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RESUMO

Titulo: Prevaléncia de anticorpos IgG anti proteina do nucleocapsideo e IgM anti preoteina S de
SARS-CoV-2 apés 6 meses do diagnostico de COVID-19 entre profissionais de satide de hospital
tercidrio e fatores associados.

Base teorica: diversos testes soroldgicos voltados para a deteccdo de anticorpos contra SARS-Co V-
2 estdo disponiveis comercialmente e seu uso tem sido descrito principalmente na avaliacdo da taxa
cumulativa de infeccdo. Prevaléncia maior do que 90% é reportada para IgG positivo em periodos
tardios apos o episddio de COVID-19, mas prevaléncia menor é observada para IgM. A capacidade
de deteccao de anticorpos pelos diferentes testes sorolégicos disponiveis parece ser heterogénea,
especialmente em periodos tardios ap6s a doenga. Profissionais de satide constituem uma populagado
em risco para infeccdo por SARS-CoV-2 e seu adoecimento impacta diretamente a capacidade de
resposta dos sistemas de satde. Objetivo: determinar a prevaléncia de teste sorolégico para
COVID-19 positivo entre profissionais de saude diagnosticados com COVID-19 ha 6 meses ou
mais e avaliar fatores clinicos, demograficos e ocupacionais associados. Métodos: estudo
transversal conduzido em hospital tercidrio brasileiro. Foram incluidos profissionais que tenham
realizado teste sorolégico 6 meses ou mais ap6s o diagnéstico de COVID-19 definido por teste RT-
PCR (Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction) positivo. Caracteristicas clinicas e
resultado dos testes para deteccdo de IgG anti nucleocapsideo e de IgM anti proteina S por
imunoensaio de microparticulas por quimioluminescéncia (CMIA) foram obtidos em prontudrio
médico. Varidveis categéricas foram descritas em frequéncia e porcentagem e continuas em
mediana e percentis 25% e 75%. Foram calculadas as prevaléncias e IC 95% de testes IgG e IgM
positivos. Regressdo de Poisson com variancia robusta foi utilizada para avaliar fatores associados a
teste positivo por meio do calculo de razdo de prevaléncia (RP) e IC 95%. Foi adotado um nivel de
significancia de 5%. Resultados: Foram avaliados 339 individuos, com mediana de idade de 41
(34-49) anos, sendo 72,9% mulheres. Apenas 8,6% necessitaram hospitalizacdo por COVID-19. A
maior parte dos individuos exercia atividade assistencial (73,7%) e atuava em local de trabalho nao
dedicado a pacientes com COVID-19 (56,2%). O tempo entre RT-PCR positivo e a realizacao do
teste sorolégico foi de 30 (28,2-32,8) semanas. A prevaléncia de IgG positivo foi de 38,6% (IC
95%: 33,2-44) e de IgM foi de 37,7% (IC 95%: 32,6-42,8), com baixa concordancia entre os testes
(Kappa=0,28). Prevaléncia de IgG positivo foi maior em individuos com mais idade (RP para

aumento de cada ano de vida: 1,03; 1,01-1,04) e entre aqueles com histéria de hospitalizacao por



COVID-19 (RP: 2,02; 1,49-2,75). Prevaléncia de IgM positivo foi maior em individuos com maior
indice de massa corporal (IMC) (RP para cada aumento de 1 Kg/m? de IMC: 1,03; 1,00-1,06).
Quanto maior o tempo entre o diagnostico de COVID-19 e a realizacdo do teste sorol6gico, menor a
prevaléncia de IgG (RP para aumento de cada semana apds o diagnostico: 0,94; 0,91-0,98) e de IgM
(RP para aumento cada semana apos o diagnostico: 0,95; 0,91-0,99) positivos. Conclusao: a baixa
soroprevaléncia de IgG anti nucleocapsideo avaliada por imunoensaio de quimioluminescéncia de
microparticulas resultou em subestimacdo da taxa cumulativa de infeccdo. Além disso, IgM
antiproteina S como marcador de infeccdo recente pode levar a conclusdes equivocadas, pois esta

presente por longos periodos apés a infeccdo por COVID-19.

Palavras chave: Teste sorologico para COVID-19, COVID-19, profissionais de satde.



ABSTRACT

Title: Prevalence of IgG anti nucleocapsid and IgM anti protein S of SARS-CoV-2 after 6 months
of COVID-19 diagnosis among tertiary hospital healthcare workers and associated factors.

Theoretical basis: Several serological tests aimed at detecting antibodies against SARS-CoV-2 are
commercially available and their use has been mainly described in the assessment of the cumulative
rate of infection. A prevalence greater than 90% is reported for positive IgG in later periods after the
COVID-19 episode, but a lower prevalence is observed for IgM. The ability to detect antibodies by
the different serological tests available seems to be heterogeneous, especially in late periods after
the disease. Health professionals constitute a population at risk for SARS-CoV-2 infection and their
illness directly impacts the response capacity of health systems. Objective: to determine the
prevalence of positive COVID-19 serological test 6 months or more after the diagnosis of COVID-
19 among health professionals and to assess associated clinical, demographic and occupational
factors. Methods: cross-sectional study conducted in a Brazilian tertiary hospital. Professionals
who had performed serological testing 6 months or more after the diagnosis of COVID-19, defined
by a positive RT-PCR (Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction) test, were included.
Clinical characteristics and test results for anti nucleocapsid IgG and anti protein S IgM evaluated
by chemiluminescence microparticle immunoassay (CMIA) were retrieved from medical records.
Categorical variables were described as frequency and percentage and continuous variables as
median and 25% and 75% percentiles. Prevalence and 95% CI of positive IgG and IgM tests were
calculated. Poisson regression with robust variance was used to assess factors associated with
positive testing by calculating the prevalence ratio (PR) and 95% CI. A significance level of 5%
was adopted. Results: A total of 339 individuals were evaluated, with a median age of 41 (34-49)
years, 72.9% women. Only 8.6% required hospitalization for COVID-19. Most individuals worked
in assistencial care (73.7%) and in a work area not dedicated to patients with COVID-19 (56.2%).
The period of time between positive RT-PCR and serological testing was 30 weeks (28.2-32.8). The
prevalence of positive IgG was 38.6% (95% CI: 33.2-44) and of positive IgM was 37.7% (95% CI:
32.6-42.8), with low agreement between the tests (Kappa=0.28). Prevalence of positive IgG was
higher in older individuals (PR for increase in each year of life: 1.03; 1.01-1.04) and in those with a
history of hospitalization for COVID-19 (PR: 2.02; 1.49-2.75). Prevalence of positive IgM was
higher in individuals with higher body mass index (BMI) (PR for each increase of 1 Kg/m? in BMI:
1.03; 1.00-1.06). The longer the time between diagnosis and serological testing, the lower the



prevalence of positive IgG (PR for each week after diagnosis: 0.94; 0.91-0.98) and positive IgM
(PR for each week after diagnosis: 0.95; 0.91-0.99). Conclusion: the low seroprevalence of IgG
anti nucleocapsid assessed by microparticle chemiluminescence immunoassay leads to
underestimation of the cumulative rate of infection. Furthermore, IgM anti protein S as a marker of
recent infection may lead to wrong conclusions, considering the presence of positive IgM after a
long period of COVID-19 infection.

Key Words: COVID-19 Serological Testing, COVID-19, Healthcare workers.
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1. INTRODUCAO

O mundo enfrenta atualmente o terceiro grande problema de sadde publica causado por um
coronavirus. Identificado na China em final de 2019, o betacoronavirus SARS-CoV-2 (Severe Acute
Respiratory Syndrome Coronavirus — 2) é o agente etiologico da doenca chamada COVID-19
(coronavirus disease 2019) (1). A evolucdo do conhecimento sobre o virus permitiu o
desenvolvimento de tecnologias voltadas para seu enfrentamento, como exames laboratoriais,
vacinas e terapias.

Diversos testes sorologicos sao comercializados para detec¢dao de anticorpos contra o SARS-
CoV-2, havendo variabilidade de metodologias e de alvos antigénicos. Esses testes tém sido
utilizados no monitoramento da taxa cumulativa de infeccdo por meio de estudos de
soroprevaléncia (2-4), como ferramenta auxiliar no processo diagnostico de COVID-19 (5-11),
principalmente apés os primeiros dias de sintomas (12-16), e na avaliacao de risco para reinfeccao
(17, 157).

Quando aplicados em periodos tardios apds a recuperacdo da doenca, os testes sorologicos
tém demonstrado altas taxas de deteccdo de IgG contra diferentes antigenos do SARS-CoV-2, o
mesmo ndo ocorrendo para IgM (13, 18-21). No entanto, os testes comercializados tém capacidade
de deteccdo heterogénea. O teste por imunoensaio de microparticulas por quimioluminescéncia
(chemiluminescent microparticle immunoassay, CMIA) disponibilizado pela empresa Abbott e
voltado para deteccdo de IgG anti nucleocapsideo, por exemplo, demonstrou desempenho inferior a
outros testes quando aplicados meses apos o diagndstico de COVID-19 (22-24).

Profissionais de satde estdo em risco para contaminacdo por SARS-CoV-2 (25-26) e a
utilizacdo de testes sorologicos nessa populacdo tem sido descrita em estudos de soroprevaléncia
(27-29), rastreio de individuos potencialmente infectados (30-31), avaliacdo de fatores de risco para
contagio (17, 28, 32-33) e identificacdo de surtos (34).

Os sistemas de satde necessitam tracar estratégias de enfrentamento para a situagdo atual o
mais acertadas possivel dentro de orcamentos muitas vezes limitados. Entender a confiabilidade da
informacdo trazida por determinado teste sorolégico quando aplicado em diferentes contextos

clinicos e epidemiologicos pode contribuir para a tomada de decisao.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Estratégias para localizar e selecionar as informacoes
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A revisdo da literatura foi realizada com intuito de identificar estudos que reportassem o uso
de testes sorologicos para SARS-CoV-2, com foco em IgG e IgM. Inicialmente ndo foi realizada
restricdo quanto ao momento de emprego do teste com relacdo ao inicio da doenca, porém, dado o
abundante volume de trabalhos identificados, a estratégia foi ajustada com inclusdao de termos que
delimitassem o periodo de interesse, qual seja, igual ou maior a 6 meses apés o episddio de
COVID-19. A estratégia de busca, bem como os termos utilizados, encontram-se descritos na tabela
1, na qual consta a estratégia construida para a base de dados PubMed (MEDLINE).

Foram excluidos estudos de revisao; relatos de caso; séries de caso; estudos de populacdao
pediatrica; estudos de populacdo altamente selecionada (como, por exemplo, exclusivamente
pacientes oncologicos); estudos com menos de 30 individuos; estudos que aplicaram apenas teste
rapido para a avaliacdo de anticorpos contra SARS-CoV-2; estudos nos quais a descricdo do teste
sorolégico ndo foi especificada; estudos que avaliaram exclusivamente testes laboratoriais nao
comercializados; estudos nos quais nao foi possivel identificar o tempo entre o episédio de COVID-
19 ou, alternativamente, de teste sorologico positivo prévio, e a realizacdo de teste sorologico em
analise. O fluxograma 1 apresenta o numero de artigos avaliados, incluidos e excluidos, assim como

as respectivas justificativas para exclusao.

Tabela 1. Estratégia de busca para base de dados PubMed (MEDLINE).

Termo geral | Definidor Traducao Mesh Termos Livres
Teste Soro Seroprevalence | seroepidemiologic | Seroprevalence
sorologico prevaléncia studies [mh] [tw]
€] Anticorpos | Antibodies Antibodies [mh] Antibodies [tw]

IgG [tw]
Immunoglobulin G
[tw]
IgM [tw]
Immunoglobulin M
[tw]

Imunidade | humoral Immunity, Immunity, Humoral

humoral immunity Humoral [mh] [tw]

sorologia serology serology [mh] serology [tw]

Teste serologic test serologic test [mh] | serologic test [tw]
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Studies [mh]

sorolégico COVID-19 Testing COVID-19 Testing
[mh] [tw]
COVID-19 COVID-19
Serological Testing | Serological Testing
[mh] [tw]
anti SARS-CoV-2
[tw]
Imunoensai | chemiluminesc | Immunoassay [mh] | Immunoassay [tw]
0 por ence chemiluminescence
quimiolumi | immunoassay immunoassay [tw]
nescéncia
Quimiolum | Chemilumines Chemiluminescenc
inescéncia | cence e [tw]
Abbott Abbott Abbott architect
Architect Architect [tw]
Abbott Abbott Abbott [tw]
SARS-CoV-2/ | SARS- SARS-CoV-2/ | SARS-CoV-2 [mh] | SARS-CoV-2 [tw]
COVID-19 CoV-2/ COVID-19 COVID-19 [mh] COVID-19 [tw]
2) COVID-19 new coronavirus
2019 [tw]
Convalescéncia | Convalesce | Convalescence | Convalescence Convalescence [tw]
(3) nce [mh]
Longitudinal six months [tw]

late [tw]
prolonged [tw]
longitudinal [tw]

seroreversion [tw]

Resultados da busca para a base de dados PubMed (MEDLINE), atualizado em 07/11/2021:

(1) 1.662.351



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh/2052196
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh/2052196
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh/2052196
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(2) 172.538

(3)1.121.114

(1) +(2): 16.862

(1) +(2) +(3): 1.370 estudos

Resultado Inicial
n=1370

Excluidos apo6s avaliacao de titulo e resumo

- n=1180
Avaliacao de Texto
Completo Excluidos apés avaliacdo de texto completo
n=190 n=150

‘ Elegibilidade ‘ ‘ Screening ‘ ‘ Identificacao ‘

79: teste sorologico em menos de 6 meses
apos episodio de COVID-19

38: sem resultado de interesse (uso de teste
#= | rapido exclusivamente, populacdo altamente
selecionada ou pedipatrica, etc)

' 11: teste ndo comercializado (in house

exclusivamente) ou nao especificado
15: < 30 sujeitos avaliados

é 7: duplicata
= Incluidos
2 40

Figura 1. Fluxograma da selecdo de estudos

2.2 Virus SARS-CoV-2

O SARS-CoV-2 é terceiro coronavirus com grande impacto global. Antes dele, o virus da

Sindrome Respiratoria Aguda Grave (Severe Acute Respiratory Syndrome — SARS) e o virus da
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Sindrome Respiratoria do Oriente Médio (Middle East respiratory syndrome — MERS) ja haviam
demonstrado o potencial negativo desses gentes (35-36).

O SARS-CoV-2 é um virus envelopado pertencente a familia Coronaviridae e ao género
Betacoronavirus e tem grande homologia estrutural com seu antecessor, 0 SARS-CoV (37-40). Seu
material genético é constituido por acido ribonucleico (RNA) que forma uma fita simples de sentido
positivo, o qual codifica proteinas estruturais e ndo estruturais (37). O conjunto de proteinas
estruturais é composto pela proteina do nucleocapsideo (N), que envolve o RNA viral, a proteina de
membrana (M), a glicoproteina spike (S) e a proteina do envelope viral (E) (41-42) (Figura 1). A
glicoproteina S forma um homotrimero que se salienta da superficie do virion do SARS-CoV-2 e
sua subunidade S1 contém a regido chamada de receptor binding domain (RBD), por meio da qual é
estabelecida ligacdo com a membrana celular das células do hospedeiro ao se ligar ao receptor da
enzima conversora de angiotensina (ECA) tipo 2 presente nas células humanas (43). Por meio dessa
ligacdo ocorre a fusdo com a membrana celular e, por consequéncia, a entrada do virus no meio

intracelular (43-44).

Envelope (E)

Genomic RNA

Nucleocapsid (N)

Membrane (M)

Spike (S)

Figura 2. Estrutura do SARS-CoV-2. Adaptado de Kirtpal et al (45)

2.3 Transmissao da COVID-19

O virus é de rapida e facil transmissdo entre seres humanos, ocorrendo a transmissao pessoa
a pessoa principalmente por contato com secrecOes respiratorias e inalacdao de goticulas e aerossois
contendo o virus (46-47). Embora a presenca de SARS-CoV-2 tenha sido identificada em amostras
ndo respiratorias como sangue, fezes, sémen e secrecdo ocular, o papel desses meios para a

transmissao entre pessoas nao esta plenamente estabelecido (48-52).



18

Individuos infectados tém maior potencial de transmissdao nos primeiros dias de sintomas,
quando ha maior presenca do virus nas secregoes respiratorias (53-56). A presenca de RNA viral em
amostras biolégicas pode ser identificada por periodos prolongados apds o inicio dos sintomas,
inclusive por meses, porém a presenca de virus viavel isolado em cultura costuma ocorrer apenas
nos primeiros dias, o que indica que a presenca de RNA viral detectado em periodos prolongados
ndo significa, necessariamente, potencial para transmissibilidade (57-58). A possibilidade de
transmissao por parte de individuos assintomaticos também é reconhecida (55, 59-60).

Outros fatores apontados como relacionados a maior risco de infec¢do sdo a maneira como
se da o contato entre os individuos, especialmente no que tange a duracdo da exposicdo e
proximidade, fatores ambientais, como o tipo de ambiente em que ocorre a exposi¢ao e a presenca
ou ndao de ventilacdo, e fatores socioecondmicos, como elevado nuimero de contactantes
domiciliares (59). Ademais, mutagdes no genoma do SARS-CoV-2 tém resultado em variantes com
potencial de maior transmissibilidade (61-63).

A facil transmissdao do virus fez com que rapidamente sua presenca fosse detectada em
diferentes partes do globo. A Organizacdo Mundial da Satde (OMS) declarou a COVID-19 como
uma emergéncia de satide ptblica de importancia internacional em janeiro de 2020 e classificou-a

como pandemia em marco do mesmo ano (64).

2.4 Manifestacoes clinicas da COVID-19

As manifestagées clinicas da COVID-19 habitualmente sdo variadas e inespecificas, sendo
muitas semelhantes a outras doencas infecciosas virais respiratorias (65-66). O periodo de
incubacdo da doenga tem tempo médio de 4 a 8 dias e costuma respeitar o intervalo de 2 a 7 dias,
mas pode chegar a 14 dias ou mais em pequeno percentual dos individuos expostos e infectados
(65, 67-68).

O espectro de manifestacdes clinicas varia de casos assintomaticos, formas leves a graves,
até morte pela doenca (46, 66, 69). O volume de infecgdes assintomaticas nao é desprezivel (70), o
que dificulta a identificacdo e isolamento desses individuos. Sintomas reportados mais comumente
se originam do trato respiratorio, especialmente das vias aéreas superiores, como tosse, dor de
garganta, coriza, cefaleia, mas também sdo comuns sintomas sistémicos, como febre, fadiga, dor
corporal difusa (65-66, 71-72), e menos comumente podem haver sintomas intestinais,
neuroldgicos, entre outros (51, 66, 71, 78). Sintomas de alteracdo de olfato e paladar costumam ser
mais frequentes em casos de COVID-19 do que em outras doencas causadas por outros virus

respiratorios, como o virus influenza (71, 73).



19

A maior parte dos casos sintomaticos desenvolve formas leves da doenca (46, 66), mas cerca
de 14% dos casos necessitam de hospitalizacdo e 2% de internacdo em unidade de tratamento
intensivo (UTT), segundo dados norteamericanos (72). Pneumonia viral costuma ser a manifestacao
clinica grave mais frequente (66, 74).

As formas graves da doencga se caracterizam pelo desenvolvimento de sindrome da angustia
respiratoria aguda grave (ou sindrome do desconforto respiratério agudo) associada a ativacdo
excessiva da cascata da inflamagao, morte celular e dano tecidual (46, 65, 75-76). As manifestacoes
das formas graves da doenca também podem ser diversas e incluem insuficiéncia respiratoria (66,
77), manifestacdes neurolégicas (78), disfuncao cardiovascular (74, 79), eventos tromboembdlicos
(80-82), e complicacdes inflamatorias e autoimunes, como sindrome de Guillain-Barré (83) e
sindrome inflamatéria multissistémica semelhante a doenca de Kawasaki (84-85), essa ultima
especialmente em criangas.

Alguns dos fatores de risco identificados para desenvolvimento de formas graves da doenca
sao idade, com individuos mais velhos apresentando maior risco (77, 86), presenca de
comorbidades (77, 87, 88, 214, 215), sexo masculino (79, 87-90) e fatores socioeconémicos (88,
91-92). Além disso, entre os individuos que superam o periodo agudo da doenca existe a
possibilidade de persisténcia de sintomas prolongados ou desenvolvimento de sequelas (93-97).

A taxa de letalidade da COVID-19 é reportada como entre 0,15% e 11% (46, 72, 98-100).
Diferencas entre o perfil dos pacientes avaliados e na capacidade de diagnoéstico e de identificagdo
dos casos entre os sistemas de saide ao redor do mundo podem estar associadas a heterogeneidade
nas taxas de letalidade reportadas. A mortalidade tende a ser maior quanto maior a idade do doente,
podendo atingir valores de 15% entre octogendrios (88, 101). Também €é maior em pessoas com
comorbidades (77) e entre os casos de maior gravidade, alcancando patamares da ordem de 50% a
60% entre os casos criticos (46, 72, 77, 99). Locais com menos recursos, como paises pobres,
também podem apresentar maiores taxas de letalidade pela COVID-19 (102).

Entre fevereiro e novembro de 2021 o mundo avangou de mais de 113 milhdes de casos de
COVID-19 e de 2,5 milhdes de mortes (103) para mais de 250 milhdes de casos e 5 milhdes de
mortes pela doenca (216). O Brasil, até novembro de 2021, somava mais de 21 milhdes de casos e

mais de 600 mil mortes (217).

2.5 Diagnostico da COVID-19

O correto e rapido diagnéstico da COVID-19 é fundamental para permitir o adequado e

pronto isolamento de individuos transmissores, ponto fundamental no combate a pandemia (46).
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Tendo em vista a grande inespecificidade de suas manifestacdes clinicas, exames complementares
sao fundamentais no processo diagnostico, sendo que testes moleculares de amplificacdo de
material genético viral, como o teste de Real-Time Reverse Transcription Polymerase Chain
Reaction (RT-PCR), sdo considerados o padrdo ouro (36, 104-106). No entanto, fatores como alta
demanda, necessidade de laboratério especializado de alta complexidade, custos elevados e
escassez de insumos podem limitar o uso de RT-PCR em larga escala, especialmente em sistemas de
saude publicos como o brasileiro. Além disso, fatores como o tempo desde o inicio dos sintomas no
momento da coleta da amostra biol6gica, assim como a origem da amostra (swab de orofaringe e/ou
nasofaringe, escarro, ou outra) e sua qualidade, podem levar a resultados falsos negativos (107-
111), fazendo com que a sensibilidade do teste seja reportada como tdo baixa quanto 70% em
alguns cenarios clinicos (112). Isso fez com que estratégias para ampliar a sensibilidade do processo
diagnéstico fossem criadas (113), como o uso sequencial do RT-PCR (114-116) e a adogdo de
exames complementares ao teste molecular, como tomografia computadorizada (117-119). Estudo
nacional identificou que a realizacdo de estratégia diagnostica baseada em testagem e retestagem
com RT-PCR em profissionais de satde sintomaticos atuantes em hospital terciario ndo se mostrou

produtiva em periodo de baixa prevaléncia comunitaria de COVID-19 (71).

2.6 Resposta imune a COVID-19

A resposta imune que se desenvolve apos exposic¢do ao virus € resultado da acdao conjunta de
linfécitos B, responséaveis pela producdo de anticorpos caracteristicos da imunidade humoral, e de
linfécitos T, responsaveis pela imunidade celular e por auxiliar as células B na promocao da
imunidade humoral (120-123). O desenvolvimento de imunidade adaptativa prolongada depende de
células B e T de meméria antigeno especificas (124-125). Redugao de linfécitos B totais e aumento
de plasmoblastos (126), presenca de células B de memodria produtoras de IgG especifico para o
antigeno RBD (18, 21) e de células T CD4 de memoria especificas para proteina spike foram
identificadas em casos avaliados em periodo maior do que 3 meses apds o diagndstico de COVID-
19 (21).

Estudo que avaliou pacientes em até 8 meses apés infeccao por COVID-19 identificou que
ha aumento de células B de memoria contra proteina Spike entre 1 e 8 meses e persisténcia
principalmente de células produtoras de imunoglobulina de isotipo IgG, e em menor grau de IgA,
enquanto que células produtoras de IgM parecem ter meia vida de duracdo menor (122). Esse

estudo também identificou que células T CD8 e T CD4 de meméria contra proteinas do SARS-CoV-
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2 decaem com meia vida inicial de 3 a 5 meses, estando presentes em 6 a 8 meses apés infeccao em
cerca de 50% e em 92% dos individuos, respectivamente (122).

Componentes das proteinas estruturais do SARS-CoV-2, como a proteina S, seu dominio
RBD, e a proteina do nucleocapsideo sdo alvos antigénicos para a producao de anticorpos pelo
sistema imune do hospedeiro (44, 127-130). A deteccdo de anticorpos ap6s o inicio da infecgdo é
observada nas primeiras semanas, com soroconversdao para [gM e IgG ocorrendo geralmente em 1 a
3 semanas apo6s inicio dos sintomas (131-132). Aqueles individuos que ndo soroconvertem
inicialmente apds o inicio dos sintomas tendem a fazé-lo nos primeiros meses, atingindo frequéncia
de soroconversao em mais de 90% dos casos (19, 133-134), inclusive entre assintomaticos (69).

A resposta imune humoral pode ser influenciada pela gravidade da doenca no tocante ao
volume de anticorpos produzidos (135). Pacientes com sintomas mais graves podem apresentar
titulos de anticorpos mais elevados do que aqueles com sintomas leves (19, 131), tanto para
anticorpos contra o dominio S1 da proteina Spike (126) e seu dominio RBD quanto contra a
proteina de nucleocapsideo (135), quando avaliados por teste enzyme linked immunosorbent assay
(ELISA). Porém, a relacdo entre os titulos de anticorpos e a gravidade da doenga parece diminuir ao
longo dos meses seguintes apds o diagnostico da doenca (136).

Outros fatores clinicos como idade e indice de massa corporal (IMC) tém sido associados
positivamente a producdao de maiores titulos de anticorpos e maior tempo de duracdo de
positividade soroldgica apés o quadro de COVID-19 (13, 19, 137), enquanto que o uso de anti-
inflamatorios parece se associar negativamente (19). J4 a relacdo entre o uso de corticoide
sistémico, usado principalmente no tratamento de formas graves da doenca (138), e a resposta
sorolégica merece maior atengao, pois ha indicios de que seu uso possa ter efeito negativo (139).

Um dos mecanismos pelos quais os anticorpos atuam na protecao contra o SARS-CoV-2 é
por meio da sua ligacdo com estruturas virais como a proteina spike e seu dominio RBD e com isso
dificultam a ligacdo do virus com a célula hospedeira (120-121). Estudos identificaram que a
presenca de anticorpos com atividade neutralizante sobre o SARS-CoV-2 correlaciona-se com a
presenca de anticorpos contra os antigenos RBD e proteina S (122, 134, 140-142). Essa correlacdao
parece surgir desde as primeiras semanas apos o inicio dos sintomas (13) e se manter por ao menos
6 meses (139).

No entanto, anticorpos com especificidade para nucleocapsideo ndo apresentam relacdo tao
forte com anticorpos com capacidade neutralizante. Pan et al (143) avaliaram 171 individuos por até
11 meses ap0s recuperacao de internacao por COVID-19 e identificaram correlacdo entre a presenca
de anticorpos neutralizantes e a presenca IgG anti proteina S e anti RBD, sendo identificada

presenca de anticorpos neutralizantes em 94,4% dos individuos avaliados em 7-8 meses e em 71,4%
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daqueles avaliados em 9 a 11 meses apos a doenca. Esse trabalho também avaliou IgG anti
nucleocapsideo e ndo encontrou relacdo entre esse anticorpo e a presenca de anticorpos
neutralizantes. Legros et al (144) avaliaram coorte de 140 pacientes por periodo de até 60 dias ap6s
inicio dos sintomas, tendo a maior parte sido hospitalizada ou internada em UTI por COVID-19, e
identificaram que a presenca de IgG anti proteina S avaliado por chemiluminescent microparticle
immunoassay (CLIA, Diasorin) se associou fortemente a presenca de anticorpos neutralizantes (p de
Spearman=0,70), mas a presenca de IgG anti nucleocapsideo avaliado por CMIA (Abbott)
demonstrou menor associacao (p de Spearman=0,51).

Outro ponto importante acerca da imunidade humoral é o achado de que anticorpos
produzidos apés infeccdo por coronavirus endémicos ndao apresentam acdo neutralizantes contra
SARS-CoV-2 (144). Ademais, anticorpos neutralizantes gerados por uma variante viral também
parecem nao demonstrar a mesma capacidade neutralizante sobre outras variantes (145-147).

O entendimento a respeito da estrutura viral e da resposta imune contribuiram para o
desenvolvimento de medida de extrema importancia no combate a pandemia por COVID-19, a
criacdo de vacinas. As primeiras vacinas disponiveis para uso no sistema ptblico brasileiro e
aplicadas em profissionais de saide foram a ChAdOx1, vacina de vetor viral que expressa proteina
S (148-150), e a vacina CoronaVac, vacina de virus inativado (151-152). A vacinacdo tem se

associado a reducdo do numero de novos casos de COVID-19 entre profissionais de satude (153).

2.7 Testes sorologicos para COVID-19

O emprego de testes sorologicos fornece medida de exposicdo prévia ao SARS-CoV-2 e
constitui ferramenta importante no entendimento da progressao da pandemia (2, 154-155). Seu uso
tem sido descrito principalmente no monitoramento da taxa cumulativa de infeccdo por meio de
estudos de soroprevaléncia (2-4), os quais sao especialmente importantes em contextos onde muitos
casos ndao sdo documentados por RT-PCR (156). Estudos prévios também sugeriram que o uso
desses testes pudesse contribuir para aumento da sensibilidade do processo diagnéstico da COVID-
19 (5-11), principalmente apos os primeiros dias de sintomas, quando a sensibilidade do teste RT-
PCR tende a diminuir e a taxa de deteccdo de anticorpos tende a aumentar (12-16). Seu uso na
avaliacdo de risco para reinfec¢do também é descrito (17, 157).

Diversos testes sorologicos sdao comercializados para deteccao de anticorpos contra o SARS-
CoV-2, havendo variabilidade de técnicas aplicadas e de alvos antigénicos. Algumas das técnicas
laboratoriais que tém sido empregadas sao ELISA (13, 18, 20, 158), electrochemiluminescence

immunoassay (ECLIA) (3), CLIA (159-160) e CMIA (2). A especificidade antigénica desses testes
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costuma ser direcionada a glicoproteina S (20), especialmente a sua unidade S1 (19, 158) e seu
dominio RBD (13, 18-20, 137, 158) e a proteina do nucleocapsideo (2-3, 19-20, 137, 158).
Aprovado para uso no Brasil esta, entre outros testes, o teste CMIA fabricado pela empresa
Abbott para deteccdo de IgG ou IgM séricos contra SARS-CoV-2. O teste € um ensaio qualitativo,
automatizado em dois passos, e processado no analisador de imunoensaios ARCHITECT (Abbott),
desenhado para deteccdo de IgG contra a proteina nucleocapsideo e IgM contra a proteina S. No
passo inicial do teste sdo misturados e incubados a amostra do paciente, o diluente do ensaio e
microparticulas paramagnéticas revestidas com antigeno do SARS-CoV-2. Se presente, o anticorpo
com especificidade para o antigeno do teste ird se ligar as microparticulas revestidas. No passo
seguinte, a mistura da reacdao é lavada e o conjugado anti imunoglobulina humana marcado com
acridinio é adicionado. Procede-se entdo a novo ciclo de lavagem e sdo adicionadas a solugdo pre-
trigger, que separa o acridinio do conjugado que esta ligado as microparticulas, e a solucao trigger
(hidréxido de so6dio), que gera reacdo oxidativa com acridinio. Esses passos produzem a reagao de
quimioluminescéncia que ira ser medida em unidades relativas de luz (relative light unit, RLU). A
avaliacdo da presenca de anticorpos na amostra se da pela comparacdo da RLU da amostra com a
RLU do calibrador, gerando o indice sinal/cutoff (S/C). Existe relacao direta entre a producdo de
RLU medida e a quantia de anticorpos presentes na amostra. A interpretacdo dos resultados,
conforme orientacdo do fabricante, indica teste positivo aquele com valor de S/C maior ou igual a
1,4 para avaliacdo de IgG anti nucleocapsideo e maior ou igual a 1,0 para avaliagdo de IgM anti
proteina S. A especificidade do teste para IgG foi descrita como de 99,6% a 99,9% em estudo que
utilizou como controle amostras pré-pandemia (161-162). Também nenhuma reacdo cruzada foi
identificada em amostras com sorologia positiva para outras doencas virais ou doengas autoimunes,
incluindo amostras positivas para fator reumatoide (161). O teste apresenta sensibilidade de até

100% em até 17 dias ap0s inicio dos sintomas (162).

2.8 Testes sorolagicos aplicados em periodo prolongado apés o diagndstico de COVID-

19

A positividade de anticorpos contra SARS-CoV-2 em periodos prolongados apés a infeccao
varia conforme o isotipo do anticorpo avaliado. Os niveis de IgM tendem a reduzir mais
precocemente do que IgG (163) e o tempo transcorrido desde a infeccdo até a realizagdo de teste
sorologico se relaciona negativamente com o nivel de anticorpos anti SARS-CoV-2 (164).
Prevaléncia de IgG positivo maior do que 90% tem sido descrita com teste ELISA voltado para

deteccao de IgG anti RDB em 31 semanas ap6s diagndstico (18) e com teste ECLIA especifico para
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RBD e também para nucleocapsideo em até 8 meses apos diagnoéstico (137). O mesmo, no entanto,
ndo ocorre com IgM, para o qual a positividade em periodos tardios tende a ser menor (16, 18-21) e
a sororeversao ¢é descrita como ocorrendo em até 60 dias apés o episdédio de COVID-19 (13).

O tipo de técnica laboratorial e a especificidade antigénica do teste aplicado também
parecem influenciar na capacidade de deteccao de anticorpos contra SARS-CoV-2 em diferentes
periodos apos a recuperacdo da doenga (Tabela 2). Estudo longitudinal calculou em 85 dias (IC
95%: 81-90) a meia vida estimada de IgG anti nucleocapsideo (CMIA, Abbott) e o tempo médio
para negatividade do exame foi de 137 dias (IC 95%: 127-148) (165). Outro trabalho avaliou por
ELISA a presenca de anticorpos por até 8 meses em individuos recuperados de COVID-19 e
estimou a meia vida para anticorpos IgG anti proteina S em 140 dias (IC 95%: 89-325), para IgG
anti nucleocapsideo em 68 dias (IC 95%: 50-106) e para IgG anti RBD de 83 dias (IC 95%: 62 a
126) (122). Muecksch et al (22) identificaram queda da taxa de positividade de teste CMIA (Abbott)
maior do que a observada em outros testes comercializados em periodo de 81 dias ap6s RT-PCR
positivo. O teste CMIA (Abbott) apresentou taxa de positividade para IgG anti nucleocapsideo de
70,73% (IC 95%: 54,5-83,9), enquanto teste CLIA (DiaSorin) para IgG anti proteina S apresentou
92,68% (IC 95%: 80,1-98,5) de positividade, e teste para deteccao de anticorpos totais contra
nucleocapsideo por ECLIA (Roche) e CLIA (Simens) apresentaram ambos valor de 97,56% (IC
95%: 87,1-100), todos aplicados no mesmo conjunto de individuos tratados ambulatorialmente para
COVID-19. Outro estudo avaliou 55 individuos, todos profissionais de satide, testados com quatro
testes comerciais para presenca de anticorpos contra SARS-CoV-2 em 29 dias (IIQ 24-32) e 142
dias (IIQ 136-151) apds inicio dos sintomas, tendo a maioria apresentado sintomas leves (23). Os
percentuais de positividade no primeiro e segundo momento foram de 78,6% (I1IQ: 70,1-87,2) e
45,4% (11Q: 32,2-58,6) para IgG anti nucleocapsideo avaliado por CMIA (Abbott), 85,4% (IIQ:
78,1-92,7) e 100% (IIQ: 100-100) para IgM/IgG anti nucleocapsideo avaliado por ECLIA (Roche),
86,5% (IIQ: 79,4-93,6) e 100% (IIQ: 100-100) para IgM/IgG anti RBD avaliado por CLIA
(Siemens) e 78,6% (1I1Q: 70,1-87,2) e 80% (IIQ: 69,4-90,6) para IgG anti proteina S avaliado por
teste CLIA (DiaSorin), respectivamente (23). Outro estudo comparou o teste CMIA (Abbott) para
deteccao de IgG antinucleocapsideo com o teste ECLIA (Roche) para avaliacdo de anticorpos totais
contra o mesmo antigeno, aplicados em profissionais de satde, e identificou que a soroprevaléncia
medida pelo primeiro teste foi de 4,2% e pelo segundo foi de 9,5% (24). Também identificou que
entre os 367 individuos com infeccdo prévia documentada por PCR, 35,3% tiveram anticorpos
detectados pelo teste CMIA (Abbott) e 100% pelo teste ECLIA (Roche) em 24 semanas apos a
doenca (24). Esses dados sugerem que o teste por imunoensaio de microparticulas por

quimioluminescéncia disponibilizado pela empresa Abbott e voltado para deteccao de IgG anti
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nucleocapsideo possa ter desempenho inferior a outros testes comercializados quando aplicados em

periodo maior do que 3 meses ap0s o diagnostico de COVID-19.

Tabela 2. Estudos avaliando testes sorologicos contra SARS-CoV-2 em periodo prolongado apoés a

doenca.
Testes e
. Tempo de anticorp:)s P051t1V1Qade
Autor Delineamento . .«  Populagdo** e 1 sorologica
seguimento especificidade (%)
antigénica
v CHAGI g6,
32% > 65 anos Flectronics) IgG-RBD, e S1
Zheng Longitudinal Até 6 meses 47,1% mulheres IgM e IgG total: > 90%
(172) 37,8% casos IgM, IgM-N,
graves N, RBD e IgM-RBD:
- S1 total (IgG ou :
ou criticos cerca de 25%
IgM)
n=109 (6 meses) e
55 (9 meses) Positivo na
. . 33,4 (22,2-45,5)" ELISA .
Achiron . Até 8-9 . maioria dos
(164) Longitudinal meses anos (Euroimmun) individuos em
27,6% mulheres IgG, S1 9 meses
8,7% ’
assintomaticos
CLIA IgG N: 100%
(MAGLUMI™  IgG RBD:
Wu Longitudinal 26 semanas n=349 (5 ao final 4000 Plus, 100%
(190) do seguimento) Snibe) IgM N: 0%
IgM e IgG IgM RBD:
N, RBD 20%
n=61 ECLIA
Gerhards o 46’40(18_76) anos (Elecsys, Ig N: 88,5%
(137) Longitudinal  6-8 meses 59% mu?heres Roche) Ig RBD: 91,8%
9,8% previamente Ig Total ’
hospitalizados N e RBD
Harris Longitudinal 26-52 n=2246 1. ELISA Sororeversao
(192) semanas 40 (18-71) (Euroimmun) em 26
anos IgG, S1 semanas:
69% mulheres 2. ECLIA 1: 37%
(Elecsys, 2: 2%
Roche) 3: 5%
Ig total (IgM e 4: 49%
IgG), RBD Sororeversao
3.ECLIA em 52
(Elecsys, semanas:
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Roche) 1: 59%
Ig total (IgM e 2:<2%
IgG), N 3: 10%
4. CMIA 4: 100%
(Abbott)
IgG, N
n=167 (6 meses); 6 meses apos
233 (12 meses) diagnostico:
Li Transversal Até 12 Doadores de ELISA 84,4%
(193) meses plasma IgG, RBD 12 meses apo6s
diagnostico:
83,7%
12 meses:
IgG N: 90%
IgG RBD: 90%
. (o)
n=76 CLIA I%MMN['{éﬁ %
60 (46,5-67)" (MAGLUMI™ 8 c 20
Xiang Longitudinal Até 12 anos 4000 Plus, 6 n;eseS'
(146) meses 53,9% mulheres Snibe) ) '0/
30,2% casos IgM e IgG 1gG N: 100%
graves N e RBD 18G RBD:
100%
IgM N: 3,8%
IgM RBD:
26,9%
Garcia- n=116 ELISA
Abellan 64 anos (Euroimmun) .
(194) Longitudinal =~ 6 meses 39,7% mulheres IgG, NeS1 18G - 76,7%
. IgG S: 94,8%
100% previamente
hospitalizados
1. ELISA
(Wantai)
Ig Total, RBD
2. NE
Bal n=296 (BioMérieux 1. 100%
(166) Longitudinal =~ 6 meses 41 (32-51)" anos Vidas) 2.84,8%
82,8% mulheres IgG, RBD 3. 55,4%
3. CMIA
(Architect,
Abbott)
IgG, N
A DG i e
Longitudinal 49-168 dias & XL, DiaSorin) 100%
45,9 (11,8)™ anos IeG, S1
12,4% mulheres ’
Moriyama  Longitudinal Até 10 n=120 ELISA 95,4%
(167) meses 19 a 93 anos IgG, RBD
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23,4% casos
graves
Longitudinal 6 meses n=63 66,7%
(ng) 46,7 (8,9)* anos CMIIA ((}A;bon)
18,6% mulheres el
n=80
o ELISA
Masi4 o A1z 022 (5269 anos g ) TeG S: 91,2%
Longitudinal 38,8% mulheres ) o
(169) meses o i IgG IgG N: 43,8%
100% previamente NeS
hospitalizados
Kiefer n=126 ELISA (Epitope IgM: 0%
_ # : ; . 210
(170) Longitudinal 6 meses 35 (29,5-47,5) Diagnostics) IgG: 21%
anos IgG e IgM
100% mulheres N
Anand n=32 (13 ao final ELISA TaG: 100%
ongitudina meses gA,IgM e lg gM: 85%
(18) Longitudinal 8 o (Szeguég;e;;gg IgA, IgM e IgG  IgM: 85%
RBD IgA: 69%
30,8% mulheres
IgG RBD: 88%
Figueiredo- 107 dias n=209 ELISA (nostjge;‘;mes
Campos Transversal (47-199)' 37,9 (18-58) anos IgA, IgM e IgG colet 5 dos)
(139) 33% mulheres RBD IgM e IgA
RBD: NE
n=52 CMIA
. 54 (42-61)* anos  (Bioscience ) o
(If;li) Transversal 6 meses 36,5% mulheres Biotechnology) II gl(\}/[.' 923’570/;
53,8% graves ou  IgM e IgG gVl 25,770
criticos RBD
CMIA
n=76 .
i (Architect,
Lumley Longitudinal Até 6 meses® 47155’/171’[1?1?12;0: Abbott) 18G N: 56%
(0} . (0)
(165) Casos leves ou 18G, N. 186 5: 97%
. e ELISA (in
assintomaticos house) IgG, S
n=43 ELISA IgG S: 90%
Dan 40 (19-81) anos IgG IgG RBD: 88%
(122) Longitudinal  6-240 dias 57% mulheres N, SeRBD IgG N: NE
7% previamente
hospitalizados
n=196
ECLIA
40 (30-51) (Elecsys
L Huillier Longitudinal Até 6 meses anos Roche)’ Ig RBD: 100%
(173) & 71% mulheres Ig total Ig N: 98%

2,5% previamente

hospitalizados NeRBD
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n=236 CMIA Casos graves:
Elslande Longitudinal 180-240 61 (24-91) anos (Architect, 69%
(174) dias 41,1% mulheres Abbott) Casos leves:
80% casos graves IgG, N 33,3%
He Transversal 7 a 8 meses® n=454 ELISA IaG N: 91%
(175) 0 a > 66 anos IgG, IgM IgM N: 1,5%
59% mulheres N ’
n=72 Nao
Tomassetti 22 a 81 anos M AC (%I{?JMI hospitalizados:
(176) Longitudinal =~ 6 meses 34,7% mulheres Snibe) ’ 65,7%
37 previamente IgG, RBD Hospitalizados:
hospitalizados ’ 97,3%
Glockner n=40 CLIA (Liaison, 6 meses:
(159) . 64 (53-72)" anos DiaSorin’s) 92,5%
Longitudinal 6 e 12 meses 47,5% mulheres IgG, S1 12 meses:
77,8%
6 meses:
ELISA IgM:
52%
ELISA IgG:
96%
CMIA IgM:
ELISA 63%
n=8l (bmeses)e 1\ ro1eG,  CMIA IgG:
74 (12 meses)
Zhang Longitudinal 6 e 12 meses assintomaticos a RBD J8%
(177) clinicamente CMIA 12 meses:
IgM e IgG, ELISA IgM:
Braves RBD 35%
ELISA IgG:
96%
CMIA IgM:
51%
CMIA IgG:
95%
n=64 ECLIA
Lofstrom 50 anos (Elecsys, 88.7%
(178) Longitudinal ~ 6 meses 65% mulheres Roche) ’
Ig total, N
n=430 (30 ELISA
. 30 semanas:
Vanshylla Até 10 semanas) e 137  (Euroimmun) 74.9%
(179) Longitudinal meses (38 semanas) IgG, S 38 sel’nanaS'
44 (18-79) anos 73% '
53,9% mulheres
De Giorgi Longitudinal ~ Até 291 n=116 CLIA (Vitros, 91,40%
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Ortho-Clinical

Diagnostics)
(180) dias? 50,5 (19-79) anos  Ig Total (IgG,
55,1% mulheres IgM, IgA) e
IgG
S
Varona Longitudinal 274 (265- n=306 ELISA IgG: 76,8%
(181) 280) dias 00> 45AN0S - pg gy
69,9% mulheres ’
n=191 ELISA IgM NE:
Wang 61 (51-67)" anos  IgG e IgM, NE 20,4%
(182) Longitudinal 9-10 meses  51,2% mulheres IgG,RBD  IgG NE: 97,9%
IgG RBD:
97,4%
n=
Mobaraki 20257 anc MAGLUMI®)  IgM: 9.3%
(183) Longitudinal 8 meses 63,3% mulheres ( IgM, TeG ) I ggG:.76’,7‘;)
doenca leve a N
moderada
n=32 CLIA
) 65,6% mulheres (MAGLUM]I,
Mobaraki 1 ongitudinal 14 meses Snibe) 96,8%
(184) IgG, RBD
1. ECLIA
(Roche)
IgM/IgG, N
2. CMIA
(Architect,
Sim ?;Gb?tlil) e
(23) Longitudinal 11?)21)(3?55 n=>55 3. CLIA é i?)’(‘)lo/f
(Centaur, 4. 80%
Siemens)
IgM/IgG, RBD
4. CLIA
(Liaison,
Diasorin)
IgG, S1
n= 3679 (249 CLIA (Meso Sensibilidade
. avaliados em 150 Scale .
122 dias dias) Discovery) em 150 dias
Grandjean  Longitudinal  (65-157) IgG N: 93,5%
18-70 anos IgG, N, S, RBD
(185) 80% mulheres IgG S: 99,1%
IGR: NR
Peghin Longitudinal Até 10 n=546 CLIA (iFlash-  IgM: <10%

meses 54 anos SARS-CoV-2, 1IgG: 50-60%
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(186)

Shenzhen Yhlo

Biotech)
(o]
53,5% mulheres IgM, TsG

N, S

Aubry
(187)

1. CLIA
(Abbott), IgG,
N
2. ELISA (Bio-
Rad), Ig Ttotal, 180 dias:
N 1.61%
n=61 (43 em 180 3. ELISA 2' 83
o 3 dias) (Euroimmun), L g o
Longitudinal = Até 8 meses ., (26-98) anos  IgA e IgG, S1 3 igé: ;g (;)
59% mulheres 4. ELISA ’ 4g 8;)‘V ?
. (0]

(Wantai), Ig o
total, RBD > 85%

5. ELISA
(Innobiochips),
IgG, S1, S2, N,

RBD

Bond
(188)

1. CMIA
(Abbott
Architect), IgG,
N

?LE?S/I;? > 151 dias:
- ’ 0
121. 210 n=131 Diasorin), IgG, 1.68,2%
dias 2. 88,6%
S1/S2 3 9779
3. ECLIA IR
(Elecsys,
Roche)
Ig total, N

Longitudinal

Gallais
(189)

1. ELISA
_ (EDI), IgG, N
n=393 )
Longitudinal 11-13meses 39 (30-51)° 2. CMIA L. 20,1%
76,8% mulheres (Abbott 2.97,1%
’ Architect), IgG,

RBD

Bylicki
(191)

n=86 ECLIA
31 (25-38)" anos (Elecsys,
Longitudinal 9 meses 12,8% mulheres Roche) 93%
Ig total (IgM,
IgG, e IgA), N

Iversen
(157)

Longitudinal 6 meses n=22457 (44,9 ELISA 94,5%
anos (12,8)* (Wantai), Ig
Total (IgA,
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IgM, IgG),
RBD

n=numero absoluto; NR. Nao reportado; NE, nado especificado; CMIA, chemiluminescent
microparticle immunoassay; ECMIA, electrochemiluminescence immunoassay; ELISA, enzyme
linked immunosorbent assay; N, nucleocapsideo; RBD, receptor binding domain; S, glicoproteina
S; S1, glicoproteina S unidade S1; S2, glicoproteina S unidade S2; DP, desvio padrao.
* Tempo apos inicio dos sintomas ou diagndstico, em mediana (intervalo interquartil) ou conforme
especificado.
** [dade em mediana (minimo e mdximo), ou mediana (intervalo interquartil)”, ou média (DP)¥; n
no baseline (n no final do seguimento do estudo ou em periodo de seguimento especificado).
£ Em percentual de individuos com teste positivo ao final do seguimento do estudo, ou conforme
especificado.
1 — minimo e maximo
2 — apos pico de titulo de anticorpo
3 — apo6s primeiro teste sorologico positivo
4 — apos resolugdo dos sintomas

2.9 Profissionais de saiide e a COVID-19

Profissionais de saide estdo em especial risco para contaminacao por SARS-CoV-2 (25-26,
195-197). Estudo identificou maior prevaléncia de COVID-19 entre profissionais de saude
brasileiros sintomaticos que exercem atividade com contato direto com pacientes (71), achado
também evidenciado em outros paises (60, 198-200). Exercer atividade profissional em area
dedicada ao tratamento de pacientes com COVID-19 é apontada como associada a maior
prevaléncia da doenca em alguns trabalhos (71, 157). No entanto, outros estudos ndo identificaram
diferenca na prevaléncia entre profissionais atuantes em diferentes areas de trabalho (201-202), ou
ainda reportaram maior prevaléncia entre profissionais de areas nao dedicadas a pacientes com
COVID-19 (203), o que poderia estar associado a menor intensidade da vigilancia e de medidas
preventivas aplicadas nessas areas (34). Outro fator associado a contaminagao entre profissionais de
saude, assim como em outras categorias profissionais, é a exposicdo ocorrida externamente ao
ambiente de trabalho (203).

Promover a protecao de profissionais de satde é importante para reduzir a transmissao
nosocomial e com isso manter a capacidade assistencial das instituicdes de saide (204). Medidas
como o uso de equipamento pessoal de protecao (EPI) (203, 205-208), identificacdo precoce e
pronto isolamento de individuos transmissores do virus (60, 209-210), vacinacao (153), definicdo
de protocolos de acdo, entre outras (211-213), podem auxiliar na prevencdo e controle da
transmissao.

A aplicacdo de testes soroldgicos entre profissionais de satide tem sido descrita em estudos

de soroprevaléncia (27-29), rastreio de individuos potencialmente infectados (17, 30), avaliacdo de
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fatores de risco para contagio (17, 28, 32-33) e identificacdo de surtos (34). Os sistemas de satde
necessitam tracar estratégias de enfrentamento para a situacdo atual o mais acertadas possivel
dentro de orcamentos muitas vezes limitados. Entender a confiabilidade da informacao trazida por
determinado teste sorolégico quando aplicado em diferentes contextos clinicos e em determinadas

populagdes, como profissionais de saide, pode contribuir nesse sentido.

2.10 Hospital de Clinicas de Porto Alegre

O Hospital de Clinicas de Porto Alegre é hospital universitario vinculado a Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, localizado na cidade de Porto Alegre, e conta com mais de 6 mil
funcionarios ativos. Desde o inicio da pandemia por COVID-19, atua como referéncia regional no
tratamento a pacientes com a doenca.

Considerando o potencial impacto negativo do adoecimento entre os trabalhadores, a
instituicdo implantou medidas para reducdo da transmissao hospitalar da COVID-19 como, por
exemplo, o fornecimento continuado de EPI, instituicdo de modalidade de trabalho remoto quando
possivel, afastamento de individuos considerados de alto risco para forma grave da doenga,
alojamento de pacientes portadores de COVID-19 em setores especificos, contratacdo de novos
funcionarios para atender ao aumento da demanda de trabalho.

O Servico de Medicina Ocupacional do Hospital de Clinicas de Porto Alegre atuou
constantemente na prevencdo de infeccdo e na promocdo da saiide entre os funcionarios da
instituicdo. Como medida de cuidado foi implantado ambulatério de atendimento clinico dedicado a
avaliacdo diagnostica dos trabalhadores sintomaticos com suspeita do COVID-19 e ao seguimento
dos casos confirmados, independentemente da atividade profissional exercida ou da area de
trabalho. Desde o inicio de suas atividades o ambulatorio tem a disposicdao o teste RT-PCR para
deteccao de individuos portadores de SARS-CoV-2. Posteriormente também foram disponibilizados
teste rapido de antigeno para SARS-CoV-2 e teste sorolégico para detecgdo de IgG e IgM contra
SARS-CoV-2 (CMIA, Abbott) para uso na rotina assistencial. Outras medidas implementadas pelo
Servico de Medicina Ocupacional foram a criacdo de tele atendimentos clinicos para orientagdo a
casos suspeitos e acompanhamento remoto de casos confirmados de COVID-19, tele atendimentos
psiquiatricos e psicolégicos para apoio a profissionais diagnosticados com COVID-19 ou afetados
pelo contexto atual, e a implantacdo de programa de vacinacdao contra COVID-19 com aplicacdo de

vacina aos milhares de profissionais atuantes.
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3. MARCO CONCEITUAL

Profissionais de satde
diagnosticados com COVID-19

previamente
Caracteristicas
clinicas, Producao de
demogréficas e mmmmml)>  anticorpos contra
ocupacionais de cada SARS-CoV-2
individuio

Testagem para deteccao de IgG
anti nucleocapsideo e IgM anti
proteina S (CMIA, Abbott) apos
6 meses ou mais do diagnostico
de COVID-19

Taxa cumulativa de
infeccdo

Figura 3 - Marco conceitual do estudo
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4. JUSTIFICATIVA

Entender a capacidade de teste soroldgico em detectar infeccdo prévia por SARS-CoV-2
quando aplicado a determinado perfil de individuos e de que maneira o tempo apds a infecgao
influencia no desempenho do teste é fundamental para a avaliacdo critica e consciente dos
resultados de estudos de soroprevaléncia que empreguem o mesmo teste em populacdes de perfil
clinico semelhante. Esse conhecimento qualifica a informacdo trazida por tais estudos,
especialmente no tocante a mensuracao da progressao da doenca em uma populacdao. Da mesma
forma, permite que aspectos como a escolha do momento para aplicacdo do teste e a interpretacdo
de seus resultados em diferentes periodos apos a contaminagdo sejam avaliados com maior clareza.

Por se tratar de populacdo em risco para infeccdo por COVID-19 e fundamental para a
manutencdo da capacidade assistencial dos sistemas de saide, o emprego de medidas de protecao
contra o contagio entre profissionais de satide é de extrema importancia. Informacao de qualidade
com relacdo a fatores como taxa de contaminacao entre os profissionais de uma instituicao de saude
pode contribuir para o planejamento de medidas de enfrentamento. Ademais, esses conhecimentos
sdo importantes também para municiar os gestores com dados que auxiliem na tomada decisdo

sobre aquisicdo, ou ndo, de testes sorologicos contra SARS-CoV-2.
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5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO PRIMARIO

Descrever a prevaléncia de anticorpos contra SARS-CoV-2 identificados por teste de
imunoensaio de microparticulas por quimioluminescéncia voltado para deteccao de IgG
contra proteina do nucleocapsideo e IgM contra proteina S de SARS-CoV-2 entre

profissionais de satide com diagnostico de COVID-19 ha 6 meses ou mais.

5.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

Identificar se fatores demograficos e clinicos, assim como fatores ocupacionais,
estdo associados a presenca de teste soroldgico positivo.
Descrever as caracteristicas iniciais de uma coorte de profissionais de saide com

diagnostico de COVID-19.
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Abstract

Introduction: Several serological tests for the detection of antibodies against SARS-CoV-2
are available and have been used mainly to assess the cumulative rate of infection. The ability to
detect antibodies over prolonged periods after recovery from illness needs to be better understood.
The aim of this study is to determine the prevalence of positive serological test among healthcare
workers diagnosed with COVID-19 and to evaluate associated factors. Methods: cross-sectional

study conducted at a Brazilian tertiary hospital. Professionals who had performed a serological test
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at least 6 months after the diagnosis of COVID-19 were included. Clinical characteristics and test
results for anti nucleocapsid IgG and anti protein S IgM evaluated by chemiluminescence
microparticle immunoassay were retrieved from medical records. Results: A total of 339 subjects
were evaluated, aged 41 (34-49) years and 72.9% were women. 8.6% required hospitalization for
COVID-19. The time between infection and serological testing was 30 weeks (28.2-32.8). The
prevalence of positive IgG was 38.6% (95% CI: 33.2-44) and positive IgM was 37.7% (95% CI:
32.6-42.8), with low agreement between tests (Kappa=0.2). Positive IgG was more prevalent in
older subjects and those with a history of hospitalization for COVID-19. Positive IgM was more
prevalent in subjects with higher body mass index (BMI). Prevalence of positive serological test
decreased with the increase in time after COVID-19 infection, for both IgM and IgG. Ceonclusion:
the low seroprevalence of IgG anti nucleocapsid leads to underestimation of the cumulative rate of
infection. Furthermore, the use of IgM as a marker of recent infection can lead to erroneous
conclusions, considering the presence of positive test after a long period of infection and the low
agreement with IgG.

Key Words: COVID-19 Serological Testing, COVID-19, Healthcare workers.

Introduction

Identified in China at the end of 2019, the betacoronavirus SARS-CoV-2 (Severe Acute
Respiratory Syndrome-2) is the etiologic agent of the disease COVID-19 (coronavirus disease
2019) (1). Several serological tests designed to detect antibodies against SARS-CoV-2 are
commercially available. Its use has been described in monitoring the cumulative rate of infection (2,
3, 4), as an auxiliary tool for the diagnostic process (5, 6, 7, 8, 9, 10, 11), especially after the first
days of symptoms (12, 13, 14, 15, 16), and in risk assessment for reinfection (17, 18).

High detection rates of IgG of different specificities, but lower detection rates of IgM, have
been demonstrated in the first weeks and months after disease (13, 19, 20, 21). However, the
detection capacity during the late convalescence period appears to be non homogeneous among
commercialized tests (22, 23, 24).

Factors as disease severity, age and body mass index (BMI) have been positively associated
with the production of higher antibody levels and longer duration of serological positivity after
COVID-19 (13, 20, 25, 26, 27, 28), while the use of anti-inflammatory drugs seems to be negatively
associated (20). There is the possibility of a negative association between systemic corticosteroid,
used specially in the treatment of severe forms of COVID-19 (29), and anti-SARS-CoV-2 antibody
levels (30).
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Healthcare workers are at risk for SARS-CoV-2 contamination (31, 32) and the use of
serological tests in this population has been described in seroprevalence studies (33, 34, 35),
screening of potentially infected individuals (36, 37), assessment of risk factors for contamination
(17, 34, 38, 39), and identification of outbreaks (40). Knowing the reliability of the information
provided by a particular serological test helps to better understand the impact and characteristics of
disease transmission. This can contribute to health systems to develop confronting strategies for the
current situation to mitigate the loss of specialized human resources and reduce direct and indirect
costs.

The aim of this study is to evaluate the prevalence of positive serological test 6 or more
months after the diagnosis of COVID-19 among healthcare workers. We also sought to identify if

demographic, clinical and occupational factors are associated with serological test positivity.

Methods

Study design and setting

This is a cross-sectional study carried out between January and February 2021 in a public
hospital in southern Brazil. The institution acts as a local reference center in the treatment of
patients with COVID-19 and had more than 6,000 active employees the period of study.

Symptomatic healthcare workers are routinely evaluated and submitted to RT-PCR (Real-

Time Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction) test. The RT-PCR test used is based on the
CDC (Centers for Disease Control and Prevention, USA) protocol and apply a primer for the N1
and N2 regions of the viral nucleocapsid and also for the P gene of human ribonuclease. Healthcare
workers may also undergo serological tests at the discretion of the attending physician at any time
during or after symptoms resolution. Serological tests available at the institution are performed by
microparticle chemiluminescence immunoassay (CMIA) and processed in the ARCHITECT
immunoassay analyzer, according to the manufacturer's technical guidelines (Abbott), and are
designed to detect IgG against nucleocapsid protein or IgM against the spike protein of SARS-CoV-
2. The interpretation of the results follows the manufacturer's instructions, being positive when the
signal/cutoff (S/C) value is greater than or equal to 1.4 for anti-nucleocapsid IgG and greater than or
equal to 1.0 for anti-protein S IgM.

Participants

Healthcare workers who performed a serological test at the institution 6 months or more
after a positive RT-PCR test for SARS-CoV-2 performed during a diagnostic or screening protocol

for suspected first COVID-19 infection were considered for inclusion. Those diagnosed with
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COVID-19 before starting professional activity at the institution and those who had performed the
RT-PCR test in an external laboratory and whose exam could not be retrieved were excluded. All
individuals who met the inclusion and exclusion criteria were considered for inclusion.

Variables and data sources

Clinical and demographic characteristics, as well as occupational information and
serological test results were obtained from electronic medical records. Clinical and demographic
variables (age, sex, BMI, number of comorbidities), need for hospitalization for COVID-19, use of
systemic corticosteroids or systemic antibiotics during the episode of COVID-19, time between
positive RT-PCR and serological test, suspected reinfection by COVID-19, and occupational factors
(work area and type of activity performed) were all evaluated for association with a positive
serological test. Professional activities were classified as assistential when they demanded direct
and repetitive contact with patients and family members. Work areas were classified as: exclusive
assistential areas for patients with COVID-19, assistential areas not dedicated to patients with
COVID-19, and non-assistential areas. Suspected reinfection was defined as the onset of new
symptoms and a new positive RT-PCR at least 45 days after the previous episode of COVID-19
(41). Cases classified as reinfection were excluded from the final analysis. Subjects vaccinated with
at least one dose of a SARS-CoV-2 vaccine prior to the collection of serological test were classified
as vaccinated, and this factor was investigated as a confounding factor in the analysis, as well as the
time between the application of the vaccine and exam collection. ChAdOx1 vaccine was not
considered to define immunization status for the evaluation of anti-nucleocapsid, since this vaccine
stimulates the production of antibodies against spike protein only (42, 43, 44), unlike the other
vaccine available at the time in our instituion, the CoronaVac vaccine (45, 46).

Statistical analyses

Categorical variables were described in frequency and percentage and compared using the
chi-square test or Fisher's exact test, according to the assumption of each test. Normality was
assessed by the Shapiro-Wilk test and continuous variables were expressed as median and 25% and
75% percentiles or interquartile range (IQR) and compared using the Mann-Whitney test. A
significance level of 5% was adopted. The prevalence of positive anti-nucleocapsid IgG and anti-
protein S IgM and the respective 95% confidence intervals (95% CI) were calculated. Agreement
between IgG and IgM test results was assessed by kappa coefficient. Poisson regression with robust
variance, adjusted for vaccine status and time between vaccine application and serological test
collection, was used to identify the variables independently associated with the presence of positive
serological testing and to estimate the prevalence ratios (PR) and their respective CI 95%, with

independent models for IgG anti nucleocapsid and IgM anti protein S. Variables that showed p
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value less than or equal to 20% in univariate analysis were initially included in the regression
model, as well as the variables hospitalization for COVID-19, age and BMI, regardless of the result
in univariate analysis. The final selection of factors associated with a positive serological test was
carried out using the backward method with a significance level of 5%. The presence of collinearity
between variables was evaluated by the variance inflation factor with a cut-off point equal to or
greater than 5. For data analysis, the SPSS version 18 program (IBM Corporation, Armonk, NY,
USA) was used. The study was approved by the Research Ethics Committee of the Hospital de
Clinicas de Porto Alegre under number 3080132400005327 and financially supported by the
Research Incentive Fund of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre. This study is part of a
longitudinal project and, for this cross-sectional assessment, the application of the Informed
Consent was dispensed by the Research Ethics Committee. Each participant was coded in order to

guarantee confidentiality during the analysis.

Results

A total of 352 individuals who underwent serological testing against SARS-CoV-2 at least 6
months after the diagnosis of COVID-19 were identified, and 339 were included in the study. Of the
13 excluded individuals, 11 were excluded for having undergone an external RT-PCR test which
was not possible to recover, one for having had COVID-19 before entering the institution, and
other for having had an inconclusive result in the RT-PCR test (figure 1).

Individuals included were mostly white women, with a median age of 41 years and with a
low prevalence of comorbidities (Table 1). The period of COVID-19 diagnosis was between March
and July 2020 and the time between symptoms onset and RT-PCR test was 4 days (2-5). Only 4
subjects performed RT-PCR test more than 10 days after symptoms onset (2 subjects on the 11th
day, 1 subject on the 14th day, and 1 subject on the 22nd day). At the time of COVID-19 diagnosis,
most individuals performed assistential activities and worked in assistential areas not dedicated to
patients with COVID-19 (Table 2).

Almost all individual were symptomatic at diagnosis. Most needed outpatient treatment
during their episode of COVID-19, 29 (8.6%) needed hospitalization and 8 (2.4%) needed to be
admitted to intensive care unit (Table 1). Systemic corticosteroids were used by 76 (22.6%) subjects
as treatment for COVID-19, being more frequent among those who required hospitalization (71.4%
versus 18.2%, in subjects who needed or didn’t need hospitalization, respectively, p<0.001), as well
as the use of systemic antibiotics (85.2% versus 31.8%, in subjects who needed or didn’t need

hospitalization, respectively, p<0.001) (Table 1).
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Reinfection was detected in five individuals, all were women with a median age of 36.3
years (25.3-45.2). They worked in assistential areas, but only one in an area dedicated to patients
with COVID-19. None required hospitalization and time between episodes of COVID-19 was 126
days (100-192).

Three hundred and thirty four subjects were included in the final analysis after exclusion of
reinfection cases. A positive anti nucleocapsid IgG test was detected in 129 (38.6%, 95% CI: 33.2-
44) individual and a positive anti protein S IgM was identified in 126 (37.7%, 95% CI: 32.6-42.8).
Only 71 (20.9%) subjects presented both tests positive, resulting in a low agreement between them
(kappa=0.28). Median time between positive RT-PCR and serological testing was 30 weeks (IQR:
28.2-32.6).

No subjects received a complete SARS-CoV-2 vaccine schedule prior to serological test
collection, but 88 (25.9%) received one dose (85 received CoronaVac, 3 received ChAdOx1). The
time between vaccine application and serological test collection had a median of 2 days (IQR: 0-5).
Table 3 shows the prevalence of positive serology according to the subjects vaccination status.

Univariate analysis identified a statistically significant positive association between positive
anti nucleocapsid IgG and age (p=0.001), BMI (p=0.04), number of comorbidities (p=0.04),
hospitalization (p=0.003), use of antibiotics during the COVID-19 episode (p=0.01), and
vaccination against SARS-CoV-2 (p=0.04), and a negative association was observed with the time
between diagnosis of COVID-19 and the performance of the serological test (p=0.006). The
presence of anti protein S I[gM was also negatively related to the time between the diagnosis of
COVID-19 and the performance of the serological test (p=0.002), with no statistically significant
association being identified with the other variables evaluated.

Multivariate analysis identified association of hospitalization for COVID-19 with positive
anti nucleocapsid IgG (PR: 2.02), but not with anti protein S IgM. It was also identified that the
older the age of the subject, the higher the prevalence of positive IgG (PR for each year of life:
1.03). BMI was positively associated with positive IgM (RP for each BMI unit: 1.03) but was not
associated with positive IgG. The time elapsed after the positive RT-PCR test maintained the
negative association with positivity in serological tests identified in the univariate analysis, with the
prevalence ratio of positive IgG and positive I[gM decreasing after each week since the diagnosis of

COVID-19 (Table 4).

Discussion
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The detection rate of anti nucleocapsid IgG in our work is below that demonstrated in other
studies that evaluated IgG anti SARS-CoV-2, while the detection rate of anti protein S IgM is
similar. Gerhards et al (28) evaluated 61 patients recovered from COVID-19 with a broad spectrum
of disease severity and reported positivity for anti nucleocapsid IgG of 98.2% within 277 days after
diagnosis of COVID-19 using electrochemiluminescence immunoassay (ECMIA, Elecsys, Roche).
Liu et al (47) studied the prevalence of anti RBD (receptor binding domain) of the viral protein S in
a cohort of 52 patients with a varied disease severity profile using magnetic chemiluminescence
immunoassay and identified 95.5% of subjects with positive IgG and 22.7% with positive IgM at 6
months after the onset of symptoms. Zheng et al (48) identified a reduction in the positivity rate of
total IgM, IgM against RBD and IgM against nucleocapsid to values of 25% or less using a
chemiluminescence test applied to 172 patients recovered from hospital admission for COVID-19 at
26-27 weeks post symptom onset, while the rates of positive anti nucleocapsid IgG and anti RBD
IgG remained around 100%. Different populations and antigenic specificity of the tests used could
explain part of this differences between our results and those reported by others.

Lower detection rate of anti nucleocapsid IgG with Abbott CMIA test was also demonstrated
by Muecksch et al (23), who identified a drop in the rate of positivity greater than that observed in
other commercialized tests when applied in a period of 81 days after a positive RT-PCR test. The
Abbott test showed a positivity rate of 70.73% (95% CI 54.5-83.9), while another CMIA test for
anti protein S IgG (DiaSorin) showed 92.68% (CI 95 % 80.1-98.5) of positivity, and the tests by
ECMIA (Roche) for total antibodies against nucleocapsid and CMIA (Siemens) for total antibodies
against RBD both presented values of 97.56% (95% CI 87.1-100), all applied to the same set of
individuals. Another study evaluated 55 healthcare workers tested at 29 days (IQR 24-32) and 142
days (IQR 136-151) after the onset of symptoms of COVID-19 and found that the detection of anti
nucleocapsid IgG by the CMIA test (Abbott) showed a decrease from 78.6% (IQR: 70.1-87.2) to
45.4% (IQR: 32.2-58.6), while the ECMIA tests (Roche) for detection of total antibodies (IgG and
IgM) against nucleocapsid, CMIA (Siemens) targeting anti RBD IgM/IgG and CMIA test
(DiaSorin) for anti protein S IgG maintained or increased the detection sensitivity (above 80% to
100%) (24). Another study compared the CMIA test (Abbott) for detection of anti nucleocapsid IgG
with the ECMIA test (Roche) for the evaluation of total antibodies against the same antigen, applied
both in a population of healthcare workers, and identified that the seroprevalence measured by the
first test was of 4.2%, while with the second test it was 9.5% (22). It also identified that among the
367 individuals with prior COVID-19 infection, 35.3% had antibodies detected by the CMIA test
(Abbott) and 100% by the ECMIA (Roche) within 24 weeks (22). These data indicate that intrinsic
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characteristics of the tests explain part of the difference in detection capacity between them when
applied lately after the diagnosis of COVID-19.

Factors associated with test positivity were largely distinct between IgG and IgM. A history
of hospitalization for COVID-19, for example, was associated with the presence of anti
nucleocapsid IgG, but not with the presence of anti protein S IgM. Older individuals had a higher
prevalence of IgG, but no association between age and IgM was observed. Also, higher BMI was
associated with higher prevalence of IgM, but showed no relationship with IgG. A factor negatively
associated with both tests was the time between the diagnosis of COVID-19 and the collection of
the serological test, indicating a decrease in the seroprevalence over time after the disease.

Despite the low prevalence of hospitalization, there was a significant rate of corticosteroid
use in our population. It was evaluated if corticosteroid use could be associated with a lower
prevalence of positive serological testing, which was not identified in multivariate analysis. Also, it
was not identified association between the type of professional activity performed or workplace and
serological positivity, despite the fact that activities with direct contact with patients and work in
assistential areas dedicated to patients with COVID-19 may be associated with greater exposure to
the virus.

As limitations of the study, we point to the lack of testing for rheumatoid factor, which could
interact with the test reagents, but the fact that none of the individuals included had a previous
history of disease commonly associated with rheumatoid factor contributes to minimize this
limitation. Vaccination before the collection of serological tests was a confounding factor and
multivariate analysis was adjusted for this factor. The realization of the study in a single center and
only with healthcare workers can limit the external validity of the results. Also, as asymptomatic
individuals were not routinely tested with RT-PCR, it was not possible to exclude that part of
individuals treated as primary infection were actually reinfection cases.

In conclusion, the low seroprevalence of anti nucleocapsid IgG assessed by microparticle
chemiluminescence immunoassay resulted in underestimation of the cumulative rate of infection in
our study population. How far this can be attributed to poor test performance or population
characteristics is uncertain. Furthermore, the use of anti protein S IgM as a marker of recent
infection should not be recommended, as it may lead to wrong conclusions, considering the
presence of positive IgM after a long period of COVID-19 infection and the low agreement between

IgG and IgM.

Figures
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Figure 1
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Figure 1. Diagram of included and excluded individuals
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Tables

Table 1

Table 1. Clinical and demographic characteristics. (n=339)

Characteristic N (%) or median (25% and 75% percentiles)
Women 247 (72.9)
Age 41 (34-49)
Ethnicity
White 286 (84.4)
Black 39 (11.5)
Brown 13 (3.8)
Indigenous 1(0.3)
Symptomatic at diagnosis 336 (99.1)
BMI 27.3(24.7-31.2)
Comorbidities
Asthma* 36 (10.6)
COPD* 1(0.3)
Systemic Arterial Hypertension* 63 (18.6)
Diabetes Mellitus* 14 (4.1)
Chronic kidney disease* 1(0.3)
Current or previous neoplasm* 7 (2.1)
Heart disease* 14 (4.1)
Dyslipidemia* 26 (7.7)
Hypothyroidism* 19 (5.6)
Current or previous smoking® 53 (15.6)
Bariatric surgery* 18 (5.3)
Systemic autoimmune disease* 10 (2.9)
Chronic use of immunosuppressants* 4(1.2)
COVID-19 hospitalizations* 29 (8.6)
ICU admission® 8(2.4)
Length of stay (days)® 6 (3-6)
Treatment for COVID-19
Use of systemic corticosteroids® 76 (22.6)
Use of systemic antibiotic* 121 (36.1)
Use of other therapy** 28 (8.4)
Vaccinated 88 (25.9)
Reinfected with COVID-19 5(1.5)

n = absolute number; BMI, body mass index; COPD, chronic obstructive pulmonary disease; ICU:
intensive care unit.

* For these variables, 338 subjects were evaluated

& For these variables, 337 subjects were analyzed

£ For this variable, 336 subjects were analyzed

# Hydroxychloroquine, ivermectin, nitazoxanide, anticoagulant, acetyl salicylic acid.

Table 2

Table 2. Occupation and work area. (n=339)
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N (%)
Assistential profession 250 (73.7)
Physician 47 (13.9)
Nurse 48 (14.2)
Nursing technician 132 (38.9)
Other assistential activities 23 (6.8)
Non-assistential profession 89 (26.3)
Work area*
Assistential work area dedicated to COVID-19 99 (29.2)
Assistential work area not dedicated to COVID-19 190 (56.2)
Non-assistential work area 43 (12.7)
Remote work 6 (1.8)

n = absolute number.
* For this variable, 338 individuals were evaluated

Table 3

Table 3. Prevalence of positive serology according to vaccination status. N (%, 95% CI). (n=334)*

Not Vaccinated Vaccinated p*
88 (35.3, 29.3-41.4) 41 (48.2, 36.5-53.4) 0.039
Anti nucleocapsid IgG
n=249 n=85
88 (35.8, 30.1-41.7) 38 (43.2,33-54.2)  0.249
Anti protein S IgM
n=246 n=88

n = absolute number. Three individuals who received application of the ChAdOx1 vaccine were
considered as not vaccinated for the analysis of anti nucleocapsid IgG.

# Reinfection cases excluded.

* Pearson's chi-square test between the Non-vaccinated and Vaccinated groups.

Table 4

Table 4. Factors associated with positive serological test.

Anti nucleocapsid IgG Anti protein S IgM
(n =332) (n =318)
PR (95% CI) p PR (95% CI) p
Age (years) 1.03 (1.01-1.04) <0.001
COVID-19
hospitalization 2.02 (1.49-2.75) <0.001

BMI (Kg/m?) 0.03

--- --- 1.03 (1.00-1.06)
Time after diagnosis of

COVID-19 (weeks) 0.94 (0.91-0.98) 0.004 0.95 (0.91-0.99) 0.01
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n = absolute number; BMI, body mass index; PR, Prevalence Ratio; 95% CI, 95% Confidence
Interval
* Statistical significance of p < 0.05. Poisson regression with robust variance.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo avaliou profissionais de saide de centro tercidrio que atua como
referéncia no tratamento de casos de COVID-19 no estado do Rio Grande do Sul, populacdao com
alta exposicdo ao virus SARS-CoV-2, ndo tendo sido feita restricdio quanto a presenca de
comorbidades, tipo de local de trabalho ou de atividade profissional exercida. Os critérios de
inclusdo restringiram os sujeitos quanto ao tempo transcorrido ap6s a infeccdo, tendo sido avaliados
apenas individuo com historia de infeccdo por COVID-19 ha 6 meses ou mais. Ademais, a selecao
final resultou em amostra composta predominantemente por mulheres jovens com baixa prevaléncia
de comorbidades e episddio prévio de COVID-19 considerado leve quando utilizado critério de
necessidade de internacdo hospitalar como marcador de gravidade.

A baixa taxa de deteccdo de anticorpos IgG na populacdo em estudo indica que estudos de
soroprevaléncia podem incorrer em importante subestimacdo do grau de exposicdo e infeccdo
prévia por SARS-CoV-2. Fatores intrinsecos ao teste de imunoensaio quimioluminescente por
microparticulas disponibilizado pela empresa Abbott utilizado no trabalho, assim como
caracteristicas proprias dos individuos estudados, podem ter contribuido para esse resultado.

Embora a positividade de IgM em periodos prolongados apos a infeccao por COVID-19 seja
reportada na literatura como ocorrendo em menor frequéncia do que a de IgG, nossos resultados
demonstraram taxa de positividade semelhante para ambos os anticorpos em periodo de 6 meses ou
mais apés a infec¢do, porém com baixa correlacdo entre eles. A diferenca antigénica dos anticorpos
avaliados é fator importante para esse resultado. Independentemente, a deteccao de IgM em parcela
significativa de individuos e a fraca correlacdo com IgG indicam que o uso do teste sorolégico
avaliado neste estudo como marcador de infeccao recente pode ser inadequado.

Fatores associados a presenca de sorologia positiva, como histéria de hospitalizacao por
COVID-19, maior idade e maior IMC, assemelham-se aos demonstrados em outros trabalhos
identificados em revisdao da literatura, o que indica convergéncia do entendimento acerca desses
fatores. Além disso, a mensuragdo, por meio do calculo da razdo de prevaléncia, da associacao
negativa entre o tempo para a realizacao do teste sorolégico apés a infeccao por COVID-19 e a taxa
de positividade do teste auxilia no entendimento a respeito de como interpretar a informacao trazida
pelo do teste quando aplicado em diferentes momentos apoés a infecgao.

Uma limitacdo do estudo foi a realizacdo de vacina anti SARS-CoV-2 antes da dosagem do
teste sorologico. A aplicacao de uma dose de vacina foi associada a maior prevaléncia de teste IgG

positivo, mas ndo de IgM, refletindo o estimulo a imunidade adquirida apds o episddio infeccioso
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no passado. Essa associacdo foi considerada nos modelos multivariados que avaliaram fatores
associados a teste soroldgico positivo.

Os resultados do nosso trabalho contribuem para o entendimento acerca do uso de teste
sorologico especifico para identificacdo de exposicdo prévia a SARS-CoV-2. Os dados aqui
apresentados podem contribuir para que gestores de instituicbes com caracteristicas semelhantes
estruturem mecanismos de controle de infeccdo nosocomial entre suas equipes de trabalho. Com
relacdo a aplicagdo de testes sorolégicos, particularmente o avaliado neste estudo, seu uso deve ser
planejado com atencdo para que a tomada de decisdo ndo se baseie inadvertidamente em informacao

equivocada.
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9. PERSPECTIVAS FUTURAS

Os resultados aqui apresentados contribuem para o entendimento a respeito dos resultados
de estudos de soroprevaléncia, mas ndo respondem a todas as questdes pertinentes ao tema. A
comparacdo e combinacao com os resultados de outros trabalhos, como em revisoes sistematicas e
meta-analises, podera ampliar o conhecimento sobre o uso de testes sorologicos para identificagcdo
de infeccao prévia por COVID-19.

Outro ponto a ser explorado é a relacdo entre presenca de anticorpos apos infeccdo natural,
vacinacao, e risco para reinfeccdo por COVID-19. A avaliacdo da presenca anticorpos pode apontar
qual o melhor momento apés a infecgdo por COVID-19 em que seja mais acertada a aplicagao de
vacina contra SARS-CoV-2? Ou o numero de doses a conferir imunidade de maior duragao?

Muitas questdes ainda existem dentro do universo envolvendo COVID-19 e seus
desdobramentos. Contribuir na busca por respostas que contribuam de maneira construtiva para a

sociedade deve ser a forca motriz para as pesquisas na area.
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Introduction
Background/ 2 Explain the scientific background and rationale for the X
rationale investigation being reported (59-60)
Objectives 3 State specific objectives, including any prespecified X
hypotheses (60)
Methods
Study design 4 Present key elements of study design early in the paper X
(60-61)
Setting 5 Describe the setting, locations, and relevant dates, X
including periods of recruitment, exposure, follow-up, (60)
and data collection
Participants 6 (a) Cohort study—Give the eligibility criteria, and the X
sources and methods of selection of participants. (60-61)
Describe methods of follow-up
Case-control study—Give the eligibility criteria, and the
sources and methods of case ascertainment and control
selection. Give the rationale for the choice of cases and
controls
Cross-sectional study—Give the eligibility criteria, and
the sources and methods of selection of participants
(b) Cohort study—For matched studies, give matching NA
criteria and number of exposed and unexposed
Case-control study—For matched studies, give matching
criteria and the number of controls per case
Variables 7 Clearly define all outcomes, exposures, predictors, X
potential confounders, and effect modifiers. Give (61)
diagnostic criteria, if applicable
Data sources/ 8* For each variable of interest, give sources of data and X
measurement details of methods of assessment (measurement). (61)
Describe comparability of assessment methods if there is
more than one group
Bias 9 Describe any efforts to address potential sources of bias X
(61-62)
Study size 10  Explain how the study size was arrived at X

(61)
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Quantitative 11 Explain how quantitative variables were handled in the X
variables analyses. If applicable, describe which groupings were (61-62)
chosen and why
Statistical methods 12 (a) Describe all statistical methods, including those used X
to control for confounding (61-62)
(b) Describe any methods used to examine subgroups and X
interactions (61-62)
(c) Explain how missing data were addressed X
(62)
(d) Cohort study—If applicable, explain how loss to X (61-62)
follow-up was addressed
Case-control study—If applicable, explain how matching
of cases and controls was addressed
Cross-sectional study—If applicable, describe analytical
methods taking account of sampling strategy
(e) Describe any sensitivity analyses X (61-62)

NA, ndo se aplica




