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RESUMEN

Titulo de la tesis

Inmunidad del huésped frente al SARS-CoV-2: implicaciéon en la infeccidn y la progresion
clinica de la COVID-19.

Introduccion

Aunque la mayoria de infecciones por SARS-CoV-2 son asintomaticas o leves, una
proporciéon significativa de pacientes desarrolla una enfermedad grave con elevada
mortalidad. La respuesta inmunitaria humoral del huésped es esencial para determinar
la evolucién de la enfermedad, sin embargo, la magnitud de esta respuesta es
heterogénea en funcion de las caracteristicas de los pacientes.

A pesar del impacto global de las vacunas, sigue habiendo colectivos mas propensos a
sufrir formas graves de la COVID-19. Entre ellos los trasplantados de 6rgano sélido (TOS)
gue, por el tratamiento inmunosupresor y las comorbilidades asociadas, no solo tienen
mas riesgo clinico, sino que, ademas, las tasas de respuesta inmune tras vacunacion son
generalmente inferiores a las de la poblacion general.

Objetivos

El objetivo principal fue analizar la respuesta inmune humoral en una cohorte de
pacientes hospitalizados con COVID-19 y en otra de sujetos vacunados frente al SARS-
CoV-2 (TOS e inmunocompetentes). Los objetivos secundarios fueron caracterizar los
anticuerpos especificos 1gM e IgG totales, subclases de IgG y su funcionalidad
neutralizante frente al SARS-CoV-2 en pacientes COVID-19, ademas de estudiar su
relacion con la progresion clinica. Por otra parte, se caracterizé esta respuesta tras la
administracion de la vacuna en TOS y en individuos inmunocompetentes. Ademas, se
investigd la asociacion entre los titulos de anticuerpos especificos y neutralizantes con
caracteristicas de los pacientes. También se quiso Identificar un punto de corte del titulo
de IgM o 1gG que pudiese predecir la presencia de anticuerpos neutralizantes.
Finalmente, se pretendi® comparar los niveles de anticuerpos inducidos tras la
vacunacion con los de pacientes COVID-19.

Material y Métodos

Se llevé a cabo un estudio transversal prospectivo en dos cohortes de estudio. La
cohorte de estudio 1 estaba compuesta por 160 pacientes hospitalizados con COVID-19
durante marzo y abril de 2020. Los pacientes se clasificaron en cuatro grupos clinicos en
funcion de la gravedad: fallo respiratorio (FR) y exitus, FR y supervivencia,
oxigenoterapia sin FR y sin oxigenoterapia. Se extrajo suero al ingreso para determinar
los titulos de IgM, IgG, subclases de IgG y anticuerpos neutralizantes frente a la proteina
S del SARS-CoV-2. La cohorte de estudio 2 estaba compuesta por una subcohorte de 43
TOS (29 renales y 14 hepdaticos) y otra subcohorte de 33 sujetos inmunocompetentes,
ambas vacunadas con ARNm-1273. Se extrajeron sueros para determinar los titulos de




IgM, IgG, y anticuerpos neutralizantes frente a la proteina S del SARS-CoV-2 a cada sujeto
en tres momentos: basal (antes de administrar la primera dosis vacunal), primera dosis
(cuatro semanas después de la primera dosis) y segunda dosis (dos semanas después de
la segunda dosis).

Los titulos de IgM, IgG y subclases de I1gG se determinaron mediante ELISA. Los titulos
de anticuerpos neutralizantes se detectaron mediante neutralizacion subrogada,
método basado en un ELISA de inhibicion en el que los anticuerpos neutralizantes del
suero bloquean la unién entre la proteina S viral y el enzima ACE-2 humano.

Resultados

En la cohorte 1 de pacientes con COVID-19, no poseer al ingreso un titulo detectable de
IgM supuso cuatro veces mas riesgo de fallecer (p = 0,028). Se pudo observar que los
pacientes que desarrollaron FR y sobrevivieron tenian un titulo de IgM seis veces mas
alto que el de los que no sobrevivieron (p = 0,001) y niveles de IgG total ocho veces mas
altos que los que fallecieron (p = 0,003) y que los que requirieron oxigenoterapia (p =
0,008). Ademas, tenian titulos de IgG1 5 veces mds altos que los pacientes fallecidos (p
=0,003), que los que necesitaron oxigenoterapia (p = 0,002) y que los que no requirieron
oxigenoterapia (p = 0,023). Los fallecidos tenian unos niveles de anticuerpos
neutralizantes mas bajos que los supervivientes al FR (p = 0,03).

Se encontré correlacion entre los titulos de IgM, IgG total, 1gG1 e 1gG3 vy los titulos de
anticuerpos neutralizantes en la cohorte total, siendo la de IgM con anticuerpos
neutralizantes la de mayor magnitud (p = 0,68). Sin embargo, al analizar por grupos
clinicos, las mayores correlaciones del titulo de anticuerpos neutralizantes con los de
IgG total, IgG1 e IgG3 se observaron entre los grupos de menor gravedad.

Interesantemente, al medir la correlacidn entre los titulos de IgM, IgG total, 1gG1, 1gG3
y anticuerpos neutralizantes con los dias desde el inicio de sintomas a la extraccién del
suero, esta fue significativa en los dos grupos clinicos de menor gravedad.

Tras el andlisis multivariante se pudo comprobar que las caracteristicas del paciente que
predijeron de forma independiente el titulo de anticuerpos neutralizantes fueron el
titulo de IgM y el de IgG1.

En la cohorte 2 de pacientes vacunados, los titulos de IgM, IgG y anticuerpos
neutralizantes fueron superiores en inmunocompetentes respecto a TOS, tanto tras la
primera (p < 0,005) como tras la segunda dosis (p < 0,001). En TOS e
inmunocompetentes, el titulo de IgM e IgG generado tras la segunda dosis fue superior
al generado tras la primera dosis (p < 0,002) y al de la muestra basal (p < 0,001). Ademas,
en inmunocompetentes, el titulo de IgG tras primera dosis fue superior al de la muestra
basal (p < 0,001). Respecto al titulo neutralizante, Unicamente los inmunocompetentes
generaron un titulo tras segunda dosis superior al de la primera dosis y al del suero basal
(p <0,001). Los trasplantados hepaticos tuvieron unos titulos de IgM e IgG tras segunda
dosis superiores a los generados por los receptores renales (p < 0,042). Tras la primera
dosis, solamente los titulos de IgM fueron superiores (p = 0,035).
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Tanto en trasplantados como en inmunocompetentes, la mayor correlacién con el titulo
de anticuerpos neutralizantes fue la observada con el titulo de 1gG, tras primera dosis (p
= 0,55) y tras segunda dosis (p = 0,65). Los trasplantados hepdaticos lograron la mayor
correlacién para la primera dosis (p = 0,82) y para la segunda (p = 0,92).

Para inmunocompetentes el valor de 19.200 de IgG predecia la actividad neutralizante
con una sensibilidad del 94% y una especificidad del 90%. Para TOS el valor de 4.800
predecia la actividad neutralizante con una sensibilidad del 95% y una especificidad del
91%.

Los vacunados inmunocompetentes mostraron unos titulos IgG superiores a los
desarrollados por los pacientes COVID-19, tanto tras primera (p < 0,001) como tras
segunda dosis (p < 0,001). Para el titulo de anticuerpos neutralizantes y de IgM, fue
necesario la administracién de la segunda dosis para que los vacunados mostrasen un
titulo neutralizante superior al que generaron los pacientes COVID-19 (p < 0,001) o por
lo menos similar en el caso IgM (p = 0,511).

Conclusiones

En los pacientes con COVID-19 y FR, titulos superiores de anticuerpos totales y de
anticuerpos neutralizantes se asociaron con mejor prondstico de la enfermedad.

La correlacion de los titulos de anticuerpos totales y neutralizantes con respecto a los
dias transcurridos desde el inicio de sintomas se observé en los pacientes con COVID-19
gue no sufrieron FR.

Los titulos de IgM e 1IgG1l fueron las variables que mejor predijeron el titulo de
anticuerpos neutralizantes.

La respuesta humoral a la vacuna fue superior en inmunocompetentes que en TOS. En
los trasplantados fue necesario la administracién de la segunda dosis de la vacuna para
producir un incremento destacado de los titulos de IgM e IgG, sin embargo, no fue
suficiente para elevar significativamente el titulo de anticuerpos neutralizantes. Los
trasplantados hepaticos mostraron una respuesta humoral superior a los trasplantados
renales.

La utilizacién de un punto de corte del titulo de IgG para predecir la presencia de
anticuerpos neutralizantes tras la vacunacion mostré un desempefio muy elevado,
especialmente en TOS.

La administracion de la segunda dosis de la vacuna en inmunocompetentes generd una
respuesta humoral de elevada magnitud, sobre todo de IgG y anticuerpos
neutralizantes, siendo superior a la generada tras la infeccion natural.
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ABSTRACT

Title

Host immunity against SARS-CoV-2: implication for infection and clinical progression of
COVID-19.

Introduction

Although most SARS-CoV-2 infections are asymptomatic or mild, a significant
proportion of patients develop severe disease with high mortality. Host humoral
immune response is essential in determining disease progression; however the
magnitude of this response is heterogeneous depending on patient characteristics.

Despite the global impact of vaccines, there are patient groups more prone to severe
forms of COVID-19. Due to immunosuppressive treatment and associated
comorbidities, solid organ transplant patients (SOT) are at higher clinical risk and also
have lower immune response rates after vaccination than those of the general
population.

Aims

The main objective was to analyze the humoral immune response in a cohort of
hospitalized patients with COVID-19 and in a cohort of subjects vaccinated against
SARS-CoV-2 (SOT and immunocompetent). The secondary objectives were to
characterize the specific IgM and IgG total antibodies, I1gG subclasses and their
neutralizing activity against SARS-CoV-2 in COVID-19 patients, as well as to study their
relationship with clinical progression. On the other hand, this response was
characterized after vaccine administration in SOT and immunocompetent individuals.
In addition, associations between specific and neutralizing antibody titers with patient
characteristics were studied and a cut-off point for IgM or IgG titer that could predict
the presence of neutralizing antibodies was investigated. Finally, the levels of
antibodies induced after vaccination were compared with those of COVID-19 patients.

Material and Methods

A prospective cross-sectional study was conducted in two study cohorts. The cohort 1
was composed of 160 hospitalized patients with COVID-19 during march and april
2020. Patients were classified into four clinical groups according to severity:
respiratory failure (RF) and exitus, RF and survival, oxygen therapy without RF, and no
oxygen therapy. Serum was drawn at admission to determine the IgM, IgG, 1gG
subclasses and the SARS-CoV-2 S protein neutralizing antibody titers. The cohort 2 was
composed of a subcohort of 43 SOT (29 kidney and 14 liver) and a subcohort of 33
immunocompetent subjects, both groups vaccinated with two dosis of the mRNA-1273
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vaccine. IgM, 1gG, and SARS-CoV-2 protein S neutralizing antibody titers were
determined in sera to from each subject at three time points: at baseline (before
administration of the first vaccine dose), after the first dose (four weeks after the first
dose), and after the second dose (two weeks after the second dose).

IgM, 1gG and IgG subclass titers were determined by ELISA. Neutralizing antibody titers
were determined using a surrogate neutralization assay, a method based on
determining the neutralizing activity of the antibodies present in the patient serum by
quantifying using a ELISA assay, the capacity to block the binding between the viral S
protein and the ACE-2 human receptor.

Results

We have demonstrated that COVID-19 patients (cohort 1) with no detectable IgM
titers at admission had four times increased risk of death tan patients with detectable
IgM titers (p = 0.028). Patients who developed RF and survived had a 6-fold higher IgM
titer than those who did not (p = 0.001) and 8-fold higher total I1gG levels than those
who died (p = 0.003) and those who required oxygen therapy (p = 0.008). In addition,
they had IgG1 titers 5 times higher than those who died (p = 0.003), those who
required oxygen therapy (p = 0.002) and those who did not require oxygen therapy (p
= 0.023). Deceased patients had lower neutralizing antibody levels than RF survivors (p
= 0.03).

In the total cohort, we found a correlation between having IgM, total IgG, 1gG1 and
IgG3 titers and neutralizing antibody titers, with IgM and neutralizing antibodies being
the highest in magnitude (p = 0.68). However, when analyzing by severity groups, the
highest correlations of neutralizing antibody titer with those of total I1gG, IgG1 and IgG3
were observed among the lower severity groups.

Interestingly, when measuring the correlation between IgM, total I1gG, 1gG1, 1gG3 and
neutralizing antibody titers with days from symptom onset to serum collection, it was
significant in the two lowest severity clinical groups.

Multivariate analysis showed that the patient characteristics that independently
predicted neutralizing antibody titer were IgM and IgG1 titers.

In the vaccinated cohort (cohort 2), IgM, 1gG and neutralizing antibody titers were
higher in immunocompetent than in SOT, both after the first (p < 0.005) and second
dose (p < 0.001). In SOT and immunocompetents, IgM and IgG titer generated after the
second dose was higher than after the first dose (p < 0.002) and the baseline sample (p
< 0.001). Furthermore, in immunocompetent patients, 1gG titer after the first dose was
higher than the baseline sample (p < 0.001). Regarding the neutralizing titer, only
immunocompetents generated a higher titer after the second dose than the first dose
and the baseline serum (p < 0.001). Liver transplant recipients had higher IgM and IgG
titers after the second dose than those generated by renal recipients (p < 0.042). After
the first dose, only IgM titers were higher (p = 0.035).
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In both transplant recipients groups and immunocompetent recipients, the highest
correlation with neutralizing antibody titers was observed with IgG titer, after the first
dose (p = 0.55) and after the second dose (p > 0.65). Liver transplant recipients
achieved the highest correlation for the first dose (p = 0.82) and for the second dose (p
= 0.92).

For immunocompetent individuals, 1gG value of 19,200 predicted neutralizing activity
with 94% sensitivity and 90% specificity. For SOT the value of 4,800 predicted
neutralizing activity with 95% sensitivity and 91% specificity.

Immunocompetent vaccinated individuals showed higher IgG titers than COVID-19
patients, after the first (p < 0.001) and second dose (p < 0.001). Administration of the
second dose was necessary in this group, to detect neutralizing antibody and IgM
titers, higher than COVID-19 patients (p < 0.001) or at least at similar levels in the case
of IgM (p = 0.511).

Conclusions

In COVID-19 patients with RF, higher titers of total and neutralizing antibodies were
associated with better disease prognosis.

Correlation of total and neutralizing antibody titers with days since symptom onset
was observed in COVID-19 patients without RF.

IgM and IgG1 titers were the variables that best predicted neutralizing antibody titer.

Humoral response to the vaccine was higher in immunocompetent patients than in
SOT. In transplant recipients, administration of the second dose of the vaccine was
necessary to produce a significant increase in IgM and IgG titers; however, it was not
enough to significantly increase the neutralizing antibody titer. Liver transplant
recipients had a higher humoral response than renal transplant recipients.

Use of IgG titer cutoff point to predict the presence of neutralizing antibodies after
vaccination showed a very high performance, especially in SOT.

Administration of the second dose of the vaccine in immunocompetents generated a
humoral response of high magnitude, especially IgG and neutralizing antibodies, being
higher than those generated after natural infection.
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1. INTRODUCCION

1.1 Caracteristicas generales del Coronavirus 2 del sindrome respiratorio agudo
severo (SARS-CoV-2)

A finales de diciembre de 2019, un nuevo coronavirus fue identificado como un nuevo
agente infeccioso causante de la etiologia de varios casos de neumonia severa en la
ciudad de Wuhan, China y fue nombrado como coronavirus 2 del sindrome respiratorio
agudo severo (SARS-CoV-2). La enfermedad producida fue denominada COVID-19
(enfermedad infecciosa por coronavirus del afio 2019), que se disemind por todo el
mundo dando lugar a la actual pandemia (1,2).

El SARS-CoV-2 es un virus envuelto de RNA de polaridad positiva, con capsida helicoidal
y de un tamaio de 0,1 micras, aproximadamente. Genéticamente, la secuencia de RNA
comparte una mayor similitud con los coronavirus del murciélago; concretamente la
mayoria de la evidencia apunta a que el coronavirus del murciélago RaTG13 pudo ser el
origen del SARS-CoV-2. Sin embargo, no se sabe con exactitud si este nuevo coronavirus
paso6 directamente de los murciélagos al hombre o si hubo un hospedador intermedio
en el que el SARS-CoV-2 acabd de constituirse como tal (3,4).

Durante la infeccidn de las células diana del huésped, la proteina viral de la espicula (S)
se une al receptor celular, la enzima convertidora de angiotensina tipo 2 (ACE-2). En el
proceso de entrada también participa otro receptor del huésped, la serin proteasa de
transmembrana tipo 2 (TMPRSS-2), que se encarga de catalizar la escisiéon de las
subunidades S1y S2 de la espicula para permitir la fusién de las membranas del virus y
de la célula (5,6).

La COVID-19, enfermedad producida por SARS-CoV-2, es mayoritariamente respiratoria,
pero puede hacerse sistémica y afectar a practicamente cualquier érgano, alterar la
respuesta inmune y la hemostasia. De manera general, la COVID-19 tiene dos fases bien
diferenciadas en el curso de la infeccion. Una fase temprana correspondiente a la
primera semana tras el contagio, caracterizada por la replicacion viral. Y una fase tardia
a partir de la segunda y tercera semana, caracterizada por una hiper inflamacién
sistémica y disminucion de la replicacion viral (7,8).

1.2 Taxonomia

Los Coronavirus u Orthocoronavirinae son una subfamilia dentro de la familia
Coronaviridae, que se encuadra en el orden de los Nidovirales (generan primeramente
un RNAm discontinuo que sirve de molde para luego replicar la secuencia continua). La
familia Coronaviridae se subdivide en cuatro Géneros (Figuras 1y 2): Alphacoronavirus,
Betacoronavirus, Gammacoronavirus y Deltacoronavirus. Unicamente los géneros
Alphacoronavirus y Betacoronavirus son los que infectan al ser humano.

Dentro del género Alphacoronavirus destacan las especies de coronavirus estacionales
229E y NL63 y en el género Betacoronavirus OC43, HKU1 y los coronavirus pandémicos
pertenecientes a los subgéneros Sarbecovirus y Mervecovirus.
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La especie del coronavirus 2 del Sindrome Respiratorio Agudo Severo (SARS-CoV-2)
pertenece al subgénero Sarbecovirus en el que también esta incluido el coronavirus 1
(SARS-CoV-1). En el subgénero Merbecovirus estaria englobado el coronavirus del
Sindrome Respiratorio de Oriente Medio (MERS) (9).

Figura 1. Clasificacion taxondmica de los principales coronavirus que producen infeccién
en humanos (10).

Orden: Nidovirales
Familia: Coronaviridae

Subfamilia: Letovirinae
Subfamilia: Orthocoronavirinae

Género: Alphacoronavirus

Subgénero: Colacovirus
Subgénero: Decaacovirus
Subgénero: Duvinacovirus
Especie: Coronavirus Humano 229E
Subgénero: Luchacovirus
Subgénero: Minacovirus
Subgénero: Minunacovirus
Subgénero: Myotacovirus
Subgénero: Nyctacovirus
Subgénero: Pedacovirus
Subgénero: Rhinacovirus
Subgénero: Setracovirus
Especie: Coronavirus Humano NL63
Subgénero: Soracovirus
Subgénero: Sunacovirus
Subgénero: Tegacovirus

Género: Betacoronavirus

Subgénero: Embecovirus
Especie: Coronavirus Humano HKU1
Especie: Coronavirus Humano OC43
Subgénero: Hibecovirus
Subgénero: Merbecovirus
Especie: Coronavirus del sindrome respiratorio de Oriente
Medio (MERS-CoV)
Subgénero: Nobecovirus
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Subgénero: Sarbecovirus
Especie: Coronavirus 1 del sindrome respiratorio agudo
severo (SARS-CoV-1)
Especie: Coronavirus 2 del sindrome respiratorio agudo
severo (SARS-CoV-2)

Género: Gammacoronavirus
Género: Deltacoronavirus

Figura 2. Arbol filogenético de la subfamilia Orthocoronavirinae o Coronavirus (10).

1.3 Caracteristicas genéticas del SARS-CoV-2

Genéticamente el SARS-CoV-2 posee un genoma de RNA de cadena simple con polaridad
positiva constituido por unos 30.000 pares de bases aproximadamente, que es
considerado un tamarfio especialmente grande dentro de los virus de RNA. Posee una
tasa de mutacion relativamente baja, gracias a la capacidad de correccidn de errores de
la exonucleasa ExoN, lo que conlleva a que se produzca un cambio de nucledtido por
cada millon de nucledtidos copiados; esta es una de las posibles razones que explican la
elevada longitud del genoma de esta subfamilia (11).

La estructura genética del SARS-CoV-2 es muy similar al coronavirus del murciélago
RaTG13, con un porcentaje de similitud del 96%, seguido por el coronavirus del pangolin
con una similitud del 91%. Por contra, los coronavirus humanos con mayor similitud son
el SARS-CoV y el MERS con un 80% y un 55%, respectivamente. Los coronavirus
causantes del resfriado comparten sdlo una similitud del 50% (4,12).
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El genoma del SARS-CoV-2 tiene 14 marcos abiertos de lectura (ORF) que dan lugar a 29
proteinas, dado a que tras la traduccion del RNAm se produce una gran poliproteina;
ORF1lab. Los genes ORF 1a y ORF1b se traducen en la poliproteina del mismo nombre
que es cortada gracias a las proteasas virales (3CLpro y PLpro) en 16 proteinas no
estructurales (NSP). Entre estas proteinas no estructurales destacan las proteasas, la
RNA polimerasa RNA dependiente (RpRd), la helicasa y la exonucleasa (13,14).

Los 4 genes que codifican las 4 proteinas estructurales del virus son el gen S de la
espicula, el M de la proteina de membrana, el N de la nucleocdpsida y el E de la proteina
de la envuelta.

Existen ademds 6 genes que codifican 9 factores accesorios, estos genes son ORF 3a,
ORF 6, ORF7a, ORF7b, ORF8 y ORF10 (Figura 3).

La replicacién viral tiene lugar en el citoplasma mediante un mecanismo Unico de
replicacion anidada en la que una hebra de RNA lider actia como guia de la RNA
polimerasa viral en varios puntos con extremo 3° idéntico, lo que supone una
transcripcién discontinua (15).

Figura 3. Genoma del SARS-CoV-2 y proteinas codificadas (16).

Genoma del SARS-CoV-2 (pb)
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1.4 Caracteristicas protedmicas del SARS-CoV-2
El virus esta compuesto de un total de 29 proteinas, 16 de las cuales son proteinas no
estructurales, 4 proteinas estructurales y 9 factores accesorios (17-20).

1. Proteinas no estructurales (NSP)

Los genes ORFla y ORF1b codifican para la poliproteina 1ab (pp 1ab), la cual se escinde
por auto protedlisis en 16 proteinas no estructurales (NSP1-NSP16), lo que se conoce
como el complejo replicasa-transcriptasa. Esta protedlisis tiene lugar gracias a las
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proteasas NSP 3 (proteasa similar a la papaina (PLpro), que corta ppla en 11 proteinas
no estructurales) y NSP 5 (proteasa principal (3C-like protease: 3CLPro)), que corta el
grupo C-terminal de las proteinas de NSP4 a NSP16 que forman parte de la propia pp
lab.

Otras proteinas de este complejo replicasa-transcriptasa son el complejo
NSP3/NSP4/NSP6 encargado de inducir la produccién de dobles membranas para
permitir la replicacidn viral, el complejo primasa NSP7-NSP8 que actia como iniciador
de la transcripcion, NSP9 con capacidad de unidn al RNA y permitir la replicacién, [de
NSP11 no se conoce la funcion], NSP12 (la RNA polimerasa RNA dependiente (RpRd)),
NSP13 con actividad helicasa que permite el desenrollamiento del RNA para ser
accesible, NSP14 con actividad exoribonucleasa correctora de errores, NSP15 con
actividad endoribonucleasa y el complejo NSP10 (N7-metiltransferasa)/NSP16 (2 o-
metiltransferasa) que permiten la modificacién post-transcripcional (capping) del RNAm
para favorecer la correcta traduccién.

Ademas de formar parte del complejo replicasa-transcriptasa, fundamental para la
replicacion del virus, algunas de estas NSP interfieren directamente sobre procesos
celulares (16):

- NSP1: capacidad de alterar el ciclo celular y el transporte nuclear ademas de inhibir la
expresion de interferones de tipo I.

- NSP2: modificar las membranas celulares.
- NSP4: actuar sobre los organulos de la célula huésped.

- NSP5: modificar la matriz mitocondrial y los procesos de muerte celular por estrés
oxidativo.

- NSP6: influir sobre los transportadores activos de transmembrana.
- NSP7: actuar sobre el transporte nuclear y la estructura de las membranas.

- NSP8: actuar sobre la formacién del complejo ribonucleoproteina y la regulacién
postranscripcional, ademas de afectar al trafico del reticulo endoplasmatico y el aparato
de Golgi.

- NSP9: participar en el desensamblaje de estructuras celulares, transporte nucleary en
el silenciamiento génico.

- NSP10: interferir en la unién de membranas.

- NSP13: interaccionar con la actividad de los microtubulos, reconfigurar el trafico del
reticulo endoplasmatico y el aparato de Golgi y también tiene capacidad de alterar la via
del interferdn.

- NSP14: actuar sobre la produccién de especies reactivas de oxigeno.

- NSP 15: interferir en la respuesta inmune por la via del interferon.
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2. Proteinas estructurales

Los genes S, E, My N codifican 4 proteinas estructurales del mismo nombre; la proteina
S spike o espicula, la proteina E o proteina de la envuelta, la proteina M o proteina de la
membrana y proteina N o proteina de la nucleocdpsida. En la Figura 4 se representa un
esquema de la localizacidn de las proteinas estructurales dentro del virus. Sus funciones
son (5,21,22):

- Proteina S: situada en la envuelta del virus, es un trimero compuesto por las
subunidades S1,S2 y RBD (o dominio de unién al receptor). Esta proteina es la encargada
de iniciar la infeccidn viral de la célula huésped uniéndose al receptor celular ACE-2,
concretamente a través de la subunidad RBD que estad contenida en la subunidad S1. A
continuacion, la proteina del huésped TMPRSS-2 se encarga de la digestion realizando
un corte proteolitico entre los dominios S1 y S2, permitiendo que la subunidad S2
cumpla la tarea de fusionar las membranas del virus con la célula diana, por medio de
una region rica en aminodcidos hidrofébicos llamada péptido de fusidn

- Proteina E: es la proteina de la envuelta y la mds pequefiia del virus. Se encarga de dar
solidez a la envuelta y es fundamental para el ensamblaje y liberacion de la particula
viral. Ademads, modifica los compartimentos de la endomembrana para favorecer la
replicacion.

- Proteina M: se encuentra también en la envuelta y es la proteina mas abundante en
esta localizacidon. Permite la incorporacidn de la espicula a la envuelta de los nuevos
virus, ademas interactua con E para facilitar la produccién y salida del virién de la célula
huésped. También tendria un papel relevante en las membranas celulares y en el
transporte a través del reticulo endoplasmatico y aparato de Golgi. Ademas, es capaz de
inhibir el factor de transcripcién NFkB.

- Proteina N: se encuentra unida al material genético y es la proteina mas abundante del
virus. Su funcidn principal es mantener la estabilidad del material genético en el interior
de la estructura viral y permitir su entrada en la célula. Ademas, interacciona con
componentes celulares como la inhibicion del interferén de tipo | o del ciclo celular
inhibiendo el complejo CDK.
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Figura 4. Localizacion de las proteinas estructurales dentro del virus.
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3. Factores accesorios

En cuanto a los factores accesorios, estos son codificados a partir de los genes ORF3a,
ORF6, OTF7a, ORF7b, ORF8 y ORF10. Destacar los factores accesorios: (16,17,23).

- ORF3a: actua sobre la fusion del fagosoma-lisosoma y modificando la endomembrana
con la aparicion de canales idnicos.

- ORF3b: inhibidor del interferdn de tipo I.

- ORF6: estaria implicado en el silenciamiento génico, en el transporte nuclear y
actuando sobre la via del interferdn al inhibir el complejo nuclear exportador de RNAm.

- ORF7a: implicado en la inhibicidn de los interferones de tipo | a través del bloqueo de
la glicosilacidon de BST-2 (antigeno estromal de la médula ésea 2 o tetherina).

- ORF8: papel en el metabolismo de glicoproteinas, el trafico del reticulo endoplasmatico
y aparto de Golgi y la evasidon del sistema inmune a través de la inhibicidn del interferén

B.

- ORF9b: participa en el desensamblaje de los componentes celulares e interfiriendo en
la respuesta del interferén impidiendo la activacién de IRF-3 (factor regulador del
interferdn de tipo 3, que favorece la transcripcion de interferén a 'y B).
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1.5 Epidemiologia

Desde su aparicion en China a finales de 2019, el SARS-CoV-2 se ha expandido por todo
el mundo produciendo hasta la fecha mas de 660 millones de casos y casi 7 millones de
muertos (24).

La via de transmision mayoritaria es de persona a persona a través de secreciones
respiratorias en contacto cercano (inferior a los 2 metros), pero también se ha descrito
la transmisidn a través de aerosoles generados en la tos o estornudos y que tienen un
alcance superior a los dos metros al estar las particulas suspendidas en el aire (25,26).
Otra via, aunque minoritaria, es a través del contacto con superficies contaminadas para
a continuacion entrar en contacto con las mucosas, a través de las manos mayormente
(27). Aunque el SARS-CoV-2 ha sido detectado en muestras no respiratorias como las
heces, el semen, la sangre o las secreciones oculares, su papel en la transmisién no es
significativo (28).

En cuanto a la transmisidn congénita, han sido descritos pocos casos a partir del tercer
trimestre de embarazo, estimandose en torno al 2% de las madres infectadas siendo por
tanto una via de infeccién muy poco habitual (29).

Respecto al periodo de infectividad, el momento de maxima probabilidad de
transmisién se sitla en la fase mas temprana de la enfermedad, coincidiendo con la
mayor carga viral. Concretamente se estima en dos dias antes del inicio de sintomas y
durante los 7 primeros dias de sintomas, mas alld de este periodo el riesgo de
transmisién es muy bajo (30,31).

De manera general la duracién media de deteccion del material genético viral en
muestras respiratorias es de 18 dias, pero analizdndolo por grupos de edad y gravedad
clinica, en los pacientes mayores y con un cuadro clinico mas grave este periodo de
deteccion puede ser mas prolongado (32,33).

Aunque la deteccién del RNA del virus pueda hacerse durante periodos de tiempo muy
prolongados, incluso cuatro meses después del inicio de sintomas, esto no indica
capacidad infecciosa necesariamente (32,34). En los estudios de viabilidad viral en
cultivo se ha visto que, en la mayoria de pacientes leves-moderados, la deteccién de
virus viable mas alld de los 10 dias del inicio de sintomas es muy excepcional. En
pacientes con cuadro grave o inmunodeprimidos se ha demostrado viabilidad del virus
entre los 21-103 dias del inicio de los sintomas (34-36).

La viabilidad viral esta relacionada con la carga viral, y algunos trabajos han fijado un
punto de corte por debajo del cual el paciente no tendria virus con capacidad infecciosa.
El punto de corte se ha establecido en una carga viral por debajo de 10° copias/mL o un
Ct mayor de 25, aunque este Ultimo pardmetro estd sujeto a gran variabilidad
dependiendo de la NAAT (técnica de amplificacion de acidos nucleicos) y las dianas
génicas empleadas (37,38).

Adicionalmente, existen numerosas evidencias, entre las que se incluyen estudios de
viabilidad viral, que confirman la capacidad de transmision del SARS-CoV-2 en individuos
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asintomaticos o presintomaticos (39,40). Sin embargo, la capacidad transmisora de los
pacientes sintomaticos es superior, hasta casi cuatro veces mas, a la de los pacientes sin
sintomas (41,42). Dado que los pacientes asintomaticos no tienen sospecha de estar
infectados, no suelen tomar medidas preventivas o de aislamiento, contribuyendo en
gran medida a la transmisién del virus a otros individuos de su entorno. En este sentido,
en un estudio publicado por el CDC se estimo6 que el 59% de los contagios han sido
debidos a individuos asintomaticos o presintomaticos (43).

1.6 Patogeniay respuesta inmune

1.6.1 Consideraciones generales

La infeccion de las células del huésped se produce a través de la proteina espicula en
conformacion prefusion, concretamente mediante la regién RBD. El RBD se une al
receptor ACE-2 del huésped y se genera un cambio conformacional en la espicula
facilitado por el correceptor del huésped TMPRSS-2, que realiza un corte entre las
subunidades S1 y S2 de la espicula. En ese momento la espicula pasa a conformacion
post fusién permitiendo la entrada del virus al interior de la célula huésped (5,21).

La respuesta inmune innata es la primera en actuar, principalmente a través de
macrofagos y neutréfilos que reconocen a patrones moleculares asociados a patdgenos
(PAMPs) como el material genético viral, o patrones moleculares asociados a dafio
(DAMPs) generados por las células infectadas. Tanto los PAMPs como los DAMPs, son
reconocidos por los receptores de reconocimiento de patrones (PRRs), como los
receptores similares a Toll de tipo 3 (TLR-3) o similares a RIG-I (RLRs). Este
reconocimiento supone la secrecidon de citoquinas (IL-6, INF- a, INF- B e INF- vy
mayormente) y quimiocinas (proteina quimiotactica de monocitos 1 (MCP-1) y ligando
10 de quimiocina con motivo C-X-C (CXCL-10)) lo que facilita la atraccién de mas células
del sistema inmune. Dentro de las células de la respuesta innata destacadas en la
infeccion por SARS-CoV-2 y en otras viriasis estdn los linfocitos NK, los cuales son
estimulados por las citoquinas anteriormente nombradas y tiene por un lado, una
funcién efectora facilitando el aclaramiento viral, y por otro lado una funcidn
coordinadora de las respuesta innata y adaptativa (44-47).

La accién de la respuesta inmune adaptativa va precedida de la presentacidon de
antigenos por parte de las células presentadoras de antigeno (células dendriticas y
macréfagos), aunque también directamente por las células infectadas. Cuando los
antigenos son presentados a través de complejo mayor de histocompatibilidad de tipo |
(MHC-1) se produce la activacion de los linfocitos T CD8 citotdxicos (Tc) mediante su TCR.
Los linfocitos T CD8 actuarian directamente lisando las células infectadas por la
liberacién de perforinas y granzimas (48,49).

Cuando los antigenos son presentados a través de complejo mayor de
histocompatibilidad de tipo Il (MHC-II), se produce la activacion de los linfocitos T CD4
colaboradores (Th), inicialmente ThO. Estos ultimos se diferencian en Thl que
aumentaria la liberacién de INF- y o activaria a mas linfocitos T CD8, o por otro lado se
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diferencian en Th2 que estimularian a los linfocitos B para expandirse, transformarse en
células de memoria y células plasmaticas y liberar anticuerpos frente al virus. En la Figura
5 se representa un esquema de la respuesta inmune adaptativa ante la infeccion por
SARS-CoV-2. Posteriormente los linfocitos B de memoria llevaran a cabo el cambio de
isotipo y la maduracion de la afinidad de los anticuerpos mediante mutacidn somatica,
lo que permitird optimizar la respuesta humoral (50). Estos anticuerpos pueden actuar
neutralizando la entrada del virus o eliminando directamente las células infectadas. Esta
eliminacion de las células infectadas se puede llevar a cabo a través de la activacién de
la via cldsica del complemento (formacion del CAM vy proteinas del complemento que
atraen a células inmunes) o facilitando la fagocitosis o la citotoxicidad mediada por
anticuerpos mediante el receptor Fc (51).

Figura 5. Respuesta inmune adaptativa ante la infeccion por SARS-CoV-2.
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1.6.2 Inmunopatogenia

En el pulmdn el SARS-CoV-2 infecta mayoritariamente a las células alveolares tipo 2 (que
tienen gran expresién de ACE-2), lo que supone una disminucion en la liberacién de
interferén (52). La respuesta inmune innata, a través de células epiteliales pulmonares,
macrofagos alveolares y neutréfilos, hace de iniciadora de la respuesta adaptativa a
través de linfocitos T y B (53). En los casos de infeccion grave, tiene lugar lo que se
conoce como sindrome de dificultad respiratoria aguda (SDRA), en el que se produce
una inflamacion de las células del endotelio pulmonar, danos alveolares difusos y dafios
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en la membrana hialina de los alvéolos; lo que conduce al ensanchamiento intersticial y
al edema pulmonar (54). Este edema de pulmén se debe a la infiltracidn masiva de
células de la respuesta adaptativa. La disminucion del nimero de linfocitos en sangre
periférica vista en los pacientes graves se ha explicado por la infiltracién pulmonar
masiva de éstos, y por tanto su secuestro en los pulmones (55,56).

Ademas, en estos casos se observa una mayor expresién de genes de activacion y
migracion (GZMA, GZMK, ITGA1 y CXCR6), asi como la liberacién de elevados niveles de
citoquinas proinflamatorias y procoagulantes, que daran lugar al sindrome de liberacién
de citoquinas o tormenta de citoquinas, un estado hiperinflamatorio caracteristico de
los pacientes con un cuadro severo. En la tormenta de citoquinas destacan sobre todo
IL-6, TNF-a e IL-1B como principales artifices de este estado de hiperinflamacién, que
ademds estan implicados especificamente en los mecanismos que conllevan a la
linfopenia y a una respuesta Th1 inadecuada (53,57,58).

De manera general, en el sindrome de liberacion de citoquinas se elevan quimiocinas y
citoquinas como CCL2/3/5, CXCL8/9/10, IFN-y, TNF-a, IL-1B, IL-1RA, IL-6, IL-7, IL-8, IL-12,
IL-33, factor estimulante de colonias granulociticas (G-CSF), factor de crecimiento del
endotelio vascular A (VEGFA) o subunidad B del factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGFB), lo que va a favorecer el reclutamiento de mas leucocitos hacia los
tejidos y por tanto potenciar el dafio tisular (59,60). Ademas, las citoquinas liberadas por
los linfocitos Th17 (IL-17 principalmente) se han visto implicadas especialmente en el
dano pulmonar al facilitar la permeabilidad vascular y por tanto la afluencia masiva de
células del sistema innato (61).

Aunque la respuesta celular T es esencial para el control de la infeccién, también puede
ser responsable del dafio en los tejidos si esta respuesta es excesiva, a través de una
mayor liberacidon de citoquinas y mayor actividad efectora seguida de extenuacién
celular. Cuando la respuesta efectora de los linfocitos T se prolonga mucho en el tiempo
por una estimulacion antigénica constante, éstos comienzan a sobreexpresar receptores
inhibidores de la respuesta inmune como PD-1, CTLA-4, TIM-3 o TIGIT, lo que da lugar a
una progresiva pérdida de la funcién efectora; es lo que se conoce como extenuacion
de los linfocitos Ty es observada principalmente en los casos severos (62—-64).

En lineas generales, los pacientes con cuadros graves de COVID-19 presentan una
descoordinacién entre las respuestas innata y adaptativa, lo que se traduce en una
liberacion masiva de citoquinas y la presencia de linfocitos T que sobreexpresan
marcadores de extenuacion, lo que en ultima instancia permite la infeccion masiva del
virus y el dafio tisular (53).
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1.6.3 Respuesta inmune humoral

1.6.3.1 Cinética de la respuesta inmune humoral, isotipos y subclases de
inmunoglobulinas

Entre los 7y 21 dias, la gran mayoria de los individuos infectados desarrollan anticuerpos

frente a los antigenos estructurales del virus, principalmente frente a la proteina N y

frente a la proteina S (65).

Los principales isotipos de las inmunoglobulinas son las IgA, IgM e IgG, y aparecen de
manera practicamente simultanea en la primera semana del inicio de sintomas. Las IgG
pueden tardar unos dias mas en aparecer, pero perduran mas tiempo y tienen mayor
afinidad por los antigenos (65).

El isotipo IgM se utiliza como marcador de infeccidon aguda y se empieza a elevar en la
primera semana de los sintomas para alcanzar el pico de su titulo entre los 20-30 dias
tras la infeccion (66,67). A partir del mes de la infeccidn, el titulo empieza a descender
progresivamente (68).

El isotipo IgA aparece entre los 6-8 primeros dias tras la infeccidn, alcanzando el pico a
los 20-22 dias (66,69). A partir de los dos meses el titulo desciende (68).

Por ultimo, el isotipo 1gG, que se utiliza como marcador de infeccidn previa o infeccion
presente de varios dias de evolucidn, se eleva a los 10-14 dias del comienzo de la
infeccidn, tras la presentacion de antigenos a los linfocitos T y el cambio de isotipo. El
pico de titulo de anticuerpos se alcanza el dia 25-30 (70,71). El titulo se mantiene
elevado mas de 6 meses después del inicio de la sintomatologia (72).

Los anticuerpos IgG se dividen en cuatro subclases, 1gG1, 1gG2, IgG3 e IgG4. De manera
general 1gG1 e 1gG3 son subclases que actUa tipicamente frente a antigenos proteicos
bacterianos y virales, mientras que 1gG2 suele actuar frente a polisacaridos, mas
habituales en bacterias capsuladas. La subclase IgG4 se relaciona con cuadros alérgicos
e infecciones parasitarias. En la infeccion por SARS-CoV-2 las dos subclases que se han
visto mas elevadas son IgG1 e IgG3, tipicamente elevadas en infecciones virales. Ademas
estas dos subclases tienen un peso muy elevado en la neutralizacion, fagocitosis,
activacion del complemento y en el caso de IgG1 de permitir la citotoxicidad mediada
por anticuerpos (73,74).

Respecto a la diana viral, los anticuerpos IgG frente a N suelen aparecer junto a los
anticuerpos frente a S pero son los que menos tiempo estan circulantes, teniendo una
vida media de dos meses (75). Por el contrario, los anticuerpos IgG frente a S, vy
concretamente frente a la regién RBD, son los que tienen mayor titulo y mayor
permanencia en el suero, siendo detectables a los seis meses o0 mas en la mayoria de
pacientes convalecientes, aunque en los dos primeros meses haya un descenso del titulo
(75-77). Los anticuerpos detectados en los dos primeros meses corresponden a los
generados por las células plasmaticas de vida corta, mientras que los que se detectan a
partir del segundo mes y que se prolongan hasta los 6 meses o mas, corresponderian a
los producidos por células plasmaticas de vida larga o linfocitos B de memoria (78,79).
Respecto a la funcidén neutralizante, la mayoria de los anticuerpos con actividad
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neutralizante descritos, van dirigidos frente a la proteina S, y se ha demostrado una
buena correlaciéon entre estos y los titulos de anticuerpos totales especificos frente a S,
ya sean de los isotipos IgA, IgM o IgG (80).

Es importante anadir que existen estudios que han comprobado un aumento, a los
pocos meses de la infeccidon, del nimero de linfocitos B de memoria y células
plasmadticas circulantes especificas de la proteina S y concretamente de la region RBD,
lo cual sugeriria una respuesta humoral a largo plazo, aunque el titulo de anticuerpos
circulantes disminuya con el tiempo (81,82).

La cinética de los diferentes isotipos de anticuerpos especificos frente al SARS-CoV-2 se
representa en la Figura 6.

Figura 6. Cinética de los anticuerpos especificos frente al SARS-CoV-2 a lo largo del
periodo clinico. Se representa magnitud de respuesta frente a dias desde la infeccién.
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1.6.3.2 Magnitud de la respuesta humoral y su relacién con la gravedad clinica
La magnitud del titulo de anticuerpos generado (ya sea IgA, IgM o IgG), depende de la
gravedad del cuadro clinico, siendo los casos mas severos los que demuestran una
respuesta de anticuerpos mas elevada. En los casos leves esta respuesta es inferior,
pudiendo en algunos casos a no desarrollar actividad neutralizante; esto podria ser
explicado porque en las formas severas se genera un estado de hiperinflamacion y
replicacion viral descontrolada que daria lugar a una hiperproduccién de anticuerpos,
situacién que no tiene lugar en los cuadros leves (83,84).

No obstante, la precocidad en la aparicion de los anticuerpos se ha relacionado
positivamente con un mejor prondstico de la enfermedad y un aclaramiento mas rapido
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de la carga viral (85-87). Segun el estudio de Lau et al (86), los pacientes leves y
asintomaticos lograban alcanzar el pico del titulo de anticuerpos neutralizantes a los 60
y 30 dias respectivamente, mientras que los pacientes graves tardaban 90 dias en
alcanzar este pico, aunque era de mayor magnitud. Ademas, existe abundante evidencia
de que los anticuerpos especificos IgG y neutralizantes frente a la proteina S se asocian
con mayor proteccién frente a reinfecciones (88,89).

Mencién aparte requiere la hipdtesis de que en la infeccién grave por SARS-CoV-2 se
produjese un fendmeno de potenciacién dependiente de anticuerpos (ADE), el cual
tiene lugar a través de dos vias. Por un lado, mediante una unién de baja afinidad entre
anticuerpo y antigeno, de tal manera que cuando el inmunocomplejo es fagocitado por
una célula fagocitica portadora del receptor Fcy, el virus se libera al interior de la célula
favoreciendo la replicacién. La otra via consistiria en que la unién antigeno anticuerpo
generaria una respuesta efectora Fc y exagerada con liberacién de citoquinas, atraccién
de células inmunes y activacién del complemento, lo cual generaria una respuesta
hiperinflamatoria (85). Los estudios que manejan esta hipodtesis sugieren que este
fendmeno ADE se deberia a elevados titulos de 1gG frente a N, lo cual supondria una
elevacion de la carga viral y un pronéstico clinico desfavorable con incremento de la
mortalidad, dias de estancia hospitalaria y mayor riesgo de ingreso en UCI (90,91).

1.6.3.3 Respuesta humoral frente a coronavirus estacionales en la infeccién por
SARS-CoV-2
Se ha sugerido que la presencia de inmunidad humoral previa frente a coronavirus
estacionales en los pacientes COVID-19 podria tener un papel en la modificacion de la
progresion de la enfermedad o de la respuesta inmune. Los estudios realizados al
respecto no han demostrado una clara relacién, dado que no se ha observado una
mejora de la mortalidad, una disminucion del riesgo de enfermedad severa o un
aumento de la respuesta humoral frente a SARS-CoV-2 en estos individuos (76,92). No
obstante, si se ha reportado un aumento del titulo de anticuerpos frente a la proteina S
de coronavirus estacionales en las infecciones por SARS-CoV-2, principalmente frente a
Betacoronavirus, al ser los que tienen mayor similitud antigénica con el SARS-CoV-2 (76).

1.6.3.4 Anticuerpos neutralizantes

Los anticuerpos neutralizantes tienen la capacidad de unirse a proteinas externas de los
patégenos impidiendo la unién de las proteinas a su receptor en la célula diana
impidiendo la infeccién. En la membrana del SARS-CoV-2 se localizan 3 proteinas
estructurales, la proteina S, M y E. Aunque las tres generan anticuerpos neutralizantes,
el mayor nimero de estos estan dirigidos frente a epitopos en la proteina S, responsable
de unirse al receptor celular ACE-2 durante el proceso de entrada iniciando la infeccion.
En este contexto, los anticuerpos neutralizantes bloquean la interaccién de la proteina
S con el receptor ACE-2, uniéndose al dominio S1 que media esta interaccién, o al
dominio S2 que permite la fusiéon de membranas. A su vez, se ha descrito que los
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anticuerpos neutralizantes mds potentes son los que reconocen la regién RBD del
dominio S1, ya que es la regién que interacciona directamente con el receptor ACE-2
(93,94).

Aunque mayoritariamente el isotipo IgG es el que efectla la neutralizacidn, los isotipos
de inmunoglobulinas M y A también pueden tener actividad neutralizante. En el caso de
los anticuerpos neutralizantes IgA, ejercen una accién neutralizante principalmente en
fases tempranas, al estar muy elevados en saliva y lavado broncoalveolar, aunque se
han detectado hasta 2 meses después del inicio de sintomas (95).

La cinética de los anticuerpos neutralizantes es similar a la de los anticuerpos totales
IgG, con una primera fase de pronunciado descenso del titulo en el segundo mes post
infeccidn, a partir del cual se produce una disminucidn progresiva aunque el titulo puede
perdurar mas de 6 meses (96,97). Estos anticuerpos mas tardios generados a partir de
linfocitos B de memoria, experimentan mutaciones somaticas y un incremento de la
potencia neutralizante (96).

Aunque a priori en un proceso infeccioso la presencia de anticuerpos neutralizantes
parece crucial para controlar la replicacién viral y proteger frente a la infeccion, existe
una situacién paraddjica sobre la magnitud de esta repuesta en los pacientes COVID-19
y su relacion con la gravedad clinica. De la misma manera que con los anticuerpos
totales, el titulo de anticuerpos neutralizantes es superior en infecciones severas
respecto a infecciones leves o asintomaticas, donde incluso en estos ultimos casos se
llega a no detectar actividad neutralizante (98). El factor que condicionaria el buen
prondstico del cuadro clinico seria la precocidad en la aparicién de la actividad
neutralizante, de tal manera que una respuesta mas precoz se correlaciona
positivamente con la supervivencia y aclaramiento de la carga viral (86,87).

En sujetos que tienen un bajo titulo de anticuerpos, frente a RBD principalmente pero
también frente a S completa y N se han descrito mas casos de reinfeccion (99,100). Esto
se relacionaria con una menor actividad neutralizante, menor actividad mediada por Fc
(fagocitosis y citotoxicidad mediadas por anticuerpos) y menor respuesta T dependiente
(99). Otro factor que influiria en las reinfecciones es la baja avidez de las IgG, es decir
una baja fuerza de unidn entre el anticuerpo y los epitopos del antigeno; esto
ocasionaria una unién débil entre ambos y por tanto, una mayor capacidad del patégeno
para evadir la accion del sistema inmune. Se ha observado que en la gran mayoria de
infecciones por SARS-CoV-2, la avidez de las IgG no es elevada, aumentando ligeramente
a partir de los dos meses de la infeccidn (101). Sin embargo, en casos de COVID graves
o en sujetos que han generado un elevado titulo neutralizante frente a RBD, la avidez es
bastante elevada, posiblemente por una prolongada exposicién a altas cargas virales
(102). Por tanto, en los casos con un bajo titulo de anticuerpos se podria explicar la baja
avidez de los anticuerpos por la baja activacion y diferenciacién de linfocitos B de
memoria, lo cual supondria menor secrecidn de anticuerpos y por tanto una menor
afinidad por los antigenos (103).
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1.7 Variabilidad genética del SARS-CoV-2
Como otros virus de RNA, SARS-CoV-2 puede sufrir mutaciones en su genoma con una
tasa de errores de un nucleétido por cada millén copiado (104,105).

Desde el comienzo de la pandemia se han seleccionado un numero elevado de variantes,
la mayoria de ellas con caracteristicas genéticas desfavorables para el virus, con una
capacidad de expansién limitada y por tanto con un papel anecdético. Sin embargo, una
pequeiia proporcién de estas mutaciones han dado lugar a variantes de preocupacion,
o cepas que han supuesto un cambio sustancial en el marco sanitario. Estas variantes se
han caracterizado por presentar tasas de infectividad superiores, producir cargas virales
mas elevadas, cambios en la letalidad y gravedad clinica, capacidad de diseminacién o
evasion del sistema inmune disminuyendo la capacidad de unién de anticuerpos
generados en infecciones previas, la efectividad de las vacunas o los tratamientos con
anticuerpos monoclonales. En la Tabla 1 se representan las principales variantes de
interés del SARS-CoV-2 y sus caracteristicas.

Una de las primeras mutaciones relevantes fue la mutacion D614G que sustituia una
adenina por una guanina en la posicidon 23.403 de la cepa de referencia de Wuhan D614.
Esta mutacidn suponia el cambio del acido aspartico por glicina en la posicién 614 de la
proteina S (106). Este polimorfismo se expandié de una manera exponencial por todo el
mundo a partir de febrero de 2020 y paso a ser el dominante. Las variantes con el
polimorfismo G614 han demostrado ser mas infecciosas al generar cargas virales mas
altas y unirse con mayor afinidad al ACE-2, pero por otro lado, no se han asociado a
mayor gravedad clinica (107). Tampoco se han relacionado con cambios en la afinidad
de los anticuerpos (108). Las sucesivas variantes de preocupacion que se han expandido
por el mundo han partido de esta mutacion, afiadiendo nuevas mutaciones. Las
variantes de preocupacion se describen a continuacion y se resumen en la Tabla 1.

1.7.1 Variante Alfa (linaje B.1.1.7)

La variante Alfa, también conocida como 201/501Y.V1, fue la primera variante de
preocupacion en aparecer, concretamente en Reino Unido a finales de 2020. Esta
variante acumulaba 29 mutaciones, nueve de ellas en la proteina S, entre las que
destacaba la mutacién N501Y en la regién RBD (109). Esta variante supuso inicialmente
un aumento local de las infecciones, para finalmente afectar a varios paises y llegar a ser
la variante predominante en todo el mundo hasta la seleccién de la variante Delta.

Los estudios al respecto han evidenciado que la variante alfa es hasta un 75% mas
infecciosa y con tasas de ataque secundario (niUmero de casos de una enfermedad que
aparecen dentro del periodo de incubacién entre los contactos susceptibles) superiores
a las variantes anteriores (110,111). Sin embargo, no esta claro que se asocie con una
mayor gravedad clinica, ya que distintos estudios han llegado a conclusiones opuestas
(112-114). En cuanto al escape inmunoldgico, no hay constancia de que la actividad
neutralizante de los anticuerpos generados en infecciones previas por otras variantes o
tras la vacunacion, sea menor en la variante Alfa (109,115).
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1.7.2 Variante Beta (linaje B.1.351)

La variante Beta, también conocida como 20H/501Y.V2, fue identificada en Sudafrica a
finales de 2020. A pesar de compartir mutaciones con la variante Alfa (como la N501Y)
tiene un origen filogenético distinto. Se expandié rdpidamente por Sudafrica y llegd a
alcanzar otros paises sugiriendo a priori una mayor transmisibilidad, que segln algunos
estudios seria un 50% superior a las variantes circulantes antes de su aparicién. Sin
embargo, su prevalencia fue reduciéndose progresivamente incluso en Sudafrica
(116,117).

En esta variante, ademas de la mutacién N501Y, se seleccionaron las mutaciones E484K
y K417N, todas ellas en la proteina S, que le proporcioné una mayor capacidad de
transmisién, ademas de una disminucion de la actividad neutralizante de los anticuerpos
generados por la vacuna, por infecciones previas o por anticuerpos monoclonales
(118,119). Esta disminucién de la actividad neutralizante no ha tenido una clara
correlacion clinica, probablemente debido a la accidn de otros mecanismos de accién de
los anticuerpos de defensa frente a la infeccidn o por la inmunidad celular. De hecho,
los estudios realizados no demostraron una pérdida significativa de proteccion frente a
la infeccidn en los pacientes vacunados, aun disminuyendo la actividad neutralizante
(120).

1.7.3 Variante Gamma (linaje P.1)

La variante Gamma también denominada 20J/501Y.V3, procede de la cuenca del
Amazonas en Brasil, aunque inicialmente fue descrita en Japdn, aislada en 4 turistas
japoneses que venian de Brasil (121). Al igual que la variante Beta, ha sido la variante
mayoritaria en la regién de origen y se ha diseminado por otros paises, pero su
prevalencia fue reduciéndose progresivamente. Las mutaciones mas destacadas en la
proteina S son la mutaciones N501Y, E484K y K417T, similares a las descritas en la
variante Beta, por lo que la principal preocupacion hacia esta variante fue por su mayor
potencial de transmisibilidad o evasidn de la respuesta inmune generada por infeccion
previa, vacunacion o terapia con anticuerpos monoclonales (118,122,123).

1.7.4 Variante Delta (linaje B.1.617.2)

La variante Delta, también conocida como 20A/S:478K, aparecid por primera vez en la
India a finales de 2020 y se ha expandido globalmente, desplazando a la variante Alfa 'y
siendo la variante mayoritaria en todo el mundo hasta la llegada de Omicron. Entre las
mutaciones de la proteina S con mas influencia en el fitness viral destacan L452R y
T478K.

La variante Delta es la que ha demostrado mayor capacidad de trasmisidon después de
Omicron. La tasa de ataque secundario asociada a convivientes se ha situado entre el
13,6% vy el 53% (124). Esta tasa de transmisibilidad mayor se ha explicado por una mayor
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capacidad de replicacidn viral, al detectarse cargas virales superiores a las descritas en
pacientes infectados por otras variantes, y a que se ha encontrado principalmente en el
tracto respiratorio superior (TRS) de los infectados (125). Ademds de una mayor
transmisibilidad, diversos estudios han mostrado una mayor gravedad de los cuadros
clinicos producidos por esta variante y mayor riesgo de hospitalizacion (126). Sin
embargo, los individuos vacunados han demostrado una alta proteccién a desarrollar
formas graves tanto frente a Delta como a otras variantes. Por el contrario, los datos
sugieren una ligera disminucion de la proteccién frente a la enfermedad sintomatica
(127).

1.7.5 Variante Omicron (linaje B.1.1.529) y sublinajes

La variante Omicron de SARS-CoV-2 fue descrita por primera vez en noviembre de 2021
en Botsuana y Sudafrica. Esta variante ha destacado por el aumento exponencial de los
contagios, inicialmente de manera local, y posteriormente extendiéndose por el resto
de paises, llegando a ser la variante mayoritaria a nivel global. Del sublinaje BA.1 inicial
han surgido otros sublinajes con cada vez mayor capacidad de transmision como BA.2,
BA.4 y BA.5, estos dos ultimos de hecho estdn desplazando a los anteriores sublinajes
(27,128).

Dependiendo del sublinaje, la variante Omicron posee en torno a 30 mutaciones en la
proteina S, muchas de ellas previamente descritas en otras variantes y relacionadas con
una mayor capacidad de replicaciéon y de evasion de la respuesta inmune de los
anticuerpos. Desde el primer sublinaje BA.1 a los dos ultimos descritos, BA.4 y BA.5, la
capacidad de replicacion ha ido en aumento, lo que se ha reflejado en una mayor
transmisibilidad con cada nuevo sublinaje. Ademas, tienen una sensibilidad reducida a
la accién de los anticuerpos neutralizantes, tanto del suero de infectados con variantes
previas como en los vacunados; aumentando el riesgo de reinfeccion. En personas con
infeccion previa y vacunacién o en individuos vacunados que han recibido
recientemente la dosis de refuerzo parece que esta reduccién de la sensibilidad a la
accion neutralizante esta disminuida (129,130).

En lo relativo a la gravedad clinica de la infeccién, todo parece indicar que la enfermedad
es menos grave en los infectados por Omicron independientemente del sublinaje, con
menor tasa de hospitalizacidén y letalidad, ya que parece tener mayor replicacién en
tracto respiratorio superior y menos en el tracto inferior (131,132).
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Tabla 1. Principales variantes de interés del SARS-CoV-2 y sus caracteristicas (133).

Denominacion | Otras Pais de | Mutaciones en e
.. , , Caracteristicas
oMS denominaciones | origen | la proteina S
Alfa B.1.1.7 H | Reino A69/70 e Aumento de la trasmisidon
201/501Y.V1 § Unido A144Y hasta en un 50%.
N501Y e Posible mayor riesgo de
A570D hospitalizacién y letalidad.
D614G e Sin Impacto significativo en la
P681H actividad neutralizante de los
anticuerpos generados en
pacientes convalecientes,
vacunados o las terapias con
anticuerpos monoclonales.
Beta B.1.351H Sudéfric | K417N e Aumento de la trasmisidon
20H/501.V2 § a E484K hasta en un 50%.
N501Y e Impacto significativo en la
D614G actividad neutralizante de la
terapia con Bamlanivimab-
etesivimab.
e Reduccién moderada de la
actividad neutralizante del
suero de convalecientes y
vacunados.
Gamma P.1x Japon/ K417N/T e Impacto significativo en la
20J/501Y.V3 § Brasil E484K actividad neutralizante de la
N501Y terapia con Bamlanivimab-

D614G etesivimab.

e Reduccion de la actividad
neutralizante del suero de
convalecientes y vacunados.

Delta B.1.617.2 1 India T19R e Aumento de la trasmisién en
20A & A156 mas de un 50%.

A157 e Posible mayor riesgo de
R158G hospitalizacion.

L452R e Reduccién moderada de la

T478K actividad neutralizante del

D614G suero de convalecientes vy

P681R vacunados para evitar la

D950N infeccidn sintomatica, pero sin

impacto significativo en la

reducciéon de las formas

graves de la enfermedad.
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Omicron

B.1.1.529 1
21K &

Botsuan
a/Sudaf
rica

A67V
A69-70
T95I
A142-
144
Y145D
A211
L2121
ins214E
PE
G339D
S371L
S373P
S375F
K417N
N440K
G446S
S477N
T478K

E484A
Q493K
G496S
Q498R
N501Y
Y505H
T547K
D614G
H655Y
N679K
P681H
N764K
D796Y
N856K
Q954H
N969K
L981F

Sublinajes BA.1y BA.1.1
e Aumento de la transmision y
mayor replicacién que Delta.
e Disminucion del riesgo de
hospitalizacién y letalidad con
respecto a Delta.
e Evasion de la actividad de los
anticuerpos monoclonales
bamlanivimab-etesevimab,
casirivimab-imdevimab.
Sotrovimab y bebtelovimab
siguen siendo activos.
Reduccién significativa de la
actividad neutralizante del
suero de infectados previos
con otras variantes y
vacunados. En infectados vy
vacunados o vacunados con
dosis de refuerzo parece que
esta reduccién estd atenuada.

Sublinaje BA.2
e Aumento de la transmision y
mayor replicacién que BA.1.
e Mismo riesgo de enfermedad
grave que BA.1.

e Evasion de la actividad de los
anticuerpos monoclonales
Sotrovimab y Casirivimab-
imdevimab. Tixagevimab-
cilgavimab y bebtelovimab
siguen siendo activos.

Igual que con BA.1l, presenta
una reduccién significativa de
la actividad neutralizante del
suero de infectados previos
con otras variantes y
vacunados. En infectados vy
vacunados o vacunados con
dosis de refuerzo parece que
esta reduccién estd atenuada.

Sublinajes BA.4 y BA.5

e Aumento de la transmision y
mayor replicacién que BA.1y
BA.2.

e Mismo riesgo de enfermedad
grave que BA.1y BA.2.

e Evasion de la actividad del
anticuerpo monoclonal
Sotrovimab. Tixagevimab-
cilgavimab y bebtelovimab
siguen siendo activos.

e Reduccidén significativa de la
actividad neutralizante del
suero de infectados previos
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con BA.1 y BA.2 y vacunados.
En infectados y vacunados o
vacunados con dosis de
refuerzo esta reduccién se
atenua levemente.

m: nomenclatura de Linaje Pango; 8: nomenclatura de Nexstrain; En la columna de mutaciones se
indican los cambios de aminoacidos producidos. La primera letra indica el aminoacido sustituido y la
segunda letra el aminoacido seleccionado y el niumero la posicion del aminoacido en la secuencia de
la proteina S. El simbolo A se refiere a la delecién de los aminoacidos indicados. La abreviatura ins se
refiere a insercion de aminoacidos.

1.8 Caracteristicas clinicas, letalidad y factores de riesgo

1.8.1 Caracteristicas clinicas

1.8.1.1 Generalidades y clasificaciéon de gravedad

La infeccidn por SARS-CoV-2 es mayoritariamente leve o asintomatica. El porcentaje de
asintomaticos se estima entre el 30-40% de los infectados aunque esta tasa varia segln
los estudios (134,135).

Para la infeccidn sintomatica, segun un gran estudio llevado a cabo por el Centro para el
control y prevencion de enfermedades en China en el que se incluyeron 44.500
individuos infectados, se calculé que el 81% de los casos desarrollaba enfermedad leve,
el 14% enfermedad moderada y el 5% critica (136). En otro estudio similar llevado a cabo
por, el homodlogo americano, Centro de Control de Enfermedades (CDC) en una cohorte
formada por 1,3 millones de casos, se evidenciaron porcentajes similares (14%
hospitalizados y 5% de fallecidos) (137).

En cuanto a la clasificacion clinica, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha
establecido una escala numérica del 0 al 8 para clasificar los grados de gravedad de la
COVID-19 (Figura 7), siendo el 0 el estado de menor gravedad y el 8 el de maxima
gravedad (138).

De acuerdo con esta escala tenemos:
» No infectados: sin evidencia clinica o microbiolégica de infeccion (puntuacion 0).

» Casos ambulatorios: infectados sin limitacion de sus actividades cotidianas,
asintomaticos (puntuacion 1) e infectados con limitacion de su actividad
cotidiana (puntuacion 2).

» Hospitalizados con enfermedad leve-moderada: asistencia hospitalaria sin
oxigenoterapia (puntuacién 3) y asistencia hospitalaria con oxigenoterapia
mediante mdscaras o canulas nasales (puntuacion 4).

» Hospitalizados con enfermedad severa: asistencia hospitalaria con ventilacién
mecanica no invasiva o alto flujo de oxigeno (> 40% FiO3) (puntuacién 5),
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asistencia hospitalaria con intubacién y ventilacibn mecdnica invasiva
(puntuacién 6) y asistencia hospitalaria con ventilacion mecanica invasiva y
soporte organico como vasopresores, sistema de oxigenacién por membrana
extracorpérea (ECMO) o terapia renal sustitutoria (RRT) (puntuacion 7).

» Exitus: fallecimiento del paciente (puntuacion 8).

Figura 7. Escala de gravedad de la COVID-19 segun la OMS (138).

Patient State Descriptor Score
Uninfected No clinical or virological 0
evidence of infection
Ambulatory No limitation of activities 1
Limitation of activities 2
Hospitalized Hospitalized, no oxygen 3
Mild disease therapy
Oxygen by mask or nasal 4
prongs
Hospitalized Non-invasive ventilation or 5
Severe Disease high-flow oxygen
Intubation and mechanical 6
ventilation
Ventilation + additional organ 7
support — pressors, RRT,
ECMO
Dead Death 8
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1.8.1.2 Periodo de incubacién
Tras la exposicion al virus, la sintomatologia aparece dentro de los primeros 14 dias,
siendo la mayoria de los casos entre 4 y 5 dias tras el contacto (139,140).

1.8.1.3 Sintomatologia inicial

En la primera fase de la infeccidn sintomatica son habituales el dolor de cabeza, las
mialgias generalizadas y la tos. También son habituales, pero con menos frecuencia la
fiebre, la diarrea o el dolor de garganta. En el caso de desarrollar neumonia, es habitual
la presencia de fiebre, tos, disnea e infiltrados pulmonares bilaterales (140,141). Aunque
de manera general la sintomatologia de la COVID-19 no es especifica respecto a otras
infecciones respiratorias virales, si que son muy sugerentes las alteraciones en olfato y
gusto (anosmia y ageusia) y también la aparicién de disnea a la semana del inicio de
sintomas (142,143). Las alteraciones de gusto y olfato son menos habituales en la
infecciéon por la variante Omicron (144). Igualmente, estas alteraciones no son
permanentes y revierten a las 4 semanas (145).

Otros de los sintomas precoces descritos pero menos frecuentes son la conjuntivitis, las
alteraciones neuroldgicas o las manifestaciones cutaneas. Entre estas se han descrito
lesiones maculopapulares, urticaria, erupciones vesiculares o lesiones similares a
sabafones en las zonas distales de los dedos; mayormente en nifos y adultos jovenes
(146,147).

1.8.1.4 Hallazgos en las pruebas de imagen

Las alteraciones radioldgicas se observan mas frecuentemente en los pacientes graves
y tras varios dias del inicio de sintomas aunque también en pacientes leves o
asintomaticos (148,149), incluso se han llegado a describir hallazgos patolégicos
previamente a la aparicidn de sintomas o a la deteccidn del RNA viral (150).

Destacan en las pruebas de imagen (radiografia de térax y tomografia computerizada)
opacidades en vidrio deslustrado y consolidaciones de distribucion periférica, bilateral y
principalmente en las bases pulmonares en casi un 83 % de los hospitalizados (Figura 8).
Estos hallazgos, aunque sugerentes no son exclusivos de la COVID-19 y otras infecciones
viricas también pueden producirlas (151,152).

Otros hallazgos menos comunes son el neumotdrax, el engrosamiento septal,
bronquiectasias, linfadenopatias y derrame pleural y pericardico (152).

El grado de afectacidn y la extensién son variables pero existe consenso al considerar
una infeccidén severa cuando la afectacion radioldgica supera el 50% del parénquima
pulmonar (153).
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Figura 8. Imagen de térax en posicion axial por tomografia computerizada (TC) tipica de
COVID-19. Se observan opacidades periféricas en vidrio deslustrado bilaterales y en
I6bulos pulmonares inferiores (154).

- -

1.8.1.5 Caracteristicas analiticas y exploracion fisica

Se ha descrito que la alteracién de los valores de ciertos parametros analiticos y de la
exploracion fisica predisponen a sufrir cuadros mds graves de la enfermedad; la mayor
parte de la evidencia sefiala a los siguientes pardmetros (153,155,156):

Baja saturacion de oxigeno

Taquipnea

Trombocitopenia

Linfopenia

Elevacion de enzimas hepaticas

Elevacion de lactato deshidrogenasa (LDH)

Elevacion de marcadores inflamatorios (proteina C reactiva, procalcitonina,
Interleucina-6 (IL-6), ferritina o factor de necrosis tumoral (TNF-a))

Elevacidon de troponinas
Elevacion del tiempo de protrombina (TP)

Elevacion de los dimeros-D
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e Elevacién de creatinina fosfoquinasa (CPK)

No obstante, entre todos los pardmetros destaca la linfopenia, en mayor o menor grado,
en la mayoria de los pacientes con COVID-19. Entre los pacientes hospitalizados,
aproximadamente un 90% tienen un valor de linfocitos inferior a 1.500 por microlitro de

sangre (157).

Algunos parametros de laboratorio y su nivel de alteracién asociado a la severidad del

COVID-19 son representados en la Tabla 2.

Tabla 2. Parametros de laboratorio asociados al COVID-19 severo (158,159).

Parametro

|

Umbral caracteristico del COVID-19 severo

Saturacion de oxigeno

<94% en aire de habitacién (valor normal: 99%)

Frecuencia respiratoria

>30/minuto (valor normal: 15 a 20/minuto)

PCR >10 mg/dL (valor normal: <0,8 mg/dL)

Dimeros D >1000 ng/mL (valor normal: <500 ng/mL)

LDH >245 UI/L (valor normal: 110 a 210 UI/L)

Troponina >2 veces el limite alto de la normalidad (valor
normal: mujeres 0 a 9 ng/L; hombres 0 a 14 ng/L)

Ferritina >500 pg/L (valor normal: mujeres 10 a 200 pg/L;
hombres 30 a 300 pg/L)

CPK >2 veces el limite alto de la normalidad (valor

normal: 40 a 150 UI/L)

Recuento linfocitario

<800/ pL (valor normal: 1.800 a 7.700/uL)

El valor de la carga viral también se ha relacionado con la gravedad. Se ha podido
constatar en los pacientes mds graves una mayor cantidad de RNA del virus en muestras
respiratorias, tanto del tracto superior (exudado nasofaringeo u oral) como del tracto
inferior (esputo, lavado broncoalveolar o aspirado bronquial) (160). La presencia de
material genético en la sangre del paciente también se ha relacionado con mayor
gravedad del cuadro, ademas de muerte, dafo organico o coagulopatia (161).

Los factores genéticos del huésped y su predisposicidn al desarrollo de cuadros mas
graves requieren una consideracidon a parte. Los estudios de asociaciéon del genoma
completo relacionan a los genes del grupo sanguineo ABO con el riesgo de COVID-19
grave; el grupo A tendria mayor riesgo mientras que el grupo 0 menor riesgo (162).
También se ha evidenciado que errores innatos en los genes de la via de los interferones,
predisponen a un mayor riesgo de fallo respiratorio (163,164).
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1.8.1.6 Progresion de la enfermedad y complicaciones
A pesar del prondstico favorable de la mayoria de los individuos infectados, una parte
de ellos puede desarrollar complicaciones a la semana de inicio de sintomas (165).

En estudios de autopsias se ha detectado material genético del virus en sangre, tracto
respiratorio, rifidn, higado, corazén y cerebro, lo que sugiere que el virus se disemina
sistémicamente en algunos casos (166,167); no esta del todo claro si el efecto citopatico
producido por la infeccién viral contribuyen a las complicaciones observadas.

La neumonia es la complicacidn mas frecuentemente observada, que puede
desembocar en el SDRA. En el SDRA, se produce inflamacion de las células del endotelio
pulmonar, dafos alveolares difusos y dafios en la membrana hialina de los alvéolos, lo
que conduce a un ensanchamiento intersticial y a un edema, con la consiguiente
dificultad para respirar. Todo esto supone un empeoramiento de la funcién pulmonar,
arritmia, fallo multiorganico y en ultima instancia la muerte (168). El SDRA suele
aparecer a la semana del inicio de sintomas precedido de la disnea, aproximadamente
un tercio de los pacientes hospitalizados progresan a esta condicién. De ellos un 26%
acaba ingresando en UCl y un 16% requiere ventilacion mecdnica invasiva (169).

Entre las complicaciones cardiovasculares destacan las arritmias, fallo cardiaco, dafio
miocdrdico o shock cardiogénico (165).

Las complicaciones tromboembdlicas son mas habituales entre los pacientes ingresados
en UCI con unas tasas que van del 10 al 40 %. Mayormente tromboembolismo venoso,
trombosis venosa profunda y embolismo pulmonar (170,171).

Complicaciones neurolégicas como mialgias, dolor de cabeza, mareos se dan en el 80%
de los pacientes hospitalizados pero entre las mds graves destaca la encefalopatia. Esta
se da sobre todo en pacientes criticos y puede suponer hasta un tercio de los
hospitalizados en algunas series (45,172).

Las complicaciones inflamatorias clinicamente cursan con fiebre y elevacion de
marcadores inflamatorios y citoquinas pro inflamatorias. Este estado de hiper
inflamacién se ha relacionado con el sindrome de la tormenta de citoquinas (reaccion
adversa generada tras la inmunoterapia de linfocitos T), sin embargo, los niveles de
citoquinas pro inflamatorias en COVID-19 son inferiores a las generados en la tormenta
de citoquinas propiamente dicha, de ahi que este fendmeno sea nombrado también
como sindrome de liberacién de citoquinas. Por ejemplo, en la tormenta de citoquinas
y en la sepsis los niveles de IL-6 son 100 y 27 veces superiores respectivamente a los
encontrados en el sindrome hiper inflamatorio COVID-19 (44).

Otra de las manifestaciones inflamatorias es la aparicién de auto anticuerpos (173). Se
ha descrito el sindrome de Guillain-Barré (174) y el sindrome inflamatorio
multisistémico (similar al sindrome de Kawasaki), este ultimo sobre todo en poblacion
pedidtrica. Este sindrome inflamatorio multisistémico se caracteriza por fallo
multiorganico y en particular por disfuncidon cardiaca, mientras que la afectacion
pulmonar es minima (175).
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En cuanto a las complicaciones infecciosas, la infeccién secundaria en los pacientes
COVID-19 no parece ser demasiado frecuente, con unas incidencias inferiores o en torno
al 8 % y en gran parte de tipo nosocomial. De etiologia bacteriana destacan las
infecciones respiratorias y las bacteriemias, estas Gltimas con una incidencia menor. Los
patégenos Staphylococcus aureus y Escherichia coli parecen ser los aislados con mayor
frecuencia (176,177).

De etiologia fungica conviene resaltar los casos de aspergilosis pulmonar asociada a la
COVID-19 (CAPA), que aun con una incidencia baja, es una entidad que supone un
aumento considerable de la mortalidad. En los pacientes con ventilacion mecanica
invasiva y CAPA, el riesgo de mortalidad es tres veces y medio superior al de los
pacientes no CAPA (178). La infeccidn por el Aspergillus parece proceder tras el dafio
directo del virus sobre el epitelio respiratorio, ademads de la desregulacidn inmunolégica
que sucede al SDRA, principalmente por la deplecién de linfocitos (179).

También destacan los casos de mucormicosis asociados a COVID (CAM) observados
principalmente en la India, aunque con incidencia baja (180). En estos casos se ha visto
afectada sobre todo la zona rino orbital.

1.8.2 Letalidad

En cuanto a la letalidad general de la infeccién, aunque numerosos estudios muestran
porcentajes de entreel 1y el 5% (153,181) oincluso del 10% y superiores en los primeros
informes (159,182), la letalidad global se estima en torno al 0,15-1% (183,184). Esta
sobrestimacion del porcentaje real de letalidad es debida a que una gran mayoria de
infecciones pasan desapercibidas al ser leves o asintomaticas y por tanto sin diagndstico.
AUn con este valor relativo bajo inferior al 1%, el elevadisimo nimero de infectados a
nivel mundial ha supuesto, en valor absoluto, un nimero de fallecidos muy elevado
(185).

Estudiando la letalidad en pacientes graves, este porcentaje fue mucho mas alto con
unos valores del 20% o superiores en hospitalizados en general (186) y de casi el 50% en
pacientes criticos que fueron derivados a la UCI (187). Sin embargo, estos elevados
porcentajes se han ido reduciendo a lo largo de la pandemia, situandose en menos del
10% de hospitalizados y en torno al 20% de los pacientes UCI (188), propiciado por la
descongestion de los servicios hospitalarios, la mejora de los tratamientos, la
vacunacion y la aparicion de variantes virales menos patogénicas.

1.8.3 Factores de riesgo

Aunque la enfermedad grave se ha descrito en sujetos sanos y de cualquier rango de
edad, hay una serie de factores que condicionan a sufrir una infeccidon severa. De manera
general, los individuos de mayor edad y con comorbilidades asociadas son los que tienen
mayor predisposicidn a sufrir un COVID-19 grave (165,189).
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La edad es el factor de riesgo mas importante y en el que hay mas consenso entre los
diferentes estudios; los pacientes de mayor edad tienen mas riesgo de ser hospitalizados
por COVID-19 y fallecer. Esta tasa de hospitalizacién va aumentando progresivamente
con la edad; considerando un estudio de modelizacion llevado a cabo en China sobre
3665 pacientes en el primer afio de pandemia, la tasa de hospitalizacion para el
intervalo de edad que va entre los 20 a 29 afios es del 1%, de los 30 a los 39 afos del
3,4%, para la franja de 40 a 49 afios del 4,3%, de los 50 a 59 afios del 8,2%, en la franja
de los 60 a 69 anos del 11,8%, de los 70 a los 79 afios del 16,6% vy del 18,4% para los
mayores de 80 afios (190).

Asi mismo, la mortalidad también aumenta con la edad. En un estudio del CDC chino,
(153), la letalidad general de la cohorte fue del 2,3%, mientras que en los pacientes
COVID-19 de entre 70-79 afos y mayores de 80 aiios la letalidad se situd en el 8% vy
14,8% respectivamente. En otros estudios y registros se aprecian tasas de letalidad por
edad similares en las que los menores de 50 afios tienen tasas inferiores al 1%. No
obstante, como ya se ha citado antes, las tasas de letalidad han cambiado a medida que
se ha desarrollado la pandemia, tendiendo a un valor menor (190,191).

El sexo ha sido otra de las variables relacionadas con una mayor severidad,
concretamente el sexo masculino. Se ha observado en varios estudios de diversa
procedencia que los varones tienen mas riesgo de sufrir un cuadro grave de COVID-19;
aproximadamente 3 veces mas riesgo de ingresar en UCl y un 50% mas de riesgo de
fallecer respecto a las mujeres (192,193).

Las condiciones médicas del paciente presentes en el momento de la infeccidon son
determinantes también para el desarrollo de la enfermedad, las que se han visto mas
asociadas a la severidad del cuadro clinico son: (194)

» Enfermedad cardiovascular (insuficiencia cardiaca, enfermedad coronaria o
cardiomiopatia),

> Diabetes

Y

Enfermedad pulmonar (enfermedad intersticial pulmonar, fibrosis pulmonar e
hipertensién pulmonar),

Cancer
Enfermedad renal cronica,
Trasplante de 6rgano sélido o de progenitores hematopoyéticos,

Obesidad (indice de masa corporal superior a 30 Kg/m?)

vV V V V V

Tabaquismo

La existencia de comorbilidades en el paciente COVID-19 puede suponer hasta un
incremento de 12 veces el riesgo de muerte y 6 el de hospitalizacién respecto a no tener
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comorbilidades segin un informe del CDC con 300.000 pacientes (181). En este mismo
informe se evidencié que la comorbilidad mas habitual era la enfermedad cardiovascular
(32%), seguido de la diabetes (30%) y de la enfermedad pulmonar obstructiva crénica
(18%).

En cuanto al VIH, su impacto en la progresion de la COVID-19 es controvertido; mientras
gue estudios observacionales a gran escala muestran mayor riesgo de formas graves y
mortalidad, en otros estudios de cohortes mas pequefios no parece haber diferencias
con respecto a la poblacién general. (195,196)

Una posible explicacién de por qué tienen mas riesgo de muerte y severidad de la
infeccidn podria estar en factores de riesgo que son habituales en el paciente VIH como
la enfermedad cardiovascular o un bajo recuento de linfocitos T CD4 (197,198).

1.9 Diagndstico de la infeccién por SARS-CoV-2

1.9.1 Sospecha clinica

El primer elemento que se tiene que considerar antes de proceder al diagndstico
microbioldgico son los indicios clinicos. Aunque no hay una sintomatologia totalmente
especifica, si que hay signos que permiten sospechar la infeccidén. La presencia de tos,
mialgias, fiebre, diarrea y pérdida de gusto y olfato (ya comentados en el apartado 1.8.1
Caracteristicas clinicas) son sintomas muy sugestivos, junto con la aparicién de disnea a
la semana de empezar sintomas. La sospecha clinica se ve reforzada si ademas el
paciente ha estado en los Ultimos 14 dias en contacto estrecho con un caso confirmado
o sospechoso de COVID-19 o ha acudido a un entorno de congregacién donde haya
transmisién comunitaria del virus.

1.9.2 Seleccién de muestra
El principal tipo de muestra para realizar el diagndstico microbiolégico de la infeccidn
son las muestras del TRS, entre ellas se recomienda:

e Exudado nasofaringeo

e Exudado nasal extraido de ambas narinas
e Exudado orofaringeo

e Exudado del cornete medio

e Aspirado nasal o nasofaringeo

e Muestra de saliva

La extraccion de los exudados se realiza con una torunda flocada de poliéster.
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La Sociedad Americana de Enfermedades Infecciosas (IDSA) recomienda emplear en
ultimo lugar el exudado orofaringeo debido a que la informacién cientifica parece
mostrar que esta muestra presenta menor sensibilidad que el resto. Las sensibilidades
obtenidas con exudado nasofaringeo, nasal, de cornete medio o saliva parecen ser muy
similares (en torno al 85%) (199).

Las muestras del tracto respiratorio inferior (TRI) son las que presentan niveles de carga
viral mas alta y por tanto mayor sensibilidad (hasta el 95% el LBA). Sin embargo, tienen
la desventaja de ser muestras en muchos casos invasivas, dificultosas de extraer o
dependientes del estado clinico del paciente. En el caso de pacientes graves con
sospecha de infeccidon en los que las determinaciones en muestras de TRS han sido
negativas, conviene utilizar muestras del TRI. Las mds utilizadas son el esputo en
pacientes no intubados y el aspirado bronquial o el lavado broncoalveloar en pacientes
intubados (200,201).

Otro tipo de muestras en las que se puede detectar el virus son las heces, secreciones
oculares o sangre, aunque su valor diagndstico es bastante mas limitado. La presencia
del RNA viral en sangre suele estar relacionado con la gravedad del cuadro como ya se
ha expuesto en el apartado 1.8.1.5. Caracteristicas analiticas y exploracion fisica.

1.9.3 Técnicas de diagndstico microbioldgico

En la Tabla 3 se resumen las principales técnicas de diagndstico de la infeccién por SARS-
CoV-2. Las técnicas de amplificacién de acidos nucleicos (NAAT) sobre muestras del
tracto respiratorio superior (TRS) son las ideales para hacer el diagndstico de la infeccion
por SARS-CoV-2, concretamente la reacciéon en cadena de la polimerasa con
transcripcién inversa previa (RT-PCR). Las técnicas isotérmicas de amplificacién son mas
rapidas (una hora o menos) pero han demostrado ser menos sensibles que la RT-PCR
estandar (199).

En situaciones en las que no se puede disponer de NAAT, los test de antigenos son una
opcién viable como primera determinacidn, pero su sensibilidad es inferior y un
resultado negativo requiere de una confirmacién con pruebas accesorias para poder
descartar la infeccion.

Las técnicas seroldgicas son otra opcidn diagndstica, pero suelen positivizar tras varios
dias desde el inicio de sintomas por lo que su utilidad es escasa en el diagnéstico de la
infeccion aguda.

A continuacion, se describen las principales técnicas de diagndstico de la infeccion por
SARS-CoV-2.

1.9.3.1 Técnicas de Amplificacién de Acidos Nucleicos (NAAT)
Son las técnicas de eleccion para el diagndéstico de infeccién aguda y se basan en la
deteccién directa del RNA viral. Los ensayos RT-PCR son los mas utilizados y
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generalmente se dirigen a dos o mas dianas virales, siendo las mas habituales los genes
S, N, E o fragmentos del ORF1a, concretamente el gen de la RdRp. Al ir dirigidas frente a
varias dianas, la deteccion de las nuevas variantes de SARS-CoV-2 no se ve
comprometida, aunque algunos de los genes estén mutados. Principalmente suele verse
afectado el gen que codifica para la proteina S, por lo que su no deteccién puede ser
util para identificar una variante con mutacién en este gen, principalmente las variantes
Alfa y Omicron (202,203).

Existen otras NAAT menos empleadas como la amplificacién isotérmica, secuenciacién
de nueva generacién o ensayos basados en CRISPR.

El tiempo empleado por estas pruebas varia bastante, desde 15 minutos hasta 8 horas.

Los rendimientos son bastante altos, teniendo todas ellas unas especificidades muy
altas, de tal manera que un resultado positivo suele ser suficiente para confirmar la
infeccidn en casi todos los casos. La sensibilidad también es alta pero con una mayor
variabilidad. Se han llegado a describir tasas de falsos negativos que van de menos del
5% al 40% (204-206).

La sensibilidad va a depender, a parte de la técnica propiamente dicha, del tipo y calidad
de la muestra (citado anteriormente en el apartado 1.9.2. Selecciéon de muestra) y el
momento del curso clinico en el que se obtiene la muestra.

Respecto al tipo de técnica, las plataformas de laboratorio estandar parecen ser las mas
sensibles con los limites de deteccidon mads bajos. No obstante, las pruebas rapidas o de
Point of Care en algunas plataformas se han conseguido valores de sensibilidad similares
a los de las técnicas estandar de laboratorio. Las especificidades destacan en casi todos
los ensayos por ser cercanas al 100% (201,206,207).

En cuanto al rendimiento de las NAAT segun el momento del cuadro clinico en el que se
extrae la muestra, se observd que en la exposicién al virus la tasa de falsos negativos es
del 100%, mientras que en el primer dia de inicio de sintomas esta es del 38%. A medida
que avanza el curso de la enfermedad, esta tasa de falsos negativos disminuye hasta el
20% en el tercer dia de sintomas. A partir del cuarto dia de sintomas y hasta el dia 16, la
tasa de falsos negativo se incrementa del 21% al 66% respectivamente. Otros estudios
sin embargo afirman que la carga viral es alta en los dias anteriores al inicio de sintomas.
A pesar de la disparidad, parece que la mayoria de trabajos coinciden en que las
muestras extraidas dentro de la primera semana de sintomas son las que presentan
mayor rendimiento (206,208,209).

Otro aspecto a considerar es el ciclo umbral (Ct), es decir, el ciclo de amplificacion en el
gue se sobrepasa el umbral de deteccidn y por tanto se evidencia la presencia del
material genético diana. Es un marcador subrogado e inverso de la carga viral, de tal
manera que un Ct bajo indica mayor carga viral. Aunque el valor del Ct puede dar una
idea aproximada de la carga viral del paciente, no existe un valor estandar a todas las
plataformas empleadas. Por tanto, solo ofrece una aproximacién semicuantitativa y no
puede ser utilizado como guia para el manejo clinico (210).
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La detecciéon del material genético puede prolongarse durante semanas, pero no
siempre indica infectividad. En lineas generales, los pacientes leves tienen una carga
viral y una capacidad de propagacion de la infeccién menos prolongada en el tiempo
que los pacientes graves.

En pacientes leves el RNA viral puede detectarse durante dos semanas desde el inicio
de sintomas, siendo el pico de la carga viral a la semana. La infectividad en este grupo
parece haberse demostrado por cultivo hasta los 10 dias. Por el contrario, en los
pacientes graves, tienen RNA viral detectable durante 3 semanas después del inicio de
sintomas, aunque existen casos de deteccién mas alld del mes. La infectividad en este
grupo se ha demostrado por cultivo hasta 30 dias después del inicio de sintomas
(35,36,211).

De manera general, la persistencia de sintomas va marcar la pauta a seguir, de tal
manera que un paciente en el que han transcurrido por lo menos 3 meses desde el inicio
del cuadro clinico y es asintomatico, no conviene realizar una deteccién por NAAT pues
la probabilidad de tener una infeccién activa si diese positivo es bajisima (212).

Un resultado negativo de NAAT deberia excluir la infeccidén la mayoria de las veces, pero
se han descrito falsos negativos. Ante un resultado negativo y una sospecha clinica muy
alta, conviene repetir la determinacion entre 24 y 48 horas después de realizarse la
primera.

Los resultados indeterminados de NAAT van a depender del tipo de técnica utilizada,
pero suelen indicar en la mayoria de casos la deteccion parcial de dianas génicas; al
tratarse de pruebas muy especificas, el resultado se puede considerar como
presuntamente positivo. En los casos de pacientes con escasa evolucién clinica cuyo
comienzo de sintomas ha tenido lugar recientemente, es posible encontrar un resultado
indeterminado o incluso negativo con los NAAT, en ese caso convendria repetir la
prueba si la sospecha clinica es alta. En el caso de las nuevas variantes de coronavirus
con mutaciones en la espicula (especialmente la delecidn 69-70, compartida por Alfa 'y
Omicron), es habitual que las NAAT que tengan entre sus dianas génicas la S, den un
resultado indeterminado por una deteccién parcial de las dianas (213,214).

En los casos pediatricos del Sindrome Inflamatorio Multisistémico, no es inusual
encontrar resultados de NAAT negativos y serologia frente a IgG positiva, por ello es
necesario incluir ambas técnicas en el proceso diagndstico de esta patologia (215).

Respecto las reinfecciones por la misma variante de SARS-CoV-2, aunque son
esporadicas, su diagndéstico mediante NAAT puede ser controvertido. Una deteccion
positiva tras finalizar el cuadro clinico no necesariamente indica una nueva infeccién, si
no que puede tratarse de una liberacién prolongada de material genético viral. Se puede
sospechar de una reinfeccidn si el intervalo de tiempo transcurrido entre la primeray la
segunda supuesta infeccidn es largo (> 3 meses), la carga viral detectada es alta o que
los anticuerpos 1gG no sean detectables, pero realmente la confirmacién se obtiene
evidenciando que se trata de dos cepas diferentes mediante la secuenciacion del
genoma viral. Segun el CDC, la mejor evidencia se logra al probar que las muestras virales
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de primera y segunda infeccidn pertenecen a clados diferentes de acuerdo a las bases
de datos genédmicas de Nextstrain y GISAID (216). Como en muchos casos no se puede
disponer de muestras de ambos momentos para hacer una secuenciacién, en caso de
una alta sospecha de reinfeccién conviene manejar al paciente como si estuviese
confirmada la infeccién.

1.9.3.2 Test antigénicos

Aunque por definicidn son técnicas menos sensibles que las NAAT, la determinacién es
mas rapida (menos de una hora) y no requiere equipamiento o formacidén especializada
por lo que son mas accesibles y de gran utilidad cuando se precisa un tiempo de
respuesta rapido o no se dispone de técnicas moleculares.

Se utilizan para detectar la infeccién aguda y emplean generalmente muestras de
exudado nasofaringeo y nasal. La diana antigénica mas utilizada es la nucleocapsida, la
proteina estructural mas abundante y que ademas no esta apenas modificada en las
nuevas variantes de SARS-CoV-2. El rendimiento de estas técnicas depende de la propia
plataforma pero también de la sintomatologia del paciente.

En pacientes sintomaticos la sensibilidad es maxima, siendo la primera semana de
sintomas la mas iddnea para realizar el test; concretamente entre los dias 5 y 7 desde el
inicio de sintomas. Coincide con el periodo de mayor replicaciéon del virus, de hecho los
pacientes con carga viral mayor (identificados de manera semicuantitativa por el valor
de Ct < 25) son los que mayor tasa de positividad tienen con estos test antigénicos
(207,217).

Un resultado positivo en pacientes sintomaticos se asume como indicador de infecciéon
por SARS-CoV-2, mientras que un resultado negativo convendria confirmarlo mediante
NAAT dentro de las 48 horas siguientes y siempre que la sospecha sea alta (218). En caso
de no disponer de NAAT, El CDC recomienda repetir el test antigénico cada 3 o 7 dias
durante 14 dias.

En pacientes asintomaticos, los test antigénicos tienen utilidad para poder fijar
cuarentenas (10 dias) en pacientes no vacunados que han estado en contacto estrecho
con casos probados o sospechosos de COVID-19. Se recomienda realizar este test el dia
de la exposicidon y caso de salir negativo, repetirlo a los 5 o 7 dias de la exposicidn con
otro test antigénico o una NAAT. Un resultado negativo apoya el no proseguir con la
cuarentena mientras que un valor positivo indica generalmente infeccidén (219), aunque
el grado de certeza del resultado dependera de la prevalencia de la infeccidn en ese
lugar y lo probable del caso indice.

1.9.3.3 Técnicas seroldgicas

Se emplean para diagnosticar una infeccién pasada o una actual que lleve 2 0 4 semanas
de duracidn; son de muy poca utilidad para el diagndstico en la fase aguda de la
infeccion. También se utilizan en los estudios de seroprevalencia y de respuesta vacunal.
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Estas técnicas utilizan proteinas purificadas del SARS-CoV-2 para detectar anticuerpos
especificos en el suero de los pacientes, y las sensibilidades y especificidades son
altamente variables dependiendo del momento de extraccién de la muestra. Aunque los
anticuerpos pueden llegar a detectarse en la primera semana de sintomas, es a partir de
los 14 dias cuando el porcentaje de positividad es mas alto (220). Tanto el isotipo IgM
como el IgG aparecen practicamente de manera simultanea, siendo el IgM ligeramente
mas precoz. A partir del dia 20 de inicio de sintomas la deteccidn de IgG es del 100%
(220-223).

Aungue por lo general las técnicas seroldgicas son rapidas y algunas pueden emplearse
a pie de cama, los tiempos de estas pruebas son muy variables, habiendo plataformas
gue ofrecen resultados en 15 minutos mientras que otras pueden demorarse hasta las
2 horas. Existen tres plataformas principales, el inmunoensayo de flujo lateral, el
inmunoensayo de quimioluminiscencia (CLIA) y el ensayo de inmunoabsorcién ligado a
enzima (ELISA), considerandose este ultimo el gold standard (85).

La IDSA recomienda la deteccidn de anticuerpos totales o el isotipo IgG mejor que IgA o
IgM para hacer el diagnéstico (201). Los anticuerpos detectados pueden tener varias
dianas, pero principalmente se dirigen frente a proteinas estructurales del virus como la
espicula completa, el RBD o la nucleocapsida. Para descubrir una infeccion previa en un
paciente vacunado con vacunas que emplean la proteina S, es necesario utilizar un test
gue detecte anticuerpos diferentes a los dirigidos frente a S.

Aunque estas técnicas tienen una especificidad muy alta, para maximizar el valor
predictivo positivo conviene emplearlas en individuos con una alta probabilidad pretest.
En un escenario de baja prevalencia un resultado positivo debe tomare con cautela ya
que las reacciones cruzadas con coronavirus estacionales, principalmente
Betacoronavirus (OC43 y HKU1), estan descritas.

Respecto a la duracién de los anticuerpos en la sangre, el isotipo IgG parece ser el que
tiene mayor permanencia. Se siguen detectando entre los 6 y 8 meses post infeccién
aunque el titulo va disminuyendo progresivamente. Hay estudios en los que incluso se
evidencia desaparicion total del titulo de IgG en algunos pacientes a los dos meses del
cuadro clinico (222,224).

La duracién de los anticuerpos parece estar asociada a la magnitud del titulo alcanzado
en la respuesta inicial y a la severidad del cuadro clinico (225).

1.9.3.4 Técnicas de deteccion de actividad neutralizante

Permiten la deteccidn in vitro del titulo de anticuerpos en suero o plasma con actividad
neutralizante especifica frente a la infeccién por el SARS-CoV-2. Estas técnicas ofrecen
unos resultados aproximativos de la respuesta del paciente a la infecciéon o a la
vacunacion. Se llevan a cabo mediante varios métodos, pero todos tienen en comun la
deteccién de los anticuerpos que bloquean la accidon de la proteina S del virus.

49



INTRODUCCION

Actualmente existen dos métodos basados en cultivo celular y otro basado en una ELISA
de competicion (226).

Test de neutralizacion con virus: es un ensayo que emplea el SARS-CoV-2 o un
SARS-CoV-2 recombinante con las proteinas de interés, y tiene el objetivo de
evaluar la capacidad de infeccidn sobre cultivo celular después de enfrentar el
virus con el suero o plasma que se estd estudiando. Existe la técnica de
neutralizacion por reduccién de placas y la microneutralizacion. La técnica de
neutralizacion por reduccién de placas determina el titulo neutralizante segun la
dilucién del suero que es capaz de reducir el nimero de placas de lisis viral en el
cultivo en un determinado porcentaje. Por otro lado, el ensayo de
microneutralizacién deriva del anterior, pero en vez de contar la reduccién de
placas de lisis en el cultivo, se mide mediante fluorimetria o colorimetria la sefal
luminosa o de absorbancia resultante de la infeccidn viral de las células del
cultivo a una determinada dilucién del suero. Estos ensayos tienen la desventaja
de requerir 5 dias hasta obtener resultado y la necesidad de trabajar en un
laboratorio BSL-3 debido al uso del SARS-CoV-2 (227,228).

Test de neutralizacién con pseudovirus: de la misma manera que con los test de
neutralizacion con el virus original, pretende evaluar la capacidad del suero para
inhibir la infeccién de un cultivo, pero por un pseudovirus. Generalmente se
emplean virus de la estomatitis vesicular (VSV) o lentivirus modificados para que
expresen en su envuelta la proteina S del SARS-CoV-2. Tienen la ventaja de que,
al no emplear el virus original, estas técnicas pueden realizarse en un laboratorio
BSL-2. También emplean las técnicas de neutralizacién por reduccion de placas
y microneutralizacion (229,230).

Test de neutralizacion por competicién o neutralizacion subrogada: al contrario
gue con los dos test anteriores, la neutralizacién por competicién no requiere el
uso de cultivo celular. Trata de mimetizar, en un formato de ELISA, la interaccidn
natural que se produciria entre el RBD del virus con su receptor en células
humanas, el ACE-2, de tal manera que una de las dos proteinas posee un
marcador de fluorescencia o color para revelar la unién de RBD con ACE-2. La
técnica trata de cuantificar el titulo de anticuerpos neutralizantes en suero por
su capacidad de inhibir la sefial fluorimétrica o colorimétrica al competir con el
ACE-2 por unirse al RBD. Esta técnica se puede realizar en un laboratorio BSL-2 y
no requiere cultivo celular por lo que el tiempo y coste se ven reducidos
drasticamente. La FDA ha aprobado Unicamente uno de estos test para la
deteccidn de anticuerpos neutralizantes en suero o plasma de pacientes (231).
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Tabla 3. Principales técnicas de diagndstico de la infeccién por SARS-CoV-2 (232).

Técnica Tipo de | Utilidad Caracteristicas

diagndstica | muestra

NAATs Especimenes Deteccién de | eTienen alta sensibilidad vy
respiratorios* | infeccidon presente. especificidad.

e El resultado va a depender del tipo
y calidad de la muestra y del
momento del cuadro clinico en el
que se extraiga la muestra.

e |3 tasa de falsos negativos oscila
mucho dependiendo del test
empleado (de menos del 5 % al
40%).

e El tiempo empleado también tiene
un intervalo muy amplio que va
desde 15 minutos a 8 horas.

Test de | Exudado Deteccién de | e Menor sensibilidad que las NAATSs.

antigenos nasofaringeo, | infeccidn presente. e Maxima sensibilidad en pacientes
nasal o sintomadticos y en la primera
faringeo. semana de sintomas.

® Resultados en menos de una hora.

Serologia Sangre Deteccion de wuna | e Sensibilidad y especificidad
infeccion previa o altamente variables.
una actual que lleve | oIgG detectada a partir de los 14
2 o 4 semanas de dias desde el inicio de sintomas.
evolucion e Posible reaccién cruzada con
(empleando coronavirus estacionales.
antigenos diferentes | «En  un escenario de baja
a los que contiene Ia prevalencia un resultado positivo
vacuna). debe tomare con cautela (bajo
Deteccion de VPP).
respuesta  inmune | ¢ yn resultado positivo no asegura
humoral a la vacuna. proteccion frente a la reinfeccion.

e Emplean de 15 minutos a dos
horas.

*La muestra de eleccion por su elevada rentabilidad y facilidad de extraccién es el
exudado nasofaringeo. La utilizacién de esputo, aspirado bronquial o lavado
broncoalveolar conviene reservarse a pacientes hospitalizados con sospecha de
infeccion del TRl y tras resultado negativo de muestras del TRS.
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1.10 Vacunacion frente a la COVID-19

1.10.1 Consideraciones generales

Las vacunas frente a la COVID-19 tienen el objetivo de generar una respuesta inmune lo
suficientemente fuerte como para cumplir dos objetivos, en primer lugar, reducir la
trasmisién del virus y en segundo lugar, en caso de producirse la infeccidn sintomatica,
gue reduzca la gravedad del cuadro clinico generado.

La infeccidn sintomatica se define como la presencia de sintomatologia compatible con
la COVID-19 y un diagndstico microbioldgico de confirmacion a partir de 15 dias desde
la administracion de la pauta completa de la vacuna.

La diana antigénica principal con la que se empezaron a desarrollar las vacunas y que ha
resultado ser mas inmunogénica es la proteina S; casi todas las vacunas actuales estan
basadas en esta proteina independientemente de la plataforma utilizada.

Se han empleado diferentes plataformas para realizar las vacunas como el propio virus
inactivado o atenuado, el RNAm, vectores virales como el adenovirus, proteinas
recombinantes o DNA codificante.

Actualmente se recomienda la vacunacidn de adultos con la dosificacién que
corresponda segun la vacuna empleada. La vacunacidon solamente esta contraindicada
en personas con alergia a la propia vacuna o sus componentes. En la poblacién de
pacientes inmunodeprimidos o mayores de 65 afios, al generar una respuesta inmune
de menor potencia y duracién, se recomienda dar una dosis adicional de la vacuna
(233,234).

Todas las vacunas se administran por via intramuscular y, aunque han demostrado
eficacia, la de las vacunas basadas en RNAm parece ser superior reduciendo el riesgo de
enfermedad severa. No obstante, la elecciéon de una vacuna u otra debe estar sujeta a
la disponibilidad de las mismas y la preferencia del paciente respecto al nimero de dosis
a recibir.

Respecto a los sujetos que han tenido una infeccidn previa, existe controversia respecto
al numero de dosis que deben recibir. Esto es debido a que existen varios estudios en
los que se ha observado que los vacunados con COVID-19 previo desarrollan un titulo
de anticuerpos neutralizantes o respuesta celular tras la primera dosis tan alta o incluso
superior a los individuos vacunados con la pauta completa que no han pasado la COVID-
19 (235,236). Ademas, la aparicidon de efectos adversos en los pacientes que reciben la
pauta completa tras haber pasado previamente la enfermedad parece ser mas frecuente
(237). En base a estos estudios, se ha recomendado administrar una dosis menos de la
vacuna a los individuos con COVID previo documentado.

En cuanto a los efectos adversos descritos tras la vacunacion, se han reportado efectos
adversos leves y de corta duracién, principalmente reaccion local en el area de inyeccion
y efectos sistémicos. Los efectos adversos mas habituales son el dolor en el lugar de la
inyeccion, fiebre, astenia y dolor de cabeza. De manera menos frecuente, también se
han descrito efectos adversos muy graves, destacando la trombocitopenia trombdtica
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autoinmune (238). Para paliar estos efectos una vez aparecen, se recomienda la
administraciéon de anti inflamatorios no esteroideos. No se recomienda tomarlos
profildcticamente, ya que se desconoce el impacto que pueden tener sobre la
generacion de la inmunidad tras la vacunacién.

A pesar de los efectos adversos descritos, el beneficio de la vacunacién para reducir el
riesgo de infeccidn y, sobre todo, de padecer formas graves de la enfermedad compensa
con creces los riesgos asociados a la vacuna.

1.10.2 Principales tipos de vacunas empleadas
1.10.2.1 Vacunas de RNAm

1.10.2.1.1 BNT162b2 (Pfizer)

Estd compuesta por RNAm que codifica para la proteina S del SARS-CoV-2 en
conformacién prefusidon estabilizada vehiculizado en nanoparticulas liposomales. La
pauta completa recomendada para adultos inmunocompetentes es de dos dosis
intramusculares separadas por 21 dias. En individuos inmunodeprimidos, mayores de
65 anos o con alta exposicion es necesario afiadir una tercera dosis, al menos seis meses
después de la segunda dosis. En cuanto a la inmunogenicidad, se ha descrito el
desarrollo de titulos de anticuerpos neutralizantes y respuesta de linfocitos T especificos
similares a los generados tras la infeccion natural con un cuadro asintomatico o
moderado. Sin embargo, a partir de los 6 meses tras la vacunacion se ha reportado un
descenso progresivo del titulo de anticuerpos (238,239).

Distintos estudios han mostrado actividad neutralizante frente a la mayoria de las
variantes sin embargo, presenta actividad considerablemente disminuida frente a las
variantes Beta y Omicron. Aunque los estudios iniciales de seguimiento durante los
primeros 6 meses tras la vacunacidn mostraron una eficacia del 91-95%, estudios mas
recientes en los que se incluyé poblacién en contacto con la variante Delta y Omicron
tras dos meses de recibir la puta completa, mostraron una eficacia del 65% frente a la
variante Delta mientras que para la variante Omicron mostré un 6%. Esta situacion ha
obligado a administrar en todos los casos una dosis adicional de refuerzo. No obstante,
la eficacia para reducir la hospitalizacion sigue siendo muy alta para ambas variantes,
entre el 86-95%. (240-242).

Los efectos adversos, aunque relativamente frecuentes tras la segunda dosis, son leves
como dolor en la zona de inyeccion, fiebre, dolor de cabeza, mialgias o cansancio. Los
efectos adversos graves son muy infrecuentes, habiéndose descrito miocarditis (16
casos de cada millédn de vacunados). La vacuna de Pfizer parece tener menor frecuencia
de efectos adversos que la vacuna de Moderna (243).
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1.10.2.1.2 mRNA-1273 (Moderna)

Al igual que en la formulacion de Pfizer, la vacuna de Moderna estd compuesta por
RNAmM que codifica la proteina S de SARS-CoV-2. Sin embargo, esta formulacion tiene
una mayor estabilidad una vez reconstituida. La pauta completa recomendada para
adultos inmunocompetentes es de dos dosis intramusculares separadas por 28 dias. En
individuos inmunodeprimidos, mayores de 65 afos o con alta exposicién es necesario
afiadir una tercera dosis, por lo menos seis meses después de la segunda (238,244).
Respecto a la inmunogenicidad generada tras la vacunacidn, se han demostrado niveles
de titulos de anticuerpos y de la respuesta de linfocitos T especificos similares a los
generados tras la infeccidon natural. Ademas, estudios comparativos con la vacuna de
Pfizer han demostrado una respuesta inmune superior con niveles de anticuerpos mas
altos. Sin embargo, a partir de los 6 meses tras la vacunacion se ha observado
igualmente un descenso gradual de los titulos de anticuerpos (245,246). Al igual que la
vacuna de Pfizer, la respuesta inmune producida ha demostrado actividad neutralizante
frente a la mayoria de las variantes, con una menor actividad frente a Beta y Omicron.
En este sentido los estudios iniciales de seguimiento de 2 meses tras la vacunacién
mostraron una eficacia del 94%, sin embargo, los estudios mds recientes en los que se
incluye poblacién en contacto con la variante Delta y Omicron, han mostrado una
disminucién drastica de la eficacia para evitar la infeccion sintomatica frente la variante
Omicron, reduciéndose al 5%, y una disminucién menor para la variante Delta (79%). En
base a estos resultados, se ha decidido la administracion de una dosis adicional de
refuerzo en todos los casos. No obstante, la eficacia para evitar la enfermedad grave
ante ambas variantes estd en el 89-96% (240,242,247).

Aunque la vacuna de Moderna produce efectos adversos relativamente frecuentes tras
la segunda dosis, éstos son leves como dolor en la zona de inyeccidn, fiebre, dolor de
cabeza, mialgias o cansancio. Los efectos adversos graves son muy infrecuentes, con
casos descritos de miocarditis (16 casos de cada millén de vacunados) y reaccién
anafilactica (3 de cada millén de vacunados) (243).

1.10.2.2 Vacunas que utilizan como vector un virus

1.10.2.2.1 ChAdOx1 nCoV-19/AZD1222 (AstraZeneca)

La vacuna desarrollada por AstraZeneca esta compuesta por un vector de adenovirus de
chimpancé no replicativo que tiene integrado en su genoma la secuencia de DNA
codificante de la proteina S en conformacion prefusién no estabilizada. En adultos
inmunocompetentes se ha recomendado la administracion de dos dosis intramusculares
separadas por 2-3 meses (recomendacion de la OMS)(248). La inmunogenicidad de esta
vacuna se caracterizaba por que los titulos de anticuerpos generados, ademas de la
respuesta celular, eran comparables a los que se generaban tras la infeccidén natural. Sin
embargo, frente a las variantes Beta, Delta y Omicron parece haber una pérdida muy
considerable de actividad neutralizante, habiendo pacientes que directamente pierden
esta actividad. Los estudios iniciales mostraron una eficacia del 70% a un seguimiento
de 2 meses, mientras que los mas recientes en los que se incluye poblacién en contacto
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con la variante Delta y Omicron, estd en el 40% para Delta y el 0% en Omicron evitando
la infeccién sintomatica a los dos meses. Esto ha llevado a la administracidon de una
tercera dosis de refuerzo en todos los casos. La eficacia reduciendo hospitalizacidon sigue
permaneciendo alta, 82-95% (242,249-252).

Los efectos adversos mas frecuentes son leves como el dolor en la zona de inyeccidn,
fiebre, dolor de cabeza, mialgias o cansancio. Los efectos adversos graves son muy
infrecuentes pero destacan por su gravedad las complicaciones trombdticas asociadas a
trombocitopenia como la trombosis de los senos venosos cerebrales (169 casos en 34
millones de vacunados) y la trombosis de la vena esplénica (54 casos en 34 millones de
vacunados) y por otro lado el sindrome de Guillain Barre (227 casos en 51 millones de
vacunados) (253).

1.10.2.2.2 Ad26.COV2.S (Janssen)

Utiliza como vector un adenovirus humano tipo 26 no replicativo que tiene integrado en
su genoma DNAc codificante de la proteina S en conformacién prefusién estabilizada.
Inicialmente se planted como una vacuna que requeria una Unica dosis intramuscular
pero estudios recientes han puesto de manifiesto que la administracidon de una segunda
dosis a los 2 meses mejoraria sustancialmente su eficacia. Los primeros estudios de
inmunogenicidad mostraron que se generaba una respuesta humoral robusta pero que
los titulos de anticuerpos eran ligeramente inferiores a los generados tras la infeccion
natural. La evaluacién de la cinética de anticuerpos mostrd que los titulos neutralizantes
se mantenian a los 8 meses, al contrario que los generados por las vacunas de RNAm
que van descendiendo progresivamente (246,254,255). La actividad neutralizante se
mantiene frente a las nuevas variantes con un leve descenso en el titulo frente a las
variantes Beta y Delta pero muy acentuado frente a Omicron. Los estudios iniciales
mostraron una eficacia del 67% a un seguimiento de 2 meses, mientras que los mas
recientes en los que se incluye poblacién en contacto con la variante Delta, estd estaria
en el 51%, para Omicron, la eficacia con una dosis es casi nula. Ante esta situacién, la
administracion de una dosis de refuerzo a la inicial o incluso a pacientes que habian
recibido ya dos dosis de vacunas RNAm, ha elevado la eficacia evitando hospitalizacién
al 85% tras 8 meses de recibir la dosis de refuerzo (256-258).

Los efectos adversos, aunque relativamente frecuentes, son leves como el dolor en Ia
zona de inyeccion, fiebre, dolor de cabeza, mialgias, cansancio o ansiedad. Los efectos
adversos graves son infrecuentes pero destaca por su gravedad el sindrome de
trombocitopenia trombdtica, que se da sobre todo en mujeres jovenes (11 casos de cada
millén de vacunadas menores de 50 afios) y el sindrome de Guillain-Barre (8 casos de
cada millédn de vacunados) (253).
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
Hipotesis

Los anticuerpos totales y aquellos con actividad neutralizante frente al SARS-CoV-2
tienen un papel principal en la evolucidon y la resolucion de la COVID-19,
condicionando la progresién clinica.

Los pacientes que en el debut de la COVID-19 presentan un mayor titulo de
anticuerpos IgM e 1gG y de anticuerpos neutralizantes desarrollan formas mas
benignas de la enfermedad debido a su efecto protector frente a la replicacion del
virus en el organismo.

Al tratarse de una enfermedad virica, dentro de la IgG, las subclases de I1gG1 e 1gG3
deberian ser mayoritarias en los pacientes.

La respuesta de anticuerpos IgG y especialmente de anticuerpos con actividad
neutralizante, es esencial para obtener proteccidn tras la vacunacién frente a SARS-
CoV-2, tanto en individuos sin patologias previas como en individuos
inmunocomprometidos.

Los pacientes con trasplante de érgano sélido inmunizados con la vacuna de RNAm
son capaces de desarrollar una respuesta inmune humoral de anticuerpos, tanto
IgG y anticuerpos neutralizantes, aunque de menor magnitud que la de los
individuos inmunocompetentes.

Se puede establecer un punto de corte del titulo de IgM o IgG presente en el suero
de los pacientes para predecir la presencia de actividad neutralizante sin necesidad
de realizar la determinacidn de anticuerpos neutralizantes.

La respuesta inmune humoral generada tras la administracién la vacuna de RNAm
es equiparable o incluso superior a la respuesta generada tras la infeccién natural
por SARS-CoV-2.
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2.2 Obijetivos
2.2.1 Principal

Analizar y caracterizar la respuesta inmune humoral frente al SARS-CoV-2 en una
cohorte de pacientes con COVID-19 agudo del Hospital Universitario 12 de Octubre y en
sujetos vacunados frente al SARS-CoV-2; trasplantados de d6rgano sélido y sujetos
inmunocompetentes.

2.2.2 Secundarios

1. Caracterizar la presencia de anticuerpos especificos IgM e IgG, las subclases de IgG,
y su funcionalidad neutralizante frente al SARS-CoV-2 en pacientes hospitalizados
con COVID-19 agudo y su relacidn con la progresion de la enfermedad.

2. Estudiar la asociacién entre los titulos de anticuerpos especificos y neutralizantes
con variables demogréficas, clinicas o analiticas de los individuos estudiados.

3. Investigar si existe alguna correlacion entre el titulo de anticuerpos especificos IgM,
IgG, subclases de IgG y los titulos de anticuerpos neutralizantes.

4. Identificar un punto de corte del titulo de los anticuerpos especificos que pueda
predecir la presencia de anticuerpos neutralizantes en el suero.

5. Caracterizar la respuesta de anticuerpos especificos IgM e IgG y su funcionalidad
neutralizante generada tras la administracion de la vacuna de mRNA-1273
(Moderna Biotech) en una cohorte de receptores de TOS comparada con una
cohorte de individuos sanos inmunocompetentes.

6. Comparar los niveles de anticuerpos inducidos en individuos inmunizados
empleando la vacuna de mRNA-1273 (Moderna Biotech) con los de pacientes con
COVID-19 agudo.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1 Reclutamiento de los pacientes y recogida de datos clinicos y muestras

El trabajo se realizd sobre dos grupos de estudio:

» Cohorte de estudio 1: compuesta por pacientes con COVID-19 agudo
hospitalizados en el Hospital Universitario 12 de Octubre.

» Cohorte de estudio 2: compuesta por una subcohorte de receptores de
trasplante de odrgano sélido y wuna subcohorte control de sujetos
inmunocompetentes sanos, ambos vacunados con ARNmM-1273 (Moderna
Biotech).

3.1.1 Cohorte de estudio 1: Pacientes con COVID-19 agudo del Hospital
Universitario 12 de Octubre
3.1.1.1 Planteamiento del estudio y reclutamiento de pacientes, diagndstico de
COVID-19, recogida de muestras de suero y consideraciones éticas

1. Planteamiento del estudio y reclutamiento de pacientes

Se realizé un estudio transversal prospectivo en una cohorte de pacientes con COVID-
19 agudo. El reclutamiento se llevd a cabo en el Hospital Universitario 12 de Octubre
(Madrid, Espaiia), un hospital terciario de 1.300 camas que atiende a una poblacién de
450.000 habitantes.

Los pacientes reclutados fueron adultos de entre 23 y 97 afios que habian ingresado en
el hospital con infeccion por SARS-CoV-2 confirmada en el periodo de tiempo
comprendido entre el 11 de marzo y el 15 de abril de 2020, de ellos se selecciond
aleatoriamente a 160 pacientes que fueron asignados a cuatro grupos segun la gravedad
del cuadro clinico tras el ingreso. La seleccion aleatoria de los pacientes tuvo lugar un
mes después del ingreso hospitalario cuando ya se habia resuelto el cuadro clinico y se
podia clasificar clinicamente al paciente.

2. Diagnostico de la COVID-19

La infeccion por SARS-CoV-2 se confirmé mediante un ensayo de RT-PCR realizado en
exudado nasofaringeo del paciente tras su llegada al hospital. El exudado nasofaringeo
fue recogido mediante torundas flocadas en medio de transporte viral UTM™ (Copan
Diagnostics, Brescia, Italia). La extraccion de acidos nucleicos fue llevada a cabo
mediante extractores automaticos MicrolabStarlet IVD con cartucho universal STARMag
96 x 4 (Seegene, Seoul, Corea del Sur) y NucliSENS EasyMAG (bioMerieux, Marcy I'Etoile,
Francia). La amplificacién del material genético mediante rRT-PCR se realiz6 con el
sistema LightCycler 480 System instrument Il (Roche Life Science, Indianapolis, Estados
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Unidos) con el ensayo TagMan 2019nCoV Kit vl (Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, Estados Unidos). Este ensayo amplifica 3 dianas génicas diferentes del
virus; los genes S, N y ORF1ab. Para el diagndstico confirmatorio de infeccidon por SARS-
CoV-2, debian amplificar al menos 2 de estas dianas.

3. Recogida de muestras de suero y consideraciones éticas

De los pacientes adultos que acudieron al Hospital entre el 11 de marzo y el 15 de abril
de 2020, se recogio sistematicamente en el periodo cercano al ingreso, una muestra de
sangre de aproximadamente 5 mL en tubo separador de suero BD Vacutainer RST 8 mL
(Becton Dickinson, New Jersey, Estados unidos). Tras su centrifugacion en Centrifuga
5804 R (Eppendorf, Hamburgo, Alemania) a 2.500 rpm durante 10 minutos, el suero
obtenido fue congelado a -802C hasta su utilizacion.

Las muestras de suero fueron enviadas y analizadas en el Centro Nacional de
Microbiologia del Instituto de Salud Carlos Ill (CNM-ISCIII) (Majadahonda, Espafia).

El estudio fue aprobado por el Comité Etico de Investigacion Clinica local (Cédigo:
20/269. A 26 de mayo de 2020) y se llevd a cabo siguiendo la Declaracion de Helsinki y
la Guia de Buenas Practicas Clinicas.

3.1.1.2 Variables recogidas

De los 160 pacientes se recogieron variables demograficas, clinicas, analiticas, de
tratamiento de la COVID-19 y evolutivas, éstas se incluyeron en un formulario
estandarizado de informe de casos. Los datos fueron extraidos de la Historia Clinica
Electrdnica del Hospital, los cuales iban siendo afiadidos de manera prospectiva durante
la practica asistencial. Al ingreso, no a todos los pacientes se les realizd las mismas
determinaciones por lo que hay variables, especialmente las analiticas, que no estan
recogidas en la totalidad de la cohorte. En la Tabla 4 se incluyen las variables registradas
y el porcentaje de recogida.

Tabla 4. Variables demograficas, clinicas, analiticas, de tratamiento y evolutivas
recogidas en la cohorte de pacientes con COVID-19 agudo.

Variables recogidas Porcentaje de recogida

Demograficas

Edad 100% (160/160)

Sexo 100% (160/160)

Raza 100% (160/160)
Clinicas

Hipertensién ‘ 100% (160/160)
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Enfermedad cardiovascular

100% (160/160)

Neumopatia crénica

100% (160/160)

Asma 100% (160/160)
Diabetes 100% (160/160)
Dislipemia 100% (160/160)
Obesidad 79,38% (127/160)
Tabaquismo 95% (152/160)
Neoplasia 100% (160/160)
Trasplante 100% (160/160)

indice de Charlson

100% (160/160)

Analiticas

Saturacion de oxigeno 99,38% (159/160)
LDH 100% (160/160)
PCR 100% (160/160)
Procalcitonina 39,38% (63/160)
IL-6 10% (16/160)
ALT 99,38% (159/160)
AST 100% (160/160)
Albumina 94,38% (151/160)
Ferritina 89,38% (143/160)
Fibrindgeno 63,13% (101/160)
Triglicéridos 21,88% (35/160)
Dimeros D 61,25% (98/160)
Leucocitos 100% (160/160)
Neutréfilos 100% (160/160)
Linfocitos 100% (160/160)
Monocitos 100% (160/160)
Plaguetas 100% (160/160)

Tratamientos frente a la COVID-19

Hidroxicloroquina

100% (160/160)

Lopinavir/ritonavir

79,38% (127/160)

IFN- B

98,75% (158/160)

Tocilizumab

100% (160/160)

Corticoesteroides

100% (160/160)

Evolutivas

Tiempo desde inicio de sintomas al ingreso
hospitalario

100% (160/160)

Tiempo desde el inicio de sintomas a Ia
extraccion de la muestra de sangre

100% (160/160)

Duracion del curso clinico (Tiempo desde inicio
de sintomas hasta resolucién clinica [Alta
hospitalaria o exitus])

100% (160/160)

62




MATERIAL Y METODOS

Tiempo desde el ingreso a la extraccién de la
muestra de sangre
Tiempo de estancia hospitalaria 100% (160/160)

100% (160/160)

3.1.1.3 Definiciones clinicas

Se considerd insuficiencia o fallo respiratorio cuando el paciente desarrollaba un
sindrome de distrés respiratorio agudo. EI SDRA se definié de acuerdo al criterio de
Berlin, como un cociente de presién parcial de oxigeno arterial entre la fraccidon
inspirada de oxigeno inferior o igual a 200 milimetros de mercurio [relacion Pa02/ FiO2
<200 mmHg] o la necesidad de ventilacion mecdanica (259).

La enfermedad cardiovascular se definid como la presencia de enfermedad coronaria,
insuficiencia cardiaca o accidente cerebrovascular.

La neumopatia crénica se defini6 como la presencia de enfermedad pulmonar
obstructiva crénica o apnea del suefio obstructiva grave.

3.1.1.4 Mediciones de laboratorio

Se midieron los niveles de proteina C reactiva (PCR), interleucina 6 (IL-6), albimina,
alanina transaminasa (ALT), aspartato transaminasa (AST), lactato deshidrogenasa
(LDH), ferritina, dimero D, fibrindgeno, triglicéridos, procalcitonina, leucocitos,
plaquetas, neutrdfilos, linfocitos y monocitos. Todas las mediciones de laboratorio se
realizaron el mismo dia.

3.1.1.5 Asignacidn de los pacientes de la cohorte a un grupo clinico

La cohorte total de 160 pacientes se distribuyd en cuatro grupos clinicos, de tal manera
que en cada grupo hubiese el mismo niumero de pacientes, 40 sujetos. La asignacion de
un paciente a un grupo clinico u otro se hizo siguiendo los criterios de la escala ordinal
de la OMS para la mejora clinica COVID-19 (138). Los cuatro grupos clinicos establecidos
y el criterio de asignacidn segun la escala de la OMS fueron:

» Fallo respiratorio y exitus: pacientes que fallecieron por fallo respiratorio.
Puntuacién 8 de la escala de la OMS (muerte).

> Fallo respiratorio y supervivencia: pacientes que desarrollaron fallo respiratorio
pero que acaban resolviendo el cuadro. Puntuaciones 7 a 5 de la escala de la OMS
(ventilacién + soporte orgdnico adicional o intubaciéon o ventilacion mecanica y
ventilacion no invasiva u oxigeno de alto flujo).

» Oxigenoterapia: pacientes que no desarrollan fallo respiratorio pero que
requirieron oxigenoterapia. Puntuacion 4 de la escala de la OMS (oxigeno por
mascarilla o canulas nasales).
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» Sin oxigenoterapia: pacientes que ingresaron el hospital pero que no desarrollaron
fallo respiratorio ni precisaron tratamiento con oxigeno. Puntuacién 3 de la escala
de la OMS (hospitalizados, sin oxigenoterapia).

3.1.2 Cohorte de estudio 2: Subcohorte de receptores de trasplante de drgano
sélido (TOS) y subcohorte control de sujetos inmunocompetentes sanos
vacunados con ARNm-1273 (Moderna Biotech)

3.1.2.1 Planteamiento del estudio, reclutamiento de TOS e inmunocompetentes

vacunados y recogida de muestras y consideraciones éticas

1. Planteamiento del estudio y reclutamiento de pacientes

Se llevd a cabo un estudio de cohortes prospectivo en dos subcohortes de pacientes
inmunizados con la vacuna ARNm-1273 (Moderna). El reclutamiento se llevd a cabo en
el Hospital Universitario 12 de Octubre y en el CNM-ISCIII.

La cohorte estaba integrada por 43 receptores de TOS y 33 sujetos sanos
inmunocompetentes. La subcohorte de TOS estaba formada por 29 trasplantados
renales y 14 hepaticos con injerto funcional y seguimiento regular en el Hospital
Universitario 12 de Octubre, que fueron seleccionados aleatoriamente entre el 15 y el
27 de abril de 2021. También se incluyeron trasplantados con sospecha o
documentacién de COVD-19 previa.

La subcohorte control de 33 sujetos inmunocompetentes sanos fue seleccionada
aleatoriamente de los trabajadores del CNM-ISCIII entre el 6 y el 23 de abril de 2021.
Ninguno de los sujetos seleccionados tenia comorbilidades significativas ni sospecha o
documentacion de COVID-19 presente o previa.

2. Recogida de muestras de suero y consideraciones éticas

La respuesta humoral en ambas cohortes se analizd mediante la determinacién de
anticuerpos IgM, IgG y neutralizantes en el suero extraido en tres puntos temporales:
basal (inmediatamente antes de la primera dosis de ARNm-1273), primera dosis (en un
intervalo de cuatro semanas; inmediatamente antes de la segunda dosis) y segunda
dosis (dos semanas después de recibir la segunda dosis).

Las muestras de sangre fueron recogidas en un volumen de aproximadamente 5 mL en
tubo separador de suero BD Vacutainer RST 8 mL (Becton Dickinson, New Jersey, Estados
unidos). Tras su centrifugacion en Centrifuga 5804 R (Eppendorf, Hamburgo, Alemania)
a 2.500 rpm durante 10 minutos, el suero obtenido fue congelado a -802C hasta su
utilizacion.

Las muestras de suero fueron enviadas y analizadas en el Centro Nacional de
Microbiologia del Instituto de Salud Carlos Il (CNM-ISCIII) (Majadahonda, Espafia).
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El estudio se llevd a cabo de acuerdo con las normas éticas segun las Declaraciones de
Helsinki y Estambul. El protocolo del estudio fue aprobado por el Comité Etico de
Investigacién Clinica local y todos los participantes dieron su consentimiento informado
por escrito tanto en el Hospital Universitario 12 de Octubre como en el CNM.

3.1.2.2 Variables recogidas

De los 43 receptores de TOS vacunados se recogieron una serie de variables
demogriéficas, clinicas y de tratamiento inmunosupresor en el momento de la
vacunacion. El registro se llevd a cabo utilizando un formulario de informe de casos
estandarizado y los datos fueron extraidos de la Historia Clinica Electrénica del Hospital
Universitario 12 de Octubre.

De los 33 sujetos inmunocompetentes vacunados solamente se recogieron variables
demograficas facilitadas por los propios voluntarios. El registro también se llevé a cabo
utilizando un formulario de informe de casos estandarizado.

Los sujetos incluidos en ambas cohortes fueron seguidos hasta el 1 de julio de 2021.

La lista de variables registradas por familia en cada cohorte figura en la Tabla 5

Tabla 5. Variables recogidas en las cohortes de vacunados TOS e inmunocompetentes.

Variables recogidas en TOS | Variables recogidas en
vacunados inmunocompetentes vacunados
Demograficas Demograficas

Edad Edad

Sexo Sexo

Raza Raza
Clinicas

Hipertensidn
Enfermedad cardiovascular

Evento tromboembdlico
Neumopatia crénica
Diabetes

Dislipemia

Obesidad

Tabaquismo

Neoplasia

Enfermedad reumatoldgica
Tipo de trasplante
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Intervalo de tiempo desde el
trasplante

Tratamientos inmunosupresores

Tacrolimus, MMF/MPS y
prednisona

Tacrolimus y MMF/MPS
Tacrolimus

Tacrolimus, prednisona e inhibidor
de mTOR

Otros

3.1.2.3 Definiciones clinicas
La enfermedad cardiovascular se definid como la presencia de enfermedad coronaria,
insuficiencia cardiaca o accidente cerebrovascular.

El evento tromboembdlico recogia trombosis venosa profunda o tromboembolismo
pulmonar.

La neumopatia crénica se defini6 como la presencia de enfermedad pulmonar
obstructiva crénica o apnea del sueio obstructiva grave.

La enfermedad reumatolégica se definié6 como la presencia de lupus eritematoso o
artritis reumatoide.

3.2 Inactivacién de las muestras de suero

Todas las muestras de suero empleadas en este trabajo, tanto de pacientes, sujetos
vacunados y controles, fueron inactivadas en termobloque (Eppendorf ThermoMixer®
C) a 562C durante 30 minutos.

3.3 Obtencién de la proteina S recombinante completa del SARS-CoV-2

La proteina S recombinante se produjo por transfeccién transitoria de células FreeStyle
HEK 293F (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, Estados Unidos) utilizando
polietilenimina y un plasmido que codifica una construccidn derivada de HexaPro (260)
que incluye la sustitucién D614G. El ectodominio S se purificd a partir de sobrenadantes
celulares filtrados utilizando columnas HisTrap™ Excel (CYTIVA, Washington D.C, Estados
Unidos) y se sometid a un paso adicional de purificacién por cromatografia de exclusidon
de tamafio utilizando una columna Superose 6 10/300 (CYTIVA, Washington D.C, Estados
Unidos). El tamafio de la proteina S completa recombinante se estimé en 180 kDa.

3.4 Estudio de idoneidad de la proteina S recombinante para la realizacion de los
ensayos planteados

Una vez sintetizada la proteina recombinante, se procedié a comprobar su reactividad

especifica frente a sueros controles de sujetos con infeccién e inmunogenicidad
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confirmada frente a SARS-CoV-2 (controles positivos) y frente a sueros controles de
sujetos sin infeccién ni inmunogenicidad confirmada frente a SARS-CoV-2 (controles
negativos). Para ello se llevd a cabo un western blot con el objetivo de localizar la
presencia de una banda a 180 kDa correspondiente con la proteina S completa del SARS-
CoV-2 en los sueros control positivo, por su parte en el western blot de los controles
negativos, no debia aparecer esta banda. Ademas, se llevd a cabo el ensayo ELISA con la
sipke recombinante en los sueros control (Ver Anexo I. Material suplementario. 8.1
Resultados del wester blot sobre los sueros control. Figura S1 y 8.2 Resultados del
ensayo ELISA para la deteccion de anticuerpos de isotipo IgM e IgG sobre los sueros
control. Figura S2).

3.4.1 Seleccién de sueros control

Los sueros control fueron seleccionados aleatoriamente de sujetos inmunocompetentes
trabajadores del Hospital Universitario 12 de Octubre, de los que se habia extraido una
muestra durante el mes de abril de 2020. Estas muestras se custodiaban en la seroteca
del Hospital.

Un suero control positivo se definié como aquel procedente de un sujeto que habia
tenido una infeccién confirmada por SARS-CoV-2 mediante positividad de una prueba
de RT-PCR y que ademds poseia anticuerpos IgG frente a la espicula completa del SARS-
CoV-2, detectados mediante una técnica de ELISA desarrollada por la Icahan School of
Medicine Mount Sinai (261).

Un suero control negativo era aquel procedente de un sujeto en el que se descartaba
una infeccion por SARS-CoV-2 mediante una prueba negativa de RT-PCR y que ademads
no presentaba anticuerpos IgG frente a la espicula completa del SARS-CoV-2,
determinados mediante una técnica de ELISA desarrollada por la lcahan School of
Medicine Mount Sinai (261).

Se seleccionaron en total 20 sueros controles positivos y 20 sueros controles negativos
para este andlisis de idoneidad.

3.4.2 Realizacién del western blot

La confirmacidn de la presencia o ausencia de reactividad se llevd a cabo mediante
western blot, para ello se cargaron geles de electroforesis de acrilamida al 7,5% con un
lisado de células HEK 293T (ATCC® CRL-3216) a modo de control negativo y con la
proteina S recombinante de SARS-CoV-2. Las proteinas migradas a través del gel fueron
transferidas a una membrana de nitrocelulosa que posteriormente fue enfrentada a los
sueros de los controles para comprobar la reactividad o la ausencia de ella que tenian
frente a las diferentes proteinas transferidas (262,263).
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3.5 Ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzima (ELISA)

3.5.1 Resumen del procedimiento

Los anticuerpos IgM, IgG y subclases de 1gG del suero dirigidos a la proteina S se
detectaron mediante ELISA, para ello se recubrieron microplacas de poliestireno de
fondo plano de 96 pocillos (Costar, Thermo Fisher Scientific, Massachussets, Estados
Unidos) durante 24 horas con 100 ng por pocillo de proteina S recombinante purificada
en PBS (Lonza, Basilea, Suiza). A continuacién, se eliminaron las proteinas no unidas
mediante dos lavados con 200 pL de Tween (Sigma-Aldrich, Misuri, Estados Unidos) 20
al 0,1% en PBS (PBST). El bloqueo se realizé con 100 pL de PBST al 0,1% suplementado
con un 5 % de leche en polvo (PBSTM) durante 1 hora. Después de lavar nuevamente
los pocillos dos veces con PBST, se afiadieron diluciones dobles en serie de muestras de
suero (de 1/100 a 1/1.638.400) y se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente,
seguidas de tres pasos de lavado con PBST. A continuacion, se afiadieron a cada pocillo
100 pL de anti-lgM humana conjugada con peroxidasa de rdabano picante (dilucion
1/10.000; Novex, Madrid, Espafia), anti-lgG humana (dilucion 1/3.000; Invitrogen,
Thermo Fisher Scientific, Massachussets, Estados Unidos), anti-lgG1 humana (dilucidn
1/1.000; Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Massachussets, Estados Unidos), anti-IgG2
humana (dilucién 1/1.000; Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Massachussets, Estados
Unidos), anti-IgG3 humana (dilucién 1/5.000; Invitrogen, Thermo Fisher Scientific,
Massachussets, Estados Unidos) o anti-lgG4 humana (dilucion 1/1.000; Invitrogen,
Thermo Fisher Scientific, Massachussets, Estados Unidos) y se incubaron durante 1 hora
a temperatura ambiente. Tras cuatro lavados con PBST, se afiadieron 100 pL de sustrato
OPD de peroxidasa de rdbano picante (Sigma-Aldrich, Misuri, Estados Unidos) y se
incubaron durante 15 minutos a temperatura ambiente. La reaccién se detuvo con 50
uL de acido sulfurico 3N (Merck, Darmstadt, Alemania). Se midié la absorbancia a 450
nm utilizando un lector de placas (Sunrise™ Tecan, Mannedorf, Suiza). Los titulos se
definieron como la mayor dilucién de suero en la que la DO a 450 nm era al menos 0,2
por encima de los pocillos control negativo (pocillos sin suero) (73,262).

3.6 Ensayo de neutralizaciéon subrogada; inhibicién de la unién S/ACE-2 por
anticuerpos

3.6.1 Resumen del procedimiento
El ensayo pretendié determinar la potencial actividad neutralizadora existente en los
sueros de pacientes COVID-19 y vacunados. Sin embargo, se diferencié con respecto a
los ensayos de microneutralizacién con virus o pseudovirus en la rapidez y sencillez para
llevar a cabo el ensayo y obtener resultados. La técnica se basé en un ELISA de inhibicion
de la uniéon de la proteina S al hACE-2.

Brevemente, se recubrieron microplacas de poliestireno de fondo plano de 96 pocillos
(Costar, Thermo Fisher Scientific, Massachussets, Estados Unidos) con una versién
guimérica de un anticuerpo monoclonal anti-Foldon (MF4C) (264) durante 24 horas a
49C, Al dia siguiente, las placas se bloquearon durante 30 minutos con PBS (Lonza,
Basilea, Suiza) complementado con BSA fraccion V (Nzytech, Lisboa, Portugal) al 0,5 %
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(PBS-BSA). A continuacion, se capturd la construcciéon derivada de Hexapro (260)
purificada que contenia la sustitucién D614G (proteina S prefusidon en conformacion
abierta (up) [LR18]) mediante incubacion durante 45 minutos a temperatura ambiente.
Tras laincubacién de la proteina S, se lavaron las placas con PBS y se realizé la incubacién
a temperatura ambiente de las diluciones de sueros durante 45 minutos.
Posteriormente, el receptor hACE-2 [LR3] conjugado con la enzima Precision Protein
StrepTactin-HRP (1/2.000) (Bio-Rad Laboratories, California, Estados Unidos) (LR3-
StrepTactin-HRP) se afiadid a las diluciones de suero y se incubd durante 15 minutos.

Finalmente, se reveld la unién del receptor hACE-2 a la proteina S capturada mediante
la reaccién enzimatica con el sustrato OPD (dihidrocloruro de orto-fenilendiamina)
(Sigma Aldrich, Misuri, Estados Unidos) y posterior parada con acido sulfurico 3N
(Merck, Darmstadt, Alemania). Para ello, la absorbancia generada se midid en un
espectrofotémetro (Sunrise™ Tecan, Mannedorf, Suiza) leyendo la DO a 493-620 nm.

El fondo del ensayo se determind en dos columnas de la placa con la proteina S en
conformacion prefusién cerrada (down) [LR5] que no puede unirse al receptor hACE-2;
se utilizé una construccién purificada derivada de HexaPro que incluia una doble
sustitucién de cisteina, S383C D985C. Se empleé como control negativo un pool de
sueros de individuos inmunocompetentes de los afios 2007-2011 (sin anticuerpos anti-
SARS-CoV-2), el cudl proporcionaba el 100% de la sefal de absorbancia. Por otro lado,
se utiliz6 como control positivo el receptor hACE-2 no marcado y digerido con la
proteasa HRV C3 (LR3d), el cual proporcionaba un 86% de la sefal de absorbancia
respecto al control negativo. Después de restar el fondo, el porcentaje de neutralizacion
se calculé como [1- (suero de prueba OD495-620 / control negativo 0D495-620)] x 100.

En todos los experimentos, la incubacidn del receptor hACE-2 no marcado logrd un
porcentaje de neutralizacion superior al 85%. Cada muestra se probé por duplicado con
una dilucién en serie triple empezando por 1/10. Las diluciones seriadas fueron: 1/10,
1/30, 1/90, 1/270, 1/810, 1/2.430y 1/7.290.

El titulo neutralizante se definié como la dilucion de suero que dio lugar a una reduccion
del 50% de la sefial de absorbancia, tomando como referencia la absorbancia del control
negativo. Para ello, se utilizé una curva de regresion no lineal con el porcentaje de sefial
frente a la dilucion en log 10.

3.6.2 Protocolo del ensayo de neutralizaciéon subrogada

La composicion de los reactivos empleados en el ensayo de neutralizacién subrogada se
recoge en la Tabla 6 y en la Figura 9 se muestra un esquema de la disposicién de las
proteinas S en conformacion abierta y cerrada sobre la placa de 96 pocillos.

a. Tapizar cada pocillo de la placa de 96 con 400 ng de MF4c en 50 pL de PBS (Lonza,
Basilea, Suiza) e incubar durante 24 horas a 4°C.
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b. Retirar el contenido de la placa sin lavar y proceder a bloquear con 150 uL de
tampon PBS-BSA 0,5% por pocillo durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Al finalizar la incubacidn retirar el contenido de la placa sin lavar.

c. Incubar 50 ng por pocillo en 50 puL de PBS-BSA 0,5% de las proteinas S en
conformacidon prefusion abierta (LR18) y cerrada (LR5) en los pocillos
correspondientes, siguiendo el esquema de la figura 10. Incubar a temperatura
ambiente durante 45 minutos y posteriormente realizar 3 lavados con PBS.

Diluciones del suero (Ver Figura 10):

1. Paracadasueroque se quiere titular, en una placa de 96 pocillos de fondo
en U hacer diluciones seriadas 1/3 en un volumen de 50 pl, partiendo de
una dilucién 1/10. Cada dos columnas corresponden a un suero distinto.

2. Para ello, afadir en el primer pocillo de las dos primeras columnas 15 pl
del suero que se quiere estudiar + 135 pl de PBS-BSA (dilucién 1/10). Al
resto de pocillos de las columnas afiadir dnicamente 100 pl de PBS-BSA.

3. Tomar del primer pocillo 50 ul de la mezcla y transferir al siguiente pocillo
de la columna, y asi sucesivamente hasta la fila n27 (dilucion 1/7.290).
Repetir el proceso en cada columna. Por cada placa se puede calcular el
titulo neutralizante de 5 sueros duplicados.

4. Incluir en cada placa 4 controles negativos (pool de sueros de
inmunocompetentes anteriores a la pandemia) a una dilucién 1/10, 50 pl
por pocillo y 2 controles positivos con el receptor hACE-2 digerido no
marcado (LR3d), 10 ug de proteina + 50 ul de PBS-BSA por pocillo.

d. Transferir las diluciones de suero, los controles negativos y los controles
positivos LR3d a la placa de 96 pocillos tapizada con la proteina S e incubar a
temperatura ambiente durante 45 minutos.

e. Transcurrida la incubacion, no se retiran las muestras y se afiade sobre todos los
pocillos el complejo hACE-2 marcado con StrepTactin- HRP (Bio-Rad
Laboratories, California, Estados Unidos) (1/2.000) (1.000 ng de hACE-2 por
pocillo + StrepTactin-HRP 1/2.000 en PBS-BSA 0.5%) [LR3-StrepTactin-HRP] en
PBS-BSA, un volumen de 50 pl por pocillo. Al anadir el complejo, agitar la placa
para una correcta mezcla de los 2 volumenes. Incubar durante 15 minutos a
temperatura ambiente y posteriormente realizar 3 lavados con PBS.

f. Incubar la placa con la solucién de sustrato OPD, 50 ul por pocillo durante 10
minutos a temperatura ambiente.
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g. Detenerlareaccién enzimatica con 50 ul por pocillo de acido sulfdrico 3N (Merck,
Darmstadt, Alemania).

h. Realizar la lectura de absorbancias a 490-650nm en espectrofotémetro
(Sunrise™ Tecan, Mannedorf, Suiza). En todos los casos sustraer a la sefial
obtenida con la proteina LR18 la registrada con la LR5 (dos columnas de
referencia), el porcentaje de inhibicion de la sefial se calculé como [1- (DO 495-
620 del suero problema / DO 495-620 del control negativo)] x 100%.

Calculo del titulo:

El titulo neutralizante se definié como la dilucion de suero que dio lugar a una reduccién
del 50% de la sefial de absorbancia, tomando como referencia la absorbancia del control
negativo. Para ello, se utilizé una curva de regresidn no lineal con el porcentaje de sefial
frente a la dilucion en log 10.

Tabla 6. Composicidn de las soluciones tampon de bloqueo y dilucién, MFAC, LR18, LR5,
LR3-StrepTactin-HRP, LR3d y del sustrato de la reaccién enzimatica:

Componente Cantidades
Tampon de bloqueo y dilucién (PBS-BSA
al 0,5%) (PBS 1X + BSA con factor V)
PBS 1X 1000 mL
BSA con fraccién V 5g
Solucion de MF4C (para una placa)
Anticuerpo MF4C (1.550 ng/uL) 25,8 uL
PBS 1X 5mL
Solucién de LR18 (para una placa)
Proteina LR18 (1.000 ng/uL) 4 uL
PBS-BSA al 0,5% 4 mL
Solucién de LR5 (para una placa)
Proteina LR5 (850 ng/uL) 1,41 L
PBS-BSA al 0,5% 1,2 mL
Solucién de LR3 StrepTactin-HRP (para
una placa)
Proteina LR3 (4.600 ng/pL) 21,74 uL
StrepTactin-Po 2,5 uL
PBS-BSA al 0,5% 5mL
Soluciéon de LR3d (para una placa)
Proteina LR3d (1.900 ng/pL) 31,58 uL
PBS-BSA al 0,5% 300 L
Sustrato OPD ELISA
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Solucién de 4cido citrico 0,05M +

Na;HPO4 0,1M pH5

Dihidrocloruro de orto Fenilendiamina | 10 mg

H203 10 L
Solucién de parada de la reaccion
enzimatica (Acido sulfirico 3N)

H2S04 (PM: 98,08 g/mol; d: 1,84 g/mL) | 16 mL

Agua destilada 184 mL

5mL

Figura 9. Disposicion de las proteinas S en conformacién abierta y cerrada sobre la placa
de 96 pocillos.
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Figura 10. Esquema de diluciones del suero por paciente y disposicién en placa de 96
pocillos.

Fila Suero (uL) PBS-BSA (pL) Dilucion
A 15 135 1/10
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3.7 Andlisis estadistico

Analisis descriptivo y analitico de las cohortes

La normalidad de la distribucién y la homogeneidad de la varianza se comprobaron
mediante las pruebas de Kolmogorov-Smirnov y Levene, respectivamente. Las variables
cuantitativas se compararon con la prueba t de Student y la prueba ANOVA (para
medidas independientes y de distribuciéon normal), la prueba U de Mann-Whitney y la
prueba de Kruskal-Wallis (para medidas independientes y de distribucidn no normal) o
la prueba de Friedman (para medidas relacionadas y de distribucién no normal). Los
analisis posteriores por pares entre grupos se realizaron mediante la prueba de
comparaciones multiples de Dunn. Las variables categdricas se evaluaron con la prueba
exacta de X2 o de 2 colas de Fisher y la prueba de McNemar, segun procediera. Las
correlaciones entre las variables cuantitativas se evaluaron con el coeficiente de
correlacion de Pearson (para las variables con distribucion normal) o la rho de Spearman
(para las variables sin distribuciéon normal). Los resultados cuantitativos se expresaron
como media % desviacién estandar (SD) para las variables con distribucion paramétrica
o mediana y rango intercuartilico (IQR) para las variables con distribucion no
paramétrica. Los resultados de las variables categéricas se expresan como numero y
como porcentaje del grupo del que proceden. El analisis multivariante se realizd
mediante regresion lineal multiple.

Anilisis de parametros seroldgicos

Se considerd que los pacientes eran seropositivos para el SARS-CoV-2 si los titulos de
anticuerpos determinados mediante ensayos ELISA eran superiores a 50 y se considerd
gue tenian anticuerpos neutralizantes positivos si el titulo de anticuerpos neutralizantes
era superior a 3,3. Se calculd el coeficiente de correlacion de Spearman y el valor p para
evaluar la correlacion entre las variables cuantitativas y cualitativas. La comparacién del
nivel de anticuerpos entre los grupos se realizé mediante la prueba de Kruskal-Wallis y
entre las dosis de vacunacion, mediante la prueba de Friedman. Los analisis posteriores
por pares entre los grupos de gravedad de la enfermedad vy los grupos de vacunados se
realizaron mediante la prueba de comparaciones multiples de Dunn. Se utilizaron
pruebas estadisticas no paramétricas, dada la distribucion no normal de los datos y la
falta de homocedasticidad, evaluada por las pruebas de Kolmogorov-Smirnov y Levene,
respectivamente.

Para estimar valores de corte, se utilizé el analisis de la curva de caracteristica operativa
del receptor (ROC). También se calcularon el area bajo la curva, la sensibilidad, la
especificidad y los valores p para los valores de corte calculados.

El andlisis estadistico y la representacidn grafica de los datos se realizaron con IBM SPSS
Statistics for Windows, versién 25.0 (Armonk, NY: IBM Corp y SAS/STAT 10.1; SAS
Institute Inc., Cary, NC) y Prism 5 v.5.01 (GraphPad Software). Las variables con un valor
p < 0,05 se consideraron significativas.
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4. RESULTADOS

4.1 Estructuracién del proyecto de tesis doctoral

El proyecto fue realizado en dos fases en las que se pretendié determinar la respuesta
inmune humoral frente al SARS-CoV-2 en dos poblaciones diferentes; por un lado,
pacientes con infeccidon aguda por SARS-CoV-2 y por otro, pacientes vacunados frente a
la COVID-19.

La primera fase (Bloque 1) se planted para conocer las caracteristicas de la respuesta
inmune humoral de los pacientes COVID-19 hospitalizados con infeccidon aguda y su
asociacion con las caracteristicas demograficas, clinicas, analiticas, de tratamiento y
evolutivas.

En la segunda fase (Bloque 2) el objetivo principal fue comparar la respuesta inmune
humoral generada por trasplantados de 6rgano sélido (rifidn e higado) con la que genera
la poblacidn sana inmunocompetente tras la administracién de la vacuna ARNm-1273
(Moderna Biotech). Se buscaron también las asociaciones entre las variables
demograficas, clinicas y de pauta inmunosupresora con la magnitud de la respuesta
inmune. Ademas, se compard la magnitud de la respuesta humoral desarrollada por
vacunados inmunocompetentes frente a la COVID-19 y la generada por pacientes con
COVID-19 agudo.

La Figura 11 muestra la estructura del proyecto de tesis doctoral:
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Figura 11. Estructuracién del proyecto de tesis doctoral.
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4.2 Bloque 1: Determinar la respuesta inmune humoral frente a la proteina S del
SARS-CoV-2 en pacientes COVID-19 con infeccién aguda (Cohorte de estudio
1)
4.2.1 Caracteristicas demograficas, clinicas, analiticas, de tratamiento frente a la
COVID-19 y evolutivas en pacientes hospitalizados con infeccién aguda por
SARS-CoV-2

Las caracteristicas de los cuatro grupos clinicos incluidos en el estudio (FR y exitus, FR 'y
supervivencia, oxigenoterapia y sin oxigenoterapia) se muestran en la Tabla 7.

1. Caracteristicas demograficas

La mediana de edad de la cohorte total fue de 61 afios (IQR: 49,25 - 75) con un 68,8%
(110/160) de pacientes varones y un 70% (112/160) de raza caucasica. La edad de los
pacientes que desarrollaron FR vy fallecieron fue significativamente mayor en
comparacion con los otros tres grupos clinicos (p < 0,001), por otra parte, los pacientes
con oxigenoterapia tenian mayor edad que los que no la recibian (p = 0,006). El sexo
masculino no estuvo significativamente mas representado en ninguno de los grupos
clinicos, sin embargo, la raza caucasica si que tenia mayor representacion en FR y exitus
con respecto a FR y supervivencia (p = 0,003). En sentido inverso, la raza latino
americana fue mas numerosa entre los pacientes que sobrevivian al FR con respecto a
los que fallecian (p = 0,022).

2. Caracteristicas clinicas

La cohorte total de pacientes se caracterizd por tener elevada comorbilidad, con un
81,9% (131/160) de sujetos que tenian por lo menos un factor de riesgo para padecer
COVID-19 severo. Las comorbilidades mas frecuentes fueron la hipertension (35,6%), la
dislipemia (27,5%), la diabetes (20%), la enfermedad cardiovascular (15,6%) y la
enfermedad pulmonar crénica (6,3%). Analizando los grupos clinicos por la presencia o
no de comorbilidades, se observd que el grupo de FR y exitus tenia un numero
significativamente mayor de pacientes con comorbilidades que los grupos de FR y
supervivencia (p = 0,048), oxigenoterapia (p = 0,025) y sin oxigenoterapia (p < 0,001). A
su vez, los pacientes con FR y supervivencia tenian mas comorbilidades que el grupo sin
oxigenoterapia (p = 0,022) y los pacientes con oxigenoterapia mas comorbilidades que
los que no recibieron oxigenoterapia (p = 0,045).

3. Caracteristicas analiticas
Analizandolas por grupos clinicos destacaron:

e Saturacion de oxigeno: los pacientes con FR (tanto los que fallecian como los que
sobrevivian) tenian una saturacién de oxigeno significativamente mds baja que
los grupos de pacientes que no tenian FR (p < 0,001 en todos los casos), también
se observo esta diferencia entre el grupo de oxigenoterapia y el que no recibia
oxigeno (p = 0,003).
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LDH: los pacientes que desarrollaban FR (exitus y supervivientes) tenian un nivel
mas elevado que el de los dos grupos que no hacian FR (p < 0,001 en todos los
casos).

PCR: los grupos de FR (exitus y supervivencia) tenian un nivel de PCR
significativamente mas alto que el de los grupos que no hacian FR (p < 0,001 en
todos los casos).

Procalcitonina: los grupos de FR (exitus y supervivencia) tenian un nivel de
procalcitonina significativamente mds alto que el de los grupos que no hacian FR
(p < 0,001 en todos los casos).

AST: los pacientes que desarrollaban FR (exitus y supervivientes) tenian un nivel
de AST mas elevado que el del grupo que no recibié oxigenoterapia (p < 0,001 en
ambos casos).

Albumina: El grupo que no recibié oxigenoterapia tenia mayor nivel de albumina
que el de los dos grupos que desarrollaron FR (exitus y supervivencia) (p < 0,001
en ambos casos). Ademas, el grupo de oxigenoterapia tenia un valor mas elevado
comparado con el grupo de FR y exitus (p = 0,013)

Ferritina: los grupos de FR (exitus y supervivencia) tenian un nivel de ferritina
significativamente mas alto que el del grupo que no recibidé oxigenoterapia (p <
0,001 en ambos casos). También se observé esta diferencia entre el grupo de FR
y supervivencia y oxigenoterapia (p = 0,018).

Fibrinégeno: los grupos de FR (exitus y supervivencia) tenian un nivel de
fibrinégeno significativamente mas alto que el del grupo que no recibid
oxigenoterapia (p = 0,026 y p < 0,001, respectivamente). También se observé
esta diferencia entre el grupo de FRy supervivencia y oxigenoterapia (p < 0,001).

Dimeros D: los pacientes que desarrollaban FR (exitus y supervivientes) tenian
un valor de dimeros D mas elevado que el del grupo que no recibid
oxigenoterapia (p < 0,001 y p = 0,022 respectivamente).

Leucocitos: El grupo clinico de FR y supervivencia tenia un contaje de leucocitos
significativamente mas elevado que el de los grupos de oxigenoterapia (p =
0,015) y sin oxigenoterapia (p < 0,001).

Neutroéfilos: El grupo clinico de FR y supervivencia tenia un nimero de neutrofilos
significativamente mas elevado que el de los grupos de oxigenoterapia (p =
0,003) y sin oxigenoterapia (p < 0,001).

4. Tratamiento administrado

Hidroxicloroquina y lopinavir/ritonavir fueron administrados porigual a todos los grupos
clinicos, mientras que el INF- B, los corticoesteroides y el tocilizumab, fueron
administrados a los pacientes que desarrollaron fallo respiratorio. Analizando el
tratamiento frente a la COVID-19 por grupos clinicos destacaron:
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e Hidroxicloroquina y lopinavir/ritonavir: no hubo diferencias significativas entre
grupos en la administracién de estos farmacos.

e INF- B: FR y exitus recibio significativamente mds que los grupos de
oxigenoterapia y sin oxigenoterapia (p < 0,001). FR y supervivencia también
recibido mas que oxigenoterapia y sin oxigenoterapia (p = 0,003).

e Corticoesteroides: FR y exitus recibié significativamente mas que oxigenoterapia
(p = 0,007) y sin oxigenoterapia (p < 0,001). FR y supervivencia también recibio
mas que oxigenoterapia y sin oxigenoterapia (p < 0,001).

e Tocilizumab: FR y supervivencia recibieron significativamente mas tocilizumab
que FRy exitus (p = 0,009), oxigenoterapia y sin oxigenoterapia (p < 0,001).

5. Evolucién

No se observaron diferencias significativas ni en los dias transcurridos desde el inicio de
los sintomas hasta el ingreso hospitalario o hasta la toma de muestras en cada uno de
los grupos clinicos. Tampoco entre el tiempo desde el ingreso hospitalario a la extraccién
del suero.

Sin embargo, los pacientes con FR que sobrevivieron tuvieron mas dias de curso clinico
y estancia hospitalaria que el resto (p < 0,001). También los pacientes del grupo de
oxigenoterapia tuvieron mas dias de curso clinico y una estancia hospitalaria mas
prolongada que los del grupo sin oxigenoterapia (p = 0,012 y p = 0,002,
respectivamente).
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Tabla 7. Caracteristicas demogrificas, clinicas y analiticas de los pacientes al ingreso

. Total FR y exitus FR y Oxigenoterapia . Sin
Caracteristicas (N=160) (n=40) supervivencia (n=40) oxigenotera valor p
(n=40) pia (n=40)

Edad (y), mediana (IQR) 61 (49,25-75) 76,5 (68,75-83) 55 (47-65) 65 (48,75-75,75) 51,5 (43-57) <0,001

Sexo, masculino, n°. (%) 110 (68,8%) 29 (72,5%) 30 (75%) 28 (70%) 23 (57,5%) 0,337

Raza, n°. (%)

Caucésica 112 (70%) 34 (85%)* 22 (55%)* 28 (70%) 28 (70%) *0,003
Latino americana 43 (26,9%) 6 (15%)* 15 (37,5%)* 10 (25%) 12 (30%) *0,022
Subsahariana 1 (0,6%) 0 (0%) 1 (2,5%) 0 (0%) 0 (0%)
Magrebi 2 (1,3%) 0 (0%) 1(2,5%) 1(2,5%) 0 (0%)
Asiatica 1(0,6%) 0 (0%) 0 (0%) 1(2,5%) 0 (0%)
Gitana 1 (0,6%) 0 (0%) 1(2,5%) 0 (0%) 0 (0%)

Comorbilidades, n°. (%) 131 (81,9%) 39 (97,5%) 34 (85%) 33 (82,5%) 25 (62,5%) 0,001
Hipertension 57 (35,6%) 19 (47,5%) 16 (40%) 15 (37,5%) 7 (17,5%) 0,035
Enfermedad 25 (15,6%) 10 (25%) 5 (12,5%) 7 (17,5%) 3 (7,5%) 0,167
cardiovascular
Asma 9 (5,6%) 1 (2,5%) 3 (7,5%) 2 (5%) 3 (7,5%) 0,730
Neumopatia cronica 10 (6,3%) 7 (17,5%) 1 (2,5%) 2 (5%) 0 (0%) 0,006
Diabetes 32 (20%) 13 (32,5%) 9 (22,5%) 7 (17,5%) 3 (7,5%) 0,043
Dislipemia 44 (27,5%) 15 (37,5%) 8 (20%) 11 (27,5%) 10 (25%) 0,353
Obesidad 55 (43,3%) 19 (57,6%) 15 (46,9%) 11 (34,4%) 10 (33,3%) 0,161
*datos no disponibles en N=127 n=33 n=32 n=32 n=30
todos los casos
Tabaquismo 11 (7,2%) 2(5,1%) 4 (10%) 3 (8,6%) 2 (5,3%) 0,795
*datos no disponibles en N=152 n=39 n=40 n=35 n=38
todos los casos
Neoplasia 15 (9,4%) 6 (15%) 2 (5%) 4 (10%) 3 (7,5%) 0,462
Trasplante 1 (0,6%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (2,5%) 0,389
indice de comorbilidades 2 (1-4) 4 (3-6) 2(1-3) 2,5(1-4) 1(0-2) <0,001
de Charlson, mediana
(IQR)

Caracteristicas analiticas §

Saturacidn de oxigeno 92 (88-96) 88 (83,25-90) 90 (85-92) 94 (91-96) 98 (96-99) < 0,001

(%) N= 159 n=40 n=39 n=40 n=40

*datos no disponibles en

todos los casos

LDH (U/L) 379,5 (304,5- 443 (377,75- 494 (392-621) 335 (303,75-389,5) 290 (236,5- < 0,001
493,3) 590,25) 372)

PCR (mg/dL) 10,93 (4,75- 15,44 (10,74- 18 (9,87-25,53) 8,86 (3,9-12,34) 3,73 (1,62- <0,001
18,03) 23,57) 7,66)

IL-6 (pg/mL) 38 (7,8-159,8) 79 166 (117-346) 16 (2-31,5) 10 (2,3-35,8) 0,03

*datos no disponibles en N=16 n=1 n=7 n=4 n=4

todos los casos

Procalcitonina (ng/mL) 0,14 (0,09-0,42) 0,38 (0,19-0,81) 0,23 (0,13-0,60) 0,1(0,08-0,11) 0,08 (0,06- < 0,001

*datos no disponibles en N=63 n=20 n=18 n=12 0,12)

todos los casos n=13

ALT (U/L) 32 (21-50) 30,5 (20-45,8) 42 (28-70,3) 29 (20,3-52,5) 29 (17-52) 0,07

*datos no disponibles en N=159 n=40 n=40 n=40 n=39

todos los casos

AST (U/L) 42,5 (30-62,8) 51 (37,8-70) 53 (39,3-74,5) 35,5 (30-59) 28 (24-47,5) <0,001

Albumina (g/dL) 3,8 (3,4-4,1) 3,6 (3,3-3,9) 3,6 (3,3-4,0) 3,9 (3,6-4,2) 4,1 (3,8-4,4) <0,001

*datos no disponibles en N=151 n=39 n=38 n=37 n=37

todos los casos

Ferritina (ng/mL) 990 (508-1.792)  1.532 (739-2.254) 1.664 (978,3- 784 (449,5-1.422,5) 522,9 (201,3- < 0,001

*datos no disponibles en N=143 n=35 2.096,7) n=36 840,3)

todos los casos n=34 n=38

Fibrinégeno (mg/dL) 770 (626-896) 784 (627,3-934,8) 877 (792,8-1.011) 723 (630-850) 592 (515,5- <0,001
N=101 n=22 n=28 n=30 728)

n=21
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*datos no disponibles en

todos los casos

Triglicéridos (mg/dL)

*datos no disponibles en

todos los casos

Dimeros D (ng/mL)

*datos no disponibles en

todos los casos

Leucocitos

(x 108 células/pL)

Neutrdfilos

(x 108 células/pL)

Linfocitos

(x 108 cells/uL)

Monocitos

(x 108 cells/uL)

Plaquetas

(x 108 cells/pL)
Tratamiento frente a la
COVID-19 en la extraccion
del suero, n°. (%)

Hidroxicloroquina

Lopinavir/ritonavir
*datos no disponibles en
todos los casos

IFN-b

*datos no disponibles en
todos los casos
Tocilizumab

Corticoesteroides

Tiempo desde el inicio de
sintomas al ingreso
hospitalario (d), mediana
(IQR).

Tiempo desde el inicio de
sintomas a la extraccion del
suero (d), mediana (IQR).
Tiempo desde el ingreso
hospitalario a la extraccion
del suero (d), mediana
(IQR).

Duracién de la estancia
hospitalaria (d), mediana
(IQR).

Duracién del curso clinico
(d), mediana (IQR).

124 (99-174)
N=35

679,5 (431,3-
1345,5)
N=98
6,1 (4,87,7)
45 (3,3-6,2)
0,8 (0,6-1,2)
0,4 (0,3-0,6)

184,5 (153,3-
233,5)

152 (95%)

109 (85,8%)
N= 127

32 (20,3%)
N= 158

36 (22,5%)

76 (47,5%)

6 (4-8)

9 (7-11)

2 (2-3)

9 (5-16)

17 (12-25)

217 (111,5-558)
n=5

1370 (649,5-
3326,5)
n=22
6,1 (4,6-8,8)
5(3,4-7,4)
0,7 (0,6-1,05)
0,4 (0,2-0,6)

176,5 (136-229)

37 (92,5%)

27 (84,4%)
n=32

16 (40%)
n=40

8 (20%)

26 (65%)

6 (4,25-8)

9 (6,25-11)

2 (2-3)

75 (5-11)

14 (11-20)

148 (102-212)
n=7

755 (603,5-
1118,5)
n=29
7,2 (5,7-11,1)
5,9 (4,4-9,5)
0,8(0,6-1,1)
0,4 (0,3-0,6)

216,5 (162,8-
275,3)

40 (100%)

30 (96,8%)
n=31

12 (30,8%)
n=39

19 (47,5%)

31 (77,5%)

6 (4-7)

8 (7-10)

2.5 (2-3)

21,5 (15,25-31)

27,5 (22-38,5)

120 (94,3-168)
n=10

599 (441,8-1368)
n=26

5.8 (4,3-7,1)
4.2 (2,9-5,8)
0,9 (0,53-1,2)
0,4 (0,4-0,6)

174 (145,3-211,5)

38 (95%)

24 (82,8%)
n=29

2 (5,1%)
n=39

7 (17,5%)

14 (35%)

6 (5-8)

9 (7-10)

2 (2-3)

9,5 (6,25-15)

17 (12,25-24,75)

113 (97,5-
154)
n=13

345 (294-675)
n=21
5,4 (4,5-6,5)
3,8 (2,7-4,5)
1(0,7-1,38)

0,4 (0,3-0,6)

212 (156,8-
232,5)

37 (92,5%)

28 (80%)
n=35

2 (5%)
n=40

2 (5%)

5 (12,5%)

6,5 (4-9,75)

9 (6-11,75)

2 (2-3)

5 (4-7,75)

13 (9,25-16)

0,313

< 0,001

<0,001

< 0,001

0,064

0,458

0,09

0,368

0,230

<0,001

< 0,001

< 0,001

0,885

0,970

0,759

< 0,001

< 0,001

FR: fallo respiratorio. § se representa mediana y rango intercuartilico.
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4.2.2 Asociacion entre la severidad de la enfermedad y la magnitud de la
respuesta inmune humoral frente a la proteina S del SARS-CoV-2

La magnitud de la respuesta humoral durante el ingreso hospitalario se caracterizé para

todos los pacientes mediante la determinacién de los titulos de anticuerpos IgM, 1gG

totales, subclases de 1gG y anticuerpos neutralizantes frente a la proteina S del SARS-

CoV-2. En un primer analisis se procedid a describir cada uno de ellos y su relacién con

la severidad clinica en la totalidad de la cohorte.

4.2.2.1 Titulo de IgMy severidad

Titulo de IgM vy severidad

La mediana del titulo de IgM de la cohorte total fue de 800 (400 — 3.200) con unos
valores que oscilaron entre 40 y 51.200, y un 93,13% (149/160) de pacientes con titulos
de IgM por encima del limite de deteccidon (mas de 50). De los 11 pacientes con titulo de
IgM por debajo del limite de deteccidn, 6 de ellos pertenecian al grupo FR y exitus, 2 al
grupo que recibié oxigenoterapia y 3 al grupo que no recibié oxigenoterapia, mientras
gue todos los pacientes que hicieron FR pero sobrevivieron tenian titulo detectable de
IgM. De hecho, se observé que los pacientes que no desarrollaban titulo de IgM al
ingreso tenian mayor riesgo de fallecer que los que si lo montaban (OR: 4,06 (IC 95%:
1,17 - 14,12); p = 0,028).

Los pacientes que desarrollaron FR y sobrevivieron tenian una mediana de titulo de IgM
seis veces mas alta que los no supervivientes (2.400 (500 — 6.400) vs 400 (200 — 1.600),
respectivamente; p = 0,001), mientras que no se observaron diferencias significativas en
los titulos de IgM al compararlos con los otros grupos clinicos. Los titulos de IgM frente
a la proteina S del SARS-CoV-2 en los diferentes grupos clinicos se representan en la
Figura 12.

84



RESULTADOS

Figura 12. Titulos de anticuerpos IgM frente a la proteina S del SARS-CoV-2 en los
diferentes grupos clinicos COVID-19 de la cohorte total. La cohorte total se representa
con circulos grises (n=160), los pacientes con FR y exitus con circulos rosas (n=40), los
pacientes con FRy supervivencia con circulos verdes (n=40), los pacientes que recibieron
oxigenoterapia con circulos naranjas (n=40) y los pacientes que no requirieron
oxigenoterapia con circulos azules (n=40). El punto de cohorte de la técnica se indica
mediante una linea discontinua en 50. La mediana y el rango intercuartilico se
representan mediante lineas negras. La significacion estadistica se determind mediante
el test no paramétrico de Kruskal-Wallis y el test de comparaciéon multiple de Dunn. El
eje de ordenadas se representa en escala logaritmica.
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4.2.2.2 Titulo de IgG total y severidad. Combinacién respuesta IgM/IgG

Titulo de IgG total y severidad

La mediana del titulo de IgG de la cohorte total fue de 1.600 (200 — 6.400) con unos
valores que oscilaron entre 40y 204.800 y un 96,25% (154/160) de pacientes con titulos
de 1gG por encima del limite de deteccion (mas de 50). De los 6 pacientes con titulo de
IgG por debajo del limite de deteccidn, 3 de ellos pertenecian al grupo de FR y exitus, 1
al grupo que recibié oxigenoterapia y 2 al grupo que no recibid oxigenoterapia, mientras
que todos los pacientes que hicieron FR pero sobrevivieron tenian titulo detectable de
IgG. No obstante, no se probd que los pacientes que no tenian titulo de 1gG al ingreso
tuviesen mas riesgo de fallecer que los que si tenian titulo detectable (p = 0,170).

De la misma manera que con el titulo de IgM, los pacientes que desarrollaron FR y
sobrevivieron también tenian niveles de mediana mas altos de IgG total que los que
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desarrollaron FR y sucumbieron a la infeccién, concretamente 8 veces mas altos (6.400
(800 — 22.400) vs 800 (200 — 3.200), respectivamente; p = 0,003). El grupo de FR y
supervivencia también tenia titulos de IgG total superiores a los de los pacientes que
requirieron oxigenoterapia (6.400 (800 — 22.400) vs 800 (200 — 3.200), respectivamente;
p = 0,008). Los titulos de IgG frente a la proteina S del SARS-CoV-2 en los diferentes
grupos clinicos se representan en la Figura 13.

Figura 13. Titulos de anticuerpos IgG frente a la proteina S del SARS-CoV-2 en los
diferentes grupos clinicos COVID-19 de la cohorte total. La cohorte total se representa
con circulos grises (n=160), los pacientes con FR y exitus con circulos rosas (n=40), los
pacientes con FRy supervivencia con circulos verdes (n=40), los pacientes que recibieron
oxigenoterapia con circulos naranjas (n=40) y los pacientes que no requirieron
oxigenoterapia con circulos azules (n=40). El punto de cohorte de la técnica se indica
mediante una linea discontinua en 50. La mediana y el rango intercuartilico se
representan mediante lineas negras. La significacién estadistica se determindé mediante
el test no paramétrico de Kruskal-Wallis y el test de comparacion multiple de Dunn. El
eje de ordenadas se representa en escala logaritmica.
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Combinacién respuesta IgM/IgG

En cuanto a la reactividad combinada de IgM e IgG, la mayoria de pacientes de la cohorte
total tuvieron titulos detectables de ambos isotipos. Solamente el 8,13% (13/160) de los
pacientes no presentaba esta respuesta combinada. De estos 13 pacientes, 6
pertenecian al grupo de pacientes fallecidos, 3 al grupo que recibidé oxigenoterapia y 4
al que no la recibid. La totalidad de los pacientes supervivientes al FR tenia reactividad
frente a ambos isotipos. No obstante, no se probd que los pacientes que no tenian
respuesta conjunta de IgM e IgG al ingreso tuviesen mas riesgo de fallecer que los que
si tenian titulo detectable de ambos isotipos (p = 0,076).

86



RESULTADOS

En los 13 pacientes sin titulo detectable combinado de IgM e IgG, 4 de ellos
directamente no presentaban reactividad frente a ningun isotipo, 3 pacientes del grupo
de fallecidos y otro del grupo que no recibié oxigenoterapia; habiendo por tanto un
porcentaje mayor de fallecidos entre los pacientes que no montaban ningun tipo de
respuesta humoral respecto a los pacientes que si desarrollaban algun tipo de respuesta
(p = 0,019). Los 9 pacientes restantes que no tenian titulo detectable para los dos
isotipos combinados pero si por separado, se caracterizaron porque la mayoria de ellos,
7 pacientes (3 FR y exitus, 2 oxigenoterapia y 2 sin oxigenoterapia), tenian titulo de IgG
pero no de IgM. Por el contrario, solo 2 pacientes tenian titulo de IgM pero no de 1gG (1
oxigenoterapia y 1 sin oxigenoterapia).

4.2.2.3 Titulos de subclases de 1gG y severidad. Combinacién respuesta
lgG1/1gG3

Titulo de IgG1 y severidad

La mediana del titulo de 1gG1 de la cohorte total fue de 40 (40 — 200), con unos valores
que oscilaron entre 40 y 12.800 y un 44,38% (71/160) de pacientes con titulos por
encima del limite de deteccion (mas de 50). De los 89 pacientes con titulo de 1gG1 por
debajo del limite de deteccidn, 26 pertenecian al grupo de FR y exitus, 12 al grupo de FR
y supervivencia, 26 al grupo que recibié oxigenoterapia y 25 al grupo que no recibié
oxigenoterapia. No se probé que los pacientes que carecian de titulo de IgG1 al ingreso
tuviesen mas riesgo de fallecer que los que si tenian titulo detectable (p = 0,170). Sin
embargo, dentro de los pacientes que desarrollaron FR, aquellos que carecian al ingreso
de respuesta IgG1 tenian mas riesgo de fallecer (OR: 4,33 (IC 95%: 1,70 — 11,07); p =
0,002).

El grupo de supervivientes con FR tenia una mediana de titulo de IgG1 mas alta que la
de los no supervivientes con FR (200 (40 — 700) vs 40 (40 — 200), respectivamente; p =
0,003) y que los que requirieron oxigenoterapia (40 (40 — 100); p = 0,002). También el
grupo de FR y supervivencia tuvo un titulo de IgG1 significativamente mayor que el del
grupo que no recibié oxigenoterapia (200 (40 — 700) vs 40 (40 — 200), respectivamente;
p =0,023).

Titulo de 1gG2 y severidad

Ninguno de los pacientes, independientemente del grupo clinico al que pertenecia, tuvo
titulo detectable de 1gG2. No se observaron por tanto diferencias entre grupos ni se
pudo concluir que su falta de reactividad supusiese mayor riesgo de mortalidad.

Titulo de 1gG3 y severidad

La mediana del titulo de 1gG3 de la cohorte total fue de 40 (40 — 200), con unos valores
que oscilaron entre 40 y 102.400 y un 38,75% (62/160) de pacientes con titulos por
encima del limite de deteccion (mas de 50). De los 98 pacientes con titulo de 1gG3 por
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debajo del limite de deteccidn, 27 pertenecian al grupo de FR y exitus, 22 al grupo de FR
y supervivencia, 26 al grupo que recibid oxigenoterapia y 23 al grupo que no recibié
oxigenoterapia. No se probd que los pacientes que carecian de titulo de 1gG3 al ingreso
tuviesen mas riesgo de fallecer que los que si tenian titulo detectable (p = 0,350). Sin
embargo y de la misma manera que con IgG1, dentro de los pacientes que desarrollaron
FR, aquellos que carecian al ingreso de respuesta IgG3 tenian mas riesgo de fallecer que
los que si tenian esta respuesta (OR: 2,64 (IC 95%: 1,11 — 6,28); p = 0,028).

No se observaron diferencias significativas entre grupos clinicos en lo que a titulo de
IgG3 se refiere, aunque si se aprecio la tendencia de que el grupo de supervivientes al
FR tenia unos titulos mas elevados que el resto.

Titulo de IgG4 y severidad

Solamente 6 pacientes de la cohorte total (3,75% (6/160)) tuvieron respuesta 1gG4
detectable, con unos valores que oscilaron entre 100 y 3.200. 3 de ellos fallecieron, 1
recibié oxigenoterapia y 2 no recibieron oxigenoterapia. De los 154 pacientes con titulo
de 1gG4 por debajo del limite de deteccidn, 37 pertenecian al grupo de FR y exitus, 40 al
grupo de FR y supervivencia, 39 al grupo que recibid oxigenoterapia y 38 al grupo que
no recibié oxigenoterapia. No se probd que los pacientes que carecian de titulo de 1gG4
al ingreso tuviesen mas riesgo de fallecer que los que si tenian titulo detectable (p =
0,170).

Debido al escaso numero de pacientes con reactividad frente a 1gG4, no se pudieron
apreciar diferencias significativas entre grupos clinicos.

Combinacion respuesta IgG1/1gG3

En cuanto a la reactividad combinada de IgG1 e 1gG3, Unicamente el 30,6% (49/160) de
los pacientes de la cohorte total tenian un titulo detectable para ambas subclases de
IgG. De los 111 pacientes sin reactividad combinada 1gG1/1gG3, 31 eran pacientes
fallecidos por FR, 22 supervivientes al FR, 29 pacientes que recibieron oxigenoterapia y
29 que no la recibieron. No se demostré que el no tener reactividad combinada a las
subclases IgG1 e IgG3 al ingreso aumentase el riesgo de fallecimiento en la cohorte total
(p =0,201). No obstante, dentro de los pacientes que desarrollaron FR, aquellos que no
tenian una respuesta conjunta de IgG1 e 1gG3 tenian mas riesgo de fallecer que los que
tenian respuesta conjunta (OR: 2,82 (IC 95%: 1,07 — 7,43); p = 0,036). Los titulos de las
subclases de IgG frente a la proteina S del SARS-CoV-2 en los diferentes grupos clinicos
se representan en la Figura 14.
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Figura 14. Titulos de anticuerpos de subclases de IgG (IgG1, 1gG2, IgG3 e IgG4) frente a la proteina S del SARS-CoV-2 en los diferentes grupos clinicos COVID-
19 de la cohorte total. La cohorte total se representa con circulos grises (n=160), los pacientes con FR y exitus con circulos rosas (n=40), los pacientes con FRy
supervivencia con circulos verdes (n=40), los pacientes que recibieron oxigenoterapia con circulos naranjas (n=40) y los pacientes que no requirieron
oxigenoterapia con circulos azules (n=40). El punto de cohorte de la técnica se indica mediante una linea discontinua en 50. La medianay el rango intercuartilico
se representan mediante lineas negras. La significacién estadistica se determind mediante el test no paramétrico de Kruskal-Wallis y el test de comparacion
multiple de Dunn. El eje de ordenadas se representa en escala logaritmica.
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4.2.2.4 Titulo de anticuerpos neutralizantes y severidad

Titulo de anticuerpos neutralizantes y severidad

La mediana del titulo de anticuerpos neutralizantes de la cohorte total fue de 11 (3,3 —
44,5) con unos valores que oscilaron entre 3,3y 1.115y un 51,9% (83/160) de pacientes
con titulos neutralizantes por encima del limite de deteccion (mas de 5). De los 77
pacientes con titulo neutralizante por debajo del limite de deteccién, 22 de ellos
pertenecian al grupo de FR y exitus, 13 al grupo de FR y supervivencia, 21 al grupo que
recibié oxigenoterapia y 21 al grupo que no recibié oxigenoterapia. No se probd que los
pacientes que carecian de titulo neutralizante al ingreso tuviesen mas riesgo de fallecer
que los que si tenian titulo detectable (p = 0,316). Sin embargo, dentro de los pacientes
gue desarrollaron FR, aquellos que no tenian actividad neutralizante tenian mas riesgo
de fallecer que los que si desarrollaban actividad neutralizante (OR: 2,54 (IC 95%: 1,02 —
6,30); p = 0,045).

Los pacientes con FR que fallecieron tenian el nivel mas bajo de anticuerpos
neutralizantes, que era significativamente menor en comparacién con los pacientes que
desarrollaban FR pero sobrevivian (3,3 (3,3 — 29,5) vs 29,5 (3,3 - 113,5),
respectivamente; p = 0,03). Los titulos neutralizantes frente a la proteina S del SARS-
CoV-2 en los diferentes grupos clinicos se representan en la Figura 15.
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Figura 15. Titulos de anticuerpos neutralizantes frente a la proteina S del SARS-CoV-2
en los diferentes grupos clinicos COVID-19. La cohorte total se representa con puntos
grises (n=160), los pacientes con FR y exitus como circulos rosas (n=40), los pacientes
con FR y supervivencia como circulos verdes (n=40), los pacientes que recibieron
oxigenoterapia como circulos naranjas (n=40) y los pacientes que no requirieron
oxigenoterapia como circulos azules (n=40). El punto de cohorte de la técnica se indica
mediante una linea discontinua en 10. La mediana y el rango intercuartilico se
representan mediante lineas negras. La significacion estadistica se determind mediante
el test no paramétrico de Kruskal-Wallis y el test de comparaciéon multiple de Dunn. El
eje de ordenadas se representa en escala logaritmica.
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4.2.3 Correlacion entre la respuesta de anticuerpos IgM, IgG, subclases de IgG y
la actividad neutralizante, total y por grado de severidad

Se evalud la correlacion entre los titulos de IgM, 1gG total, IgG1 e IgG3 con los titulos de
anticuerpos neutralizantes en la cohorte total y en cada grupo de la enfermedad (Figura
16), y en todos los casos se encontré una correlacién positiva y significativa. Sin
embargo, se observaron diferencias en el coeficiente de correlacion Rho de Spearman

(p)-

Considerando la totalidad de la cohorte, la mayor correlaciéon fue la observada entre los
titulos de IgM y los de anticuerpos neutralizantes con una p de 0,68. La correlacion de
los titulos de IgG total y anticuerpos neutralizantes fue ligeramente inferior con una p
de 0,65, y dentro de las subclases de IgG, la IgG1 fue la que mostré mayor correlacion
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con el titulo de anticuerpos neutralizantes con una p de 0,64. Para IgG3 y anticuerpos
neutralizantes, la correlacion de los titulos estaba en una p de 0,61.

Analizando por grupos clinicos, el mayor coeficiente entre los titulos de anticuerpos IgM
y neutralizantes se encontré en el grupo de fallecidos tras FR (p = 0,73). Por el contrario,
el mayor coeficiente de correlacidon entre los titulos de IgG total y de anticuerpos
neutralizantes se observé en el grupo que requirié oxigenoterapia (p =0,74). En lo que
respecta a las subclases de IgG, el mayor coeficiente de correlacidn entre los titulos de
anticuerpos neutralizantes y los titulos de 1gG1 se dio en el grupo que no requirié
oxigenoterapia (p = 0,72), mientras que para los titulos de IgG3 se encontrd en el grupo
que si requirid oxigenoterapia (p = 0,62).
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Figura 16. Correlacion entre el titulo de anticuerpos y el titulo neutralizante. Los niveles de IgM, IgG, 1gG1 e IgG3 fueron representados con
circulos respecto al titulo neutralizante para la cohorte total de pacientes (circulos grises, n = 160) y para los diferentes grupos clinicos: FR exitus
(circulos rosas, n = 40), FR supervivencia (circulos verdes, n = 40), oxigenoterapia (circulos naranjas, n = 40) y sin oxigenoterapia (circulos azules,
n = 40). El analisis estadistico se realizé usando la correlacion de Spearman, se representd en cada grupo el coeficiente del test (p) y el p valo
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4.2.4 Correlacion de la respuesta IgM, IgG total, subclases de IgG y anticuerpos
neutralizantes con el tiempo transcurrido desde inicio de sintomas hasta
extraccion de la muestra de suero, total y por grado de severidad

Se analizé la correlacién entre la magnitud de los titulos de los isotipos IgM e IgG,

subclases de IgG y anticuerpos neutralizantes con los dias transcurridos desde el inicio

de sintomas a la extraccién de la muestra de suero en la cohorte total de pacientesy por

grupo clinico (Figura 17).

En la cohorte total se observé una correlacién directa y significativa entre los titulos de
IgM, IgG, IgG1, IgG3 y anticuerpos neutralizantes con los dias desde el inicio de sintomas
a la extraccion de la muestra de suero [(IgM p = 0,31; p < 0,001), (IgG total p=0,30; p <
0,001), (IgG1 p=0,29; p<0,001), (IgG3 p =0,29; p < 0,001) y (anticuerpos neutralizantes
p = 0,40; p < 0,001), respectivamente].

Al hacer el analisis por grupos clinicos, se observd una correlacion directa y significativa
entre el titulo de IgM vy los dias desde inicio de sintomas a la extraccién del suero en los
dos grupos clinicos de pacientes que no hicieron FR (p =0,50; p < 0,001 en pacientes que
recibieron oxigenoterapia y p = 0,39; p = 0,014 en pacientes que no la recibieron).
También en el caso de la correlaciéon con el titulo de IgG total, esta era directa y
significativa en pacientes que no desarrollaron FR (p = 0,35; p = 0,028 en pacientes que
recibieron oxigenoterapiay p =0,42; p = 0,007 en pacientes que no la recibieron). Dentro
de las subclases de IgG, los titulos IgG1 e IgG3 de los pacientes sin FR también tenian
correlaciones directas y significativas o casi significativas con los dias transcurridos
desde el inicio de los sintomas a la extraccion de la muestra [(IgG1 p =0,29; p=0,071 en
pacientes que recibieron oxigenoterapia y p = 0,58; p < 0,001 en pacientes que no la
recibieron) e (IgG3 p = 0,34; p = 0,032 en pacientes que recibieron oxigenoterapiay p =
0,51; p < 0,001 en pacientes que no la recibieron)]. Respecto a los anticuerpos
neutralizantes, de nuevo los pacientes que no habian desarrollado FR presentaban una
correlacién directa y significativa de los titulos neutralizantes con los dias transcurridos
desde el inicio de sintomas (p = 0,41; p = 0,009 en pacientes que recibieron
oxigenoterapiay p = 0,67; p < 0,001 en pacientes que no la recibieron) aunque ademas,
se observo curiosamente esta correlacion en el grupo de pacientes que fallecieron tras
el FR, siendo esta la Unica excepcion (p = 0,45; p = 0,003)
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Figura 17. Correlacion del titulo de IgM, IgG total, subclases de IgG y anticuerpos neutralizantes con los dias transcurridos desde inicio de
sintomas hasta extraccion de la muestra de suero. Los niveles de IgM, IgG total, IgG1, IgG3 y anticuerpos neutralizantes fueron representados
con circulos respecto a los dias transcurridos desde el inicio de sintomas para la cohorte total de pacientes (circulos grises, n = 160) y para los
diferentes grupos clinicos: FR exitus (circulos rosas, n = 40), FR supervivencia (circulos verdes, n = 40), oxigenoterapia (circulos naranjas, n = 40)
y sin oxigenoterapia (circulos azules, n = 40). El analisis estadistico se realizé usando la correlacion de Spearman, se representd en cada grupo el
coeficiente del test (p) y el p valor.
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4.2.5 Asociacion entre variables demograficas, clinicas, analiticas, de
tratamiento, respuesta inmune humoral y evolutivas del paciente con la
actividad neutralizante frente a la proteina S del SARS-CoV-2

Con el objetivo de explorar cuales eran las caracteristicas de los pacientes que pudiesen

condicionar el titulo de anticuerpos neutralizantes, en una primera aproximacion se

estudio la correlacién o asociacién de las variables cuantitativas y cualitativas con el
titulo de anticuerpos neutralizantes.

En cuanto a las variables cuantitativas, se observaron correlaciones significativas con el
titulo de anticuerpos neutralizantes en:

e Saturacion de oxigeno (p =-0,20; p = 0,013)
e Recuento de leucocitos (p = 0,35; p < 0,001)
e Recuento de neutrdfilos (p = 0,39; p < 0,001)
e Recuento de plaquetas (p =0,27; p = 0,001)
e PCR(p=0,33; p<0,001)

e LDH (p=0,28; p<0,001)

e ALT(p=0,19; p = 0,014)

e Procalcitonina (p =0,31; p =0,014)

e Ferritina (p =0,21; p =0,014)

e Fibrindgeno (p =0,41; p < 0,001)

e Dimeros D (p=0,21; p =0,034)

e IgM(p=0,68;p<0,001)

e IgG (p=0,65; p <0,001)

e gG1(p=0,64; p<0,001)

e 1gG3(p=0,61;p<0,001)

e Dias inicio sintomas a suero basal (p = 0,40; p < 0,001)

e Dias desde inicio de sintomas hasta resultado clinico (p = 0,25; p = 0,001) [hasta
alta (p=0,21; p =0,021) o hasta exitus (p = 0,29; p = 0,071)]

En cuanto a las variables cualitativas, se observaron asociaciones significativas con el
titulo de anticuerpos neutralizantes en:

e Pacientes que recibieron tocilizumab frente a los que no (28 (3,3 — 113,5) vs 3,3
(3,3 —33,3), respectivamente; p = 0,012)
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e Pacientes con reactividad conjunta IgM e IgG frente a los que no (14 (3,3 - 52) vs
3,3 (3,3 - 3,3), respectivamente; p = 0,002)

e Pacientes con reactividad conjunta I1gG1 e IgG3 frente a los que no (50 (24,5 —
166,5) vs 3,3 (3,3 — 16), respectivamente; p < 0,001)

4.2.5.1 Variables predictoras del titulo de anticuerpos neutralizantes. Analisis
univariante y multivariante

Una vez conocidas las asociaciones individuales de las variables cuantitativas y
cualitativas con el titulo de anticuerpos neutralizantes, se procedié a hacer un analisis
univariante mediante regresidén lineal, utilizando cada una de las variables que
previamente habian mostrado una asociacién o correlacién significativa con el titulo
neutralizante. Finalmente, se hizo un analisis multivariante mediante regresién lineal
multiple con aquellas variables significativas en el analisis univariante. El resultado fue
evidenciar que caracteristicas del paciente predecian el titulo de anticuerpos
neutralizantes (Tabla 8).

Andlisis univariante

Tras regresion lineal, las variables que mostraron una asociacion significativa y la
capacidad de prediccién del titulo neutralizante (Coeficiente de regresién B) fueron:

e Recuento de leucocitos (B = 15,393 (IC 95%: 7,501 — 23,285); p < 0,001)

e Recuento de neutrofilos (B = 16,694 (IC 95%: 8,585 — 24,803); p < 0,001)

e Recuento de plaguetas (B = 0,509 (IC 95%: 0,201 — 0,816); p = 0,001)

e LDH (B=0,168 (IC 95%: 0,023 — 0,314); p = 0,024)

e Fibrindgeno (B = 0,270 (IC 95%: 0,122 — 0,418); p < 0,001)

e Tocilizumab (B = 67,344 (IC 95%: 11,221 — 123,468); p = 0,019)

e Diasinicio sintomas a suero basal (B = 5,851, (IC 95%: 0,311 —11,392); p = 0,039)

e Dias inicio sintomas hasta resultado clinico (B = 2,369 (IC 95%: 0,194 — 4,543); p
=0,033)

e 1gM (B =0,013 (IC 95%: 0,010 — 0,016); p < 0,001)
e 1gG (B = 0,003 (IC 95%: 0,002 — 0,003); p < 0,001)
e 1gG1 (B =0,03 (IC 95%: 0,017 — 0,043); p < 0,001)

e Reactividad 1gG1/I1gG3 (B = 125,890 (IC 95%: 78,080 — 173,700); p < 0,001)
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Andlisis multivariante

Tras regresion lineal multiple incluyendo las variables significativas del analisis
univariante se concluyé que las caracteristicas del paciente que mejor predecian el titulo
de anticuerpos neutralizantes fueron el titulo de IgM vy el titulo de la subclase IgG1,
aungue el titulo de IgG total estuvo cerca de la significacion estadistica.

La capacidad de prediccion del titulo neutralizante (Coeficiente de regresiéon B), el
intervalo de confianza y la significacidon estadistica fueron:

e IgM (B =0,012 (IC 95%: 0,008 — 0,015); p < 0,001)

e 1gG1 (B =0,040 (IC 95%: 0,014 — 0,066); p = 0,003)

— 1gG (B = -0,002 (IC 95%: -0,003 — 0,000); p = 0,054)

Tabla 8. Caracteristicas demograficas, clinicas, analiticas, de tratamiento, respuesta
inmune humoral y evolutivas del paciente que mejor predijeron el titulo de anticuerpos
neutralizantes. Analisis univariante y multivariante.

Univariante Multivariante

Caracteristicas Coeficiente Coeficiente

de regresion IC95% pvalor | de regresion IC95% p valor

B B

Saturacidn de oxigeno -2,389 -5,794-1,016 0,168
Leucocitos 15,393 7,501 23,285 <0,001
Neutrofilos 16,694 8,585 24,803 < 0,001
Plaquetas 0,509 0,201-0,816 0,001
PCR 2,141 -0,210 — 4,492 0,074
LDH 0,168 0,023 -0,314 0,024
ALT 0,628 -0,015-1,270 0,056
Procalcitonina 23,257 -15,791 - 62,305 0,238
Ferritina 0,001 -0,010 - 0,011 0,889
Fibrindgeno 0,270 0,122 -0,418 <0,001
Dimeros D 0,000 -0,002 — 0,002 0,787
Tocilizumab 67,344 11,221 - 123,468 0,019
Dias inicio sintomas 5,851 0,311 -11,392 0,039
hasta suero basal
Dias inicio sintomas 2,369 0,194 — 4,543 0,033
hasta resultado clinico
IgM 0,013 0,010-0,016 <0,001 0,012 0,008-0,015 <0,001
1gG 0,003 0,002 -0,003 <0,001 -0,002 -0,003 - 0,000 0,054
1gG1 0,03 0,017 -0,043 <0,001 0,040 0,014 - 0,066 0,003
1gG3 0,001 -0,002 - 0,003 0,609
Reactividad IgM/1gG 65,091 -21,598 — 151,779 0,140
Reactividad 19G1/1gG3 125,890  78,080-173,700 < 0,001
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4.2.5.2 Puntos de corte de variables predictoras para conocer actividad
neutralizante

Una vez conocidas las variables que mejor predecian el titulo de anticuerpos
neutralizantes, se pretendid buscar un punto de corte del titulo de IgM e I1gG1 capaz de
predecir la presencia o no de actividad neutralizante en el suero del paciente al ingreso.
Se calculd el area bajo la curva ROCYy la sensibilidad y la especificidad méximas para cada
uno de esos puntos de corte. También se calculd para el titulo de IgG, ya que habia
quedado cerca de la significacidn estadistica. (Ver Anexo |. Material suplementario. 8.3
Puntos de corte de las curvas ROC del titulo de IgM, 1gG y subclases de IgG para predecir
la actividad neutralizante del suero con su sensibilidad y especificidad).

IgM

Para un titulo de IgM superior a 1.200 se predijo la actividad neutralizante con un AUC:
0,869 (IC 95%: 0,815 — 0,923); p < 0, 001). Para ese punto de corte la sensibilidad
alcanzada era de un 76% mientras que la especificidad fue de un 79% para detectar la
actividad neutralizante del suero. (Ver Anexo |. Material suplementario. Tabla S1).
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ROC AUC (IC 95%) = 0,869 (0,815-0,923)

IgG1

Para un titulo de IgG1 superior a 70 se predijo la actividad neutralizante con un AUC:
0,809 (IC 95%: 0,740 — 0,877); p <0, 001). Para ese punto de corte la sensibilidad
alcanzada era de un 72% mientras que la especificidad fue de un 86% para detectar la
actividad neutralizante del suero. (Ver Anexo |. Material suplementario. Tabla S2).
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ROC AUC (IC 95%) = 0,809 (0,740-0,877)

IgG

Para un titulo de IgG superior a 1.200 se predijo la actividad neutralizante con un AUC:
0,858 (IC 95%: 0,800 — 0,917); p <0, 001). Para ese punto de corte la sensibilidad
alcanzada era de un 84% mientras que la especificidad fue de un 75% para detectar la
actividad neutralizante del suero. (Ver Anexo |. Material suplementario. Tabla S3).
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ROC AUC (IC 95%) = 0,858 (0,800-0,917)
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4.2.6 Identificacion de puntos de corte del titulo de anticuerpos neutralizantes
para predecir la mortalidad

Con el objeto de predecir la mortalidad de un paciente a través del nivel de anticuerpos

neutralizantes en suero al ingreso, se calculé el drea bajo la curva ROC para conocer un

punto de corte y su capacidad de prediccion. Fue realizado sobre la cohorte total de

infectados y entre aquellos pacientes que desarrollaron FR, supervivientes y fallecidos.

(Ver Anexo |. Material suplementario. 8.4 Puntos de corte de las curvas ROC del titulo

de anticuerpos neutralizantes para predecir la mortalidad con su sensibilidad vy
especificidad).

Analizando la cohorte total, la capacidad de prediccion de mortalidad a través del titulo
de anticuerpos neutralizantes fue AUC: 0,426 (IC 95%: 0,327 — 0,524); p = 0, 159), siendo
no estadisticamente significativo y con unos valores de sensibilidad y especificidad muy
bajos o extremos, independientemente del punto de corte empleado. (Ver Anexo .
Material suplementario. Tabla S4).
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ROC AUC (IC 95%) = 0,426 (0,327-0,524)

Al centrar el estudio sobre los pacientes que desarrollaron FR, la capacidad predictora
de mortalidad empleando el titulo de anticuerpos neutralizantes fue AUC: 0,332 (IC 95%:
0,212 -0,452); p = 0, 010), siendo estadisticamente significativo, pero con unos valores
de sensibilidad y especificidad muy bajos o extremos, independientemente del punto de
corte empleado. (Ver Anexo |. Material suplementario. Tabla S5).

102



RESULTADOS

0,8

0,6

Sensibilidad

04

0o 02 04 08 08 1.0

1 -Especificidad

ROC AUC (IC 95%) = 0,332 (0,212-0,452)

4.3 Bloque 2: Determinar la respuesta inmune humoral frente a la proteina S del
SARS-CoV-2 en sujetos inmunizados con la vacuna ARNm-1273 (Moderna
Biotech) (Cohorte de estudio 2). Comparacién de las respuestas entre las
subcohortes de TOS e inmunocompetentes sanos

4.3.1 Caracteristicas demograficas, clinicas, relacionadas con el trasplante y con
el tratamiento inmunosupresor en las subcohortes de TOS e
inmunocompetentes sanos inmunizados con la vacuna ARNm-1273
(Moderna Biotech)

Las caracteristicas de las dos subcohortes (TOS e inmunocompetentes sanos

inmunizados con la vacuna ARNm-1273) de la Cohorte de estudio 2 se muestran en la
Tabla 9.

Subcohorte de TOS inmunizados:

Todos los TOS excepto dos pacientes, recibieron dos dosis de la vacuna (95,4%; 41/43).
Un paciente trasplantado renal se negd a recibir la segunda dosis por unas molestias
gastrointestinales y otro, trasplantado hepdtico, fue hospitalizado debido a una
infeccion moderada por SARS-CoV-2 tres semanas después de recibir la primera dosis
de la vacuna, posponiéndose la segunda dosis hasta la resolucion de los sintomas y por
tanto desajustandose de la pauta de 4 semanas (28 dias) desde primera y segunda dosis
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que tenian el resto de TOS. Sdélo un receptor de TOS tenia COVID-19 diagnosticado hace
6 meses.

1. Caracteristicas demograficas, clinicas y relacionadas con el trasplante

La edad media de la subcohorte de trasplantados fue de 52,2 £ 11,5 afios, con un 62,8
% (27/43) de varones y un 86 % (37/43) de raza caucasica. La mediana de tiempo desde
el trasplante fue de 2,3 (1,3-4,8) afios. Las comorbilidades mas frecuentes fueron
hipertension 74,4 % (32/43), enfermedad cardiovascular 32,6 % (14/43), diabetes 25,6
% (11/43) y dislipemia 25,6 % (11/43).

En cuanto al tipo de trasplante, los receptores de rifién tenian mayor edad, y mayor
porcentaje de varones y de raza caucdsica en comparacién con los receptores de higado,
pero no se observaron diferencias significativas (53,7 afios vs 49,1 afos (p = 0,221), 65,5
% vs 57,1 % (p=0,594) y 86,2 % vs 85,7 % (p = 0,965), respectivamente). No obstante, si
se observaron diferencias significativas entre los afios transcurridos desde el trasplante,
siendo los receptores renales los que tenian menos anos de trasplante comparado con
los receptores hepaticos (2 (1-3,3) afios vs 4,3 (1,3-23,3) anos, respectivamente; p =
0,031). Ademas, los receptores de trasplante renal tenian mas hipertensién y dislipemia
que los receptores de trasplante hepatico (96,6 % vs 28,6 % (p < 0,001) y 37,9 % vs 0 %
(p = 0,008), respectivamente). Unicamente, los receptores hepaticos tenian mas
neoplasia que los receptores renales (14,3 % vs 0 %, respectivamente; p = 0,037).

2. Tratamiento inmunosupresor

En cuanto al régimen de inmunosupresién, la combinacién triple de tacrolimus,
micofenolato de mofetilo o micofenolato sédico y prednisona fue la combinacién
farmacoldgica mas frecuente 53,5 % (23/43). Los trasplantados hepaticos recibieron
mas tacrolimus en monoterapia que los trasplantados renales (28,6 % vs 0 %,
respectivamente; p = 0,003) y los trasplantados renales recibieron mas combinacion
triple de tacrolimus, micofenolato mofetilo o micofenolato sddico y prednisona que los
trasplantados hepaticos, aunque no se encontraron diferencias significativas entre ellos
(65,5 % vs 35,7 %; p = 0,065).

Subcohorte de inmunocompetentes sanos inmunizados:

Todos los participantes del grupo control de inmunocompetentes sanos recibieron dos
dosis de vacuna. Ninguno de los sujetos seleccionados tenia comorbilidades
significativas ni sospecha o documentacion previa de COVID-19 (Tabla 9).

1. Caracteristicas demograficas

La edad media de la subcohorte de inmunocompetentes sanos fue de 40,2 + 10,1 afios
con un 36,4% (12/33) de hombres y un 100% (33/33) de etnia caucasica. La subcohorte
inmunocompetente era mas joven, caucasica y femenina que la subcohorte de pacientes
con TOS (p < 0,001, p =0,03 y p = 0,022, respectivamente).
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Tabla 9. Caracteristicas demograficas, clinicas y de tratamiento inmunosupresor en la
subcohorte de TOS y en la subcohorte de inmunocompetentes sanos.

Caracteristicas Subcohorte Renales Hepéticos Subcohorte P valor
TOS (n=43) inmunocompetentes
(n=29) (n=14) (n=33)
Edad (afios), media + SD 52,2411,5 53,712 49,1+10,2 40,2+10,1 <0,001°
Sexo, masculino, n2. (%) 27 (62,8) 19 (65,5) 8(57,1) 12(36,4) 0,022¢
Raza, n2. (%) 0,03
Caucasica 37(86) 25 (86,2) 12 (85,7) 33 (100)
Latino americana 3(7) 2(6,9) 1(7,1) 0(0)
Otras 3(7) 2(6,9) 1(7,1) 0(0)
Comorbilidades, n2. (%)
Hipertensién 32(74,4) 28 (96,6) 4(28,6) <0,001 f
Enfermedad cardiovascular 14 (32,6) 11(37,9) 3(21,4) 0,279f
Evento tromboembdlico 7(16,3) 5(17,2) 2(14,3) 0,806 f
Neumopatia crénica 4(9,3) 3(10,3) 1(7,1) 0,735 f
Diabetes 11(25,6) 9(31) 2(14,3) 0,238f
Dislipidemia 11(25,6) 11(37,9) 0(0) 0,008 f
Obesidad 6(14) 5(17,2) 1(7,1) 0,371f
Tabaquismo 7(16,3) 5(17,2) 2(14,3) 0,806
Neoplasia 2(4,7) 0(0) 2(14,3) 0,037 f
Enfermedad reumatoldgica 2(4,7) 2(6,9) 0(0) 0,314f
Tipo de trasplante, n2. (%)
Renal 29 (67,4)
Hepatico 14 (32,6)
Tiempo desde el trasplante 2,3(1,3-4,8) 2(1-3,3) 4,3(1,3- 0,031f
(afios), mediana (IQR) 23,3)
Tipo de regimen
inmunosupresor, n2. (%)?
Tacrolimus, MMF/MPS y 24 (55,8) 19 (65,5) 5(35,7) 0,065 f
prednisona
Tacrolimus and MMF/MPS 5(11,6) 2(6,9) 3(21,4) 0,164 f
Tacrolimus en monoterapia 4(9,3) 0(0) 4(28,6) 0,003 f
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Tacrolimus, prednisona e 4(9,3) 4(13,8) 0(0) 0,145 f
inhibidor de mTOR

Otrosb & d 6(14)P 4(13,8)¢ 2(14,3) 49 0,965 f

IQR: rango intercuartilico; MMF/MPS: micofenolato de mofetilo o micofenolato sédico; MPA: Acido
micofendlico; mTOR: diana de la rapamicina en mamiferos; SD: desviacion estandar.

2 En el momento de la administracidn de la primera dosis de la vacuna mRNA-1273.

bCiclosporina y MMF (n = 1); Ciclosporina, MMF y prednisona (n = 1); MPA y everolimus (n=1); Prednisona
y everolimus (n=1); MPA, prednisona y everolimus (n = 1); Prednisona y tacrolimus (n=1).

¢ Ciclosporina, MMF and prednisona (n = 1); Prednisonay everolimus (n=1); MPA, prednisona y everolimus
(n =1); Prednisona y tacrolimus (n=1).

dCiclosporinay MMF (n = 1); MPA y everolimus (n=1).

€ Comparacion entre TOS e inmunocompetentes sanos.

f Comparacién entre tipos de TOS.

4.3.2 Magnitud de la respuesta inmune humoral frente a la proteina S del SARS-
CoV-2 por dosis de vacuna y segun la subcohorte de trasplantados o
inmunocompetentes

4.3.2.1 Titulode IgM por dosis de vacunay segun la subcohorte de trasplantados

(o) inmunocompetentes
Respuesta cualitativa

Se detectaron titulos de IgM en suero basal por encima del limite de deteccién (mas de
50) en el 74,4% (32/43) de los receptores de trasplante y en el 93,9% (31/33) de las
personas inmunocompetentes, siendo el porcentaje significativamente mas bajo en
trasplantados que en las personas inmunocompetentes (p = 0,025). Tras la primera
dosis, se detectd una respuesta IgM en el 61,9% (26/42) de los receptores de trasplante
y en el 100% (33/33) de los inmunocompetentes, con una diferencia significativa (p <
0,001). Después de la segunda dosis, se detectd la respuesta IgM en el 82,9% (34/41) de
los receptores de trasplante y en el 100% (33/33) de los inmunocompetentes, también
con una diferencia significativa (p = 0,013).

Segun el tipo de trasplante, en la muestra de suero basal se identificd una respuesta IgM
enel 65,5% (19/29) de los trasplantados renales frente al 92,6% (13/14) de los hepaticos,
no habiendo diferencia significativa entre ambos, aunque cerca de la significacién (p =
0,054). En el suero tras primera dosis el 55,2% (16/29) de los trasplantados renales
tenian respuesta IgM frente al 76,9% (10/13) de los trasplantados hepaticos, sin
encontrarse diferencia significativa (p = 0,180). Tras segunda dosis, la respuesta IgM se
identificé en el 78,6% (22/28) de los trasplantados renales y en el 92,3% (12/13) de los
trasplantados hepdticos, sin encontrar de nuevo diferencias significativas entre ambos
tipos de trasplante (p = 0,277).

Respuesta cuantitativa

Las diferencias entre titulos de IgM por dosis de vacuna y segun las subcohortes
analizadas se representan en la Figura 18.
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En los receptores de TOS, la primera dosis de la vacuna no produjo un aumento
significativo de los titulos de IgM en comparacion con los niveles del suero basal (100
(40 - 400) vs 100 (40 — 200), respectivamente; p = 1,000), mientras que la segunda dosis
si produjo este aumento de los titulos de IgM (400 (150 - 800)) en comparacién con los
de la primera dosis (100 (40 - 400); p = 0,002) y los del suero basal (100 (40 — 200); p <
0,001). También se analizaron los titulos de IgM en funcién del tipo de trasplante. En los
receptores de rifién, los niveles de 1gM fueron mds altos después de la segunda dosis
(200 (100 - 400) que en la muestra basal (100 (40 - 200); p = 0,023) y en la primera dosis
(100 (40 - 200); p = 0,005), mientras que los pacientes con trasplante de higado sélo
tuvieron un aumento significativo del titulo de IgM después de la segunda dosis (800
(400 - 800)) en comparacion con el suero basal (200 (100 - 300); p = 0,032).

El grupo inmunocompetente también mostrd un aumento significativo de los titulos de
IgM después de la segunda dosis (1.600 (400 — 1.600)) en comparacion con la primera
dosis (400 (400 — 1.200); p < 0,001) y con la muestra basal (200 (100 - 400); p < 0,001),
pero no se detectaron diferencias significativas en los titulos entre la primera (400 (400
—1.200) y la segunda dosis (1.600 (400 - 1600); p = 0,109).

Haciendo la comparativa de titulos de IgM entre las dos subcohortes de TOS e
inmunocompetentes, se observd que los inmunocompetentes tenian un titulo
significativamente mas elevado que los TOS tanto en la muestra basal (200 (100 - 400)
vs 100 (40 — 200), respectivamente; p = 0,022), como tras primera dosis (400 (400 - 1200)
vs 100 (40 - 400), respectivamente; p < 0,001) y como tras segunda dosis (1600 (400 -
1600) vs 400 (150 - 800), respectivamente; p < 0,001).

Subanalizando por el tipo de trasplante, los titulos de IgM después de la primera dosis
fueron significativamente menores en los receptores de trasplante renal en
comparacion con los receptores de trasplante hepatico ((100 (40 - 200) vs 400 (70 - 800),
respectivamente; p = 0,035). Igualmente, tras segunda dosis los titulos de IgM fueron
significativamente menores en los receptores de trasplante renal en comparacién con
los receptores de trasplante hepatico (200 (100 - 400) vs 800 (400 - 800),
respectivamente; p = 0,016).

Figura 18. Titulos de anticuerpos IgM frente a la proteina S del SARS-CoV-2 en
pacientes inmunocompetentes y trasplantados segun la dosis de la vacuna. Se
determinaron los titulos de IgM en la subcohorte de inmunocompetentes,
representados como rombos azules (n = 33) y se compararon con los de la subcohorte
de pacientes trasplantados, representados como circulos naranjas (n = 43) (panel A).
También se compararon con cada tipo de trasplante (panel B): trasplante de rifién,
representado con circulos verdes (n = 29) y trasplante de higado, representado con
triangulos rojos (n = 14) en el suero basal y después de la primera y segunda dosis de la
vacuna. El punto de cohorte de la técnica se indica mediante una linea discontinua en
50. La mediana y el rango intercuartilico se representan mediante lineas negras. La
significacion estadistica se determiné mediante el test no paramétrico de Kruskal-Wallis
para comparar entre grupos en cada dosis de vacuna, y el test de Friedman para
comparar entre dosis de vacuna, ambos tests seguidos de la prueba de comparaciones
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multiples de Dunn. El eje de ordenadas se representa en escala logaritmica. Las
comparaciones por pares entre las dosis se representan en tablas debajo de cada figura
por grupo de sujetos.
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4.3.2.2 Titulo de IgG por dosis de vacuna y segun la subcohorte de trasplantados
o inmunocompetentes. Combinacion respuesta IgM/IgG

Respuesta cualitativa

Se detectd una respuesta 1gG en suero basal por encima del limite de deteccidén (mas de
50) en el 79,1% (34/43) de los receptores de trasplante y en el 81,8% (27/33) de las
personas inmunocompetentes, sin que hubiese diferencias significativas entre ambos
grupos (p = 0,765). Tras la primera dosis, se evidencio la respuesta IgG en el 88,1%
(37/42) de los receptores de trasplante y en el 100% (33/33) de los inmunocompetentes,
con una diferencia significativa (p = 0,040). Después de la segunda dosis, la respuesta
IgG se detectd en el 95,1% (39/41) de los receptores de trasplante y en el 100% (33/33)
de los inmunocompetentes, sin existir una diferencia significativa (p = 0,198).

Segun el tipo de trasplante, en la muestra de suero basal se identificé una respuesta IgG
enel 75,9% (22/29) de los trasplantados renales frente al 85,7% (12/14) de los hepaticos,
no habiendo diferencia significativa entre ambos (p = 0,457). En el suero tras primera
dosis el 86,2% (25/29) de los trasplantados renales tenian respuesta IgG frente al 92,3%
(12/13) de los trasplantados hepaticos, sin encontrarse diferencia significativa (p =
0,573). Tras segunda dosis, la respuesta IgG se identificé en el 92,9% (26/28) de los
trasplantados renales y en el 100% (13/13) de los trasplantados hepaticos, sin encontrar
de nuevo diferencias significativas entre ambos tipos de trasplante (p = 0,323).

Respuesta cuantitativa

Las diferencias entre titulos de IgG por dosis de vacuna y segln las subcohortes
analizadas se representan en la Figura 19.

Dentro de los receptores de TOS, la primera dosis de la vacuna no produjo un aumento
significativo de los titulos de IgG en comparacién con los niveles iniciales (200 (100 —
3.200) vs 100 (100 — 200), respectivamente; p = 0,082), mientras que la segunda dosis si
produjo este aumento de los titulos de IgG (3.200 (200 — 51.200)) en comparacion con
los de la primera dosis (200 (100 - 3200); p = 0,001) y los de la muestra inicial (100 (100
—200); p <0,001). Analizando en funcién del tipo de trasplante, en los receptores renales
los niveles de IgG fueron mas altos después de la segunda dosis (600 (200 — 11.200) que
en la muestra basal (100 (55 - 200); p < 0,001) y que en la primera dosis (200 (100 -
1300); p = 0,033). Igualmente, en los receptores hepdticos el titulo de 1gG fue
significativamente mayor tras la segunda dosis (51.200 (3.200 — 153.600)) en
comparacion con la muestra basal (200 (100 - 900); p < 0,001) y con la primera dosis
(3.200 (200 - 12.800); p = 0,032).

En el grupo de inmunocompetentes todas las dosis de la vacuna generaron un titulo de
IgG significativamente superior al de la dosis anterior. De tal manera que los niveles de
IgG tras la primera dosis (25.600 (6.400 — 38.400)) fueron superiores a los del suero basal
(200 (100 — 300); p < 0,001)) y los de la segunda dosis (204.800 (102.400 — 204.800))
superiores a los de la primera dosis (25.600 (6.400 — 38.400); p < 0,001). Ademas, hay
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que anadir que el titulo de IgG tras la segunda dosis fue significativamente mayor al del
suero inicial (204.800 (102.400 — 204.800) vs 200 (100 — 300), respectivamente; p <
0,001).

Al realizar la comparacion del titulo de IgG entre las subcohortes de trasplante e
inmunocompetentes, se evidencié que los inmunocompetentes tenian un titulo
significativamente mas elevado que los trasplantados, pero solamente tras la primera
dosis (25.600 (6.400 — 38.400) vs (200 (100 — 3.200), respectivamente; p < 0,001) y tras
la segunda dosis (204.800 (102.400 —204.800) vs 3.200 (200 — 51.200), respectivamente;
p <0,001).

Segun el tipo de trasplante, tras la primera dosis no hubo diferencias significativas en el
titulo de IgG entre ambos tipos de trasplante (3.200 (200 — 12.800) en hepaticos vs 200
(100 — 1.000) en renales; p = 0,144), sin embargo, tras la segunda dosis si que se pudo
observar que los receptores de trasplante hepatico tenian un titulo significativamente
mas elevado que el que mostraron los receptores renales (51.200 (3.200 — 153.600) vs
600 (200 — 11.200), respectivamente; p = 0,042).

Combinacién respuesta IgM/IgG

Se identificé una respuesta combinada de IgM e IgG en suero basal en el 65,1% (28/43)
de los trasplantados y en el 75,8% (25/33) de los sujetos inmunocompetentes, sin
diferencias entre ambas subcohortes (p = 0,317). Tras la primera dosis, se detecté la
respuesta combinada en el 54,8% (23/42) de los trasplantados y en el 100% (33/33) de
los inmunocompetentes, habiendo una diferencia significativa (p < 0,001). Después de
la segunda dosis, la respuesta combinada se identificé en el 80,5% (33/41) de los
trasplantados y en el 100% (33/33) de los inmunocompetentes, con diferencia
significativa entre ambas subcohortes (p = 0,007).

Estudiando la respuesta combinada entre los tipos de trasplante, se observé que en el
suero basal el 58,6% (17/29) de los trasplantados renales presentaron respuesta
combinada frente al 78,6% (11/14) de los trasplantados hepaticos, sin diferencia
significativa (p = 0,198). En el suero tras primera dosis el 48,3% (14/29) de los
trasplantados renales tenian respuesta combinada frente al 69,2% (9/13) de los
trasplantados hepaticos, sin encontrarse diferencia significativa (p = 0,207). Tras
segunda dosis, la respuesta combinada se identifico en el 75% (21/28) de los
trasplantados renalesy en el 92,3% (12/13) de los trasplantados hepaticos, sin encontrar
de nuevo diferencias significativas entre ambos tipos de trasplante (p = 0,193).
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Figura 19. Titulos de anticuerpos IgG frente a la proteina S del SARS-CoV-2 en pacientes
inmunocompetentes y trasplantados segtin la dosis de la vacuna. Se determinaron los
titulos de 1gG en la subcohorte de inmunocompetentes, representados como rombos
azules (n = 33) y se compararon con los de la subcohorte de pacientes trasplantados,
representados como circulos naranjas (n = 43) (panel A). También se compararon con
cada tipo de trasplante (panel B): trasplante de rifidén, representado con circulos verdes
(n =29) y trasplante de higado, representado con tridngulos rojos (n = 14) en el suero
basal y después de la primera y segunda dosis de la vacuna. El punto de cohorte de la
técnica se indica mediante una linea discontinua en 50. La mediana y el rango
intercuartilico se representan mediante lineas negras. La significacién estadistica se
determiné mediante el test no paramétrico de Kruskal-Wallis para comparar entre
grupos en cada dosis de vacuna, y el test de Friedman para comparar entre dosis de
vacuna, ambos test seguidos de la prueba de comparaciones multiples de Dunn. El eje
de ordenadas se representa en escala logaritmica. Las comparaciones por pares entre
las dosis se representan en tablas debajo de cada figura por grupo de sujetos.
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4.3.2.3 Titulo de anticuerpos neutralizantes por dosis de vacuna y segun la

subcohorte de trasplantados o inmunocompetentes
Respuesta cualitativa

Se detectaron titulos de anticuerpos neutralizantes en suero por encima del limite de
deteccidn (mas de 5) en el 2,3% (1/43) de los receptores de trasplante y en ninguno de
los sujetos inmunocompetentes (0/33) al inicio del estudio, sin apreciarse diferencias
estadisticamente significativas (p = 0,378). Tras la primera dosis, se detecté una
respuesta neutralizante en el 11,9% (5/42) de los receptores de trasplante y en el 45,5%
(15/33) de los inmunocompetentes, con una diferencia significativa (p = 0,001). Después
de la segunda dosis, se detectd la respuesta neutralizante en el 31,7% (13/41) de los
receptores de trasplante y en la totalidad (33/33) de los inmunocompetentes, también
con una diferencia estadisticamente significativa (p < 0,001).

Segun el tipo de trasplante, en la muestra de suero basal se identificé una respuesta
neutralizante en el 3,4% (1/29) de los trasplantados renales frente a ninguno (0/14) de
los hepaticos, no habiendo diferencia significativa entre ambos (p = 0,482). En el suero
tras primera dosis el 3,4% (1/29) de los trasplantados renales tenian respuesta
neutralizante frente al 30,8% (4/13) de los trasplantados hepaticos, existiendo una
diferencia significativa entre ellos (p = 0,011). Tras segunda dosis, la respuesta
neutralizante se identificé en el 21,4% (6/28) de los trasplantados renales y en el 53,8%
(7/13) de los trasplantados hepaticos, existiendo también diferencia significativa entre
ambos tipos de trasplante (p = 0,038).

Respuesta cuantitativa

Las diferencias entre titulos de anticuerpos neutralizantes por dosis de vacuna y segun
las subcohortes analizadas se representan en la Figura 20.

En los receptores de TOS, la primera dosis de la vacuna no produjo un aumento
significativo de los titulos neutralizantes en comparacién con los niveles iniciales (3,3
(3,3-3,3) vs 3,3 (3,3 — 3,3), respectivamente; p = 0,978), por su parte, la segunda dosis
tampoco produjo este aumento de los titulos neutralizantes (3,3 (3,3 — 33,8)) en
comparacion con los de la primera dosis (3,3 (3,3 — 3,3); p = 0,978) y los de la muestra
inicial (3,3 (3,3 — 3,3); p = 0,149). También se analizaron los titulos neutralizantes en
funcién del tipo de trasplante y tampoco se observaron diferencias. En los receptores
de rifdn, los niveles de anticuerpos neutralizantes no fueron mas altos después de la
segunda dosis (3,3 (3,3 — 3,3)) que en la muestra basal (3,3 (3,3 -3,3); p=0,768) y en la
primera dosis (3,3 (3,3 — 3,3); p = 1,000), tampoco entre la primera dosis y la muestra
basal (3,3 (3,3 — 3,3) vs 3,3 (3,3 — 3,3), respectivamente; p = 1,000). Por su parte, los
pacientes con trasplante de higado tampoco tuvieron un aumento significativo del titulo
neutralizante después de la segunda dosis (32 (3,3 — 133,5) en comparacién con el suero
basal (3,3 (3,3 — 3,3); p = 0,187) y en la primera dosis (3,3 (3,3 — 35,5); p = 1,000),
tampoco entre la primera dosis y la muestra basal (3,3 (3,3 — 35,5) vs 3,3 (3,3 — 3,3),
respectivamente; p = 0,509).
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El grupo inmunocompetente si mostré un aumento significativo de los titulos de
anticuerpos neutralizantes después de la segunda dosis (90 (70,5 - 135)) en comparacién
con la primera dosis (3,3 (3,3 - 16); p < 0,001) y con la muestra basal (3,3 (3,3-3,3); p<
0,001), pero no se detectaron diferencias significativas en los titulos entre la primera
dosis (3,3 (3,3 - 16) y la muestra basal (3,3 (3,3 — 3,3); p = 0,195).

Haciendo la comparativa de titulos neutralizantes entre las dos subcohortes de TOS e
inmunocompetentes, se observd que los inmunocompetentes tenian un titulo
significativamente mds elevado que los TOS tanto en la primera dosis (3,3 (3,3 - 16) vs
3,3 (3,3 - 3,3), respectivamente; p = 0,005), como tras segunda dosis (90 (70,5 - 135) vs
3,3 (3,3 — 35,5), respectivamente; p < 0,001).

Subanalizando por el tipo de trasplante, tras la primera dosis no hubo diferencias
significativas en el titulo neutralizante entre ambos tipos de trasplante (3,3 (3,3 — 35,5)
en hepaticos vs 3,3 (3,3 — 3,3) en renales; p = 0,110). Tampoco tras la segunda dosis se
pudo observar que los receptores de trasplante hepdtico tuviesen un titulo
significativamente mas elevado que el que mostraron los receptores renales (32 (3,3 —
133,5) vs 3,3 (3,3 — 3,3), respectivamente; p = 0,108).

Figura 20. Titulos de anticuerpos neutralizantes frente a la proteina S del SARS-CoV-2
en pacientes inmunocompetentes y trasplantados segun la dosis de la vacuna. Se
determinaron los titulos de anticuerpos neutralizantes en la subcohorte de
inmunocompetentes, representados como rombos azules (n = 33) y se compararon con
los de la subcohorte de pacientes trasplantados, representados como circulos naranjas
(n = 43) (panel A). También se compararon con cada tipo de trasplante (panel B):
trasplante de rindn, representado con circulos verdes (n = 29) y trasplante de higado,
representado con triangulos rojos (n = 14) en el suero basal y después de la primera y
segunda dosis de la vacuna. El punto de cohorte de la técnica se indica mediante una
linea discontinua en 5. La mediana y el rango intercuartilico se representan mediante
lineas negras. La significacion estadistica se determiné mediante el test no paramétrico
de Kruskal-Wallis para comparar entre grupos en cada dosis de vacuna, y el test de
Friedman para comparar entre dosis de vacuna, ambos test seguidos de la prueba de
comparaciones multiples de Dunn. El eje de ordenadas se representa en escala
logaritmica. Las comparaciones por pares entre las dosis se representan en tablas debajo
de cada figura por grupo de sujetos.
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4.3.3 Correlacion de la respuesta de anticuerpos IgM e IgG con la actividad
neutralizante frente a la proteina S del SARS-CoV-2 por dosis de vacuna y
segun la subcohorte de trasplantados o inmunocompetentes

Para analizar cémo se relacionaban linealmente los titulos de los diferentes isotipos de

inmunoglobulinas con el titulo neutralizante en cada dosis de la vacuna y segun qué

poblacién de pacientes, se estudid si existia una correlacion estadisticamente
significativa y la magnitud de esta. Las correlaciones de los titulos de isotipos IgM e IgG
con los titulos de anticuerpos neutralizantes en poblacién inmunocompetentes y en

trasplantados totales por dosis de la vacuna se representan en la Figura 21.

En los individuos inmunocompetentes se encontré una correlacién entre los titulos de
IgM y los de anticuerpos neutralizantes Unicamente tras la primera dosis (p = 0,36; p =
0,042), tras la segunda dosis la correlaciéon no era significativa (p = 0,09; p = 0,605).
Mientras, la correlacidn entre IgG y anticuerpos neutralizantes se evidencié tanto tras
primera (p = 0,55; p < 0,001) como tras segunda dosis (p = 0,65; p < 0,001), siendo esta
ultima donde habia mayor correlacién.

En los receptores de trasplante se encontraron diferencias tanto en IgM como en IgG
con el titulo neutralizante en las dos dosis recibidas. La correlacion de I1gM con el titulo
neutralizante tras primera dosis fue de p = 0,52; p < 0,001, mientras que tras segunda
fue de p = 0,48; p = 0,001. Por su parte, la correlacién mostrada entre IgG y anticuerpos
neutralizantes tras primera dosis fue de p = 0,55; p < 0,001 y tras segunda dosis fue de
p =0,80; p < 0,001.

Figura 21. Correlaciones de los titulos de anticuerpos IgM e IgG con los titulos de
anticuerpos neutralizantes frente a la proteina S del SARS-CoV-2 en las subcohortes
de inmunocompetentes y de trasplantados segun la dosis de la vacuna. Se
determinaron las correlaciones entre los titulos de IgM e 1gG con respecto a los titulos
de anticuerpos neutralizantes frente al SARS-CoV-2 en la subcohorte de
inmunocompetentes en el suero basal (n = 33), en el suero tras la primera dosis (n = 33)
y en el suero tras la segunda dosis (n = 33), representados como rombos azules (panel
A). Se determinaron las correlaciones entre los titulos de IgM e IgG con respecto a los
titulos de anticuerpos neutralizantes en la subcohorte de trasplantados en el suero basal
(n =43), el suero después de la primera dosis (n = 42) y el suero después de la segunda
dosis (n = 41), representados como circulos naranjas (panel B). El analisis estadistico se
realizd usando la correlacion de Spearman, se representé en cada grupo el coeficiente
del test (p) y el p valor.
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Entre los trasplantados, los receptores renales no mostraron correlacion de la IgM con
el titulo neutralizante ni tras primera dosis (p = 0,33; p = 0,077) ni tras segunda (p =0,37;
p = 0,053), aunque cerca de la significacidon estadistica. Fue con el titulo de IgG y
anticuerpos neutralizantes donde se halld la correlacidn significativa tras la segunda
dosis Unicamente (p = 0,70; p < 0,001), tras la primera dosis no se evidencié que fuese
significativa (p = 0,32; p = 0,088). En el caso de los receptores hepaticos, la correlacién
entre titulos IgM y neutralizantes solo se mostroé significativa tras la primera dosis (p =
0,67; p = 0,015), tras la segunda esta fue de p = 0,39; p = 0,189. Las correlaciones mas
elevadas vy significativas fueron las obtenidas entre los titulos de IgG y los titulos
neutralizantes tras la primera dosis (p = 0,82; p < 0,001) y sobre todo tras la segunda
dosis (p = 0,92; p < 0,001). Las correlaciones de los titulos de isotipos IgM e I1gG con los
titulos de anticuerpos neutralizantes en los dos tipos de trasplantados por dosis de la
vacuna se representan en la Figura 22.

Figura 22. Correlaciones de los titulos de anticuerpos IgM e IgG con los titulos de
anticuerpos neutralizantes frente a la proteina S del SARS-CoV-2 en los tipos de
trasplantados segun la dosis de la vacuna. Se determinaron las correlaciones entre los
titulos de IgM e IgG con respecto a los titulos de anticuerpos neutralizantes frente al
SARS-CoV-2 en los receptores de trasplante de rifién en el suero basal (n = 29), en el
suero tras la primera dosis (n = 29) y en el suero tras la segunda dosis (n = 28),
representados como circulos verdes (panel A). Se determinaron las correlaciones entre
los titulos de IgM e 1gG con respecto a los titulos de anticuerpos neutralizantes frente al
SARS-CoV-2 en los receptores de trasplante de higado en el suero basal (n = 14), en el
suero tras la primera dosis (n = 13) y en el suero tras la segunda dosis (n = 13),
representados como tridangulos naranjas (panel B). El analisis estadistico se realizd
usando la correlacion de Spearman, se representd en cada grupo el coeficiente del test

(p) y el p valor.
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4.3.4 Prediccion del desarrollo de actividad neutralizante en suero tras la

vacunacién mediante la magnitud de la respuesta de anticuerpos totales
En las dos subcohortes del estudio, inmunocompetentes y receptores de TOS, los niveles
de anticuerpos frente al SARS-CoV-2 de los isotipos IgM e IgG tuvieron una buena
correlacién con el titulo de anticuerpos neutralizantes, especialmente el isotipo IgG.
Utilizando una curva de caracteristica operativa del receptor (ROC), se calculé el umbral
de IgM e IgG que mejor podia predecir la presencia de anticuerpos neutralizantes para
cada subcohorte. (Ver Anexo |. Material suplementario. 8.5 Puntos de corte de las curvas
ROC del titulo de IgM e IgG para predecir la actividad neutralizante del suero tras la
vacunacion con su sensibilidad y especificidad).

En el grupo de individuos inmunocompetentes, los valores de IgM iguales o superiores
a 600 predijeron la actividad neutralizante con una sensibilidad del 69% y una
especificidad del 80% (AUC: 0,847 (IC 95%: 0,773 - 0,921); p < 0,001). En los
trasplantados, los titulos de IgM iguales o superiores a 300 predijeron la presencia de
anticuerpos neutralizantes con una sensibilidad del 90% y una especificidad del 73%
(AUC: 0,869 (IC 95%: 0,774 - 0,964); p < 0,001). Las curvas ROC para calcular el punto de
corte del titulo de IgM predictor de la actividad neutralizante en inmunocompetentes y
trasplantados se representan en la Figura 23. (Ver Anexo |. Material suplementario.
Tabla S6 y Tabla S7).

Figura 23. Curvas de caracteristica operativa del receptor (ROC) para predecir la
actividad neutralizante mediante el titulo de IgM frente a la proteina S del SARS-CoV-
2. Curva ROC del titulo de IgM frente a la proteina S que discrimina la presencia de
actividad neutralizante frente al SARS-CoV-2 en sujetos inmunocompetentes vacunados
(A). Curva ROC del titulo de IgM frente a la proteina S que discrimina la presencia de
actividad neutralizante frente al SARS-CoV-2 en la subcohorte de trasplantados
vacunados (B). Los analisis estadisticos fueron realizados utilizando curvas de
caracteristica operativa del receptor, expresando darea bajo la curva, sensibilidad,
especificidad y valor p del punto de corte calculado.
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Analizando 1IgG, en individuos inmunocompetentes, los valores iguales o superiores a
19.200 de IgG predijeron la actividad neutralizante con una sensibilidad del 94% y una
especificidad del 90% (AUC: 0,978 (IC 95%: 0,956 - 1,000); p < 0,001). En la subcohorte
de trasplantados, los titulos iguales o superiores a 4.800 predijeron la presencia de
anticuerpos neutralizantes con una sensibilidad del 95% y una especificidad del 91%
(AUC: 0,979 (IC 95%: 0,953 - 1,000); p < 0,001). Las curvas ROC para calcular el punto de
corte del titulo de IgG predictor de la actividad neutralizante en inmunocompetentes y
trasplantados se representan en la Figura 24. (Ver Anexo |. Material suplementario.
Tabla S8 y Tabla S9).

Figura 24. Curvas de caracteristica operativa del receptor (ROC) para predecir la
actividad neutralizante mediante el titulo de IgG frente a la proteina S del SARS-CoV-
2. Curva ROC del titulo de IgG frente a la proteina S que discrimina la presencia de
actividad neutralizante frente al SARS-CoV-2 en sujetos inmunocompetentes vacunados
(A). Curva ROC del titulo de IgG frente a la proteina S que discrimina la presencia de
actividad neutralizante frente al SARS-CoV-2 en la subcohorte de trasplantados
vacunados (B). Los analisis estadisticos fueron realizados utilizando curvas de
caracteristica operativa del receptor, expresando darea bajo la curva, sensibilidad,
especificidad y valor p del punto de corte calculado.
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4.3.5 Comparativa entre los titulos de anticuerpos generados por vacunados
inmunocompetentes frente a la COVID-19 y los generados por pacientes

con COVID-19 agudo
Respuesta y titulo de IgM

La totalidad de los sujetos vacunados mostraron tanto tras primera como tras segunda
dosis una respuesta de IgM detectable (mas de 50), no asi en los pacientes con COVID-
19 agudo, en los que fue el 93,13% (149/160) los que desarrollaron esta respuesta, no
habiendo diferencias estadisticamente significativas (p = 0,121).

Al estudiar la magnitud del titulo de IgM, se observd que los vacunados tras primera
dosis generaban un titulo significativamente inferior al que generaba la cohorte total de
pacientes COVID-19 agudo (400 (400 — 1.200) vs 800 (400 — 3.200), respectivamente; p
= 0,045). Esta diferencia no fue significativa entre los vacunados tras segunda dosis y los
pacientes COVID-19 agudo, aungque tenian estos ultimos un titulo inferior (1.600 (400 —
1.600) vs 800 (400 — 3.200), respectivamente; p = 0,511). Al subanalizar la cohorte total
de pacientes COVID-19 por su gravedad y compararla con los pacientes vacunados, se
pudo comprobar que solamente en los vacunados tras primera dosis el titulo de IgM
generado era significativamente inferior al desarrollado por los pacientes que
sobrevivieron al FR (400 (400 —1.200) vs 2.400 (500 — 6.400), respectivamente; p = 0,01).
En los vacunados tras segunda dosis el titulo de IgM era similar al generado por todos
los grupos clinicos de COVID-19 agudo. Los titulos de IgM frente a la proteina S del SARS-
CoV-2 en los sujetos vacunados y en los pacientes con COVID-19 agudo se representan
en la Figura 25.
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Figura 25. Titulos de anticuerpos IgM frente a la proteina S del SARS-CoV-2 en los
sujetos vacunados segun la dosis y en los pacientes con COVID-19 agudo, totales y
segun grupo clinico. La cohorte total de pacientes con COVID-19 agudo se representa
con circulos grises (n=160), los pacientes con FR y exitus con circulos rosas (n=40), los
pacientes con FRy supervivencia con circulos verdes (n=40), los pacientes que recibieron
oxigenoterapia con circulos naranjas (n=40) y los pacientes que no requirieron
oxigenoterapia con circulos azules (n=40). Los pacientes vacunados se representan con
rombos azules (n=33) El punto de cohorte de la técnica se indica mediante una linea
discontinua en 50. La mediana y el rango intercuartilico se representan mediante lineas
negras. La significacion estadistica se determiné mediante los tests no paramétricos de
U de Mann-Whitney y de Kruskal-Wallis con el test de comparacién multiple de Dunn.
El eje de ordenadas se representa en escala logaritmica.
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Respuesta y titulo de IgG

Al igual que con IgM, la respuesta a 1gG fue detectada (mds de 50) en el 100% de los
pacientes vacunados, independientemente de la dosis recibida. En la cohorte total de
paciente COVID-19 la respuesta positiva a 1gG se observo en el 96,25% (154/160) de
pacientes, no habiendo diferencias estadisticamente significativas (p = 0,258).

Respecto al valor de los titulos de IgG, los vacunados tras primera dosis mostraron unos
titulos superiores a los de la cohorte total de pacientes COVID-19 (25.600 (6.400 —
38.400) vs 1.600 (200 — 6.400), respectivamente; p < 0,001). Igualmente, tras la segunda
dosis los vacunados también poseian un titulo de IgG significativamente superior al de
los pacientes COVID-19 (204.800 (102.400 — 204.800) vs 1.600 (200 — 6.400),
respectivamente; p < 0,001). Analizando por grupos clinicos, en todos ellos la magnitud
de IgG era inferior a la de los pacientes vacunados tras primera dosis (todos con
diferencias de p < 0,001 excepto FR y supervivencia vs vacunados tras primera dosis; p
=0,03) y tras segunda dosis (en todos los grupos clinicos la diferencia fue de p < 0,001).
Los titulos de IgG frente a la proteina S del SARS-CoV-2 en los sujetos vacunados y en los
pacientes con COVID-19 agudo se representan en la Figura 26.

Figura 26. Titulos de anticuerpos IgG frente a la proteina S del SARS-CoV-2 en los
sujetos vacunados segun la dosis y en los pacientes con COVID-19 agudo, totales y
segun grupo clinico. La cohorte total de pacientes con COVID-19 agudo se representa
con circulos grises (n=160), los pacientes con FR y exitus con circulos rosas (n=40), los
pacientes con FRy supervivencia con circulos verdes (n=40), los pacientes que recibieron
oxigenoterapia con circulos naranjas (n=40) y los pacientes que no requirieron
oxigenoterapia con circulos azules (n=40). Los pacientes vacunados se representan con
rombos azules (n=33) El punto de cohorte de la técnica se indica mediante una linea
discontinua en 50. La mediana y el rango intercuartilico se representan mediante lineas
negras. La significacién estadistica se determiné mediante los tests no paramétricos de
U de Mann-Whitney y de Kruskal-Wallis con el test de comparaciéon multiple de Dunn.
El eje de ordenadas se representa en escala logaritmica.
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Respuesta y titulo de anticuerpos neutralizantes

A diferencia de lo constatado con IgM e IgG, la respuesta de anticuerpos neutralizantes
no se observo en todos los pacientes vacunados tras la primera dosis, de ellos el 45,5%
(15/33) respondieron mientras que en la cohorte total de pacientes COVID-19 agudo el
porcentaje de respuesta fue del 51,9% (83/160), no observandose diferencias
significativas (p = 0,502). Tras la segunda dosis, los vacunados si que alcanzaron
respuesta neutralizante en el 100% de los casos, lo cual fue estadisticamente
significativo respecto al porcentaje de respuesta de los pacientes COVID-19 (p < 0,001).

Conforme a la magnitud del titulo de anticuerpos neutralizantes, en los vacunados tras
primera dosis se observé una tendencia a tener menor titulo neutralizante respecto a
los pacientes con la enfermedad aguda, aunque sin lograr la significacion estadistica (3,3
(3,3 —16) vs 11 (3,3 — 44,5), respectivamente; p = 0,055). Sin embargo, tras la segunda
dosis se invirtio esta tendencia y los vacunados generaron un titulo significativamente
mayor que el de los pacientes agudos (90 (70,5 — 135) vs 11 (3,3 - 44,5),
respectivamente; p < 0,001). Al comparar los titulos neutralizantes de vacunados con
los de los diferentes grupos de gravedad de la enfermedad aguda se pudo demostrar
que los vacunados tras primera dosis tuvieron unos titulos similares a los de todos los
grupos clinicos salvo el grupo de supervivencia al FR, donde los titulos eran superiores a
los de los vacunados (29,5 (3,3 — 113,5) vs 3,3 (3,3 — 16), respectivamente; p = 0,007).
Tras la segunda dosis, el titulo neutralizante de los vacunados fue superior al de todos
los grupos clinicos de la COVID-19 aguda (todos con diferencias de p < 0,001 excepto FR
y supervivencia vs vacunados; p = 0,006). Los titulos de anticuerpos neutralizantes frente
a la proteina S del SARS-CoV-2 en los sujetos vacunados y en los pacientes con COVID-
19 agudo se representan en la Figura 27.

Figura 27. Titulos de anticuerpos neutralizantes frente a la proteina S del SARS-CoV-2
en los sujetos vacunados segun la dosis y en los pacientes con COVID-19 agudo, totales
y segun grupo clinico. La cohorte total de pacientes con COVID-19 agudo se representa
con circulos grises (n=160), los pacientes con FR y exitus con circulos rosas (n=40), los
pacientes con FRy supervivencia con circulos verdes (n=40), los pacientes que recibieron
oxigenoterapia con circulos naranjas (n=40) y los pacientes que no requirieron
oxigenoterapia con circulos azules (n=40). Los pacientes vacunados se representan con
rombos azules (n=33) El punto de cohorte de la técnica se indica mediante una linea
discontinua en 5. La mediana y el rango intercuartilico se representan mediante lineas
negras. La significacion estadistica se determind mediante los tests no paramétricos de
U de Mann-Whitney y de Kruskal-Wallis con el test de comparacion multiple de Dunn.
El eje de ordenadas se representa en escala logaritmica.
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DISCUSION

5. DISCUSION

La presente tesis doctoral evalla la respuesta inmune humoral generada por el huésped
tras entrar en contacto con el SARS-CoV-2, bien a través de una infeccion natural o de la
vacunacién con ARNm-1273 (Moderna Biotech). Se investigd de qué manera esta
respuesta influenciaba el desarrollo de la enfermedad en el paciente hospitalizado. Para
ello se estudié la presencia de los isotipos I1gM e IgG, y de sus cuatro subclases 1gG1,
1gG2, 1gG3 e IgG4. También se analizé la funcionalidad neutralizante de los anticuerpos
detectados y su correlacion con el cuadro clinico. Asi mismo, también se estudié qué
caracteristicas de los pacientes favorecian la presencia de anticuerpos con funcionalidad
neutralizante, y si una determinada magnitud de estos, era capaz de predecir un buen
pronodstico de la enfermedad (Bloque 1).

Por otro lado, se analiz6 la magnitud de los isotipos IgM e IgG, su funcionalidad
neutralizante en pacientes vacunados con varias dosis de ARNm-1273 (Moderna
Biotech). Se evalué también si un determinado nivel de anticuerpos totales era capaz de
predecir su actividad neutralizante tras la vacunacién. Finalmente se compard la
magnitud de la respuesta inmune humoral entre los pacientes con infeccién aguda por
SARS-CoV-2 vy los sujetos vacunados (Bloque 2).

5.1 Bloque 1: Determinar la respuesta inmune humoral frente a la proteina S del
SARS-CoV-2 en pacientes COVID-19 con infeccién aguda (Cohorte de estudio
1)

Un primer resultado de nuestro estudio puso en evidencia que aquellos pacientes que

no tenian titulos detectables de IgM al ingreso tenian cuatro veces mas riesgo de

fallecer. Por el contrario, todos los pacientes que desarrollaron fallo respiratorio (FR) y

sobrevivieron tenian titulos detectables de IgM.

Por el contrario, la ausencia de titulos detectables de IgG al ingreso no supuso un mayor
riesgo de muerte por COVID-19, aunque los pacientes que desarrollaron FR vy
sobrevivieron tenian titulos de IgG significativamente mayores que los que desarrollaron
FR y fallecieron.

La gran mayoria de pacientes (91,87%) tuvieron una respuesta humoral conjunta para
los isotipos IgM e IgG. Si bien este porcentaje fue menor en los pacientes que fallecieron
por FR, y de hecho fue el grupo en el que con mas frecuencia no se detectd ningun tipo
de respuesta humoral, ya fuese IgM o IgG. De hecho, el porcentaje de pacientes
fallecidos era significativamente mayor entre los que no tenian ningun tipo de respuesta
humoral frente a los que tenian algun tipo de respuesta, IgM o IgG. Esta observacion
refuerza la hipdtesis de que la respuesta humoral tiene un papel fundamental a la hora
de determinar la progresion clinica de la COVID-19.

Del andlisis de las diferentes subclases de IgG, se comprobd que la subclase IgG1 fue la
mas frecuentemente detectada entre las cuatro subclases analizadas. Aunque de forma
global no se demostré que la mortalidad fuera mayor en los pacientes que carecian de
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respuesta IgG1, cuando nos centrdbamos en los pacientes con FR, aquellos que no
alcanzaron un titulo de 1gG1 detectable tenian cuatro veces mas riesgo de fallecer. De
hecho, el grupo de pacientes que sobrevivieron al FR alcanzaron titulos de IgG1 mayores,
con diferencias significativas, respecto a los otros 3 grupos clinicos.

La subclase 1gG3 alcanzé niveles inferiores, pero fue la segunda subclase de IgG en
cuanto a magnitud del titulo y porcentaje de respuesta. Al igual que con IgG1, los
pacientes con FR que no desarrollaban titulo de IgG3 tenian mas riesgo de fallecer,
concretamente dos veces mas riesgo. Es mas, no tener una respuesta conjunta de 1gG1
e 1gG3 supuso un incremento de casi tres veces en el riesgo de fallecer en aquellos
pacientes que habian desarrollado FR.

Por el contrario, la subclase 1gG2 no se detectd en ningun paciente y la 1IgG4 se detectd
solo en 6 pacientes.

Este predominio observado de la IgG1l e 1gG3 ya ha sido descrito previamente en
pacientes con COVID-19, asi como en pacientes con otras infecciones viricas
(261,265,266).

Al contrario de lo que sucedia con la deteccion de IgM e IgG, donde la gran mayoria de
pacientes desarrolld una respuesta detectable (93,13% y 96,25% respectivamente), solo
la mitad de los pacientes de esta serie desarrollé titulos de anticuerpos neutralizantes
(51,9%). No se demostré que la ausencia de titulos neutralizantes supusiese un mayor
riesgo de fallecimiento de forma global. No obstante, aquellos pacientes con FR que no
tenian actividad neutralizante tuvieron dos veces mas riesgo de fallecer que los
pacientes que si tenian actividad neutralizante. Ademas, el titulo de anticuerpos
neutralizantes del grupo de pacientes que sobrevivieron al FR fue significativamente
mayor que el del grupo de pacientes que fallecié tras desarrollar FR. Esta observacién
sugiere que la presencia temprana de anticuerpos neutralizantes protege de la
progresion clinica de la COVID-19 hacia cuadros mas graves (76,267,268).

Sin embargo, es interesante destacar, que los pacientes con oxigenoterapia (menos
graves) tuvieron titulos de anticuerpos IgG e IgG1 inferiores a los pacientes con FR que
sobrevivieron (mas graves), lo que se opondria a la idea de que un mayor titulo de
anticuerpos protegeria de las formas graves de la enfermedad. Esta es una observacién
muy interesante que se ha constatado también en otras enfermedades virales, en las
gue pacientes mas graves tienen titulos de anticuerpos mayores, y podria explicarse
porque un estado inflamatorio de mayor duracién e intensidad daria lugar a una
respuesta de anticuerpos mas intensa, pero también a un cuadro clinico mds grave (269—
271). Otra explicacion a este suceso podria estar en la mayor carga viral que suelen tener
los pacientes mds graves respecto a los mas leves, esta mayor carga del virus supondria
un incremento proporcional del nivel de anticuerpos especificos frente al patégeno por
lo que se estaria observando una correlacién directa entre la gravedad del paciente, la
carga viral y el titulo de anticuerpos, algo ya descrito en otros trabajos (272). El hecho
de que la mayor carga viral y el mayor titulo de anticuerpos se relacionen con la
gravedad del cuadro clinico podria basarse en el fendmeno de potenciacidén
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dependiente de anticuerpos, el cual podria tener lugar por la entrada del virus a una
célula fagocitica a través de anticuerpos de baja afinidad donde proliferaria
descontroladamente, o por una uniéon de antigeno anticuerpo que generaria una
respuesta efectora Fc y exagerada con liberacion de citoquinas, atraccidon de células
inmunes y activacion del complemento, lo cual desembocaria en una respuesta
hiperinflamatoria (85,91).

En resumen, se puede concluir que los pacientes con COVID-19 mds graves que lograban
sobrevivir tenian titulos de anticuerpos (IgM, 1gG y subclases IgG1l e 1gG3) y de
anticuerpos neutralizantes mas elevados que los otros 3 grupos clinicos. Aunque a priori
este hecho pueda parecer paraddjico, ya que una mayor magnitud de los titulos
permitiria controlar la replicacion viral y por tanto proteger del agravamiento del cuadro
clinico, otros autores han descrito una respuesta humoral de mayor envergadura en los
pacientes mads graves (74). Esto podria ser explicado porque en las formas severas se
genera un estado de hiperinflamacién y replicacidn viral descontrolada que daria lugar
a una hiperproduccién de anticuerpos, situacidn que no tiene lugar en los cuadros leves
(74,83,84). Sin embargo, dentro de los dos grupos de pacientes mas graves (los que
desarrollaron FR), aquellos que sobrevivieron tenian un titulo de IgM, IgG, I1gG1, y
anticuerpos neutralizantes significativamente mayor que aquellos pacientes que
fallecian, este resultado si confirmaria la hipdtesis inicial de este trabajo y la de otros
trabajos, que postulan que un titulo mayor de anticuerpos tendria un papel fundamental
a la hora de evitar la forma mds grave de la enfermedad, ademas de servir como una
herramienta prondstica de la COVID-19 (88,101,267,268). Se investigd también si existia
alguna correlacién entre la cifra de los diferentes isotipos de inmunoglobulinas vy la
actividad neutralizante de estos anticuerpos. Conviene aclarar que, aunque tanto el
isotipo IgM como el IgG son anticuerpos con funcionalidad neutralizante, es la 1gG la
principal responsable de la eficacia de la actividad neutralizante. Dentro de la IgG total,
las subclases 1gG1 e 1gG3 son las que mayoritariamente desempefian esta funcién
(73,261,265). Se demostré que existia una correlacién significativa entre los niveles de
todos los isotipos de inmunoglobulinas y sus subclases (IgG1 e 1gG3) y la actividad
neutralizante. No obstante, llamé la atencidn el hecho de que la mayor correlacion con
el titulo de anticuerpos neutralizantes se lograse con los titulos de IgM y no con los de
IgG o sus subclases, como esperdbamos. Tal vez, al tratarse de pacientes con
enfermedad aguda con una mediana de 9 dias transcurridos desde el inicio de sintomas,
podria explicar que no hubiese transcurrido el tiempo necesario para que se
generalizase la maduracion de la respuesta inmune humoral con anticuerpos
neutralizantes del isotipo 1gG, los cuales suelen aparecer mds tardiamente.
Interesantemente, la mayor correlacion con la actividad neutralizante se observé con
IgM y precisamente en los pacientes que fallecieron. Este hecho sugeriria que los
anticuerpos neutralizantes del isotipo IgM tendrian una funcion menos eficaz a la hora
de neutralizar la infeccién viral.

Por el contrario, en el grupo con menor gravedad la actividad neutralizante se relacioné
con la presencia tanto de IgG total como de sus subclases 1gG1 e IgG3, mostrandose, por
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tanto, que los pacientes con mejor prondstico son los que tienen actividad neutralizante
correlacionada con los niveles de IgG.

En cuanto a la dindmica de la respuesta humoral, existia cierta correlacion entre los
titulos alcanzados de IgM, IgG total, subclases I1gG1 e IgG3 y anticuerpos neutralizantes
y el tiempo trascurrido desde el inicio de los sintomas. Este hecho se confirma en otras
series que han estudiado la respuesta humoral en pacientes con infeccidon por SARS-
CoV-2 (273,274).

Fue llamativo encontrar que los pacientes que desarrollaron FR presentaban titulos de
anticuerpos, incluidos los anticuerpos neutralizantes, de forma mads precoz que aquellos
gue tuvieron un curso mas benigno de su enfermedad. Esta observacion podria estar
indicando que en los pacientes mas graves hay un desajuste en la dinamica de
generacion de anticuerpos. Al no aumentar progresivamente el titulo de anticuerpos,
sino so6lo de forma precoz, se impediria un adecuado control humoral de la infeccion en
los dias siguientes y en ultima instancia existiria un mayor riesgo de sufrir un cuadro
clinico de mayor gravedad. De hecho, la alteraciéon en la cinética de produccidn de
anticuerpos desde el momento de la infeccién es una de las causas observadas de la
gravedad de los cuadros de COVID-19 (87,275).

En nuestro andlisis de los factores asociados al desarrollo de respuesta neutralizante
encontramos que la mayor correlacién se observé con las variables de respuesta inmune
humoral, es decir, con los titulos alcanzados de IgM, IgG y las subclases IgG1 e 1gG3,
especialmente con el titulo de IgM. Aunque en la infeccion por SARS-CoV-2 los
anticuerpos neutralizantes generados suelen ser mayoritariamente del isotipo 1gG vy
sobre todo de las subclases IgG1 e 1gG3, eso no descarta que también haya un niumero
considerable de anticuerpos neutralizantes del isotipo IgM (73,261,265-267). La
respuesta combinada de los isotipos IgM e I1gG o de las subclases IgG1 e 1gG3 se asocid
también con una mayor actividad neutralizante. De hecho, la inmensa mayoria de
pacientes con titulo neutralizante tenian a la vez IgM e 1gG (98,8%) y mds de la mitad de
los pacientes con titulo neutralizante tenian una respuesta conjunta de IgG1 e IgG3
(55,42%). Estas observaciones se alinean con lo descrito previamente en la literatura,
donde la mayoria de los anticuerpos neutralizantes son de las subclases IgG1 e 1gG3,
pero también los hay del isotipo I1gM (73,261,265).

No hubo relacién entre el titulo de anticuerpos neutralizantes y una menor duracién de
la estancia hospitalaria, de la estancia en UCl o en del niumero de dias con ventilacién
mecanica invasiva. Curiosamente los pacientes que habian recibido tocilizumab, un
inhibidor del receptor de la IL-6, tuvieron un titulo de anticuerpos neutralizantes
significativamente superior al de los que no lo habian recibido. Este suceso a priori
puede resultar paraddjico, pues el bloqueo del receptor de IL-6 precisamente dificultaria
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la diferenciacidn de los linfocitos B en células plasmaticas y en ultima instancia reduciria
la produccion de inmunoglobulinas (276,277). Debe notarse que el tocilizumab se
administré mayormente a pacientes que habian desarrollado FR, precisamente aquellos
con mayor titulo de anticuerpos neutralizantes.

Utilizando un modelo invariante pudimos comprobar que el recuento de leucocitos,
neutroéfilos, nivel de LDH, fibrindgeno, el haber recibido tocilizumab, los dias
transcurridos desde el inicio sintomas hasta la extraccion del suero basal, los dias
transcurridos desde el inicio sintomas hasta el resultado clinico, el titulo de IgM, de IgG,
de IgG1, de IgG3 y la reactividad conjunta a las subclases IgG1 e IgG3 fueron las variables
con mayor capacidad de prediccidn del titulo de anticuerpos neutralizantes.

Finalmente, utilizando el modelo multivariante, se concluyé que las caracteristicas del
paciente que mejor predijeron el titulo de anticuerpos neutralizantes fueron el titulo de
IgM v el titulo de la subclase IgG1. No obstante, el titulo de IgG total se quedd cerca de
la significacion estadistica.

En este trabajo nos propusimos establecer un punto de corte del valor del titulo de
anticuerpos de los isotipos IgM e IgG a partir del cual se pudiese determinar si el
paciente tenia en el suero anticuerpos con actividad neutralizante. Para el isotipo IgM,
el punto de corte calculado fue de 1.200, de tal manera que un valor de IgM inferior a
este punto de corte podia descartar la actividad neutralizante con una sensibilidad del
76%. Si el valor estaba por encima de ese punto de corte, se confirmaba la actividad
neutralizante con una especificidad del 79%. Para la subclase 1gG1, el punto de corte
calculado fue de 70, de tal manera que un valor de IgG1 inferior a este punto de corte
podia descartar la actividad neutralizante con una sensibilidad del 72%. Si el valor estaba
por encima de ese punto de corte, se confirmaba la actividad neutralizante con una
especificidad del 86%. Para el isotipo IgG, el punto de corte calculado fue de 1.200, de
tal manera que un valor de IgG inferior a este punto de corte podia descartar la actividad
neutralizante con una sensibilidad del 84%. Si el valor estaba por encima de ese punto
de corte, se confirmaba la actividad neutralizante con una especificidad del 75%.

La utilizacion combinada de estos puntos de corte podria ofrecer una aproximacion para
conocer si una muestra de suero tiene actividad neutralizante, cuantificando solo el
isotipo 1gG y su subclase IgG1. La ampliacidon del tamafio muestral permitiria mejorar
estos puntos de corte y su desempefio para calcular la actividad neutralizante del suero.

El hecho de que los pacientes que fallecian tras desarrollar FR tuvieran un titulo
significativamente inferior de anticuerpos neutralizantes al de los pacientes que
sobrevivian al FR, motivd la exploracidon de un valor de anticuerpos neutralizantes que
pudiese llegar a predecir la mortalidad de los pacientes, tanto en la cohorte total como
entre aquellos pacientes que desarrollaban FR. En la cohorte total no se consiguio
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encontrar un punto de corte de anticuerpos neutralizantes aceptable para predecir la
mortalidad, siendo el area bajo la curva muy bajo y sin significacién estadistica. Por su
parte, en los pacientes con FR, aunque el area bajo la curva si fue estadisticamente
significativo, tenia un valor muy bajo junto con unas sensibilidades y especificidades muy
bajas en ambos casos o con valores extremos, dependiendo del punto de corte. Por lo
tanto, no se pudo encontrar un punto de corte en el valor del titulo de anticuerpos
neutralizantes para predecir la mortalidad del paciente. Aunque si se observaron
diferencias significativas entre pacientes que fallecieron por FR y los que sobrevivieron
tras FR, seguramente el tamafio muestral no ha permitido llegar a obtener un punto de
corte significativo para realizar esta prediccién de mortalidad en los pacientes COVID-
19.

5.2 Bloque 2: Determinar la respuesta inmune humoral frente a la proteina S del
SARS-CoV-2 en sujetos inmunizados con la vacuna ARNm-1273 (Moderna
Biotech) (Cohorte de estudio 2). Comparacién de las respuestas entre las
subcohortes de TOS e inmunocompetentes sanos

Un primer aspecto a destacar es que un porcentaje elevado de pacientes
(inmunocompetentes o no) mostraban respuesta IgM e IgG antes de ser vacunados, a
pesar de no haber tenido datos clinicos de infeccion por SARS-CoV-2. Esto podria
explicarse, o bien porque realmente hubo infecciones previas asintomaticas o porque la
técnica de ELISA para detectar anticuerpos IgM e IgG frente a la proteina S del SARS-
CoV-2 es muy sensible y pudo estar detectando anticuerpos frente a coronavirus
estacionales, siendo por tanto estas respuestas fruto de la reactividad cruzada. Esta
ultima hipodtesis ganaria fuerza si se tiene en cuenta que en la mayoria de trabajos en
los que se estudia la respuesta de IgM e IgG tras vacunacién en trasplantados, estas no
suelen detectarse en mds del 50% de los pacientes estudiados tras dos dosis
administradas (278). En este trabajo el porcentaje de pacientes trasplantados que
poseian reactividad IgM e I1gG superaba con creces el 50%, tanto tras primera como tras
segunda dosis de la vacuna.

Estudiando a las subcohortes de trasplantados e inmunocompetentes, de manera
esperable se observé que con cada nueva dosis de la vacuna el porcentaje de pacientes
con respuesta iba aumentando, tanto en IgM como en IgG.

Los pacientes inmunocompetentes generaron, tanto tras primera como tras la segunda
dosis, unos titulos superiores de IgG e IgM que los trasplantados; siendo especialmente
marcada la diferencia respecto a los trasplantados renales, que fueron los trasplantados
con titulos IgM e IgG mds bajos. Este mayor nivel de la respuesta humoral IgM e IgG en
inmunocompetentes tras vacunacién va en la linea de otros trabajos al respecto en los
que los sujetos no trasplantados siempre desarrollan unas respuestas humorales de
mayor magnitud (279-281).

Entre los dos tipos de trasplantados del estudio se pudo constatar que los receptores
hepaticos tuvieron siempre un titulo de IgM y de IgG superior al de los trasplantados
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renales. Este hecho se explica por la mayor pauta inmunosupresora que reciben
habitualmente los trasplantados renales para evitar el rechazo, y concretamente en este
estudio porque ademas el trasplante habia sido realizado mds recientemente, lo que
suele conllevar mayor inmunosupresion. Los receptores hepdticos normalmente tienen
pautas de monoterapia que a la larga se traducen en una mayor respuesta inmune
frente la vacunacion (282,283).

Conforme al nivel de los anticuerpos detectados en general, se observd que la respuesta
IgG fue de mayor intensidad que la respuesta IgM, tanto en trasplantados,
independientemente del tipo, como en inmunocompetentes. Esta observacion puede
sustentarse principalmente porque las mediciones de los titulos se hicieron 4 semanas
y 2 semanas después de la administracion de la primera y la segunda dosis de la vacuna
respectivamente. Como la respuesta IgG tarda mas tiempo en aparecer, ya que se
produce el cambio de isotipo en detrimento de la IgM, fue la inmunoglobulina con
mayor magnitud (65).

Los pacientes inmunocompetentes desarrollaron mds frecuentemente una respuesta
simultanea de IgM e IgG a la vacuna que los trasplantados. Los trasplantados requirieron
dos dosis para que el porcentaje de pacientes con respuesta para los dos isotipos fuese
de por lo menos el 80%. Los receptores hepaticos tuvieron un porcentaje de respuesta
combinada IgM e IgG superior al de los receptores renales, pero sin ser estadisticamente
significativa la diferencia.

Pasando a discutir la funcionalidad neutralizante de los anticuerpos detectados,
conviene mencionar en primer lugar que al contrario que lo observado con los elevados
porcentajes de respuesta IgM e I1gG en el suero basal, en el caso de la actividad
neutralizante, esta fue solamente detectada en un paciente trasplantado renal,
mientras que ninguno de los sujetos inmunocompetentes tenia una respuesta
neutralizante detectable. Esto vendria a reforzar la hipdtesis, ya mencionada con
anterioridad, de que la técnica de ELISA empleada en este trabajo para detectar IgM e
IgG seria muy sensible y estaria detectando anticuerpos frente a otros coronavirus
estacionales, anticuerpos que no tienen actividad neutralizante frente a SARS-CoV-2,
como ya se ha observado en varios estudios (284,285). En cuanto a los porcentajes de
pacientes trasplantados con respuesta neutralizante, estos no superaron el 50% tras
ninguna de las dos dosis de vacuna, una cifra similar a la descrita en la literatura
(278,286).

Pasando al estudio de los titulos de anticuerpos neutralizantes, en el caso de los
trasplantados, estos no se elevaron significativamente ni tras la primera dosis ni tras la
segunda, independientemente del tipo de trasplante. Pero en el caso de los sujetos
inmunocompetentes, si bien la primera dosis de la vacuna no consiguio elevar los titulos
neutralizantes de manera significativa respecto al suero basal, tras la segunda dosis si
gue aumentd el titulo en comparacidn con la primera dosis y con el suero basal.

Los titulos de anticuerpos neutralizantes generados en pacientes inmunocompetentes
fueron superiores a los de los trasplantados, tanto tras primera como tras segunda dosis
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de la vacuna. La mayor magnitud de la respuesta humoral, incluida la respuesta
neutralizante, es caracteristica tras la vacunacion de sujetos inmunocompetentes si lo
comparamos con pacientes que han recibido un trasplante de drgano sélido
(279,280,287).

Cuando investigamos la relacién entre la respuesta IgG e IgM vy el titulo de anticuerpos
neutralizantes tras recibir ambas dosis, encontramos que existia una correlacién tanto
en trasplantados como en inmunocompetentes, exceptuando en estos Ultimos y tras la
segunda dosis en la que no hubo correlacion entre IgM y anticuerpos neutralizantes.

Del subanalisis de la subcohorte de trasplantados segun el tipo de trasplante, se
comprobd que los receptores de trasplante renal eran los que ofrecian menores
correlaciones entre los titulos de isotipos IgM e IgG con los titulos de anticuerpos
neutralizantes, mientras que los trasplantados hepaticos mostraron unas correlaciones
superiores a las de los renales, llegando a ser las mas altas del estudio, superando a las
de los sujetos inmuncocompetentes.

Llamd bastante la atencion el hecho de que los pacientes trasplantados tuviesen una
correlacién de titulos IgM e 1gG con titulos neutralizantes superior a la de los sujetos
inmunocompetentes, especialmente en los trasplantados hepaticos. En principio cabria
esperar que un individuo inmunocompetente vacunado desarrollaria una respuesta
inmune mas coordinada y madura, de tal manera que los anticuerpos generados
tuviesen una mayor correlacién con la capacidad neutralizante. Aunque la correlacién
observada en inmunocompetentes no es baja, si es inferior a la correlacién determinada
en los trasplantados. De cara a los dos grupos de trasplantados, como cabia esperar son
los receptores hepaticos los que tienen una correlacion mds elevada entre los
anticuerpos totales y los anticuerpos neutralizantes, como ya se ha comentado
anteriormente, el menor régimen inmunosupresor podria ser el motivo principal de esta
observacion.

Para poder predecir la presencia de actividad neutralizante en base a la magnitud de la
respuesta de anticuerpos totales en el suero tras la vacunacion, se decidié hacer el
calculo de manera individual para cada subcohorte, inmunocompetentes y
trasplantados de érgano sdlido. En cuanto al estudio de la IgM, en inmunocompetentes
este punto de corte de maxima sensibilidad y especificidad para predecir actividad
neutralizante era superior al de los trasplantados, pero curiosamente el punto de corte
de los trasplantados tenia mayor drea bajo la curva y mayor sensibilidad y especificidad.
Respecto al titulo de 1gG, los inmunocompetentes de nuevo tenian un valor predictor de
actividad neutralizante superior al que poseian los trasplantados. Sin embargo, en este
caso los valores de drea bajo la curva y de sensibilidad y especificidad era practicamente
idénticos, siendo sensiblemente superiores en trasplantados.
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El hecho de que el valor del punto de corte predictor de actividad neutralizante sea
mayor en inmunocompetentes, fue algo esperable ya que se trata de individuos sin
ninguna limitacién de la funcién inmune, por lo que previsiblemente sus titulos son
superiores a los de sujetos que estan recibiendo medicacién inmunosupresora como son
los trasplantados de 6rgano sdlido. De la comparativa entre los titulos de IgM e IgG para
realizar la prediccién de la actividad neutralizante, se concluyd que el titulo de I1gG era
superior al de IgM para hacer esta prediccidn, indistintamente de la poblacién
inmunocompetente o trasplantada en la que se emplee. No fue una sorpresa ya que en
este trabajo se ha podido evidenciar que la mayor correlacién con el titulo neutralizante
tras la vacunacion es la del titulo de 1gG.

Empleando por tanto el titulo de IgG tras la vacunacion para predecir si un paciente
desarrollaba actividad neutralizante o no, para inmunocompetentes que tuviesen un
valor inferior a 19.200 de IgG, el 94% de ellos no tendrian respuesta de anticuerpos
neutralizantes, mientras que los que tuviesen un valor de IgG igual o superior a este
punto de corte, el 90% de ellos tendrian respuesta de anticuerpos neutralizantes. En los
trasplantados de érgano sélido, aquellos con un valor de IgG inferior a 4.800, el 95% de
ellos no habrian desarrollado actividad neutralizante mientras que los que tuviesen un
valor de titulo superior o igual, el 91% tendrian actividad neutralizante.

Con el objetivo de conocer el grado de similitud de la respuesta inmune humoral
generada tras la vacunacion con la desarrollada tras la infecciéon por SARS-CoV-2, se
compararon los resultados de respuesta y magnitud del titulo de IgM, 1gG y anticuerpos
neutralizantes tras cada una de las dosis vacunales con sus homdlogos en los pacientes
gue habian experimentado una infeccién natural. Los vacunados inmunocompetentes
se caracterizaron por tener una respuesta detectable de ambos isotipos (IgG e IgM) en
la totalidad de los sujetos vacunados y tras las dos dosis vacunales. No asi en los
pacientes con la enfermedad aguda que, aunque si bien la mayoria de ellos tenian una
respuesta detectable, esta no era del 100%. En cuanto a la actividad neutralizante, la
primera dosis de la vacuna no fue suficiente para generar una respuesta en la totalidad
de los vacunados, con un porcentaje de respuesta muy similar al de los pacientes con
infeccion aguda. Sin embargo, la segunda dosis de la vacuna si permitié que el 100% de
los vacunados desarrollase titulo neutralizante detectable, con una diferencia
significativa respecto a los pacientes con COVID-19.

En cuanto a la magnitud del titulo de anticuerpos, El isotipo IgM se caracterizé porque
en los vacunados tras primera dosis su magnitud fue inferior a la de los pacientes con
COVID-19 agudo, especialmente si se compara con la magnitud de IgM que
desarrollaron los pacientes con FR y que sobrevivieron. Tras la segunda dosis de la
vacuna, los titulos de IgM se incrementaron, pero solamente hasta valores similares a
los presentados por los pacientes infectados.

Del isotipo I1gG se pudo observar claramente que fue la inmuglobulina que mas se elevo
durante la vacunacidn, con unos valores muy altos y significativamente superiores a los
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generados por los pacientes con la enfermedad aguda, esto fue observado ya en la
primera dosis y superando a los valores de todos los grupos clinicos de COVID-19. Tras
la segunda dosis, de nuevo se pudo constatar este hecho. Cabe destacar que la
diferencia menos abultada del titulo de IgG en vacunados se observé al compararlo con
el de los pacientes supervivientes al FR. Estos resultados se ajustan al escenario
esperable en el caso de una vacunacién con medicién tardia de la respuesta inmune; la
respuesta de la infeccién aguda se caracterizé por un mayor predominio del isotipo IgM
mientras que tras la vacunacion se observaba un mayor nivel de IgG.

Respecto al titulo de anticuerpos neutralizantes, la administracion de la primera dosis
en los vacunados solamente logrd unos titulos similares o incluso mas bajos que los de
los pacientes COVID-19, de hecho, en el grupo de pacientes que sobrevivieron al FR este
titulo era significativamente superior al de los vacunados. Fue necesario que los
vacunados recibiesen la segunda dosis para generar un titulo neutralizante
significativamente superior al de todos los grupos clinicos de pacientes con COVID-19
agudo.

Conviene destacar que el titulo de anticuerpos neutralizantes es un buen marcador
subrogado de la eficacia de una vacuna, ya que tedricamente estos anticuerpos
bloguean la capacidad del virus para infectar células sanas (88,288). Por lo tanto,
alcanzar una magnitud en el titulo neutralizante equiparable al de la infeccion natural e
incluso superior, va a permitir saber si la vacuna realmente tiene garantias de ser eficaz
o estimar cuantas dosis de esta deben ser administradas para alcanzar este titulo.

En este trabajo se demuestra como una segunda dosis de la vacuna ARNm-1273
(Moderna Biotech) genera una respuesta humoral, sobre todo de IgG y anticuerpos
neutralizantes, de elevada magnitud, siendo incluso superior a la generada tras la
infeccién natural por SARS-CoV-2. Otros trabajos cientificos ya han podido constatar
este mismo hecho observado, lo que supone una garantia de la eficacia de este tipo de
vacunas con las dos dosis establecidas (289,290).
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6. CONCLUSIONES

1. En En los pacientes con COVID-19 agudo la ausencia de un titulo detectable de
IgM al ingreso incrementa cuatro veces la mortalidad, especialmente en los
pacientes con fallo respiratorio, en los que una pobre respuesta humoral de
anticuerpos especificos y de anticuerpos neutralizantes se asocia con un peor
prondstico.

2. En los pacientes con COVID-19 no grave (sin fallo respiratorio) existe una
correlacién directa entre el titulo de anticuerpos especificos y neutralizantes y |a
duracion de los sintomas. En estos pacientes es en los que existe una mas clara
correlacién entre el titulo de IgG total, 1gG1 e IgG3 y el de anticuerpos
neutralizantes.

3. Lostitulos de IgM e IgG1 son las caracteristicas del paciente con COVID-19 agudo
gue mejor predicen el titulo de anticuerpos neutralizantes en el suero al ingreso.

4. Se pudo identificar un punto de corte del titulo de 1gG que ayuda a predecir la
presencia de anticuerpos neutralizantes en el suero tras la vacunacién, tanto en
inmunocompetentes como en inmunodeprimidos (TOS).

5. Larespuesta humoral a la vacuna de mRNA-1273 (Moderna Biotech) es superior
en inmunocompetentes sanos que en TOS. En los trasplantados es necesario la
administracion de la segunda dosis de la vacuna para producir un incremento
destacado de los titulos de IgM e IgG, sin embargo, no es suficiente para elevar
significativamente el titulo de anticuerpos neutralizantes. Los trasplantados
hepaticos muestran una respuesta humoral superior a los trasplantados renales.

6. La administracion de vacuna de mRNA-1273 (Moderna Biotech) en individuos
inmunocompetentes genera a los 15 dias una respuesta humoral de elevada
magnitud, tanto de 1gG como de anticuerpos neutralizantes, superior a la
generada tras la infeccion natural por SARS-CoV-2.
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7. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

1. El trabajo se llevé a cabo antes de la difusién generalizada de la variante Omicron y
sus respectivas subvariantes, que actualmente producen la mayoria de las infecciones a
nivel mundial. Por lo tanto, la respuesta humoral a estas subvariantes puede ser
diferente a la observada en este estudio.

2. Los grupos clinicos no fueron ajustados por edad, sexo ni raza, lo cual podria influir en
que las diferencias significativas entre grupos halladas con otras variables, como el titulo
de anticuerpos, podrian tener cierto sesgo a la hora de condicionar la gravedad del
cuadro clinico. Principalmente la edad, ya que es el factor de riesgo mas importante para
sufrir un cuadro grave de COVID-19.

3. La cohorte total de pacientes se caracterizd por tener una elevada comorbilidad de
base, lo que les haria tener una mayor predisposicién a sufrir un cuadro grave. Por lo
tanto, los resultados no son realmente extrapolables a la poblacion general si no a una
poblacién con mayor riesgo de ingreso hospitalario. Los grupos clinicos tampoco fueron
ajustados por comorbilidad, por lo que aquellos de mas gravedad tenian un porcentaje
superior de pacientes con comorbilidad, lo cual podria actuar como un confusor a la
hora de interpretar los resultados de inmunidad humoral y gravedad.

4. Los tratamientos frente a la COVID-19 no fueron administrados en la misma
proporciéon entre los grupos clinicos, destacando principalmente el tocilizumab que fue
administrado mayoritariamente en el grupo que sobrevivié al FR. Por lo tanto, aunque
el grupo de supervivencia al FR tuviese mayor titulo de anticuerpos especificos vy
neutralizantes que el grupo de fallecidos, el haber recibido mas tocilizumab podria haber
contribuido a su supervivencia, alterando por tanto el efecto real que haya podido tener
el titulo de anticuerpos en la supervivencia.

5. El ingreso hospitalario y la extraccion de la muestra de suero de los pacientes no
fueron realizados en el mismo momento de evolucién del cuadro clinico, lo cual podria
distorsionar los resultados de supervivencia, gravedad y respuesta inmune. Sin
embargo, las medianas del nimero de dias desde el inicio de sintomas hasta el ingreso
hospitalario o la extraccion de la muestra de suero no mostraron diferencias
significativas entre los cuatro grupos clinicos, con lo que este efecto distorsionador
qguedaria considerablemente mitigado. Ademas, tras el andlisis multivariante, los dias
transcurridos desde el inicio de sintomas hasta el ingreso o hasta la extraccién de la
muestra, no fueron variables que influyeron en el titulo de anticuerpos neutralizantes.

6. Aunque la tasa de vacunacion completa fue muy alta en la cohorte de estudio 2, hubo
dos pacientes de los 43 trasplantados que no recibieron la pauta completa, reduciendo
por tanto el tamafio muestral.

7. Uno de los vacunados trasplantados habia tenido COVID-19 seis meses antes de
recibir la vacuna ARNm-1273. Por lo tanto, la respuesta inmune inducida por la
vacunacion estaria condicionada por esta infeccién previa.
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8. Las dos subcohortes de pacientes vacunados, trasplantados de drgano sélido e
inmunocompetentes sanos, no pudieron ser ajustadas por edad, sexo, raza o
comorbilidades, por lo que estas variables podrian ejercer cierto sesgo sobre los
resultados obtenidos de respuesta humoral tras la vacunacion. La subcohorte de
inmunocompetentes sanos fue mas joven, caucasica y femenina, aparte de no tener
ninguna comorbilidad.

9. Dentro de la subcohorte de trasplantados de érgano sélido, los trasplantados renales
tuvieron menos afios desde el trasplante y menos neoplasias, pero mas hipertension y
dislipemia que los receptores hepaticos; el no ajustar por afios desde trasplante y
comorbilidades también podria haber distorsionado los resultados obtenidos de
respuesta humoral tras la vacunacion.
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8. ANEXO I. MATERIAL SUPLEMENTARIO

8.1 Resultados del western blot sobre los sueros control

Tras la realizacién del western blot siguiendo el mismo protocolo para ambos sueros
controles positivos y negativos se obtuvieron los siguientes resultados de reactividad
entre la proteina S recombinante del SARS-CoV-2 y los anticuerpos especificos IgG
(presencia de banda de 180 kDa): (las imagenes del western blot de cada control estan
representadas en la Figura 28):

e Sueros control positivo: 85% (17/20) de sueros reactivos frente a la proteina S
recombinante del SARS-CoV-2. Solamente 3 sueros no mostraron reactividad.

e Sueros control negativo: 0% (0/0) de sueros reactivos frente a la proteina S
recombinante del SARS-CoV-2.

Finalmente se realizé un western blot utilizando un suero policlonal de la proteina S de
SARS/SARS-CoV-2 (S1/52) con el mismo procedimiento y se evidencio la presencia de la
banda a 180 kDa, es decir, reactividad del suero policlonal frente a la proteina S
recombinante de SARS-CoV-2 empleada en nuestros ensayos.
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Figura S1. Imagenes de Western blot de los sueros control positivo, negativo y del anticuerpo policlonal SARS/SARS-CoV-2.
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8.2 Resultados del ensayo ELISA para la deteccion de anticuerpos de isotipo IgM
e IgG sobre los sueros control

Entre los 20 sueros control positivo se demostré positividad para IgM e I1gG en todos

ellos con el ensayo ELISA. El titulo de IgM presentd una mediana de 400 (IQR: 200 —

1.400) con un valor minimo de 100 y un valor maximo de 1.600. El titulo de IgG tenia

una mediana de 12.800 (IQR: 4.000 — 25.600) con un valor minimo de 100 y un valor

maximo de 51.200.

Entre los 20 sueros control negativo se evidencié positividad para IgM en el 55% (11/20)
y positividad para 1gG en el 40% (8/20). El titulo de IgM presentd una mediana de 100
(IQR: 40 — 100) con un valor minimo de 40 y un valor maximo de 800. El titulo de 1gG
tenia una mediana de 40 (IQR: 40 — 100) con un valor minimo de 40 y un valor maximo
de 400.

La mediana del titulo de IgM de los controles positivos fue estadisticamente superior a
la de los controles negativos (400 vs 100; p < 0,001). Igualmente, la del titulo de IgG
también lo fue (12.800 vs 40; p < 0,001).

La representacién grafica del titulo de anticuerpos de isotipo IgM e IgG para los sueros
controles positivo y negativo estan plasmados en la figura 29.
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Figura S2. Titulos de IgM e IgG frente a la proteina S del SARS-CoV-2 en los sueros
control positivo (SC +) y control negativo (SC -). Los titulos de IgM se exponen en el
panel A y los de IgG en el panel B. Los sueros control positivo se representan con
hexagonos rojos (n=20), mientras que los sueros control negativo se representan con
triangulos invertidos azules (n=20). El punto de cohorte de la técnica se indica mediante
una linea discontinua en 50. La mediana y el rango intercuartilico se representan
mediante lineas negras. La significacion estadistica se determind mediante el test no

paramétrico de U de Mann-Whitney. El eje de ordenadas se representa en escala
logaritmica.
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8.3 Puntos de corte de las curvas ROC del titulo de IgM, 1gG y subclases de IgG
para predecir la actividad neutralizante del suero con su sensibilidad y
especificidad

Tabla S1. Puntos de corte del titulo de IgM para predecir la actividad neutralizante con

sus valores de sensibilidad y especificidad.

Puntos de corte Sensibilidad Especificidad
29 100 0
35 99 5
70 99 13

150 99 27
300 98 44
500 93 62
700 92 62
1.200 76 79
2.400 49 95
4.800 33 100
9.600 19 100
19.200 5 100
38.400 2 100
51.201 0 100

Tabla S2. Puntos de corte del titulo de IgG1 para predecir la actividad neutralizante con

sus valores de sensibilidad y especificidad.

Puntos de corte Sensibilidad Especificidad
39 100 0
70 72 86
150 58 90
300 43 96
600 27 99
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1.200 18 100
2.400 13 100
4.800 6 100
9.600 2 100
12.801 0 100

Tabla S3. Puntos de corte del titulo de IgG para predecir la actividad neutralizante con
sus valores de sensibilidad y especificidad.

Puntos de corte Sensibilidad Especificidad
29 100 0
35 99 1
70 99 6

150 98 22
300 94 48
600 90 61
1.200 84 75
2.400 71 86
4.800 46 94
9.600 34 96
19.200 23 100
38.400 13 100
76.800 7 100
153.600 1 100
204.801 0 100
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8.4 Puntos de corte de las curvas ROC del titulo de anticuerpos neutralizantes
para predecir la mortalidad con su sensibilidad y especificidad

Tabla S4. Puntos de corte del titulo de anticuerpos neutralizantes para predecir la

mortalidad con sus valores de sensibilidad y especificidad. En la cohorte total.

Puntos de corte Sensibilidad Especificidad
2 100 0
7 45 46
11 45 48
13 35 48
15 33 50
16 30 50
17 30 52
19 28 53
20 25 53
21 25 56
23 25 58
25 25 58
26 25 61
28 25 63
29 25 64
30 25 66
31 25 68
32 25 68
34 23 68
35 20 70
38 20 71
42 20 72
44 18 73
46 18 73
48 18 74
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51 18 75
54 15 75
57 15 76
58 13 76
59 13 77
64 13 78
70 13 78
72 10 78
76 10 79
79 10 80
84 10 81
95 10 83
102 10 83
108 8 83
113 8 84
115 8 85
117 8 86
121 8 87
131 8 88
140 5 88
141 5 88
143 5 89
167 5 90
201 5 91
228 5 92
245 5 93
250 5 93
282 5 94
361 5 95
426 5 96
474 3 96
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511 3 97
546 0 97
615 0 98
770 0 98
1.001 0 99
1.116 0 100

Tabla S5. Puntos de corte del titulo de anticuerpos neutralizantes para predecir la
mortalidad con sus valores de sensibilidad y especificidad. En los pacientes que
desarrollaron FR.

Puntos de corte Sensibilidad Especificidad
2 100 0
7 45 33
13 35 35
15 33 35
17 30 35
19 28 35

20 25 35
21 25 38
24 25 40
26 25 43
28 25 48
30 25 50
32 25 53
34 23 53
35 20 55
39 20 58
47 18 60
51 18 63
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55 15 63
58 13 63
59 13 65
64 13 68
70 13 70
80 10 70
96 10 73
108 8 73
113 8 75
119 8 78
131 8 80
142 5 80
194 5 83
247 5 85
282 5 88
376 5 90
474 3 90
511 3 93
584 0 93
770 0 95
1.001 0 98
1.116 0 100
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8.5 Puntos de corte de las curvas ROC del titulo de IgM e IgG para predecir la
actividad neutralizante del suero tras la vacunacién con su sensibilidad y

especificidad

Tabla S6. Puntos de corte del titulo de IgM para predecir actividad neutralizante con sus
valores de sensibilidad y especificidad. En inmunocompetentes vacunados.

Puntos de corte Sensibilidad Especificidad

39 100 0

70 100 4

150 100 22

300 96 49

600 69 80
1.200 52 96
2.400 17 98
4.800 10 100
6.401 0 100

Tabla S7. Puntos de corte del titulo de IgM para predecir actividad neutralizante con sus

valores de sensibilidad y especificidad. En TOS vacunados.

Puntos de corte Sensibilidad Especificidad

39 100 0

70 95 31

150 95 53

300 89 73

600 63 89
1.200 37 99
2.400 21 100
3.201 0 100
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Tabla S8. Puntos de corte del titulo de IgG para predecir actividad neutralizante con sus
valores de sensibilidad y especificidad. En inmunocompetentes vacunados.

Puntos de corte Sensibilidad Especificidad
39 100 0
70 100 12
150 100 29
300 100 49
600 100 57
2.000 100 63
4.800 98 73
9.600 96 82
19.200 94 90
38.400 83 98
76.800 69 100
153.600 46 100
307.200 8 100
614.400 6 100
1.228.800 2 100
1.638.401 0 100

Tabla S9. Puntos de corte del titulo de IgG para predecir actividad neutralizante con sus
valores de sensibilidad y especificidad. En TOS vacunados.

Puntos de corte Sensibilidad Especificidad
39 100 0
70 100 15
150 100 37
300 100 62
600 100 75
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1.200 95 80
2.400 95 85
4.800 95 91
9.600 89 95
19.200 79 97
38.400 79 99
76.800 53 100
153.600 21 100
307.200 11 100
614.400 5 100
819.201 0 100
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9. ANEXO Il. PRODUCCION CIENTIFICA
9.1 Comunicaciones en congresos
e XXV Congreso Nacional de la SEIMC (2-4 de junio, Granada - Espaiia).

Comunicacion oral: “Una elevada respuesta de IgM, IgG, 1gG1 y Acs
neutralizantes (AN) predice un menor riesgo de mortalidad en pacientes
COVID-19 con fallo respiratorio”.

Autores: Octavio Carretero, Ana Tajuelo, Estéfani Garcia-Rios, Mireia Lépez-Siles,
Michael McConnell, Francisco Mancebo, Marcos Nuévalos, Rafael San-Juan, José Maria
Aguado, Pilar Pérez-Romero.

Introduccidn: La respuesta inmune es fundamental para definir el curso de la infeccién por
SARS-CoV-2. Aunque casi la totalidad de infectados desarrollan a las dos semanas IgM, IgG vy
anticuerpos neutralizantes (AN) frente al virus, la magnitud de los mismos depende de las
caracteristicas de cada paciente y puede condicionar la severidad de la enfermedad.

Material y Métodos: Se llevé a cabo un estudio transversal prospectivo en una cohorte de 160
pacientes adultos con COVID-19 en el Hospital Universitario 12 de Octubre. Los pacientes fueron
asignados a cuatro grupos clinicos segun el grado de severidad de la infeccién: (1) fallo
respiratorio y exitus, (2) fallo respiratorio y supervivencia, (3) precisaron oxigenoterapia pero no
desarrollaron fallo respiratorio y (4) no precisaron oxigenoterapia. De ellos se extrajo una
muestra de suero en el momento del ingreso, en la cual se determinaron los anticuerpos IgM,
IgG, subclases de IgG y AN frente a la espicula del SARS-CoV-2. Los titulos de IgM, 1gG y sus
subclases se determinaron mediante un ensayo ELISA, mientras que el titulo de AN se midié
mediante un ensayo de neutralizacidn subrogada. Se analizaron las diferencias en el titulo de
anticuerpos entre los grupos clinicos y la asociacidn entre las caracteristicas clinicas y analiticas
de los pacientes y los titulos de anticuerpos.

Resultados: Los pacientes con fallo respiratorio que sobrevivieron tuvieron un titulo de IgM
cinco veces superior a los que fallecieron (p = 0,001). Los pacientes con fallo respiratorio que
sobrevivieron tenian un titulo de IgG mayor que los que fallecieron (p < 0,001) y que aquellos
gue requirieron oxigenoterapia (p < 0,05). Estas diferencias fueron especialmente notables en
la subclase IgG1; los pacientes con fallo respiratorio que sobrevivieron tuvieron un titulo de 1gG1
cinco veces superior al de los que fallecian (p < 0,001) y al de los que recibieron oxigenoterapia
(p < 0,001) y dos veces superior al de los que no requirieron oxigenoterapia (p < 0,05).
Finalmente, los pacientes con fallo respiratorio que fallecieron tuvieron titulos de AN mas bajos
que los que no fallecieron (p = 0,03).

Se observd una elevada correlacién entre el titulo de AN y los titulos de IgM (p=0,68; p < 0,001).
Realizando un andlisis multivariante, se evidencié que los titulos de IgM (B = 0,012; (95% ClI:
0,009-0.015) p <0,001) e IgG1 (B = 0,02; (95% CI: 0,008-0,032) p = 0,002) eran las variables que
mejor predecian el titulo de AN. No se observé correlacion entre el titulo de AN y los dias de
ingreso hospitalario, o la necesidad de UCI o ventilacién mecanica.

Conclusiones: Dentro de los pacientes que hicieron fallo respiratorio, aquellos que
sobrevivieron fueron los que tuvieron un titulo de IgM, 1gG, IgG1 y AN significativamente mayor.
Las variables que mejor predijeron el titulo neutralizante fueron el titulo de IgM e IgG1. No se
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observd que un mayor titulo de AN se relacionase con una menor estancia hospitalaria, ingreso
en UCl o mayor duracidn de los dias en ventilacién mecdnica.

9.2 Articulos publicados

o “Brief Research Report: Virus-Specific Humoral Immunity at Admission
Predicts the Development of Respiratory Failure in Unvaccinated SARS-
CoV-2 Patients” publicado en Frontiers in Immunology.
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Brief Research Report: Virus-Specific
Humoral Immunity at Admission
Predicts the Development of
Respiratory Failure in Unvaccinated
SARS-CoV-2 Patients

Ana Tajuelo™, Octavio Cametern®!, Estéfani Garcia-Rioz ™, Mireia Lopez-Siles’,

Oiga Cano®, Monica Wizquez®, Wcente Mas®, lsabel Rodriguez-Goncer”,

Antonio Laluers®’, Francisco Lépez-Medmno™"*, Rafasl San Juan™™%,

Mario Femdndez-Ruiz™"*, Josg M* Aguado™"®, Michael J. McConnall *

and Pilar Péraz-Romero®™®
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Introduction: Them is robust evdance indicating thal the SARS-Col-2-spadific humaral
responss i assodatad with protection against sevans diseasa. However, ralatively ittis
data exist raganding how tha humaoral immune responsa al tha tima of hospital admission
oomattas with diesaasa savarty in unimmunized pationts. Our goal was toidantily varabis
of the humaral response that could potentially sanve as prognostic markars for COVID-19
prograssionin urvaccinatad SARS-Col-2 patiants.

Methods: A prospactive cross-sectional study was cardad out in a cohort of 180
unimmunized, adut OOVID-19 patients from the Hospital Univarsitano 120ctubra.
Paricipants were classified into four cinical groups based on disaase sevarity: non-
surdvors with mepiratory fallure {RF), RF sunvivors, patiants raquidng aosgan thamapy and
those nol rmeaiving oxygen therapy. Serum samples wane taken on admission and Ig,
aG, oG subclass antibody litars wane datarminad by ELISA, and nautralizing antibody
titarsuSing a sumodate neutralization assay. The differancas in the antibody titars batweon
groups and the association batwaan the cinical and amnaltical charactaistics o the
pationts and the antibody titers wers analyred.

Results: Patiants thal developad BF and survivad had lgM titers thal ware 2-old higher
than non-suvivors o = 001), higher kvels ol lotal 193 than those who devalbped RF and
suceurmibed 10 infaction (s 0.001), and than patiants who redquined aogen tharmpy (o<
0.05), and had 5-fold higher 131 ters than RF non-survivars o< 0001) and thase who
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naadad axygan themapy (o< 0.001), and 2-iold highar than patisnts that did not reguine
axygan tharapy during admission (o< 0.05). In contrast, RF non-survivarshad tha lowast
nautralFing antbodylevals, which warg significantly lowar comparad those with RF that
survvad o = 0.0, A positive comralation was found batwean ighM, tatal igG, kgG1 and
IgG3 titers and nautralizing antibody titers in the total cohart {p < 0.00386).
Conclusions: We damonstrate thal patisnts with RF that surivad infection had
significantly highar Igh, IgG, IgG1 and nautralizing titars comparad to patients with RF
that succumb to infection, suggesting that using humoral regponse varables could be
usad as a prognastic markar for quiding thedincal managamant of unimmunizd patients
admittad to tha hospital for SARS-CoV-2 infection.

Keywords: SARS-CoV-2, COVID dilss ase severiy, humoral responses, iga, g 2

INTRODUCTION

Although most cases of severe acute respimatory syndrome
coronavirus 2 (SARS-CoV-2) inlction are asymptomsatic or
manifest & mid disease, a significant proportion of patients
develop severe disexie, most commonly poeumonia that can
progress i acute respiratory distress syndrome (ARDS) and
organ fallure (1, 7). Severe SARS-CoV-2 infedion b asociated
with high mortslity (3, 4), and sdvanced ape, nulegender, high
Hood pressure, diabeies, obesity and chronic lung disease kave been
amociaied with severe disease (5). Additonally, immunological and
hiochemical varisbles sich as the total number of newtrophis and
Iymphocytes, intedewkin-6 (IL-6), C reactive pootein (CRF), lactate
ddvydregenaie, d-dimers o ferritin levds lave been asociated with
respiratory failure and death (5, 71

The host immune response is esential in determining the
course of disease afier SARS-CoV-2 infection by promating viral
dearance and mesolution of infection (8] Most sympmatic
patients develop virs-specific Igh and IgG within two weeks
after the onset of symptoms (9-11). However, the magnitede of
the resgponse is hetemgeneous depending on the duamcendic o
the patients and their dinical course (12-14). Previous results
kave slsown a correlstion between Igh titers and neutralizing
:nﬂbadymmwhhhfumtbnbybhckmgﬂleentqlafﬂwmm
into bost cells (15-17). Higher virus-specific Igh and IgG, and
vines neutrlizing antibady titers against SARS-CoV -2 have been
reported in patients with severe symptoms (10, 18-22) In
addition, it has been suggested that the tming of the
appearance of these antibodies & an important factor that
conditions disease progression and viral load (23, 24).
Additionally, the presence of antibodies during the early
pleases of infection hias been corelated with improved clinica
outosmes (25) and protection againg reinfection (26-31)

In the present study we assess anti-SARS-CoV-2 spike (5)
protein antibodies (IgM, IgG, and IgG subdasses) and
newtralizing antibody titers in serum obtained at the dme of
admission from a cohort of unvaccinated patients hospitalized
for comnpavirus disease 2019 (COVID-19). We dharactenze
atsnciations between these indicators of vins-specific humoral
immunity at hospital admision and respiratory falure in

order to identify potential prognostic markes for COVID-
19 progression.

MATERIALS AND METHODS

Patient Recruitment and Sample
Collection

Within an imstitutionsl cobort of consecutive patients admitted
at the University Hospital "12 de Octubre™ (Madrid, Spain) for
COVID-19 within the Gt wave (between Manch and Apel
2020) we carded out a "nested cae-contml gtudy” randomly
selecting four groups of smiar sive with four diferent outcomes
[respiratory Blure (S/N) and death (SN]], in which a “single-
point assessment st the time of bospital admission™ of humoral
immunity was performed.

Blood samples were collecied at the time of hospital admission
{up to five days afier admdsion) and stored at -80°C wntl analysis.
Serum smpdes were analysed at the § Natioral Centre for
Microblology (Majadabonda, Spain). Secio-demographic,
epidemiclogical and infection-relsted variables wem recorded.
The study was approved by the local Ethics Committee for
(linical Research and was conducted following the Declartion
of Helsinld and the Guidelines for Good Clinieal Practice Basad on
'Lheemeptbm] ﬂm:ﬁmamedhyﬂlep:uimnh;pntmwta
participate but no informed comsent was obtained, which was
approved by the local Ethics Commitee for Clinical Research,

Study Definitions
Respiratory failwre (RF) was defined s the development of acute
respiratory distress syndrome [ARDS), defined a5 a partial
presure of anerial oxygen/fraction of inspired wmygen [Paly/
FiQ), ratio] =200 mmHg (32) or the need for mechanical
ventilation. Cardiovascular disease was defined as the presence
of compary beart disease, beart Bilure andlor stroke. Chronic
lung diseate was defined as the presence of chmnic obstnsetive
pulmaonary disease or severe obstractive sleep apnea

Cobort participants were dassified into four dinical groups
according to the WHO Ordinal Scale for Clinical Improvement
COVID-1% criteria (33). The group of non-survivos with RF
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comresponded to score 8 (death), RF survivor comespondad 1o
score 7-5 (ventibition and additional organ support or intubation
or mechanical ventilation and non-invasive ventlation o high-
flow oxygen), patients that required oxygen therapy
comesponded to score 4 (oxygen by mask or masal prongs) and
the group of patients not rece iving oxygen therapy comesponded
to seore 3 (hospitalized, no oxygen therapy).

Oxygen saturation was obtained from bodpital admission and
O MO Adr.

Length of dinical course was defined a5 the elapse from the
synrploms oaset to te end of the dinical stay (bospital discharge
of desth). Length of bosgpital stay was defined a the elapsed time
from the hospital admission to the end of the dinical say
(hospital disclarge or death).

Laboratory Measurements

CRP, IL-6, albumin, aanine transaminase {ALT), aspartate
transaminase (AST), lactate debydrogenase (LDH), ferritin, -
dimer, Bhrinogen, triglvcerdes and procaleitonin levels, platelet,
mutmphﬂ, lymup}mqrte and mOnocyle counts were mutl.ndy
measured during standard care. All bboratory measurements
were performed on the same dayat ad mission.

Enzyme-Linked Immunosorbent Assays
Recombinant § protein was produeced by transient transiection of
Free Style 293F cells { Thermo Fisher) using polvethvlenimine and
a plamid coding for a HexaPro derived construct (34) that
inchades the D614G substitution. The § ectodomainwas purfied
from fitered cell supernatants wing HuTrap™ Excel columns
(CYTIVA) and subjected to an additional pudfication step by
dze-excdsion chromatography using a Superose & 100300
column (CYTIVA)L

For indirect enzyme-linked immunosotbent assays (ELISAs)
96-well plates (Corning) were coated overnight with 100 ng per
well of purifed recombinant § protein in PES. Unbound proteins
were removed by washing twice with 200 pl of 0.1% Tween 20in
PBS (PBST). Blocking was performed with 100 pl of PBST
supplemented with 5% dkim millk (PBSTM) for 1 b After the
wells were washed twice as detalled above, serial two-fold
dilutions of serum samples (from 1:100 to 1:20:4800) were
added and incubated for 1 h at room temperature (RT),
fd]mmdhy ﬂlmew:shlngstepswlﬂl PBST . Then, 1uu|:1 aof
borseradish perxidase-conjugated anti-human Igh (13000
dilution; 62-8420, lnvitrogen), anti-human Ighd (1: 1M
dilotion; A1BR41, Movex), anti-homan Ig(‘.l {11000 ailistinr;
MH1715, Invitrogen), anti-human IgG2 (11000 dilstion MH
1722, Invitrogen), anti-human IgG3 (15000 dilution; MAS-
16718, Invitmgen) or anti-human IgGd (1:1000 dilution
Al0654, Invitrogen) were added 1o each well and incubated for
1k &tRT. Afier four washing steps with PBST, 100 pl of
bomeradish peroxidase sulitrate (S4827-17-7, Sigma-Aldrich)
was added and incubated for 15 min at RT. The reaction was
stopped wsing 50 pl 1 N sulfurkc acid. Absorbance at 450 nm was
measured using a plate reader (Tecan Sunrise). Titerswere
defined a5 the highest dilution of serum st which the ODue
was al least 0.2 above h:ndtgmund weells (wells withowt senum).

ACE-2/5 Protein Inhibition

To evaliate the potential newtralizing sctivity of antibodies, §
protein binding competition assys between the serum samples
and a monomenc form of the human angiotensin converting
enzyme 2 (ACEZ) were perlormed Briefly, microtiter 6-wel
plats were costed with a chimeric verion of 3 monodonal anti-
Foldon antibody (35 )overnight at 8 ngful in PES. The next day,
plates were blockal with PBS suppleme nted with BSA fraction V
(Siggma) at 1% (PBS-BSA 1% ). Then, purified Hesapro( 3) derived
comtrsct contsining the D146 abatitution was captured by
incubation at 1 nglul in PES-BSA 1% during 45 min ot RT.
Following protein incubstion, plites were washed with PBS, and
successive incubations at BT of sera dilstions and hACE-2
monomerc-StreTag receptor (20 ng/pl) complexed with
StrepTactin-HREP (1:5000) were paformed. Sera incubation was
praonged for 45 min and afier a 15 min incubation of receptor-
Sh-epT:ctln Impmrp]m rmephrbmdmstaupmmd S'pmtdn
was revealed with the O PD substrate (Sigma Aldrich) and thesignal
was measured in a spectrophotometer reading OD at 493-620nm.
Assay background was determined in pa ralle] plates with a5 protein
leckedin the dosed conformation that is unableto bindthe hACE-2
reepor. For this purpose, a purified Hexal'ro derived construct
inchedingadouble cysteinesubstitution, $3830 DORSC, was wed. A
pool of sera from individuak negative for anti-SARS-CoV-2
antibodies and hACE-2 monemerc untagged receptor were wsed
a8 pegative and poditive conteols, respectively. After subtrsction of
ﬂtehckgmumlﬂle percentage of neutral eation wascaloul sted as
[1- (0D gy it SerumiODy o v, Degative control)] x 100%. In
all experments incubation of BAE-2 untagged receptor at X ng/
pl achieved a newtral irstion rate kigher than 85%.

Statistical Analyses

Patiens were congdered SARS-CoV -2 seropositive if antibody titers:
determined by ELISA were higher than 50 (limit of detection of the
assay) and they wem considered to have positive neutraliring
antibsodies if the titer was greater than 3.3 (36). Results were
expresied a5 the mean + tandard devistion (5D) for @atinumwes
varizbles with parametric distribution or the median with
interquartile range (IQR) for those with non-parametric
distribvution. Spearman’s comelstion coelficients and P-values were
calculated to eval usie the avrrelation between quantitstive varishles.
Compartson of an tibody titers between groups was performed using
the Krisdal-Wallis test. Subsequent pairwise analyses between
disease severity groups were performed wing Dunn’s mutiple
comparions test. Non-parametrc statiticl tests were wed given
the non-pomal distribution of the data and the lack of
homsmcedusticity a8 asesed by Kd mogorov-Smirnov and Levens
tests, respectively. Statistical analyses and data plotting were
perfomed wsing Pasm 5 v501 (GraphPad Sofiwar) and SPSS
(IBM). Povalises < (U5 were considered statisticall y signifcant.

RESULTS

Cohort Characteristics
Global chamcteristics of the four different clinical groups
induded in the ﬂudy {RF non-survivores, BE survivons, oxygen
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thserapy and pon-oxygen thermpy) are shown in Table 1 and
Supplementary Table 1. The median age of the colsort was 61
years (BQR: 49.35-75) with 68.8% [ 110/160) of male patients and
T (1121600 of Cascasian mce. The age of RF non-survivers
was sgnificantly higher compared to the other three clinical
goups (P< 00010 The mest frequent comobidities were
lypertersion (35.6%), dydipidemia (27.5%), diabetes (20%),
cardiovascular disease (15.6%) and duronic lung disease (6.3% )
As expected, the group of RF non-survivers kad a dgnificantly
kigher proportien of patients with hypertension (p = 0.35),
chronic lung disease (p = (006) and diabetes (p = 0.043) than the
other dinical groups. This group also had significamly (p <
@001} lower oxygen saturation compared to the other three
groups, while the group of RF survivos had sgoificantly higher
levels of LDH, CHP, AST and lewkocyte and peutrophil counts
(p < 0.001). Mo significant difference s were olserved in days from
symptom onget o hospital sdmisdon or the timing of sampling
across each of the clinical groups.

Humoral Response and Disease Severity
The magnitude of the humoral respomse at the time of
sdmission was chamcterized for all patients by determining
endpoint titers for SARS-CoV-2 IgM and total 1gG and IgG
sulbclasses (Figure 1). Ighd titers ranged from 10010 51200, and
eleven samples lad IgM tites below the limit of detection
Patienits that developed RF and survived had Ighd titers 2-fold
higher than non-survvors (p = 0.001), wheress no sigoificant
differences in Igh titers were observed when compared with
other subgroups Patients that developed RF and survived also
lsad kigher levels of total IgG than those who developed RF and
succumbed to infection (p < 0001), and duat patients who
required oxygen therapy (p < (L05). IgG titers ranged from 104
1o 2AR00 and six patients had tibers below the limit of detection
at admission,

Reganding lgG subclaises, 44 38% of patients kad detectable
levels of lgGl, and 38.75% had detectable levels of IgG3. While
o significant differences wepe found in the IpG3 titers between
groups, the group of BF survivors had 5-fold higher IgG) titers
than RF non-survvos (p < 0001) and these who needed
oxygen therapy (p < (L.001), and 2-fold higher than patients
that did net require oxygen therapy during admission
{p < 0.05).

Surrogate neutralization asays were performed in order to
chuaracterize the functional activity of the antibodies present in
patient samples at the time of admission. Neutral tring antibodies
were detected in 51.9% of patients, with titers mnging from 10t
1115 {Figure 1). Suljects within the group of BF non-survivers
lad the lowest level of newtralizing antibodies, that were
sgnificantly lower compared with those with RF that survived
{p = 0.03).

Our analysis also allowed s to determine the effect of time
frotm sy myptom onset on antibody and newtralixing titers. Serum
samples from patients were extracted at hospital admission, bt
within a varisble number of days from self-repored symptom
onset. In order 1o characterize the effect of time from symptem

oset 1o antibody levels, antibody levels and newtral iring activity
were amalyred betwe en patients with samples collected within the
first 9 days of symptoms (eady serum sampling n = 94) and
those whose samples were collected from ten days of symptoms
(late serum sampling n = 68). In the total cobort, lgM and IgG
titers were sgnificantly higher in patients with late serum
sampling (p < (L01) (Figure 2). When considering the different
climical growps, BF survivos lad higher Ighd titers tan non-
survives (p <0.05), regandless the timing of sampling However,
when amalyzing IgG titers, this significant difference was also
obse rved in patients with late (p < 0.05) but not with early serum
sampling (Figure 2). Regarding neutralizing activity, 37.2% of
patients with eady serum sampling presented neutralizing
antibodies and the tier was Jower than in patients with late
serum sampling (72.7% p < 0.001) (Figuee 2).

Cormrelation Between Antibody

Response and Neutralizing Activity by
Disease

Correlation between Ighd, total IgG, IgGl and IgG3 titers and
neutralizing antbody titers was assessed in the total cobort and
inesch disease group (Sopplementary Figure 1), and in all cases
a positive and significant correlation was found. However,
differences in the correlation coefficient were observed
Specifically, the highest coeficient between IghM and
neutralizing antibodies tiers was found in the group of RF
non-survivors (p = 072871 In contrast, the highest comelation
coefficient between total IgG and nevtralizing antibodies titers
was observed in the group that required oxygen therapy (p =
1.5625). Regarding IgG subdases, the highest correation
coefficient between neutraliving antibodies and IgG3 tters was
also found in the group that required oxygen thempy (p =
(L6182), whereas for IgG1 and nevtralizing antibodies titers the
highest correlation coefficient was in the group of RF survivors
(p = 06218}

Clinical Variables Associated With a
Meutralizing Antibody Response

The most meaninghul cormelations with peutralizing titer were
observed for Ighd titer (p = 068 p < (01) and IgG tter {p =
085 p< 0.001), specifically lpG1 titer {p= (64; p< 00N ) and
IgG3titer (p=0.61; pe QO01). Neutralizing titers also correlated
with oxygen saturation (p = 020 p = 0.013), LDH (p = 0.28;p <
(U], CRP (p = 033; p < O, lewcocyte count (p = 0.35; p <
0001 ), pewtrophil count (p=03% p < 0001, platelet count (p =
027; p = 0001), ALT {p = Q1% p = R014), procalctonin
p= 03 p = 015), Rrritin (p = 0.21; p= 0014), ﬂn—mo#n
p =045 p < 0.001) and D-dimers (p = 0.21; p = 0034). In
addition, patients who recelved tocilizumab had higher
neutralizing titers than those who did pot [28 (IQR: 0-113.5)
vs 0 (IQR: 0-33.3) p = 001 2]. There was no correlation between
neutralizing antibody titers and days from admission or the
length of ivasive mechanical ventilation (IMV) or intensive care
unit {HOU) ad mission. In patients with eady serum sampling, the
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variables with the highest comelation with petralizing titer
continued to be IgM (p = 067; p < 0001} and IgG (p = 0.65
P 0U001), and within this, 1gG1 {p = 0.66; p < 0.001) and IgpG3
{p = 058 p < 0.001) titers.

We performed a multivariste amalysis indeding those
variables that had significant sssoclation with neutralizing

antibody titers in the univariste amalysis [Supplementary

Table 21 We found that IgM (B = 0.013; (95% CL 0.08-
015) i <) and |g:1 titer (B = 0.0 (95% CE 0008
0032) p = 0.002) wem the variables that beit predicted
neutralizing antibody titerIn the case of patients with early
samples, Ighd titer (B = 000 (95% CE 0.007-00011) p <0.001)
and |$G1 titer (B = 083; (95% Ck l}.l}l}l}.[ﬁsz: (L0 were
thse best predictors of nestrlizing antibody titer.
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Correlation Between the Humoral
Response and Age, Time Since Admission
and Symptom Onset

To better understand the dynamics of the humoral response, total
Igh and IgG levels were correlatal with age, days gnce admision
and time from symptom onset | Supplementary Figure 2). When
ocmsidering die wtal cobor, & negative comrelation was observed
batween both g and IgG and age (p = 0000 and p= 062
respectivdy). This negative aseocbstion was maintained only for
Ighd in the group that required oxygen therapy (p= 0.030). IgM
and 1gG tters showed a positive correlstion with days from
admisgion (p = GLOME and p = QN4 respectively) and from
synptom onset (p o< WK and p < 00001, respectively) when
comsidering the total cobort. Intersstingly, patients with RF
featured a positive correlation between both IgM and IgG titers
durng the frat fve days since sdmission, regandless of the dinieal
endpoint (survivors or pon-survivors). A positive correlation

between IgM (p = (L0009 and IgG (p = 0.028) levels and days
after symplom omsel was observed for patients that required
oxygen therapy. In addition, a positive correlation between IgG
levels and time post-sympom onset was observed in subjects duat
did not require oxygen therapy (p = (LT).

DISCUSSION

In the present study we charscerized the vins-specific humoral
responss sl the time of hospitalization in unvaccinated
SARS-CoWV-2 patients that presented different disease severities.
Our pesudis demponstrate tat patients experdencing RF that survive
infection have significantly higher anti-5 protein IgM and IgG
titers at the time of hospital admission compared to patients with
RF that suecumb to QOVID- 19, Additionally, son-servives with
RF demonstrated significandy lower nastral iming titers comypared
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1o patients with respirstory Bilere that survived. Taken together,
tsese resulis indicate a protective mle for 5 protein specific and
neutralizing antibodies in SARS-CoV-2 patients with respiratory
fallure, and & in line with Gndings from previows stedies (26, 25—
31, 37-39). Interestingly, patients expedencing BF that survived
infection also demorstrated sigmificantly higher amti-§ protein
IgG. but not IgM or peutralizing antbodies, compared to
bospitlized patients requinng only oxygen therapyThis resch
nay seem paradoxal in that patients with more severe disease
denwmstrated higher 1 tters than patents with les severe
infections. However, similar results were found in a recent study
by Yates et al. (8), in which wvaccnated patients with more

severe diseave had higher vinus-specific and newralizing antibody
titers than patients with less severe infection (8).These resulis, a5
well as the results from our study, may suggest that patients
experiancing more invastive disease mount a more mobust kumor
pesponse o infection. These results should abio be interpreted in
the contert of COVID-19 disexse phase. The early appearance of
IgM in the colsort groups likely corresponds to the vieal plase, and
these antibodies may play an impottant role in vires dearnce.
The kiter Igl: predominant response may be due to systemic
inflammation amd advanced disease.

Although there is robust evidence Indicating that a humaoral
response divected against the SARS-CoV-2 §-protein, acquired
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either through vaccination or natural infection, is protective
against severe infection (40, 41), there is only limited data
regarding the association between S-protein specific IgG
subclasses after infection and disease severity in enimmunized
hospital red patients (42). Furnhermore, information regarding
how IgG subcasies at the time of hospital admission cormelate
with disease severity is limited. In this study, we demonstrate that
IgGl and IgG3 ame the predominant IgG subdasses produced
after viral infection in all disease seventy groups This i in line
with recent reports indicating that these IgG subclasses
predominate after natwral infection with SARS-CoV -2
(8, 43, 44), and previows reports indicating that these
subclasses predominate after virl infections (45). Importantly,
these previous stdies also demonstrate very low titers of virus-
specific lgG2 and IgGe (8, 43, #), similar to our results in the
present study. A separate study demonstrated a predominance of
Gl in bealilcare workers after matural infection, similar to our
resulis, but indicated that IpGa titers were the second highest,
fadlowed by IgG3 and IgG (46). These differences may be due to
difle renices in characteristics of the colsorts (hospitalized patients
va. healihcare workers) and in disease severity.

Our study dlso allowed ws 1o assess associations between IgG
subclasses and disease seventy and nastralizing antibody ttes in
this patient population. Oer resuls indicate that, similar to what
was olserved with tota] anti-§ protein antibody titers, IgGl titers
were higher in patients with BF that survived infection conypared
to patients with RF that succumbed to infection and patients
receiving oxygen therapy. In contrast to what was observed with
total by, IgGl titers were also sigrificantly kigher in patie ots with
RF that survived infection compared to hapitalired patients that
did mot receive oxygen therapy. There were no other significant
differences for the ofer IgG subdasses between diseases severity
groups, although it is impontant tw note teat e G2 and IgGa
thsere was not asulficient number of patients with detectable titers
to perform a mobust amalyse With respect to the correlation
between anti-5 protein antibody titers and peutralizing titers,
positive cormlations were derved for Igh, IgG, IgGl and IgG3
in samples taken at the time of admision These findings are in
line with previows studies indicating that antibodies agains the 5
protein correlate well with seutralization (47-500

One limitation of this stedy i tat in a small percentage of
jpatients the serum sample was not collected on the same day of
admission and the asocition of antibody titers with the
anmalytical parameters may not be exact In addition, clinical
groups were not established as a function of age which is a well-
established a5 amajor dsk Gctor for mortality in COVID-19 And
firsally, another linvitation is dyat this stedy was carried out before
the widespread dissemination of vadants of concem that
currently produce mest infections globally, inclsding the dela
and omicron vadants The humoral response to these variants
sy be different than those asewsed in this stedy, and resdting
awsociations between disease severty and different variables of
ithe immune respomse such as IgG, IgM and neutralizing titers
may be different in wnimmuenized patients admitted o the
hospital setting with infections caused by these variants.
Furier stedy is warranted in this area

In conclusion, this stedy establishes comelations between
COVID-19 severity and diferent varisbles of the humoral
immune response at the time of hospital admission in
unvaccimted patients. Our Bnding demonstrate that patients
with RF that survived infection demonstrated significandy higher
Igh, IgG, IgG1 and neutralring titers compared to patients with
RF that succumb to infection, suggesting that the humoral
response plays a crtical mle in these patients, and mise the
possibiity of wing huemoal espornse variables a8 progoostic
mearkers e guiding the dinical mansgement of wnimmin ired
patients admitted to the bospital for SARS-CoV-2 infection.

DATA AVAILABILITY STATEMENT

The orginal contibutions presented in the stedy am inchaded in
ilse article/Sup plementary Material Further inguiries can be
directed to the comesponding author.

ETHICS STATEMENT

The studies involving human participants weee reviewed and
approved by Ethics committee for Clinical Investigation Hospital
12 de Qctubre, Code: 206269 Date:26/05/2020. The patients/
participants provided their written informed consent to

participate in dhis study.

AUTHOR CONTRIBUTIONS

IR-G, AL, FL-M, R], MF-R, JA: Provided patient care, selected the
[atienits fixr e study and rearuited samples, revised final version of
thse meamuserpt. JA : Stedy supervision, obtined funding, revised
firual version of the mamsedpt AT: Peformal ELISA assays and
results analyss, manwscript draft. OCar Samples recnutment
and processing, dinical data analysis, neutralization asays asd
manuscript drafi. EG-R: Surrogate neutralization assays
optinzation, resdls analysis support, manseript deafi. ML-S:
Assistance in ELISA assays and results amalysis, manuscript drafi
VM, OCan, MV: Assistance in ELISA and newtralization asays,
revised final version of the manwseript. MM Conceived and
supervised the stedy, drafied the mamscdpt. PP-R: Concebved
and supervised the study, drafied fse mamserpt, obtained funding

FUNDING

This workk was supported by Mutua Madrilefia Foundation
(202000056) Plan Naciomal de +D+I7 and Instituto de Saud
Carlos 0T (COVID-19 Research Call COV2N00181 and
COVA_10679), Subdireccidn General de Redes y Centros de
Investigacidn Cooperativa, Spanish Minstry of Science and
Innovation, Spanish Network for Research in Infectious
Diseases (REIP] RD16/0016) - co-fmanced by the European

FOrers in IMmunain gy | veves Smnmersin.om

Ao 2022 | Voume 13 | Sede 8raa1z

177



ANEXO Il. PRODUCCION CIENTIFICA

Tajusio o .

Hurmioml I By and S8R5 Col 2 Sovety

Development Regional Fund (EDRF) and the European Social
Fund (ESF) "A way to achieve Europe- The ESF invests in your
futre”. Red de Enfermedades Infecciosas (CIBERINFEC), CB21/
1300079, EG-R is supported by the Sara Borrell Program
(CDIRCIILAMNMT), MLS is supported by the Sara Borrell
Program (CD17CHIN0MT), Institute de Saled Cades L
Minigerio de Clencia, Innovaciin y Universidsdes., and AT is
supported by the Garantla Juveni Program of the Comunidad
Autonoma de Madrid. IRG bolds a research training contract
“Rio Homega™ (CM19/00163) and MFR a mseanch contract

REFERENCES

1. Wang DD, Ha B Hu € o ¥, Lio X, Phang | e al Clinkeal © harac seristios of
138 Hoapitalized Patients With 2009 Newel £ Infactad P i
in Wohan, China. JAMA (2020) 323(11):1061-5 dok 1001001/
Jasia 20001 5

2 Ha B Gos H, Zhoo P, $hi 71 Characteristics of SARS-CoV-2 and COVID-
19. Mat Riev Micrabisd {2001} {31141 -54 dai D0 H0O864 575000004557

3. Yang X,¥a ¥, Xuo | Sho H_ X | Lin H, o al Clinal Conrse and O

“Miguel Servet™ (CP18/00073), both from the Instiuio de
Salud Carlos I, Spanish Ministry of Scence and Innovation,

SUPPLEMENTARY MATERIAL

The Supple mentary Material for this article can be found online
at: httpe// www. front iersin orglartides/10. 3389/ im mu 2022
BTHE1 Yull#supple mentary- material

Respores in Coromavins e Patients Emeny Taler Dis (2000) 16
{TE147E-58 dak 103200/ Sd0a7 1084 |

18 Ta KK, Twng T, Lesang WE, Tam AR, Wia TC, Long DC, o el Temporal
Profils of Wiral Load in Posterior Orophasyrgesl Suliba Samples and Seram
Anthady Resporses Doring Infedion by SARSCo¥-2- An Obuweratana]
o Stdy. Lasvar bjfeet Dis (H000) 20{ 51256574 dok 10 1006/51 4733095
(2300561

17 Maciola AK,La Haja M, Pacenti M, Sikaa ©, De Siheare G, Roan A, ool
Weutralizing A ntbedy Reg 1o SARS LoV -2 in Remwered OOVIR 1S

of Criteallly Wl Patients With SARS-CoV -2 Prcamanks in Waban, Chine A
Singe-Centered, Retrospeaihe, Observational Sody. Lavcer Respis Med
(2020 & F-4T3-2L dok 1000152132600 M) 3075

4. Desde FG, Fewolr T. Mondip-Reaed Rk Facos of OOVID-IZ A
Spaemat Rewiew and Mata-Analms of £ Smdies and £23117 Patena
BM Isfect D (2021} {13255 dok 100 1365 12575001 - 5363

5 Sngh AK, Gillss CL, Srgh R Singh A, Chodsama Y, Cols B oo al
Prevadence o Co-Mobidites and Their Asecition With Manality in
Patients With OOVID-1%: A Spstematic Review and Meta-Anaysis
Diabates [hlies Matah (200) 23 10019 5-2. dok 10011 Vdam HI124

& Glamandbs. Booboolia E], Netea MG, Rovim N, Akinseglo K,
Anenidon A Anonales N, & al Compley Immane Dysregalation in
COVIDL IS Pafiens With Savere Respiraory Fullore Call Haor Misrade
{200} ISR 1000.e3 dak 1010060 dharn 2000 04005

7. Lagona-Gioya R, Uirers-Rie A, Tnlngu\a P, Laa-lapase M, Raminss-
Fernands A, Namnjo L, & al LS Hassd Monaig Rk Model for
Hiogp talize d Patienta Wigh QOIS | Allegry Clin Iosssu nal {000) 145
(47907 25, dob M0 100&) jacl 200007 005

8. Yages |1, Bhbar 1YL Hunt IFT, Girardin RO, Dopois AP, Papne AF, sal
Serologicad Amabsi Rewab an Imbalanced 196 Soboass Comp

Fagiznts Ax Varkdle and Corshoe With Dhecase Severity and Recopior-
Binding Dvma in Roec ognition. Frowt B ssunal (3007) 13830710 dok 103355
firm o 002 23010

18 Rijkeradi, Mork |1, Wintermans B, van Looy B, van den Berge M, Veon s
Joetall e nces in A rtbedy K inetics and Fonc tona liry Between Sevene and
Mil Sewere Aooie Respiratoy Spndrome Cononavines 2 Dnfector, [ Ialer
D83 (2000) 22X2p1265-5. dok 10,1053 inf diafiaadsd

15 Lynch KL, Whitman I}, Lacanienta NP, Bedkerdite EW, Kastner SA, Shy BR,
o al Magnitsds and Kinstis of Ant-Sewre Aoote Respiratary Spndsame
Coronavins I Anthody Responsss and Their Reatondip 1o Dissse
Severitg (lin bajfleer Dds (2021} 7221300-8 dak 1000093/Gd0 cha 575

20 Wang X, Goo X Xin ., Pan Y. Ho Y, Li | & al Nemrdising Antbedy
Respanses o Severe Acole Repirgary Spondrame Comansvinas 2 in
Cornnving Dissie 1019 Inpatients and Comalescsnt Patiens Cha Bler
D3 {20000 TI{IOEDES S dak 10005V Al ciaa 721

20 Zohar T, Loos O, Fischingsr 5, Atpex O, Warg ©, Skin MI}, et al
Compromised Homoral Panciboral Evolotion Trades With SARS-Co¥-2
Montality. Cell 2020} 153452508~ 152 12 doi 100006/ e ll2000 1 QO

22 Kdein 3, Pelloss A, Park HE, Urdin BL, Shapiro | R, Benner SE, o all Sex, Age and

Acsocbted With OOV Disase Sewrity. Call Rap Mad 11!11” 1
70, dak 10N & worm 07 1 1E2F

5. Hoarg AT, Gardia Carveras B Hichings MDT, Yarg B Kamsinide LO,
Ramigan SM, stal A Spaematc Review of A nthedy Mediaed Tmmanity
Comonevineses: Kinstis, Comeloes of Protecton, and Asocatsn Wit
Sewerity. Naf Cowsius (2000 101470 dok 1010387 1457000 BR4504

10 Long €30 Lin B Deng HL W GO Desg K. Chen YK & ol Anghady
Respern st 1 SARS-Cal.2 in Pasisnts With OOV D19 Naf Mad {2000) 26
EHE4A dob 10010344 55 1-000-0857 -1

0. Lowgg €00 Targ XJ, Shi QuL, L8 ) Dheng HY, Yaan |, et ol lindoal and
I sriareckogical Amemment of Aspmpiomatc SARSCoV-2 Dadecton. Mar
Mad (20204 268} 12004, dak 100005241 550 00009656

2 Phao | Yaan O, Warg H, L W, Lo X, S50 ¥, atal Ansbody Respone o
SARS-(io¥-2 in Patients With Mowd Cononaving Disce 2005, (lin Iﬂ_,kl
[ {2000 71 16<027-34. dot 101090/ cdk ka3

B Mmsdlmrmﬂ,mijm R, Schrears MW], Grashed DG, van de
Werken HMG, @ al Sranficanon of Hespitlied OOVID-19 Patens Imo
dinicall Severity Progressbon Ginonpe by Lo mrs-Phenot pping and Mic hine
Learning, Naf Cosmmun (2022) 131}915 da 10.003854 HE7-002- 282 1-0

M. Degan M. K cehaya L, Placek 1 Gunter €, Yight M, Hardy Bt al SARS Co -
2 Specific Anthedy and Neotrdlization Asays Rewsal the Wids Range of the
Humaral Immone Reporse © Vires Cosssun Bal (2000) 4029, dak
0. 1S4 100300 1 Dl&E-&

5. ke MMA, Maller MA, Li' W, Wang O, GearsvanKesd CH. Corman ¥ M,
ot all Savere Aoate Resp ¥ Spndrame 2-Sperific Antbady

i Do At by Hessp ima OOVID- 19 o Pl

Damr Posprolution, [ Clia Bavat (2000) 13040 1 b6l 4 1-50 dok 100 T2 140004

23 Law EHY, Tang OTY, Hoi DSC, Kwan MYW, Chan WH, Chio 55 o ol
Wismtrallizing A by Titres in SARS-Co¥-2 Infactiorns. MNel Cae ua {2001}
1153, dak 10109854 1467 020200474

24 Masih M, TentiG, Femdndez M, Garca | A, Agallh ¥, Padilla 5, o al SARS-
Co¥-2 5 and Vi Ck in Patents Hs lized With
OOVIDRIS: Vil Load Pedios Antbedy Response. Opes Foruss Bt Dis
{001} & pafabins. dai 101060 fafidladbons

35 Dispinseri § Secchi M, Pirilla MF, Toblewi M, Barghi M, Begas , o ol
Newtralizing Antbedy Resporsss to SARS-Co¥-I in Symplomatic
COVID-19 bk Persitent and Odtical for Sarvial Naf Cosssun {021) 12
(U dak WU IET 021198 8

24 Khoary DS, Cromer 1L Repraddi A, Schlah TE, Whealey AK, Jans JA, o &l
Newralizing Amiedy Levels Are Highly Frediaie of Immuone Protecion
From Spmplonmad i 34 BS-Ca-2 Infection. M Mad (2021) 2720511
dok 101038541591 -1 -MITEE

27 Harvey RA, Rassen JA, Kabelar CA, Torenne W, Leorasd 5, Kledh R, et al
Ascssiation of SARS-CoW-2 Seropeditive Antibod ¥ Test With Risk of Foioe
Infaction. JAMA laiess Mad (2021} 120{3}572-9. dak 10.1001S
jamainternmed 2021 0364

28 Yarg HS, Racine Breoatek SE, Karbasebi M, Yoo |, Dillard A, St PAD &t ol
TestingOin-a- Probe Bioeeros Reved Asocaton of Eady SARS-Co¥.2
Towd Antbodis and Sorogas Meotralising A ntbodiss With Mamaliy in
OOVID-IS Patbents Blssens Bisbeiss (020) 1781 D06 dak 1000067

i 7001113008

Fonmers: N Imimunoio gy | v Sonsers inoom]

Apon 2022 | Voume 13 | Amde SrEa12

178



ANEXO Il. PRODUCCION CIENTIFICA

Taudo et @

Humomd Irmmun 8y and S8R5 CoV 2 Savary

. Abu-Radded L] Chemuitslly H, Cople P, Malsk | A, Ahmead AA, Moburmood
YA, & al SARS-CoV-1 AnthodyPoithity Protects A galinst Reinfetion far
@ Least Ssven Months With 95% Effcary FOlsbalMedisne (2021}
3 100ES . dak 100000 & jedlinm 2001 00EE1

0. Addaia A, Cawinrd KHID, Dingens A, Zhao H, Ropchoodhary P, Hoang M-1,
ot ol Weotralising Anthadis Corrslite With Proteotan From SARS-CaY-2
iy Himruan & Dearing . Fith sry We s | O b With o High Aftack Rate [ Clis
Midesmdbial {30000 S8(1 1 02 10720 dak 1000 D280 JCMLOMOT-30

3. Legma ¥, Denally S, Vegsg M, Boson B, SietE, Rigall | stal A Longitodinad
Sndy of SARS-CoV-2-Infaced Patients Reveals a High Corrdlation Between
Mewtralliz ing Anthodies a nd OOV 15 Sewe ving Call Mal Inssunsd (021) 13
21312, dot 100008 1423000005882

I Fore TADT. Acme Respiraony Ditress Spndrame: The Beddin Definition.
JAMA {2002} 30723250633, dok: 100000 farm 20015655

3. Warld Health (g COVID Th i Trial Synopsis COVTIL IS
Therapeutic Triel Spmopas. Geneva, Swinerkand (20000 Avallable ar: hapsd/
W i B item/ corid- 1 54 herapen tie-trial- spnopak

M. Haeh CL, Gobdumith JA, Scha IM, DiVenane AM, Koo HE, kwnmasdi K,
o al Seactore Based Design of Prefosion.Subilied SARS-Cov -2 Spikes.
Seleice (2000) ISHES 01 500-5. dai- 1000 1 260 achence o bI0R3G

X, Hamles MB, Mds ¥, Olmadillas E. Cano (0 Vizgoss M, Rodrigoes L sal

Stractare and Immonegeniciy of Pre.Fmbon.Stabilised Homan

Maapreanovine F Ghroprosin, Mar Cosssus (2007} 812528 dai

D0 0AEN L 46T DL T-DITE-F

Asropo-Saundhe s [} Cabres-Manante () Lagana-Goya B, Almendro- Visges

P, Cametero (), GiEsyo Fl, & al Lnvon ogen bty of AmiSARS-LoY-2

Waccines in Common ¥ arkble defic iency. [ Clin | ) 42

40— doi 101007 00875001 -00 1745

Caopa e Roveiva. B Gilimenes B, Laoere ¥, Fances Games O A E, Bosa

L & &l SARSLCoV-2 Ambedis, Seram Inflammaoy Biomarders and

Clinkal Severity of DOVID-19 Patienta [ Chis Vied (2000)

D300 1. ok 10 H00S | for 2000 D04E1 1

Muartin. ¥ hoente M, Al fea R, Mantins | Tadim AP, Bogamane E, Tam e

L&t al Low Ant-SARSCal -2 5 Antbady Lewel Pradict Incresed Manality

and D it bon of Wil Com pansnts in the Blood of O @il OOV 19

Patbentn [ laters Mad (007) 2902233240 dai 1001 11 i 13356

Chen X, Pan Z, Yae 5, Yo F,Zharg |, Yarg Y, 2ol Dissase Soeerity Dictates

SARE- oY 2-Spac ific Weatralsing A ntbedy Regp in OOV - 19 Sl

Trastiadiict Tarpel Ther {2000) 5{1 280 dok 10100864 392000000015

Reme B, Meomann F, Gaoke O, Loseniz T, Ficleradeesr H, Krambholde &

Humeord Immune Response Afier Different SARS-Co¥-2 Yaccination

Regimens, BMC Mad (2022) 2001131, dok 0.1 BSS12916-001 0233 -x

Wing 7. Musclach F, 5 hasfer Habajow I3, Finkin 5, ¥iant ©, Gasbler O, stal

Mamorally Exhanced MNewtralizing Breadsh Againat SARSCo¥-1 One Yeur

After Infation. Mature (2001} HITIETAE-. dob 0.10BE54 1526001 -

BeFe5

Loo H, Jia T, Chen | Feng 5, (o Z, Wa 5, et al The Characierization of

D e Seswrity Adssocianad Rty Sobilases Resporse in OOWIILDS Patenis

Framt Tsssined {021} 128280 dai 103355 fimnn 2001 G280,

43, Sgthar ME, FHmmerman MG, Kaofman R Manto G, Lindsrman 51,
Hodsan WH, et dl Rapid Genemsion of dizing Antbedy Resp

in COWID-19 Paients Call Rep Med (2000} 13000040, dok IRIOBES
o 00 1 004D

A red F, Sadlaner I Strohosisr 5, Ngapen THOL Chromileva ¥, Mol bon
M.etal A Serological Acmy o Detac SA RS-Co¥- 2 Seracnmersion in Homans,
Beat Maed {1000} 35 T 10336 k- 10 1098541 1 S2006115

Ferranie A, Beard 1L Febdran RG_ 130 Sabwla s Distribation of AntBodisa
Bacteril and Visl Antgens Fedistr byl Dis | (1990 93 Suppl}S16-M4.
Aok 101097 006454 | FA00E00 1 000

Monconill G, Mapor A, Santano R, imenee A, ¥idd M, Tosgada M, o al
SARS(o¥-2 Seropesalence and Ambody Kineti Amarg Healh Cae
‘Werkers in a Spanish Hospital Afier 3 Montha of Fallow-Up. J Ialiecr Dis
{221} 231|271 dai Io.my.irﬁ.iﬁj.'ﬂﬂ&

Presmioarmar L, Segovi{ bombez B, Jadi R, Mastines DR, Ran B, Markmann A,
e al The Raceplor Binding Damain of ghe Viral Spike Protein 1 an
Immanesdominant and Highly Spacific Targe of Antbodiss in SARSLo¥-2
Patienty Sof bassisnad {000} 548keabaid 3. da B0U01 X6 Sckinn anil abwB41 3
Hoaliban CF, Beale B The Complevities of SARS-Cav-2 Serdagy Lascar
Fagleet Dis {20000 06 23500 1. Sak 1000651 473 3065 20) 0655 X

Parg NY-L. Pang AS-R. Chow VI Warg D-Y. Understanding Nemraliing
Anmbedie Againg SARSCa¥.2 and Mmﬂmm in {Cin feall Pt
Ml Mad Ras 20210} 81147, ok 10,11 85240775 00 1- 00342 3
Feng 5, Phillips 1], White T, Syl H, Aley PE, B 5, & ol Corrdaes of
Protecon Againet Sprplamaic and Asprpomaic SARS-CoV-2 Infacion.
Feet Med (2021} Z{ 111200240, dok 100 100 202 L0621 21258528

47

Can flic 1 o Inderest: MM and PPRare foandes and goddhelders of the biotech-
modegy spin-aff company Vasdyn, which dewdops wmocines for infations caned
by MR bucesta. Vawdyn had na rolk in e Sboration of this manmsoript

The remaining aothors dadre Shat the ressarnch was condoced in the abeence of
any commess il or firancal relaienahips tha ooald be conarosd o patential
conflict of intenet

Prubllish &"s Note Allckims srprsded in this o gide are soldy thoe of the aothars
and da not necesarily repe e these of the ir o fillted agon waion or thase of
the pabilihe g, the adivnrs and the Evswers An yprodect tha may be ewloasdin
whis antide, or caim that rmay be mads by i manakoanes, B ool goaranissd or
endarsad by the pobiishee

Capright © DI Tajucly Cometers, Garcls-Ris, Loper-Siles Came, Vispuer, M,
Radeipuer fonces, Labwrs Liper-Medrang, Juse, Femdnder Rur, Agusds,
Molsnnell gad Frer-Rome s, This & @ spes-aeeis aick didrbuted under the
hermssaf e Catative Covaoaans Alriby s Licesie {OC B T). Theatie, distribution o
repradudion dn afler i b peeniried, provided dee ariging] aurkanfi ) and rhe
copieiphl awnerli) aow credited and taot the ordgingl publication da this foirnd &
clied, i accomloncs with scepled aadesl pracfie Mo us, dicwibution o
rerodudisn b pereinad which does nal comply with theis L,

Fronfers: in immunciogy | wvww SmonfSersinoom

Aol 2022 | Woume 13 | Adde 8FE312

179



BIBLIOGRAFIA



BIBLIOGRAFIA

BIBLIOGRAFIA:

1.

10.

11.

WHO Director-General’s remarks at the media briefing on 2019-nCoV on 11
February 2020 [Internet]. [cited 2021 Dec 21]. Available from:
https://www.who.int/director-general/speeches/detail/who-director-general-s-
remarks-at-the-media-briefing-on-2019-ncov-on-11-february-2020

Zhu N, Zhang D, Wang W, Li X, Yang B, Song J, et al. A Novel Coronavirus from
Patients with Pneumonia in China, 2019. N Engl J Med [Internet]. 2020 Feb 20
[cited 2021 Dec 21];382(8):727-33. Available from:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/31978945/

Perlman S. Another Decade, Another Coronavirus. N Engl J Med [Internet]. 2020
Feb 20 [cited 2021 Dec 21];382(8):760-2. Available from:
https://www.nejm.org/doi/full/10.1056/nejme2001126

Bar-On YM, Flamholz A, Phillips R, Milo R. SARS-CoV-2 (COVID-19) by the
numbers. Elife [Internet]. 2020 Mar 1 [cited 2021 Dec 21];9. Available from:
/pmc/articles/PMC7224694/

Zhou P, Yang X Lou, Wang XG, Hu B, Zhang L, Zhang W, et al. A pneumonia
outbreak associated with a new coronavirus of probable bat origin. Nature
[Internet]. 2020 Mar 12 [cited 2021 Dec 21];579(7798):270-3. Available from:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/32015507/

Matsuyama S, Nao N, Shirato K, Kawase M, Saito S, Takayama |, et al. Enhanced
isolation of SARS-CoV-2 by TMPRSS2-expressing cells. Proc Natl Acad Sci
[Internet]. 2020 Mar 31 [cited 2021 Dec 21];117(13):7001-3. Available from:
https://www.pnas.org/content/117/13/7001

Gandhi RT. The Multidimensional Challenge of Treating Coronavirus Disease
2019 (COVID-19): Remdesivir Is a Foot in the Door. Clin Infect Dis [Internet].
2021 Dec 6 [cited 2021 Dec 21];73(11):e4175-8. Available from:
https://academic.oup.com/cid/article/73/11/e4175/5879440

Wang D, Hu B, Hu C, Zhu F, Liu X, Zhang J, et al. Clinical Characteristics of 138
Hospitalized Patients With 2019 Novel Coronavirus-Infected Pneumonia in
Wuhan, China. JAMA [Internet]. 2020 Mar 17 [cited 2021 Dec 21];323(11):1061-
9. Available from: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32031570/

Coronaviridae - Positive Sense RNA Viruses - Positive Sense RNA Viruses (2011) -
ICTV [Internet]. [cited 2021 Dec 21]. Available from:
https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_9th_report/positive-sense-rna-
viruses-2011/w/posrna_viruses/222/coronaviridae

Coronaviridae - Figures - Positive Sense RNA Viruses - Positive Sense RNA
Viruses (2011) - ICTV [Internet]. [cited 2021 Dec 21]. Available from:
https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_9th_report/positive-sense-rna-
viruses-2011/w/posrna_viruses/223/coronaviridae-figures

van Egeren D, Novokhodko A, Stoddard M, Tran U, Zetter B, Rogers M, et al. Risk
of rapid evolutionary escape from biomedical interventions targeting SARS-CoV-
2 spike protein. PLoS One [Internet]. 2021 Apr 1 [cited 2021 Dec 21];16(4).

181



BIBLIOGRAFIA

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Available from: https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/33909660/

Zhang T, Wu Q, Zhang Z. Probable Pangolin Origin of SARS-CoV-2 Associated
with the COVID-19 Outbreak. Curr Biol [Internet]. 2020 Apr 6 [cited 2021 Dec
21];30(7):1346-1351.e2. Available from:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32197085/

Nagvi AAT, Fatima K, Mohammad T, Fatima U, Singh IK, Singh A, et al. Insights
into SARS-CoV-2 genome, structure, evolution, pathogenesis and therapies:
Structural genomics approach. Biochim Biophys acta Mol basis Dis [Internet].
2020 Oct 1 [cited 2021 Dec 21];1866(10). Available from:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/32544429/

Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 isolate Wuhan-Hu-1, co -
Nucleotide - NCBI [Internet]. [cited 2021 Dec 21]. Available from:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/1798174254

Jungreis |, Sealfon R, Kellis M. SARS-CoV-2 gene content and COVID-19 mutation
impact by comparing 44 Sarbecovirus genomes. Nat Commun. 2021 Dec 1;12(1).

Gordon DE, Jang GM, Bouhaddou M, Xu J, Obernier K, White KM, et al. A SARS-
CoV-2 protein interaction map reveals targets for drug repurposing. Nat 2020
5837816 [Internet]. 2020 Apr 30 [cited 2021 Dec 21];583(7816):459-68.
Available from: https://www.nature.com/articles/s41586-020-2286-9

SARS-CoV-2 Proteins | Eurogentec [Internet]. [cited 2021 Dec 21]. Available
from: https://www.eurogentec.com/en/sars-cov-2-proteins

Chan JFW, Kok KH, Zhu Z, Chu H, To KKW, Yuan S, et al. Genomic
characterization of the 2019 novel human-pathogenic coronavirus isolated from
a patient with atypical pneumonia after visiting Wuhan. Emerg Microbes Infect
[Internet]. 2020 Jan 1 [cited 2021 Dec 21];9(1):221-36. Available from:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/31987001/

Yoshimoto FK. The Proteins of Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus-
2 (SARS CoV-2 or n-COV19), the Cause of COVID-19. Protein J [Internet]. 2020
Jun 1 [cited 2021 Dec 21];39(3):198-216. Available from:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/32447571/

Arya R, Kumari S, Pandey B, Mistry H, Bihani SC, Das A, et al. Structural insights
into SARS-CoV-2 proteins. J Mol Biol [Internet]. 2021 Jan 22 [cited 2021 Dec
21];433(2). Available from: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33245961/

Hoffmann M, Kleine-Weber H, Schroeder S, Kriiger N, Herrler T, Erichsen S, et al.
SARS-CoV-2 Cell Entry Depends on ACE2 and TMPRSS2 and Is Blocked by a
Clinically Proven Protease Inhibitor. Cell [Internet]. 2020 Apr 16 [cited 2021 Dec
21];181(2):271-280.e8. Available from:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/32142651/

Satarker S, Nampoothiri M. Structural Proteins in Severe Acute Respiratory
Syndrome Coronavirus-2. Arch Med Res. 2020 Aug 1;51(6):482-91.

KonnoY, Kimura I, Uriu K, Fukushi M, Irie T, Koyanagi Y, et al. SARS-CoV-2 ORF3b

182



BIBLIOGRAFIA

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

Is a Potent Interferon Antagonist Whose Activity Is Increased by a Naturally
Occurring Elongation Variant. Cell Rep. 2020 Sep 22;32(12):108185.

COVID-19 Map - Johns Hopkins Coronavirus Resource Center [Internet]. [cited
2021 Dec 22]. Available from: https://coronavirus.jhu.edu/map.html

Chagla Z, Hota S, Khan S, Mertz D. Re: It Is Time to Address Airborne
Transmission of COVID-19. Clin Infect Dis [Internet]. 2021 Dec 6 [cited 2021 Dec
22];73(11):e3981-2. Available from:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/32780799/

Hamner L, Dubbel P, Capron |, Ross A, Jordan A, Lee J, et al. High SARS-CoV-2
Attack Rate Following Exposure at a Choir Practice — Skagit County,
Washington, March 2020. MMWR Morb Mortal Wkly Rep [Internet]. 2020 May
15 [cited 2021 Dec 22];69(19):606—10. Available from:
https://www.cdc.gov/mmwr/volumes/69/wr/mm6919e6.htm

Meyerowitz EA, Richterman A, Gandhi RT, Sax PE. Transmission of SARS-CoV-2:
A Review of Viral, Host, and Environmental Factors.
https://doi.org/107326/M20-5008 [Internet]. 2020 Sep 17 [cited 2021 Dec
22];174(1):69-79. Available from:
https://www.acpjournals.org/doi/abs/10.7326/M20-5008

Report of the WHO-China Joint Mission on Coronavirus Disease 2019 (COVID-19)
[Internet]. [cited 2021 Dec 22]. Available from:
https://www.who.int/publications/i/item/report-of-the-who-china-joint-
mission-on-coronavirus-disease-2019-(covid-19)

Goh XL, Low YF, Ng CH, Amin Z, Ng YPM. Incidence of SARS-CoV-2 vertical
transmission: a meta-analysis. Arch Dis Child - Fetal Neonatal Ed [Internet]. 2021
Jan 1 [cited 2021 Dec 22];106(1):112-3. Available from:
https://fn.bmj.com/content/106/1/112

Ge Y, Martinez L, Sun S, Chen Z, ZhangF, Li F, et al. COVID-19 Transmission
Dynamics Among Close Contacts of Index Patients With COVID-19: A Population-
Based Cohort Study in Zhejiang Province, China. JAMA Intern Med [Internet].
2021 Oct 1 [cited 2021 Dec 22];181(10):1343-50. Available from:
https://jamanetwork.com/journals/jamainternalmedicine/fullarticle/2783099

He X, Lau EHY, Wu P, Deng X, Wang J, Hao X, et al. Temporal dynamics in viral
shedding and transmissibility of COVID-19. Nat Med 2020 265 [Internet]. 2020
Apr 15 [cited 2021 Dec 22];26(5):672-5. Available from:
https://www.nature.com/articles/s41591-020-0869-5

Fontana LM, Villamagna AH, Sikka MK, McGregor JC. Understanding viral
shedding of severe acute respiratory coronavirus virus 2 (SARS-CoV-2): Review
of current literature. Infect Control Hosp Epidemiol [Internet]. 2021 Jun 1 [cited
2021 Dec 22];42(6):659—-68. Available from:
https://www.cambridge.org/core/journals/infection-control-and-hospital-
epidemiology/article/understanding-viral-shedding-of-severe-acute-respiratory-
coronavirus-virus-2-sarscov2-review-of-current-

183



BIBLIOGRAFIA

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

literature/994F79458DCB4ED8597F141550598B69

Cevik M, Tate M, Lloyd O, Maraolo AE, Schafers J, Ho A. SARS-CoV-2, SARS-CoV,
and MERS-CoV viral load dynamics, duration of viral shedding, and
infectiousness: a systematic review and meta-analysis. The Lancet Microbe
[Internet]. 2021 Jan 1 [cited 2021 Dec 22];2(1):e13-22. Available from:
http://www.thelancet.com/article/S2666524720301725/fulltext

Tarhini H, Recoing A, Bridier-Nahmias A, Rahi M, Lambert C, Martres P, et al.
Long-Term Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2)
Infectiousness Among Three Immunocompromised Patients: From Prolonged
Viral Shedding to SARS-CoV-2 Superinfection. J Infect Dis [Internet]. 2021 May
20 [cited 2021 Dec 22];223(9):1522-7. Available from:
https://academic.oup.com/jid/article/223/9/1522/6131370

Kim M-C, Cui C, Shin K-R, Bae J-Y, Kweon O-J, Lee M-K, et al. Duration of
Culturable SARS-CoV-2 in Hospitalized Patients with Covid-19. N Engl J Med
[Internet]. 2021 Feb 18 [cited 2021 Dec 22];384(7):671-3. Available from:
https://www.nejm.org/doi/full/10.1056/NEJMc2027040

Folgueira MD, Luczkowiak J, Lasala F, Pérez-Rivilla A, Delgado R. Prolonged
SARS-CoV-2 cell culture replication in respiratory samples from patients with
severe COVID-19. Clin Microbiol Infect [Internet]. 2021 Jun 1 [cited 2021 Dec
22];27(6):886-91. Available from: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33631334/

Wolfel R, Corman VM, Guggemos W, Seilmaier M, Zange S, Miiller MA, et al.
Virological assessment of hospitalized patients with COVID-2019. Nat 2020
5817809 [Internet]. 2020 Apr 1 [cited 2021 Dec 22];581(7809):465-9. Available
from: https://www.nature.com/articles/s41586-020-2196-x

Bullard J, Dust K, Funk D, Strong JE, Alexander D, Garnett L, et al. Predicting
Infectious Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 From Diagnostic
Samples. Clin Infect Dis [Internet]. 2020 Nov 15 [cited 2021 Dec
22];71(10):2663-6. Available from:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32442256/

Bohmer MM, Buchholz U, Corman VM, Hoch M, Katz K, Marosevic D V., et al.
Investigation of a COVID-19 outbreak in Germany resulting from a single travel-
associated primary case: a case series. Lancet Infect Dis [Internet]. 2020 Aug 1
[cited 2021 Dec 22];20(8):920-8. Available from:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/32422201/

Arons MM, Hatfield KM, Reddy SC, Kimball A, James A, Jacobs JR, et al.
Presymptomatic SARS-CoV-2 Infections and Transmission in a Skilled Nursing
Facility. N Engl J Med [Internet]. 2020 May 28 [cited 2021 Dec
22];382(22):2081-90. Available from:
https://www.nejm.org/doi/full/10.1056/nejmoa2008457

LL DL XL XW,QJ,JZ etal. Contact Settings and Risk for Transmission in
3410 Close Contacts of Patients With COVID-19 in Guangzhou, China : A
Prospective Cohort Study. Ann Intern Med [Internet]. 2020 Dec 1 [cited 2021

184



BIBLIOGRAFIA

42.

43.

44,

45,

46.

47.

48.

49,

50.

51.

Dec 22];173(11):888-94. Available from:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/32790510/

Sayampanathan AA, Heng CS, Pin PH, Pang J, Leong TY, Lee VJ. Infectivity of
asymptomatic versus symptomatic COVID-19. Lancet (London, England)
[Internet]. 2021 Jan 9 [cited 2021 Dec 22];397(10269):93—4. Available from:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/33347812/

Johansson MA, Quandelacy TM, Kada S, Prasad PV, Steele M, Brooks JT, et al.
SARS-CoV-2 Transmission From People Without COVID-19 Symptoms. JAMA
Netw Open [Internet]. 2021 Jan 4 [cited 2021 Dec 22];4(1):e2035057—e2035057.
Available from:
https://jamanetwork.com/journals/jamanetworkopen/fullarticle/2774707

Leisman DE, Ronner L, Pinotti R, Taylor MD, Sinha P, Calfee CS, et al. Cytokine
elevation in severe and critical COVID-19: a rapid systematic review, meta-
analysis, and comparison with other inflammatory syndromes. Lancet Respir
Med [Internet]. 2020 Dec 1 [cited 2021 Dec 27];8(12):1233-44. Available from:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/33075298/

Liotta EM, Batra A, Clark JR, Shlobin NA, Hoffman SC, Orban ZS, et al. Frequent
neurologic manifestations and encephalopathy-associated morbidity in Covid-19
patients. Ann Clin Transl Neurol [Internet]. 2020 Nov 1 [cited 2021 Dec
271;7(11):2221-30. Available from:
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/acn3.51210

Diaz-Salazar C, Sun JC. Coordinated Viral Control by Cytotoxic Lymphocytes
Ensures Optimal Adaptive NK Cell Responses. Cell Rep [Internet]. 2020 Sep 22
[cited 2022 Apr 12];32(12). Available from:
http://www.cell.com/article/S221112472031175X/fulltext

Bao C, Tao X, Cui W, Hao Y, Zheng S, Yi B, et al. Natural killer cells associated
with SARS-CoV-2 viral RNA shedding, antibody response and mortality in COVID-
19 patients. Exp Hematol Oncol [Internet]. 2021 Dec 1 [cited 2022 Apr
12];10(1):1-4. Available from:
https://ehoonline.biomedcentral.com/articles/10.1186/s40164-021-00199-1

Dan JM, Mateus J, Kato Y, Hastie KM, Yu ED, Faliti CE, et al. Immunological
memory to SARS-CoV-2 assessed for up to 8 months after infection. Science (80-
) [Internet]. 2021 Feb 5 [cited 2021 Dec 22];371(6529). Available from:
https://www.science.org/doi/abs/10.1126/science.abf4063

Rodda LB, Netland J, Shehata L, Pruner KB, Morawski PA, Thouvenel CD, et al.
Functional SARS-CoV-2-Specific Inmune Memory Persists after Mild COVID-19.
Cell [Internet]. 2021 Jan 7 [cited 2021 Dec 22];184(1):169-183.e17. Available
from: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33296701/

Chen Z, John Wherry E. T cell responses in patients with COVID-19. Nat Rev
Immunol 2020 209 [Internet]. 2020 Jul 29 [cited 2021 Dec 22];20(9):529-36.
Available from: https://www.nature.com/articles/s41577-020-0402-6

Tai W, He L, Zhang X, Pu J, Voronin D, Jiang S, et al. Characterization of the

185



BIBLIOGRAFIA

52.

53.

54,

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

receptor-binding domain (RBD) of 2019 novel coronavirus: implication for
development of RBD protein as a viral attachment inhibitor and vaccine. Cell
Mol Immunol 2020 176 [Internet]. 2020 Mar 19 [cited 2021 Dec 22];17(6):613—
20. Available from: https://www.nature.com/articles/s41423-020-0400-4

Hui KPY, Cheung MC, Perera RAPM, Ng KC, Bui CHT, Ho JCW, et al. Tropism,
replication competence, and innate immune responses of the coronavirus SARS-
CoV-2 in human respiratory tract and conjunctiva: an analysis in ex-vivo and in-
vitro cultures. Lancet Respir Med [Internet]. 2020 Jul 1 [cited 2021 Dec
23];8(7):687-95. Available from: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32386571/

Toor SM, Saleh R, Sasidharan Nair V, Taha RZ, Elkord E. T-cell responses and
therapies against SARS-CoV-2 infection. Immunology [Internet]. 2021 Jan 1
[cited 2021 Dec 23];162(1):30-43. Available from:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/32935333/

Teuwen LA, Geldhof V, Pasut A, Carmeliet P. COVID-19: the vasculature
unleashed. Nat Rev Immunol 2020 207 [Internet]. 2020 May 21 [cited 2021 Dec
23];20(7):389-91. Available from: https://www.nature.com/articles/s41577-
020-0343-0

Kuri-Cervantes L, Pampena MB, Meng W, Rosenfeld AM, Ittner CAG, Weisman
AR, et al. Comprehensive mapping of immune perturbations associated with
severe COVID-19. Sci Immunol [Internet]. 2020 Jul 1 [cited 2021 Dec 23];5(49).
Available from: https://www.science.org/doi/abs/10.1126/sciimmunol.abd7114

Carsana L, Sonzogni A, Nasr A, Rossi RS, Pellegrinelli A, Zerbi P, et al. Pulmonary
post-mortem findings in a series of COVID-19 cases from northern Italy: a two-
centre descriptive study. Lancet Infect Dis [Internet]. 2020 Oct 1 [cited 2021 Dec
23];20(10):1135-40. Available from:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32526193/

Diao B, Wang C, Tan Y, Chen X, Liu Y, Ning L, et al. Reduction and Functional
Exhaustion of T Cells in Patients With Coronavirus Disease 2019 (COVID-19).
Front Immunol. 2020 May 1;11:827.

Conti P, Ronconi G, Caraffa A, Gallenga CE, Ross R, Frydas |, et al. Induction of
pro-inflammatory cytokines (IL-1 and IL-6) and lung inflammation by
Coronavirus-19 (COVI-19 or SARS-CoV-2): anti-inflammatory strategies. J Biol
Regul Homeost Agents [Internet]. 2020 Mar 1 [cited 2021 Dec 23];34(2):327-31.
Available from: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32171193/

Chen L, Deng H, Cui H, Fang J, Zuo Z, Deng J, et al. Inflammatory responses and
inflammation-associated diseases in organs. Oncotarget [Internet]. 2017 Dec 14
[cited 2021 Dec 23];9(6):7204-18. Available from:
https://www.oncotarget.com/article/23208/text/

Palomino DC arolin. T, Marti LC avalheir. Chemokines and immunity. Einstein
(Sao Paulo) [Internet]. 2015 Jul 1 [cited 2021 Dec 23];13(3):469-73. Available
from: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/26466066/

Wong JJM, Leong JY, Lee JH, Albani S, Yeo JG. Insights into the immuno-

186



BIBLIOGRAFIA

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

pathogenesis of acute respiratory distress syndrome. Ann Transl Med [Internet].
2019 Oct [cited 2021 Dec 23];7(19):504-504. Available from:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/31728357/

FC, AK, G G. CoViD-19 Immunopathology and Immunotherapy. Bioinformation
[Internet]. 2020 Mar 31 [cited 2021 Dec 23];16(3):219-22. Available from:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/32308263/

Shrotri M, van Schalkwyk MCI, Post N, Eddy D, Huntley C, Leeman D, et al. T cell
response to SARS-CoV-2 infection in humans: A systematic review. PLoS One
[Internet]. 2021 Jan 1 [cited 2021 Dec 23];16(1):e0245532. Available from:
https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0245532

Zheng HY, Zhang M, Yang CX, Zhang N, Wang XC, Yang XP, et al. Elevated
exhaustion levels and reduced functional diversity of T cells in peripheral blood
may predict severe progression in COVID-19 patients. Cell Mol Immunol
[Internet]. 2020 May 1 [cited 2021 Dec 23];17(5):541-3. Available from:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/32203186/

Qu J, Wu C, Li X, Zhang G, Jiang Z, Li X, et al. Profile of Immunoglobulin G and
IgM Antibodies Against Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2
(SARS-CoV-2). Clin Infect Dis [Internet]. 2020 Oct 15 [cited 2021 Dec
23];71(16):2255-8. Available from:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32337590/

Valdez-Cruz NA, Garcia-Hernandez E, Espitia C, Cobos-Marin L, Altamirano C,
Bando-Campos CG, et al. Integrative overview of antibodies against SARS-CoV-2
and their possible applications in COVID-19 prophylaxis and treatment. Microb
Cell Factories 2021 201 [Internet]. 2021 Apr 22 [cited 2021 Dec 23];20(1):1-32.
Available from:
https://microbialcellfactories.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12934-021-
01576-5

Zhou C, Bu G, Sun Y, Ren C, Qu M, Gao Y, et al. Evaluation of serum IgM and IgG
antibodies in COVID-19 patients by enzyme linked immunosorbent assay. ] Med
Virol [Internet]. 2021 May 1 [cited 2021 Dec 23];93(5):2857-66. Available from:
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/jmv.26741

lyer AS, Jones FK, Nodoushani A, Kelly M, Becker M, Slater D, et al. Persistence
and decay of human antibody responses to the receptor binding domain of
SARS-CoV-2 spike protein in COVID-19 patients. Sci Immunol [Internet]. 2020
Oct 16 [cited 2021 Dec 23];5(52). Available from:
https://www.science.org/doi/abs/10.1126/sciimmunol.abe0367

Seow J, Graham C, Merrick B, Acors S, Pickering S, Steel KJA, et al. Longitudinal
observation and decline of neutralizing antibody responses in the three months
following SARS-CoV-2 infection in humans. Nat Microbiol 2020 512 [Internet].
2020 Oct 26 [cited 2021 Dec 23];5(12):1598—-607. Available from:
https://www.nature.com/articles/s41564-020-00813-8

Cervia C, Nilsson J, Zurbuchen Y, Valaperti A, Schreiner J, Wolfensberger A, et al.

187



BIBLIOGRAFIA

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

Systemic and mucosal antibody responses specific to SARS-CoV-2 during mild
versus severe COVID-19. J Allergy Clin Immunol [Internet]. 2021 Feb 1 [cited
2021 Dec 23];147(2):545-557.e9. Available from:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/33221383/

Zhang W, Du RH, Li B, Zheng XS, Yang X Lou, Hu B, et al. Molecular and
serological investigation of 2019-nCoV infected patients: implication of multiple
shedding routes. Emerg Microbes Infect [Internet]. 2020 Jan 1 [cited 2021 Dec
23];9(1):386-9. Available from:
https://www.tandfonline.com/doi/abs/10.1080/22221751.2020.1729071

Van Elslande J, Gruwier L, Godderis L, Vermeersch P. Estimated Half-Life of
SARS-CoV-2 Anti-Spike Antibodies More Than Double the Half-Life of Anti-
nucleocapsid Antibodies in Healthcare Workers. Clin Infect Dis [Internet]. 2021
Dec 16 [cited 2021 Dec 23];73(12):2366-8. Available from:
https://academic.oup.com/cid/article/73/12/2366/6162856

Luo H, Jia T, Chen J, Zeng S, Qiu Z, Wu S, et al. The Characterization of Disease
Severity Associated IgG Subclasses Response in COVID-19 Patients. Front
Immunol. 2021 Mar 4;12:460.

Yates JL, Ehrbar DJ, Hunt DT, Girardin RC, Dupuis AP, Payne AF, et al. Serological
analysis reveals an imbalanced IgG subclass composition associated with COVID-
19 disease severity. Cell reports Med [Internet]. 2021 Jul 20 [cited 2021 Dec
23];2(7). Available from: https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/34151306/

Grandjean L, Saso A, Torres Ortiz A, Lam T, Hatcher J, Thistlethwayte R, et al.
Long-Term Persistence of Spike Antibody and Predictive Modeling of Antibody
Dynamics Following Infection with SARS-CoV-2. Clin Infect Dis [Internet]. 2021
Jul 4 [cited 2021 Dec 23]; Available from:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/34218284/

Dispinseri S, Secchi M, Pirillo MF, Tolazzi M, Borghi M, Brigatti C, et al.
Neutralizing antibody responses to SARS-CoV-2 in symptomatic COVID-19 is
persistent and critical for survival. Nat Commun 2021 121 [Internet]. 2021 May
11 [cited 2021 Dec 23];12(1):1-12. Available from:
https://www.nature.com/articles/s41467-021-22958-8

Van Elslande J, Gruwier L, Godderis L, Vermeersch P. Estimated Half-Life of
SARS-CoV-2 Anti-Spike Antibodies More Than Double the Half-Life of Anti-
nucleocapsid Antibodies in Healthcare Workers. Clin Infect Dis [Internet]. 2021
Dec 16 [cited 2021 Dec 23];73(12):2366-8. Available from:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33693643/

Gaebler C, Wang Z, Lorenzi JCC, Muecksch F, Finkin S, Tokuyama M, et al.
Evolution of antibody immunity to SARS-CoV-2. Nat 2021 5917851 [Internet].
2021 Jan 18 [cited 2021 Dec 23];591(7851):639—-44. Available from:
https://www.nature.com/articles/s41586-021-03207-w

L’Huillier AG, Meyer B, Andrey DO, Arm-Vernez |, Baggio S, Didierlaurent A, et al.
Antibody persistence in the first 6 months following SARS-CoV-2 infection

188



BIBLIOGRAFIA

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

among hospital workers: a prospective longitudinal study. Clin Microbiol Infect
[Internet]. 2021 May 1 [cited 2021 Dec 23];27(5):784.e1-784.e8. Available from:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/33482352/

Wajnberg A, Amanat F, Firpo A, Altman DR, Bailey MJ, Mansour M, et al. Robust
neutralizing antibodies to SARS-CoV-2 infection persist for months. Science
[Internet]. 2020 Dec 4 [cited 2021 Dec 23];370(6521):1227-30. Available from:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/33115920/

Turner JS, Kim W, Kalaidina E, Goss CW, Rauseo AM, Schmitz AJ, et al. SARS-CoV-
2 infection induces long-lived bone marrow plasma cells in humans. Nat 2021
5957867 [Internet]. 2021 May 24 [cited 2021 Dec 23];595(7867):421-5.
Available from: https://www.nature.com/articles/s41586-021-03647-4

Dan JM, Mateus J, Kato Y, Hastie KM, Yu ED, Faliti CE, et al. Immunological
memory to SARS-CoV-2 assessed for up to 8 months after infection. Science (80-
) [Internet]. 2021 Feb 5 [cited 2021 Dec 23];371(6529). Available from:
https://www.science.org/doi/abs/10.1126/science.abf4063

Garcia-Beltran WF, Lam EC, Astudillo MG, Yang D, Miller TE, Feldman J, et al.
COVID-19-neutralizing antibodies predict disease severity and survival. Cell
[Internet]. 2021 Jan 21 [cited 2021 Dec 24];184(2):476-488.e11. Available from:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/33412089/

Lynch KL, Whitman JD, Lacanienta NP, Beckerdite EW, Kastner SA, Shy BR, et al.
Magnitude and Kinetics of Anti-Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus
2 Antibody Responses and Their Relationship to Disease Severity. Clin Infect Dis
[Internet]. 2021 Jan 15 [cited 2021 Dec 24];72(2):301-8. Available from:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/33501951/

Pang NYL, Pang ASR, Chow VT, Wang DY. Understanding neutralising antibodies
against SARS-CoV-2 and their implications in clinical practice. Mil Med Res 2021
81 [Internet]. 2021 Aug 31 [cited 2021 Dec 24];8(1):1-17. Available from:

https://mmrjournal.biomedcentral.com/articles/10.1186/s40779-021-00342-3

Lau EHY, Tsang OTY, Hui DSC, Kwan MYW, Chan W hung, Chiu SS, et al.
Neutralizing antibody titres in SARS-CoV-2 infections. Nat Commun 2021 121
[Internet]. 2021 Jan 4 [cited 2021 Dec 24];12(1):1-7. Available from:
https://www.nature.com/articles/s41467-020-20247-4

Masid M, Telenti G, Ferndndez M, Garcia JA, Agullé V, Padilla S, et al. SARS-CoV-
2 Seroconversion and Viral Clearance in Patients Hospitalized With COVID-19:
Viral Load Predicts Antibody Response. Open Forum Infect Dis [Internet]. 2021
Feb 1 [cited 2021 Dec 24];8(2). Available from:
https://academic.oup.com/ofid/article/8/2/ofab005/6064817

Khoury DS, Cromer D, Reynaldi A, Schlub TE, Wheatley AK, Juno JA, et al.
Neutralizing antibody levels are highly predictive of immune protection from
symptomatic SARS-CoV-2 infection. Nat Med 2021 277 [Internet]. 2021 May 17
[cited 2021 Dec 24];27(7):1205-11. Available from:
https://www.nature.com/articles/s41591-021-01377-8

189



BIBLIOGRAFIA

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

Harvey RA, Rassen JA, Kabelac CA, Turenne W, Leonard S, Klesh R, et al.
Association of SARS-CoV-2 Seropositive Antibody Test With Risk of Future
Infection. JAMA Intern Med [Internet]. 2021 May 1 [cited 2021 Dec
24];181(5):672-9. Available from: https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/33625463/

Batra M, Tian R, Zhang C, Clarence E, Sacher CS, Miranda IN, et al. Role of IgG
against N-protein of SARS-CoV2 in COVID19 clinical outcomes. Sci Reports 2021
111 [Internet]. 2021 Feb 10 [cited 2021 Dec 24];11(1):1-9. Available from:
https://www.nature.com/articles/s41598-021-83108-0

Chen W, Zhang J, Qin X, Wang W, Xu M, Wang LF, et al. SARS-CoV-2 neutralizing
antibody levels are correlated with severity of COVID-19 pneumonia. Biomed
Pharmacother [Internet]. 2020 Oct 1 [cited 2021 Dec 24];130. Available from:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/33406577/

Adams O, Andrée M, Rabl D, Ostermann PN, Schaal H, Lehnert E, et al. Humoral
response to SARS-CoV-2 and seasonal coronaviruses in COVID-19 patients. J
Med Virol [Internet]. 2021 [cited 2021 Dec 24]; Available from:
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/jmv.27427

Robbiani DF, Gaebler C, Muecksch F, Lorenzi JCC, Wang Z, Cho A, et al.
Convergent antibody responses to SARS-CoV-2 in convalescent individuals. Nat
20205847821 [Internet]. 2020 Jun 18 [cited 2021 Dec 24];584(7821):437-42.
Available from: https://www.nature.com/articles/s41586-020-2456-9

Yang Y, Du L, Carver RJ, Yang D. SARS-CoV-2 spike protein: a key target for
eliciting persistent neutralizing antibodies. Signal Transduct Target Ther 2021 61
[Internet]. 2021 Feb 26 [cited 2021 Dec 24];6(1):1-3. Available from:
https://www.nature.com/articles/s41392-021-00523-5

Sterlin D, Mathian A, Miyara M, Mohr A, Anna F, Claér L, et al. IgA dominates the
early neutralizing antibody response to SARS-CoV-2. Sci Transl Med [Internet].
2021 Jan 20 [cited 2021 Dec 24];13(577). Available from:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/33288662/

Gaebler C, Wang Z, Lorenzi JCC, Muecksch F, Finkin S, Tokuyama M, et al.
Evolution of antibody immunity to SARS-CoV-2. Nat 2021 5917851 [Internet].
2021 Jan 18 [cited 2021 Dec 24];591(7851):639—44. Available from:
https://www.nature.com/articles/s41586-021-03207-w

Wheatley AK, Juno JA, Wang JJ, Selva KJ, Reynaldi A, Tan HX, et al. Evolution of
immune responses to SARS-CoV-2 in mild-moderate COVID-19. Nat Commun
2021 121 [Internet]. 2021 Feb 19 [cited 2021 Dec 24];12(1):1-11. Available
from: https://www.nature.com/articles/s41467-021-21444-5

Trinité B, Tarrés-Freixas F, Rodon J, Pradenas E, Urrea V, Marfil S, et al. SARS-
CoV-2 infection elicits a rapid neutralizing antibody response that correlates
with disease severity. Sci Reports 2021 111 [Internet]. 2021 Jan 28 [cited 2021
Dec 24];11(1):1-10. Available from: https://www.nature.com/articles/s41598-
021-81862-9

Bartsch YC, Fischinger S, Siddiqui SM, Chen Z, Yu J, Gebre M, et al. Discrete

190



BIBLIOGRAFIA

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

SARS-CoV-2 antibody titers track with functional humoral stability. Nat Commun
2021 121 [Internet]. 2021 Feb 15 [cited 2021 Dec 24];12(1):1-8. Available from:
https://www.nature.com/articles/s41467-021-21336-8

Townsend JP, Hassler HB, Wang Z, Miura S, Singh J, Kumar S, et al. The durability
of immunity against reinfection by SARS-CoV-2: a comparative evolutionary
study. The Lancet Microbe [Internet]. 2021 Dec 1 [cited 2022 Mar
21];2(12):e666-75. Available from:
http://www.thelancet.com/article/S2666524721002196/fulltext

Gozalbo-Rovira R, Gimenez E, Latorre V, Francés-Gémez C, Albert E, Buesa J, et
al. SARS-CoV-2 antibodies, serum inflammatory biomarkers and clinical severity
of hospitalized COVID-19 patients. J Clin Virol [Internet]. 2020 Oct 1 [cited 2021
Dec 24];131. Available from: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32882666/

Bauer G. The potential significance of high avidity immunoglobulin G (IgG) for
protective immunity towards SARS-CoV-2. Int J Infect Dis. 2021 May 1;106:61-4.

Long QX, Jia YJ, Wang X, Deng HJ, Cao XX, Yuan J, et al. Immune memory in
convalescent patients with asymptomatic or mild COVID-19. Cell Discov 2021 71
[Internet]. 2021 Mar 25 [cited 2021 Dec 24];7(1):1-14. Available from:
https://www.nature.com/articles/s41421-021-00250-9

Manzanares-Meza LD, Medina-Contreras O. SARS-CoV-2 and influenza: a
comparative overview and treatment implications. Bol Med Hosp Infant Mex
[Internet]. 2020 [cited 2021 Dec 25];77(5):262-73. Available from:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33064680/

Domingo E, Garcia-Crespo C, Lobo-Vega R, Perales C. Mutation Rates, Mutation
Frequencies, and Proofreading-Repair Activities in RNA Virus Genetics. Viruses
2021, Vol 13, Page 1882 [Internet]. 2021 Sep 21 [cited 2021 Dec 25];13(9):1882.
Available from: https://www.mdpi.com/1999-4915/13/9/1882/htm

Korber B, Fischer WM, Gnanakaran S, Yoon H, Theiler J, Abfalterer W, et al.
Tracking Changes in SARS-CoV-2 Spike: Evidence that D614G Increases
Infectivity of the COVID-19 Virus. Cell [Internet]. 2020 Aug 20 [cited 2021 Dec
25];182(4):812-827.e19. Available from:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32697968/

Zhou B, Thao TTN, Hoffmann D, Taddeo A, Ebert N, Labroussaa F, et al. SARS-
CoV-2 spike D614G change enhances replication and transmission. Nat 2021
5927852 [Internet]. 2021 Feb 26 [cited 2021 Dec 25];592(7852):122-7. Available
from: https://www.nature.com/articles/s41586-021-03361-1

Klumpp-Thomas C, Kalish H, Hicks J, Mehalko J, Drew M, Memoli MJ, et al. Effect
of D614G Spike Variant on Immunoglobulin G, M, or A Spike Seroassay
Performance. J Infect Dis [Internet]. 2021 Mar 3 [cited 2021 Dec 25];223(5):802—
4. Available from: https://academic.oup.com/jid/article/223/5/802/6013009

Ecdc. Suggested citation: European Centre for Disease Prevention and Control.
Rapid increase of a SARS-CoV-2 variant with multiple spike protein mutations
observed in the Rapid increase of a SARS-CoV-2 variant with multiple spike

191



BIBLIOGRAFIA

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

protein mutations observed in the United Kingdom. 2020 [cited 2021 Dec 25];
Available from: http://covid19-country-
overviews.ecdc.europa.eu/#34_United_Kingdom

Investigation of novel SARS-CoV-2 variant Variant of Concern 202012/01
Technical briefing 5. [cited 2021 Dec 25]; Available from:
www.gov.uk/government/publications/nervtag-paper-on-covid-19-variant-of-
concern-b117

Volz E, Mishra S, Chand M, Barrett JC, Johnson R, Geidelberg L, et al. Assessing
transmissibility of SARS-CoV-2 lineage B.1.1.7 in England. Nat 2021 5937858
[Internet]. 2021 Mar 25 [cited 2021 Dec 25];593(7858):266-9. Available from:
https://www.nature.com/articles/s41586-021-03470-x

Challen R, Brooks-Pollock E, Read JM, Dyson L, Tsaneva-Atanasova K, Danon L.
Risk of mortality in patients infected with SARS-CoV-2 variant of concern
202012/1: matched cohort study. BMJ [Internet]. 2021 Mar 10 [cited 2021 Dec
25];372. Available from: https://www.bmj.com/content/372/bm;.n579

Davies NG, Jarvis Cl, van Zandvoort K, Clifford S, Sun FY, Funk S, et al. Increased
mortality in community-tested cases of SARS-CoV-2 lineage B.1.1.7. Nat 2021
5937858 [Internet]. 2021 Mar 15 [cited 2021 Dec 25];593(7858):270-4.
Available from: https://www.nature.com/articles/s41586-021-03426-1

Frampton D, Rampling T, Cross A, Bailey H, Heaney J, Byott M, et al. Genomic
characteristics and clinical effect of the emergent SARS-CoV-2 B.1.1.7 lineage in
London, UK: a whole-genome sequencing and hospital-based cohort study.
Lancet Infect Dis [Internet]. 2021 Sep 1 [cited 2021 Dec 25];21(9):1246-56.
Available from: http://www.thelancet.com/article/S1473309921001705/fulltext

Muik A, Wallisch AK, Sanger B, Swanson KA, Miihl J, Chen W, et al.
Neutralization of SARS-CoV-2 lineage B.1.1.7 pseudovirus by BNT162b2 vaccine-
elicited human sera. Science [Internet]. 2021 Mar 12 [cited 2021 Dec
25];371(6534):1152-3. Available from:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/33514629/

Pearson CA. Estimates of severity and transmissibility of novel South Africa
SARS-CoV-2 variant 501Y.V2. [cited 2021 Dec 25];1. Available from:
https://cran.r-project.org/package=wpp2019

Tegally H, Wilkinson E, Giovanetti M, Iranzadeh A, Fonseca V, Giandhari J, et al.
Detection of a SARS-CoV-2 variant of concern in South Africa. Nat 2021 5927854
[Internet]. 2021 Mar 9 [cited 2021 Dec 25];592(7854):438-43. Available from:
https://www.nature.com/articles/s41586-021-03402-9

FACT SHEET FOR HEALTH CARE PROVIDERS EMERGENCY USE AUTHORIZATION
(EUA) OF BAMLANIVIMAB AND ETESEVIMAB AUTHORIZED USE TREATMENT.
2021 [cited 2021 Dec 25]; Available from:
https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-ncov/if-you-are-sick/quarantine.html.

Edara VV, Norwood C, Floyd K, Lai L, Davis-Gardner ME, Hudson WH, et al.
Infection- and vaccine-induced antibody binding and neutralization of the

192



BIBLIOGRAFIA

120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

B.1.351 SARS-CoV-2 variant. Cell Host Microbe [Internet]. 2021 Apr 14 [cited
2021 Dec 25];29(4):516-521.e3. Available from:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/33798491/

Johnson & Johnson COVID-19 Vaccine Authorized by U.S. FDA For Emergency
Use | Johnson & Johnson [Internet]. [cited 2021 Dec 25]. Available from:
https://www.jnj.com/johnson-johnson-covid-19-vaccine-authorized-by-u-s-fda-
for-emergency-usefirst-single-shot-vaccine-in-fight-against-global-pandemic

Genomic characterisation of an emergent SARS-CoV-2 lineage in Manaus:
preliminary findings - SARS-CoV-2 coronavirus / nCoV-2019 Genomic
Epidemiology - Virological [Internet]. [cited 2021 Dec 25]. Available from:
https://virological.org/t/genomic-characterisation-of-an-emergent-sars-cov-2-
lineage-in-manaus-preliminary-findings/586

Wang P, Casner RG, Nair MS, Wang M, Yu J, Cerutti G, et al. Increased resistance
of SARS-CoV-2 variant P.1 to antibody neutralization. Cell Host Microbe
[Internet]. 2021 May 12 [cited 2021 Dec 25];29(5):747-751.e4. Available from:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/33887205/

Faria NR, Mellan TA, Whittaker C, Claro IM, Candido DDS, Mishra S, et al.
Genomics and epidemiology of the P.1 SARS-CoV-2 lineage in Manaus, Brazil.
Science [Internet]. 2021 May 21 [cited 2021 Dec 25];372(6544). Available from:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33853970/

Dougherty K, Mannell M, Naqgvi O, Matson D, Stone J. SARS-CoV-2 B.1.617.2
(Delta) Variant COVID-19 Outbreak Associated with a Gymnastics Facility —
Oklahoma, April-May 2021. MMWR Morb Mortal Wkly Rep [Internet]. 2021 Jul
16 [cited 2021 Dec 25];70(28):1004-7. Available from:
https://www.cdc.gov/mmwr/volumes/70/wr/mm7028e2.htm

Ong SWX, Chiew CJ, Ang LW, Mak T-M, Cui L, Toh MPHS, et al. Clinical and
Virological Features of Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-
CoV-2) Variants of Concern: A Retrospective Cohort Study Comparing B.1.1.7
(Alpha), B.1.351 (Beta), and B.1.617.2 (Delta). Clin Infect Dis [Internet]. 2021 Aug
23 [cited 2021 Dec 25]; Available from: https://academic.oup.com/cid/advance-
article/doi/10.1093/cid/ciab721/6356459

Sheikh A, McMenamin J, Taylor B, Robertson C. SARS-CoV-2 Delta VOC in
Scotland: demographics, risk of hospital admission, and vaccine effectiveness.
Lancet [Internet]. 2021 Jun 26 [cited 2021 Dec 25];397(10293):2461-2. Available
from: http://www.thelancet.com/article/S0140673621013581/fulltext

Lopez Bernal J, Andrews N, Gower C, Gallagher E, Simmons R, Thelwall S, et al.
Effectiveness of Covid-19 Vaccines against the B.1.617.2 (Delta) Variant. N Engl J
Med [Internet]. 2021 Aug 12 [cited 2021 Dec 25];385(7):585-94. Available from:
https://www.nejm.org/doi/full/10.1056/nejmoa2108891

Implications of the emergence and spread of the SARS-CoV-2 variants of
concern BA.4 and BA.5 for the EU/EEA [Internet]. [cited 2022 Jul 26]. Available
from: https://www.ecdc.europa.eu/en/news-events/implications-emergence-

193



BIBLIOGRAFIA

129.

130.

131.

132.
133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

spread-sars-cov-2-variants-concern-ba4-and-ba5

Chen N, Zhou M, Dong X, Qu J, Gong F, Han Y, et al. Epidemiological and clinical
characteristics of 99 cases of 2019 novel coronavirus pneumonia in Wuhan,
China: a descriptive study. Lancet [Internet]. 2020 Feb 15 [cited 2021 Dec
27];395(10223):507-13. Available from:
http://www.thelancet.com/article/S0140673620302117/fulltext

Takashita E, Yamayoshi S, Simon V, Bakel H van, Sordillo EM, Pekosz A, et al.
Efficacy of Antibodies and Antiviral Drugs against Omicron BA.2.12.1, BA.4, and
BA.5 Subvariants. https://doi.org/101056/NEJMc2207519 [Internet]. 2022 Jul 20
[cited 2022 Jul 26]; Available from:
https://www.nejm.org/doi/full/10.1056/NEJMc2207519

SARS-CoV-2 B.1.1.529 (Omicron) Variant - United States, December 1-8, 2021.
MMWR Morb Mortal Wkly Rep [Internet]. 2021 Dec 17 [cited 2022 Jan
3];70(50):1731-4. Available from: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34914670/

SARS-CoV-2 variants of concern and variants under investigation in England.

SARS-CoV-2 Variant Classifications and Definitions [Internet]. [cited 2021 Dec
25]. Available from: https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-
ncov/variants/variant-
classifications.htmI?CDC_AA_refVal=https%3A%2F%2Fwww.cdc.gov%2Fcoronav
irus%2F2019-ncov%2Fvariants%2Fvariant-info.html

Oran DP, Topol EJ. The Proportion of SARS-CoV-2 Infections That Are
Asymptomatic : A Systematic Review. Ann Intern Med [Internet]. 2021 May 1
[cited 2021 Dec 26];174(5):655—-62. Available from:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/33481642/

Kasper MR, Geibe JR, Sears CL, Riegodedios AJ, Luse T, Von Thun AM, et al. An
Outbreak of Covid-19 on an Aircraft Carrier. N Engl J Med [Internet]. 2020 Dec
17 [cited 2021 Dec 26];383(25):2417-26. Available from:
https://www.nejm.org/doi/full/10.1056/NEJM0a2019375

Wu Z, McGoogan JM. Characteristics of and Important Lessons From the
Coronavirus Disease 2019 (COVID-19) Outbreak in China: Summary of a Report
of 72 314 Cases From the Chinese Center for Disease Control and Prevention.
JAMA [Internet]. 2020 Apr 7 [cited 2021 Dec 26];323(13):1239—42. Available
from: https://jamanetwork.com/journals/jama/fullarticle/2762130

Stokes EK, Zambrano LD, Anderson KN, Marder EP, Raz KM, El Burai Felix S, et al.
Coronavirus Disease 2019 Case Surveillance — United States, January 22—May
30, 2020. MMWR Morb Mortal Wkly Rep [Internet]. 2020 Jun 19 [cited 2021 Dec
26];69(24):759-65. Available from:
https://www.cdc.gov/mmwr/volumes/69/wr/mm6924e2.htm

WHO R&D Blueprint novel Coronavirus COVID-19 Therapeutic Trial Synopsis.
2020;

Li Q, Guan X, Wu P, Wang X, Zhou L, Tong Y, et al. Early Transmission Dynamics

194



BIBLIOGRAFIA

140.

141.

142.

143.

144,

145.

146.

147.

148.

in Wuhan, China, of Novel Coronavirus—Infected Pneumonia. N Engl J Med
[Internet]. 2020 Mar 26 [cited 2021 Dec 26];382(13):1199-207. Available from:
https://www.nejm.org/doi/full/10.1056/nejmoa2001316

Guan W, NiZ, Hu Y, Liang W, Ou C, He J, et al. Clinical Characteristics of
Coronavirus Disease 2019 in China. N Engl J Med [Internet]. 2020 Apr 30 [cited
2021 Dec 26];382(18):1708-20. Available from:
https://www.nejm.org/doi/10.1056/nejmoa2002032

Management of Patients with Confirmed 2019-nCoV | CDC [Internet]. [cited
2021 Dec 27]. Available from: https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-
ncov/hcp/clinical-guidance-management-patients.html

Dawson P, Rabold EM, Laws RL, Conners EE, Gharpure R, Yin S, et al. Loss of
Taste and Smell as Distinguishing Symptoms of Coronavirus Disease 2019. Clin
Infect Dis [Internet]. 2021 Feb 16 [cited 2021 Dec 26];72(4):682-5. Available
from: https://academic.oup.com/cid/article/72/4/682/5860440

Zayet S, Kadiane-Oussou NJ, Lepiller Q, Zahra H, Royer PY, Toko L, et al. Clinical
features of COVID-19 and influenza: a comparative study on Nord Franche-
Comte cluster. Microbes Infect [Internet]. 2020 Oct 1 [cited 2021 Dec
26];22(9):481-8. Available from: https://pubmed.ncbi.nIm.nih.gov/32561409/

Jansen L, Tegomoh B, Lange K, Showalter K, Figliomeni J, Abdalhamid B, et al.
Investigation of a SARS-CoV-2 B.1.1.529 (Omicron) Variant Cluster — Nebraska,
November—December 2021. MMWR Morb Mortal Wkly Rep [Internet]. 2021
Dec 31 [cited 2022 Jan 16];70(5152):1782—4. Available from:
https://www.cdc.gov/mmwr/volumes/70/wr/mm705152e3.htm

Boscolo-Rizzo P, Borsetto D, Fabbris C, Spinato G, Frezza D, Menegaldo A, et al.
Evolution of Altered Sense of Smell or Taste in Patients With Mildly
Symptomatic COVID-19. JAMA Otolaryngol Neck Surg [Internet]. 2020 Aug 1
[cited 2021 Dec 26];146(8):729-32. Available from:
https://jamanetwork.com/journals/jamaotolaryngology/fullarticle/2767781

de Masson A, Bouaziz JD, Sulimovic L, Cassius C, Jachiet M, lonescu MA, et al.
Chilblains is a common cutaneous finding during the COVID-19 pandemic: A
retrospective nationwide study from France. J Am Acad Dermatol [Internet].
2020 Aug 1 [cited 2021 Dec 26];83(2):667—70. Available from:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/32380219/

Annweiler C, Sacco G, Salles N, Aquino JP, Gautier J, Berrut G, et al. National
French Survey of Coronavirus Disease (COVID-19) Symptoms in People Aged 70
and Over. Clin Infect Dis [Internet]. 2021 Feb 1 [cited 2021 Dec 26];72(3):490-4.
Available from: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32556328/

Bandirali M, Sconfienza LM, Serra R, Brembilla R, Albano D, Pregliasco FE, et al.
Chest Radiograph Findings in Asymptomatic and Minimally Symptomatic
Quarantined Patients in Codogno, Italy during COVID-19 Pandemic.
https://doi.org/101148/radiol2020201102 [Internet]. 2020 Mar 27 [cited 2021
Dec 27];295(3). Available from:

195



BIBLIOGRAFIA

149.

150.

151.

152.

153.

154.

155.

156.

157.

158.

https://pubs.rsna.org/doi/abs/10.1148/radiol.2020201102

Bernheim A, Mei X, Huang M, Yang Y, Fayad ZA, Zhang N, et al. Chest CT findings
in coronavirus disease 2019 (COVID-19): Relationship to duration of infection.
Radiology [Internet]. 2020 Jun 1 [cited 2021 Dec 27];295(3):685-91. Available
from: https://pubs.rsna.org/doi/abs/10.1148/radiol.2020200463

Xie X, Zhong Z, Zhao W, Zheng C, Wang F, Liu J. Chest CT for Typical Coronavirus
Disease 2019 (COVID-19) Pneumonia: Relationship to Negative RT-PCR Testing.
Radiology [Internet]. 2020 Aug 1 [cited 2021 Dec 27];296(2):E41-5. Available
from: https://pubs.rsna.org/doi/abs/10.1148/radiol.2020200343

Altmayer S, Zanon M, Pacini GS, Watte G, Barros MC, Mohammed TL, et al.
Comparison of the computed tomography findings in COVID-19 and other viral
pneumonia in immunocompetent adults: a systematic review and meta-analysis.
Eur Radiol [Internet]. 2020 Dec 1 [cited 2021 Dec 27];30(12):6485-96. Available
from: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32594211/

Bao C, Liu X, Zhang H, Li Y, Liu J. Coronavirus Disease 2019 (COVID-19) CT
Findings: A Systematic Review and Meta-analysis. J Am Coll Radiol [Internet].
2020 Jun 1 [cited 2021 Dec 27];17(6):701-9. Available from:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/32283052/

Wu Z, McGoogan JM. Characteristics of and Important Lessons From the
Coronavirus Disease 2019 (COVID-19) Outbreak in China: Summary of a Report
of 72 314 Cases From the Chinese Center for Disease Control and Prevention.
JAMA [Internet]. 2020 Apr 7 [cited 2021 Dec 27];323(13):1239-42. Available
from: https://jamanetwork.com/journals/jama/fullarticle/2762130

FangY, Zhang H, Xie J, Lin M, Ying L, Pang P, et al. Sensitivity of chest CT for
COVID-19: Comparison to RT-PCR. Radiology [Internet]. 2020 Aug 1 [cited 2021
Dec 27];296(2):E115-7. Available from:
https://pubs.rsna.org/doi/abs/10.1148/radiol.2020200432

Del Valle DM, Kim-Schulze S, Huang HH, Beckmann ND, Nirenberg S, Wang B, et
al. An inflammatory cytokine signature predicts COVID-19 severity and survival.
Nat Med [Internet]. 2020 Oct 1 [cited 2021 Dec 27];26(10):1636—43. Available
from: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32839624/

Liao D, Zhou F, Luo L, Xu M, Wang H, Xia J, et al. Haematological characteristics
and risk factors in the classification and prognosis evaluation of COVID-19: a
retrospective cohort study. Lancet Haematol [Internet]. 2020 Sep 1 [cited 2021
Dec 27];7(9):e671-8. Available from:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/32659214/

Goyal P, Choi JJ, Pinheiro LC, Schenck EJ, Chen R, Jabri A, et al. Clinical
Characteristics of Covid-19 in New York City. N Engl J Med [Internet]. 2020 Jun
11 [cited 2021 Dec 27];382(24):2372-4. Available from:
https://www.nejm.org/doi/10.1056/NEJMc2010419

Guan W, NiZ, Hu Y, Liang W, Ou C, He J, et al. Clinical Characteristics of
Coronavirus Disease 2019 in China. N Engl J Med [Internet]. 2020 Apr 30 [cited

196



BIBLIOGRAFIA

159.

160.

161.

162.

163.

164.

165.

166.

167.

168.

2021 Dec 27];382(18):1708-20. Available from:
https://www.nejm.org/doi/10.1056/nejmoa2002032

Huang C, WangV, Li X, Ren L, Zhao J, Hu Y, et al. Clinical features of patients
infected with 2019 novel coronavirus in Wuhan, China. Lancet [Internet]. 2020
Feb 15 [cited 2021 Dec 27];395(10223):497-506. Available from:
http://www.thelancet.com/article/S0140673620301835/fulltext

Magleby R, Westblade LF, Trzebucki A, Simon MS, Rajan M, Park J, et al. Impact
of Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 Viral Load on Risk of
Intubation and Mortality Among Hospitalized Patients With Coronavirus Disease
2019. Clin Infect Dis [Internet]. 2021 Dec 6 [cited 2021 Dec 27];73(11):e4197—-
205. Available from: https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/32603425/

Hogan CA, Stevens BA, Sahoo MK, Huang CH, Garamani N, Gombar S, et al. High
Frequency of SARS-CoV-2 RNAemia and Association With Severe Disease. Clin
Infect Dis [Internet]. 2021 May 4 [cited 2021 Dec 27];72(9):e291-5. Available
from: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32965474/

Genomewide Association Study of Severe Covid-19 with Respiratory Failure. N
Engl J Med [Internet]. 2020 Oct 15 [cited 2021 Dec 27];383(16):1522—-34.
Available from: https://www.nejm.org/doi/full/10.1056/nejmo0a2020283

Van Der Made Cl, Simons A, Schuurs-Hoeijmakers J, Van Den Heuvel G, Mantere
T, Kersten S, et al. Presence of Genetic Variants Among Young Men With Severe
COVID-19. JAMA [Internet]. 2020 Aug 18 [cited 2021 Dec 27];324(7):663—73.
Available from: https://jamanetwork.com/journals/jama/fullarticle/2768926

Zhang Q, Liu Z, Moncada-Velez M, Chen J, Ogishi M, Bigio B, et al. Inborn errors
of type | IFN immunity in patients with life-threatening COVID-19. Science
[Internet]. 2020 Oct 23 [cited 2021 Dec 27];370(6515). Available from:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32972995/

Wang D, Hu B, Hu C, Zhu F, Liu X, Zhang J, et al. Clinical Characteristics of 138
Hospitalized Patients With 2019 Novel Coronavirus—Infected Pneumonia in
Wuhan, China. JAMA [Internet]. 2020 Mar 17 [cited 2021 Dec 27];323(11):1061—-
9. Available from: https://jamanetwork.com/journals/jama/fullarticle/2761044

Puelles VG, Litgehetmann M, Lindenmeyer MT, Sperhake JP, Wong MN,
Allweiss L, et al. Multiorgan and Renal Tropism of SARS-CoV-2. N Engl ] Med
[Internet]. 2020 Aug 6 [cited 2021 Dec 27];383(6):590-2. Available from:
https://www.nejm.org/doi/full/10.1056/NEJMc2011400

Solomon IH, Normandin E, Bhattacharyya S, Mukeriji SS, Keller K, Ali AS, et al.
Neuropathological Features of Covid-19. N Engl J Med [Internet]. 2020 Sep 3
[cited 2021 Dec 27];383(10):989-92. Available from:
https://www.nejm.org/doi/full/10.1056/NEJMc2019373

Barton LM, Duval EJ, Stroberg E, Ghosh S, Mukhopadhyay S. COVID-19
Autopsies, Oklahoma, USA. Am J Clin Pathol [Internet]. 2020 May 5 [cited 2021
Dec 27];153(6):725-33. Available from:
https://academic.oup.com/ajcp/article/153/6/725/5818922

197



BIBLIOGRAFIA

169.

170.

171.

172.

173.

174.

175.

176.

177.

Tzotzos SJ, Fischer B, Fischer H, Zeitlinger M. Incidence of ARDS and outcomes in
hospitalized patients with COVID-19: a global literature survey. Crit Care
[Internet]. 2020 Aug 21 [cited 2021 Dec 27];24(1). Available from:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/32825837/

Helms J, Tacquard C, Severac F, Leonard-Lorant I, Ohana M, Delabranche X, et al.
High risk of thrombosis in patients with severe SARS-CoV-2 infection: a
multicenter prospective cohort study. Intensive Care Med [Internet]. 2020 Jun 1
[cited 2021 Dec 27];46(6):1089—-98. Available from:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/32367170/

Bilaloglu S, Aphinyanaphongs Y, Jones S, lturrate E, Hochman J, Berger JS.
Thrombosis in Hospitalized Patients With COVID-19 in a New York City Health
System. JAMA [Internet]. 2020 Aug 25 [cited 2021 Dec 27];324(8):799-801.
Available from: https://jamanetwork.com/journals/jama/fullarticle/2768715

Chou SH-Y, Beghi E, Helbok R, Moro E, Sampson J, Altamirano V, et al. Global
Incidence of Neurological Manifestations Among Patients Hospitalized With
COVID-19—A Report for the GCS-NeuroCOVID Consortium and the ENERGY
Consortium. JAMA Netw Open [Internet]. 2021 May 3 [cited 2021 Dec
271;4(5):€2112131-e2112131. Available from:
https://jamanetwork.com/journals/jamanetworkopen/fullarticle/2779759

Restivo DA, Centonze D, Alesina A, Marchese-Ragona R. Myasthenia Gravis
Associated With SARS-CoV-2 Infection. https://doi.org/107326/L20-0845
[Internet]. 2020 Aug 10 [cited 2021 Dec 27];173(12):1027-8. Available from:
https://www.acpjournals.org/doi/abs/10.7326/L20-0845

Toscano G, Palmerini F, Ravaglia S, Ruiz L, Invernizzi P, Cuzzoni MG, et al.
Guillain—Barré Syndrome Associated with SARS-CoV-2. N Engl J Med [Internet].
2020 Jun 25 [cited 2021 Dec 27];382(26):2574—6. Available from:
https://www.nejm.org/doi/full/10.1056/NEJMc2009191

Morris SB, Schwartz NG, Patel P, Abbo L, Beauchamps L, Balan S, et al. Case
Series of Multisystem Inflammatory Syndrome in Adults Associated with SARS-
CoV-2 Infection — United Kingdom and United States, March—August 2020.
MMWR Morb Mortal Wkly Rep [Internet]. 2020 Oct 9 [cited 2021 Dec
27];69(40):1450-6. Available from:
https://www.cdc.gov/mmwr/volumes/69/wr/mm6940el.htm

Kubin CJ, McConville TH, Dietz D, Zucker J, May M, Nelson B, et al.
Characterization of Bacterial and Fungal Infections in Hospitalized Patients With
Coronavirus Disease 2019 and Factors Associated With Health Care-Associated
Infections. Open Forum Infect Dis [Internet]. 2021 Jun 1 [cited 2021 Dec
27];8(6). Available from:
https://academic.oup.com/ofid/article/8/6/o0fab201/6266874

Rawson TM, Moore LSP, Zhu N, Ranganathan N, Skolimowska K, Gilchrist M, et
al. Bacterial and Fungal Coinfection in Individuals With Coronavirus: A Rapid
Review To Support COVID-19 Antimicrobial Prescribing. Clin Infect Dis [Internet].
2020 Nov 1 [cited 2021 Dec 27];71(9):2459—-68. Available from:

198



BIBLIOGRAFIA

178.

179.

180.

181.

182.

183.

184.

185.

186.

187.

https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/32358954/

Bartoletti M, Pascale R, Cricca M, Rinaldi M, Maccaro A, Bussini L, et al.
Epidemiology of Invasive Pulmonary Aspergillosis Among Intubated Patients
With COVID-19: A Prospective Study. Clin Infect Dis [Internet]. 2021 Dec 6 [cited
2021 Dec 27];73(11):e3606—14. Available from:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/32719848/

Koehler P, Bassetti M, Chakrabarti A, Chen SCA, Colombo AL, Hoenigl M, et al.
Defining and managing COVID-19-associated pulmonary aspergillosis: the 2020
ECMMY/ISHAM consensus criteria for research and clinical guidance. Lancet
Infect Dis [Internet]. 2021 Jun 1 [cited 2021 Dec 27];21(6):e149-62. Available
from: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33333012/

Patel A, Agarwal R, Rudramurthy SM, Shevkani M, Xess I, Sharma R, et al.
Multicenter Epidemiologic Study of Coronavirus Disease-Associated
Mucormycosis, India. Emerg Infect Dis [Internet]. 2021 Sep 1 [cited 2021 Dec
271;27(9):2349-59. Available from:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/34087089/

Stokes EK, Zambrano LD, Anderson KN, Marder EP, Raz KM, El Burai Felix S, et al.
Coronavirus Disease 2019 Case Surveillance — United States, January 22—May
30, 2020. MMWR Morb Mortal Wkly Rep [Internet]. 2020 Jun 19 [cited 2021 Dec
271;69(24):759-65. Available from:
https://www.cdc.gov/mmwr/volumes/69/wr/mm6924e2.htm

Bellan M, Patti G, Hayden E, Azzolina D, Pirisi M, Acquaviva A, et al. Fatality rate
and predictors of mortality in an Italian cohort of hospitalized COVID-19
patients. Sci Reports 2020 101 [Internet]. 2020 Nov 26 [cited 2021 Dec
27];10(1):1-10. Available from: https://www.nature.com/articles/s41598-020-
77698-4

Estimating mortality from COVID-19: Scientific brief, 4 August 2020 [Internet].
[cited 2021 Dec 27]. Available from:
https://www.who.int/publications/i/item/WHO-2019-nCoV-Sci-Brief-Mortality-
2020.1

loannidis JPA. Reconciling estimates of global spread and infection fatality rates
of COVID-19: An overview of systematic evaluations. Eur J Clin Invest [Internet].
2021 May 1 [cited 2021 Dec 27];51(5). Available from:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/33768536/

COVID Live - Coronavirus Statistics - Worldometer [Internet]. [cited 2021 Dec
27]. Available from: https://www.worldometers.info/coronavirus/

Richardson S, Hirsch JS, Narasimhan M, Crawford JM, McGinn T, Davidson KW,
et al. Presenting Characteristics, Comorbidities, and Outcomes Among 5700
Patients Hospitalized With COVID-19 in the New York City Area. JAMA [Internet].
2020 May 26 [cited 2021 Dec 27];323(20):2052-9. Available from:
https://jamanetwork.com/journals/jama/fullarticle/2765184

Docherty AB, Harrison EM, Green CA, Hardwick HE, Pius R, Norman L, et al.

199



BIBLIOGRAFIA

188.

189.

190.

191.

192.

193.

194.

195.

Features of 20 133 UK patients in hospital with covid-19 using the ISARIC WHO
Clinical Characterisation Protocol: prospective observational cohort study. BMJ
[Internet]. 2020 May 22 [cited 2021 Dec 27];369. Available from:
https://www.bmj.com/content/369/bmj.m1985

Dennis JM, McGovern AP, Vollmer SJ, Mateen BA. Improving Survival of Critical
Care Patients with Coronavirus Disease 2019 in England: A National Cohort
Study, March to June 2020+. Crit Care Med [Internet]. 2021 [cited 2021 Dec
27];209-14. Available from:
https://journals.lww.com/ccmjournal/Fulltext/2021/02000/Improving_Survival_
of Critical_Care_Patients_With.5.aspx

Zhou C, Huang Z, Tan W, Li X, Yin W, Xiao Y, et al. Predictive factors of severe
coronavirus disease 2019 in previously healthy young adults: A single-center,
retrospective study. Respir Res [Internet]. 2020 Jun 22 [cited 2021 Dec
27];21(1):1-8. Available from: https://respiratory-
research.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12931-020-01412-1

Verity R, Okell LC, Dorigatti I, Winskill P, Whittaker C, Imai N, et al. Estimates of
the severity of coronavirus disease 2019: a model-based analysis. Lancet Infect
Dis [Internet]. 2020 Jun 1 [cited 2021 Dec 27];20(6):669-77. Available from:
http://www.thelancet.com/article/S1473309920302437/fulltext

Coronavirus Age, Sex, Demographics (COVID-19) - Worldometer [Internet].
[cited 2021 Dec 27]. Available from:
https://www.worldometers.info/coronavirus/coronavirus-age-sex-
demographics/

Kragholm K, Andersen MP, Gerds TA, Butt JH, @stergaard L, Polcwiartek C, et al.
Association Between Male Sex and Outcomes of Coronavirus Disease 2019
(COVID-19)-A Danish Nationwide, Register-based Study. Clin Infect Dis
[Internet]. 2021 Dec 6 [cited 2021 Dec 27];73(11):e4025-30. Available from:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/32634827/

Nguyen NT, Chinn J, de Ferrante M, Kirby KA, Hohmann SF, Amin A. Male gender
is a predictor of higher mortality in hospitalized adults with COVID-19. PLoS One
[Internet]. 2021 Jul 1 [cited 2021 Dec 27];16(7). Available from:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/34242273/

Kompaniyets L, Pennington AF, Goodman AB, Rosenblum HG, Belay B, Ko JY, et
al. Underlying Medical Conditions and Severe lliness Among 540,667 Adults
Hospitalized With COVID-19, March 2020—March 2021. Prev Chronic Dis.
2021;18:1-13.

Bhaskaran K, Rentsch CT, MacKenna B, Schultze A, Mehrkar A, Bates CJ, et al.
HIV infection and COVID-19 death: a population-based cohort analysis of UK
primary care data and linked national death registrations within the
OpenSAFELY platform. Lancet HIV [Internet]. 2021 Jan 1 [cited 2021 Dec
271];8(1):€24-32. Available from:
http://www.thelancet.com/article/S2352301820303052/fulltext

200



BIBLIOGRAFIA

196.

197.

198.

199.

200.

201.

202.

203.

204.

205.

Huang J, Xie N, Hu X, Yan H, Ding J, Liu P, et al. Epidemiological, Virological and
Serological Features of Coronavirus Disease 2019 (COVID-19) Cases in People
Living With Human Immunodeficiency Virus in Wuhan: A Population-based
Cohort Study. Clin Infect Dis [Internet]. 2021 Oct 5 [cited 2021 Dec
271;73(7):e2086-94. Available from:
https://academic.oup.com/cid/article/73/7/e2086/5893115

Collins LF, Moran CA, Oliver NT, Moanna A, Lahiri CD, Colasanti JA, et al. Clinical
characteristics, comorbidities and outcomes among persons with HIV
hospitalized with coronavirus disease 2019 in Atlanta, Georgia. AIDS [Internet].
2020 Oct 1 [cited 2021 Dec 27];34(12):1789-94. Available from:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32675581/

Dandachi D, Geiger G, Montgomery MW, Karmen-Tuohy S, Golzy M, Antar AAR,
et al. Characteristics, Comorbidities, and Outcomes in a Multicenter Registry of
Patients With Human Immunodeficiency Virus and Coronavirus Disease 2019.
Clin Infect Dis [Internet]. 2021 Oct 5 [cited 2021 Dec 27];73(7):e1964-72.
Available from: https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/32905581/

IDSA Guidelines on the Diagnosis of COVID-19: Molecular Diagnostic Testing
[Internet]. [cited 2021 Dec 28]. Available from:
https://www.idsociety.org/practice-guideline/covid-19-guideline-diagnostics/

Diagnostic testing for SARS-CoV-2 [Internet]. [cited 2021 Dec 28]. Available
from: https://www.who.int/publications/i/item/diagnostic-testing-for-sars-cov-
2

IDSA Guidelines on the Diagnosis of COVID-19: Serologic Testing [Internet].
[cited 2021 Dec 29]. Available from: https://www.idsociety.org/practice-
guideline/covid-19-guideline-serology/

Genetic Variants of SARS-CoV-2 May Lead to False Negative Results with
Molecular Tests for Detection of SARS-CoV-2 - Letter to Clinical Laboratory Staff
and Health Care Providers | FDA [Internet]. [cited 2021 Dec 28]. Available from:
https://www.fda.gov/medical-devices/letters-health-care-providers/genetic-
variants-sars-cov-2-may-lead-false-negative-results-molecular-tests-detection-
sars-cov-2

Laboratory testing for 2019 novel coronavirus (2019-nCoV) in suspected human
cases [Internet]. [cited 2021 Dec 28]. Available from:
https://www.who.int/publications/i/item/10665-331501

Long DR, Gombar S, Hogan CA, Greninger AL, OReilly Shah V, Bryson-Cahn C, et
al. Occurrence and Timing of Subsequent SARS-CoV-2 RT-PCR Positivity Among
Initially Negative Patients. medRxiv Prepr Serv Heal Sci [Internet]. 2020 May 8
[cited 2021 Dec 28]; Available from:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/32511542/

Weissleder R, Lee H, Ko J, Pittet MJ. COVID-19 diagnostics in context. Sci Transl
Med [Internet]. 2020 Jun 3 [cited 2021 Dec 28];12(546). Available from:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32493791/

201



BIBLIOGRAFIA

206.

207.

208.

2009.

210.

211.

212.

213.
214.

215.

216.

Nalla AK, Casto AM, Casto AM, Huang MLW, Perchetti GA, Sampoleo R, et al.
Comparative performance of SARS-CoV-2 detection assays using seven different
primer-probe sets and one assay kit. J Clin Microbiol [Internet]. 2020 Jun 1 [cited
2021 Dec 28];58(6). Available from:
https://journals.asm.org/doi/abs/10.1128/JCM.00557-20

Dinnes J, Deeks JJ, Berhane S, Taylor M, Adriano A, Davenport C, et al. Rapid,
point-of-care antigen and molecular-based tests for diagnosis of SARS-CoV-2
infection. Cochrane Database Syst Rev [Internet]. 2021 Mar 24 [cited 2021 Dec
28];2021(3). Available from:
https://www.cochranelibrary.com/cdsr/doi/10.1002/14651858.CD013705.pub?2
/full

Furukawa NW, Furukawa NW, Brooks JT, Sobel J. Evidence Supporting
Transmission of Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 While
Presymptomatic or Asymptomatic. Emerg Infect Dis [Internet]. 2020 Jul 1 [cited
2021 Dec 28];26(7):E1-6. Available from:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/32364890/

Kucirka LM, Lauer SA, Laeyendecker O, Boon D, Lessler J. Variation in false-
negative rate of reverse transcriptase polymerase chain reaction—based SARS-
CoV-2 tests by time since exposure. Ann Intern Med [Internet]. 2020 Aug 18
[cited 2021 Dec 28];173(4):262-8. Available from:
https://www.acpjournals.org/doi/abs/10.7326/M20-1495

IDSA and AMP joint statement on the use of SARS-CoV-2 PCR cycle threshold
(Ct) values for clinical decision-making.

He X, Lau EHY, Wu P, Deng X, Wang J, Hao X, et al. Temporal dynamics in viral
shedding and transmissibility of COVID-19. Nat Med 2020 265 [Internet]. 2020
Apr 15 [cited 2021 Dec 28];26(5):672-5. Available from:
https://www.nature.com/articles/s41591-020-0869-5

Clinical Questions about COVID-19: Questions and Answers | CDC [Internet].
[cited 2021 Dec 28]. Available from: https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-
ncov/hcp/faq.html

Investigation of novel SARS-CoV-2 variant (202012/01): Technical briefing 2.

SARS-CoV-2 Viral Mutations: Impact on COVID-19 Tests | FDA [Internet]. [cited
2022 Jan 3]. Available from: https://www.fda.gov/medical-devices/coronavirus-
covid-19-and-medical-devices/sars-cov-2-viral-mutations-impact-covid-19-
tests#fomicron

Harwood R, Allin B, Jones CE, Whittaker E, Ramnarayan P, Ramanan AV, etal. A
national consensus management pathway for paediatric inflammatory
multisystem syndrome temporally associated with COVID-19 (PIMS-TS): results
of a national Delphi process. Lancet Child Adolesc Heal [Internet]. 2021 Feb 1
[cited 2021 Dec 28];5(2):133—41. Available from:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/32956615/

Investigative Criteria for Suspected Cases of SARS-CoV-2 Reinfection (ICR) | CDC

202



BIBLIOGRAFIA

217.

218.

219.

220.

221.

222.

223.

224,

225.

[Internet]. [cited 2021 Dec 28]. Available from:
https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-ncov/php/invest-criteria.html

Antigen-detection in the diagnosis of SARS-CoV-2 infection [Internet]. [cited
2021 Dec 29]. Available from:
https://www.who.int/publications/i/item/antigen-detection-in-the-diagnosis-of-
sars-cov-2infection-using-rapid-immunoassays

Interim Guidance for Antigen Testing for SARS-CoV-2 | CDC [Internet]. [cited
2021 Dec 29]. Available from: https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-
ncov/lab/resources/antigen-tests-guidelines.html

Overview of Testing for SARS-CoV-2 (COVID-19) | CDC [Internet]. [cited 2021
Dec 29]. Available from: https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-
ncov/hcp/testing-
overview.html|?CDC_AA_refVal=https%3A%2F%2Fwww.cdc.gov%2Fcoronavirus
%2F2019-ncov%2Fphp%2Ftesting%2Fexpanded-screening-testing.html

Deeks JJ, Dinnes J, Takwoingi Y, Davenport C, Spijker R, Taylor-Phillips S, et al.
Antibody tests for identification of current and past infection with SARS-CoV-2.
Cochrane Database Syst Rev [Internet]. 2020 Jun 25 [cited 2021 Dec 29];2020(6).
Available from:
https://www.cochranelibrary.com/cdsr/doi/10.1002/14651858.CD013652/full

Wang F, Hou H, Luo Y, Tang G, Wu S, Huang M, et al. The laboratory tests and
host immunity of COVID-19 patients with different severity of illness. JCI Insight
[Internet]. 2020 May 21 [cited 2021 Dec 24];5(10). Available from:
https://doi.org/10.1172/jci.insight.137799

Long QX, Liu BZ, Deng HJ, Wu GC, Deng K, Chen YK, et al. Antibody responses to
SARS-CoV-2 in patients with COVID-19. Nat Med 2020 266 [Internet]. 2020 Apr
29 [cited 2021 Dec 29];26(6):845-8. Available from:
https://www.nature.com/articles/s41591-020-0897-1

Cheng MP, Yansouni CP, Basta NE, Desjardins M, Kanjilal S, Paquette K, et al.
Serodiagnostics for Severe Acute Respiratory Syndrome—Related Coronavirus 2.
https://doi.org/107326/M20-2854 [Internet]. 2020 Jun 4 [cited 2021 Dec
29];173(6):450-60. Available from:
https://www.acpjournals.org/doi/abs/10.7326/M20-2854

Lumley SF, O’Donnell D, Stoesser NE, Matthews PC, Howarth A, Hatch SB, et al.
Antibody Status and Incidence of SARS-CoV-2 Infection in Health Care Workers.
N Engl J Med [Internet]. 2021 Feb 11 [cited 2021 Dec 29];384(6):533-40.
Available from: https://www.nejm.org/doi/full/10.1056/NEJMo0a2034545

Self WH, Tenforde MW, Stubblefield WB, Feldstein LR, Steingrub JS, Shapiro NI,
et al. Decline in SARS-CoV-2 Antibodies After Mild Infection Among Frontline
Health Care Personnel in a Multistate Hospital Network — 12 States, April—
August 2020. MMWR Morb Mortal Wkly Rep [Internet]. 2020 Nov 27 [cited
2021 Dec 29];69(47):1762—6. Available from:
https://www.cdc.gov/mmwr/volumes/69/wr/mm6947a2.htm

203



BIBLIOGRAFIA

226.

227.

228.

229.

230.

231.

232.

233.

234,

Interim Guidelines for COVID-19 Antibody Testing | CDC [Internet]. [cited 2021
Dec 30]. Available from: https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-
ncov/lab/resources/antibody-tests-guidelines.html

Bewley KR, Coombes NS, Gagnon L, Mcinroy L, Baker N, Shaik |, et al.
Quantification of SARS-CoV-2 neutralizing antibody by wild-type plaque
reduction neutralization, microneutralization and pseudotyped virus
neutralization assays. Nat Protoc 2021 166 [Internet]. 2021 Apr 23 [cited 2021
Dec 30];16(6):3114-40. Available from:
https://www.nature.com/articles/s41596-021-00536-y

Wall EC, Wu M, Harvey R, Kelly G, Warchal S, Sawyer C, et al. Neutralising
antibody activity against SARS-CoV-2 VOCs B.1.617.2 and B.1.351 by BNT162b2
vaccination. Lancet [Internet]. 2021 Jun 19 [cited 2021 Dec
30];397(10292):2331-3. Available from:
http://www.thelancet.com/article/S0140673621012903/fulltext

Neerukonda SN, Vassell R, Herrup R, Liu S, Wang T, Takeda K, et al.
Establishment of a well-characterized SARS-CoV-2 lentiviral pseudovirus
neutralization assay using 293T cells with stable expression of ACE2 and
TMPRSS2. PLoS One [Internet]. 2021 Mar 1 [cited 2021 Dec 30];16(3):e0248348.
Available from:
https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0248348

Case JB, Rothlauf PW, Chen RE, Liu Z, Zhao H, Kim AS, et al. Neutralizing
Antibody and Soluble ACE2 Inhibition of a Replication-Competent VSV-SARS-
CoV-2 and a Clinical Isolate of SARS-CoV-2. Cell Host Microbe [Internet]. 2020
Sep 9 [cited 2021 Dec 30];28(3):475-485.e5. Available from:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32735849/

Tan CW, Chia WN, Qin X, Liu P, Chen MIC, Tiu C, et al. A SARS-CoV-2 surrogate
virus neutralization test based on antibody-mediated blockage of ACE2—spike
protein—protein interaction. Nat Biotechnol 2020 389 [Internet]. 2020 Jul 23
[cited 2021 Dec 30];38(9):1073-8. Available from:
https://www.nature.com/articles/s41587-020-0631-z

Cheng MP, Papenburg J, Desjardins M, Kanjilal S, Quach C, Libman M, et al.
Diagnostic Testing for Severe Acute Respiratory Syndrome-Related Coronavirus
2: A Narrative Review. Ann Intern Med [Internet]. 2020 Jun 2 [cited 2022 Jan
18];172(11):726-34. Available from:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32282894/

COVID-19 vaccine tracker and landscape [Internet]. [cited 2022 Jan 6]. Available
from: https://www.who.int/publications/m/item/draft-landscape-of-covid-19-
candidate-vaccines

Dooling K. cdc.gov/coronavirus Evidence to Recommendation Framework: An
Additional Dose of mMRNA COVID-19 Vaccine Following a Primary Series in
Immunocompromised People. 2021 [cited 2022 Jan 6]; Available from:
https://www.fda.gov/news-events/press-announcements/coronavirus-covid-19-
update-fda-authorizes-additional-vaccine-dose-certain-immunocompromised

204



BIBLIOGRAFIA

235.

236.

237.

238.

239.

240.

241.

242.

243.

244,

245,

Anderson M, Stec M, Rewane A, Landay A, Cloherty G, Moy J. SARS-CoV-2
Antibody Responses in Infection-Naive or Previously Infected Individuals After 1
and 2 Doses of the BNT162b2 Vaccine. JAMA Netw Open [Internet]. 2021 Aug 2
[cited 2022 Jan 6];4(8):€2119741-e2119741. Available from:
https://jamanetwork.com/journals/jamanetworkopen/fullarticle/2782762

Reynolds CJ, Pade C, Gibbons JM, Butler DK, Otter AD, Menacho K, et al. Prior
SARS-CoV-2 infection rescues B and T cell responses to variants after first
vaccine dose. Science [Internet]. 2021 Jun 25 [cited 2022 Jan
6];372(6549):1418-23. Available from:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33931567/

Krammer F, Srivastava K, Alshammary H, Amoako AA, Awawda MH, Beach KF, et
al. Antibody Responses in Seropositive Persons after a Single Dose of SARS-CoV-
2 mRNA Vaccine. N Engl J Med [Internet]. 2021 Apr 8 [cited 2022 Jan
6];384(14):1372-4. Available from:
https://www.nejm.org/doi/full/10.1056/NEJMc2101667

Interim Clinical Considerations for Use of COVID-19 Vaccines | CDC [Internet].
[cited 2022 Jan 6]. Available from: https://www.cdc.gov/vaccines/covid-
19/clinical-considerations/covid-19-vaccines-us.html

Walsh EE, Frenck RW, Falsey AR, Kitchin N, Absalon J, Gurtman A, et al. Safety
and Immunogenicity of Two RNA-Based Covid-19 Vaccine Candidates. N Engl J
Med [Internet]. 2020 Dec 17 [cited 2022 Jan 8];383(25):2439-50. Available
from: https://www.nejm.org/doi/full/10.1056/NEJM0a2027906

Hansen CH, Schelde AB, Moustsen-Helm IR, Emborg H-D, Krause TG, Mglbak K,
et al. Vaccine effectiveness against SARS-CoV-2 infection with the Omicron or
Delta variants following a two-dose or booster BNT162b2 or mRNA-1273
vaccination series: A Danish cohort study. medRxiv [Internet]. 2021 Dec 22
[cited 2022 Jan 8];2021.12.20.21267966. Available from:
https://www.medrxiv.org/content/10.1101/2021.12.20.21267966v2

Explanation About the Effectiveness of the Vaccine for Coronavirus in Israel |
Ministry of Health [Internet]. [cited 2022 Jan 8]. Available from:
https://www.gov.il/en/departments/news/06072021-04

Ukhsa. SARS-CoV-2 variants of concern and variants under investigation in
England.

Selected Adverse Events Reported after COVID-19 Vaccination | CDC [Internet].
[cited 2022 Jan 8]. Available from: https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-
ncov/vaccines/safety/adverse-events.html

FACT SHEET FOR HEALTHCARE PROVIDERS ADMINISTERING VACCINE
(VACCINATION PROVIDERS). [cited 2022 Jan 8]; Available from:
www.modernatx.com/covid19vaccine-

Richards NE, Keshavarz B, Workman LJ, Nelson MR, Platts-Mills TAE, Wilson JM.
Comparison of SARS-CoV-2 Antibody Response by Age Among Recipients of the
BNT162b2 vs the mRNA-1273 Vaccine. JAMA Netw Open [Internet]. 2021 Sep 1

205



BIBLIOGRAFIA

246.

247.

248.

249.

250.

251.

252.

253.

254,

255.

256.

[cited 2022 Jan 8];4(9):e2124331-e2124331. Available from:
https://jamanetwork.com/journals/jamanetworkopen/fullarticle/2783685

Collier AY, Yu J, McMahan K, Liu J, Chandrashekar A, Maron JS, et al. Differential
Kinetics of Immune Responses Elicited by Covid-19 Vaccines. N Engl J Med
[Internet]. 2021 Nov 18 [cited 2022 Jan 8];385(21):2010-2. Available from:
https://www.nejm.org/doi/full/10.1056/NEJMc2115596

Thompson MG, Stenehjem E, Grannis S, Ball SW, Naleway AL, Ong TC, et al.
Effectiveness of Covid-19 Vaccines in Ambulatory and Inpatient Care Settings. N
Engl J Med [Internet]. 2021 Oct 7 [cited 2022 Jan 8];385(15):1355—71. Available
from: https://www.nejm.org/doi/full/10.1056/NEJM0a2110362

Interim recommendations for use of the ChAdOx1-S [recombinant] vaccine
against COVID-19 (AstraZeneca COVID-19 vaccine AZD1222 Vaxzevria™, Sli
COVISHIELD™) [Internet]. [cited 2022 Jan 8]. Available from:
https://www.who.int/publications/i/item/WHO-2019-nCoV-vaccines-
SAGE_recommendation-AZD1222-2021.1

Wall EC, Wu M, Harvey R, Kelly G, Warchal S, Sawyer C, et al. AZD1222-induced
neutralising antibody activity against SARS-CoV-2 Delta VOC. Lancet [Internet].
2021 Jul 17 [cited 2022 Jan 8];398(10296):207-9. Available from:
http://www.thelancet.com/article/S0140673621014628/fulltext

Aggarwal A, Ospina Stella A, Walker G, Akerman A, Milogiannakis V, Brilot F, et
al. SARS-CoV-2 Omicron: evasion of potent humoral responses and resistance to
clinical immunotherapeutics relative to viral variants of concern.

Vaxzevria significantly boosted antibody levels against Omicron [Internet]. [cited
2022 Jan 8]. Available from:
https://www.astrazeneca.com/content/astraz/media-centre/press-
releases/2021/vaxzevria-significantly-boosted-antibody-levels-against-
omicron.html

Lopez Bernal J, Andrews N, Gower C, Gallagher E, Simmons R, Thelwall S, et al.
Effectiveness of Covid-19 Vaccines against the B.1.617.2 (Delta) Variant. N Engl J
Med [Internet]. 2021 Aug 12 [cited 2022 Jan 8];385(7):585-94. Available from:
https://www.nejm.org/doi/full/10.1056/nejmoa2108891

COVID-19 vaccine safety update. 2021 [cited 2022 Jan 8]; Available from:
WWWw.ema.europa.eu

FACT SHEET FOR HEALTHCARE PROVIDERS ADMINISTERING VACCINE
(VACCINATION PROVIDERS). [cited 2022 Jan 8]; Available from:
www.janssencovid19vaccine.com.

Sadoff J, Le Gars M, Shukarev G, Heerwegh D, Truyers C, de Groot AM, et al.
Interim Results of a Phase 1-2a Trial of Ad26.COV2.S Covid-19 Vaccine. N Engl J
Med [Internet]. 2021 May 13 [cited 2022 Jan 8];384(19):1824-35. Available
from: https://www.nejm.org/doi/full/10.1056/NEJM0a2034201

Self WH, Tenforde MW, Rhoads JP, Gaglani M, Ginde AA, Douin DJ, et al.

206



BIBLIOGRAFIA

Comparative Effectiveness of Moderna, Pfizer-BioNTech, and Janssen (Johnson
& Johnson) Vaccines in Preventing COVID-19 Hospitalizations Among Adults
Without Immunocompromising Conditions — United States, March—August
2021. MMWR Morb Mortal Wkly Rep [Internet]. 2021 Sep 24 [cited 2022 Jan
8];70(38):1337-43. Available from:
https://www.cdc.gov/mmwr/volumes/70/wr/mm7038el.htm

257. Gray MBBCH GE, Collie S, Garrett MBBS N, Goga A, Champion J, Zylstra M, et al.
Vaccine effectiveness against hospital admission in South African health care
workers who received a homologous booster of Ad26.COV2 during an Omicron
COVID19 wave: Preliminary Results of the Sisonke 2 Study. medRxiv [Internet].
2021 Dec 29 [cited 2022 Jan 8];2021.12.28.21268436. Available from:
https://www.medrxiv.org/content/10.1101/2021.12.28.21268436v1

258. Johnson & Johnson Announces Real-World Evidence and Phase 3 Data
Confirming Strong and Long-Lasting Protection of Single-Shot COVID-19 Vaccine
in the U.S. | Johnson & Johnson [Internet]. [cited 2022 Jan 8]. Available from:
https://www.jnj.com/johnson-johnson-announces-real-world-evidence-and-
phase-3-data-confirming-strong-and-long-lasting-protection-of-single-shot-
covid-19-vaccine-in-the-u-s

259. Ranieri VM, Rubenfeld GD, Thompson BT, Ferguson ND, Caldwell E, Fan E, et al.
Acute respiratory distress syndrome: the Berlin Definition. JAMA [Internet].
2012 Jun 13 [cited 2022 Jan 23];307(23):2526—-33. Available from:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/22797452/

260. Hsieh CL, Goldsmith JA, Schaub JM, DiVenere AM, Kuo HC, Javanmardi K, et al.
Structure-based design of prefusion-stabilized SARS-CoV-2 spikes. Science (80-)
[Internet]. 2020 Sep 1 [cited 2022 Feb 5];369(6509):1501-5. Available from:
https://www.science.org/doi/abs/10.1126/science.abd0826

261. Amanat F, Stadlbauer D, Strohmeier S, Nguyen THO, Chromikova V, McMahon
M, et al. A serological assay to detect SARS-CoV-2 seroconversion in humans.
Nat Med 2020 267 [Internet]. 2020 May 12 [cited 2022 Feb 6];26(7):1033—6.
Available from: https://www.nature.com/articles/s41591-020-0913-5

262. Wang Q, Anangs, lketani S, Guo Y, Liu L, Katsamba PS, et al. Functional
properties of the spike glycoprotein of the emerging SARS-CoV-2 variant
B.1.1.529. CellReports [Internet]. 2022 [cited 2023 Jan 10];39:110924. Available
from: https://doi.org/10.1016/j.celrep.2022.110924

263. Ke Z, Oton J, Qu K, Cortese otros M. ESTRUCTURAS Y DISTRIBUCIONES DE LA
PROTEINA DE LA ESPIGA EN VIRIONES INTACTOS DE SARS-COV-2.

264. Battles MB, Mas V, Olmedillas E, Cano O, Vazquez M, Rodriguez L, et al.
Structure and immunogenicity of pre-fusion-stabilized human metapneumovirus
F glycoprotein. Nat Commun 2017 81 [Internet]. 2017 Nov 16 [cited 2022 Feb
5];8(1):1-11. Available from: https://www.nature.com/articles/s41467-017-
01708-9

265. Suthar MS, Zimmerman MG, Kauffman RC, Mantus G, Linderman SL, Hudson

207



BIBLIOGRAFIA

266.

267.

268.

269.

270.

271.

272.

273.

274.

275.

WH, et al. Rapid Generation of Neutralizing Antibody Responses in COVID-19
Patients. Cell Reports Med [Internet]. 2020 Jun 23 [cited 2021 Dec 23];1(3).
Available from: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32835303/

IgG subclass distribution of antibodies to bacterial and viral antigens - PubMed
[Internet]. [cited 2023 Jan 6]. Available from:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/2216603/

Chen X, Pan Z, Yue S, Yu F, Zhang J, Yang Y, et al. Disease severity dictates SARS-
CoV-2-specific neutralizing antibody responses in COVID-19. Signal Transduct
Target Ther 2020 51 [Internet]. 2020 Sep 2 [cited 2023 Jan 6];5(1):1-6. Available
from: https://www.nature.com/articles/s41392-020-00301-9

Martin-Vicente M, Almansa R, Martinez |, Tedim AP, Bustamante E, Tamayo L, et
al. Low anti-SARS-CoV-2 S antibody levels predict increased mortality and
dissemination of viral components in the blood of critical COVID-19 patients. J
Intern Med [Internet]. 2022 Feb 1 [cited 2023 Jan 6];291(2):232-40. Available
from: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34611927/

Ho MS, Chen WJ, Chen HY, Lin SF, Wang WC, Di J, et al. Neutralizing Antibody
Response and SARS Severity. Emerg Infect Dis [Internet]. 2005 [cited 2023 Feb
26];11(11):1730. Available from: /pmc/articles/PMC3367364/

Hung IFN, To KKW, Lee CK, Lin CK, Chan JFW, Tse H, et al. Effect of clinical and
virological parameters on the level of neutralizing antibody against pandemic
influenza A virus HIN1 2009. Clin Infect Dis [Internet]. 2010 Aug 1 [cited 2023
Feb 26];51(3):274-9. Available from:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/20575664/

Buchy P, Vong S, Chu S, Garcia JM, Hien TT, Hien VM, et al. Kinetics of
Neutralizing Antibodies in Patients Naturally Infected by H5N1 Virus. PLoS One
[Internet]. 2010 [cited 2023 Feb 26];5(5):e10864. Available from:
https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0010864

FuY, LiY, GuoE, He L, Liu J, Yang B, et al. Dynamics and Correlation Among Viral
Positivity, Seroconversion, and Disease Severity in COVID-19.
https://doi.org/107326/M20-3337 [Internet]. 2020 Dec 8 [cited 2023 Mar
1];174(4):453-61. Available from:
https://www.acpjournals.org/doi/10.7326/M20-3337

Feng X, Yin J, Zhang J, Hu Y, Ouyang Y, Qiao S, et al. Longitudinal Profiling of
Antibody Response in Patients With COVID-19 in a Tertiary Care Hospital in

Beijing, China. Front Immunol [Internet]. 2021 Mar 15 [cited 2023 Jan 6];12.
Available from: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33790892/

Guthmiller JJ, Stovicek O, Wang J, Changrob S, Li L, Halfmann P, et al. SARS-CoV-
2 Infection Severity Is Linked to Superior Humoral Immunity against the Spike.
MBio [Internet]. 2021 Jan 1 [cited 2023 Jan 6];12(1):1-13. Available from:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/33468695/

Ren L, Zhang L, Chang D, Wang J, Hu Y, Chen H, et al. The kinetics of humoral
response and its relationship with the disease severity in COVID-19. Commun

208



BIBLIOGRAFIA

276.

277.

278.

279.

280.

281.

282.

283.

284,

Biol [Internet]. 2020 Dec 1 [cited 2023 Jan 6];3(1). Available from:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/33311543/

Tanaka T, Narazaki M, Kishimoto T. IL-6 in inflammation, immunity, and disease.
Cold Spring Harb Perspect Biol [Internet]. 2014 Oct 1 [cited 2023 Jan 6];6(10).
Available from: https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/25190079/

Rose-John S, Winthrop K, Calabrese L. The role of IL-6 in host defence against
infections: immunobiology and clinical implications. Nat Rev Rheumatol
[Internet]. 2017 Jul 1 [cited 2023 Jan 6];13(7):399-409. Available from:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/28615731/

Manothummetha K, Chuleerarux N, Sanguankeo A, Kates OS, Hirankarn N,
Thongkam A, et al. Immunogenicity and Risk Factors Associated With Poor
Humoral Immune Response of SARS-CoV-2 Vaccines in Recipients of Solid Organ
Transplant: A Systematic Review and Meta-Analysis. JAMA Netw open
[Internet]. 2022 [cited 2023 Jan 8];5(4):E226822. Available from:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/35412626/

Grupper A, Rabinowich L, Schwartz D, Schwartz IF, Ben-Yehoyada M, Shashar M,
et al. Reduced humoral response to mRNA SARS-CoV-2 BNT162b2 vaccine in
kidney transplant recipients without prior exposure to the virus. Am J Transplant
[Internet]. 2021 Aug 1 [cited 2023 Jan 8];21(8):2719-26. Available from:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/33866672/

Rabinowich L, Grupper A, Baruch R, Ben-Yehoyada M, Halperin T, Turner D, et al.
Low immunogenicity to SARS-CoV-2 vaccination among liver transplant
recipients. J Hepatol [Internet]. 2021 Aug 1 [cited 2023 Jan 8];75(2):435-8.
Available from: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33892006/

Debska-$lizien A, Slizied Z, Muchlado M, Kubanek A, Piotrowska M, Dabrowska,
M, et al. Predictors of Humoral Response to mRNA COVID19 Vaccines in Kidney
Transplant Recipients: A Longitudinal Study-The COVIiNEPH Project. Vaccines
[Internet]. 2021 Oct 1 [cited 2023 Jan 8];9(10). Available from:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/34696273/

Furian L, Russo FP, Zaza G, Burra P, Hartzell S, Bizzaro D, et al. Differences in
Humoral and Cellular Vaccine Responses to SARS-CoV-2 in Kidney and Liver
Transplant Recipients. Front Immunol [Internet]. 2022 Apr 14 [cited 2023 Jan
8];13. Available from: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/35493446/

Nazaruk P, Monticolo M, Jedrzejczak AM, Krata N, Moszczuk B, Sanko-Resmer J,
et al. Unexpectedly High Efficacy of SARS-CoV-2 BNT162b2 Vaccine in Liver
versus Kidney Transplant Recipients-Is It Related to Immunosuppression Only?
Vaccines [Internet]. 2021 Dec 1 [cited 2023 Jan 8];9(12). Available from:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34960200/

Aguilar-Bretones M, Westerhuis BM, Raadsen MP, de Bruin E, Chandler FD,
Okba NMA, et al. Seasonal coronavirus-specific B cells with limited SARS-CoV-2
cross-reactivity dominate the IgG response in severe COVID-19. J Clin Invest
[Internet]. 2021 Nov 1 [cited 2023 Jan 8];131(21). Available from:

209



BIBLIOGRAFIA

285.

286.

287.

288.

289.

290.

https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/34499051/

Guo L, Wang Y, Kang L, Hu Y, Wang L, Zhong J, et al. Cross-reactive antibody
against human coronavirus OC43 spike protein correlates with disease severity
in COVID-19 patients: a retrospective study. Emerg Microbes Infect [Internet].
2021 [cited 2023 Jan 8];10(1):664—76. Available from:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33734013/

Hall VG, Ferreira VH, lerullo M, Ku T, Marinelli T, Majchrzak-Kita B, et al.
Humoral and cellular immune response and safety of two-dose SARS-CoV-2
mRNA-1273 vaccine in solid organ transplant recipients. Am J Transplant
[Internet]. 2021 Dec 1 [cited 2023 Jan 8];21(12):3980-9. Available from:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/34347934/

Hod T, Ben-David A, Olmer L, Levy |, Ghinea R, Mor E, et al. Humoral Response
of Renal Transplant Recipients to the BNT162b2 SARS-CoV-2 mRNA Vaccine
Using Both RBD IgG and Neutralizing Antibodies. Transplantation [Internet].
2021 Nov 1 [cited 2023 Jan 8];105(11):E234—-43. Available from:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/34310101/

Gilbert PB, Montefiori DC, McDermott AB, Fong Y, Benkeser D, Deng W, et al.
Immune correlates analysis of the mRNA-1273 COVID-19 vaccine efficacy clinical
trial. Science [Internet]. 2022 Jan 7 [cited 2023 Jan 8];375(6576):43-50.
Available from: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34812653/

Science Brief: SARS-CoV-2 Infection-induced and Vaccine-induced Immunity |
CDC [Internet]. [cited 2023 Jan 8]. Available from:
https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-ncov/science/science-briefs/vaccine-
induced-immunity.html

Yu Y, Esposito D, Kang Z, Lu J, Remaley AT, De Giorgi V, et al. mRNA vaccine-
induced antibodies more effective than natural immunity in neutralizing SARS-
CoV-2 and its high affinity variants. Sci Rep [Internet]. 2022 Dec 1 [cited 2023
Jan 8];12(1). Available from: https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/35173254/

210



	Portada
	INDICE
	LISTADO DE ABREVIATURAS
	ÍNDICE DE FIGURAS
	ÍNDICE DE TABLAS
	RESUMEN
	ABSTRACT
	1. INTRODUCCIÓN
	2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS
	3. MATERIAL Y MÉTODOS
	4. RESULTADOS
	5. DISCUSIÓN
	6. CONCLUSIONES
	7. LIMITACIONES DEL ESTUDIO
	8. ANEXO I. MATERIAL SUPLEMENTARIO
	9. ANEXO II. PRODUCCIÓN CIENTÍFICA
	BIBLIOGRAFÍA:

