4 - + F 34 Sim NR NR
5 - + F 70 Sim NR NR
6 - + M 71 Néo + -
7 - + F 48 Néo NR NR
8 - + F 32 Nao + NR
9 - + F 65 Nao - NR
10 - + M 60 Néo NR NR
11 - + F 29 Sim + NR
12 - + F 82 Néo NR NR
13 - + M 81 Néo NR NR
14 - + M 76 Sim NR NR
15 - + M 69 Né&o + NR
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5. Discussao

No estudo foram incluidas todas as pessoas, que de forma voluntaria responde-
ram ao anuncio da farmécia. Ndo foram adotadas regras de amostragem que possam

justificar a representatividade da amostra ou dos resultados obtidos.

Relativamente ao género dos participantes, este foi bastante equilibrado 55,5%
(feminino) versus 44,5% (masculino). De acordo com os censos de 2021, disponibiliza-
dos pela PORDATA, a populacdo do género feminino foi de 50,5%, praticamente equi-
tativa ao género masculino com 49,5% (75). Logo, pode-se inferir que a amostra do
estudo foi bastante representativa da realidade da populacdo de Mora. A ligeira diferen-
ca observada no estudo por parte do género feminino, pode ser explicada devido ao fac-

to de, geralmente, o sexo feminino se deslocar mais a farméacia do que o masculino.

Segundo os resultados obtidos, uma grande parte dos participantes, ou seja, 85
(31,3%) pessoas pertence a faixa etaria dos 35 aos 49 anos, que néo coincide com a dis-
tribuicdo da populagdo na localidade. Contudo, segundo os dados mais recentes da
PORDATA de 2019 indicam uma percentagem da ordem dos 10,4% para jovens abaixo
dos 15 anos, 58,2% para a populacdo ativa até aos 64 anos e 31,5% para idosos (76). A
faixa etaria entre os 35 e 0s 49 anos esta sobre-representada na amostra analisada neste
estudo, provavelmente devido ao facto de ser nesta faixa etaria que existirdo as maiores
preocupacbes com a COVID-19 e por serem as pessoas mais ativas que mais fre-
guentemente se deslocam a farmacia. Potencialmente, estiveram mais expostas a riscos
de infecdo (comportamentos de risco), visto que as pessoas mais idosas estariam com

maior receio da pandemia e resguardadas em casa.

A maioria das pessoas disse ser de nacionalidade portuguesa, o que é expectavel
tendo em conta os objetivos do estudo e os critérios de inclusdo. Uma vez que o estudo
pretende analisar esta populacdo em especifico, ndo seria muito adequado recolher da-

dos a pessoas de outras nacionalidades.

A dispersdo das respostas dos participantes quanto a profissdo e quanto a esco-

laridade ndo permite inferéncias relevantes.
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A maior parte dos respondentes assumiu ndo viver sozinho, mas cohabitar com
familiar. Este facto é espectavel para a comunidade de uma pequena povoacao rural, em
que usualmente as familias se mantém juntas até ao casamento dos filhos. Indica que a
maioria esteve em contacto com outras pessoas, ainda que sejam do mesmo agregado
familiar. Pessoas essas que também podem ter estado em contacto com outras pessoas e

que podem se ter deslocado por motivos profissionais ou outros.

No que diz respeito a residéncia a grande maioria das pessoas inquiridas reside
em Mora, facto este esperado também pelo facto de ap6s o surto haver um grande receio
de sair e a comunicagéo social ter reportado abundantemente o surto de Mora que fez
com que potenciais visitantes evitassem a localidade. Nas viagens dos participantes
regista-se como principais destinos as cidades de Evora e Lisboa, principalmente por
razdes de ordem profissional. Houve efetivamente 3 pessoas que testaram positivo no
teste RT-PCR e que viajaram antes ou durante o surto. Uma delas esteve em Lisboa, a
segunda em Evora e a terceira diz ter estado em Evora e no Montijo. A segunda e a ter-
ceira pessoas tambem testaram positivo para a IgG. Estas duas pessoas estiveram in-
fetadas com o virus e ambas viajaram até Evora o que pode significar que possam ter
contraido o virus aquando essa viagem. Além disso, foi detetada a presenca de IgM em
duas pessoas que viajaram até Evora, uma delas no realizou teste RT-PCR e a outra

testou negativo.

Na seccao relativa a sintomatologia nos Gltimos 30 / 60 dias, 80 (29,6%) pessoas
referiram sintomas caracteristicos de infecdo por SARS-CoV-2. As restantes negaram
sintomatologia associada a esta doenca, que ndo significa que ndo possam ter tido con-
tacto com o virus ou, mesmo, terem sido portadores assintomaticos e transmissores da
infecdo. Isto é facilmente comprovado, com o facto de que 3 das pessoas que negaram
sintomas testaram positivo no teste RT-PCR e no teste rapido seroldgico (1gG). Além
disso, outra pessoa que negou sintomas testou positivo no teste RT-PCR e mais 5 pes-

soas que nao referiram qualquer sintomatologia positivaram no teste para a IgG.

Dos 3 sintomas mais comuns provocados pela COVID-19, febre, falta de ar e
tosse, 13 (16,3%) pessoas indicaram ter tido febre, outras 13 - dispneia e 44 (55%) com
um quadro respiratério agudo com tosse. Apesar da maioria ter justificado os sintomas
com a presenca de outros problemas de saude, ndo € de descartar a hipotese de infecdo

ndo identificada. O teste de anticorpos especificos pode permitir associar alguns destes
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sintomas a eventual infecdo assintomatica. Um dos casos que referiu ter tido febre, posi-
tivou para a IgM e 3 casos que referiram tosse positivaram para a 1gG. Destes ultimos
um deles também testou positivo no teste RT-PCR.

Além disso, as pessoas que tiveram febre ndo conseguiram justificar este
sintoma, por desconhecerem o agente causador. Ainda houve queixas de outras sintoma-
tologias passiveis de suspeita de infe¢do, como a fadiga, a expetoracéo e as dores mus-
culares e articulares. Dos participantes que referiram ter tido febre, um deles testou
positivo para o teste de anticorpos (IgM) e dos que declararam expetoracdo, dois deles
positivaram também para a IgM e um deles ainda disse ter sentido dores musculares
e/ou articulares. Quatro das pessoas que testaram positivo para a 1gG, trés referiram
quadro respiratério agudo com tosse e um relatou fadiga e dores musculares e/ou articu-
lares. Muito provavelmente os sintomas ligeiros que ocorreram e que aqui se reportam
com dados de serologia positivos, podendo ser devidos a infecdo por SARS-CoV-2, ndo
foram de molde a suspeitar da infecdo. Neste contexto néo tera sido efetuado o teste
molecular de diagndéstico que entdo se aplicava. Os dados revelam que pessoas que até
tiveram sintomas caracteristicos de COVID-19, mas ligeiros e que ndo valorizaram, de
facto, pela positividade no teste de anticorpos, estiveram em contacto com o virus ante-

riormente e desenvolveram alguma imunidade.

Além disso, 22 e 51 pessoas estiveram em contacto com suspeitas de infetados e
casos confirmados, respetivamente. Destes 51, 45 contactaram com casos confirmados e
com sintomatologia especifica da doenca. Logo, dependendo do tipo de contacto que
tiveram (baixo ou alto risco) poderdo ter sido infetados aquando dessa aproximacao.
Um dos participantes que testou positivo para a 1gG esteve em contacto com uma
suspeita de COVID-19, enquanto que outros dois participantes (que também testaram
positivo para a 1gG) estiveram em contacto com um caso confirmado com sintomatolo-
gia propria da doenca, o que leva a querer que possam ter estado infetados, apesar de

ndo terem sido diagnosticados.

Quanto aos testes RT-PCR, 128 pessoas (47,8%) ja tinham efetuado, pelo
menos, um teste. Destas, 6 pessoas testaram positivo. Entre elas, 4 testaram positivo no
teste de anticorpos (IgG), o que nos indica que estiveram efetivamente infetadas com o

virus. No que diz respeito aos testes imunoldgicos, 3 participantes referiram ja ter efetu-

55



Estudo de seroprevaléncia de anticorpos anti-SARS-CoV-2 no concelho de Mora

ado, mas apenas um deles testou positivo, 0 que leva a querer que esta pessoa também

terd estado anteriormente infetada.

Nos dados adquiridos pela realizagdo dos testes seroldgicos répidos, as imuno-
globulinas de tipo IgM foram detetadas em 3 pessoas, 0 que deixa antever infecéo re-
cente, até as 3 a 5 semanas anteriores. Esta informacdo ndo pode ser confirmada por
teste diagndstico, uma vez, que um destes participantes ndo realizou o teste e 0s outros
dois testaram negativo. O que pode ter sido porque o PCR foi realizado muito precoce-
mente ou outra hipotese é a existéncia de reacdo cruzada. Podemos estar na presenca de
resultados potencialmente falsos negativos ou adquiridos fora da janela de positividade
do teste.

Os anticorpos do tipo IgG revelaram-se positivos em 12 participantes, pre-
sumivelmente infetados num periodo anterior de 5 a 7 semanas. Destes participantes
que testaram positivo para a 1gG sete ndo tinham realizado qualquer teste molecular
anteriormente, um tinha realizado o teste com resultado negativo e 0s quatro remanes-
centes realizaram o teste molecular com resultado positivo. A inferéncia de contactos
anteriores destas 12 pessoas com o virus SARS-CoV-2, sendo legitima e credivel, ndo
pode ser assumida como definitiva por falta de dados de confirmacéo por teste de di-

agndstico atempado.

Analisando agora cada um dos participantes que testaram positivo nos testes

rapidos seroldgicos, registam-se as seguintes observacoes:

A respeito do caso do participante 6, de género masculino, de 71 anos de idade,
ndo saiu de Mora e esteve assintomatico. Tinha testado positivo no teste RT-PCR ha um
més e referiu ndo ter contactado com nenhum caso suspeito, nem nenhum caso confir-
mado de COVID-19. Realizou teste imunoldgico uma semana antes do nosso estudo e
obteve resultado negativo. No nosso estudo testou positivo para a 1gG. No contexto e
face ao teste molecular anterior positivo, o teste serologico anteriormente realizado po-
dera ter produzido um resultado falso negativo. E também credivel que um més depois
do teste molecular positivo o individuo pudesse ainda nédo ter desenvolvido suficiente-

mente as suas 1gG para serem detetadas, facto que tera ocorrido com mais uma semana.

No caso 8 — sexo feminino, 32 anos, s6 esteve em Mora, ndo apresentou
sintomas, contactou com um caso suspeito de infecdo, testou positivo ha um més e meio
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e foi detetada a presenca de 1gG, o que confirma a imunidade adquirida 6 semanas apés

a infecdo.

No que se refere ao caso 11, do sexo feminino, de 29 anos, esteve em Mora e
Evora, relatou quadro respiratorio agudo com tosse, vive com o participante anterior, ao
contrario deste, ndo contactou com nenhum suspeito, nem nenhum caso confirmado de
COVID-19. Realizou teste RT-PCR ha um més e meio quando positivou e foi detetada
IgG, que confirma o ganho de imunidade e a presenga de infecdo 6 semanas antes.

Em relacdo ao caso 15, do género masculino, 69 anos, sem sintomas e esteve em
Mora e Evora. N&o esteve com nenhum suspeito, nem nenhum caso confirmado de in-
fecdo, o teste RT-PCR que confirmou a doenca foi ha quase 2 meses. Apresentou IgG,
que 15 dias depois aquando da repeticdo do teste serolégico, ja ndo foi detetada. A
diluicdo rapida das IgG no soro deste participante podera ndo ser sinénimo de falta de
imunizacdo, dado que o seu sistema imunitario respondeu atempadamente a infecdo. De
registar que a auséncia da evidéncia da 1gG néo e sinénimo da evidéncia da auséncia da
mesma. Podera ser de novo produzida pelos linfocitos B que, por certo, terdo ficado de

mem©aria depois da resposta imunitaria.

Relativamente, ao caso 1, de um senhor de 58 anos, esteve em Mora e Evora,
nos ultimos 30 a 60 dias apresentou expetoracdo e dores musculares e/ou articulares,
realizou teste RT-PCR h& um més que deu negativo e foi detetada a presenca de IgM.
Isto, indica que esteve infetado 3 a 5 semanas antes, provavelmente sem ter detetado e

deve ter sido transmitido pela esposa que esteve positiva.

Quanto ao caso 2, de uma senhora de 64 anos, esteve em Mora e Evora, apresen-
tou expetoracdo, ndo efetuou teste RT-PCR mas deu positivo para a IgM. Pode ter es-

tado infetada sem saber ha 3 a 5 semanas.

Com relagdo ao caso 3, do género feminino de 39 anos, so esteve em Mora, teve
febre, fez 2 testes RT-PCR h& 1 e 3 meses que deram negativo mas apresentou IgM.
Existe a forte possibilidade de ter estado infetada ha 3 semanas e ndo ter tido conheci-

mento.

Relativamente aos casos mencionados abaixo, que apresentaram teste seroldgico

positivo para a IgG, podemos presumir que estiveram infetados sem saber. Isto porque a
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maioria ndo efetuou testes e, portanto, ndo confirmou o caso de infecdo. Apesar de al-
guns ndo terem realizado teste apresentaram sintomatologia ou estiveram em contacto

com um caso suspeito ou confirmado de infecéo.

+ Caso 4 - género feminino, 34 anos, s6 esteve em Mora, apresentou quad-
ro respiratdrio agudo com tosse, nao efetuou teste RT-PCR e foi detetada
a presenca de 1gG.

+ Caso 5 - género feminino, 70 anos, s6 esteve em Mora, referiu ter sentido
fadiga e dores musculares e/ou articulares, ndo efetuou teste RT-PCR
mas apresentou 1gG.

+ Caso 7 - género feminino, 48 anos, s6 esteve em Mora, ndo apresentou
sintomas tipicos da doenga descritos no instrumento de recolha de dados,
mas referiu ter sentido dor de garganta que também pode ser suspeito de
infecdo por SARS-CoV-2. N&o esteve em contacto com suspeitas ou
casos confirmados da doenca e foi detetada 1gG.

+ Caso 9 - género feminino, 65 anos, so esteve em Mora, ndo apresentou
sintomatologia, mas esteve em contacto com um caso confirmado com
sintomas. Efetuou 2 testes RT-PCR, ha 1 més e ha 1 semana, ambos neg-
ativos e positivou 2 vezes para a 1gG no teste seroldgico efetuado no es-
tudo.

+ Caso 10 - género masculino, 60 anos, s6 esteve em Mora, ndo declarou
sintomas nem contacto com caso suspeito ou confirmado de COVID-19 e

ndo realizou teste RT-PCR. Foi detetada IgG em 2 testes.

+ Caso 12 e 13 - género feminino e masculino, 82 e 81 anos, respetivamen-
te, conjuges, sO estiveram em Mora, sem sintomas, nao realizaram testes

RT-PCR mas positivaram para a 1gG.

+ Caso 14 - género masculino, 76 anos, s6 esteve em Mora, referiu quadro
respiratorio agudo com tosse, esteve em contacto com um caso confir-
mado com sintomatologia mas nao realizou teste RT-PCR. Positivou a
19G.
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Neste caso apresentado a seguir, tal como nos anteriores, pode ter estado in-
fetada sem saber mas ha 6 meses quando teve sintomatologia. Também se pbe a

hip6tese de uma reinfecdo ha 6 a 8 semanas, uma vez que apresentou imunoglobulina G.

Caso de uma senhora de 48 anos, s6 esteve em Mora, referiu ter tido sintomas ha

6 meses, ndo realizou testes, mas foi detetada a presenca de I1gG.
De seguida, apresentam-se casos atipicos detetados ao longo do estudo.

Quanto ao caso de 34 anos, sexo masculino, esteve em Mora e Lisboa, queixou-
se de fadiga durante 2 dias e dores musculares e/ou articulares. Esteve na proximidade
de um infetado com sintomatologia, testou positivo no teste RT-PCR ha um més e meio
e ndo foram detetadas quaisquer imunoglobulinas. Neste caso era de esperar que
tivessem sido detetadas imunoglobulinas G. Uma das explica¢fes possiveis é a ocorrén-

cia de reacdo cruzada no teste serologico efetuado no estudo.

No que respeita 0 caso de um rapaz de 21 anos, assintomatico e apenas esteve
em Mora. Contactou com um caso confirmado com sintomas, realizou teste RT-PCR
que positivou ha 2 semanas e para além disso, efetuou um teste imunologico ha 4 dias
que deu negativo. N&o foi detetada a presenca de anticorpos, 0 que ndo é normal, uma
vez, que deveria ter sido detetada IgM. Nesta situacdo, pode ter ocorrido reacdo cruzada
no teste seroldgico efetuado no estudo ou entdo o individuo ainda nédo ter desenvolvido

qualquer tipo de imunidade.

No caso de um senhor de 65 anos, esteve em Mora e Evora, ndo apresentou
sintomatologia caracteristica e ndo esteve em contacto com nenhum caso suspeito ou
confirmado. Efetuou teste RT-PCR com resultado negativo, teste imunolédgico que deu
positivo e quanto as imunoglobulinas estudadas pelo teste serolégico efetuado no estu-
do, ndo foram detetadas. Este caso levanta suspeitas de uma possivel infecdo as-
sintomatica, mas por outro lado pode ser questionada a credibilidade do resultado do

teste imunoldgico realizado anteriormente ao teste serolégico do estudo.
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6. Conclusao

Em conclusdo, a pandemia de COVID-19 tomou dimensdes inimaginaveis, tanto
a nivel nacional como a nivel mundial. A passagem do virus foi avassaladora tanto no
namero de pessoas que faleceram como naquelas onde deixou sequelas, mas também na

forma como condicionou a nossa vida no dia a dia.

Os profissionais de saude, neste caso particular, os farmacéuticos sdo essenciais
no combate a pandemia pela diversidade de ramos onde operam. Destacam-se a
producdo e distribuicdo de medicamentos, assim como, a realizacdo de testes de di-
agnostico e seroldgicos.

O estudo realizado apds o surto de agosto de 2020 na vila de Mora permitiu con-
cluir que, de todas as pessoas que relataram ter estado infetadas pelo virus SARS-CoV-
2, com teste molecular positivo, apenas uma néo revelou a presenca de anticorpos es-
pecificos no estudo que aqui se reporta. Apesar de nao terem sido detetados anticorpos
especificos neste caso, ndo pode excluir-se a imunizacdo. Face ao conjunto dos dados
aqui adquiridos parece-nos legitimo concluir que a infecdo pelo virus SARS-CoV-2,
induz uma resposta imunitaria no individuo infetado, que se exprime pela producdo de
anticorpos especificos de tipo IgM e IgG. Resulta daqui, muito provavelmente uma
imunizacdo de longa duracdo contra a reinfecdo nos individuos antes infetados pelo

virus.

Adicionalmente e apesar da falta de representatividade da amostra, regista-se
que dos 12 individuos que apresentaram anticorpos especificos contra o virus SARS-
CoV-2, apenas 5 tinham sido anteriormente avaliados pelo teste de diagndstico molecu-
lar. Na linha do Inquérito Seroldgico Nacional realizado na mesma altura da realizacéo
deste trabalho, em que o nivel de seropositivos na comunidade era cerca do dobro dos
individuos testados positivos pelos testes de diagndstico, também em Mora depois do
surto de agosto terdo seroconvertido mais do dobro das pessoas testadas positivas. Esti-
ma-se por isso, que os 64 individuos testados positivos pelo teste de RT-PCR possam
corresponder a mais de 150 pessoas que contactaram o virus e terdo ficado imunizadas.
Mesmo neste contexto, a infecdo e as imunizagcfes que se estimam nao chegariam a 4%
da populacdo, muito longe de qualquer imunidade de grupo que pudesse imaginar-se em

consequéncia do surto.
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8. Anexos

Anexo 1 — Instrumento para recolha de dados utilizado no estudo
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Anexo 2 — Consentimento informado especifico para o estudo
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Anexo 3 — Cartéo entregue com o resultado do teste
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Anexo 4 — Folheto informativo de um dos testes utilizados no estudo
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Anexo 5 — Procedimento detalhado da realiza¢éo do teste

Procedimento:

1 — Cumprimentar, convidar a entrar no gabinete e a sentar na cadeira disponibilizada

especificamente para o participante;

2 — Preencher o consentimento informado (Anexo 2), explicar a importancia da partici-
pacao neste tipo de estudos e aplicar o instrumento para recolha de dados (Anexo 1);

3 — Efetuar o teste.
3.1 - Lavar as maos de forma conveniente e colocar luvas;

3.2 — Colocar o material necessario em cima da secretaria, retirar o teste da em-

balagem e colocar em cima da mesa (em superficie plana e horizontal);

3.3 - Ap0s a preparagdo, comegar por aquecer o dedo e massajar (para uma cir-

culacdo sanguinea adequada)

3.4 — Desinfetar com compressa e alcool a 70° do dedo anelar da méo esquerda

(no caso de ser destro) ou da mao direita (no caso de ser esquerdino);
3.5 - Deixar secar bem o dedo;
3.6 — Efetuar a puncéo;
3.7 - Utilizar uma compressa para retirar a primeira gota;

3.8 - Continuar a massajar o dedo de modo que se forme uma gota de, aproxi-

madamente, 20 uL;
3.9 — Aspirar a gota com a pipeta conta gotas;
3.10 — Colocar a gota no local da amostra do biossensor;
3.11 — Adicionar de seguida 3 gotas (90 a 120 pL) de solucdo tampao;

4 - Limpar o excesso de sangue do dedo, novamente com algoddo ou compressa embeb-

ida em alcool;

5 - Colocar um penso rapido para estancar o sangue e manter o utente mais confortavel;
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6 — Ler o resultado passados 10 minutos;

6.1 — Quando positivo: registar de imediato, quando negativo: esperar mais 20 minutos

e efetuar nova leitura;

7 — Anotar o resultado no cartdo (Anexo 3) e entregar ao participante;

8 - Prestar um aconselhamento personalizado em funcdo dos dados recolhidos;
9 — Agradecer a participagdo no estudo, e;

10 - Cumprimentar.
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