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Pontos em Destaque

e A seroprevaléncia de anticorpos especificos contra SARS-CoV-2 na populacdo residente em Portugal com
idade superior a 1 ano foi de 86,4 %, valores consistentes com a cobertura vacinal e com a situagdo
epidemioldgica nacional.

e A seroprevaléncia foi mais elevada na populagdo entre os 50 e 0s 59 anos (96,5 %), nos individuos com
ensino superior (96,0 %) e naqueles com duas ou mais doencas cronicas (90,8 %).

e A seroprevaléncia foi mais baixa na regido do Algarve (80,2 %) e nos grupos etarios abaixo dos 20 anos
(17,9 % entre os 1-9 anos; 76,8 % entre os 10-19 anos). Estes grupos etarios ndo foram total ou
parcialmente abrangidos pelo Programa Nacional de Vacinac¢do contra a COVID-19.

e Aseroprevaléncia pds-infecdo foi mais baixa comparativamente a segunda fase do ISN COVID-19 (7,5 % vs
13,5 %), o que provavelmente se encontra relacionado com o decaimento de anticorpos especificos para
0 SARS-CoV-2 ao longo do tempo pds-infecdo.

e Os titulos de IgG contra a proteina da espicula (anti-S) foram mais elevados nas pessoas com 3 doses de
vacina (mediana: 12.601 UA/ml), naquelas que foram vacinadas e tiveram uma infecdo anterior por SARS-
CoV-2 (mediana: 8.013UA/ml) e no grupo de pessoas vacinadas com as vacinas da Moderna (mediana:
6.392 UA/ml) e da Pfizer/BioNTech (mediana: 2.178 UA/ml).

e Ostitulos de IgG (anti-S) foram mais baixos nas pessoas com uma dose Unica de vacina e sem infecdo prévia
(mediana: 245 UA/m).

e O titulo de IgG (anti-S) diminuiu com o tempo desde a toma da segunda dose da vacina e com a idade dos
vacinados.

e Existe uma correlacdo fortemente positiva (p =0,9) entre o titulo de IgG (anti-S) e o titulo de anticorpos
neutralizantes.

e Embora os testes seroldgicos ndo permitam inferir, a nivel individual, o nivel de protecdo contra a infegédo
ou doenca por SARS-CoV-2, os estudos sero-epidemiolégicos continuam a ser uma importante ferramenta
para i) monitorizar o nivel de imunidade humoral a nivel populacional; ii) monitorizar a ocorréncia de
infecdes recentes; iii) identificar grupos populacionais mais suscetiveis, contribuindo assim para a melhor

compreensdo da situacdo epidemioldgica e ajuste das medidas de saldde publica disponiveis.



Resumo

Em populacGes com elevadas coberturas vacinais, os estudos sero-epidemioldgicos mantém-se como ferramentas
Uteis para monitorizar o nivel de imunidade populacional e a evolugdo do nimero de infe¢des recentes, assim como
para avaliar a implementacdo do programa de vacinacdo e identificar grupos de maior suscetibilidade. Juntamente
com os estudos de efetividade vacinal e com os dados da vigilancia epidemiolégica contribuem para um melhor
conhecimento da situacdo epidemioldgica e para a adaptacao das medidas de saude publica implementadas.

Na terceira fase do Inquérito Seroldgico Nacional COVID-19 (ISN COVID-19) participaram 4.545 individuos com mais
de 1 ano de idade, recrutados entre 28 de setembro e 19 de novembro de 2021, em 305 postos de colheita
previamente selecionados, distribuidos por todo o pais. A metodologia de implementacao foi semelhante a utilizada
nas fases anteriores do ISN COVID-19, seguindo as orientagBes técnicas da Organizagdo Mundial de Saude e do
Centro Europeu de Controlo de Doengas. A cada participante, ou seu representante legal, foi pedido o
consentimento informado escrito, o preenchimento de um questiondrio com informagBes clinicas e
epidemioldgicas e uma amostra de sangue para determinagdo dos anticorpos especificos para o SARS-CoV-2. Para
todos os participantes foi realizada a determinacgdo qualitativa de imunoglobulinas (Ig) do tipo G especificas contra
a proteina da nucleocdpside [IgG (anti-NP)] do SARS-CoV-2 e a determinacdo quantitativa de IgG contra a proteina
da espicula do SARS-CoV-2 [IgG (anti-S)]. Adicionalmente, para uma amostra aleatdria de 884 participantes com IgG
(anti-S) positiva foi feita a determinagdo quantitativa de anticorpos neutralizantes (nAb).

A seroprevaléncia total na populacdo em estudo foi de 86,4 %. A regido do Algarve foi aquela em que se observou
uma menor seroprevaléncia total (80,2 %). Em relagdo as carateristicas da populacdo, destaca-se a seroprevaléncia
total mais elevada na populagdo entre os 50 e 0s 59 anos (96,5 %), nos individuos com ensino superior (96,0 %) e
naqueles com duas ou mais doencas crénicas (90,8 %). Os grupos etarios abaixo dos 20 anos foram aqueles em que
se observaram seroprevaléncias mais baixas (17,9 % entre os 1-9 anos e 76,8 % entre os 10-19 anos).

No que se refere a seroprevaléncia pds-infecdo, estimaram-se valores globalmente mais baixos do que os obtidos
na segunda fase do ISN COVID-19 (7,5 % vs 13,5 %). Este padrdo foi observado na maioria dos grupos etdrios e
regides de salde, a excecdo do grupo etdrio entre os 1-9 anos e nas regides do Algarve (8,8 % vs 6,0 %) e Agores
(4,4 % vs 2,4 %).

Os titulos de 1gG (anti-S) foram mais elevados nas pessoas com 3 doses de vacina (mediana: 12.601 UA/ml) e
naquelas que foram vacinadas e tiveram uma infe¢do por SARS-CoV-2 (mediana: 8.013 UA/ml), tendo sido os
valores mais baixos estimados para o grupo de pessoas com uma dose de vacina e sem infecdo (mediana: 245
UA/ml). Quanto a marca da vacina, os titulos de IgG (anti-S) mais elevados foram observados no grupo de pessoas
vacinadas com as vacinas da Moderna (mediana: 6.392 UA/ml) e da Pfizer/BioNTech (mediana: 2.178 UA/ml).

De referir ainda, a diminuicdo do titulo de IgG (anti-S) com o tempo desde a toma da segunda dose da vacina e com
a idade dos vacinados e a correlagdo fortemente positiva (p=0,9) entre o titulo de 1gG (anti-S) e o titulo de nAb.
Apesar da precaucdo na interpretacdo destes resultados, pela auséncia de indicador seroldgico correlacionado com

a protecdo individual e também pelas possiveis diferencas entre subgrupos do estudo (por ex. o tempo desde



vacinacdo esta correlacionado com a idade dos vacinados), os resultados obtidos sdo consistentes com a atual

situagdo epidemioldgica, cobertura vacinal e com os dados obtidos nos estudos de efetividade vacinal.
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1. Introdugao

O coronavirus da sindrome respiratéria aguda grave 2 (SARS-CoV-2), que causa a doenca por coronavirus 2019
(COVID-19), foi detetado pela primeira vez em Wuhan, na China, em dezembro de 2019 (Huang, Wang et al., 2020),
espalhou-se rapidamente pelo mundo, causando perto de 260 milhdes de casos de infe¢do confirmada e mais de 5
milhGes de mortes até ao final de novembro de 2021 (Hopkins, 2020), levando a uma carga sem precedentes nos

sistemas de saude.

Em Portugal, o primeiro caso confirmado de COVID-19 foi notificado no dia 2 de marco de 2020 e até 13 de
dezembro de 2021 foram notificados 1.196.602 casos confirmados de infecdo e 18.673 dbitos (Diregdo Geral da
Saude, 2021b). Na primeira fase do Inquérito Seroldgico Nacional COVID-19 (ISN COVID-19), realizada em maio de
2020, foi encontrada uma seroprevaléncia de imunoglobulinas M (IgM) ou imunoglobulinas G (IgG) especificas
contra SARS-CoV-2 de 2,9 % (IC 95: 2,0 a 4,2 %), correspondendo este valor a taxa de ataque estimada para a
primeira onda epidémica de COVID-19 ocorrida em Portugal (Kislaya et al., 2021). Depois da primeira fase do ISN
COVID-19, Portugal foi atingido por duas ondas epidémicas, mais intensas do que a primeira, com inicio em outubro
e dezembro de 2020 (Diregdo Geral da Saude, 2021b), tendo sido estimada na segunda fase do ISN COVID-19
(fevereiro e margo de 2021) uma seroprevaléncia de anticorpos especificos para o SARS-CoV-2 de 15,5 % (IC 95:
14,6 a 16,5%) (Instituto Nacional de saude Doutor Ricardo Jorge, 2021b), maioritariamente devida ao aumento da
atividade epidémica de COVID-19 desde outubro de 2020 (13,5 %) e cerca de 2,0 % induzida pela vacinagdo iniciada
a 27 de dezembro de 2020 (Direcdo Geral da Saude, 2021c).

A nivel mundial, a ultima estimativa conhecida da seroprevaléncia que incluiu 241 estudos envolvendo
aproximadamente 6,3 milhGes de individuos de 60 paises diferentes foi de 9,5 % (IC 95: 9,0 a 10,0 %), embora a
heterogeneidade entre os estudos fosse significativa (I = 99,9). As seroprevaléncias mais elevadas e mais baixas
foram registradas na Asia Central e Meridional (22,9 %; IC 95: 19,1 a 26,7 %) e na Asia Oriental e Sudeste Asiatico
(1,6 %; IC 95: 1,3 a 1,9 %), respetivamente. A seroprevaléncia foi mais elevada nos homens, entre os 20 e os 50
anos, em grupos étnicos minoritdrios, que vivem em paises ou regides com baixos indices de rendimento e
desenvolvimento humano (Rostami et al., 2021), demonstrando que, até a data de 30 de marc¢o de 2021, a maioria
da populacdo mundial ainda era altamente suscetivel a infecdo por SARS-CoV-2 (Rostami et al., 2021). A vacinagdo
contra a COVID-19, que teve inicio no final de 2020 para induzir imunidade protetora, veio alterar este panorama,

existindo no entanto enormes assimetrias regionais no que respeita a cobertura vacinal contra a COVID-19.

A maioria dos individuos infetados por SARS-CoV-2 desenvolve respostas imunoldgicas robustas e persistentes apds
a infecdo natural e, até ao momento, muitos estudos caracterizaram as respostas imunolégicas humorais (Gaebler
et al., 2021) e celulares (DiPiazza, Graham, & Ruckwardt, 2021) durante a convalescenga por periodos de até 1 ano
(Peluso, Donatelli, & Henrich, 2021). Apés infecdo sintomatica por SARS-CoV-2, observa-se na maioria dos casos,
uma resposta de anticorpos especifica detetavel na fase aguda (< 28 dias). A IgM especifica para o SARS-CoV-2

aumenta na fase aguda com um pico em torno de 2 a 5 semanas apds o inicio da doenca, diminuindo depois ao
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longo de mais 3 a 5 semanas antes de se tornar indetetavel. O pico de 1gG ocorre 3 a 7 semanas apds o inicio da
doencga, estabilizando de seguida e persistindo por, pelo menos, 8 semanas (Post et al., 2020). As respostas de
anticorpos sdo geralmente detetadas contra as proteinas da nucleocapside (NP) ou da espicula (S), cuja subunidade
S1 contém o dominio de ligacdo ao recetor (RBD), sendo que os anticorpos contra diferentes antigénios podem ter
dindmica e efeito neutralizante diferentes (Huang, Garcia-Carreras et al.,, 2020; Kellam & Barclay, 2020). A
compreensdo dos mecanismos que conduzem a uma imunidade protetora em humanos permanece limitada,
incluindo o titulo de anticorpos e a especificidade necessaria para conferir protecdo (Tay et al., 2020). Sabe-se, no
entanto, que a maioria das pessoas infetadas com SARS-CoV-2 desenvolve anticorpos neutralizantes (nAb),
consistente com o que acontece em infecGes pelo Coronavirus da Sindrome Respiratéria Aguda Grave 1 (SARS-CoV-
1) e pelo Coronavirus da Sindrome Respiratdoria do Médio Oriente (MERS-CoV) (Huang, Wang et al., 2020),
inicialmente detetdveis entre 7 a 10 dias apds o inicio dos sintomas, com um pico aproximadamente as 3 semanas
e diminuindo a partir dai (Post et al., 2020). A magnitude desta resposta parece estar correlacionada com a
gravidade da doenca (Chen et al., 2020; Di Germanio et al., 2021; Gudbjartsson et al., 2020; Kowitdamrong et al.,
2020; Peluso et al., 2021; Rydyznski Moderbacher et al., 2020), embora ndo necessariamente com a cinética dos
anticorpos (Huang, garcia-Carreras et al., 2020). No entanto, os preditores da duracdo da imunidade natural ndo se
encontram totalmente esclarecidos e podem ser determinados por uma variedade de fatores clinicos e de
mensuracdo (Di Germanio et al., 2021; Peluso, Takahashi et al., 2021). Apesar da sua complexidade, existe um
consenso geral de que, na maioria dos casos, a imunidade natural persiste pelo menos 8 meses (Peluso, Takahashi
et al,, 2021). E, ainda que os niveis de anticorpos diminuiam ao longo do tempo, vérios estudos demonstraram a
persisténcia de linfdcitos especificos para o virus SARS-CoV-2 ao longo de 12 meses apds a infe¢do natural (Peluso

Takahashi et al., 2021).

De entre as vacinas contra o SARS-CoV-2 aprovadas para utilizacdo de emergéncia, foram administradas em
Portugal as vacinas baseadas em tecnologia de mRNA (Pfizer/BNT127b2 e Moderna/mRNAa1273) ou de adenovirus
(Astrazeneca/ChAdOx1 e Janssen/Ad26.COV2.S), as quais foram desenhadas para induzir uma resposta imunitaria
contra a proteina da espicula necessaria a ligacdo, fusdo e entrada na célula do SARS-CoV-2 (Kyriakidis et al., 2021).
Conseguentemente, a vacina¢do induz a producdo de anticorpos neutralizantes anti-S e anti-RBD. De forma
semelhante a infecdo, as vacinas induzem a producdo de anticorpos IgA, IgM e IgG séricos (Wang et al., 2021;
Wisnewski, Luna, & Redlich, 2021), bem como a resposta de células B e T de memoria de longa duracgdo (Barouch
et al., 2021; Goel, Apostolidis et al., 2021; Turner et al., 2021; Wang et al., 2021). Em analises de imunogenicidade
concluidas durante os ensaios clinicos de vacinas de fase I/Il, 100 % dos participantes desenvolveram nAb e
anticorpos de ligagdo apds a vacinacdo com as vacinas Pfizer/, BioNTech e Moderna, e 90 e 95 % dos participantes
desenvolveram nAb e anticorpos de ligagcdo apds a vacinagdo com a vacina Janssen e Astrazeneca, respetivamente
(Barrett et al., 2020; Jackson et al., 2020; Sadoff et al., 2021; Walsh et al., 2020). Uma série de estudos sobre
primovacinacdo, especialmente com vacinas de mRNA, mostram uma resposta inicial de anticorpos mais
consistente e de titulo mais alto (Israel et al., 2021; Jackson et al., 2020; Lombardi et al., 2021; Sadoff et al., 2021;
Walsh et al., 2020) do que a observada apds infecdo. Tal como na infecdo, esta resposta pode estar diminuida em

pessoas mais velhas e imunodeprimidas, observando-se menores taxas de seroconversdo em pessoas com uma
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variedade de condicdes imunossupressoras, incluindo aquelas sob terapéuticas imunossupressoras, apos
transplante de érgdo ou neoplasias hematoldgicas (Lee et al., 2021). Outros estudos descrevem que entre 0s 65 e
0s 80 anos se observa um pico significativamente mais baixo do titulo de nAb e anticorpos anti-S apds a vacinagdo
(Canaday, Carias, et al., 2021; Jabal et al., 2021; Mdller et al., 2021b; Shrotri et al., 2021; Wall et al., 2021). Este
facto é particularmente relevante na definicdo das estratégias de prevengdo para grupos vulneraveis, dado o risco
aumentado de doencga grave em populacbes idosas e imunodeprimidas (Brodin, 2021; Canaday, Oyebaniji, et al.,
2021). Os dados de ambos os ensaios de eficicia da vacina Pfizer e da Moderna de fase Ill demonstraram que os
titulos de IgG (anti-S), 1gG (anti-RBD) e de nAb se encontram correlacionados com a protecdo contra infecdo
sintomatica (embora ndo infecdo assintomatica), sendo a correlacdo mais forte observada com os nAb em ambos

os estudos (Frenck et al., 2021; Gilbert et al., 2021)

Apds a vacinagdo, os anticorpos anti-S, anti-RBD e nAb permanecem detetdveis por, pelo menos, 6-8 meses
(Barouch et al., 2021; Doria-Rose et al., 2021; Goel, Apostolidis, et al., 2021). Estima-se que os titulos de nAb apds
a vacinagdo com a vacina da Moderna tenham uma semi-vida de 68—202 dias, e os anticorpos anti-RBD de 52—-109
dias (Doria-Rose et al., 2021), valores que se sobrepdem-se aos dos individuos convalescentes, embora, em pelo
menos um estudo tenha relatado um decaimento mais lento em pessoas recuperadas da infe¢do, em comparacao
com aquelas vacinadas com a vacina da Pfizer (Israel et al., 2021). Tal como acontece com a infecdo, o efeito
protetor da imunidade induzida pela vacina também é suportado por componentes de longo prazo da resposta
humoral, incluindo células B de memdria (Barouch et al., 2021; Goel, Apostolidis, et al., 2021; Goel, Painter, et al.,
2021). As células T CD4* e CD8* induzidas pela vacina continuam relativamente estaveis por até 6—-8 meses apds a
vacinacdo (Barouch et al., 2021; Goel, Painter, et al., 2021). No entanto, permanece ainda por esclarecer a duragédo
da protecdo contra a SARS-CoV-2 apds a vacinacao. Estudos utilizando modelos matematicos estimaram que uma
eficacia inicial da vacina de 90 %, provavelmente, diminuiria para aproximadamente 70 %, cerca de 250 dias apds
vacinacdo (Khoury et al.,, 2021), ndo levando em consideragdo outros fatores, como os componentes ndo
seroldgicos da resposta imune ou o impacto de novas variantes em circulagdo. Estudos recentes mostram também
uma diminuicdo dos titulos de anticorpos e eficacia das vacinas contra a infecdo ao longo do tempo, especialmente
entre populagBes mais velhas (Canaday, Oyebaniji, et al., 2021; Nanduri et al., 2021). A diminui¢do da eficacia da
vacina pode refletir uma combinacdo da diminuicdo dos titulos de anticorpos e da diminuicdo da capacidade de
neutralizacdo num cendrio de ampla circulacdo de variantes com escape imunoldgico parcial. Ainda assim, a eficacia
da vacina contra a hospitalizagdo e/ou doenca grave continua a ser elevada, variando de 84 a 96 %, até 6 meses
apds a vacinacdo para as vacinas de mRNA (Chemaitelly et al., 2021; Rosenberg et al., 2020; Tartof et al., 2021).
Para as vacinas de vetor viral, apesar dos ensaios em curso, ha poucos dados disponiveis sobre a duracdo da
resposta imunitaria relativamente a producdo de anticorpos. Os dados disponiveis estimam uma protecdo contra
infecdo que varia entre 67 a 83 % (Pouwels et al., 2021; Singh et al., 2021) e tanto a duragdo das hospitalizacGes
(parcialmente vacinados: 9 dias vs. ndo vacinado: 12 dias), como a proporc¢do de individuos com doencga grave
(totalmente vacinados: 30,3 % vs. parcialmente vacinados: 51,3 % e ndo vacinados: 54,1 %) foram
significativamente menores entre os vacinados (Singh et al., 2021). Uma vacina semelhante a da AstraZeneca contra

o0 MERS-CoV, mostrou niveis estaveis de anticorpos ao longo de um periodo de acompanhamento de 12 meses,
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fornecendo alguma indicacdo de protecdo duradoura contra coronavirus semelhantes (Li et al., 2020).

Embora os testes de anticorpos ndo permitam determinar o risco de infegdo subsequente de um individuo (Walsh
et al., 2020), a nivel populacional parece existir uma correlacdo entre os titulos de anticorpos de ligacdo e de nAb e
a protecdo contra infecdo sintomdtica (Frenck et al., 2021; Gilbert et al., 2021), pelo que os estudos
seroepidemioldgicos permitem monitorizar, de forma aproximada, o nivel de imunidade populacional, assim como
monitorizar infegdes recentes, ajudando a compreender e avaliar o desempenho global das vacinas, especialmente
em populagdes de risco (Pouquet et al., 2021). Assim, a terceira fase do ISN COVID-19 pretendeu estimar a
seroprevaléncia total na populagdo portuguesa, apods a implementacdo da campanha de vacinagdo em Portugal
com uma cobertura vacinal superior a 85 % (Diregdo Geral da Saude, 2021c), como uma aproximagao do nivel de

imunidade populacional contra o SARS-CoV-2.
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2. Objetivos

Para a terceira fase do ISN COVID-19 foram definidos 4 objetivos primarios:

1. Caraterizar a distribuicdo dos anticorpos especificos para o SARS-CoV-2, de modo a monitorizar a evolugdo
da imunidade contra o SARS-CoV-2 na populagdo portuguesa;

2. Determinar e comparar a seroprevaléncia de anticorpos especificos para o SARS-CoV-2 por grupo etario
(1-9, 10-19, 20-29, 30-39, 40-49, 50-59, 60-69, > 70 anos) e por Regido de Saude [Norte, Centro, Lisboa e
Vale do Tejo (LVT), Alentejo, Algarve, Regido Autdonoma (RA) dos Acores e RA da Madeira];

3. Determinar a seroprevaléncia adquirida apds infecdo pelo SARS-CoV-2 de forma a monitorizar a evolugdo
de infe¢des recentes;

4. Estimar o titulo de IgG (anti-S) e nAb por estado vacinal, infecdo prévia conhecida e tempo desde a

vacinagao.
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3. Material e Métodos

3.1. Desenho de estudo

Foi realizado um estudo epidemioldgico observacional, transversal.

3.2. Periodo de estudo

Este estudo foi realizado no inicio do outono de 2021, coincidindo com o periodo de aumento de atividade
epidémica de SARS-CoV-2 e com o final da primeira companha de vacinagdo contra a COVID-19 (Figura 1). O periodo

de recrutamento decorreu entre 28 de setembro e 19 de novembro de 2021.

14,0001

12,0001

10,0001

8,000

Incidéncia

6,000

4,000

2,000

P PO O R DA RD DD P® D ®

AR A AN NI ISP SN

PG PSR PR P WP
Data de inicio de sintomas

S ? @ NN o

NV & O W o
RORIEACR AN

f Y@@ P E P ® S
S F L T F P s
A KT o D QY P P

Figura 1. Periodo de recrutamento da terceira fase do ISN COVID-19 (4rea a tracejado vermelho) em relagdo a curva
epidémica, corrigida para o atraso da notificacdo, de COVID-19 em Portugal. Fonte: Evolugdo do nimero de casos de
COVID-19 em Portugal: Relatério de Nowcasting,09 de dezembro 2021, INSA (Instituto Nacional de satide Doutor Ricardo
Jorge, 2021a).

No final do periodo de recrutamento, a incidéncia acumulada de infecdo por SARS-CoV-2 na populagdo portuguesa
foi de 10,9 % (Instituto Nacional de saude Doutor Ricardo Jorge, 2021a) , observando-se algumas variacGes por

regido e grupo etario (Quadro 1).
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Quadro 1. Incidéncia acumulada de infecdo por SARS-CoV-2 em Portugal até 19 de
Novembro de 2021, por regido, grupo etério e sexo.

Incidéncia acumulada (%)

Total 10,9
Regido

Norte 11,9
Centro 6,9
Lisboa e Vale do Tejo 15,1
Alentejo 6,0
Algarve 10,7
Madeira 5,5
Acores 4,2
Grupo etdrio (anos)

1-9 8,7
10-19 11,9
20-29 16,5
30-39 13,7
40 -49 11,6
50-59 10,2
60 - 69 7,8
>70 8,5
Sexo

Masculino 12,4
Feminino 9,6

Fonte: BI-SINAVE, Direcdo Geral da Saude (DGS) (Diregdo Geral da Saude, 2021c).
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Figura 2. Periodo de recrutamento da terceira fase do ISN COVID-19 (drea a tracejado vermelho) em relacdo a evolucdo
do nimero de pessoas vacinadas contra a COVID-19 com 1 dose (linha verde), duas doses (linha azul) e dose de
reforgo (linha vermelha). Fonte: DGS (Diregdo Geral da Saude, 2021c).
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3.3. Populagdo alvo

A populagdo alvo foi constituida pelos individuos residentes em Portugal com idade superior a 12 meses.

Critérios de inclusdo

Foram convidados a participar todos os individuos que se tenham dirigido a um dos pontos de colheita participantes
(laboratorios ou unidades de salde parceiras) durante o periodo de estudo, portadores de prescricdo médica para

a realizacdo de uma analise clinica que implicasse pungdo venosa.

Critérios de exclusdo

Foram excluidos do estudo os individuos sem capacidade de prestar o seu consentimento informado (aqueles com
incapacidade fisica ou mental, deméncia, ou outra condicdo de saude que afete a capacidade de compreensao dos
objetivos do estudo e do questionario). Embora a ocorréncia de infe¢do anterior por SARS-CoV-2 ou a presenca de
sinais e sintomas sugestivos de COVID-19 nao tenham sido considerados motivos de exclusdo, foram excluidos os
individuos cujo motivo de ida ao laboratério ou unidade de saude fosse a prescricdo de um teste de diagndstico
para COVID-19, de modo a evitar a sele¢do preferencial de participantes com maior risco de infe¢do por SARS-CoV-

2 a data do recrutamento.

3.4. Amostragem

Foi usado um método de amostragem ndo probabilistico por quotas. Esta abordagem foi anteriormente utilizada

em Inquéritos Seroldgicos Nacionais em Portugal (Kislaya et al., 2021).

Atendendo aos objetivos de estudo, a amostra foi estratificada por grupo etario (1-9, 10-19, 20-29, 30-39, 40-49,
50-59, 60-69, > 70 anos). A dimensdo amostral foi determinada para cada grupo etario tendo em conta as diferencas
nas taxas de ataque da infecdo por SARS-CoV-2 e coberturas vacinais esperadas em Portugal. Assim, assumiu-se
uma seroprevaléncia de 25 % para individuos com 1-9 anos, 30 % para individuos com 10-19 anos de idade, de 70
% até aos 39 anos, de 80 % entre 0s 40 e 69 anos e de 95 % no grupo etdrio > 70 anos, com uma precisdo absoluta
(d) de 2,5 % e um efeito de desenho (DEFF) de 2. O tamanho amostral foi calculado de acordo com a seguinte

equacao:

DEFF N = p = (1 —p)
d?
sz *W=D+p+1-p)

1

n=

N

onde N representa o tamanho da populagcdo e z um quantil da distribuicdo Normal padréo.
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Deste modo, a dimensdo da amostra nacional foi estabelecida em 4.421 individuos e a sua alocagdo por sexo foi
proporcional a distribuicdo da populagdo residente. A alocagdo das unidades amostrais por regido (Norte, Centro,
LVT, Alentejo, Algarve, RA Madeira e RA Acores) foi feita de modo a obter estimativas com o mesmo nivel de
precisdo (+/- 2,3 %) para todas as regides, considerando os valores da seroprevaléncia esperados, com base nos
casos reportados no Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica (SINAVE) até a data de inicio de trabalho de

campo em cada uma das regides.

Para assegurar a dimensao prevista da amostra, e compensar eventuais perdas (situacdes de ndo elegibilidade ou
dados omissos em variaveis criticas para a analise estatistica), optou-se por sobredimensionar a amostra inicial em

cerca de 10 %.

Nas regiGes Norte, Centro, LVT e Alentejo a amostra planeada (sobredimensionada) foi proporcionalmente alocada
por NUTS Ill, enquanto que no Algarve e nas RA foram usadas areas geograficas menores, uma vez que cada uma
destas regides é composta por uma Unica NUTS Ill. Em cada uma destas unidades geograficas foram selecionados
aleatoriamente municipios, nos quais foram posteriormente selecionados os pontos de colheita dos laboratérios e

unidades de salde parceiras (Figura 3).
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Figura 3. Mapa da distribuigcdo geografica dos municipios
selecionados para a terceira fase do ISN COVID-19.
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3.5. Instrumento de recolha de dados

Foi aplicado um questionario constituido por 4 partes: caraterizagdo demografica e social; antecedentes clinicos e
epidemioldgicos (incluindo contacto com caso suspeito ou confirmado de COVID-19, diagndstico anterior de infecdo
por SARS-CoV-2); histéria vacinal e sintomatologia compativel com COVID-19 ocorrida nos Ultimos seis meses

(Anexo 1).

3.6. Trabalho de campo

Participaram no inquérito 38 Laboratdrios de Patologia Clinica associados da Associagdo Nacional de Laboratdrios
Clinicos (ANLC) e da Associagdo Portuguesa de Analistas Clinicos (APAC), e 36 hospitais/unidades de salide do SNS,
num total de 305 pontos da colheita. O Hospital Dr. Nélio Mendong¢a, no Funchal, coordenou o recrutamento dos

participantes noutras unidades de salde da RA da Madeira.

De entre os utilizadores dos laboratérios de anadlises clinicas, foram recrutados, maioritariamente, participantes
com 19 ou mais anos de idade. Nos hospitais foram recrutados, maioritariamente, participantes menores de 19
anos, no entanto, nas situacées em que a distribuicdo geografica dos pontos de colheita ndo cobria a totalidade dos
municipios selecionados, foram também recrutados adultos, em especial do grupo etario mais velho, nos hospitais
parceiros do ISN COVID-19, situacdo verificada nos Hospitais das RA, Braganca, Guarda, Viseu, Castelo Branco,

Matosinhos, Evora e Beja.

A cada um dos participantes (ou aos seus representantes legais) foi solicitado o consentimento informado escrito
e o preenchimento do questionario acima referido. O questionario foi preenchido em suporte de papel, tendo sido

a informacdo posteriormente digitalizada através de leitura dtica ou de digitacdo manual de dados em RedCAP.

As amostras de sangue (3-5 ml no caso dos adultos e 1-2 ml no caso das criangas) foram colhidas por técnicos de

analises clinicas e enfermeiros.

O questionario e a amostra bioldgica de cada participante foram identificados através de um cdodigo Unico,
especifico do estudo, possibilitando a pseudonimizacdo dos dados para a equipa de investigacdo. Apenas os

profissionais de saude do laboratdrio tinham acesso a chave de codificagao.

As amostras foram acondicionadas no ponto de colheita e transportadas em ambiente refrigerado para o INSA no
prazo maximo de 7 dias apds a colheita. Sempre que se verificou um maior intervalo de tempo entre a colheita e o

envio ao INSA, os soros foram conservados a — 202C e assim mantidos durante o transporte e até a sua analise.

A comunicagdo dos resultados aos participantes que referiram pretender receber os resultados, foi realizada pelas
DirecGes Técnicas dos laboratdérios e pelos profissionais de salide que recrutaram os participantes nas unidades de

saude.
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3.7. Procedimentos laboratoriais
Para todos os participantes foram usados 2 testes diferentes:

a. Ensaio qualitativo para a dete¢do de anticorpos IgG contra a proteina da nucleocdpside (SARS-CoV-2 1gG |,
Abbott Diagnostics, IL, USA), com concordancia percentual dos positivos (> 14 dias apds sintomas) de 100
% e concordancia percentual dos negativos de 99,6 %, segundo dados do fabricante. Os resultados foram
determinados como positivo ou negativo de acordo com os limiares de positividade, as especificacdes dos
testes e recomendacdes do fabricante.

b. Ensaio quantitativo para anticorpos IgG contra a subunidade 1 da proteina da espicula (SARS-CoV-2 IgG Il
Quant, Abbott Diagnostics, IL, USA), com concordancia percentual dos positivos de 99,3 % (> 15 dias apos
sintomas) e concordancia percentual dos negativos de 99,5 %, além de taxa de positividade de 98,1 % e
99,5 % apds a primeira e segunda toma da vacina, respetivamente, para individuos sem infe¢do prévia, e
de 100 % para individuos com infegdo prévia . O limiar de positividade utilizado no Kit de detecdo foi de 50

UA/ml, de acordo com as especifica¢cdes do fabricante.

Foi aleatoriamente selecionado um grupo de participantes com resultado IgG (anti-S) positivo (n = 884) para os
quais foi feita a quantificacdo dos nAb pelo método de imunoensaio enzimatico competitivo (ELISA) baseado na
interacdo entre as proteinas viral [Receptor-Binding Domain (RBD), presente na subunidade S1 da proteina da
espicula] e humana [Enzima Conversora da Angiotensina 2 (ACES2)], utilizando o kit TECO® SARS-CoV-2
Neutralization Antibody Assay (TECOmedical AG, Sissach, Switzerland), com sensibilidade e especificidade de 99,03

% e 100 %, respetivamente.

Todos os testes de seroldgicos foram realizados em laboratério de biosseguranca de nivel 2.

3.8. Defini¢des de caso
Para efeitos do presente estudo foram consideradas as seguintes defini¢cbes de caso:
Seropositivo para SARS-CoV-2:

e Individuos com IgG especificas para o SARS-CoV-2 (anti-S e/ou anti-NP).
Seropositivo para SARS-CoV-2 por infecdo:

e Individuos que referiram ndo estar vacinados com positividade para 1gG especificas para o SARS-CoV-2
(anti-NP e/ou anti-S) e individuos que referiram estar vacinados ou com estado vacinal desconhecido com

positividade para IgG (anti-NP).
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Para a definicdo de individuo sintomdtico foi considerada a definicdo anteriormente usada noutros estudos

seroepidemiolégicos (Pollan et al., 2020):

e Sintomdtico - anosmia e/ou trés ou mais dos seguintes sintomas ou sinais: febre, arrepios, astenia,

odinofagia, tosse, dispneia, cefaleias, ndusea/vomitos e diarreia;
e Paucissintomdtico - 1 ou 2 dos sintomas anteriores sem anosmia;

e Assintomadtico.

3.9. Analise estatistica

A seroprevaléncia (total e pds-infecdo) para SARS-CoV-2 foi estimada para o total da populagdo e estratificada por
sexo, grupo etario (1-9, 10-19, 20-29, 30-39, 40-49, 50-59, 60-69, = 70 anos), nivel de escolaridade (sem
escolaridade ou 12 ciclo, 29 ou 32 ciclo, ensino secundario e ensino superior), situagdo perante o trabalho (pessoas
empregadas ou outra situagdo), contacto com caso suspeito ou confirmado de COVID-19, presenca de sintomas
compativeis com COVID-19, infecdo anterior por SARS-CoV-2 e estado vacinal. Para todas as estimativas pontuais

foram calculados os respetivos intervalos de confianga a 95 % (IC 95).

As estimativas de seroprevaléncia foram comparadas entre varios grupos populacionais, utilizando o teste Qui-

guadrado de Rao-Scott adaptado para desenho amostral complexo (Rao & Scott, 1987).

As distribuicbes dos titulos de IgG (anti-S) especifica para o SARS-CoV-2 e dos nAb foram representadas
graficamente através de diagramas de extremos e quartis (box-plot) para os varios subgrupos populacionais.
Adicionalmente, foi estimada a distribuicdo de densidade empirica dos titulos de IgG (anti-S) segundo o estado

vacinal e infecdo prévia pelo método Kernel.

Procedeu-se a estimagdo das medidas de tendéncia central, optando-se pela mediana dada a acentuada assimetria
positiva das distribuicdes. Os respetivos IC 95 para a mediana foram determinados com base no método proposto
por Woodruff (Woodruff, 1952). Para comparar as distribuicGes dos titulos de 1gG (anti-S) e nAb entre os grupos

populacionais foram utilizados os testes ndo paramétricos de Mann-Whitney e Kruskal-Wallis.

Todos os resultados estimados a nivel nacional, assim como, para os subgrupos especificos da populacdo, foram
ponderados para a distribuicdo da populagdo residente em Portugal em 2020, por regido, sexo e grupo etario
(Instituto Nacional de Estatistica, 2020). Para o célculo dos pesos amostrais foi adotada a metodologia

anteriormente utilizada na primeira fase do ISN COVID-19 (Kislaya et al., 2021).

A analise estatistica foi desenvolvida recorrendo ao software Stata, versdo 15.1 para Windows® (StataCorp, 2017)

e R, pacote survey. O nivel de significancia foi estabelecido em 5 %.
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3.10. Controlo de qualidade

Para uniformizagdo dos procedimentos relativos ao recrutamento, colheita e transporte de amostras, foram
desenvolvidos manuais de procedimentos especificos e realizadas sessGes de formagcdo com todas as entidades
parceiras do estudo sobre os procedimentos do trabalho de campo. Os manuais e outros materiais de formacao
foram disponibilizados aos coordenadores locais da recolha de dados, que replicaram as sessGes de formacédo para

todos os profissionais de salde envolvidos no processo de recrutamento e recolha de dados e amostras bioldgicas.

De modo a identificar e corrigir precocemente os desvios a estrutura da amostra dos participantes recrutados, o
processo de recrutamento foi monitorizado semanalmente pela equipa de investigacdo, através da andlise do
nuimero de amostras e questiondrios rececionados. Sempre que foram identificados desvios a estrutura
demogréfica da amostra, previamente definida para cada regido, foi reforcado ou reajustado o recrutamento nos
pontos de colheita dessa regido. O processo de monitoriza¢gdo do trabalho de campo incluiu também uma avaliagao
sistematica da qualidade de preenchimento dos questionarios no momento da sua rece¢do no INSA. Os desvios de
gualidade identificados foram comunicados aos coordenadores locais da recolha de dados e os pontos de melhoria
transversais a varios pontos da colheita foram comunicados as equipas, nas reuniGes periédicas com o0s
coordenadores das equipas de campo e através de uma newsletter semanal. As condicGes de colheita e transporte

das amostras foram monitorizadas pela equipa de investigacdo do Departamento de Doencas Infeciosas do INSA.

No que respeita a inclusdo dos dados na base de dados para anadlise estatistica, foi conduzida uma dupla entrada
de variaveis criticas (data de nascimento, sexo e cédigo de participante), tendo sido verificadas e corrigidas todas
as situacdes incongruentes. Nas situagdes com valores omissos nestas varidveis foi feita a recuperagdo junto dos
pontos de colheita. Foi igualmente feita a validacdo dos valores atipicos e incongruentes na base de dados. Todas
as variaveis com valores omissos foram individualmente verificadas e validadas com informacdo constante no
guestionario em papel. No caso das variaveis referentes ao estado vacinal contra a COVID-19 e contra a gripe foram

ainda validados os valores registados em todos os casos com a informacdo constante no questionario em papel.

Adicionalmente, a analise estatistica foi realizada de forma independente por dois elementos da equipa do

Departamento de Epidemiologia do INSA, por forma a validar os resultados obtidos.

3.11. Consideragses éticas

O protocolo do estudo obteve o parecer favoravel da Comissdo de Etica para a Satde do INSA e do Encarregado de
Protecdo de Dados do INSA. Foi obtido o consentimento informado escrito de todos os participantes (ou dos seus

representantes legais).
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4. Resultados

4.1. Participantes

Foram recrutados para o estudo 4.579 individuos, tendo sido excluidos 34 pelos motivos descritos na Figura 4.

Recrutados
4.579
Exclusao
(auséncia de consentimento informado,
N auséncia de questionario ou amostra
bioldgica, recrutados fora do periodo de
recrutamento)
v 34

Amostra final
4,545

Figura 4. Fluxograma do recrutamento na terceira fase do ISN COVID-19

A comparacgdo entre a dimensdo da amostra planeada e da amostra estudada é apresentada no Quadro 2.
Globalmente, a amostra estudada (n = 4.545) foi superior a planeada (n = 4.421), embora com alguns desvios. A
nivel regional, a dimensdo da amostra estudada foi superior ao planeado em todas as regides, com excec¢do da RA
da Madeira, onde se atingiu 74,7 % da quota pré-definida. As quotas estabelecidas foram alcancadas na maioria

dos grupos etarios, a excecdo dos grupos etarios 1-9 anos, 10-19 anos e 20-29 anos.
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Quadro 2. Comparacdo entre a dimensdo da amostra planeada e estudada por regido e grupo etério na terceira fase do
ISN COVID-19

Amostra planeada Amostra estudada Razdo amostra
(n) (n) estudada/planeada

Regido

Norte 768 884 1,2
Centro 577 671 12
Lisboa e Vale do Tejo 768 815 11
Alentejo 577 585 1,0
Algarve 577 580 1,0
Madeira 577 431 0,7
Acores 577 579 1,0
Grupo etdrio (anos)

1-9 577 486 0,8
10-19 646 591 0,9
20-29 646 546 0,8
30-39 492 549 11
40-49 492 579 1,2
50-59 492 568 1,2

60 - 69 492 563 1,1

>70 584 663 11

n: nimero de individuos

As carateristicas da amostra estudada encontram-se resumidas no Quadro 3.Dos 4.545 individuos que
participaram na terceira fase do ISN COVID-19, 52,9 % eram do sexo feminino. A distribuicdo da amostra pelos oito
grupos etarios variou entre 7,8 % no grupo etario 1-9 anos e 16,5 % no grupo etario 70 ou mais anos. No que
respeita as carateristicas sociodemograficas, entre individuos com 20 ou mais anos de idade, 24,4 % ndo possuia
qualquer nivel de escolaridade ou tinha escolaridade equivalente ao 12 ciclo do ensino basico e 29,3 % concluiu o
ensino superior. Note-se que, para os individuos com idade inferior a 20 anos estas varidveis foram consideradas
“ndo aplicaveis”. Do total dos participantes, 19,2 % reportaram ter 2 ou mais doencas cronicas e 85,4 % referiram

ter tomado, pelo menos, 1 dose da vacina contra a COVID-19.
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Quadro 3. Distribuicdo da frequéncia dos individuos observados segundo
carateristicas sociodemograficas na terceira fase do ISN COVID-19

n %*
Sexo
Masculino 2.047 47,1
Feminino 2.498 52,9
Grupo etério (anos)
1-9 486 7,8
10-19 591 10,2
20-29 546 10,9
30-39 549 11,9
40-49 579 15,3
50-59 568 14,6
60 - 69 563 12,9
270 663 16,5
Regido
Norte 884 34,7
Centro 671 16,1
Lisboa e Vale do Tejo 815 35,7
Alentejo 585 4,5
Algarve 580 4,2
Madeira 431 2,5
Agores 579 2,4
Nivel de escolaridade**
Nenhum/12 ciclo do ensino bésico 828 24,4
22 ou 32 ciclo do ensino basico 740 21,6
Ensino secundario 898 24,7
Ensino superior 971 29,3
Situagdo perante o trabalho **
Empregado 1.279 38,0
QOutra situacao 2.189 62,0
Doengas crénicas
0-1 3.415 80,5
>2 773 19,5
Estado vacinal
N3o vacinado 875 14,6
Vacinado com pelo menos 1 dose 3.642 85,4

n: nimero de individuos observados; *Percentagem ponderada para a
distribuicdo da populagdo residente em Portugal em 2020
por regido, sexo e grupo etario. **Apenas para maiores de 19 anos.

Relativamente aos antecedentes de COVID-19, 27,2 % (IC 95: 25,6 a 28,9 %) dos participantes reportou ter tido
contacto com um caso suspeito ou confirmado de COVID-19. Do total dos participantes, 68,5 % (IC 95: 66,7 a 70,2
%) referiu ter realizado previamente um teste de dete¢do de SARS-CoV-2 € 12,9 % (IC 95: 11,6 a 14,2 %) referiu ter

tido uma infegdo prévia por SARS-CoV-2 (Quadro 4).
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No gue respeita a presenca de sintomatologia, 25,1 % (IC 95: 23,5 a 28,6 %) dos participantes referiram ter tido

sintomas compativeis com COVID-19 nos ultimos 6 meses.

Quadro 4. Distribuicdo da frequéncia de individuos observados de acordo com os antecedentes de
COVID-19 na terceira fase do ISN COVID-19

I R co5y

Contacto com caso de COVID-19

Sem contacto 3.089 64,8 (63,0 a 66,5)
Com contacto 1.157 27,2 (25,6 a 28,9)
Desconhece 299 8,0 (7,0a9,1)
Teste dete¢do SARS-CoV-2

N&o 1.338 31,5 (29,8 a 33,3)
Sim 3.068 68,5 (66,7 a 70,2)
Infegdo prévia por SARS-CoV-2

Sem infegdo conhecida 3.864 87,1 (85,8 a 88,4)
Com infe¢do conhecida 466 12,9 (11,6 a2 14,2)
Sintomatologia anterior **

Assintomatico 1.979 46,2 (44,3 a 48,1)
Paucissintomatico 1.312 28,7 (27,12 30,5)
Sintomatico 1.116 25,1 (23,5 a28,6)

n: nimero de individuos observados; *Percentagem ponderada para a distribuicdo da populacgdo residente em
Portugal em 2020 por regido, sexo e grupo etario; **Definicdo de Pollan et al. (Pollan et al., 2020).

4.2. Seroprevaléncia para SARS-CoV-2

No Quadro 5 é apresentada a seroprevaléncia (pds-infecdo e total) estratificada segundo as carateristicas da
populacdo. A seroprevaléncia total, na populagdo em estudo, foi de 86,4 % (IC 95: 85,2 a 87,6 %), e a seroprevaléncia

relacionada com uma infecdo anterior foi de 7,5 % (IC 95: 6,6 a 8,5 %).

O grupo etdrio 1-9 anos foi aquele no qual se observou uma seroprevaléncia total mais baixa (17,9 %; IC95: 14,0 a
22,6 %), a qual se deveu a uma infecdo anterior. O grupo etdrio com seroprevaléncia mais elevada foi o grupo entre
0s 50-59 anos (96,5 %; IC 95: 94,1 a 98,0 %), no qual se observou também a seroprevaléncia pds-infecdo mais baixa
(5,0 %; IC 95: 3,2 a 7,7 %). Os grupos etarios acima dos 60 anos apresentaram seroprevaléncias pds-infecdo

préximas do grupo etario 50-59 anos.

Entre as diferentes regides, a seroprevaléncia variou entre 80,2 % (IC 95: 76,9 a 83,2 %) no Algarve e 88,4 % (IC 95:
86,3 a 90,2%) na Regido Norte. Observaram-se valores de seroprevaléncia pds-infecdo mais elevados na regido

Norte (8,8 %; IC 95: 7,1 a 10,9 %) e Algarve (8,8 %; IC95: 6,7 a 11,4 %).

Nas pessoas que referiram ter ensino superior como grau de escolaridade mais elevado observou-se uma
seroprevaléncia total mais elevada (96,0 %; IC 95: 94,3 a 97,3 %) e menor seroprevaléncia pds-infecdo (6,1 %; IC

95: 4,4 a 8,4 %).
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Segundo os antecedentes de COVID-19 e a sintomatologia compativel com COVID-19 reportada pelos participantes
nos ultimos 6 meses, destaca-se uma seroprevaléncia pds-infe¢do mais elevada nos individuos que referiram ter
tido um contacto com caso suspeito ou confirmado de COVID-19 (16,7 %; IC 95:14,3 a 19,5 %) e naqueles que
reportaram ter tido uma infegdo prévia por SARS-CoV-2 (38,9 %; IC 95: 33,8 a 44,3 %). A seroprevaléncia total foi
também mais elevada nos individuos que reportaram ter tido uma infe¢do prévia por SARS-CoV-2 (98,3 %; IC 95:

96,6 2 99,2 %).

Por fim, refira-se que a seroprevaléncia pds-infecdo foi mais elevada no grupo que reportou ter tido anosmia e/ou
trés ou mais sinais ou sintomas entre os seguintes: febre, arrepios, astenia, odinofagia, tosse, dispneia, cefaleia,

nausea/vémitos e diarreia (12,0 %; IC 95: 9,8 a 14,6 %).

Ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas na distribuicdo da seroprevaléncia segundo a

situacdo perante o trabalho.
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Quadro 5. Estimativa da prevaléncia de anticorpos especificos para SARS-CoV-2 (total e pds-infecdo), segundo
carateristicas sociodemograficas e antecedentes de COVID-19 na terceira fase do ISN COVID-19.

Seroprevaléncia

Pés-infegdo
% (IC 95)*

Total
% (IC 95)*

Total 7,5 (6,6 a 8,5) - 86,4 (85,2 a 87,6) -
Sexo

Masculino 7,5(6,2a9,1) 0,900 84,4 (82,4 a 86,2) 0,001
Feminino 7,4 (6,2 a 8,8) 88,3 (86,7 a 89,6)

Grupo etério (anos)

1-9 17,9 (14,02 22,6) <0,001 17,9 (14,0 a 22,6) <0,001
10-19 9,6 (7,0a 13,1) 76,8 (72,4 a 80,8)

20-29 7,1(4,8a10,4) 92,2 (88,8 a 94,6)

30-39 7,6 (51a11) 94,6 (91,9 a 96,4)

40-49 6,9 (4,6 2 10,2) 94,3 (91,2 a2 96,4)

50-59 50(3,2a7,7) 96,5 (94,1 a 98,0)

60— 69 6,1(4,0a9,1) 93,8 (90,9 a 95,8)

> 70 52(3,5a7,7) 93,0 (90,2 a 95,0)

Regido

Norte 8,8(7,1a10,9) 0,020 88,4 (86,3 a90,2) 0,024
Centro 6,2 (4,6 a 8,3) 85,8 (83,1 a88,1)

Lisboa e Vale do Tejo 7,4(5,8a9,4) 85,8 (83,3 a 88,0)

Alentejo 4,8 (3,3a6,8) 85,8 (82,8 a 88,4)

Algarve 8,8(6,7a11,4) 80,2 (76,9 a 83,2)

Madeira 2,8(1,5a5,1) 86,3 (79,1a91,2)

Acores 4,4 (3,0 a6,5) 84,0 (81,0 a 86,5)

Doengas crénicas

0-1 7,7(6,7a9,0) 0,498 85,5 (84,1 a 86,8) 0,001
>2 6,8 (4,9 29,4) 90,8 (88,2 a 92,9)

Nivel de escolaridade**

Nenhum/12 ciclo do ensino basico 10,3(8,6a12,4) 0,005 70,1(67,2a72,8) <0,001
22 ou 32 ciclo do ensino basico 6,5(4,9a8,7) 91,4 (89,1 a93,2)

Ensino secundario 6,3 (4,6 a 8,6) 93,2 (90,7 a 95,0)

Ensino superior 6,1(4,4 a8,4) 96,0 (94,3 2 97,3)

Situagdo perante o trabalho**

Outra situacdo 6,0 (4,5a7,8) 0,729 93,9 (92,1 a95,2) 0,671
Empregado 6,3(5,1a7,8) 94,3 (92,9 a 95,4)

Contacto com caso COVID-19

Desconhece 4,4(2,2a8,4) <0,001 94,5 (91,02 96,7) <0,001
Sem contacto conhecido 3,9(3,1a4,9) 86,0 (84,5 a 87,4)

Com contacto conhecido 16,7 (14,32 19,5) 85,4 (82,9 a 87,6)

Infegdo prévia por SARS-CoV-2

Sem infecdo conhecida 3,2(2,6a3,9) <0,001 84,9 (83,5 a 86,2) <0,001
Com infegdo conhecida 38,9 (33,8 a 44,3) 98,3 (96,6 2 99,2)
Sintomatologia anterior ***

Assintomatico 5,8(4,6a7,3) <0,001 88,9 (87,1 a90,4) 0,001

Paucissintomatico 6,4 (5,0 a 8,3) 84,7 (82,3 a 86,9)

Sintomatico 12,0 (9,8 a 14,6) 84,1 (81,4 a 86,4)
*Percentagem ponderada para a distribuicdo da populagdo residente em Portugal em 2020 por regido, sexo e grupo etario;
p: valor de prova do teste do Qui-quadrado com correcdo de Rao-Scott; **Apenas para maiores de 19 anos; ***Definicdo de
Pollan et al.(Pollan et al., 2020). A negrito estdo identificadas as diferencas estatisticamente significativas.




4.2.1. Seroprevaléncia para SARS-CoV-2 em vacinados

De entre os individuos sem infecdo prévia que referiram ter sido vacinados contra a COVID-19, a maioria
apresentava anticorpos especificos para o SARS-CoV-2 do tipo IgG (anti-S) (96,6 %; IC 95: 95,7 a 97,4 %)

(Quadro 6), sendo a proporgao de seropositivos maior nos grupos vacinados com duas ou trés doses.

Quadro 6. Estimativa da propor¢do de individuos com 1gG especifica para SARS-CoV-2 (anti-S) segundo
estado vacinal na terceira fase do ISN COVID-19 (restrito a individuos sem infe¢do prévia, n = 3.931)

Estado vacinal n % * (IC 95)

Vacinados com pelo menos 1 dose 3.931 96,6 (95,7 a 97,4)
Vacinados com 1 dose, sem infecdo 316 86,3 (80,7 2 90,4)
Vacinados com 2 doses, sem infecdo 2.884 97,9 (97,1 a 98,5)
Vacinados com 3 doses, sem infecdo 44 96,3 (78,2 a 99,5)

n: numero de individuos observados; *Percentagem ponderada para a distribuicdo da populagdo residente em
Portugal em 2020 por regido, sexo e grupo etario.

4.3. Quantificacdo de anticorpos IgG (anti-S)

Na Figura 5 estdo representadas as estimativas das curvas de distribuicdo empirica dos titulos de IgG especifica para
0 SARS-CoV-2 (anti-S) segundo diferentes estados vacinais e reporte de infegdo prévia. Nesta andlise, observa-se
uma maior frequéncia dos titulos elevados de IgG (anti-S) no grupo de individuos sem infe¢do prévia vacinados com
trés doses de vacina contra a COVID-19, comparativamente com o grupo de individuos sem infe¢ao vacinados com

uma ou duas doses ou com o grupo de individuos ndo vacinados com infe¢dao anterior.

T T T T T
10 100 1000 10000 40000
Titulo de anticorpos IgG anti - S UA / ml

Nao vacinado com infe¢ao prévia Vacinado 1 dose, sem infeg¢ao

Vacinado 2 doses, sem infe¢do Vacinado 3 doses, sem infe¢do

Vacinado p6s-infecio

Figura 5. Estimativa da curva de distribuicdo empirica do titulo de IgG (anti-S) (UA/ml) segundo
estado vacinal e infecdo prévia conhecida na terceira fase do ISN COVID-19.
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Assim, a mediana do valor de 1gG (anti-S) foi mais elevada no grupo que referiu ter tomado as trés doses de vacina
contra a COVID-19 (12.601,3 UA/ml), quando comparado com o grupo de individuos que referiu ter tomado duas
doses (1.860,4 UA/ml), uma dose (244,9 UA/ml) ou com o grupo daqueles que ndo foram vacinados (521,3 UA/ml)
(Quadro 7). O grupo de individuos vacinados apds infecdo apresentou uma mediana de titulos IgG (anti-S) de

8.013,6 UA/ml.

Quadro 7. Estimativa da mediana de IgG especifica para SARS-CoV-2 (anti-S) segundo estado vacinal e infe¢do prévia
conhecida na terceira fase do ISN COVID-19
Mediana*

Estado vacinal n UA/ml IC 95* p
N&o vacinado, com infe¢do prévia 192 521,3 (340,8 a 720,8)

Vacinado 1 dose, sem infecdo 316 244,9 (199,4 a 306,9) <0,001
Vacinado 2 doses, sem infecdo 2.883 1.860,4 (1.667,0a 2071,1)

Vacinado 3 doses, sem infecdo 44 12.601,3 (4.127,5219.089,1)

Vacinado pés-infecdo 270 8.013,6 (6.411,8 2 9.326,7)

n: numero de individuos observados; p: valor de prova do teste de Kruskal-Wallis ; *Ponderada para a distribuicdo da populagdo
residente em Portugal em 2020 por regido, sexo e grupo etdrio. A negrito estdo representados valores estatisticamente significativos.

Na analise da distribuicdo dos titulos de IgG (anti-S) no grupo de vacinados sem infe¢do segundo a marca da vacina
(Figura 6) destacam-se os titulos de anticorpos mais elevadas nos vacinados com as vacinas do tipo mRNA (Pfizer-
BioNTech ou Moderna), comparativamente com as vacinas de adenovirus (Janssen ou AstraZeneca), sendo a
estimativa da mediana de IgG (anti-S) mais elevada para o grupo vacinado com a Moderna (6.392,0 UA/ml) e a mais

baixa para o grupo vacinado com a Janssen (240,3 UA/ml) (Quadro 8).

40000
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°
°
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101 0 e v
H  §
[ ] ° )
L4 °
Pfizer-BioNTech Janssen Moderna AstraZeneca

Marca da vacina

Figura 6. Distribuicdo dos titulos de IgG especifica para SARS-CoV-2 (anti-S) (UA/ml) no
grupo de vacinados sem infecdo prévia conhecida, por marca da vacina (UA/ml) na
terceira fase do ISN COVID-19 (n = 3.202).
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Quadro 8. Estimativa da mediana de IgG especifica para SARS-CoV-2 (anti-S) segundo marca da vacina na terceira fase
do ISN COVID-19 (restrito a individuos sem infe¢do prévia conhecida, n = 3.202)

Marca da vacina n MSdAI/amnT* IC95* p
Pfizer-BioNTech 2123 2.178,8 (1979,5 a 2379,2)

Janssen 283 240,3 (197,2 a 306,7) <0,001
Moderna 255 6.392,0 (5.245,2 2 7.888,7)

AstraZeneca 541 423,5 (349,8 2 476,9)

n: numero de individuos observados; p: valor de prova do teste de Kruskal-Wallis ; *Ponderada para a distribuicdo da populacdo
residente em Portugal em 2020 por regido, sexo e grupo etdrio. A negrito estdo representados valores estatisticamente significativos.

Embora ndo tenha sido efetuado o seguimento de individuos seropositivos ao longo do tempo, o que nos limita no
estudo da cinética dos anticorpos, observdamos um menor titulo de IgG (anti-S) no grupo de individuos com toma
da vacina ha mais tempo (Quadro 9, Figura 7). Esta andlise foi limitada a pessoas com idade entre 20 e 49 anos, sem
conhecimento de infegdo prévia por SARS-CoV-2 e vacinados com a vacina Pfizer-BioNTech, de forma a ter um

grupo de individuos com caracteristicas mais homogéneas.

Quadro 9. Estimativa da mediana de 1gG especifica para o SARS-CoV-2 (anti-S) segundo o més da toma da 22 dose da
vacina na terceira fase do ISN COVID-19 (restrito a individuos entre 20 e 49 anos, sem conhecimento de infecdo
prévia por SARS-CoV-2 e vacinados com a vacina Pfizer-BioNTech, n = 835)

Més da toma da 22 dose n MSdAi/amn?* (IC 95)* P
Jan —Fev 79 555,9 (430,12 907,4)

Mar — Abr 35 1.174,9 (895,6 a 1.888,6)

Mai —Jun 141 1.363,7 (1.201,2 2 1.900,7) <0,001
Jul - Ago 472 3.253,4 (2.711,1 a 3730,5)

Set — Out 108 8.610,5 (6.883,221.0917,8)

n: numero de individuos observados; p: valor de prova do teste Kruskal-Wallis; *Ponderada para a distribuicdo da populagdo residente
em Portugal em 2020 por regido, sexo e grupo etario. A negrito estdo representados valores estatisticamente significativos.
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Figura 7. Distribuicdo dos titulos de IgG especifica para SARS-CoV-2 (anti-S) (UA/ml)
segundo o més da toma da 22 dose da vacina na terceira fase do ISN COVID-19
(restrito a individuos entre 20 e 49 anos, sem conhecimento de infe¢do prévia por
SARS-CoV-2 e vacinados com a vacina Pfizer-BioNTech, n= 835).

Na andlise da distribuicdo dos titulos de 1gG (anti-S) por grupo etdrio, restrito ao grupo de pessoas vacinadas sem

infecdo prévia com toma de segunda dose da vacina Pfizer-BioNTech em julho-agosto de 2021, (Figura 8) observou-

se um declinio do titulo de IgG (anti-S) com o aumento da idade, sendo a estimativa da mediana de IgG (anti-S) mais

baixa observada no grupo etario dos 70 ou mais anos (Quadro 10). Tal como na anélise anterior, a restri¢do realizada

pretendeu criar um grupo mais homogéneo quanto a idade e esquema vacinal realizado, de modo a controlar o

efeito desses fatores no titulo de IgG.

Quadro 10. Estimativa da mediana de IgG especifica para SARS-CoV-2 (anti-S) (UA/ml) por grupo etério (restrito a
individuos sem infecdo prévia conhecida, com toma da 22 dose da vacina Pfizer-BioNTech em julho-agosto de 2021,

n=722)
n Mediana* (Ic95)* p
UA/mlI
Grupo etdério (anos) <0,001
16-19 43 12.445,9 (7.415,8 2 16.183,4)
20-29 91 5.967,5 (4.720,3 2 7.519,6)
30-39 153 3.976,6 (3.186,5 a 4.847,3)
40-49 228 2.306,2 (1.981,4a22.877,7)
50-59 144 2.483,7 (2.066,0 2 3.160,1)
60 - 69 33 1.747,5 (917,52 4.115,0)
>70 30 1.618,2 (1.117,6 2 2.535,1)

n: numero de individuos observados; p: valor de prova do teste Kruskal-Wallis; *Ponderada para a distribuicdo da populagdo residente
em Portugal em 2020 por regido, sexo e grupo etario. A negrito estdo representados valores estatisticamente significativos.
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Figura 8. Distribuicdo da concentracdo de IgG especifica para SARS-CoV-2 (anti-S)
(UA/ml) por grupo etério (restrito a individuos sem infe¢do prévia conhecida, com toma
da 22 dose da vacina Pfizer-BioNTech em julho-agosto de 2021, n=722).

4.4. Quantificagdo de anticorpos neutralizantes

Os anticorpos neutralizantes (nAb) foram determinados para uma subamostra de 884 individuos com IgG (anti-S)
positiva ( IgG (anti-S) > 50 UA/ml). Do total de individuos com IgG (anti-S) positiva, 91,4 (IC 95: 89,4 a 93,1 %)
apresentavam nAb > 20 Ul/ml (Quadro 11). A proporc¢do de individuos com IgG (anti-S) positiva que tinha nAb foi
mais baixa nos homens (89,0 %; IC95: 85,5 a 91,8 %), nos individuos com 60 ou mais anos (84,2 %; IC 95: 79,2 a 88,1

%) e nos portadores de 2 ou mais doengas cronicas (85,9%; IC 95: 79,7 a 90,5 %).

Observou-se uma correlacdo elevada entre os titulos de nAb e os titulos de IgG (anti-S) (Coeficiente de correlagcdo

de Spearman p=0,90).
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Quadro 11. Estimativa da proporgdo de individuos com IgG especifica para SARS-CoV-2 (anti-S) positivos e com nAb

nAb > 20 Ul/ml

% (IC 95)

Total 884 91,4 (89,4 a 93,1)

Sexo 0,025
Masculino 392 89,0 (85,5 a91,8)

Feminino 492 93,3 (90,7 a 95,2)

Grupo etdrio (anos)

1-9 19 94,7 (70,5 a 99,2) <0,001
10-19 102 99,0 (93,4 a 99,9)

20-39 244 92,6 (88,6 a 95,3)

40-59 254 94,5 (90,9 a 96,7)

> 60 265 84,2 (79,2 a 88,1)

Regido 0,926
Norte 163 92,0 (86,7 a 95,3)

Centro 129 92,3 (86,2 a 95,8)

Lisboa e Vale do Tejo 163 90,8 (85,3 a 94,4)

Alentejo 125 92,8 (86,7 a 96,2)

Algarve 115 89,6 (82,5 a 94,0)

Madeira 86 93,0 (85,3 a 96,8)

Acores 103 89,3 (81,7 2 94,0)

Doengas crénicas 0,009
0-1 655 92,4 (90,1 a 94,2)

>2 163 85,9 (79,7 a 90,5)

n: numero de individuos observados; IC 95 Intervalo de confianga a 95% p: valor de prova do teste Kruskal-Wallis (Mann-Whitney). A

negrito estdo representados valores estatisticamente significativos.

Na analise da distribuicdo do titulo de nAb para varios grupos populacionais observou-se uma diminuicdo do titulo

mediano de nAb com a idade (Figura 9) e tempo desde a vacinacdo (Figura 10). Foram observadas diferencas

estatisticamente significativas na distribuicdo do titulo de nAb segundo a marca da vacina, sendo os valores mais

baixos estimados para os individuos vacinados com a vacina Janssen (Quadro 12, Figura 11).
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Figura 9. Distribuicdo do titulo de nAb para SARS-CoV-2 (Ul/ml) por grupo etério
(restrito a individuos sem infecdo prévia conhecida, com toma da 22 dose da vacina
Pfizer-BioNTech em julho-agosto de 2021; n = 181).
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Figura 10. Distribuicdo do titulo de anticorpos neutralizantes para SARS-CoV-2 (Ul/ml)
no grupo de vacinados sem infecdo prévia conhecida, segundo més da toma da 22 dose
da vacina Pfizer-BioNTech na terceira fase do ISN COVID-19 (n = 726).
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Figura 11. Distribuicdo dos titulos de anticorpos neutralizantes para SARS-CoV-2 (Ul/ml)
no grupo de vacinados sem infecdo conhecida, segundo a marca da vacina na terceira
fase do ISN COVID-19 (n = 606).

Quadro 12. Estimativa da mediana de nAb segundo estado vacinal, marca da vacina, data da toma da vacina e grupo
etdrio na terceira fase do ISN COVID-19

Mediana
Ul/ml

Total 884 480,6 (407,2 a 561,3)
Estado vacinal <0,001
N&o vacinado, com infe¢do prévia 45 151,1 (59,5a257,1)
Vacinado 1 dose, sem infecdo 68 36,0 (23,9 a2 86,5)
Vacinado 2 doses, sem infecao 662 482,0 (416,1 a 559,1)
Vacinado pos-infecédo 69 10.848,9 (6455,6 a 15.694,4)
Marca da vacina <0,001
Pfizer-BioNTech 485 559,2 (483,5a670,3)
Janssen 61 35,0 (23,2a95,1)
Moderna 60 1.552,6 (1.068,9 a 3.257,0)
AstraZeneca 120 86,4 (55,8 2 133,3)
Més da toma da 22 dose da vacina <0,001
Jan—Fev 31 104,6 (60,7 2 182,5)
Mar — Abr 59 118,2 (46,1 a 244,3)
Mai —Jun 203 240,0 (170,52 297,0)
Jul - Ago 266 289,7 (507,5 a 745,7)
Set — Out 101 3.427,0 (2.765,4 a 4.105,5)
Grupo etario (anos) <0,001
16-19 14 1.861,5 (460,2 a 6.324,8)
20-39 58 1.048,4 (570,0 a 1.773,4)
40-59 95 528,9 (417,6 a 669,9)
>60 14 289,6 (146,2 a 441,5)

n: numero de individuos observados; IC 95 Intervalo de confianga a 95% p: valor de prova do teste Kruskal-Wallis. A negrito estdo
representados valores estatisticamente significativos.
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5. Discussao

Na terceira fase do ISN COVID-19 (28 de setembro a 19 de novembro de 2021) a seroprevaléncia total estimada na
populagdo residente em Portugal com idade compreendida entre 1 e os 94 anos foi de 86,4 % (IC 95: 85,2 a 87,6
%). A maioria da populagdo com anticorpos especificos para o SARS-CoV-2, desenvolveu esta resposta imunitaria
na sequéncia da vacinacao, dado que apenas 15,5 % (IC 95% 13,7 - 16,4 %) do grupo estudado referiu uma infecdo
prévia conhecida por SARS-CoV-2 ou tinha IgG especifica para o SARS-CoV-2 (anti-N) detetdveis (Anexo 2). Assim,
as diferencas encontradas entre a terceira fase e as fases anteriores do ISN COVID-19 (primeira fase: maio — julho
2020; segunda fase: fevereiro — margo 2021) sdo concordantes com a elevada cobertura vacinal da populacdo
portuguesa (Direcdo Geral da Saude, 2021c); enquanto que as diferencas observadas entre as duas primeiras fases
do ISN COVID-19 se deveram ao aumento da atividade epidémica de COVID-19 observada em Portugal apds julho
de 2020, em especial, entre outubro 2020 e fevereiro de 2021 (Kislaya et al., 2021; Instituto Nacional de saude
Doutor Ricardo Jorge, 2021b). Foram observadas seroprevaléncias semelhantes em todas as regides de salde com
excecdo do Algarve (80,2 %; IC 95: 76,9 a 83,2 %), o que pode refletir a menor cobertura vacinal nesta regido
(Diregdo Geral da Saude, 2021c). No que se refere a distribuicdo da seroprevaléncia de anticorpos especificos contra
0 SARS-CoV-2 por grupos etarios, observa-se que o grupo etdrio 50-59 anos foi aquele que apresentou uma
seroprevaléncia mais elevada (96,5 %; IC 95: 94,1 a 98,0 %), sendo também este o grupo da populagdo adulta, que
a data da realizagdo do trabalho de campo apresentava um dos valores mais elevados de incidéncia acumulada de
COVID-19 (Diregdo Geral da Saude, 2021b), juntamente com a quase total cobertura vacinal para o SARS-CoV-2
(Direcdo Geral da Saude, 2021c). Em relagdo a distribuicdo da seroprevaléncia por nivel de escolaridade, o valor
mais elevado foi observado no grupo de participantes com o ensino superior (96,0 %; IC 95: 94,3 a 97,3 %), que
apresentou também uma seroprevaléncia pds-infecdo mais baixa (6,1 %; IC 95: 4,4 a 8,4 %), resultado também
encontrado num outro estudo conduzido na Suica (Stringhini et al., 2021). Apesar de estes resultados poderem
estar relacionados com a distribuicdo etéria neste grupo, podem ser um indicador de maior adesdo as medidas de
salde publica nos grupos de maior escolaridade, uma vez que ja foram anteriormente descritas diferencas no risco
de infecdo de acordo com o nivel socio-econémico (Mankowski et al., 2021; Oh, Choi, & Song, 2021; Riou et al.,
2021; Rostami et al.,, 2021). No extremo oposto, encontra-se a populagdo infantil (1-9 anos), com uma
seroprevaléncia total mais baixa (17,9 %, IC 95: 14,0 a 22,6 %), mas que se deve inteiramente a infecdo natural,
uma vez que este grupo nio tinha indicagdo para vacinacdo contra a COVID-19, a data do trabalho de campo. A
semelhancga do que aconteceu na segunda fase do ISN COVID-19, a diferenca entre a seroprevaléncia estimada e a
incidéncia de COVID-19 notificada no SINAVE na populagao infantil e juvenil pode justificar-se pelo facto de nestas
idades a apresentacédo clinica de COVID-19 poder ser mais ligeira, ou a infecdo mais frequentemente assintomatica
do que na populacdo adulta (Hippich et al., 2021; Wong et al., 2020), levando a uma maior dificuldade em captar
estes casos nos sistemas de vigilancia classicos. Comparativamente a segunda fase do ISN COVID-19 (fevereiro —
margo 2021), para a qual foi estimada uma seroprevaléncia pds-infecdo de 13,5 % (IC 95: 12,6 a 14,4 %), houve um

decréscimo significativo (7,5 %; IC 95: 6,6 a 8,5 %), o que estara relacionado com a menor semi-vida das IgG (anti-
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NP) (Lumley, Wei, et al., 2021; Van Elslande, Gruwier, Godderis, & Vermeersch, 2021) e seu o decaimento para
valores ndo detetdveis no caso de infe¢Bes ocorridas durantes as primeiras vagas da pandemia, resultado que ja
havia sido encontrado na segunda fase do ISN COVID-19, na qual foi observada uma menor seroprevaléncia nas
pessoas que referiram ter sido infectadas hd mais de 90 dias (Kislaya et al., 2021; Instituto Nacional de saude Doutor
Ricardo Jorge, 2021b) e que é corroborado neste estudo, pelo facto de pouco mais de um terco (38,9 %, IC 95: 33,8
a 44,3 %) das pessoas que referiram ter uma infecdo prévia por SARS-CoV-2 terem sinais seroldgicos de infegdo.
Valores mais elevados de seroprevaléncia pods-infecdo foram encontrados na Suiga e no Reino Unido, podendo estas
diferencas ser devidas a uma maior intensidade da epidemia, a diferentes momentos de realizacdo dos estudos,
mas também por diferencas metodoldgicas (Stringhini et al., 2021; UK Health Security Agency, 2021). A reducdo da
seroprevaléncia pos infecdo foi encontrada em todas as regides, a excecdo da regido do Algarve e da RA dos Agores,
onde a quarta vaga da pandemia, ocorrida durante os meses de verdo de 2021 teve uma intensidade relativa as
ondas anteriores superior ao observado na maioria das regides (Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge,
2021a). Em relacdo aos individuos vacinados, estimou-se uma seroprevaléncia elevada (96,6 %; IC 95: 95,7 a 97,4
%), que foi, tal como esperado, mais baixa no grupo que referiu ter tomado apenas uma dose de vacina contra a
COVID-19 (86,3 % IC 95: 80,7 a 90,4 %). Os titulos mais elevados foram observados em individuos vacinados com
duas ou trés doses e nos que referiram ter sido vacinados com vacinas de mRNA o que é semelhante a estudos
anteriores(Kang et al., 2021; Parry et al., 2021). Isto sugere que a quantidade de anticorpos é, de facto, protetora
pois as vacinas de mRNA foram também as que resultaram em valores de efetividade contra infecdo e
hospitalizacdo superiores(Grannis et al., 2021; Pilishvili et al., 2021; Self et al., 2021; Sheikh, Robertson, & Taylor,
2021; Voké et al., 2021). Observamos também um titulo de IgG (anti-S) mais elevado em individuos vacinados apds
infecdo, quando comparado com as pessoas vacinadas e sem infecdo prévia conhecida por SARS-CoV-2, o que se
encontra alinhado com os resultados de estudos anteriores (Anichini et al., 2021; Manisty et al., 2021; Saadat et al.,
2021; Wise, 2021). Conforme esperado, foi também observado um menor titulo de anticorpos especificos para
SARS-CoV-2 e de nAb nas pessoas vacinadas ha mais tempo, assim como nos grupos etdrios mais velhos (Israel et
al., 2021; Levin et al., 2021; Mdller et al., 2021a; van Gils et al., 2021). Dado o decaimento da efetividade vacinal
com o tempo, em Portugal estd a ser recomendada a toma de uma terceira dose de vacina contra a COVID-19,
tendo sido priorizados: profissionais de saude, residentes e utentes em Estruturas Residenciais para Pessoas ldosas
(ERPI), instituicdes similares, Rede Nacional de Cuidados, pessoas com 80 ou mais anos de idade, pessoas entre os
50 e 0s 79 anos de idade, com patologias de risco acrescido e pessoas com Trissomia 21 com idade igual ou superior
a 16 anos (Direcdo Geral da Saude, 2021a). Os valores de 1gG (anti-S) e nAb mais elevados em individuos vacinados
com a terceira dose da vacina, corroboram a implementacdo desta medida na populacdo portuguesa e estdo
alinhados com resultados de estudos anteriores (Eliakim-Raz et al., 2021; Munro et al., 2021). Como referido, a
vacinacdo e a infecdo induzem a producdo de anticorpos neutralizantes (nAb) anti-S e anti-RBD (Wang et al., 2021;
Wei et al., 2021; Wisnewski et al., 2021). A elevada prevaléncia de pessoas seropositivas com nAb e a forte
correlacdo (p=0,9) entre o titulo de IgG (anti-S) e o titulo de nAb, assim como o mesmo padrdo encontrado na
distribuicdo do titulo de nAb e de IgG (anti-S), no que se refere ao estado vacinal, marca da vacina e tempo desde

a utima dose, é de extrema utilidade, uma vez que a formacgdo de anticorpos especificos para SARS-CoV-2 que
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reduzem efetivamente a viruléncia/patogenicidade é provavelmente crucial para o desenvolvimento da imunidade
da populagdo, a qual constitui um pré-requisito para superar a pandemia de COVID-19 (Rogers et al., 2020; Zost et
al., 2020). No entanto, os testes necessarios para a determinacao da atividade neutralizante dos anticorpos de cada
individuo sdo extremamente demorados e trabalhosos, restritos a laboratérios de segurancga de nivel 3, dificeis de
padronizar, e a sua implementacdo em grande escala é logisticamente impraticdvel (Theel et al., 2020). Neste
sentido, a quantificacdo de 1gG (anti-S) no soro torna-se o potencial indicador da imunidade protetora contra SARS-
CoV-2 apds infecdo ou vacinacdo a nivel populacional. Os dados obtidos nesta terceira fase do ISN COVID-19, apds
a vacinacdo de uma proporcdo muito significativa da populacdo portuguesa, sdo concordantes com os estudos de
efetividade das vacinas anti-SARS-CoV-2 (Bajema et al., 2021; de Gier et al., 2021; Liu, Qin, Liu, & Liu, 2021; Pilishvili
et al., 2021; Sheikh, McMenamin, Taylor, & Robertson, 2021), com a evolucdo da epidemia e da campanha de
vacinagdo em Portugal (Direcdo Geral da Saude, 2021b, 2021c) e com outros estudos de seguimento de populagdes
vacinadas realizados em Portugal (Oliveira-Silva et al., 2021), o que favorece a consisténcia externa dos resultados.
E, no entanto necessaria cautela na inferéncia destes resultados para a populacdo geral, em especial, as
comparacges entre grupos com diferentes estados vacinais, vacinas e tempo desde a vacinacdo, dado que variaveis
como a idade, estado vacinal, tempo desde a vacinagao e tipo de vacina estao relacionadas, pelo modo como foi
implementado o Plano Nacional de Vacinacdo contra a COVID-19. E também de referir que os dados relativos a
histdria vacinal e antecedentes de COVID-19 foram autoreportados, podendo existir um viés de memoria. Por esta
razdo, pretendemos validar estes resultados a partir dos dados registados nos sistemas de informacado do Ministério
da Saude. Por fim, sublinhamos que embora os anticorpos especificos para o SARS-CoV-2 estejam associados a um
risco reduzido de infecdo subsequente (Abu-Raddad et al., 2021; Hall et al., 2021; Lumley, O’'Donnell, et al., 2021),
estudos futuros serdo necessarios para esclarecer estes aspetos, nomeadamente, no momento da emergéncia de
uma nova variante de preocupacdo, pelo que que nenhum teste seroldgico pode ser interpretado, a nivel individual,
como um indicador de protecdo contra infecdo. Ndo estd, por isso, recomendada a sua utilizacdo generalizada, nem
a adocdo de medidas de protecdo individual, nomeadamente a vacinacdo, com base no resultados de testes de
anticorpos. No entanto, a nivel populacional os inquéritos sero-epidemiolégicos podem ser usados para i)
monitorizar, de forma aproximada, o nivel de imunidade de uma populagdo; ii) avaliar a implementacdo dos
programas de vacinacdo; iii) identificar sub-populacées suscetiveis que podem exigir uma revisdo das medidas de
saude publica e sociais ou o direcionamento de programas de vacinagdo(Lai, Wang, & Hsueh, 2020), fornecendo
desse modo, dados criticos para complementar o conhecimento da pandemia gerado por outros estudos e pelos
sistemas de vigilancia (World Health Organization, 2020). Neste sentido, apesar da elevada seroprevaléncia
encontrada neste inquérito, a par da elevada cobertura vacinal, reiteramos a necessidade de manter a realizagdo

de inquéritos sero-epidemiolégicos de base populacional ao longo do préximo ano.
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7. Anexos



Anexo 1. Questionario



a)
b)

c)

e)

f)
g)
h)

i)

Inquérito Serologico Nacional COVID-19
| [-L|

44450

Caodigo de identificacido SeroEPI |

Consentimento Informado

Para efeitos da realizagdo do Inquérito Serolégico Nacional a COVID-19 em INSA lab

Portugal, na qualidade de participante, declaro o seguinte:

Foi-me disponibilizada informacao geral sobre a finalidade, etapas, riscos e beneficios a obteratravés deste estudo;
Compreendi que o presente estudo tem como objetivo determinar a imunidade contra o novo coronavirus e estimar a
frequéncia deinfe¢do pelo novo coronavirus na populagdo portuguesa;

A minha participagdo consiste na dadiva de umvolume de sangue, adicional a colheita desangue que vou realizar (3-5ml adulto
ou 1-2ml crianga) e que serd usado para determinar a presenga de anticorpos contra o novo coronavirus, e na resposta a um
breve questiondrio desaude;

No momento da colheita da amostra de sangue é atribuido um cédigo aos meus dados, assegurando que os investigadores que
realizam o processamento estatistico da informagdo ndo conhecem a minha identidade. A chave deste cddigo, que serd usada
no processamento laboratorial da amostra, e na comunicagdo do resultado individual da andlise, caso o pretenda, serd
armazenada de forma independente da restante base de dados e terd acesso restrito e controlado. Os dados e amostras
recolhidas serdo guardados sem a minha identificacdo nas instalagdes seguras do Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo
Jorge;

Caso pretenda conhecer os resultados da analise laboratorial realizada (presenca de anticorpos contra o novo Coronavirus),
conforme declarado abaixo, estes deverdo ser-me comunicados pelo laboratdrio onde realizei a colheita da amostra de sangue
no prazo de45 dias;

Poderei,a todo o tempo, recusar a participagdo neste estudo, sem consequéncias negativas para mim;

Autorizo que os resultados da andlise da minha amostra de sangue sejam transmitidos, em conjunto com as restantes amostras
estudadas, a Organizacdo Mundial de Satde eao Centro Europeu de Controlo de Doengas, sem a minha identificacdo;

Autorizo que os dados e amostra recolhida sejam utilizados em estudos futuros relacionados com a infegdo pelo novo
Coronavirus e outros virus respiratérios, sempre sem a minha identificagao;

Caso subsista alguma dlvida, poderei esclarecé-la através do enderego de email: isn.covid19@insa.min-saude.pt.

Assim, tendo como pressuposto as minhas declaragles, declaro a minha aceitagdo na participagdo no estudo Inquérito
Serolégico Nacional a COVID-19 em Portugal

Adicionalmente:

1. Autorizo ser re-contactado para estudos futuros OSim ON3o
2. Autorizo que os dados agora recolhidos sejam ligados com os registos eletronicos de salde de forma O O N3

anonimizada para a equipa de investigacéo para fins de investigacéo cientifica devidamente autorizada Im Nao
3. Pretendo receber os resultados da andlise realizada para este estudo (presenca de anticorpos OSsim O N3o

C

ontra 0 novo Coronavirus)

Etiqueta de identificacdo do

Data participante

| 1/ 12104211,

Numero Nacional de Utente I

Nome do participante:

Assinatura do participante L

. 1
Assinatura dorepresentante legal :

Cddigo da amostra (cédigo interno de identificagdo da amostra nolaboratério):

Nome do profissional de saude:

Assinatura do profissional de saude:

1 .. . ~ . ) . .

Para os participantes entre os 12 e os 15 anos de idade, a obtengdo do seu assentimento por escrito devera ser considerada
sempre que o investigador lhe reconhega maturidade ética para o efeito. O consentimento dewve ser dado pelo responsawel legal.
Os participantes entre os 16 e 18 anos de idade podem dar o seu consentimentoinformado por escrito.



44450

I Masculino  [] Feminino

3. Data de Nascimento

/

/

2. Se é do sexo Feminino, indique se esta gravida

Osim [ON3o [N3osabe

4. Idade (anos)

(Apenas se ndo souber data de nascimento)

(dd / mm /aaaa)

5. Data de colheita da amostra

/

/

(dd / mm /aaaa)

6. Concelho de residéncia

7. Qual o ano mais elevado de escolaridade que completou ou para o qual obteve equivaléncia?
(Considere o ultimo concluido com aproveitamento. No caso de ndo saber qual a opgcdo mais correta selecione "Outra

situagdo" e descreva).

[J Nenhum, 19, 22, 32 ano completos
[J 42 ou 52 ano completos
[J 62 ou 72 ou 82 ano completos

[0 92 ou 102 ou 112 ano completos

[ Ensino secunddrio (122 ano, cursos gerais, tecnoldgicos ou profissionais)

[ Ensino pds-secundério n3o superior (Cursos Especializagio Tecnoldgica)

[ Ensino superior (licenciatura, mestrado, doutoramento)

[ outra situacgdo. Especifique

8. Relativamente a ocupacio/profissdo, atualmente em que situagdo se encontra?

[ Profissional de saude
[ Professor ou outro profissional em funcdes educativas

[ profissional de lar ou similar

[ besempregado ou em lay-off
[J Estudante ou em formacio

[ Reformado

[J Trabalhador de servicos pessoais ou atendimento ao publico

[ Ocupa-se de tarefas domésticas

[ Trabalhador da industria, construg3o ou artifice

[J Trabalhador da agricultura ou pesca

[ Outra situagdo. Qual?




Diabetes Osim [ N3o [ N3o sabe

a. Tratamentos imunosupressores
Doenga cardiovascular Osim O N3do [ N3o sabe

(exclui hipertensio)

Hipertens3o (tensdo arterial alta) [ ] Sim [] Ndo [ N&o sabe

(nos ultimos 3 meses)

O sim [ N3o [ N3o sabe

Doenca hematoldgica [Osim [ N3o [ N3o sabe

(doenga do sangue) b. Transplante de érgao

Doenga pulmonar crénica [ Sim [ N3o [ N&o sabe [Osim [ N3do [ N3o sabe

(exclui asma)

Asma O sim [ N3o [ N3o sabe
. (nos ultimos 6 meses)
Doenga auto-imune Osim [ONido [ Nio sabe
(ex. artrite reumatoéide, lupus) [ sim O N3do [ N3zo sabe
Obesidade (imcz 30) [ sim [ N3o [ N3o sabe

Doenga hepatica crénica [Isim [INdo [JN3o sabe

(doenga do figado crénica)

Cancro (nos dltimos 5 anos) Osim [ N3o [ N3o sabe

Imunodeficiéncia O sim [ N3o [ N3o sabe
(primaria ou adquirida)

Outra(s) doenga(s). Quais?

|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
:
| c. Transfusdo sanguinea
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|

11. Teve contacto com algum caso suspeito ou confirmado : ~ ~

Sim Nao Ndo sabe
de COVID-19? = = =
12. Se respondeu Sim, indique a data do ultimo contacto / /

(se ndo se recorda, indique uma data aproximada ou apenas o més e o0 ano)
(dd / mm /aaaa)

13. Fez algum teste (zaragatoa) para diagndstico de Osim [ONio [N3osabe
COVID-19?

14. Se respondeu Sim, algum dos testes foi positivo? Osim [ON3o [N3osabe
15. Se respondeu Sim, indique a data do primeiro teste positivo / /
(se ndo se recorda, indique uma data aproximada ou apenas o més e o0 ano) (dd / mm /aaaa)

16. Se respondeu Sim, indique se foi internado com COVID-19

na altura em que teve o teste positivo? Lisim  [INso  []Nao sabe

17. Se esteve internado, indique a data desse internamento / /

(se ndo se recorda, indique uma data aproximada ou apenas o més e o ano)

(dd / mm /aaaa)



18. Nos ultimos 6 meses teve alguma destas queixas? 19. Alguma das queixas que referiu aconteceu nos 3

dias apos a toma da vacina contra COVID-19 ?

Febre (= 38°C) sim [ N&o[]
Osim [ N3o [ N3o sabe
Arrepios sim [ Nio[
Fadiga (cansago) sim O Nio
Dor nos musculos sim [ Nio[d
Dor de garganta sim [ N3o[d
Tosse sim [ Nio[
Dor de cabega sim [ Nzo[d

Dificuldade respiratéria  sim [J Nio [J
(falta de ar)

Enjoos ou vomitos sim [ Nio[d
Diarreia sim [ Nio[
Perda de cheiro Sim [ Nio[d
Perda de paladar sim [ N3o[d

20. Foi vacinado com a vacina da gripe entre outubro de 2020 e janeiro de 2021 (outono-inverno passado)?
[Odsim [ Nio [ Niosabe
21. Foi vacinado com a vacina da gripe desde 15 de setembro de 2021?
[Odsim [ Nao [ Nao sabe

22. Se respondeu Sim, indique a data da toma da vacina antigripal

(se ndo se recorda, indique uma data aproximada ou apenas o més e o ano)

23. Foi vacinado contra COVID-19? [JSim [ N3o [ N3o sabe

24. Se respondeu Sim, indique o nimero de doses que ja tomou, a data da toma e a marca da vacina:

Numero de doses que ja tomou:

Primeira dose: Segunda dose: Terceira dose:
(dd / mm /aaaa) (dd / mm /aaaa) (dd / mm /aaaa)
(se ndo se recorda, indique uma data aproximada ou apenas o més e o ano)
[ pfizer-BioNTech [ pfizer-BioNTech [ pfizer-BioNTech
[J Moderna [J Moderna [J Moderna
[ Jansen [ Jansen [ Jansen
[ AstraZeneca [ AstraZeneca [ AstraZeneca
[ outra [ outra [ outra




Anexo 2. Proporgdo de individuos com IgG especifica para SARS-CoV-2 (anti-N) detectadvel, ou com infe¢do prévia

conhecida



Quadro 1A. Estimativa da proporcdo de individuos com 1gG (anti-N) especifica para SARS-CoV-2 detectdvel, ou com

infecdo prévia auto-reportada, segundo carateristicas sociodemograficas e antecedentes de COVID-19 na terceira fase

do ISN COVID-19.

IgG (anti-N) ou infegdo

prévia auto-reportada
% (IC 95)*

Total 15,0 (13,7 - 16,4) -
Sexo

Masculino 14,7 (12,9 - 16,9) 0,72
Feminino 15,2 (13,5-17,1)

Grupo etério (anos)

1-9 18,9 (14,9 - 23,7) <0,001
10-19 16,4 (12,9 - 20,5)

20-29 18,8 (14,9 - 23,3)

30-39 19,2 (15,4 - 23,9)

40-49 15,8 (12,2 - 20,1)

50-59 15,2 (11,8 - 19,4)

60 - 69 11,9 (8,8 - 15,8)

>70 8,3(6,1-11,3)

Regido

Norte 16,6 (14,2 - 19,3) 0,001
Centro 13,7 (11,2 - 16,6)

Lisboa e Vale do Tejo 16,1 (13,7 -18,8)

Alentejo 9,2(7,2-11,9)

Algarve 12,9 (10,4 - 15,9)

Madeira 6,0(3,9-9,1)

Acores 8,3(6,2-11)

Doengas cronicas

0-1 15,8 (14,3-17,5) 0,12
>2 12,9 (10,1 - 16,4)

Nivel de escolaridade**

Nenhum/12 ciclo do ensino bésico 13,8 (11,7 - 16,2) 0,66
22 ou 32 ciclo do ensino basico 15,3 (12,7 - 18,3)

Ensino secundario 15,7 (12,9 - 18,9)

Ensino superior 15,9(13,2—-19,0)

Situacdo perante o trabalho**

Outra situacao 9,8 (7,9-12,0) <0,001
Empregado 17,3 (15,4 -19,5)

Contacto com caso COVID-19

Desconhece 13,8(9,5-19,6) <0,001
Sem contacto conhecido 6,6 (5,5-7,9)

Com contacto conhecido 35,2 (31,8 -38,6)

Infegdo prévia por SARS-CoV-2

Sem infe¢do conhecida 3,2 (2,6 -3,9) <0,001
Com infe¢do conhecida 100,0 (0,0-0,0)

Sintomatologia anterior ***

Assintomatico 12 (10,2 - 13,9) <0,001

Paucissintomatico
Sintomatico

13,6 (11,4-16,2)
22,6 (19,6 - 25,9)

*Percentagem ponderada para a distribuicdo da populagdo residente em Portugal em 2020 por regido, sexo e grupo etario; p: valor
de prova do teste do Qui-quadrado com correg¢do de Rao-Scott; **Apenas para maiores de 19 anos; ***Definicdo de Pollan et

al.(Pollan et al., 2020). A negrito estdo identificadas as diferencas estatisticamente significativas.









