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Resumen

INTRODUCCION

La enfermedad respiratoria causada por el nuevo coronavirus del
sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV-2) se asocia con una alta
morbilidad y mortalidad. Los profesionales sanitarios representan una cohorte

susceptible a la infeccidon debido al contacto estrecho con los pacientes.

Los estudios de seroprevalencia pueden determinar la proporcion de la
poblacién que ha sufrido una infeccidn. Son precisos para toda la comunidad,
pero también para grupos mads pequefios, como la poblacién expuesta y
vulnerable en hogares de ancianos e instalaciones de atencion médica. La
evaluacidén de la prevalencia en el personal sanitario permite analizar el nivel de

exposicidon entre dichos sujetos.

Aunque existen evidencias sustanciales sobre las respuestas
inmunolégicas contra el SARS-CoV-2, el tiempo de seroconversién y los niveles
de anticuerpos adquiridos aun no estan definidos y la correlacién entre los
niveles de anticuerpos, la protecciéon contra la reinfeccién y la inmunidad

protectora también sigue siendo desconocida.

Los objetivos de este estudio fueron evaluar la situacién infectiva y la
inmunidad adquirida frente al SARS-CoV-2 de los profesionales sanitarios del
HCDGU durante los primeros meses de la pandemia, estudiar la evolucion del
estado inmunolégico en aquellos empleados que hubieran desarrollado
inmunidad tras haber padecido la infecciédn y conocer la evolucién de su estado
inmunoldgico tras la vacunacion.

MATERIALY METODOS

Para lograr los objetivos descritos anteriormente, se llevaron a cabo tres
estudios consecutivos: en primer lugar un estudio observacional descriptivo
transversal, en segundo lugar un estudio prospectivo longitudinal y por ultimo un
estudio de cohortes prospectivo. La recogida de datos transversales y
longitudinales se realizd en el periodo comprendido entre el 24 abril de 2020 y el

15 de septiembre de 2021.
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Para el primer estudio (transversal) se realizd RT-PCR y deteccion de
anticuerpos frente a SARS-CoV-2 (IgG anti-nucleocdpside) a todo el personal que
estaba prestando sus servicios en el HCDGU durante la pandemia. Una vez
obtenidos y analizados los resultados del estudio transversal se reclutaron a
trabajadores que presentaban inmunidad frente al SARS-CoV-2 y se llevé a cabo
el segundo estudio (prospectivo longitudinal) mediante la deteccidn cualitativa
de anticuerpos (IgG anti-nucleocdpside) de forma trimestral durante un periodo

9 meses.

Por ultimo, para el estudio de cohortes se incluyé a personal del HCDGU
que habia sufrido la infeccion por SARS-CoV-2 y personal naive frente al SARS-
CoV-2, ambos grupos previamente vacunados (pauta completa con dos dosis)
con Pfizer/BioNTech Comirnaty (BNT162b2). Se realizé la deteccidon cualitativa y
cuantitativa de anticuerpos post-vacunales (IgG anti-spike) a los 3, alos 5y a los

7 meses post-vacunacion.
RESULTADOS

En el estudio transversal se incluyeron 2754 trabajadores del HCDGU
reclutados entre el 25 de abril 2020 y el 10 de junio de2020. El 1,1% de los
profesionales sanitarios tuvieron RT-PCR positiva en el momento del estudio. Se

detectaron anticuerpos tipo 1gG frente al SARS-CoV-2 en 450 (16,3%).

La seroprevalencia fue mayor en aquellos sin formacién especifica frente

al SARS-CoV-2 que en los que la habian recibido (18,6% vs 14,5% p= 0,035)

Para el estudio prospectivo se incluyeron 168 trabajadores del HCDGU
gue presentaban anticuerpos tipo IgG antinucleocdpside, reclutados a partir del
estudio transversal. La prevalencia de anticuerpos IgG antinucleocdpside a lo
largo del seguimiento fue disminuyendo durante los tres controles realizados
(83,3%, 52,1% y 24,0% respectivamente; p <0,001). Del total de sujetos que
finalizaron el seguimiento(N=129) el 24,0% mantuvieron anticuerpos tipo IgG
frente al SARS-CoV-2, mientras que el 76,0% de los mismos habian negativizado

tras 9 meses de seguimiento.
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Resumen

El aumento de la edad se asocid con una mayor durabilidad de los

anticuerpos anti-SARS-CoV-2.

Para el estudio de cohortes se incluyeron 122 trabajadores del HCDGU; 58
gue habian sufrido la infeccion por SARS-CoV-2 y 64 sujetos naive frente al SARS-
CoV-2, ambos grupos previamente vacunados (pauta completa con dos dosis)

con Pfizer/BioNTech Comirnaty (BNT162b2).

Todos los individuos incluidos en el estudio (N=122) presentaban niveles
de anticuerpos IgG anti-Spike detectables y todos ellos mantuvieron niveles de
los mismos por encima del punto de corte (>50AU/ml) hasta el final del

seguimiento.

Al analizar los niveles de anticuerpos IgG anti-S (AU/ml) a lo largo de los 7
meses de seguimiento tanto en el grupo con infeccidn previa como en el grupo
de sujetos sin infeccidn previa se observé un descenso estadisticamente

significativo (p<0,001).

La reduccidon global en los titulos de anticuerpos al finalizar el
seguimiento en el grupo sin infeccion previa fue superior al observado en
aquellos que habian padecido la infeccion, 85% vs 75,6%, respectivamente

(p<0,001).

Los titulos de anticuerpos detectados en cada uno de los controles fueron
mas elevados en los sujetos con infeccién previa que en aquellos sin evidencia de
infeccidn (p<0,001). En nuestros resultados no encontramos asociacion entre los
titulos de anticuerpos detectados, ni en el porcentaje de disminuciéon de los

mismos con las variables sexo y edad.
CONCLUSIONES

Los datos de seroprevalencia del SARS-CoV-2 entre los profesionales
sanitarios de nuestro hospital se encuentran dentro de los limites esperados
(16,3%). El porcentaje de sujetos infectados en el momento del estudio fue de

1,1%.
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Resumen

La formacién especifica frente al SARS-CoV-2 reduce los contagios en los

profesionales sanitarios.

Un alto porcentaje de los profesionales sanitarios no mantuvieron
(inmunidad natural) niveles de anticuerpos (IgG anti-nucleocapside) al finalizar el
seguimiento de 9 meses. Casi la mitad de los trabajadores perdieron los

anticuerpos a los 6 meses.

La inmunidad generada por la vacuna disminuye de forma significativa a
lo largo del tiempo. Esta disminucion es mas pronunciada en los sujetos que no

han padecido la COVID-19.
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INTRODUCTION

The Respiratory disease caused by the new severe acute respiratory
syndrome coronavirus (SARS-CoV-2) is related to high morbidity and mortality.
Healthcare workers (HCWs) are a cohort susceptible to infection due to close

contact with patients.

Seroprevalence surveys can provide relevant information on the
proportion of the population who has experienced an infection. They are
accurate for the entire community, but also for smaller groups, such as the
exposed and vulnerable population in nursing homes and healthcare facilities.
The evaluation of the prevalence in HCWs allows us to analyze their level of

exposure.

Although there are substantial evidences on immune responses against
SARS-CoV-2, seroconversion time and acquired antibody levels are not yet
defined and the correlation between antibody levels, protection against

reinfection and protective immunity still remain unknown.

The aim of this study was to investigate, during the first months of the
pandemic, the infective status and acquired immunity against SARS-CoV-2 on the
HCWs in the Hospital Central de la Defensa Gomez Ulla (HCDGU). The study also
aims to measure the evolution of the immune status in those employees who
had developed immunity after being infected as well as the evolution of their

immune status after vaccination.

MATERIAL AND METHODS

In order to achieve the objectives previously mentioned, three
consecutive surveys were carried out. Firstly a descriptive cross-sectional
observational study, secondly a prospective longitudinal study, and finally a
prospective cohort study. Cross-sectional and longitudinal data collections were

undertaken from April 24, 2020 up to September 15, 2021.
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A real time PCR test (RT-PCR) and the detection of antibodies against
SARS-CoV-2 (antinucleocapsid 1gG) were performed for the first cross-sectional
study to any member of the staff who was providing services at the HCDGU
during the pandemic. Once the outcomes of the cross-sectional survey had been
obtained and analyzed, workers with immunity against SARS-CoV-2 were
recruited. The second survey (longitudinal prospective) was undertaken through
the qualitative detection of antibodies (antinucleocapsid IgG) during nine months

on a quarterly basis.

Finally, for the cohort study, HCWs from HCDGU who had suffered SARS-
CoV-2 infection as well as the naive personnel against SARS-CoV-2 were included,
both groups previously vaccinated (a full two doses regimen) with
Pfizer/BioNTech Comirnaty (BNT162b2). Qualitative and quantitative detection
of post-vaccination antibodies (anti-spike 1gG) was performed at three, five and

seven months post-vaccination.
RESULTS

The cross-sectional study included 2 754 HCDGU workers recruited from
April 25, 2020 up to June 10, 2020. At the time of the survey 1.1 % of HCWs were
tested RT-PCR positive. IgG-type antibodies against SARS-CoV-2 were detected in
450 (16, 3 %).

The seroprevalence was higher in those without specific training against

SARS-CoV-2 than in those who had being trained (18, 6 % vs 14,5 % p = 0,035).

Regarding the prospective study, 168 HCDGU workers with
antinucleocapsid 1gG antibodies were included, recruited from the cross-
sectional study. The prevalence of antinucleocapsid IgG antibodies throughout
the follow-up decreased in the three controls performed (83, 3%, 52,1 % and
24,0 % respectively, p <0,001). Of the total number of participants who
completed the follow-up (n=129), 24,0 % maintained IgG-type antibodies against
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SARS-CoV-2, while 76,0 % of them became negative after a nine months follow-

up.

Increasing age was associated with greater durability of anti-SARS-CoV-2

antibodies.

The cohort study included 122 HCWs from HCDGU; 58 had suffered SARS-
CoV-2 infection and 64 were naive personnel against SARS-CoV-2. Both groups
were previously vaccinated (a full two doses regimen) with Pfizer/BioNTech

Comirnaty (BNT162b2).

All the participants included in the study (n=122) had detectable anti-
Spike IgG antibody levels above the cut-off point (> 50 AU/mL); those levels were

maintained until the end of the follow-up.

During the seven months follow-up, the analysis of the levels of anti-S IgG
antibodies (AU/mL) showed a statistically significant decrease (p <0,001) on

either groups with and without prior infection.

The global reduction in antibody titers at the end of follow-up in the
group without prior infection was higher than that observed in those who had

suffered the infection, 85 % vs 75,6 %, respectively (p <0,001).

The antibody titers detected in every controls were higher in subjects
with prior infection than in those without evidence of infection (p<0,001). In our
results, we did not find a link between the antibody titers detected, nor in the

percentage of their decrease with sex and age variables.

CONCLUSION

The SARS-CoV-2 seroprevalence data among HCWs from our hospital was as
expected (16, 3%). The percentage of infected participants at the time of the survey was

low (1,1%). Specific training against SARS-CoV-2 reduces infections in HCWs.

11
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A high percentage of HCWs did not maintain (natural immunity) antibody levels
(antinucleocapsid 1gG) at the end of the nine months follow-up. Almost half of our

workers lost their antibodies at 6 months time.

The immunity generated by the vaccine decreases significantly with time.

The decrease is higher among subjects that have not been infected by COVID-19.

12
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1. Antecedentes historicos

La enfermedad es parte de la historia de la humanidad. En la actualidad
estamos sufriendo la pandemia del coronavirus, pero desde que el ser humano
empezd a organizarse en sociedad creando nucleos de personas que convivian
juntos en un mismo territorio, las enfermedades infecciosas han ido adquiriendo
un especial protagonismo?. La aparicién y propagacién de las mismas se produjo
con regularidad a lo largo de la historia, debido a la expansién de los
intercambios entre comunidades, con el consiguiente aumento de las
interacciones entre humanos y animales facilitando la transmision de patégenos
zoonoticos, la expansion de las ciudades, la extensiéon de los territorios

comerciales, el aumento de los viajes y los efectos en los ecosistemas?.

A medida que la poblacion mundial fue creciendo, cuando una
enfermedad se expandia y afectaba a varias zonas del mundo, convirtiéndose en
una amenaza para la poblacidon, se empezaron a documentar las primeras
pandemias. Estas pandemias en ocasiones consiguieron transformar a las
sociedades en las que aparecieron y, probablemente, han influido en el curso de
la historia. Durante siglos, la implementacién de medidas de salud publica como
el aislamiento, la cuarentena y el control de fronteras ayudaron a contener la

propagacién de estas enfermedades y a mantener la estructura de la sociedad. 3
Las mas relevantes se resumen a continuacion:
1. Peste de Justiniano

La peste es causada por la bacteria Yersinia pestis, transmitida por pulgas

gue actian como vector y su reservorio principal son los roedores.

La peste de Justiniano comenzd en Egipto y se propagd por todo el
Imperio Romano de Oriente y sus vecinos. Entre los afios 541 y 543, causo cerca
de 100 millones de muertes en el Imperio y principalmente en Constantinopla (la
actual Estambul)*. La capital perdié una cuarta parte de su poblacién, y el propio

emperador (Justiniano) estuvo a punto de morir. La estructura muy desarrollada
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del Imperio Romano facilité la dispersiéon de la enfermedad a lo largo de sus

rutas comerciales y militares.

Sin embargo, no hay constancia de que afectara a las sociedades
barbaras, menos organizadas, fuera de limites de Roma. Las consecuencias
econdémicas fueron desastrosas, ya que hubo momentos en que el nimero de

fallecidos superaba el de vivos.

La alta mortalidad causada por la enfermedad podria haber contribuido al
debilitamiento vy, finalmente, al declive del Imperio Bizantino*. Era la primera
epidemia de peste de la que se tiene constancia. Después de esta pandemia
inicial, ocurrieron brotes intermitentes de peste cada 8 a 12 afios durante dos

siglos y luego desaparecieron por razones desconocidas.
2. Peste negra

La segunda pandemia de peste se origind en Asia central y comenzo a
extenderse hacia el oeste a lo largo de las principales rutas comerciales. A su
llegada al mar Mediterraneo, la enfermedad se propagd con rapidez, en especial
por trafico maritimo a Italia, Grecia y Francia y mas tarde a todo el continente
europeo por tierra®. Durd en Europa hasta principios del siglo XIX y provocé 200

millones de fallecidos.

La peste negra era ya una vieja conocida cuando se vivié el peor
momento de esta enfermedad entre 1346 y 1353. Era famosa por sus
antecedentes, sin embargo se desconocia por completo tanto sus causas como
su tratamiento. Esto, junto con la gran velocidad de propagacioén, la convirtié en
una de las mayores pandemias de la historia®. Se estima que la peninsula Ibérica
habria perdido el 65% de la poblacién y en la region italiana de la Toscana, entre

el 50y el 60%°.

La peste negra acabo con al 30% de la poblacion europea y hubo
sucesivas oleadas en diferentes ciudades como Milan (1630), Londres (1665-
1666) y Marsella (1720-1722). Esto sugiere que Yersinia pestis puede haber

persistido en reservorios de roedores y reaparecer en la poblaciéon humana’ .
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La bacteria desaparecio de Europa y esto podria estar relacionado con la
extincion de reservorios de roedores locales® . En ese momento, como ya se ha
mencionado, no existia un tratamiento eficaz contra la peste. Los guardias
armados impusieron un corddn sanitario a lo largo de las rutas de transito y en
los puntos de acceso a las ciudades. Se logré una separacién permanente entre
personas sanas e infectadas en los campamentos y luego en los hospitales de
peste. Las ciudades portuarias estaban cerradas a los buques que llegaban de
areas infectadas por la peste. Los barcos con sospecha se pusieron en
cuarentena, los pasajeros y la tripulacién se aislaron. Dichas navegaciones se
fumigaron y fueron retenidas durante 40 dias. La peste negra diezmo la Europa
medieval y tuvo un impacto significativo en su desarrollo socioecondmico,

cultura, arte, religiéon y politica®.
3. Viruela

La viruela se origind por el llamado Variola virus. Su afectacion en los
seres humanos es conocida desde hace al menos 10.000 afos. Durante varios
siglos, continuas epidemias devastaron a la poblacion. El nombre de viruela, cuyo
significado es “pustula pequena”, hace referencia a las lesiones que aparecian en
la piel y tejidos de los pacientes infectados. Era una enfermedad grave y muy
contagiosa que extermind la poblacion mundial desde su aparicién, llegando a

tener una tasa de mortalidad del 30%. 1°

Después de afectar durante milenios al viejo mundo, debido a la
conquista de América se extendid por el nuevo mundo. Los recién llegados
habian cruzado el océano y, de esta manera, contagiado a las poblaciones
nativas las cuales tenian defensas muy bajas frente a nuevas enfermedades.
Durante el siglo XVIII, en Europa, tuvo un periodo de expansiéon dramatico,
infectando y desfigurando a millares de personas. La viruela es una de las
enfermedades que, por fortuna, se ha conseguido erradicar mediante la
inmunizacidon®. Fue gracias a la lucha contra esta enfermedad cuando se
descubrié la primera vacuna. La britanica Lady Montagu, observdé cémo en

Turquia los que se pinchaban con agujas impregnadas en pus de viruela de las
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vacas no contraian la enfermedad. Divulgd el procedimiento pero no consiguio el
apoyo de la clase médica que siguié desconfiando del método, hasta que el
cientifico Edward Jenner, casi cien afios después, probd su eficacia y desarrolld

finalmente la vacuna.

En 1977 se registré el ultimo caso de contagio del virus, que desde

entonces se considera extinguido?.
4. Gripe espafola

La pandemia de la gripe espafiola es una de las mads graves de la historia.
Fue producida por el virus de la gripe A/HIN1 que, parece ser, surgié por
adaptacion genética de un virus de influenza aviar existente a un nuevo huésped

humanotl.

Aunque se conoce como gripe espafola, los primeros casos se
documentaron en Estados Unidos. En marzo de 1918, durante los ultimos meses
de la Primera Guerra Mundial (1914-1919), un soldado acudié al botiquin de su
centro de instruccion quejdndose de fiebre!? (Figura 1). Pocas horas después,
cientos de reclutas enfermaron con clinica similar y a lo largo de las semanas
siguientes cayeron enfermos muchos mas. En abril de ese mismo afio, este
contingente llegd a Europa propagando asi el virus por toda su extension. Se
denomind “gripe espafiola” porque Espaiia se mantuvo neutral en la Gran Guerra
y fue el Unico pais donde la informacion sobre la pandemia circulaba con
libertad, en contraste con el resto de paises implicados en el conflicto armado
que trataban de ocultar los datos?. Esta cepa del virus de la gripe A/HIN1 se
globalizo y extendiod por todo el mundo gracias al masivo y rapido movimiento de
militares que se repartian por los frentes europeos. Los sistemas de salud de
todos los paises se desbordaron y las funerarias no daban abasto. La pandemia
de influenza de 1918-1919 provocd 500 millones de infectados y 50 de
fallecidos®.Las gripes antes conocidas reportaban altas tasas de mortalidad en

los muy jovenes (<5 afos) y los ancianos (> 65 afios). Sin embargo, la pandemia
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de 1918-1919 mostré una curva de mortalidad con altas tasas de letalidad

también en los jovenes sanos adultos de 20 a 40 afios' .

“SPANISH” INFLUENZA

“Spanith " influenza is ordinary influenza associated with
Symptoms.—The onset s, gesecally. suides, boginning  with 8 chill
g.mﬁmw bigh fever. - Hoadache aad bacache sosag folloved by +
geseral aching of the body, aod extremp weskness, Sonhnu!h diseasn
hegivs with Maiunﬁwﬁwﬂm%mmdm
gt o
.., Oocasionally the stack s wsbered in by— -
; (a) Vwimmmmwb{‘ﬂtﬂw?;l
(8) A sudden faint; o : A
{c) An epileptiform &¢; o
bR TR

N A . O

Figura 1. Gripe espafiola

Fuente: www.nationalgeographic.com.es

5. Gripe asidtica

La segunda pandemia de la gripe se registré por primera vez en la
peninsula de Yunan, China (1957-1959), fue causada por un nuevo subtipo de la
gripe A /H2N2'°, una variante que procedia del virus de 1918, debido a la

adquisicion y reordenamiento de 3 nuevos segmentos de genes aviares?.

La transmisién sostenida del nuevo virus comenzé en diciembre de 1957
con oleadas recurrentes durante varios afos. La mortalidad mundial de la
pandemia de influenza de 1957-1959 se estimd en 1 a 2 millones de personas?®.
Afecté a un mayor numero de nifios en edad escolar hasta adultos jovenes de
hasta los 35 o 40 afios de edad. Los adultos mayores fueron menos afectados,
incluidos los de mas de 60 afios. Esta distribuciéon inusual se atribuyd a la
ausencia de anticuerpos protectores entre nifios y adultos de mediana edad’. La
neumonia bacteriana secundaria fue una causa relativamente menor de muertes
en comparacién con la gripe del 18, posiblemente como resultado del uso

generalizado de antibidticos?®.

En 1952, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) habia realizado una

red mundial de vigilancia del virus de la influenza que proporcionaba informacidn
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sobre la aparicion y propagacion de éste. Las medidas de contencion (como el
cierre de colegios y guarderias, la prohibicion de reuniones publicas) fueron
diferentes de un pais a otro, pero solo se logré retrasar la aparicion de la

enfermedad unas semanas?.

En aquel momento la vacunacién contra la influenza no consiguié tener

un impacto significativo en la pandemia, debido a una cobertura inadecuada®®.
6. Gripe de Hong Kong

Tan solo diez afos después de haber superado la ultima gran pandemia
de gripe, aparecid, de nuevo en Asia, la llamada gripe de Hong Kong. Una
variacion del virus de la gripe A (H3N2). El nuevo reordenamiento reemplazé al
virus A / H2N2 que circulaba en la poblacién humana desde 1957. Fue registrada
en esta ciudad en 1968 y se expandié por todo el mundo con un patrén muy
parecido al de la gripe asiatica. Se estimd que la tasa de mortalidad mundial de la
pandemia de 1968-1970 fue de 0,5 a 2 millones?® .La edad media al fallecer fue
de 62 a 65 afos. La pandemia de influenza de 1968-1970 fue mas leve en todos
los paises y parecida a las epidemias estacionales graves. No se implementaron

medidas de contencion especificas durante esta pandemiaZ.
7. Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH)

De las pandemias mas recientes conocidas por el ser humano vy, a su vez,
con mayor gravedad, destacamos la del Virus de Inmunodeficiencia Adquirida, el
VIH. Dicho virus es causante del SIDA (Sindrome de Inmunodeficiencia
Adquirida), un conjunto de sintomas que se manifiestan cuando la infeccién ha
llegado a una etapa clinica e inmunoldgicamente critica?l. Los primeros casos
que se registraron y documentaron tuvieron lugar en 1981, concretamente se
informaron cinco casos, dos de los cuales fueron mortales; era un cuadro clinico
desconocido hasta ese momento. Desde entonces se fue extendiendo por todo
el mundo, centrando gran parte de los esfuerzos de las organizaciones mundiales
de la salud?!. Su estudio y descubrimiento se llevd a cabo gracias al trabajo de

dos equipos de investigadores, uno en el Instituto Pasteur de Paris (Francia) y el
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otro en el Instituto de Virologia Humana de la Universidad de Maryland en

Baltimore (Estados Unidos).

Tras la caracterizacidén del virus, se sugirieron distintas hipdtesis sobre
cudl podria haber sido su origen. Una de estas ubica el origen del virus en Africa
ecuatorial. El virus de inmunodeficiencia simia habria mutado ocasionando un
salto entre especies hasta llegar a los humanos en algin momento del siglo XX.
Como se ha mencionado anteriormente, los primeros registros de la enfermedad
corresponden a 1981, pero a pesar de ello ciertas investigaciones realizadas
posteriormente muestran que algunos sujetos ya habian contraido la infeccién
por lo menos en la década de 1950. En el afio 1984, un estudio identificd a un

asistente de vuelo de " Air Canadd " como el "paciente cero", la persona que
llevd el virus de Africa ecuatorial a Occidente, donde se difundié con rapidez
entre la comunidad homosexual??. Su contagio se produce por contacto con
fluidos corporales (transmisién sanguinea, vertical, sexual). A pesar de que estas
vias de transmision lo hacen menos contagioso que otros virus como la gripe, el
desconocimiento inicial permitid que se expandiera con mucha rapidez. Se

calcula que el VIH ha podido causar alrededor de 25 millones de muertes en todo

el mundo.

Para que una enfermedad se denomine pandemia debe propagarse por
todo el mundo, extendiéndose a varios paises de diferentes continentes y
afectando a un gran numero de personas. Es decir, este término no implica una
gravedad mayor o menor de la enfermedad, sino una propagacion rdpida y
mundial. Segun la OMS, se produce una pandemia cuando aparece un nuevo
virus que se propaga por todos los paises y la mayor parte de la poblacién no es

inmune al mismo3.
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2. Situacion actual

La pandemia COVID-19 (enfermedad por Coronavirus), producida por un
nuevo coronavirus, el SARS-CoV-2 (nuevo coronavirus del sindrome respiratorio
agudo severo), se ha transformado en poco tiempo en una amenaza para la
humanidad, desencadenando la peor crisis sanitaria de este siglo. Mdas de 144
millones de personas han sido ya infectadas por el virus y mas de 3 millones han

muerto en todo el mundo como resultado de esta infeccion?3.

El 31 de diciembre de 2019, varios pacientes de Wuhan (Republica
Popular China) desarrollaron neumonia e insuficiencia respiratoria que
recordaban a la epidemia de SARS (sindrome respiratorio agudo severo) de

2003%,

Fue entonces cuando la Comisién Municipal de Salud y Sanidad de Wuhan
(provincia de Hubei, China) informé sobre 27 casos de neumonia de etiologia
desconocida, con una exposicidn comun a un mercado mayorista de marisco,
pescado y animales vivos, incluyendo siete casos graves?. El inicio de los
sintomas del primer caso fue el 8 de diciembre de 2019. A principios de enero de
2020, concretamente el 7 de enero, se comunicd la identificacién el agente
causante de dicho brote, un betacoronavirus, un nuevo tipo de virus de la familia
Coronaviridae que posteriormente se ha denominado SARS-CoV-2 y cuya
secuencia genética fue compartida el 12 de enero?®. Fue aislado a partir de

lavado broncoalveolar de dichos pacientes?’.
El cuadro clinico asociado a este virus se ha denominado COVID-19.

La infeccion por este coronavirus se extendidé primero dentro de la
Republica Popular de China y mds tarde a varios paises de Asia® antes de ser

detectado en Italia e Iran.

En las primeras semanas de la pandemia casi todos los casos reportados
en distintos paises afectados se relacionaban con personas que habian viajado

recientemente desde China, Irdan o Italia, lo que demostré cdmo los viajes
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internacionales desde unos pocos paises con una transmisién importante del

SARS-CoV-2 podrian haber sembrado brotes en todo el mundo.

El dia 11 de marzo de 2020 fue proclamada por la OMS pandemia a nivel

mundial.

El primer caso en Espafia fue reportado el dia 31 de enero de 2020 y el
primer fallecido se reportd el 13 de febrero del mismo afio, cuando el total de
casos confirmados en Espafia era aun de 3. Ante el crecimiento exponencial de
casos confirmados, el 14 de marzo de 2020 fue declarado el estado de alarma,
con una cifra que ascendia a 6.332 casos, de los cuales 517 se habian

recuperado, pero 193 habian fallecido?°.

La pandemia se ha divido en varias olas a lo largo del tiempo, la primera
comprendida entre los meses de enero a junio de 2020, la segunda de
septiembre a diciembre de 2020, una tercera ola marcada por las reuniones
navideiias comprendida de enero a marzo de 2021 y la cuarta ola todavia en
curso que se inicid a principios de abril de 2021, favorecida por las vacaciones de

Semana Santa.

A fecha 13 de mayo de 2021 se han detectado 158.651.638 casos a nivel
global y el numero de fallecidos asciende a 3.299.764. A la cabeza en niumero de
casos confirmados y niumero de fallecidos estan los siguientes paises: EEUU,

India y Brasil.

En Europa se han notificado 51.709.930 casos confirmados en esta misma
fecha (13 de mayo 2021) y los paises europeos mas afectados son Francia, Rusia

y Turquia®®.

En Espafia, el nUmero de casos confirmados asciende a 3.592.751 con un
total de 79.205 fallecidos®® a 13 de mayo de 2021. Las comunidades auténomas

con mayor numero de casos son: Madrid, Cataluina y Andalucia.

A finales del pasado afio comenzaron las campafias masivas de

vacunacion en varios paises, incluido Espafa. Las vacunas empleadas en nuestro
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pais son las siguientes: vacuna de Pfizer (dos dosis), Moderna (dos dosis),
AstraZeneca (dos dosis) y Janssen (una dosis). A 13 de mayo de 2021 se han
administrado un total de 20.623.815 dosis, el niumero de personas con una sola
dosis administrada es de 14.318.348 (30,2% de la poblacién) y con la pauta

completa 6.502.978 personas que supone un 13,7% de la poblacién (Figura 2)3L.

Los coronavirus (CoV) constituyen una familia de virus que producen
infeccion en los seres humanos y ciertos animales, incluyendo mamiferos como
camellos, gatos y murciélagos y aves. Pueden transmitirse de los animales a los
humanos, por ello estd considerada enfermedad zoondtica32. Dentro de la familia
de coronavirus no todos afectan a los humanos; los que si lo hacen (HCoV)
producen habitualmente cuadros clinicos similares a un resfriado comun con
patrén estacional en invierno, pero en otras ocasiones pueden ser altamente
patdégenos y causar cuadros mas graves como los producidos por los virus del
Sindrome Respiratorio Agudo Grave (SARS) y del Sindrome Respiratorio de
Oriente Préximo (MERS-CoV)33. El virus del SARS ocasiond en 2003 cerca de
8.000 casos confirmados en 28 paises, con una letalidad del 10% y desde
entonces no se ha vuelto a notificar ningln otro caso3,sin embargo del MERS-
CoV se han notificado mdas de 2.500 casos desde 2012 (la mayoria se han

detectado en Arabia Saudi), con una letalidad de 34%.
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Personas con_al menos 1 dosis Personas con pauta completa

Mayores de 60 afnos Mayores de 60 anos

89,1%

G60-69 arfos

79,1%

TO-79 afos

93,6%

+380 afos

42,2%

BS0-69 anos

7.1%%

TO-79 afnos

49,8%

+=530 afnos

100,0% 97,9%

Figura 2. Vacunacién por grupos de edad

Fuente: www.mscbs.gob.es

3. Fuente de infeccidn y transmision

3.1. Fuente de infeccion

El estudio y andlisis de las secuencias gendmicas demuestran que, al igual
que en otros brotes de coronavirus, la infeccidon se produce a través de un salto
de hospedador del microorganismo desde otra especie de origen animal al
humano. En este momento se desconoce con exactitud cual es el reservorio
natural, ya que no ha sido posible detectar ningin animal vinculado con el
momento y el lugar de origen de la pandemia®®, pero existen evidencias
cientificas que apuntan a que el reservorio del SARS-CoV-2 son los murciélagos y
que de éstos saltd a un hospedador intermediario. En el sureste de China, hace
unos anos, se aisld6 en un murciélago un virus cercano al SARS-CoV-2

denominado Bat CoV RATG133¢, por ello la hipdtesis mds aceptada sobre el
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origen del SARS-CoV-2 es que un virus de murciélago haya podido evolucionar
hacia el SARS-CoV-2. Recientemente se ha detectado un coronavirus muy
relacionado en pangolines, lo que sugiere que estos podrian actuar de

hospedadores intermediarios®’.

Ecologia del SARS-CoV-2

El SARS-CoV-2 se encuentra en mayores concentraciones en las vias
respiratorias altas al inicio de la enfermedad, posteriormente aumenta en las

vias respiratorias inferiores3® 39 40,

También se ha detectado en niveles bajos en otros drganos como
corazon, cerebro, rifidn, higado o sangre*!. En el exterior del cuerpo humano
este virus es mas estable en condiciones de baja temperatura y baja humedad,
mientras que las temperaturas elevadas y la mayor humedad disminuyen su vida

media®? .

Se ha podido demostrar que se puede detectar en forma de aerosol y
permanece viable hasta 3 horas en el aire; en materiales como el cartén puede

perdurar hasta 24 horas y en plastico o acero inoxidable dos o tres dias*.

Al igual que se observé con el virus MERS, donde muchas superficies en
contacto con el paciente fueron contaminadas por el virus*, el ARN viral del
SARS-CoV-2 se ha encontrado en las zonas ocupadas por los pacientes afectados
(zona sucia) mas que en otros lugares del hospital, ademas se ha documentado
contaminacién de los bafios (taza del WC, lavabo y manillares de la puerta) y de

los ventiladores de aire.

26



#£2% Universidad
@,{f:f:-. de Alcald

Introduccién

3.2. Transmision

3.2.1. Transmision humano-humano

La transmisidén humano-humano se establecié en las primeras semanas
de la pandemia, cuando se demostré que el virus se propagaba por medio de
gotas al toser o estornudar. Gracias a la evidencia cientifica acumulada se
consideran varias rutas de transmision, siendo la principal mediante inhalacién
de aerosoles y gotas respiratorias emitidas por los enfermos. También se puede
producir la transmision a través del contacto con objetos o superficies
contaminadas (fémites). La transmisién madre-hijo es posible, pero poco
frecuente. Otras rutas de transmisidn como la fecal-oral, sexual y sanguinea no

han sido documentadas. A continuacion se resumen todas ellas.

a. Transmision respiratoria

El tracto respiratorio superior es el primer lugar de replicacién viral, con la
subsiguiente infeccion descendente. El escenario ideal de transmisién para el
SARS-CoV-2 es un lugar cerrado y ruidoso en el cual la gente debe vocear para
comunicarse. Hablar y gritar en voz alta emite un flujo de gotas o aerosoles
cargados de viriones. Los aerosoles permanecen en el aire durante minutos y son

capaces de infectar a las personas a distancia (Figura 3).

El SARS-CoV-2 se transmite a través de gotitas de mas de 5-10 micras de
didmetro, comunmente denominadas gotitas respiratorias, y a través de

particulas mas pequefas, <5 micras de diametro, que se denominan aerosoles.

Ahora se acepta que no hay evidencia real de que los patdgenos del

SARS-CoV-2 deban transportarse solo en grandes gotitas?®.

Al comienzo de la pandemia, la transmision por aerosol del SARS-CoV-2,

en general, no fue aceptada; sin embargo, en unos meses, se hizo evidente que

27



‘\“*3‘" Universidad
Introduccidn &4 de Alcala

en algunos grupos, por ejemplo en coros*” *8, centros comerciales®® o

restaurantes se explicaba mejor por la transmision por aerosoles.

Dependiendo de su tamafo, los aerosoles de 15 micras a 100 micras
llegan al tracto respiratorio superior, los aerosoles de 5 a 15 micras pueden llegar
a la traquea y los bronquios principales y los aerosoles menores o iguales a 5

micras tienen la capacidad de llegar hasta los alveolos.

Los aerosoles producidos al respirar o hablar son, en mas del 80%, muy
pequefios (<2,5 micras), proceden de los pulmones y en promedio se generan
unos 500 por litro de aire exhalado. La tos produce 3.000 particulas y los
estornudos 40.000, en su mayoria pequeiias (1-10 micras) que proceden del

tracto respiratorio superior>L.

Las condiciones para demostrar la transmisién de SARS-CoV-2 mediante
aerosoles son las siguientes®? : dichos aerosoles generados deben contener
microorganismos viables, estos microorganismos deben estar en cantidad
suficiente y demostrar su capacidad para generar infeccidén y, por ultimo, que los

tejidos diana de estos microorganismos sean accesibles®.
A la vista de las pruebas encontradas®® >>se puede establecer que:
e Los aerosoles generados contienen virus viables.

e Los virus contenidos en aerosoles tienen la capacidad de producir
infeccion, en especial, en determinadas circunstancias: en las proximidades del
caso indice durante mucho tiempo y en espacios cerrados y mal ventilados. En

estas condiciones, pueden coexistir varios mecanismos de transmisién.

e Los tejidos diana son accesibles para aerosoles de cualquier tamafio con

puertos de entrada en cualquier parte del tracto respiratorio.
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Figura 3. Transmisién del SARS-CoV-2.

Fuente: www.covidreference.com

b. Transmisidon por fomites (superficies contaminadas)

Al comienzo de la pandemia de SARS-CoV-2, no estaba claro en qué
medida la transmisién a través de fomites era epidemioldgicamente relevante.
Un fémite es cualquier objeto inanimado que, contaminado o expuesto a
agentes infecciosos como un virus, puede transferir una enfermedad a otra

persona.

En estudios experimentales con altos indculos (107 copias de ARN viral) de
SARS-CoV-2 (mucho mas grande que lo que contiene una gota de secrecién
respiratoria después de toser o estornudar), se pudo identificar virus viable en
superficies de cobre, cartdn, acero inoxidable y plastico a las 4, 24, 48 y 72 horas,
respectivamente, a 21-23 2C y con 40% de humedad relativa®*. En condiciones
reales, en entornos donde hay pacientes infectados, el virus SARS-CoV-2 se ha

encontrado repetidamente en superficies inanimadas del entorno de los
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pacientes (camas, bafios, picaportes...) tanto en entornos hospitalarios como en
los hogares de los pacientes®®, aunque el cultivo no ha sido posible®’. Tras los
habituales procesos de desinfeccidn, el material genético del virus se detecta en
pocas ocasiones, incluso en las Unidades de Cuidados Intensivos y en las pocas
ocasiones en las que se ha detectado no se ha podido cultivar, lo que, en
principio, apunta a una ausencia de viabilidad®®. Estas observaciones parecen
indicar que con los métodos de limpieza y desinfeccién recomendados, la

transmision por fomites seria muy rara®°.

Las personas que entran en contacto con superficies potencialmente
contaminadas también entran en contacto con personas enfermas en un
contexto de alta transmisién comunitaria, lo que dificulta la demostracion de

transmision exclusiva a través de este mecanismo.

c. Transmision madre-hijo

La transmision vertical ocurre raramente; en aquellos casos en los que ha
sucedido se considera que se debe al contacto estrecho entre madre e hijo tras

el nacimiento.

En algunos casos en los que el recién nacido presentd sintomas de la
COVID-19 se detectd ARN del SARS-CoV-2 en la placenta, asi como en células
fetales mononucleares; lo que demuestra la transmision vertical del virus®, En
otros estudios se ha detectado en la placenta la expresién, aunque en cantidades
minimas, de los receptores ACE2 (Enzima convertidora de angiotensina 2). En
otras infecciones de transmisidn vertical (Zika o el citomegalovirus) sus
receptores se expresan fuertemente en la placenta. Todo lo anterior sugiere que,
aunque la via de transmisién vertical es posible, la transmision ocurriria,
principalmente, después del nacimiento, debido al contacto del bebé con las
secreciones respiratorias de la madre®. En cuanto a la transmisién a través de la
leche materna, solo se ha podido detectar ARN en la leche, pero sin viabilidad del
virus y, en los casos detectados, no se ha podido descartar la transmisién por

contacto®?.
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d. Otras vias de transmision

Heces y orina

Actualmente no hay evidencia de transmision fecal-oral SARS-CoV-2
relevante. Aunque existe una alta concentracion de receptores ACE2 en el
intestino delgado®, y se ha informado de la presencia prolongada de ARN viral
del SARS-CoV-2 en muestras fecales?’ , el virus vivo se ha detectado rara vez® %7,
Las manifestaciones clinicas gastrointestinales, aunque presentes, no son
demasiado frecuentes®® 27 , lo que indicaria que esta via de transmisién, de

existir, tendria un menor impacto en la evolucién de la epidemia.

Transmision sexual

Se desconoce si es posible la transmision puramente sexual. El SARS-CoV-
2 no parece estar presente en el semen. Los estudios publicados hasta hoy
mostraron ARN viral, pero no virus infeccioso en el semen® y ARN viral en el
fluido vaginal en solo una ocasién®. En un pequefio estudio de Orleans, no hubo
transmisidn entre parejas discordantes (cinco parejas) que continuaron teniendo
relaciones sexuales mientras una de las parejas estaba en el periodo de

contagio®®.

Sangre vy hemoderivados

El riesgo de transmisién del SARS-CoV-2 a través de la sangre o los

productos sanguineos se considera muy bajo.

Después del cribado de 2.430 donaciones en tiempo real (1.656 plaquetas
y 774 sangre total), se encontraron muestras de plasma positivas para ARN viral
de 4 donantes asintomaticos®’, pero no hubo evidencia de replicacion del virus.

No hay hasta el momento ningun caso confirmado de transmision por sangre.
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3.2.2. Transmision animal-animal/animal- humano

Hay ciertos animales como los hurones, los visones y los felinos que son
susceptibles a la infeccién y pueden llegar a desarrollar la enfermedad con
afectacion respiratoria y/ o gastrointestinal. Los perros también pueden

desarrollar la enfermedad pero en menor medida.

Tras el inicio de la pandemia, en la ciudad de Wuhan se analizaron 102
gatos que habian estado en contacto con pacientes infectados, y el 14% tenian

anticuerpos frente al SARS-CoV-28 .

En la ciudad de Hong-Kong se detecté ARN del virus en dos perros y en
Bélgica en un gato; en ambos casos animales de compafiia que vivian con un
enfermo de COVID-19%8. Asi mismo se han ido detectando brotes en granjas de
visones en distintos paises. En una granja de Holanda, se pudo demostrar que
varios trabajadores contrajeron la infeccion, debido a transmisién desde visones

enfermos®®.

A pesar de lo descrito, se considera que hay muy pocos casos de posible
transmisién desde los animales a los humanos, por lo cual este tipo de
transmisién no tiene una gran contribuciéon en la pandemia, cuyo punto fuerte

es, claramente, la transmisidon entre humanos.

4. Agente etiologico

4.1. Caracteristicas generales de los coronavirus

Segun la taxonomia actual, los coronavirus se clasifican como miembros
del orden Nidovirales. La familia Coronaviridae se divide en dos subfamilias:
Coronavirinae y Torovirinae. Originalmente, Coronaviridae se componia de tres
géneros: Grupo 1, 2 y 3, derivado de la secuenciaciéon del ARN vy las relaciones

seroldgicas de los miembros®. La clasificacion ha sido revisada recientemente de
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acuerdo con la relacion genética y filogenética. Ahora se dividen en cuatro
géneros: Alphacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus v

Deltacoronavirus.

Los Alphacoronavirus y Betacoronavirus infectan solo a mamiferos v,
normalmente, son responsables de infecciones respiratorias en humanos y
gastroenteritis en animales, mientras que Gammacoronavirus y Deltacoronavirus
son de origen aviar. El género Betacoronavirus se divide a su vez en cuatro
subgéneros: Embecovirus, Sarbecovirus, Merbecovirus y Norbecovirus. Los
miembros de la familia Coronaviridae infectan a multiples especies, incluidos los
humanos, otros mamiferos y aves, que producen un amplio espectro de

enfermedades.

Hasta la aparicion del SARS-CoV-2, se habian descrito seis coronavirus en
humanos (HCoV-NL63, HCoV-229E, HCoV-0OC43 y HKU1) responsables de un
numero significativo de infecciones leves del tracto respiratorio superior en
adultos inmunocompetentes, pero que pueden causar afecciones mas graves en
nifios y ancianos’. El SARS-CoV y MERS-CoV, ambos patégenos emergentes, son
responsables de infecciones respiratorias graves con gran repercusion

internacional debido a su morbilidad y mortalidad.

El coronavirus SARS-CoV-2 supone el séptimo coronavirus aislado y

caracterizado capaz de provocar infecciones en humanos.

Los coronavirus son virus esféricos, miden de 80-120nm de didmetro y
presentan un grado moderado de pleomorfismo. Estan envueltos y contienen
ARN monocatenario (ssRNA) de polaridad positiva entre 26 y 32 kilobases de
longitud. El SARS-CoV-2 se compone de cuatro proteinas estructurales
principales: proteina de la espicula (S), proteina de membrana (M) y proteina de
envoltura (E) que forman la envoltura viral, y la proteina de nucleocapside (N)
gue estd dentro del virién asociada al ARN viral, el resto de proteinas estan

asociadas a la envuelta viral”®.

Proteina S (espicula)

33



‘\"*3‘" Universidad

i de Alcald

Introduccion

La glicoproteina S (espicula del inglés spike) es la determinante del
tropismo del virus, ya que contiene el dominio de unién al receptor celular.
Ademas es la proteina que tiene la actividad de fusion de la membrana viral con

la célula y asi permite la liberacién del genoma viral dentro de esta’?.

Cada proteina S se ensambla en un trimero que sobresale
aproximadamente 20 nm de la envoltura viral. Son estas protuberancias las que
le dan la apariencia caracteristica de una corona solar cuando se observa con un
microscopio electrénico lo que le da el nombre a la familia Coronaviridae. Cada
monodmero S consta de un ectodominio N-terminal (extracelular), un dominio
transmembrana (anclado en la envoltura viral), y un C-terminal (intracelular). El
ectodominio S es escindido por proteasas de la célula huésped dividiéndolo en

dos subunidades de poliproteinas funcionales S1 y S2.

La subunidad S1 es responsable de la unién al receptor de la célula
huésped, mientras que la subunidad S2 facilita la fusion de membranas virales y
celulares’. La subunidad S1 se divide a su vez en un dominio N-terminal (NTD) y
dominio C-terminal (CTD). Cualquiera de estas dos regiones puede contener un

dominio de unidn al receptor (RBD) responsable de la unién celular.

En el SARS-CoV-2, el S1 CTD, se ha identificado como la regién clave que
contiene el RBD. La subunidad S2 forma parte de la maquinaria de fusién:
péptido de fusién (FP), un sitio proteolitico adicional (S2 ’), un dominio
transmembrana (TM), dos repeticiones de secuencias de heptapéptidos (HR1 y
HR2) y un dominio citopldsmico. La entrada del virus en células susceptibles es
un proceso complejo que requiere la interaccion de la glicoproteina S con los
receptores de la célula huésped, procesamiento proteolitico y reordenamiento

estructural culminando en la fusién y entrada viral”*.

Proteina M (membrana)

La glicoproteina de membrana (M) es la mds abundante de todas las
proteinas estructurales. Son moléculas de dimero glicosilado incrustadas dentro

de la envoltura viral y pueden adoptar una forma compacta o alargada. La forma
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corta es responsable de la estructura esférica que se consigue doblando la
membrana. La forma alargada juega un papel primordial en el ensamblaje viral,
promoviendo la instalacion de picos a través de la interaccion con la
ribonucleocapside. Ademas de su funcidn estructural, las proteinas M también

influyen en el tropismo por los 6rganos e inducen la liberacion de interferén®74,

Proteina E (envoltura)

La proteina de la envoltura (E) es la mas pequena de todas las proteinas.
Durante la replicacién, la proteina E se produce en abundancia, sin embargo, solo
una pequefia porcion se incorpora a la membrana viral. Se compone de varios
dimeros con un dominio N-terminal (NTD), un dominio hidrofébico
transmembrana y un dominio C-terminal (CTD). Interviene en el ensamblaje viral
a través de la interaccion del CTD con la curvatura de la membrana inductora de
proteina M. En segundo lugar, el dominio transmembrana participa en la
replicacién viral a través de la formacidn de poros 4. La proteina E tiene un papel

esencial en la produccién y maduracion viral.

Proteina N (nucleocapside)

La proteina N forma una estructura helicoidalmente simétrica que mide
9- 13 nm de diametro con un canal central de 3-4 nm y estd unida al ARN viral.
Grupos de fosforilo ubicados en la proteina N tienen una funcién reguladora que
mejora la afinidad por el ARN viral ®. Ambos (la proteina N y el ARN viral) forman
el nucleo de ribonucleoproteina que se une a la proteina M, estabilizando el
genoma. La funcién principal de la proteina N es estabilizar el ARN viral, sin

embargo, también ayuda en la entrada de la célula huésped’*.

4.72. Caracteristicas del SARS-CoV-2

En los estudios de analisis filogenético realizados hasta ahora, se observa

una alta homologia con virus del género Betacoronavirus encontrados en
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murciélagos (88%). Sin embargo la secuencia presenta menos coincidencias

genéticas con el SARS (79%) y el MERS (50%).

Esta diferencia con el SARS-CoV fue suficiente como para clasificar a este
patégeno designado como SARS-CoV-2 como un nuevo linaje del subgénero
Sarbecovirus dentro del género Betacoronavirus. Una diferencia es que la
proteina S del nuevo coronavirus es mas larga que sus homdlogos de murciélago,

pero también mas larga que las proteinas S del SARS-CoV y MERS-CoV.

El SARS-CoV entra en la célula usando la ACE2 como receptor y la
proteasa celular TMPRSS27°.Aunque la estructura de la glicoproteina de la
envoltura del SARS-CoV-2 es ligeramente diferente de la del SARS-CoV, se ha
demostrado in vitro que el ACE2 sigue siendo un receptor vélido para el SARS-
CoV-276, Ademas, dos estudios por microscopia crioelectrénica han determinado
la estructura de la proteina S unida a la proteina ACE2. Se han determinado las
estructuras tridimensionales de dos proteinas viricas: la ARN polimerasa viral’’, y

la proteasa viral principal (denominada Mpro o 3CLpro)”’.

La secuencia de referencia del SARS-CoV-2 estd constituida por 29.903
nucledtidos y sus genes estan ordenados de forma similar a otros CoV. El gen
ORF1lab codifica una poliproteina dividida en proteinas no estructurales (PLpro,
3CLpro, RdRp, Hel). Hay una serie de genes que codifican proteinas estructurales:
proteina de pico (S), proteina de membrana (M) y proteina de envoltura (E) y la
proteina de nucleocapside (N). De todos los mencionados el gen S es el mas largo

con 3.822 nucleétidos (Figura 4).
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Figura 4. Estructura genémica del SARS-CoV-2

Fuente: Nature Reviews (www.nature.com)

4.2.1. Variantes del SARS-CoV-2

A lo largo de la evolucién de la pandemia, la secuencia del SARS-CoV-2 ha
ido sufriendo cambios debido a la apariciéon de diferentes mutaciones y dando

lugar a nuevas variantes (Tabla 1).

Las nuevas variantes que se conocen hasta la fecha, con impacto para la

salud publica, se describen a continuacion:

-B.1.1.7 (variante Alfa): conocida popularmente como la variante

britanica se detectd por primera vez en Reino Unido en diciembre del 2020, poco
después se demostrd que la nueva variante estaba creciendo a un gran ritmo en
relacion con otros linajes circulantes. Actualmente circula de forma mayoritaria
en Espafia y toda Europa. Contiene una acumulacién inusual de mutaciones en la
proteina S (deleccidén 69-70, deleccién 144, N501Y, A570D, D614G, P681H, T716l,
S982A, D1118H). Se considera que esta variante puede ser mas transmisible y

que esté asociada a mayor riesgo de hospitalizacion y muerte’®. El periodo de
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incubacién, duracién de la enfermedad, distribucion por sexo y edad son

similares a las variantes previamente circulantes.

-B.1351 (variante Beta): conocida como la variante sudafricana fue

detectada a finales de diciembre de 2020 en Sudafrica; se ha extendido por todo
el pais. Se han encontrado casos puntuales en Europa. Estructuralmente
presenta 8 nuevas mutaciones en la proteina S (L18F, D80A, D215G, A242-244,
R246l, K417N, E484K). Esta asociada a mayor transmisibilidad y al escape de la
inmunidad’®, pero no se ha relacionado con aumento de la gravedad de los

pacientes.

-P.1 (variante Gamma): se detectd en Brasil en enero de 2021. Poco a

poco se ha ido extendiendo por el continente americano. La nueva variante

aislada tiene 12 mutaciones en la proteina S, que incluye N501Y y E484K.

Esta variante se asocia también a una mayor transmisibilidad y al escape

de la inmunidad?°.

-B.1.617.2 (Variante delta): se detectd en marzo de 2021. Es la variante

mayoritaria en la India y Reino Unido. Se ha ido extendiendo por el continente
europeo. Esta nueva variante tiene 2 mutaciones nuevas en la proteina S (L452R,
P618R). Es mas transmisible que la variante britanica (alfa) y probablemente con
mayor incremento en la hospitalizacién. Presenta mayor escape a la inmunidad

vacunal.

En resumen, las mutaciones que presentan las nuevas variantes pueden

tener las siguientes consecuencias:

Incremento de la transmisibilidad (aumenta el nUmero de casos y presiéon
asistencial); incremento tiempo de hospitalizacion y mortalidad; escape a la
respuesta de la inmunidad (adquirida tras infeccién natural o generada por
algunas vacunas); disminucion en la sensibilidad de los métodos diagndsticos y

disminucion a la respuesta al tratamiento.
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Tabla 1. Caracteristicas de las variantes de importancia en salud publica

VARIANTE MUTACION LOCALIZACION/ORIGEN CARACTERISTICAS
NS01Y, del 69-70,144,  Reino Unido, Irlanda, Israely Aumento de transmisibilidad
B.1.1.7 . e , y letalidad.
P681H, A540D, T716l, rapida progresion a paises . L.
ALFA D1118H eUropeos Ligera reduccion
' peos. de efectividad vacunal.
Sudafrica, Zambia, Botswana y Probab.le. a.u‘mento de
€asos en NUMerosos paises transmisibilidad. No
B.1.351 E484K,N501Y,K417N, eUropeos Transmisiépn aumento de letalidad.
BETA L18F,A701V,del ORF1b P o . Reduccién de efectividad
comunitaria en algunas regiones
. - vacunal entre moderada y
de Francia y Austria.
alta.
Transmisibilidad y escape a la
Region de Manaos (Brasil).Casos respuesta inmune en
p.1 N501Y,E484K, K417T, esporadicos y brotes en otros estudio. Reduccidn de titulos
GAMMA del ORF1b paises. Elevada prevalencia en la de anticuerpos
region de Umbria, Italia. neutralizantes en
sueros de vacunados.
Elevada transmisibilidad.
B.1.617.2 Mayoritaria en India y en Reino Probable aumento de la
L452R, P618R Unido. Expansidén en paises gravedad. Reduccion de la
DELTA europeos incluido Espafia. efectividad vacunal. Posible

incremento en la gravedad.

Fuente: elaboracion propia
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4.2.2. Fisiopatologia

El SARS-CoV-2 ingresa en la célula utilizando como receptor la enzima
ACE2, una exopeptidasa de membrana presente en el rifién, pulmones y
corazon®l, Su funcidn es la transformacion de la angiotensina | en angiotensina 1-
9 y de la angiotensina Il en angiotensina 1-7. Estos productos finales tienen
efectos vasodilatadores, antiinflamatorios, antifibrosis y benefician la natriuresis;
en consecuencia, reducen la presion arterial contrarregulando la accién de la
angiotensina Il. La ACE2 se ha relacionado con la proteccion contra la

hipertension, la arteriosclerosis y otros procesos vasculares y pulmonares.

En los casos graves de la enfermedad los niveles de angiotensina Il estan
muy elevados. Esta alteracion se ha correlacionado con la carga viral del SARS-
CoV-2 y el dafio pulmonar. Dicho desequilibrio en el sistema renina-angiotensina-

aldosterona estd relacionado con la inhibicion de la ACE2 por el virus 82 .

El sistema inmunoldgico innato se activa por la infeccion por SARS-CoV-2,
generando una respuesta excesiva que podria estar relacionada con una mayor
lesién pulmonar y peor evolucién clinica. Cuando la respuesta inmune no es
capaz de controlar eficazmente el virus, como en las personas mayores con un
sistema inmunoldgico debilitado, el virus se propaga de manera mas eficiente,
causando dafo al tejido pulmonar, que activaria los macrofagos y granulocitos y
conduciria a la liberacion masiva de citocinas proinflamatorias®. Esta
hiperactivacion resulta insuficiente para controlar la infeccion y conduce a una
deplecion linfocitaria asociada a un mayor dafo tisular, que es observable en
pacientes graves que presentan linfopenia e hiperferritinemia®. Se ha
denominado sindrome de liberacion de citoquinas, que estaria asociado al
sindrome de insuficiencia respiratoria aguda o Sindrome de Distrés Respiratorio
(SDR) del Adulto que se ha descrito como la principal causa de mortalidad por la

COVID-19.

Cuando hay una activaciéon excesiva del sistema inmunolégico innato

causa tormentas de citoquinas, esto desencadena un dafio en el sistema
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microvascular y una activacién en el sistema de coagulacién e inhibicion de la
fibrindlisis. La coagulacién intravascular diseminada conduce a trastornos
generalizados de la microcirculacion que contribuyen a la insuficiencia
multiorganica®. Se ha observado que los niveles de antitrombina son mas bajos
y los niveles de dimero D y fibrindgeno son mds altos que en la poblacion
general. Ademas, la progresion de la gravedad de la enfermedad estd
relacionada con un aumento gradual del dimero D. Estos hallazgos apoyan la
teoria del desarrollo de una coagulopatia de consumo en las infecciones por

SARS-CoV-2, y que, cuando ocurren, el prondstico empeora.

El mecanismo no esta establecido por completo, pero hay varias causas
gue explican este fendmeno. La Interleuquina 6 ejerce un papel importante en la
red de mediadores inflamatorios y puede causar trastornos de la coagulacion a
través de diversas vias, como la estimulacion hepatica para la sintesis de
trombopoyetina y fibrindgeno, aumento de la expresion del factor de
crecimiento endotelial vascular, expresion de los factores tisulares de los
monocitos y la activacion del sistema de coagulacion extrinseco. La trombina que
se genera puede inducir al endotelio vascular a producir mas Interleuquina 6 y
otras citoquinas. Las tormentas de citoquinas y los trastornos de la coagulacién

se retroalimentan3> 86,

Existe ademas alteracién de las plaquetas por varias vias: dafio indirecto
mediante invasion de las células madre hematopoyéticas de la médula dsea o
dafio directo mediante la activacion del complemento. Por ultimo, la inflamacién
producida en el pulmdn junto con la hipoxia de los casos con neumonia, causa la
agregacion plaquetaria y la trombosis, con un aumento de consumo de las
plaguetas. Todos estos son factores necesarios para obtener como resultado el

estado de hipercoagulabilidad que se observa en este sindrome?’.
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5. Informacion de la enfermedad

5.1. Periodo de incubacion

El periodo transcurrido entre la exposicion inicial y el desarrollo de la
enfermedad se denomina periodo de incubacién. En el caso de la COVID-19 se ha
estimado que dicho periodo oscila entre 1 a 14 dias, en la mayoria de los casos el
periodo de incubacién es de 5 dias. El 97,5% de los casos sintomdticos se

desarrollan en 11,5 dias tras la exposicion®®

El periodo de incubaciéon de entre 4-6 dias es similar al de otros
coronavirus (SARS o MERS). Es importante tener en cuenta que el periodo de
latencia (tiempo transcurrido desde la exposicion hasta que el individuo se
convierte en contagioso) puede ser mds corto. Aproximadamente el 44% de
todos las infecciones secundarias son causadas por estos pacientes

presintomaticos®

5.2. Duracion de la enfermedad

Cuando la enfermedad ha sido leve el tiempo medio desde el inicio de los
sintomas hasta la recuperacion es de, aproximadamente, 2 semanas; sin
embargo, cuando la enfermedad se ha considerado grave o critica, el tiempo se
puede alargar hasta 6 semanas. La instauracion de sintomas graves como
hipoxemia tarda, aproximadamente, 1 semana y de 2-8 semanas hasta el

exitus®°

A pesar de lo descrito, en los ultimos meses de la pandemia, se han
reportado multitud de casos en los que los sintomas perduran en el tiempo y son

recurrentes; a esta hueva entidad se la denomina COVID-19 persistente®

42



#£2% Universidad
.-:353:-.@:3:3:-. de Alcala

Introduccién

5.3. Periodo infectivo

El momento en el cual un caso confirmado puede transmitir la infeccion a
otras personas viene definido por el tiempo en el que se demuestra la viabilidad
del virus mediante cultivo celular a partir de muestras clinicas; sin embargo, es
una técnica que puede tener una sensibilidad relativamente baja®°. La técnicas
moleculares han sido ampliamente utilizadas a lo largo de la pandemia con cierta
controversia, debido a su capacidad para detectar ARN viral durante periodos
muy prolongados que no siempre pueden estar relacionados con virus con
capacidad infectiva, lo que plantea numerosas dudas a la hora de tomar medidas
de salud publica. La cantidad de ARN viral (carga viral) tiene cierta correlacién
con la positividad de los cultivos virales y podria agregar informacién al resultado
cualitativo de la RT-PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa) para determinar
la infectividad de los virus que se eliminan. Cuando se realizan estudios
epidemioldgicos, éstos permiten conocer el momento en el que una
determinada exposicién generd un caso secundario, ofreciendo mas luz sobre el

periodo infectivo.

Mediante la técnica de RT-PCR, se observa que los infectados presentan
en su mayoria una carga viral elevada (10°-10% copias/muestra) antes del
comienzo de los sintomas y en los primeros dias tras el inicio de la enfermedad

clinica.

En pacientes que tienen un curso leve de infeccidn, el pico de carga viral
en muestras nasofaringeas y orofaringeas ocurre durante los primeros 5-6 dias
después del inicio de los sintomas y practicamente desaparece el dia 10. Aunque
en algunos pacientes se detecta pasados estos 10 dias, la carga viral es del orden
de 100-1.000 veces menor, lo que sugiere que la capacidad de transmisién esta
disminuyendo progresivamente®'. Ademas, se ha podido demostrar la ausencia
de virus infectivo (sin crecimiento en cultivo) con cargas virales por debajo de 10°
copias de ARN por muestra nasofaringea. Esto parece indicar que en personas

con sintomas leves, mas alld de la primera semana después del inicio de los
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sintomas, la probabilidad de transmitir la infeccion a otros seria muy baja,

incluso cuando el virus aun es detectable por PCR??.

En personas con un curso clinico mas severo, la carga viral es hasta 60
veces mayor que en aquellos con un curso mas leve, y la carga viral elevada
puede durar mas®3. La presencia de positividad en la prueba de PCR u otra
técnica de deteccién de acidos nucleicos no implica necesariamente infectividad.
Asi, en una serie descrita de 77 parejas de casos indice y secundario, el tiempo
medio hasta obtener la PCR negativa fue de 21 dias, que excedié el periodo
maximo de transmisibilidad observado de dos semanas®. La deteccién de ARN
viral en heces es mas tardia que la deteccion en nasofaringe o esputo y es mas
prolongada: en una serie de 33 pacientes hospitalizados se detectd durante mas
de 5 semanas; en otra revision sistematica de 26 estudios, los tiempos de
deteccién en heces después de haberse negativizado la RT-PCR en muestras

respiratorias fueron de 1y 33 dias® .

11

10

— Alta probabilidad de transmision

4 \ Baja probabilidad de transmision

Carga viral: copias RNA/ml {log1o)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 M4 25 2% 2

Dias después del iniciode sintomas

Figura 5. Dinamica reduccion carga viral: casos graves (rojo) y casos leves (verde)

Fuente: Ministerio de Sanidad
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5.4. Sintomatologia

Se han descrito una gran cantidad de sintomas a lo largo de la pandemia,
lo que indica que es una enfermedad compleja. Muchos sintomas son
inespecificos, por lo que el diagndstico diferencial abarca una amplia gama de

infecciones, enfermedades respiratorias y de otro tipo.

Sin embargo, se pueden distinguir diferentes grupos en este sindrome. El
grupo de sintomas mas comunes afectan al sistema respiratorio: tos, esputo,
dificultad para respirar y fiebre. Otros grupos son sintomas musculoesqueléticos
(mialgia, dolor en las articulaciones, dolor de cabeza y fatiga), sintomas entéricos
(dolor abdominal, vémitos y diarrea) y, con menos frecuencia, un grupo

mucocutaneo®.

Sintomas respiratorios

Los sintomas respiratorios estdn presentes en la mayoria de los casos. En
los primeros estudios de China %/, la fiebre fue el sintoma mdas comun, con una
media maxima de 38,32C; solo unos pocos tenian temperatura de mas de 392C.
La ausencia de fiebre parece ser algo mas frecuente que en SARS o MERS. El
segundo sintoma mas comun fue la tos, que ocurre en aproximadamente dos
tercios de todos los pacientes. En varias series publicadas entre los casos graves
de COVID-19%4?7, la duracion media de la fiebre fue de 12,0 dias (8-13 dias) y la
tos persistio durante 19 dias. Segun una revisidn sistémica, incluidos 148
articulos que comprenden 24.410 adultos con la enfermedad confirmada de 9
paises distintos®®, los sintomas mas prevalentes fueron fiebre (78%), tos (57%) y
fatiga (31%). La fiebre y la tos no distinguen entre casos leves y graves ni
tampoco predicen el curso de la enfermedad®’, a diferencia de la dificultad para

respirar, que ha sido identificada predictor de gravedad.
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Durante los ultimos meses, muchos datos de cohortes de paises fuera de
China han sido publicados. Sin embargo, casi todos los datos se refieren a
pacientes que ingresaron en los hospitales, lo que indica un sesgo de seleccién

hacia los mas graves y sintomaticos:

e Entre 20.133 pacientes que fueron admitidos en distintos hospitales en
el Reino Unido, los sintomas mas comunes tos (69%), fiebre (72%) y dificultad

para respirar (71%)%8.

® Entre 5.700 pacientes que fueron admitidos en hospitales en Nueva
York solo el 30,7% tuvo fiebre mayor de 382C. Una frecuencia respiratoria de mas

de 24 respiraciones por minuto al ingreso se encontré en el 17,3%"7 .

* Entre los primeros 1.000 pacientes que se presentaron en el New York
Presbyterian / Universidad de Columbia®, los sintomas fueron tos (73%), fiebre

(73%) y disnea (63%).

Sintomas musculoesqueléticos

El grupo de sintomas musculoesqueléticos comprende mialgia, dolor
articular, dolor de cabeza y fatiga, y, frecuentemente, ocurren en un 15- 40% de
los pacientes®®9%24 aqunque dichos sintomas no aportan nada sobre la gravedad
del cuadro clinico. Sin embargo, a menudo se pasan por alto en la practica clinica
y el dolor de cabeza merece una atencién especial. Segiin una revisién', el
dolor de cabeza se observa en el 11-34% de pacientes hospitalizados, ocurriendo
en 6-10% como primer sintoma. Las caracteristicas significativas son cefalea
bilateral moderada-intensa con pulsaciones o con presiéon en la regién
temporoparietal, frontal o periorbital. Las caracteristicas mas llamativas son el
inicio de repentino a gradual y la mala respuesta a los analgésicos comunes. Los
posibles mecanismos fisiopatoldgicos incluyen activacién de las terminaciones
nerviosas periféricas del trigémino por el SARS-CoV-2 directamente o a través de
la vasculopatia y / o aumento de las citoquinas proinflamatorias circulantes y la

hipoxia.
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Sintomas gastrointestinales

De forma experimental se ha demostrado que el SARS-CoV y el SARS-CoV-
2 pueden infectar enterocitos. La replicacion activa se ha observado tanto en el
intestino de los murciélagos como en el de los humanos?’. En algunos sujetos se
definié la calprotectina fecal como un biomarcador fecal que permite la
detecciéon de inflamacidén intestinal en enfermedades intestinales y colitis
infecciosa proporcionando evidencia de que la infeccidn por SARS-CoV-2 instiga
una respuesta de inflamacidn en el intestino!!. Estos hallazgos explican por qué
los sintomas gastrointestinales se observan en un subconjunto de pacientes y
por qué el ARN viral se puede detectar en hisopos rectales, incluso después de

gue las pruebas nasofaringeas hayan resultado negativas.

En los primeros estudios chinos, los sintomas gastrointestinales rara vez
se encontraron. En un metaanalisis de 60 estudios preliminares que incluyeron
4.243 pacientes, la prevalencia de sintomas gastrointestinales fue del 18%; la
prevalencia fue menor en los estudios realizados en China que en otros paises.
Entre los primeros 393 pacientes que fueron admitidos en dos hospitales de la
ciudad de Nueva York, la diarrea (24%) las nduseas y los vomitos (19%) fueron
relativamente frecuentes'®?. Entre 18.605 pacientes admitidos en hospitales del
Reino Unido, el 29% de todos los pacientes se quejaron de sintomas entéricos al
ingreso®®. No siempre la COVID-19 es una enfermedad critica. La alta expresion
de los receptores ACE2 a lo largo del revestimiento epitelial del intestino que
actian como receptores de células huésped para el SARS-CoV-2 podria explicar

estol03,

Sintomas otorrinolaringolégicos

Aunque los sintomas del tracto respiratorio superior, como rinorrea,
congestion nasal, los estornudos y el dolor de garganta son relativamente

inusuales, la anosmia y la ageusia son signos importantes de la enfermedad!®.
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Curiosamente, estos sintomas otorrinolaringolégicos aparecen mas en Europa
que en Asia. Uno de los estudios mas grandes en Europa encontré que el 87% de
los pacientes notificaron pérdida del olfato, mientras que el 56% reportaron
disfuncién del gusto. La mayoria de los pacientes tenian pérdida del olfato
después de otros sintomas generales'®. La duraciéon media de la disfuncion
olfativa fue de 8,4 dias. Las mujeres parecen estar mas afectadas que los
hombres. La anosmia puede no estar relacionada con la obstruccion o
inflamacién. Se debe sefialar que solo dos tercios de los pacientes que
notificaron sintomas olfativos y que se sometieron a pruebas olfativas objetivas

tuvieron resultados anormales.

Los analisis histolégicos post-mortem del epitelio olfatorio en dos
pacientes COVID- 19 mostraron infiltrados leucocitarios prominentes en Ia
lamina propia y atrofia focal de la mucosa. Sin embargo, no esta claro si la
neuropatia inflamatoria observada es resultado de un dafio viral directo o esta
mediada por dafio en las células no neuronales de soportel®. Hay evidencia de
que las células que mantienen la integridad del olfato expresan ACE2 y TMPRSS2.
Estas células representan una potencial entrada para el SARS-CoV-2 en un

sistema sensorial neuronal que estd en conexién directa con el cerebro?’.

Sintomas cardioldgicos

Existe una creciente evidencia de los efectos directos e indirectos del
SARS-CoV-2 en el corazdn, especialmente en pacientes con enfermedades
cardiacas preexistentes'®®, El SARS-CoV-2 tiene el potencial de infectar
cardiomiocitos, pericitos y fibroblastos a través de la via ACE2 que conduce a una
lesidn miocérdica directal®. Los exdmenes realizados post mortem sugieren que
la localizacion mas probable de SARS-CoV-2 no esta en los cardiomiocitos, sino
en las células intersticiales o macréfagos que invaden el tejido miocardico. Una
segunda hipdtesis para explicar la lesién miocdrdica se centra en el exceso de

citocinas y / o mecanismos mediados por anticuerpos. También se ha
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demostrado que el receptor ACE2 se expresa ampliamente en las células
endoteliales y que es posible la infeccidn directa por SARS-CoV-2 de la célula

endotelial, lo que lleva a una inflamacién'0.

Trombosis, embolia

Las anomalias de la coagulacidn ocurren con frecuencia en asociacién con
la COVID-19, complicando el manejo clinico. Numerosos estudios han informado
sobre un numero alto de tromboembolismo venoso (TEV), especialmente en
aquellos con cuadros severos. La coagulopatia inicial se presenta con elevacién
del dimero D y de los productos de degradacién de fibrina / fibrindgeno,
mientras que las anomalias en el tiempo de protrombina, el tiempo de
tromboplastina, y los recuentos de plaquetas son relativamente poco comunes.
Otras manifestaciones son infarto cerebral, isquemia cardiaca, muerte subita,

embolismos; también se observa una mayor incidencia de sangrados!*™.

Segln una revision sistematica de 23 estudios, entre 7.178 pacientes
ingresados en las unidades de cuidados intensivos (UCI), la incidencia de embolia

pulmonar o trombosis pulmonar fue del 14,7% y 23,4%, respectivamente!?,

Sintomas neurolégicos

Se ha demostrado que la propension a la neuroinvasién es una
caracteristica comun de coronavirus humanos. La neuroinvasion viral puede
lograrse mediante varias rutas, incluida la transferencia trans-sinaptica a través
de neuronas infectadas, entrada a través del nervio olfatorio, la infeccion del
endotelio vascular o la migraciéon de leucocitos a través de la barrera
hematoencefalica''?. Es posible que haya complicaciones neuroldgicas tardias en
pacientes aparentemente recuperados. Los sintomas neurolégicos mds comunes

durante el transcurso de la enfermedad son: mareo, alteracion de conciencia,
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accidente cerebrovascular, ataxia, epilepsia y neuralgia. También hay descritos

casos de sindrome de Guillain-Barré14,

Sintomas dermatoldgicos

Numerosos estudios han informado sobre manifestaciones cutaneas
observadas en contexto de la COVID-19. El fendmeno mas destacado, el
denominado “COVID dedos de los pies”, son lesiones similares a los sabafiones
gue ocurren principalmente en partes acras. Estas lesiones pueden ser dolorosas
o pruriginosas (a veces asintomadticas) y puede representar el Unico sintoma o
una manifestacién tardia de la infeccién por SARS-CoV-2. Es de destacar que en
la mayoria de los pacientes con "dedos de los pies COVID", la enfermedad es
leve. Se especula que las lesiones son causadas por inflamacién en las paredes de
los vasos sanguineos, o por pequefios micro-coagulos en la sangre. También
pueden aparecer otras lesiones como maculo-papulas dispersas por todo el

cuerpo, lesiones urticariformes en tronco y erupciones vesiculosas!®.

Sintomas oftalmoldgicos

Las manifestaciones oculares también son frecuentes. En una serie de
casos de China, el 32%, tenian manifestaciones oculares compatibles con
conjuntivitis, incluida hiperemia conjuntival, quemosis, epifora o aumento de

secreciones!?®.

La retina también puede verse afectada con lesiones hiperreflectantes a

nivel de las células ganglionares y capas plexiformes internas.

En otra serie publicada de 534 casos, los sintomas oftalmolégicos mas
comunes asociados a estos enfermos fueron: ojo seco (20,9%), visidon borrosa

(12,7%), sensacidn de cuerpo extrafio (11,8%), y congestion conjuntival (4,7%)Y.
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5.5. COVID-19 persistente

El término "COVID-19 Persistente" se esta utilizando en personas que
describen un amplio abanico de sintomas que se prolongan o persisten semanas
e incluso meses después de una infeccién por SARS-CoV-2, independientemente
de la gravedad del episodio. Los sintomas son el agotamiento y fatiga, pero
también disnea de esfuerzo, dolor de cabeza y artralgia, palpitaciones, trastornos
de concentracidn y sintomas depresivos en individuos sanos. Afecta a un gran

numero de personas y esta teniendo un importante impacto sanitario.

Falta una definicion realmente aceptada para este sindrome; se han
n n

utilizado otros términos como "prolongado”, "crénico", "sintomatico continuo",

"Post" o "post-aguda COVID-19" pero todos ellos estdn incompletos.

Expertos britdnicos recomiendan utilizar el término "sindrome pos-
COVID" a partir de las 12 semanas posteriores a la infeccion. Pero como no existe
evidencia de ningln cambio fisioldgico particular (que predigan cronicidad) a las
12 semanas, hay otros expertos que defienden que seria preferible utilizar el
término COVID-19 prolongado para los sintomas de cualquier duracion mas alla
de cuatro semanas. Algunos autores sugieren dividir las manifestaciones post-
agudas en tres categorias: sintomas residuales que persisten después de la
recuperacion de una infeccién aguda; disfuncion organica que persiste después
de la recuperacidn inicial; y nuevos sindromes que se desarrollan después de una

infeccidn inicialmente asintomatica o level®.

Otros expertos han identificado, al menos, cuatro o mas entidades
distintas, incluidas un sindrome post-cuidados intensivos, un sindrome de fatiga
post-viral, dafio orgdnico permanente y "sindrome COVID-19 a largo plazo”*'°.

Hasta la fecha, ningiin concepto ha ganado una amplia aceptacion.

En un estudio de 145 pacientes en Alemania y Austria (75%
hospitalizados, 22% en UCI), 41% presentaba sintomas persistentes (36% disnea)

100 dias después del inicio de la infeccién?°.
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En el Reino Unido se estimd que uno de cada cinco pacientes con COVID-
19 presenta sintomas pasadas 5 semanas de la primoinfeccién y en uno de cada

diez los sintomas persisten mas alla de las 12 semanas!?™.

En Espafia los datos recogidos de una encuesta dirigida al colectivo de
pacientes con COVID persistente (persistencia de sintomas minimo 12 semanas)

revelaron los siguientes datos:

Del total de 1.834 participantes, el tiempo medio de persistencia de
sintomas fue de 6,2 meses. Se notificaron numerosos tipos de sintomas, entre
los que destacaron cansancio y malestar general en mas del 95%; dolor de
cabeza, bajo estado de danimo y dolores musculares en mas del 80% y disnea,
dolores en articulaciones, en el pecho y en la espalda y falta de concentracion en
mas del 75%. El 70% no era capaz de atender sus obligaciones diarias y un 30%
referia dificultades para el aseo personal'??. Estos datos encajan con los
obtenidos de encuestas realizadas en otros lugares, en un estudio se recogieron
datos de 3.791 pacientes de 55 paises donde se describieron los sintomas mds
frecuentes a los 6 meses y fueron los siguientes: cansancio (78%), enfermedad

exacerbada por el esfuerzo fisico o mental (72%) y deterioro cognitivo (55%)*?2.

En ambas encuestas, se puede concluir que COVID-19 persistente afecta a

un gran nimero de personas y esta teniendo un importante impacto sanitario*?2.

5.6. Pacientes asintomaticos

Comprender y conocer la frecuencia de los pacientes asintomaticos y el
curso temporal de dicha transmision asintomatica es crucial para evaluar la

dindmica de la enfermedad vy, a la vez, es complejo.

En una revision sistematica en la que se analizaron 79 estudios, el 20% de
los pacientes en los que se habia detectado infeccion por SARS-CoV-2

permanecieron asintomaticos durante el seguimiento'?. En otros siete estudios
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de poblaciones definidas que se sometieron a pruebas de deteccion de SARS-

CoV-2 y luego al seguimiento, el 31% permanecio asintomatico.

Los mejores datos disponibles provienen de 3.600 personas a bordo del
crucero Diamond Princess que se convirtieron en actores involuntarios en un
"experimento controlado“en el que los pasajeros y la tripulacién formaron una
cohorte homogénea'??. Debido a condiciones higiénicas insuficientes, mas de
700 personas se infectaron mientras el barco estaba en cuarentena en el puerto
de Yokohama, Japon. Después de las pruebas sistematicas, 328 (51,7%) de los
primeros 634 casos confirmados eran asintomaticos. Considerando los periodos
de incubacién entre 5,5 y 9,5 dias, los autores calcularon que la verdadera

proporcién de asintomaticos era de un 17,9%'24.

Parece ser que es los casos asintomaticos son mas frecuentes en ninos. Es
importante destacar que tanto en nifios como en adultos asintomaticos se ha
encontrado un elevado nimero de estos casos que presentan alteraciones
radioldgicas a nivel pulmonar!?®>, No es asi con los marcadores de inflamacion

que estdn al mismo nivel que las personas no infectadas.

5.7. Reinfecciones

La inmunidad protectora contra el coronavirus estacional no es eterna?®.
Hay varios informes de pacientes infectados con SARS-CoV-2 que volvieron a
tener nuevamente una RT-PCR positiva después de haber negativizado?’. Estos
informes han ido ganando mucho interés, porque esto podria indicar
reactivaciones o reinfecciones. Sin embargo, después del estudio mas detallado
de estos informes, en muchos casos, no se encontré evidencia de reactivaciones
o reinfecciones, y existian otras razones mucho mas probables, como problemas
metodolégicos en la realizacién de la PCR que siempre se deben considerar; los
resultados pueden fluctuar considerablemente!?’, debido a alteraciones en la

toma de muestra o almacenamiento de la misma. Incluso si todo se hace
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correctamente, se puede esperar que una PCR fluctie entre positivo y negativo
en momentos en que los valores son bajos y la carga viral cae al final de una

infeccidn?.

Uno de los estudios iniciales encontré un total de 25 (14,5%) de 172
pacientes con dados de alta que tuvieron una prueba positiva después de dos
resultados de RT-PCR negativos'?®. El tiempo medio entre el dltimo negativo y el
primer positivo fue de 7,3 dias. El corto periodo de tiempo entre ambos

resultados hizo que no se consideraran estos casos como reinfecciones.

Sin embargo, en los ultimos meses se han notificado varios casos de
reinfecciones verdaderas (comprobados virolégicamente: cepas

filogenéticamente distintas).

Los primeros cuatro casos de posibles reinfecciones sintomdticas bien
documentadas se publicaron en verano de 2020 y a finales de este mismo afo ya
se habian confirmado mas de 30 casos'?®. A nivel global habia mas de 2.000
posibles casos descritos de reinfecciones'®. El intervalo entre el primer y

segundo episodio de infeccidn en los casos confirmados fue de media 80 dias??.

En la mayor parte de los casos, la segunda vez que se produjo la infeccion
curso de forma mas leve. Sin embargo, hubo al menos seis casos en los que el
segundo episodio fue mas severo. Podria ser debido a la adquisicién de una cepa
mas patdgena, o tal vez a un mayor indculo. Hasta ahora, se trata de informes de

casos anecdéticos!3?,

5.8. Coinfecciones
La circulacion de otros patdgenos respiratorios conviviendo con el SARS-

CoV-2 es lo habitual, como el virus de la influenza que sigue diferentes patrones

estacionales.
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Uno de los objetivos durante la pandemia ha sido detectar posibles
microorganismos que pueden coinfectar a los pacientes, con el fin de saber si la
coinfeccion condiciona un peor prondstico del paciente y poder asegurar un

tratamiento adecuado'??.

Existen muchas series publicadas en relacién con la coinfeccidén de SARS-
CoV-2 y otros microorganismos respiratorios'3?. Los resultados de prevalencia y
de tipo de infeccién son muy variados. En general se observa una mayor
prevalencia de coinfecciones en pacientes ingresados en UCI que en aquellos que
estdn en planta de hospitalizacién. Sin embargo los resultados pueden estar
sesgados puesto que muchas de las infecciones que se describen son de

adquisicion nosocomial.

En dos de los metaanalisis publicados predominan bacterias atipicas, lo

que hace pensar en que dichas coinfecciones provienen de la comunidad*3? 132,

La pregunta acerca del prondstico no queda contestada por ninguno de

los autores de las series publicadas.

Ademas, se debe poner en relacidon la estacionalidad y el efecto de las
medidas preventivas con los hallazgos de la coinfeccidn del SARS-CoV-2 con otros
virus, que a nivel mundial se ha visto una reduccién de la incidencia de la gripe

estacional entre otros!3%.

6. Diagndstico microbiologico

La identificacién y el aislamiento precoz de las personas infectadas son
fundamentales para poder tratarlos adecuadamente y evitar la propagacion del
virus. Ademas de las caracteristicas clinicas y radiolégicas que presentan estos
pacientes y que en muchas ocasiones son inespecificas, el diagnostico
microbioldgico de SARS-CoV-2, ha sido un punto clave para la confirmacién de
nuevos casos'®. La rdpida propagacién y capacidad de transmisién del SARS-

CoV-2 ha demostrado que es importante contar con pruebas diagndsticas fiables
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y especificas que puedan identificar a los pacientes infectados por el virus, asi
como a aquellos que pueden haber estado expuestos al mismo, que es crucial
para conocer el estado inmunolégico de un individuo o de la poblacion en
general. Por otro lado, los resultados de las pruebas diagndsticas son indicadores
valiosos para conocer las tasas de contagio locales y nacionales, brindando datos
objetivos que son decisivos para que las autoridades tomen decisiones y realicen

las intervenciones oportunas.

Existen dos grandes tipos de métodos para detectar el virus: aquellos que
detectan componentes del virus en una muestra del paciente (antigenos o acido
nucleico) y los que determinan la respuesta seroldgica del paciente (produccidn

de anticuerpos).

6.1. Deteccion de componentes del virus

6.1.1. Técnicas basadas en la deteccion de ARN viral

Se pueden realizar en cualquier muestra respiratoria; dependiendo del
origen de esta (nasofaringe, saliva, lavado broncoalveloar), la cantidad del virus

serd diferente y también su significado clinico.

El procesamiento de este tipo de técnicas requiere personal cualificado y
equipos caros que sélo existen en hospitales y centros de investigacion. Son
sistemas muy sensibles, pudiendo detectar cantidades muy bajas de ARN del

virus.

a. RT-PCR (Reverse Transcriptase- Polymerase Chain Reaction)

Las técnicas moleculares (RT-PCR) han sido las mas empleadas,

considerandose el “gold standard” en el diagndstico microbiolégico®3®,

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica utilizada para

amplificar secuencias de ADN, replica (amplifica) un segmento pequefio y
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definido de ADN miles de veces facilitando asi su deteccion. Consta de dos fases:

extraccion y amplificacién de los dcidos nucleicos?3.

Puesto que el SARS-CoV-2 es un virus de ARN es necesario mediante la
transcripcion inversa (RT) convertir el ARN en ADN, ya que sélo este ultimo se
puede copiar o amplificar mediante PCR (Figura 6). En primer lugar, la muestra se
trata con diversas soluciones quimicas que eliminan sustancias como proteinas y
grasas y que solo extraen el ARN presente en la muestra. Una vez extraido, la RT-
PCR comienza con la conversidon del ARN gendmico viral en ADN mediante la

enzima transcriptasa inversa (RT).

Esta reaccidn se basa en pequefios cebadores de secuencias de ADN
disefados para reconocer especificamente secuencias complementarias en el
genoma del ARN viral y la transcriptasa inversa para generar una copia corta de

ADN complementario (ADNc) del ARN viral*3’.

En la RT-PCR en tiempo real, la amplificacion del ADN se controla a
medida que avanza la reaccién de PCR. Esto se hace utilizando sondas de ADN
con secuencias especificas marcadas con moléculas fluorescentes y una molécula
de desactivacion. A continuacion, un sistema automatizado repite el proceso de
amplificacidn durante aproximadamente 40 ciclos hasta que se puede detectar el

ADNCc viral®38.

Cada ciclo, generalmente, consta de 2-3 pasos a diferentes temperaturas.
Las temperaturas utilizadas y el tiempo aplicado en cada ciclo dependen de una
amplia variedad de parametros, incluido el tipo de enzima utilizada, la
concentracién de iones divalentes y los dNTP (desoxirribonucleétidos-trifosfato)
utilizados para polimerizar el nuevo ADN, la temperatura de los cebadores, asi
como la longitud del ADN a amplificar. La RT-PCR en tiempo real permite obtener
resultados casi de inmediato mientras el proceso aun estd en curso, mientras

gue la RT-PCR convencional solo proporciona resultados al final del proceso.

Hasta la fecha, la mayoria de las pruebas utilizan tecnologia RT-PCR en

tiempo real seleccionando diferentes regiones gendmicas del SARS-CoV-2,
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incluidas las regiones ORFlab, la de la nucleocapside (N), la proteina de la
espicula (S), ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRP) o genes de proteinas
de la envoltura (E). Todo el proceso se puede realizar en 1 o 2 etapas,
dependiendo de los reactivos y kits utilizados. Estas pruebas tardan en realizarse
de 1 a 4 horas y se pueden analizar simultaneamente un elevado nimero de
muestras. La carga viral se estima en base al nimero de ciclos de replicacion (Ct,
ciclo en el umbral) necesarios para poder detectar una sefial fluorescente, no es
una medida de carga viral Unicamente es una aproximacion. Los valores bajos de
Ct se atribuyen a una carga viral méas alta®3’138, En general, un valor de Ct inferior

a 40 se informa clinicamente como resultado positivo.

Hay al menos dos precauciones al interpretar los resultados de la PCR. En
primer lugar, la PCR no diferencia por si misma la etapa de la enfermedad en la
gue puede estar el paciente, a menos que se relacione con los datos clinicos y
con la respuesta de los anticuerpos. En segundo lugar, una PCR positiva no
implica necesariamente que dicha persona pueda infectar a otra, ya que
simplemente podria reflejar la existencia de restos no infecciosos (fragmentos

del genoma viral)13>137.136,
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COVID-19 Molecular Diagnostic Test through RT-PCR

(1) Nasopharyngeal (NP) or

;:J Collected specimen 0-72 h
" Oropharyngeal (OP) swab

Specimen is stored at 2-8°C for up to

Cotton swab is inserted into nostril 72 hours or proceed 1o RNA extraction

1o absorb secretions. <15 min

(3)) RNA extraction -45 min

Purified RNA is extracted from deaclivated virus,

- ! T Purified RNA
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Figura 6. Funcionamiento de RT-PCR

Fuente: https.//covidtestingproject.org/faq.html

b. RT-LAMP (Reverse transcription

amplification)

loop-mediated

isothermal

Consiste en una amplificacidon rapida del material gendmico viral junto

con una lectura basada en color o luz, y que, a diferencia de la RT-PCR, se puede

realizar a temperatura constante. Utiliza dos enzimas,

asi como un conjunto de

cuatro a seis cebadores cortos disenados para reconocer diferentes fragmentos

del genoma viral. Estos fragmentos no solo ayudan a comenzar a copiar, como en

la RT-PCR, sino que también permiten que las cadenas de ADN recién copiadas

formen estructuras en bucle que se pueden amplificar

mucho mas rapidamente

que en la PCR estdndar'®. La amplificaciéon del ADN determina que se acidifique

el medio, lo que permite detectar la presencia de

| virus al incorporar un

cromdéforo sensible al pH. Debido a su simplicidad, esta técnica se ha

implementado en dispositivos PoC (Point-of-Care, realizacion en el lugar de
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recoleccién de muestras). Sin embargo, es menos preciso y se pueden procesar

pocas muestras al mismo tiempo?3°,

c. CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Palindromic Repeats)

Se basa en la acciéon de segmentacién y direccionamiento altamente
especifica para localizar y cortar una parte concreta de la secuencia de ARN del
SARS-CoV-2. La escision da lugar a una seial visual que indica la presencia del

virus.

Esta técnica puede ser mds rdpida que la PCR, cuando se combinan con
LAMP, y no requieren el equipo especializado que requiere la PCR. El sistema
tiene 2 componentes principales: la secuencia CRISPR, que esta disefiada para
incluir ARNs guia que coinciden con partes del genoma viral, y la enzima Cas, que
corta el ARN donde coincide la secuencia CRISPR. Estos sistemas se descubrieron
por primera vez en bacterias, como una especie de respuesta inmune bacteriana
a las infecciones virales. Diferentes enzimas Cas (Cas 9, Cas 13, etc.) escinden
diferentes tipos de acidos nucleicos. El uso de CRISPR requiere el uso de un Cas

que pueda reconocer y escindir ARN (en lugar de ADN)4°,

La prueba proporciona resultados en menos de 40 minutos y se ha
implementado en formato de test rapido (ensayo de flujo lateral) para su uso con
extractos de ARN obtenidos de hisopos nasofaringeos. En un estudio piloto, los
autores informan una sensibilidad clinica del 95% para pacientes positivos y del

100% para pacientes negativos'®.

Para utilizar diagndsticos basados en CRISPR, es necesario disefiar ARNs
guia, complementarios al ARN viral (estos dirigen la enzima Cas al gen viral,
donde puede escindir el ARN y a su vez activar dicha enzima) y utilizar sondas
fluorescentes o colorimétricas. Si la sonda permanece intacta, este "extintor"
evitard la deteccidon; pero si la sonda ha sido escindida por la enzima Cas,
entonces se puede detectar la sefal. Las sondas fluorescentes y el ARN guia se

mezclan con la muestra del paciente. La sonda solo se escindira si el ARN guia se
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une al ARN viral. Una vez que la enzima Cas ha reconocido el ARN viral, también

puede escindir la sonda emitiendo fluorescencia o color4°,

d. RPA (Amplificacién con recombinasa polimerasa):

Se detectan secuencias de ADN gracias a coincidencias precisas de una
enzima llamada recombinasa que puede separar cadenas de ADN y luego
amplificar genes virales especificos!3. Se requiere el RT para convertir el ARN en
ADN. Al igual que RT-LAMP, este método también es isotérmico, lo que significa
que solo se necesita una temperatura para llevar a cabo la reaccién. Dicha
reaccion provoca una amplificaciéon exponencial del ADN de forma rapida y
sencilla. No necesita muchos reactivos. La enzima divide las dos cadenas de ADN
y luego es estabilizada mediante proteinas especiales. Los cebadores estan
disenados para oponerse en el mismo tramo de ADN, de modo que cada vez que
se completa la extensidn, hay 2 copias de ADN resultantes. Esto contribuye a una
rapida amplificacion. La unién constante de los cebadores y la apertura por
recombinasa también contribuyen a una amplificacién rdpida y exponencial. Este
método de amplificacion es rapido, muy sensible y requiere muy poco ADN como
material de partida. Sin embargo, los cebadores deben disefiarse
cuidadosamente y controlar la temperatura para que las enzimas puedan

ensamblar y desensamblar correctamente el ADN*38141

Los factores que pueden influir en la fiabilidad de las técnicas moleculares

se describen a continuacion:

Genes de ARN detectados: los mas utilizados son los genes que codifican

las proteinas E, S, N, RdRp y ORFlab. De forma individual las sensibilidades
pueden variar. Por ello, la mayoria de los diferentes kits de PCR incorporan la
deteccion de 2 o mds secuencias incrementando asi su sensibilidad vy

especificidad.
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Momento de la toma de muestra: el nivel maximo de deteccion de ARN

viral es durante la primera semana después del inicio de sintomas. En algunos

casos se puede llegar a detectar 2 dias antes de la aparicion de la clinica.

La positividad empieza a disminuir en la semana 3 y posteriormente se
vuelve indetectable. Sin embargo, se ha observado en algunos casos, sobre todo
en aquellos pacientes graves, que la PCR puede permanecer positiva mas alla de
3 semanas después del inicio de la enfermedad; esto no significa necesariamente
la presencia de virus viables'#? lo cual solamente se podria confirmar mediante

cultivo celular.

Tipo de muestra: en funcidon de la clinica se debe hacer una toma de

muestra adecuada; en casos de neumonia es mas probable la positividad de la
PCR en muestras de vias respiratorias bajas (lavado broncoalveolar) y es posible
que el resultado en muestra nasofaringea sea negativo. En un estudio realizado
en Pekin con diferentes tipos de muestras procedentes de pacientes
hospitalizados se observé que las muestras de lavado brocoalveolar eran las que
tenian un numero mas elevado de resultados positivos (93%), seguidos del

esputo (72%), exudado nasofaringeo (63%) y frotis orogaringeo(32%)43.

Ventajas de la deteccién del RNA viral

e Deteccion temprana de la infeccidn
e FElevada especificidad y sensibilidad
e Posible automatizacion que permite estudiar muchos pacientes

simultdneamente

Limitaciones de la deteccion del RNA viral

e Requiere equipos que, habitualmente, soélo estan disponibles en
hospitales y centros de investigacion; su coste y complejidad ha impedido

su uso de forma masiva al inicio de la crisis sanitaria.
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e Debe realizarse por personal cualificado

e Eltiempo en obtener los resultados es largo (varias horas)

6.1.2. Técnicas basadas en la deteccion de antigenos

Las pruebas de deteccidn de antigenos (Ag) se basan en la deteccién de
proteinas virales especificas de SARS-CoV-2 en la muestra, como la proteina N y

las subunidades S1 6 S2 de la proteina de la espicula®.

Las pruebas de antigeno se basan generalmente en formatos de
inmunoensayo con una configuracidon sandwich (Figura 7). En general, para este
tipo de prueba se utilizan dos anticuerpos que reconocen el mismo antigeno,
pero han sido producidos en diferentes especies animales. Uno de ellos, llamado
anticuerpo de captura, se encuentra inmovilizado sobre un soporte sdlido,
mientras que el otro anticuerpo de deteccidn es el que se utiliza para mostrar el
reconocimiento molecular, ya sea directamente, o utilizando un biorreactivo
secundario, como podria ser un anticuerpo secundario (anti-lgG), marcado con

moléculas fluorescentes o nanoparticulas con propiedades dpticas.

La seleccidn de las proteinas diana que reconocerdn estos anticuerpos, asi
como la estrategia utilizada para producir los anticuerpos es clave, ya que tiene
un impacto directo en la sensibilidad y especificidad analitica de la técnica. Es
necesario tener en cuenta criterios de inmunogenicidad y homologia estructural
con otros virus con los que estas proteinas diana pueden compartir secuencias,

debido a su cercania filogenétical®®.

Ventajas de los test de antigenos

e Sencillos de realizar, no requieren personal especializado
e Econdmicos

e Tiempo de respuesta se reduce a 15-20 minutos
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Limitaciones de los test de antigenos

e Complicado procesar muchas muestras a la vez
e La sensibilidad es inferior a las técnicas moleculares; la carga viral debe

ser elevada para poder detectar la infeccion.

Figura 7. Funcionamiento test de antigenos tipo sandwich

Fuente: www.csis.es

6.2. Deteccion de anticuerpos

Los métodos de deteccidon de anticuerpos o pruebas seroldgicas de la
COVID-19 detectan tres tipos de anticuerpos frente a SARS-Cov2: IgM, 1gG e IgA.
La dinamica y evolucion de la respuesta inmunoldgica no se comprende
completamente. Las células inmunes del hospedador producen
inmunoglobulinas tipo IgM durante las primeras etapas de la infeccidn,
aproximadamente después de 7 dias!*. Los anticuerpos IgG son los mds
abundantes en sangre y aparecen de forma mas tardia, en la ultima fase de la

infeccion y desempeiian un papel importante en el establecimiento de la
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memoria inmunitaria a largo plazo. Ademds, la inmunoglobulina tipo IgA
presente, predominantemente, en el tejido mucoso, también puede desempeiiar
un papel fundamental en la respuesta inmune y la progresién de la enfermedad

(Figura 8).

Los test para la deteccion de anticuerpos se basan en el uso de proteinas
del virus, las cuales se crean mediante técnicas recombinantes y mediante
inmunoensayos in vitro y pueden determinar si un suero tiene anticuerpos

(Figura 9).

La proteina viral seleccionada se inmoviliza en un soporte y la unién de

los anticuerpos a la proteina se visualiza mediante marcadores de tipo 6ptico.

En estos métodos es clave la proteina seleccionada, puesto que la

homologia con otros coronavirus es muy elevada#®,

A raiz de la alta respuesta inmunoldgica que producen las proteinas Sy N
en pacientes infectados, éstas se han utilizado de forma rutinaria para
desarrollar pruebas seroldgicas. Sin embargo, en funcion de cémo se hayan
desarrollado los test, su alta homologia con las proteinas S y N de otros
coronavirus podria conducir a un alto porcentaje de reactividad cruzada con
anticuerpos producidos frente a otros coronavirus y, por tanto, conducir a

errores en el diagndstico derivados de falsos positivos4’.
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Figura 8. Respuesta inmunoldgica frente al SARS-CoV-2

Fuente: www.csic.es
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Figura 9. Funcionamiento test serolégicos

Fuente: www.csis.es

6.2.1. Inmunocromatografia de flujo lateral

Son pruebas muy sencillas de realizar e interpretar que se pueden utilizar
en el punto de atencién (PoC, point-of-care). Los resultados se obtienen en pocos

(15-20) minutos*®,

Habitualmente, se basan en tiras de nitrocelulosa u otro material similar
sobre el que se han inmovilizado proteinas viricas. Una pequefia cantidad de
sangre (2-3 gotas) es suficiente para detectar la presencia de los anticuerpos del
paciente (IgG, I1gM o IgA). La muestra migra por capilaridad a través de la
membrana, pasando por una zona donde se han inmovilizado antigenos
(proteinas S o N), frecuentemente, marcados con oro coloidal'®. Si hay
anticuerpos en la muestra, éstos se uniran a las proteinas virales y continuaran

migrando hasta llegar a la zona de deteccién, donde se inmovilizan los
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anticuerpos secundarios (generalmente anti-IgM y anti-IgG), los cuales capturan
los complejos IgG-antigeno e IgM-antigeno, lo que provoca la aparicion de lineas
coloreadas, debido a las nanoparticulas de oro utilizadas para marcar las
proteinas virales. Ademas, la prueba incorpora anti-lgG, también marcados con
oro coloidal, que se utilizan como control, haciendo que siempre aparezca una
linea (Linea de control) al final de la membrana que indica que la prueba ha

funcionado correctamente®°.

Figura 10.Test rapido Anticuerpos (Wonfo®)

Fuente: elaboracion propia

6.2.2. ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

Es uno de los métodos seroldgicos mas utilizados en el que la deteccion
de anticuerpos se realiza en laboratorios y por personal especializado que
detecta con precisién el tipo y/o la cantidad de anticuerpos generados por el

paciente.
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Se realiza en microplacas de 96 pocillos en cuya superficie se ha
inmovilizado el antigeno viral y a la que se uniran los correspondientes
anticuerpos del paciente. (IgG, IgM, 1gA)*°. El tipo de muestra que se utiliza es
plasma o suero. El complejo antigeno-anticuerpo unido se detecta usando un
segundo anticuerpo marcado con enzima, que en presencia de un sustrato

apropiado termina generando una sefal colorimétrica o fluorescente.

Se analizan muchas muestras simultdneamente de forma automatizada,
aunque su procesamiento no es tan inmediato, se ha demostrado elevada

sensibilidad y especificidad*®.

6.2.3. CLIA (Chemiluminiscent immunoassay)

El fundamento de la técnica es semejante al del ELISA, pero la sefial se
genera por una sonda quimica capaz de emitir luz. También se puede realizar en
microplacas de 96 pocillos y los resultados se obtienen en aproximadamente 2-3
horas. El correspondiente ensayo realizado sobre microesferas recibe el nombre

de CMIA (Chemiluminiscent microparticle immunoassay)®L.

6.2.4. ECLIA (electrochemiluminiscent immunoassay)

La sefal quimioluminiscente es producida como consecuencia de una

reaccién electroquimica.

Los anticuerpos se encuentran marcados por sustancias capaces de
generar quimioluminiscencia. Este fendmeno es consecuencia de la aplicacién de
pulsos eléctricos en un determinado entorno quimico. Tal es el caso del conocido
Sulfo-TAG, un complejo de rutenio que se oxida por el electrodo en presencia de
tripropilamina, la cual participa en su reduccion, lo que provoca la generacidon de
luz. Este tipo de ensayos tienen elevada sensibilidad, con bajo ruido de fondo.

Son féciles de usar e implementar en diferentes configuraciones®°,
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Ventajas de los test seroldgicos

e Sencillos de realizar, rapida respuesta.

e Gran capacidad de procesamiento de muestras

e La mayor parte de los hospitales disponen de analizadores automatizados

e Econdmicos

e Se puede usar en suero o plasma y sangre periférica (puncién capilar)

e Complementa a los estudios de RT-PCR cuando éstos son negativos en los
pacientes con alta sospecha clinica o en aquellos pacientes en que ya no
existe carga viral apreciable en las muestras de vias respiratorias
superiores y resulta un riesgo obtener muestras de tracto respiratorio
inferior.

e Permiten conocer el estado inmunoldgico del individuo gracias a la

deteccion de los anticuerpos de tipo IgG.

Limitaciones de los test serolégicos

e La respuesta IgM e IgG incierta y variable en el curso de la enfermedad;
esto implica que un resultado negativo de IgM y de IgG no excluya que el
paciente esté infectado por SARS-CoV-2.

e Generalmente, el pico de la produccién de inmunoglobulinas IgM es de 4
dias después del inicio de los sintomas, hasta 10-14 dias; esto limita su
aplicabilidad en el diagndstico de fase aguda.

e Dificultad para posicionar su determinacién como técnica cribado frente a
RT-PCR o deteccidn de antigeno.

e Dependiendo del tipo de técnica utilizada, un resultado positivo puede
también ser debido a una infeccidn por otro coronavirus, no

exclusivamente por el SARS-CoV-2.

Lo ideal para un buen diagndstico de SARS-CoV-2 seria combinar PCR y

estudio de la respuesta seroldgica.
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Figura 11. Deteccion del virus (cultivo y PCR), y Ac (serologia)

Fuente: Sethuraman (143)

/. Tratamiento

El descubrimiento y la implementacién de nuevas terapias frente a la
COVID-19 estan suponiendo una carrera a contrarreloj para afrontar esta
situacidon de emergencia. Al inicio de la pandemia, la informacién de la que se
partia era escasa. Solo se disponia de las recomendaciones que venian de Chinay
un numero limitado de publicaciones indicando la actividad de unas pocas
moléculas frente al coronavirus. A medida que pasaban los meses se han
estudiado varias opciones de tratamiento experimental en numerosos ensayos
clinicos, pero a dia de hoy sigue sin existir un tratamiento especifico disponible.
Practicamente, todos los farmacos utilizados ya existian para otras patologias.
Cabe destacar que el tratamiento debe ser individualizado en funcién de la
condicion del paciente y debe garantizar el soporte vital en caso de

complicaciones. El primer paso es aislar al paciente, ademas se debe asegurar
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una adecuada hidratacién, se administra paracetamol como antitérmico,
antibidticos en caso de sospecha de infecciones bacterianas secundarias,
analgésicos para controlar posible dolor y, en casos graves con disnea, hipoxia o
sindrome de distrés respiratorio agudo (SDRA), uso de oxigeno o ventilacién

mecanica.

En Espafia, el Ministerio de Sanidad actualiza continuamente el
documento técnico elaborado para informar sobre el manejo y tratamiento de
los pacientes con infeccién por SARS-CoV-2. Ademds, la Agencia Espaiiola de
Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS) renueva regularmente los
farmacos disponibles sujetos a condiciones especiales para su uso en la infeccion
por SARS-CoV-2 y asi complementar los protocolos elaborados por el Ministerio
de Sanidad'®2. Asimismo, la Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y
Microbiologia Clinica (SEIMC) ha publicado recomendaciones sobre el manejo y

tratamiento de los pacientes (Figura 12).

La mayoria de la evidencia disponible deriva de estudios observacionales
y, en ocasiones, surgen datos contradictorios; pero, a pesar de ello, la
investigacion llevada a cabo en todo el planeta ha conseguido algunos resultados
considerados solidos procedentes de ensayos clinicos bien disefiados y muy

amplios®®3,

Cloroquina e hidroxicloroquina

Son agentes antiinflamatorios aprobados para ciertas enfermedades
autoinmunes y para la malaria. Han sido los mas empleados a nivel internacional

durante las etapas de mayor incidencia de la pandemia.

Algunos paises almacenaron grandes cantidades de estos farmacos, lo
gue supuso una escasez de estos medicamentos para aquellos pacientes que los
necesitaban para indicaciones clinicas aprobadas. Solo unos meses después,
surgieron numerosas publicaciones en contra de cualquier uso tanto de

hidroxicloroquina como de cloroquina®®®.
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En un primer momento, su uso se apoyo en estudios in vitro, los cuales
sugerian que dichos farmacos podian inhibir la infeccién por SARS-CoV-2 a
concentraciones bajas, actuando mediante el aumento del pH endosomal
(requerido para la fusion del virus con la célula) o interfiriendo con la

glicosilacion del receptor celular del virus (ACE-2).

Pero, realmente, lo que dio lugar a un uso amplio de estos agentes fueron
estudios publicados de Marsella, dirigidos por Raoult, en un momento de gran

necesidad de buenas noticias®>1%4,

Mas adelante, se publicaron diversos resultados clinicos desfavorables
para cloroquina e hidroxicloroquina, ademds se demostré posible riesgo de
arritmias graves por prolongaciéon del intervalo QT en su combinacién con
azitromicina. Su beneficio clinico ha sido descartado tras la divulgacién de los

resultados del estudio RECOVERY?%®,

De igual modo, a mediados de junio de 2020, la OMS también anuncié la
interrupcién del tratamiento con hidroxicloroquina en su ensayo SOLIDARITY y
la FDA estadounidense revocd la autorizacion de emergencia que habia

concedido en mayo 2020 para el uso de la hidroxicloroquina y la cloroquina.

Lopinavir/ritonavir

Una diana farmacoldgica prometedora es la proteasa principal viral Mpro
gue juega un papel clave en la replicacién y transcripcion viral. Algunos

inhibidores de proteasa (IP) del VIH se han estudiado en pacientes con COVID-19.

Se cree que lopinavir inhibe la proteasa similar a la 3 quimotripsina de los

coronavirus.

Para alcanzar los niveles plasmaticos adecuados, debe reforzarse con otro

IP del VIH llamado ritonavir.
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La asociacion de estos dos inhibidores de la proteasa del VIH se utilizd
ampliamente los primeros meses de la pandemia a pesar de la falta de pruebas.
Sin embargo, varios estudios clinicos empezaron a sembrar dudas sobre su
eficacia'®®, hasta que los resultados del estudio RECOVERY’también han
permitido descartar definitivamente cualquier eficacia de la combinaciéon de

lopinavir y ritonavir en pacientes graves.

Un amplio nimero de pacientes en el grupo experimental fueron
aleatorizados a recibir la combinacién de antirretrovirales, y sus resultados
clinicos fueron comparados con los controles asignados al tratamiento estandar.
No se observd ninguna diferencia en la mortalidad a los 28 dias entre ambos
grupos. Tampoco se halld ninguna mejoria en términos del riesgo de

empeoramiento de la patologia o en la duracidon de la estancia hospitalaria.

Corticosteroides

Es mas probable que los medicamentos antivirales eviten que los casos
leves de se conviertan en severos, pero es necesario fdrmacos adyuvantes en
pacientes que desarrollan enfermedad grave. Las infecciones por SARS-CoV-2
pueden inducir respuestas inmunitarias excesivas y aberrantes, asociadas con
dafios pulmonares graves®. Al igual que ocurria con el SARS y el MERS, algunos
pacientes con la COVID-19 desarrollan SDRA. Los corticosteroides son, hasta
ahora, los Unicos farmacos que proporcionan un beneficio de supervivencia en

pacientes graves.

El valor terapéutico de los corticoesteroides se ha demostrado en

numerosos estudios:

el mas importante y ya mencionado anteriormente, el ensayo Recovery,
que compara una gran variedad de tratamientos y concluye que en pacientes
hospitalizados que reciben dexametasona oral o intravenosa, durante un

maximo de 10 dias, disminuye la-mortalidad en los 28 dias siguientes'®’.
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En otro ensayo realizado en diferentes paises, 384 pacientes fueron
aleatorizados a dosis fija (n= 137), dosis dependiente del shock (n = 146) y sin (n
= 101) hidrocortisona. El tratamiento con un curso de dosis fija de 7 dias o una
dosificacién de hidrocortisona dependiente de shock, en comparacién con la no
hidrocortisona, dio lugar a una probabilidad de superioridad del 93% y 80%,
respectivamente, con respecto a las probabilidades de mejora clinica del

pacientel®2,

Un metaandlisis de la OMS que reunié datos de siete ensayos clinicos,
gue evaluaron la eficacia de los corticosteroides en 1.703 pacientes en estado
critico, encontrd que los odds ratios para la asociaciéon con la mortalidad fueron
0,64 (IC del 95%: 0,50-0,82; p <0,001) para la dexametasona en comparacién con
el grupo placebo, 0,69 (IC del 95%, 0,43-1,12; p=0,13) para hidrocortisona y 0,91
para metilprednisolona (IC del 95%, 0,29-2,87; p=0,87). No se observd un

aumento de efectos adversos derivados del uso de estos medicamentos'®3.

Actualmente, la OMS sugiere no utilizar corticosteroides en el
tratamiento de pacientes con enfermedad leve. Sin embargo, recomienda
corticosteroides sistémicos para el tratamiento de pacientes graves y/o criticos.
A pesar de esto, advierte que el umbral de saturacion de oxigeno del 90% para
definir la COVID-19 grave debia interpretarse con cautela cuando se utiliza para

determinar qué pacientes deben recibir corticoesteroides sistémicos.

Remdesivir

Remdesivir (RDV) es un andlogo de nucledtidos y el profarmaco de un
nucledsido de adenosina C que se incorpora a las cadenas de ARN viral hijas, lo
gue da lugar a una interrupcién prematura de la sintesis de ARN. Recibié una
"autorizacion de uso de emergencia" de la FDA en mayo de 2020 y una
autorizacion de "comercializacién condicional” de la EMA en julio del mismo

afiol®,
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Los experimentos in vitro han demostrado que el Remdesivir tiene una
amplia actividad anti-CoV inhibiendo la RdRp en cultivos de células epiteliales de
las vias respiratorias. Este farmaco es muy similar a Tenofovir utilizado en la
terapia del VIH. Remdesivir fue desarrollado originalmente para el tratamiento
del virus del Ebola, pero, posteriormente, se descarté su uso a raiz de los

resultados decepcionantes obtenidos en un gran ensayo clinico aleatorizado®®.

Los modelos animales sugieren que una infusién de 10 mg / kg de
Remdesivir una vez al dia puede ser suficiente para el tratamiento. En humanos,
en los estudios de Fase Ill se ha utilizado la dosis inicial de 200 mg el dia 1,
seguida de 100 mg durante otros 4-9 dias, este farmaco ha demostrado
beneficios en el tratamiento de pacientes COVID-19 y no se han descrito

problemas de seguridad?®?.

Se han publicado recientemente ideas nuevas sobre el uso de RDV como
terapia de inhalacién. La instilacién local o aerosol en la primera fase de la
infeccidn, junto con gargaras orales antisépticas-antivirales y colirio de povidona
yodada para la conjuntiva atacarian al virus directamente a través de los
receptores a los que se une, disminuyendo significativamente la replicacion viral

y el riesgo de enfermedad?®®.
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GRAVEDAD CRITERIOS INGRESO/SECUIMIENTO TRATAMIENTO SOPORTE TE';';L%TF'IEC"J'J COMENTARIOS

ASINTOMATICO 0 Ausencia de sintomas. Ambulatorio, Domiciliario pacientes alto riesga;  Aislamiento segin Recomendacidn en contra del uso de dexametasona.
PRESINTOMATICO Vigilancia telefdnica activa diaria. recomendaciones vigentes de
Resto de pacientes: auto-viglancia de sintomas de ~ Selud Piblica.
riesgo (disnea).
LEVE Sintomas respiratorios y (todos):  Ambulatorio/Domiciliario pacientes alto riesgo'®  Aislamiento segin No Recomendacién en contra del uso de dexametasona.
- No disnea Vigilancia telefdnica activa diaria, recomendaciones vigentes de
- Fracuencia respiratoria <22 Resto de pacientes: auto-vigllancia de sintomas de  Salud Piblica.
- Sat0, basal > 4% Tiesgo (disnes). Tratamiento sintomético
(preferentemente paracetamol).

Figura 12. Recomendaciones SEIMC para manejo clinico de pacientes

Fuente: www.seimc.org

8. Prevencion

La prevencion a través de medidas de salud publica sigue siendo el pilar
principal del control de la infeccion por SARS-CoV-2 y la mitigacion del impacto
de la pandemia. Existen medidas preventivas efectivas para el control de las
infecciones respiratorias, que se han puesto en practica desde hace mucho
tiempo. Sin embargo, la incertidumbre sobre el papel de las diferentes rutas de
transmisién del SARS-CoV-2 complica la seleccion de las medidas mas eficientes
de salud publica a implementar. Las estrategias preventivas basicas incluyen: la
identificacion y el aislamiento de casos infecciosos y cuarentena para casos
sospechosos y contactos cercanos; cambios en los comportamientos
individuales, incluido el distanciamiento fisico y social, el uso de mascarillas
faciales e higiene de manos; medidas de salud publica como restricciones de

viaje, prohibiciones de reuniones masivas y cierres locales o nacionales cuando
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las otras medidas resulten ineficaces para detener la propagacion del virus. Por
tanto, las medidas preventivas pueden aplicarse a nivel personal, comunitario o

social.

8.1. Medidas preventivas

8.1.1. Prevencion a nivel personal

Buena higiene respiratoria

Se refiere a las medidas destinadas a contener secreciones y reducir su
propagacion en el medio ambiente o a otras personas®’. Estas incluyen: cubrirse
la boca y la nariz con un panuelo de papel y deshacerse de él, inmediatamente,
tras su uso al toser o estornudar, o bien cubrirse con el codo o con la ropa para
evitar la dispersion del virus. Ademas, se debe intentar evitar tocarse ojos, nariz y

boca con las manos.

Higiene de manos:

El papel de los fomites en la transmision del SARS-CoV-2 sigue sin estar
claro, pero no puede ser excluido. Aunque los objetos pueden contaminarse
facilmente con gotitas y contaminan las manos, es extremadamente dificil probar
tal transmisidn. En cualquier caso, se sabe que lavarse las manos con frecuencia
interrumpe la transmision de enfermedades respiratorias, ya que las personas
habitualmente hacen contacto de dedo a nariz o de dedo a 0jo'®8. Se recomienda
realizar el lavado de manos durante 30 segundos con jabén comun cuando hay
contacto con un objeto inicialmente infectado y con regularidad siempre que sea
posible. Si no hay agua y jabdn disponibles se recomiendan soluciones de gel
hidroalcohdlico. Se ha demostrado que estas soluciones inactivan eficazmente el
virus SARS-CoV-2 en 30 segundos!®. La higiene de manos tiene la ventaja

adicional de prevenir otras muchas infecciones respiratorias y de contacto.

Mascarillas faciales:
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El uso de mascarillas para reducir el riesgo de infeccion es una practica
médica ya establecida. Por tanto, es sorprendente que haya creado tal debate en
el contexto de la pandemia. La recomendacion inicial de la OMS y otras
autoridades sanitarias de que las mascarillas solo debian ser utilizadas por
trabajadores sanitarios y por los pacientes sintomaticos dieron lugar a
controversias entre los expertos y confusién generalizada entre el publico. Este
consejo era contradictorio con las imagenes de personas que, habitualmente,
llevaban mascarillas en la mayoria de paises de Asia que lograron contener la

pandemial’®.
Las mascarillas pueden prevenir la transmision de dos formas:

1. Cuando las usan personas sanas reducen la exposicidon de la boca y la

nariz a particulas virales presentes en el aire o en manos contaminadas.

2. Cuando son usadas por una persona infectada, realizan un control de
la fuente, reduciendo la cantidad de virus dispersos en el ambiente al toser,

estornudar o hablar.
Las mascarillas mas utilizadas actualmente son:

e Mascarillas FFP2 (Filtering facepiece): disefiadas para bloquear el 95%
de particulas mas pequefias. Reducen la exposicion del usuario a particulas,
incluidos aerosoles y gotas grandes. También reducen la exposicion del paciente
a las particulas emitidas por el portador (a menos que estén equipadas con una

vélvula unidireccional para facilitar la respiracion)’9172,

® Las mascarillas quirdrgicas: solo filtran eficazmente particulas grandes.
Reducen solo marginalmente la exposicion del usuario a gotitas y aerosoles. Sin
embargo, limitan considerablemente la emisién de saliva o gotitas por parte del

usuario, lo que reduce el riesgo de infeccién a otra gente!’*.

e Las mascarillas de tela: detienen las gotas que se liberan cuando el
usuario habla, estornuda o tose. Segun lo recomendado por la OMS, deben

incluir multicapas de tela. Cuando las mascarillas quirdrgicas o N95 no estan
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disponibles, las de tela pueden reducir el riesgo de transmision del SARS-CoV-2

en lugares publicos’%72,

Distanciamiento fisico/social y evitar las condiciones de hacinamiento

El distanciamiento fisico significa mantener una distancia segura de los
demas. El término es, a menudo, confundido con el distanciamiento social,
generalmente impuesto durante los encierros, que significa reducir los contactos
sociales tanto como sea posible, quedarse en casa y mantenerse alejado de los

demads para evitar la propagacion de COVID- 19.

Se ha demostrado inequivocamente que el distanciamiento social

contribuye a reducir la propagacién del SARS-CoV-2.

En Wuhan y Shanghai, se redujeron los contactos diarios 7 u 8 veces
durante el periodo de distanciamiento social y la mayoria de las interacciones se
limitaron al hogar'’?>'73, El distanciamiento social puede ser una eleccion
individual, pero generalmente es impuesto por las autoridades sanitarias. Con el
reinicio de las actividades econdmicas y sociales, el distanciamiento fisico en
lugares publicos es un comportamiento fundamental en la vida cotidiana y una
medida esencial para reducir la propagacion de SARS-CoV-2. Mantener una
distancia segura de los demas parece sencillo, pero definir lo que se puede
considerar una "distancia segura" es bastante complejo. En un metaanalisis
publicado!’4, los autores estimaron que el riesgo de infectarse con el SARS-CoV-2
se reduce al 13% para los que estdn a 1 m y se reducen aun mas a solo un 3%
mas alld de esa distancia. Con base a esta evidencia, la OMS y el ECDC
recomiendan una distancia interpersonal de 1 m, aunque otras agencias y paises
sugieren 1,5 m (Australia, Italia, Alemania), 1,8 m (EE. UU. CDC) o incluso 2
metros (Canadd, China, Reino Unido) 17>.Algunos autores sugieren que incluso 2
metros podrian no ser suficientes y que el hecho de ser "seguro" dependeria de
multiples factores relacionados tanto con el individuo como con el medio
ambiente; éstos podrian incluir la carga viral infecciosa, la duracién de la

exposicién, el nimero de personas presentes, entornos interiores frente a los
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exteriores o el nivel ventilacién’. En situaciones donde el distanciamiento fisico
es imposible de evitar (trenes, autobuses, metros) el uso de mascarillas suele ser

obligatorio.

Descontaminacion de superficies

Como ya hemos mencionado en apartado anterior, el SARS-CoV-2 puede
sobrevivir algunas horas sobre las superficies, por lo que es de suma importancia
la limpieza y desinfeccion frecuente de distintas superficies (barandillas, mesas,
teclados, manillares) que pueden ser un medio de transmisidn para el virus tanto
en centros de trabajo como en los domicilios. Segun la Sociedad Espafola de
Sanidad Ambiental tanto la lejia doméstica diluida en agua al 0,5% como el
etanol diluido al 60-70% son eficaces para la inactivacion del virus y son los

productos utilizados en el &mbito del hogar y centros de trabajo”’.

8.1.2. Prevencion a nivel comunidad/social

El aislamiento y la cuarentena

Son medidas esenciales para reducir la propagacion. A menos que un
paciente esté hospitalizado, la cuarentena y el aislamiento, generalmente, se
realizan en el hogar o en instalaciones dedicadas a ello como hoteles o
infraestructuras de aislamiento grupal'’®. Dada la incertidumbre sobre la
infectividad de la persona sospechosa, las medidas preventivas son similares
tanto para el aislamiento de casos confirmados como para la cuarentena de
contactos. Basicamente, debe quedarse en casa o en las instalaciones y evitar
contactos no esenciales con otras personas, incluidos los miembros del hogar,

durante un periodo determinado para evitar la propagacion de la infeccidn.

La larga incubacidn y la alta infectividad presintomatica de la COVID-19
ponen en riesgo a los miembros de la familial’®. La tasa de infeccién encontrada

para familiares varia entre el 11% y el 32%'®. Estas diferencias probablemente
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se deban a las diferentes medidas implementadas en el interior de las viviendas
familiares. Lo ideal es que las personas aisladas tengan un dormitorio y bafio
separado y no deben tener ningln contacto con el resto de la familia, en

particular con aquellos en riesgo de contraer enfermedad grave.

A dia de hoy, se sigue debatiendo el periodo de aislamiento y tiempo de
cuarentena requeridos para considerar que los casos confirmados o sospechosos
ya no sean infecciosos. Inicialmente, el requisito para levantar el aislamiento de
un caso confirmado consistia en la recuperacién clinica y tener dos resultados
negativos de RT-PCR consecutivos con un intervalo minimo de 24horas entre

ellos?8l,

Este ultimo criterio supuso un problema para los paises con recursos
limitados; ademads, algunos pacientes pueden seguir teniendo resultados de PCR
positivos durante semanas o meses después del cese de los sintomas, lo que

lleva a periodos de aislamientos prolongados y probablemente innecesarios.

Los ultimos criterios actualizados de la OMS para el periodo de
aislamiento y cuarentena se basan en datos que muestran lo poco habitual que
es la presencia de virus viables pasados 9 dias tras el inicio de sintomas'®2.Las

recomendaciones son las siguientes:

¢ En pacientes sintomaticos, deben estar al menos 3 dias sin sintomas y

cumplir 10 dias después del inicio de los sintomas.

® Los casos asintomaticos deben cumplir 10 dias de aislamiento después

de la prueba positiva para SARS-CoV-2.

Sin embargo, varios paises (por ejemplo, Italia) contindan aplicando los
anteriores criterios que incluyen una prueba de RT-PCR negativa, que puede dar

lugar a que se mantenga al individuo aislado mucho mas tiempo.

El periodo de cuarentena recomendado para contactos y viajeros no ha
cambiado y sigue siendo 14 dias, aunque varios paises lo han reducido a 10 dias

(Suiza o Espafia).
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Rastreo de contactos

El rastreo de contactos puede ser eficaz para reducir el riesgo de
propagacion del virus'®, pero es un ejercicio complejo y requiere muchos
recursos. Es mas util cuando se aplica al principio del brote, antes de que se
exista transmision comunitaria. Una vez que los casos se disparan, la
identificacion y el seguimiento de todos los contactos utilizando solo los recursos
de salud publica es muy complicado y son necesarias medidas adicionales como
las citadas anteriormente (distanciamiento fisico, uso de mascarillas y los cierres

localizados)*8.

Se han ido desarrollando distintas estrategias y aplicaciones de rastreo.
Muchos paises han aprovechado los teléfonos mdviles para disefiar y dirigir
medidas para evitar y/o contener la propagacion del virus. Difusion de mensajes
de informacidn, uso de una aplicacidon del mévil para detectar si el teléfono se ha
acercado durante un periodo de tiempo determinado a otro teléfono de una
persona a la que se le haya diagnosticado el SARS-CoV-2 y que, por lo tanto, sea
potencialmente infeccioso. Se envia un mensaje de advertencia en el que se

pedira al propietario que busque asistencia médica y que se someta a prueba.

Desafortunadamente, la inmensa mayoria de las aplicaciones de rastreo
no han funcionado como se esperaba. El éxito de éstas se mide por el nimero de
contactos detectados, que hasta ahora han sido relativamente pocos, hay que
tener en cuenta que para que funcionen estas aplicaciones, la ciudadania debe

descargarse estas aplicaciones, y cuantos mas lo hagan mejor se detecta.

Prohibicion de las reuniones masivas

La mayoria de los paises han implementado prohibiciones a nivel nacional
de reuniones masivas como eventos deportivos y culturales, conciertos,
celebraciones religiosas, mitines y manifestaciones politicas, etc!®>.Se han
cancelado varios importantes eventos internacionales. (Juegos Olimpicos de

Tokio, la Eurocopa, la Férmula 1, Eurovisidon, eventos de Semana Santa,
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peregrinacion a La Meca, y muchos otros). Algunos de estos se han ido

reanudando, pero sin publico o con aforo limitado.

Es incierto bajo qué condiciones los eventos que requieren la presencia
de un gran numero de personas en lugares cerrados (discotecas, bar, etc.) se
pueden reanudar sin riesgo de que se produzca un acontecimiento superdifusor.
La reapertura limitada de estos locales durante el verano de 2020 y 2021 se

asocié con un aumento de la propagacion del virus observado en toda Europa.

Prohibicién de viajes y cierre de fronteras

Desde hace mucho tiempo se reconoce que los viajes por tierra, mar y
aire pueden ser eficientes y rutas rapidas para la propagacion internacional de
un virus pandémico®. Las condiciones para restringir los movimientos de
personas y bienes entre paises, en caso de una emergencia de salud publica, se
han descrito en el Reglamento Sanitario Internacional de la OMS, adoptado por
todos los estados miembros de la citada organizacién, en 2005'®’. Durante toda
la pandemia casi todos los paises han implantado medidas que restringen el
movimiento de la poblacién, como el control de la entrada al territorio, el control
de desplazamientos dentro del pais, cierre parcial o total de fronteras y la
cancelacion de vuelos internacionales. Sin embargo, las amplias restricciones de
viajes y los numerosos cierres de fronteras no han impedido que el virus llegue a

todos los paises del planeta'®,

Uno de los motivos por los cuales las prohibiciones de viaje no han sido
del todo eficaces es que es complicado evitar que todo el mundo entre en un
pais. Muchas personas pueden estar exentas a estas restricciones y viajar por
acuerdos internacionales o nacionales. (Diplomaticos, personal sanitario,

tripulaciones de aviones).Otras pueden cruzar las fronteras de forma no oficial.

Las prohibiciones de viaje generalizadas y los cierres de fronteras pueden
reducir el riesgo de propagacion de un virus pandémico pero, al igual que los
bloqueos generalizados, son herramientas poco contundentes. Afectan a un gran

numero de personas no infectadas, causan un impacto sustancial en la economia
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y en el comercio, y puede traducirse en una falsa y peligrosa sensacién de
seguridad en la poblacion y las autoridades. El cribado regular y la cuarentena de
todos los viajeros siguen siendo las formas mas eficaces de evitar la transmision

local de un virus por casos importados',

8.2. Vacunas

Desde el punto de vista de la elaboracién de tacticas de defensa frente a
infecciones originadas por virus emergentes como el SARS-CoV-2, dependemos
del conocimiento minucioso de la interaccién del patégeno con las células del
huésped y de la regulacién que éste ejerce sobre la maquinaria celular para
favorecer la propagacion de la progenie viral. Este proceso se lleva a cabo,
principalmente, mediante la interacciéon especifica de proteinas virales con
proteinas celulares secuestrando su funcién. Por otro lado, el estudio de la
respuesta inmune como mecanismo de defensa es primordial para el disefio de

estrategias de prevencidn y tratamiento de la COVID-198°,

La comprensién de la inmunidad adaptativa al SARS-CoV-2 es importante
para el desarrollo de la vacuna, la interpretacion de la patogénesis de la
enfermedad y la calibracion de las medidas de control de la pandemia.
Actualmente, existe un conocimiento todavia limitado de la respuesta inmune
del huésped al SARS-CoV-21%, A partir de los datos registrados sobre coronavirus
anteriores, se pueden hacer predicciones sobre cdmo el sistema inmunitario
puede lidiar con este virus y cédmo el virus puede evadir tales respuestas del
huésped. Los tres componentes fundamentales del sistema inmunolégico
adaptativo son las células B (que generan los anticuerpos), las células T CD4 +y

las células T CD8 +199,

En general, por los conocimientos que hoy tenemos parece que la
inmunidad al SARS-CoV-2 puede ser duradera pero no éptima'®. Los anticuerpos

son solo una parte facilmente medible de la inmunidad. Son la parte humoral,
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gue neutralizan a las particulas virales circulantes, pero quien los produce, los
linfocitos B, y, a largo plazo, los linfocitos B de memoria (que son como las
unidades de élite ya entrenadas, pero no muy numerosas), son de mas larga
duracién, se reactivan y producen nuevos anticuerpos ante una nueva
exposicion®®l. Asimismo, cada vez hay mas evidencias en esta enfermedad de la
importancia de la inmunidad celular, los linfocitos T, que se ocupan de destruir
las células infectadas y complementan a la inmunidad humoral, también con su
correspondiente versidn de linfocitos T de memoria de mas larga duraciéon®®.
Esta es la inmunidad inducida por la infeccién natural, pero, sin duda, las vacunas
ejercen la misma funcion de manera mas eficaz. Las vacunas bien disefiadas
pueden actuar activando a todos los buenos componentes de la inmunidad
efectora o adaptativa, y sin interferir con una buena activacién inflamatoria e

innata inicial®%.

Tipos de vacuna

Todas las vacunas estan construidas sobre el mismo principio subyacente:
exponen nuestro sistema inmunoldgico a piezas clave de la maquinaria del
patégeno objetivo (denominados "antigenos"), protegiéndonos posteriormente
al enfrentarnos con verdadero virus. Se trata, por tanto, de desarrollar una
preparacién destinada a generar inmunidad frente a la enfermedad, estimulando
la produccion de anticuerpos, bien a través de una suspension de
microorganismos muertos o atenuados, o de productos o derivados de
microorganismos. El método mas habitual para administrar las vacunas es la
inyeccién intramuscular, aunque algunas se administran con un vaporizador

nasal u oral'®°.

El esfuerzo para el desarrollo de la vacuna en respuesta a la pandemia no

192 Una caracteristica

tiene precedentes en términos de premura y recursos
sorprendente de este desarrollo es la diversidad de plataformas tecnoldgicas que

se estan evaluando:
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e Vacunas de ARNm: consisten en moléculas denominadas "ARN
mensajero” que codifican las partes del patégeno objetivo que son reconocidas
por nuestro sistema inmunolégico (antigenos). Se utiliza un liposoma para su
administracién al huésped®? en cuyas células las moléculas de ARN se convierten

en antigenos que son detectados por las células inmunes.

e Vacunas de ADN: utiliza plasmidos de ADN para expresar antigenos del
patégeno en las células huésped. Como en las vacunas de ARN, los antigenos son

posteriormente detectados por células del sistema inmune?®®3,

e Vacunas basadas en vectores virales: Consisten en virus inofensivos
que han sido modificados para que contengan antigenos del patégeno objetivo.
Los virus modificados actian como sistemas de entrega que muestran los
antigenos a células inmunes. Esta estrategia puede mejorar la inmunogenicidad
sin un adyuvante y promueve una respuesta robusta de las células T citotdxicas

para eliminar las células infectadas por virus®*.

e Vacunas atenuadas vivas: Se utiliza una version viva del virus, pero
debilitada o modificada, con virulencia reducida (por ejemplo, una proteina
mutada). Esta estrategia puede inducir una respuesta inmune rapida y fuerte,

pero estd contraindicado en inmunodeprimidos!®>.

e Vacunas recombinantes basadas en proteinas: Utiliza antigenos, es
decir, proteinas del agente infeccioso (por ejemplo, proteina S) para provocar
una respuesta inmune en el huésped. De uso general en combinacién con un

adyuvante para mejorar la inmunogenicidad®®®.

Vacunas aprobadas en Europa y EE. UU (Tabla 2)

e La vacuna Pfizer/BioNTech. Comirnaty (BNT162b2)

BNT162b2 es una vacuna desarrollada por BioNTech, Pfizer y Fosun, esta
compuesta por ARN mensajero modificada por nucledsidos y formulada de

forma encapsulada en nanoparticulas lipidicas que va a codificar al dominio de

87



i@%’* Universidad

Introduccidn &4 de Alcala

union del receptor de la glicoproteina de la espicula S (spike). El esquema de
vacunaciéon recomendado son 2 dosis con un intervalo de separacion entre ellas
de 21 dias ®. Tras la segunda dosis, la reactogenicidad sistémica es de
moderada intensidad. Es menor en los individuos mayores de 65 afios. En
general induce buenas respuestas inmunes humorales después de la primera

dosis y mejoran con la pauta completa, incluidos los mayores de 65 afios.

Esta vacuna provoca eficientemente respuestas de células helper de
fenotipo Th1l, respuestas celulares de linfocitos T CD4+ y linfocito T CD8+. Su
conservaciéon y almacenamiento es complejo, requiere temperaturas de -70°C, lo

cual exige una logistica especial y delicada para evitar su deterioro.

En julio del 2020 se publicaron los datos del ensayo clinico en fase 11/111*%7
realizado en EEUU con 37.700 voluntarios de mas de 16 afios de edad
procedentes de diferentes paises de todo el mundo. Todos ellos recibieron 2
dosis de vacuna o placebo separados por 18-40 dias. El 21,3% eran mayores de
65 afos y el 20,3% presentaban comorbilidades. Se evalud la eficacia 7 dias post
vacunacion completa (después de la segunda dosis) con resultado del 95%. En
individuos con patologia de base fue del 95,4%. Cuando se analizd la eficacia solo
10 dias tras la primera dosis ésta fue del 86.7% y aumentaba al 90,5% en global
tras la segunda dosis (10 dias después)’®®. Los efectos secundarios mds
frecuentes ocurrieron tras la segunda dosis y fueron los siguientes: dolor en el
punto de inyeccién (84,1%), fatiga (62,9%), dolor de cabeza (55,1%), dolores
musculares (38,3%), escalofrios (31,9%) y fiebre (14,2%), siendo mas habituales

en los sujetos de 55 afios 0 mas.

En diciembre de 2020 se notificaron 21 casos de anafilaxia postvacunal al
sistema de vigilancia de efectos adversos de EEUU, tras la administracion de

1.900.000 dosis®°.

Se dispone de datos reales de efectividad en varios paises:
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En Israel, al comparar con poblacién sanitaria no vacunada hubo una
reduccion del 30% de las infecciones tras la primera dosis y del 75% tras la

segunda dosis.

En pacientes asintomaticos la reduccién llegé al 47% y 85%
respectivamente?®. Ademds, en este mismo pais se realizd otro estudio
observacional en el momento en el que el 80% de los aislamientos pertenecian a
la variante britanica (B.1.1.7).La efectividad a los 14-20 dias tras la primera dosis
y a partir del séptimo dia tras la segunda para la infeccién fue del 46% y 92%, del
57% y 94% para la COVID-19 sintomdtica del 74% y 87% para las
hospitalizaciones, del 62% para las formas severas y 92% y del 72% para los

fallecimientos entre los dias 14 y 202°2,

En Inglaterra, la efectividad en personas mayores de 80 afios frente a
enfermedad sintomatica y grave a partir del dia 28 de la primera dosis o a partir

del séptimo dia tras la segunda fue del 57% y del 88% respectivamente?°?,

En relacion con el poder neutralizante de esta vacuna frente a las nuevas
variantes, todos los sueros de vacunados con dos dosis neutralizaban las

variantes B.1.1.7, P.1, B.1.351201,
¢ La vacuna Moderna, Inc. (COVID-19 Vaccine, mRNA-1273)

ARNmM-1273 es una vacuna desarrollada por Moderna. Al igual que la de
Pfizer es una vacuna de ARN mensajero modificada por nucledsidos y formulada
de forma encapsulada en nanoparticulas lipidicas que va a codificar al dominio
de union del receptor de la glicoproteina de la espicula S (spike). El esquema de
vacunacion recomendado son 2 dosis con un intervalo de separacién de 28 dias

entre ellas.

El ARNm-1273 indujo fuertes respuestas de anticuerpos neutralizantes
tanto al SARS-CoV-2 del tipo silvestre (D614) como al D614G mutante 2, asi como
respuestas de las células T CD8+, y protege contra la infeccidon por SARS-CoV-2 en

ratones y primates no humanos?%,
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En humanos tras la primera dosis induce la producciéon de anticuerpos
frente a la espicula y anticuerpos neutralizantes después de la segunda dosis
tanto en mayores como en menores de 55 afios. Induce ademas respuestas
inmunes celulares de linfocitos T CD4+ con perfil de citoquinas Thl. Una vez
descongelada es muy termosensible, su almacenamiento requiere temperaturas

muy bajas?4.

Los datos de eficacia y seguridad se basan en los resultados obtenidos de
un ensayo en el que se incluian a individuos de mas de 18 afos, los cuales
recibieron dos dosis con un intervalo entre ellas de 28 dias. La eficacia de la
vacuna llego al 95,5% a partir del dia 14 tras la segunda dosis para los de 18 a 64
afos, y del 86,4% para los de mayor edad. La eficacia global alcanzada a dia 28
fue del 92,1%. En los grupos de riesgo de padecer enfermedad grave fue del
90,9% vy del 94,4% para todas las edades. Los efectos secundarios locales mas
frecuentes fueron hinchazén y/o dolor en el punto de inyeccion y linfadenopatia
axilar, lo cuales aparecieron tras la segunda dosis y en edades comprendidas
entre 18 a 64 anos. El cansancio, cefalea, mialgia, artralgia y fiebre, fueron los

efectos sistémicos mds comunes2®*.

En relacion con el poder neutralizante de esta vacuna frente a las nuevas
variantes, P.1., P.2. y B.1.351 mostraron una notable resistencia a la

neutralizacion.

e La vacuna Oxford Vaccine Group/AstraZeneca. ChAdOx1 nCoV-19
(AZD1222)

ChAdOx1 es una vacuna desarrollada por la Universidad de Oxford,
AstraZeneca y el Instituto del Suero de la India. Utiliza como vector un
adenovirus no replicante de chimpancé, que contiene la glicoproteina estructural
de superficie no modificada de longitud completa (proteina S) del SARS-CoV-2. El
esquema de vacunacién recomendado son 2 dosis con un intervalo de
separacion de 10-12 semanas entre una y otra. Actualmente utilizada en

voluntarios de 18 a 55 afios.
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Los resultados de un ensayo aleatorio de fase I/l mostraron que en los
vacunados, las respuestas de las células T alcanzaron su punto maximo en el dia
14, las respuestas de IgG anti-spike aumentaron en el dia 28, y las respuestas de

anticuerpos neutralizantes contra el SARS-CoV-2 se detectaron en > 90%.

Produce anticuerpos frente a la proteina S y anticuerpos neutralizantes
tras la segunda dosis y no se ha constatado interferencia entre la inmunidad
previa anti-vector y la respuesta inmune a la primera y a la segunda dosis. Los
anticuerpos frente al vector generados tras la primera dosis no influyen en la
respuesta humoral, pero si en la respuesta celular. Las condiciones de
almacenamiento es simple refrigeracion entre 2°C y 8°C?%. Se han publicado los
resultados de eficacia y seguridad de la vacuna en régimen de dos dosis llevadas
a cabo en el Reino Unido y en Brasil. Los sujetos tenian mas de 18 afios. Los
participantes proporcionaron muestras semanales nasofaringeas y orofaringeas
para deteccién de virus por PCR. A las dos semanas tras la segunda dosis, la
eficacia fue del 60,3%. La seguridad de la vacuna se evalué en 23.744
participantes?°®. Los efectos secundarios mas comunes fueron dolor en el punto
de inyeccion, dolor de cabeza, fatiga, mialgia, fiebre, nduseas, artralgia y

linfadenopatia, siendo menos habituales en los de 65 afios 0 mas2°.

La eficacia evaluada en la fase Il de los ensayos clinicos llevados a cabo
en el Reino Unido, Brasil y Sudafrica de la primera y de la segunda dosis frente a
la enfermedad sintomatica, fue de 78,3% con una dosis y cuando habian pasado

12 semanas entre ambas dosis llegaba al 81,3%2%.

En un estudio prospectivo de cohortes realizado en Escocia, la efectividad
de la primera dosis de vacuna frente a hospitalizaciones en personas de 80 afios

0 mas, a los 28-34 dias de su administracion, fue del 94%2%7.

La efectividad de esta vacuna frente a las nuevas variantes a dia de hoy
en circulacion ha sido objeto de diversas publicaciones. En un estudio se
comprobd una efectividad de 74,6% para la variante B.1.1.7 frente a 84% para el

resto de variantes207206,
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En cuanto a la variante B.1.351, esta vacuna tuvo una eficacia frente a

enfermedad del 10,4%2%.

e La vacuna Janssen Vaccines & Prevention B.V./Johnson & Johnson.

Ad26.COV2.S

Ad26.COV2.S es una vacuna desarrollada por Janssen, basada en un
vector del adenovirus tipo 26 (Ad26) recombinante e incompetente para la
replicacion, en el cual se vehiculiza la proteina de la espicula de SARS-CoV-2. El

esquema de vacunacion recomendado es una sola dosis.

Se considera que su perfil de seguridad es aceptable. La administracién de
una sola dosis provoca la produccién de anticuerpos neutralizantes en cualquier
edad, incluidos aquellos mayores de 65 afos. Consigue inducir las respuestas
CD4+Th1 y CD8+. Las condiciones de almacenamiento y conservacion son en frio

(2-8°C)

Se han incluido 60.000 participantes en la fase Il del ensayo clinicoy, a la
vista de los resultados, la vacuna ha sido autorizada para su comercializacion por
la Agencia Europea de Medicamentos (EMA) el 11 de marzo de 2021. En dicho
ensayo, se incluyeron sujetos residentes en el Reino Unido, Sudafrica y en paises
sudamericanos, particularmente Brasil. En este ultimo, el 69,4% de los virus
analizados correspondian a la variante P.2 y en Sudafrica el 94,5% lo eran de la
variante B.1.351. A partir del dia 28 tras la dosis Unica del esquema vacunal, la
eficacia para los de 18 a 64 afios y para los de 65 0 mas llegé al 65,1% (IC 95% 53-
74) y al 74,0% (IC 95% 34-91). Para los casos graves, a partir del dia 28, fue del
85,4% (IC 95% 54-97) para todas las edades?®,

Vacunas NO aprobadas en Europa y EE. UU

e Lavacuna Sputnik-V, Instituto de Investigacion Gamaleya
La vacuna Sputnik-V, desarrollada por el Instituto ruso de Investigacién de

Gamaleya (Rusia), consiste en la utilizacién de dos adenovirus (Ad5 y Ad26) como
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Introduccién

vectores de un antigeno S del SARS-CoV-22%°. Los ensayos de la fase Ill se
realizaron con 40.000 individuos. Se obtuvieron buenos resultados de efectividad

y se aprobo en Rusia el 28 de diciembre del 2020.

e Novavax. NVX-CoV2373

Estd compuesta por la proteina de la espicula de forma integra. Se
obtiene mediante técnicas recombinantes en baculovirus, infectante de células
de insecto Spodoptera frugiperda. Como adyuvante tiene una saponina Matrix-
M1. El esquema de vacunacién son 2 dosis con un intervalo de separacién de 21
dias entre ambas. La vacuna presenta un buen perfil de seguridad y produce
respuestas de anticuerpos neutralizantes mayores a los de los convalecientes.
Tiene la capacidad de inducir respuestas celulares con perfil de citoquinas Th1l.
Las condiciones de almacenamiento son las habituales (2-8 °C). Se llevd a cabo
un estudio con 7.500 voluntarios en el Reino Unido, los participantes que
recibieron la vacuna eran mayores de 18 afios y un 25% de ellos con 65 afos o
mas. Su efectividad global con dos dosis frente a enfermedad en cualquiera de
sus manifestaciones clinicas fue del 89,3%2°.Para la cepa de Wuhan original fue
de 95,6% y para la variante B.1.1.7 fue del 85,6%. Los datos obtenidos en la fase
lla/b en Sudafrica en 2.199 voluntarios, 30% con infecciéon por VIH, y con una
circulacion de la variante B.1.351 por encima del 90%, mostraron que la infeccién
previa por la cepa primitiva no protegia frente a esta variante, pero en los
vacunados, independientemente de su status basal respecto al VIH, la eficacia
llegd al 50,4%. La eficacia para las personas VIH negativos alcanzé el 60,1%. La

eficacia especifica para la variante B.1.351 lleg6 al 49,4%2%°,

La fase lll del ensayo clinico en los Estados Unidos y en Méjico se inicid

hace unos meses aun no hay resultados concluyentes.

e CoronaVac (Sinovac)
Es una vacuna desarrollada en China por Sinovac Biotech, Ltd. Esta
compuesta de virus inactivado. Se ha probado en simios y ha mostrado una
proteccion parcial o completa contra el SARS-CoV-2211212_ En los ensayos clinicos

de fase I/Il realizados en septiembre 2020, la farmacéutica comunicd resultados

93



‘\“*3‘" Universidad
Introduccidn &4 de Alcala

obtenidos en adultos sanos de 60 afios 0 mds. La tasa de seroconversién de los
individuos de edad avanzada fue comparable con el grupo de personas sanas de
18 a 59 afos. En los ensayos de fase Il se incluyeron 24.000 personas en
Indonesia, Brasil y Turquia. Ademas, se empezd con la inclusion en los ensayos

de menores de 18 afios. Los datos estan pendientes de publicacién.

e CTl-nCoV
Esta vacuna se ha desarrollado en una empresa china Ilamada CanSino
Biologics, ha sido posible gracias a la colaboracion de la Academia de Ciencias
Médicas Militares. Se basa en el uso de un adenovirus denominado Ad5 como

vector.

Los resultados de los ensayos de la fase Il demostraron que la vacuna
producia respuestas significativas de anticuerpos neutralizantes?2, Una sola
inyeccién de la vacuna vectorizada por Ad5 generd respuestas inmunoldgicas
especificas comparables a la glicoproteina de la espicula en el dia 28, en el 95%

de los individuos.

Se observaron respuestas especificas de células T en el 90% participante
que recibieron la vacuna?'2. Se descubrié que, en comparacion con la poblacidn
mas joven, las personas de edad avanzada tenian una respuesta inmunoldgica
significativamente menor, pero una mayor tolerabilidad, a dicha vacuna. La
inmunidad preexistente al vector Ad5 y el aumento de la edad podrian
obstaculizar parcialmente las respuestas inmunitarias especificas a la vacunacion,
en particular las respuestas inmunitarias humorales. Los eventos adversos mds
comunes fueron fiebre, agotamiento, cefalea o dolor local. El 25 de junio 2020, el

ejército chino aprobé la vacuna por un afio para el uso en sus militares?!2,
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Tabla 2. Vacunas aprobadas en Europa y EEUU

VACUNA EFICACIA EDAD
BioNTech/Pfizer
95% >16
BNT162b2
Moderna
94% >18
MRNA-1273
AstraZeneca &
Oxford University
62-90% >18
(formerly AZD1222,
ChAdOx1 nCoV-19)
Johnson&Johnson
67% >18
Ad26.COV2.S

Fuente: Elaboracion propia

N2 DOSIS

2 (Intervalo 21 dias)

2 (Intervalo 28 dias)

2 (hasta 12 semanas
separadas)

CONSERVACION

-70° C

-20°C

2-8°C

2-8°C
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Justificacién

La deteccidon de infecciones virales pasadas mediante la busqueda de
anticuerpos de una persona infectada ha sido y sigue siendo uno de los objetivos
mds importantes en la lucha contra la Pandemia 2. Las pruebas de anticuerpos
son polivalentes y de gran importancia para determinar la seroprevalencia, la
exposicién previa al virus e incluso identificar donantes humanos altamente
reactivos para la generacion de plasma humano convaleciente para su uso
terapéutico?!®. Ademds, estas determinaciones apoyan el rastreo y la deteccién
de contactos de los profesionales sanitarios para identificar a los que pueden
presentar inmunidad. Saber cudntas personas realmente se infectaron, cuantas
son asintomaticas o en cuantas personas escapd el virus al diagndstico de RT-PCR
entre nuestro colectivo durante los primeros meses de la pandemia, y por qué
razones, son algunas de las preguntas que se pretenden responder con éste

trabajo.

El Hospital Central de la Defensa Gomez Ulla (HCDGU) es un hospital
militar adscrito a la Comunidad de Madrid que atiende a pacientes tanto de
ISFAS (Instituto Social de las Fuerzas Armadas) como del SERMAS (Servicio
Madrilefio de salud). Durante la pandemia, ademas del personal destinado en el
hospital (militar o civil), se han incorporado militares procedentes de otras

unidades (cuarteles, bases, etc.) para dar apoyo durante esta crisis sanitaria.

Todo este personal que ha prestado sus servicios durante la pandemia, es
uno de los colectivos mas afectados, con un riesgo elevado de contraer la

infeccidn, debido a la alta incidencia de COVID19 en el hospital.

El personal que desarrolld infeccion asintomatica pudo transmitirlo de
modo inadvertido a los pacientes que atendid, contribuyendo, de este modo, a
mantener la epidemia en poblacion mds vulnerable. Esto es especialmente
sensible en nuestro hospital porque ademas de lo anteriormente citado, aquellos
en condicién de comisionados regresaron a sus unidades de origen pudiendo
generar un nuevo foco de infeccidén y favoreciendo la propagacién del virus, lo
que podria comprometer la operatividad, tanto en el territorio Nacional como en

Zona de Operaciones (Misiones Internacionales) de estas unidades que se veria
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afectada en caso de un brote. Debe considerarse que gran parte del personal que
ha prestado sus servicios no reside en Madrid, por lo que el control de este
personal es fundamental para evitar la propagacion del virus a otras

comunidades auténomas.

Por todo ello es conveniente la valoraciéon de su situacidon infectiva e

inmunolégica.

Ademas, al tratarse de un nuevo virus, se puede considerar que la
totalidad de la poblacién a estudio carecia de anticuerpos frente a SARS-CoV-2
(Ac) antes de la pandemia. Esta situacion ndive es ideal para hacer un estudio
seroldgico en personal de riesgo, como lo es el personal del HCDGU. La deteccidn
de anticuerpos (SARS-CoV-2 IgG) deberia ayudar a identificar a aquellos que ya
podrian estar inmunes y puedan atender a pacientes infectados, minimizando el
riesgo de propagacion del virus. Esto, hasta el momento, no estd del todo claro,
existe evidencia cientifica para pensar que un elevado nimero (aprox. 70%) de
los pacientes desarrollan anticuerpos protectores?*3°, No obstante, esta
circunstancia debe tomarse con cautela cuando se traslada a la poblacion en
general y a los diferentes colectivos, incluyendo los profesionales sanitarios, ya

gue no hay suficientes estudios que lo avalen.

La situacion optima epidemioldgica de un individuo seria IgM- IgG+ PCR-,
pues no portaria el virus y seria, probablemente, inmune por haber sufrido ya la

infeccidn y que esto se mantuviera por mucho tiempo seria lo ideal.

Un afio después del descubrimiento de la COVID-19, varias vacunas han
sido aprobadas y autorizadas para su uso®®. Actualmente un porcentaje elevado
de los profesionales sanitarios estan vacunados y se pretende que la poblacién

general este vacunada en su totalidad en pocos meses.

Los casos graves de esta enfermedad, asi como las defunciones de los
pacientes de riesgo van disminuyendo. No existen analogias para describir el
desarrollo de la vacuna para la COVID-19. No hay duda de que, al crear vacunas

frente al SARS-CoV-2 en un tiempo récord, la ciencia nos ha dado una leccion de
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lo que puede lograr. Hasta el momento actual, es una incognita la duracion de la
presencia de los anticuerpos y su significado, tanto para los anticuerpos
generados de forma natural después de pasar la infeccion como para los
generados después de la vacunacién, por lo que el seguimiento de estos
pacientes resulta de especial interés. Es por ello el objeto de este estudio, para
ahondar en al conocimiento del estado inmunitario del personal sanitario del

HCD.
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Hipotesis

Para este trabajo, partimos de los siguientes supuestos:

1. La seroprevalencia de la COVID-19 en el personal del HCDGU (el
porcentaje de trabajadores con presencia de anticuerpos tras haber
padecido la infeccién) durante la primera ola de la pandemia se
corresponde a las estadisticas publicadas a nivel nacional e internacional,
es decir entre un 10-20%.

2. La inmunidad frente a SARS-CoV-2 se mantiene, al menos, el mismo
tiempo (2 afios) que se ha demostrado en otros coronavirus (SARS vy
MERS).

3. Lainmunidad desarrollada por el personal del HCDGU tras su vacunacion
tiene una duracién similar a la generada de forma natural tras haber

padecido la infeccién.
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1. Objetivo principal

Evaluar la situacion infectiva y la inmunidad adquirida frente al SARS-CoV-

2 en personal que trabaja en el HCDGU en los primeros 3 meses de la pandemia.

2. Objetivos secundarios

Conocer la evolucion del estado inmunolégico en aquellas personas que
hayan desarrollado inmunidad tras haber padecido la infeccién (en los cuales se
hayan detectado anticuerpos contra SARS-CoV-2) durante un periodo de 9

meses.

Conocer la evolucién del estado inmunoldgico después de la vacunacion
valorando si hay diferencias en funcidon de haber padecido o no la COVID-19

durante un periodo de 7 meses.
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Material y Métodos

1. Diseno

1. Estudio observacional descriptivo transversal sobre la situacion infectiva
(si o no infectado en un momento determinado) y sobre el estado
inmunoldgico frente al SARS-2 (si 0 no presencia de anticuerpos).

2. Estudio prospectivo longitudinal, se trata del seguimiento del estado
inmunolégico de un grupo de sujetos (los que desarrollaron anticuerpos
frente al SARS-CoV-2) a lo largo del tiempo, durante un periodo de
seguimiento de tres meses.

3. Estudio de cohortes prospectivo con el fin de evaluar el estado
inmunoldgico del personal del HCDGU tras su vacunacion enfrentando un

grupo que ha sufrido la enfermedad y otro que no la ha sufrido.

2. Poblaciéon a estudio

Se incluye en el estudio a todo el personal que preste servicios en el
HCDGU destinado o que haya sido comisionado en este con motivo de la

pandemia.

El HCDGU es un hospital militar situado en el barrio de Aluche (distrito de
Latina, Madrid), en el antiguo término de Carabanchel. Gracias a un convenio de
colaboracién entre el Ministerio de Defensa y la Comunidad de Madrid, este se
encuentra plenamente integrado en el Sistema Sanitario Publico desde 2011,
siendo el hospital de referencia de los barrios de Carabanchel y Aluche. Atiende a
una poblacién de 125.000 habitantes segun datos del Observatorio de resultados
del Servicio Madrilefio de Salud?!*. Dispone de 450 camas de hospitalizacién con
los servicios médicos y quirurgicos habituales y una unidad de cuidados
intensivos de 16 camas polivalentes. La plantilla del hospital esta compuesta por

personal militar y civil.
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3. Periodo de estudio

La recogida de datos transversales y longitudinales se realizd en el

periodo comprendido entre el 24 abril de 2020 y el 15 de septiembre de 2021.

4. Seleccidon de la muestra

Se empled un muestreo de conveniencia. Se ofrecié la participaciéon
voluntaria en el estudio a todos aquellos que cumplieron los criterios de

seleccidon que a continuacion se detallan.

5. Tamano muestral

5.1. Estudio transversal

Corresponde a un tamafo muestral de 2754 sujetos que trabajaron en el

HCDGU durante la pandemia.

5.1.1. Criterios de inclusion

Trabajadores del HCDGU y comisionados, sin limite de edad y de ambos

Sexos.
5.1.2. Criterios de exclusion
Personal que no diera su consentimiento para ser incluido en dicho
estudio.
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5.2. Estudio prospectivo

Se reclutaron 168 trabajadores del HCDGU que presentaban anticuerpos

(IgG anti-nucleocdpside) frente a SARS-CoV-2.

5.2.1. Criterios de inclusion

Trabajadores que resultaron tener anticuerpos 1gG frente al SARS-CoV-2

en el estudio transversal. Sin limite de edad y de ambos sexos

5.2.2. Criterios de exclusion

Personal que no diera su consentimiento para ser incluido en dicho
estudio. Dada la dificultad de seguimiento de los comisionados, se les excluyé del

estudio prospectivo.

5.3. Estudio de cohortes

Corresponde a un tamafo muestral de 122 trabajadores del HCDGU
vacunados con Pfizer-BioNTech BNT162b2. (58 que han padecido la COVID-19 vs

64 que no han sufrido la enfermedad)

5.3.1. Criterios de inclusion

Trabajadores vacunados con Pfizer (esquema de vacunacién completo

con 2 dosis). Sin limite de edad y de ambos sexos.

5.3.2. Criterios de exclusion

Personal que no diera su consentimiento para ser incluido en dicho

estudio.
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6. Variables a estudio

6.1. Variables

116

Resultado de RT-PCR en exudado nasofaringeo (cualitativa
dicotémica): positivo (existe amplificacion de genoma viral) o
negativo (No hay amplificacién).

Resultado de la determinacién de anticuerpos IgG antinucleocdpside
en suero o plasma (cualitativa dicotdmica): positivo (se detectan
anticuerpos IgG antinucleocdpside) o negativo (no se detectan
anticuerpos IgG antinucleocapside)

Resultado de la determinacion de anticuerpos IgG anti-spike de union
al receptor (RBD) en suero (cuantitativa continua): valores de
concentracion de anticuerpos expresados en unidades internacionales
de anticuerpo de unién por mililitro establecidas por la OMS?%
(BAU/ml)

Riesgo de exposiciéon (cualitativa ordinal): grupo 1 (elevada
exposicién), grupo 2 (exposicion moderada) y grupo 3 (exposicidon
baja)

Tiempos de determinacidon de anticuerpos 1gG antinucleocapside
(cuantitativa discreta): tiempo en mes entero en el momento de la
toma de muestra (3, 6y 9).

Tiempos de determinacién de anticuerpos IgG anti-spike (cuantitativa
discreta): tiempo en meses entero en el momento de la toma de

muestra (1, 3,5y 7).
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6.2. Otras variables

1. Fiebre (cualitativa dicotémica): si o no, siempre referido en la
encuesta epidemioldgica realizada por el IMPDEF (Instituto de
Medicina Preventiva de la Defensa).

2. Cefalea (cualitativa dicotomica): si o no, siempre referido en la
encuesta epidemioldgica realizada por el IMPDEF.

3. Mal estar general (cualitativa dicotémica): si o no, siempre referido en
la encuesta epidemioldgica realizada por el IMPDEF.

4. Tos (cualitativa dicotdmica): si o no, siempre referido en la encuesta
epidemioldgica realizada por el IMPDEF.

5. Pérdida de olfato (cualitativa dicotdmica): si o no, siempre referido en
la encuesta epidemiolégica realizada por el IMPDEF.

6. Pérdida de gusto (cualitativa dicotdomica): si o no, siempre referido en
la encuesta epidemiolégica realizada por el IMPDEF.

7. Formacion COVID (cualitativa dicotdomica): si o no, en funcion de su
participacién en charlas y cursos de formacion referente al uso de
equipos de proteccién individual y prevencién frente al SARS-CoV-2.

8. Edad (cuantitativa discreta ): afios cumplidos en el momento del
estudio

9. Sexo (cualitativa dicotémica) : hombre o mujer

10. Militar (cualitativa dicotdomica): si o no

11. Civil (cualitativa dicotémica): si o no

12. Ha padecido la COVID-19 (cualitativa dicotémica): si o no, en funcién

de si se tiene conocimiento de haber sufrido la enfermedad.

7. Material

e Sistema informatico INFINITY: subsistema departamental que da

soporte a los procesos mas especificos y especializados del
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laboratorio y permite la validacion de resultados y realizacion de
informes microbiolégicos.

Encuesta epidemioldgica elaborada por el Instituto de Medicina
Preventiva de la Defensa (IMPDEF) en colaboracién con el Servicio
de Microbiologia y parasitologia del HCDGU.(anexo 1)

50 muestras de Plasma/suero congelado archivado de 2018
procedente del Centro de Transfusiones de las Fuerzas armadas
(CTFAS) (sueros pre pandémicos)

Toma de muestras :

0 Hisopo nasofaringeo en tubo UTM para transporte de virus.
Incluye antibidticos que inhiben el crecimiento de las
bacterias y hongos, asegura la idoneidad en la recuperacion
de la muestra.

O Tubo de tapdn rojo de 10ml para serologia.

Tubos de muestra 1.5ml (Eppendorf RBCBioscience®sample tube)
Puntas desechables con filtro de 1000 pL

Puntas desechables con filtro de 200 pL.

Pipetas pasteur

Placas de elucién: Deep Well Plate 96 (DWP96)

Placas de PCR BioRad®

Pipeta automatica para suministrar volimenes de 5-40 uL
Pipeta automatica para suministrar volimenes de 20-200 pL
Pipeta automatica para suministrar volimenes de 100-1000 pL
Congelador (-202C) para conservacién de los reactivos.
Gradillas

Film sellador (Microseal® BioRad) de PCR

Vortex

Citocentrifuga

Centrifuga de seguridad
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e EPI individuales: guantes desechables y mascarilla quirdrgica o
FFP2 (especialmente recomendada para el procedimiento de
inactivacion de las muestras).

e Reactivos:

O Etanol absoluto

O Lejia diluida al 10%,

O Acetilcisteina

O Reactivos para inactivacion de muestras : Buffer AVL (
tiocianato de guanidina)

O Reactivos para la extraccion: STARMag 96x4 viral DNA/RNA
200C kit, cartucho202, bolitas magnéticas, proteinasa K,
reactivos de lavado, carrier y control interno.

O Reactivos de RT-PCR: Para la amplificacién del ARN se utilizé
el kit Allplex 2019-nCoV (Seegene, Seul, Corea del Sur) y el
kit gCOVID-19 (Gendmica, Madrid, Espafia):

= 2019-nCoV MOM

* Rnasa free Water

= 5x Buffer + Enzyme Mix
= 2019-nCoV PC (Control positivo).
=  RP-VIC (Control Interno)
= Reaction mix-1

= Reaction mix-2

= RT-Enzyme

= RT-PCR mix

= Control positivo mix-1

=  Control positivo mix-2

= Agua PCR

O Reactivos SARS-CoV-2 1gG Reagent (Abbott Laboratories
Inc. lllinois, EE.UU)

O Reactivos SARS-CoV-2 1gG  Calibrator  Kit(Abbott

Laboratories Inc. lllinois, EE.UU)
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Reactivos SARS-CoV-2 IgG Control Kit (Abbott Laboratories
Inc. lllinois, EE.UU)

Reactivos SARS-CoV-2 IgG Il Quant Reagent Kit (Abbott
Laboratories Inc. lllinois, EE.UU)

Reactivos SARS-CoV-2 IgG Il Quant Calibrator Kit (Abbott
Laboratories Inc. lllinois, EE.UU)

Reactivos SARS-CoV-2 IgG Il Quant Control Kit (Abbott
Laboratories Inc. lllinois, EE.UU)

Solucién preactivadora

Solucion activadora

Solucién de lavado

Equipos de extraccion:

0}

0}

Nimbus Microlab seegene (Hamilton Company, Bonaduz,
Suiza) (Figura 13).
MagCore HF16 (RBC bioscience, Taipei, Taiwan) (Figura 14).

Equipo de amplificacion: Termociclador CFX 96 Real-time System

(Figura 15).

Equipo Architect i System (Abbott Laboratories Inc.lllinois,EE.UU)

(Figura 16)
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Figura 13. Nimbus Microlab Seegene. Servicio de Microbiologia. HCDGU
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Figura 14. MagCore HF16. Servicio de Microbiologia.HCDGU

Figura 15. Analizador CFX 96 Real-time System. Servicio de Microbiologia. HCDGU
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Figura 16. Equipo Architect Servicio de Microbiologia. HCDGU

Sistema SPSS v25 para tratamiento estadistico: programa

informdatico muy usado en las ciencias sociales y aplicadas.

e Acceso ilimitado a articulos de investigacion y publicaciones
recientes de revistas de impacto a través de la Biblioteca Virtual
de la Consejeria de Salud de la Comunidad de Madrid.

e Utilizacién de programas informaticos paquete Microsoft Office
Excel 1997-2003 y Word 2018 como soporte al andlisis e
investigacion.

e Software SARS-CoV-2 Launcher: para el manejo de equipo de
extraccion

e Software SARS-CoV-2 Viewer: para la interpretacién vy

visualizacién de resultados.

e Cuaderno de registro de muestras
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8. Método

8.1. Planificacion. Organizacion general del trabajo

8.1.1. Estudio transversal

Se realizd6 RT-PCR y deteccidn de anticuerpos frente a SARS-CoV-2 (IgG
anti-nucleocapside) a todo el personal que estaba prestando sus servicios en el
HCDGU durante la pandemia para evaluar la seroprevalencia y la situacion

infectiva de nuestros trabajadores entre el 25 de abril y el 10 de junio de 2020.

Los 2.754 sujetos fueron citados por el Servicio de Salud Laboral donde se
obtuvieron dos tipos de muestras: exudado nasofaringeo para la deteccién de
ARN viral (RT-PCR) y un tubo de 10ml de suero para la deteccidon de anticuerpos
IgG antinucleocdpside. Las muestras se procesaron en el Servicio de

Microbiologia.

En el momento de la extraccion y de forma voluntaria cumplimentaron
una encuesta epidemiolégica proporcionada por el IMPDEF (Instituto de

Medicina Preventiva de la Defensa).

El resultado de la serologia frente a SARS-CoV-2 (IgG) fue informado
personalmente a todos los trabajadores por el personal de Salud Laboral una o
dos semanas después de la extraccién de sangre. El resultado de la PCR en caso
de ser positivo se informaba el mismo dia y en caso negativo dos dias después de

la toma de muestra.
Caracteristicas epidemioldgicas:

A través de la encuesta elaborada por IMPDEF se recogieron los
siguientes datos: edad, sexo, categoria profesional, drea de trabajo, reubicacién
durante la pandemia, exposicion potencial al SARS-CoV-2, presencia de sintomas

en los ultimos dos meses, fecha de extraccidon de muestras, situacién laboral
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(militar/civil), asistencia a ciclos formativos. Este ultimo punto es relevante
porque desde el inicio de la pandemia el Servicio de Medicina Preventiva
organizo ciclos formativos de asistencia voluntaria para el personal del hospital
basados en formacidn presencial, talleres practicos de puesta y retirada de
equipo de proteccién individual (EPI), formacién audiovisual con diferentes
escenarios posibles, carteleria distribuida por todo el hospital y visitas de los
preventivistas a las diferentes plantas del hospital durante la jornada laboral

para aclarar posibles dudas.

Una vez obtenidos los datos de la encuesta se volcaron a una hoja de

datos Excel.

A los efectos del analisis, los empleados del HCDGU se clasificaron en tres
categorias o grupos segun el riesgo de exposicion nosocomial a la infeccién por

SARS-CoV-2:

e Grupo 1 (Riesgo alto): trabajadores que estuvieron en contacto directo
con pacientes infectados (o sospechosos de estar infectados con SARS-CoV-2),
personal del Servicio de urgencias o areas hospitalarias donde se habian ubicado

a pacientes con COVID19, asi como areas de cuidados intensivos y reanimacion.

e Grupo 2 (Riesgo moderado): trabajadores que tuvieron un contacto
ocasional con pacientes COVID-19 (oncologia, hematologia, radiologia,
obstetricia / ginecologia, y areas médicas no relacionado con COVID-19) y
aquellos trabajadores que a pesar de no estar en contacto directo con pacientes
tuvieron contacto diario con muestras bioldgicas obtenidas de pacientes

infectados, como el personal de laboratorio.

e Grupo 3 (Riesgo bajo): trabajadores que no estuvieron en contacto con
el SARS-CoV-2 ni a través de pacientes ni por contacto con muestras bioldgicas,
como el personal de administracion, cocina, farmacia, seguridad, limpieza y

mantenimiento.
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8.1.2. Estudio Prospectivo

Una vez obtenidos y analizados los resultados del estudio transversal se
reclutaron de forma voluntaria a trabajadores que presentaban inmunidad

frente al SARS-CoV-2.

Se realizaron extracciones de sangre completa mediante flebotomia en
tubos separadores de suero de 10 ml en el Servicio de Salud Laboral del HCDGU
para la deteccion cualitativa de anticuerpos IgG frente a la nucleocdpside en el

Servicio de Microbiologia y Parasitologia del HCDGU.

La toma de muestras se llevd a cabo trimestralmente, con un total de 3
extracciones por participante en un periodo de tiempo de 9 meses. Las muestras
se codificaron y registraron en el programa informatico del Servicio de

Microbiologia y Parasitologia del HCDGU.

Se recogieron datos que se volcaron en una base de datos Excel: fecha de

toma de muestra, edad, sexo del paciente y resultado de la determinacion.

8.1.3. Estudio de cohortes

Se incluyd a personal del HCDGU que habia sufrido la infeccion por SARS-
CoV-2 y personal naive frente al SARS-CoV-2, ambos grupos vacunados (pauta
completa con dos dosis) con Pfizer/BioNTech Comirnaty (BNT162b2) entre el 27
de eneroy el 11 de febrero de 2021.

Se realizaron extracciones de sangre completa mediante flebotomia en
tubos separadores de suero de 10 ml al mes, a los 3 meses, a los 5 meses y a los

7 meses post-vacunacion.

La toma de muestras se realizdé en el Servicio de Salud Laboral para la
deteccién cualitativa y cuantitativa de anticuerpos post-vacunales (IgG anti-
spike). Las muestras se codificaron y registraron en el programa informatico y se

procesaron en el Servicio de Microbiologia y Parasitologia.
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Se recogieron datos que se volcaron en una base de datos Excel: fecha de

toma de muestra, edad, sexo del paciente, cantidad de anticuerpos detectados.

8.2. Procedimientos microbioldgicos

8.2.1. Diagnostico molecular

La RT-PCR del virus puede realizarse en esputo, aspirados
nasofaringeos,hisopos nasofaringeos, broncoaspirados y lavados broncoalveolares.
Todas las muestras recibidas fueron hisopos nasofaringeos recogidas en un tubo

UTM especifico para transporte de virus.

Antes de su procesamiento las muestras se sometieron a un pre-
tratamiento para su inactivacidn, segiin recomendaciones cientificas?*®. El manejo
de muestras bioldgicas de individuos infectados con el virus SARS-CoV-2 requiere
estrictas medidas de bioseguridad. Este procedimiento se llevd a cabo dentro del
laboratorio de Bioseguridad Nivel-2 (BSL-2), se utilizd la cabina de bioseguridad

tipo Il

En nuestro caso se utilizdé buffer AVL (QiaGen) como solucion de
inactivaciéon (tiocianato de guanidina) en proporcion 1:1 (200 pL de
muestra/medio de transporte+200 pL de AVL), esta mezcla se incubd durante 10
minutos a temperatura ambiente para asegurar la correcta inactivacion de las

muestras.

De este modo se redujo la propagacion del virus, la contaminacién de
superficies y la transmision del mismo en los trabajadores que manipulan las
muestras. En la literatura estaban descritas varias técnicas de inactivacién quimica
y fisica empleadas contra aislados de SARS-CoV-2%°. Los datos reportados en
diferentes articulos publicados demostraban que todos los métodos quimicos

(AVL, tampdn de muestra inactivante y formaldehido) y de tratamiento térmico
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(562C y 989C) conseguian muestras con cargas virales elevadas completamente

inactivadas de hasta 5 logi02'7.

Una vez inactivadas las muestras, se utilizaron 2 tipos de extractores
automaticos para la obtencion del ARN viral: MagCore HF16 (RBC bioscience,
Taipei, Taiwan) y Nimbus Microlab Seegene (Hamilton Company, Bonaduz,
Suiza). La extraccion y purificacion de acidos nucleicos constituye la primera

etapa en las técnicas de biologia molecular.

Para extraer los dacidos nucleicos del material biolégico es preciso
provocar una lisis celular, ha de ser suficientemente fuerte para romper el
material inicial, pero suficientemente suave para preservar el acido nucleico
diana. Esto se realiz6 en ambos equipos mediante un reactivo denominado
Proteinasa K cuya funcidon es inducir una digestion enzimatica que rompe
proteinas facilitando la liberacién del material genético, ademas es necesario
inactivar las nucleasas celulares y separar los acidos nucleicos de los restos de
células, lo cual se lleva a cabo gracias a bolas magnéticas (silice), a las soluciones
de lavado y el carrier, que aumenta la sensibilidad de la extraccién en muestras

con menos carga viral.

Se utilizé un volumen total de 400 uL de muestra inactivada, el volumen
de eluido obtenido (ARN Vial) fue de 60 pL que posteriormente se utilizé para la
realizacion de la PCR. El MagCore tiene la capacidad de procesar 16 muestras a la
vez en un tiempo de 60 min, mientras que el Nimbus puede procesar hasta 74

muestras a la vez en un tiempo maximo de 2.45h con el equipo al completo.

La eficiencia de la amplificaciéon se ve reducida con frecuencia por
inhibidores presentes en muestras clinicas. Por lo tanto, el Control Interno (Cl) se
incorporo en el producto como un control exégeno para controlar la extraccion del

acido nucleico y comprobar una posible inhibicién posterior de la PCR.

Para la amplificacién del ARN se utilizaron dos plataformas de RT-PCR en

tiempo real para la deteccidn cualitativa de distintos genes del SARS-CoV-2:
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El kit Allplex 2019-nCoV (Seegene, Seul, Corea del Sur), que detecta tres
dianas: el gen E (especifico del subgénero Sarvecovirus), el gen RdRP y el gen N
(ambos especificos del SARS-CoV-2). Este kit incluye oligonucledtidos y mezclas
de sondas especificas del SARS-CoV-2 y pueden ser detectados a través del canal
FAM, Cal Red 610 y Quasar 670. La sonda de control interno puede detectarse en

el canal HEX?18,

El segundo kit que se precisdé por problemas de abastecimiento con el
primero debido a la elevada demanda de este a nivel nacional e internacional fue

gCOVID-19 (Gendmica, Madrid, Espafia).

La prueba gqCOVID-19 (Gendmica, Madrid, Espafia) es un kit de RT PCR
multiplex a tiempo real para la deteccién cualitativa del gen N (mix-1) y el gen
ORFlab (mix-2) del SARS-CoV-2. El kit incluye al igual que el anterior
oligonucledtidos y mezclas de sondas especificas del SARS-CoV-2 y pueden ser
detectados a través del canal FAM. La sonda de control interno en esta ocasion

puede detectarse en el canal VIC.

Las dos técnicas (qCOVID-19 y Allplex 2019-nCoV) se llevaron a cabo en
tres areas separadas fisicamente, con el fin de minimizar contaminaciones de la

muestra:

1. Area de Pre-PCR de preparacion de los tubos/placa de
amplificacién: En éste area se prepard la mezcla (mastermix) de
reactivos en los tubos/placa de amplificacion, siempre en cabina
de bioseguridad tipo Il de PCR.

2. Area Pre-PCR de adicién del material extraido:

En este lugar se afadid el ARN extraido a los tubos/placa de
amplificacidon a los que previamente se les habia incorporado la
mastermix.

3. Area de Post-PCR:

En éste drea tuvo lugar la amplificacion y visualizacion del

producto de amplificacidn. Se ha de evitar que el material del area
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de Post-PCR entre en contacto con el del area de Pre-PCR, por lo
que se recomienda no entrar en las dreas de Pre-PCR tras trabajar

en Post-PCR.

Cada area disponia de su propio material independiente (pipetas, puntas,
tubos, gradillas, guantes, etc.). Se limpiaba en profundidad las areas de trabajo
empleadas (poyata, cabinas, gradillas, pipetas), con lejia diluida al 10%, después

de procesar cada tanda de muestras.

La deteccion en ambos casos se realizé (RT PCR multiplex a tiempo real) en
un solo paso: La transcripcion inversa (RT) y la amplificacion del cADN ocurre en un

Unico tubo de reaccion.

En ambos kit se utilizd un control positivo que indica que la Taq
polimersa, los oligonucledtidos y las sondas de SARS-CoV-2 funcionan
correctamente y un control negativo (agua libre de RNasas/DNasas) que indica

ausencia de contaminacion.

Todo el proceso consiste en una serie de cambios repetidos de
temperatura llamados ciclos, cada uno de ellos generalmente consta de 2-3
pasos a diferentes temperaturas denominado perfil térmico el cudl es especifico
de cada kit comercial: Allplex 2019-nCoV (Figura 17) y qCOVID-19 (Figura 18); se
llevé a cabo en un sistema de deteccidon automatizado (termociclador CFX96 ™)
el cual repiti6 el proceso de amplificaciéon durante 44 ciclos utilizando ambos kit

para poder detectar el cADN viral.
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Se considerd “resultado negativo” cuando no se detectaba ninguno de los
genes; resultado “no concluyente” cuando solo se detectaba uno de los genes
(gen N o el gen ORF1ab) utilizando el kit qCOVID-19 (Gendmica, Madrid, Espafia),
o se detectaba solo el gen E usando el kit Allplex 2019-nCoV (Seegene, Sedl,

Corea del Sur).

El “resultado positivo” correspondia a la deteccion de los dos genes (gen
Ny el gen ORF1ab) con el kit qCOVID-19 o a los tres genes simultdaneamente (gen
E, el gen RdRP y el gen N)fig 16, o dos de ellos (gen RdRP y el gen N) o uno solo,
siempre que no fuese el gen E, utilizando el kit Allplex 2019-nCoV (Seegene, Sell,

Corea del Sur).

Ambos kits se utilizaron de acuerdo con las instrucciones del fabricante,

tanto para el manejo como para la interpretacion de los resultados.
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Figura 19. Positivo (Allplex 2019-nCoV) Servicio de Microbiologia. HCDGU
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Figura 20. Negativo (Allplex 2019-nCoV) Servicio de Microbiologia. HCDGU
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8.2.2. Diagnostico seroldgico

a. Deteccion de anticuerpos IgG anti-nucleocapside

Para la eleccion del método utilizado para la determinaciéon de
anticuerpos en pacientes de HCDGU, se llevd a cabo en el Servicio de
Microbiologia un estudio de comparacién de técnicas diagndsticas publicado

III

recientemente?’® , en el cual se utilizaron como “muestras control” sueros
archivados del 2018 que fueron proporcionados por el CTFAS, es decir, sueros
prepandémicos. En dicho estudio concluimos que los ensayos de
quimioluminiscencia eran los de mayor sensibilidad y especificidad en

comparacion con otras técnicas seroldgicas disponibles en el mercado, a pesar

de no existir un “Gold standard” para dicha determinacién.

La prueba de SARS-CoV-2 IgG escogida es un inmunoanalisis
guimioluminiscente de microparticulas (CMIA) para la deteccién cualitativa de
anticuerpos 1gG frente al virus del SARS-CoV-2: SARS-CoV-2 IgG (Abbott

Laboratories Inc. lllinois, EE.UU).

Dicho ensayo estd disefiado para detectar anticuerpos IgG frente a la
proteina de la nucleocdpside. El fabricante comunica una sensibilidad del 86,4%
después de 7 dias desde inicio de los sintomas y 100% después de 14 dias, y una

especificidad de 99,6%, utilizando RT-PCR como “Gold standard”.

Se centrifugaron todos los tubos a 3.500rpm durante 10 minutos antes de
su procesamiento, repitiendo la centrifugaciéon en aquellas muestras que se
apreciaba restos de fibrina, eritrocitos u otras particulas en suspension con el fin
de asegurar la reproductibilidad de los resultados. Se utilizaron 100 pl de suero

para realizar la determinacion.

La prueba estd automatizada y se realizd en el equipo ARCHITECT i
System (Abbott Laboratories Inc. lllinois, EE.UU). Una vez introducidas las
muestras en el equipo cada una de ellas se mezcla y se incuba (36,4°C a 37,6°C)

junto con las microparticulas paramagnéticas recubiertas de antigeno del SARS-
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CoV-2 y el diluyente del ensayo. Los anticuerpos frente al SARS-CoV-2 presente
en la muestra se unen a las microparticulas recubiertas de antigeno del SARS-
CoV-2. Se lava la mezcla y después se afiade el conjugado de anticuerpos anti-lgG
humana (monoclonal, de ratén) marcado con acridinio para crear la mezcla de
reacciéon y se incuba (36.42C a 37.62C). Tras un ciclo de lavado, se afiaden las

soluciones preactivadora y activadora.

Al finalizar todo el proceso se genera una reaccién quimioluminiscente

que se mide en unidades relativas de luz (URL).

Existe una relacidén proporcional®® entre la presencia de anticuerpos IgG
frente al virus SARS-CoV-2 en la muestra y las URL detectadas por el sistema
Optico. Esta relacion se refleja en el Index (S/C) calculado, un indice
muestra/punto de corte. La presencia o la ausencia de anticuerpos IgG frente al
virus SARS-CoV-2 en la muestra se determina comparando las URL

guimioluminiscentes presentes en la reaccion con las URL del calibrador.

El punto de corte corresponde a un Index (S/C) de 1.4 (> 1.4 Positivo; <1.4

Negativo). Este ensayo se realizo siguiendo las instrucciones del fabricante.

b. Deteccion de anticuerpos IgG anti-spike

Se utilizé el ensayo SARS-CoV-2 IgG Il Quant disefiado para detectar las
inmunoglobulinas de clase G (IgG) frente a la regién de la subunidad S1 de la
proteina de la espicula del SARS-CoV-2, que se une al receptor (RBD, receptor-
binding domain). Estas inmunoglobulinas se han correlacionado con la presencia
de anticuerpos neutralizantes??! generados gracias a la vacunacion, los cuales

confieren efecto protector al individuo frente a la infeccion.

Al igual que en la técnica anterior se centrifugaron todos los tubos a
3500rpm durante 10 minutos antes de su procesamiento, se repitié la
centrifugacién en aquellas muestras que se apreciaba restos de fibrina,

eritrocitos u otras particulas en suspension con el fin de asegurar la
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reproductibilidad de los resultados. Se utilizaron 100 pl de suero para realizar la

determinacidn, tras su centrifugacion.

Este ensayo también es un inmunoandlisis quimioluminiscente de
microparticulas (CMIA) para la determinacion cuantitativa de anticuerpos 1gG
frente al virus SARS-CoV-2 en suero, para el que se utilizé el mismo equipo

anteriormente descrito.

El ensayo SARS-CoV-2 IgG Il Quant utiliza un método de calculo de datos
de ajuste a una curva logistica de 4 parametros para generar la calibracién y
obtener los resultados cuantitativos expresados en unidades de anticuerpo por

mililitro (AU/ml).

El punto de corte establecido por la casa comercial es 50.0 AU/mL (= 50.0
AU/mL Positivo; <50.0 AU/mL Negativo), con la cuantificacién lineal de los

resultados detectados de 50 a 40.000 AU/ml.

La conversion expresada en unidades internacionales de anticuerpo de
unién por mililitro establecidas por la OMS?'> (BAU/ml) sigue la siguiente

ecuacién: BAU/mL=0.142 x AU/mL.

8.3. Andlisis estadistico

8.3.1. Estadistica descriptiva

Como indices de la tendencia central y de la dispersion de las variables
cuantitativas se empled la media aritmética y la desviacién estandar x(DE) o la
mediana y el rango intercuartilico Md(IQR), dependiendo de la asuncién o no,
respectivamente, del supuesto de la normalidad determinado mediante el test

de Kolmogorof-Smirnov (K-S).

Para las variables categdricas se emplearon las frecuencias absolutas y

relativas porcentuales.
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Como representaciones graficas se usaron los diagramas de barras, para
variables categodricas; y los de barras de error o de cajas, para variables
cuantitativas que asuman o no, respectivamente, el supuesto de la normalidad.

También se emplearon para estas ultimas, diagramas de dispersién.

8.3.2. Estadistica analitica

La medida de asociacién entre dos variables categdricas se efectud
mediante la x2 de Pearson, o la prueba exacta de Fisher si ambas fueran
dicotdmicas, en cuyo caso la valoracién del efecto se realizé mediante la
estimacion del riesgo (RR, para estudios de cohortes y RP, para estudios

transversales), y su precisién con su intervalo de confianza del 95%.

Para determinar la asociacidon entre una variable independiente
dicotdmica y dependiente cuantitativa de distribucién paramétrica (K-S o S-W) se
empled el test t de Student para muestras independientes o para muestras
dependientes. Se valoré el efecto mediante la diferencia de medias, y la
precision mediante el intervalo de confianza del 95%. Si la variable dependiente
vulnerara el supuesto de la normalidad se empled el test U de Mann Whitney,
para muestras independientes; o el test de Wilcoxon para muestras apareadas.
La medida del efecto se valor6 en ambos casos mediante la diferencia de las

medianas.

Para la medida de asociacién entre una variable politdmica de medidas
repetidas se empled el test de Friedman. Las comparaciones multiples se
efectuaron mediante el test de Wilcoxon, previa correccion del nivel de

significacidon estadistica segun el nimero de comparaciones.

Para determinar la relacidén entre dos variables cuantitativas se empleé la

Rho de Spearman con el correspondiente coeficiente de correlacion (r).

En todos los casos, como grado de significacion estadistica se empled un

valor de p<0,05 y la aplicacidn estadistica sera el paquete SPSS® version 25.
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1. Estudio transversal (situacion infectiva y estado
inmunolégico):

1.1. Descripcion general

En este estudio se incluyeron a 2754 trabajadores del HCDGU reclutados

entre el 25 de abril 2020 y el 10 de junio de2020.

La media de edad fue de 45 afios (DE 12). El 60,2% (N=1659) fueron
mujeres y el 39,8% (N=1095) eran varones. El 26,7% (N=734) era personal
perteneciente a las Fuerzas Armadas y el 73,3% (N=2020) era personal civil

(Tabla 3).

Del total de trabajadores incluidos en el estudio: 1250 (46,4%) fueron
clasificados en el grupo 1 de exposicion (Alto), 969 (35,1%) fueron asignados al

grupo 2 (Moderado) y 535 (19,4%) al grupo 3 (Bajo).

El porcentaje de mujeres fue mas elevado en el grupo 1 seguido del grupo

2 y del grupo 3 (69,2%; 62,5% y 35,1% respectivamente; p<0,001).

Un total de 1642 sujetos (59,6%) cumplimentaron la encuesta
epidemioldgica proporcionada, de los cuales 1059 (64,5%) afirmaron haber

recibido formacion para la prevencion frente a la infeccion por COVID-19.

El porcentaje de sujetos que habia recibido dicha formacién fue diferente
en ambos grupos de exposicion: grupo 1: 74,5 %, grupo 2: 62,2 % y grupo 3: 44,8

% (p< 0,001) siendo esta diferencia estadisticamente significativa (Tabla 3).

1.2. Resultados RT-PCR SARS-CoV-2

30 profesionales sanitarios tuvieron RT-PCR positiva (1,1%) en el
momento del estudio, de los cuales en 20 de ellos (66,6%) también se detectaron

anticuerpos IgG frente al SARS-CoV-2.
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El porcentaje de sujetos con RT-PCR positiva frente SARS-CoV-2 fue
similar en los tres grupos de exposicion: grupol: 1,0%, grupo 2: 1,0% y grupo 3:
1,5% (p=0, 617). No se observaron diferencias estadisticamente significativas

entre ambos grupos (Tabla 3).

1.3. Resultados de la serologia

Del total de los profesionales sanitarios (N=2754) se detectaron
anticuerpos tipo IgG frente al SARS-CoV-2 en 450 (16,3%; 1C95%: 15,8-17,3). La
prevalencia de anticuerpos IgG segun el sexo fue similar (16,1%; IC95%: 15,5-17,4

y 15,9; 1C95%: 14,1-16,8 respectivamente, p=0,865).

Del total de sujetos con anticuerpos tipo I1gG presentes (N=450), 244
pertenecian al grupo 1 de exposicion (19,5%), 139 sujetos al grupo 2 (14,3%) y 67
sujetos al grupo 3 (12,5%) (p<0,001). Se observaron diferencias estadisticamente

significativas entre los diferentes grupos de exposicién (Tabla 3).

En este grupo un 4,4% (N=20) también tenia la PCR positiva en el mismo
momento. El porcentaje de sujetos con PCR positiva e 1gG positiva frente SARS-
CoV-2 fue similar en los tres grupos de exposicion (grupol: 3,3%, grupo 2: 5,8%,

grupo 3: 5,9% p=0,352) (Tabla 4).

Se detectaron anticuerpos tipo 1gG en 154 (14,5%) empleados de los 1060
que afirmaron haber recibido formacion frente a la infeccién por COVID-19 y en
108 (18,6%) de 582 sujetos que no la recibieron (p=0,035). En general la
seroprevalencia fue mayor en aquellos sin formacién especifica frente al SARS-

CoV-2, independientemente del grupo de exposicién.

Al analizar la seroprevalencia por grupos de exposicidon se observé que en
el grupo 1 hubo diferencias estadisticamente significativas entre aquellos sujetos
gue habian recibido formacién (16,7%) vy los sujetos que no recibieron ningln

tipo de formacidn (25,3 %) (p=0,009).
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La prevalencia de anticuerpos IgG frente a SARS-CoV-2 en el personal
militar fue ligeramente inferior que la del personal civil (15,1% y 16,7%
respectivamente; p=0,297), aunque estas diferencias no fueron estadisticamente

significativas.

Al comparar la deteccion de anticuerpos IgG en personal militar vy
personal civil en funcion del grupo de exposicidon no hubo diferencias en el grupo
1 (18,2% y 20,0% respectivamente; p=0,461). En el grupo 2 si se observaron
diferencias estadisticamente significativas: se infecté un 16,6% del total de
personal civil frente a un 6% del personal militar (p<0,001). Si bien, en el grupo 3
de exposicion hubo un porcentaje mayor de personal militar en los que se
detectaron anticuerpos IgG (16,7%) en comparacion con el personal civil (10,2%)

(p=0,031).

De los 450 sujetos que tenian anticuerpos tipo 1gG, 263 (58,4%) habian
presentado sintomas asociados a COVID-19 en los ultimos 2 meses y el 41,6%

eran asintomaticos.

Los sintomas mas frecuentes en esta cohorte fueron fiebre (67,1%) y tos
(67,1%); le siguieron en frecuencia malestar general (63,6%), dolor de cabeza

(62,3%), anosmia (49,7%), ageusia (40,6%) y diarrea (39,8%) (Figura 21).

Estos mismos sintomas se observaron en 158 (64,8%) sujetos del grupo 1,
72 (51,8%) sujetos del grupo 2 y 33 (49,3%) sujetos del grupo 3 (p < 0,001). Se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes

grupos de exposicion (Tabla 4).
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Tabla 3. Resultados en base a grupos de riesgo
Alto Moderado Bajo Total valor p*
(N=1250)  (N=969) (N=535)  (N=2754) P
IgG positivo N (%) 244 (19,5) 139 (14,3) 67 (12,5) 450 (16,3) <0,001*
;;;'PCR positiva N ' 15 1 5 10 (1,0) 8 (1,5) 30 (1,1) 0,617
Muijer N (%) 865 (69,2) 606 (62,5) 188 (35,1) 1659 (60,2) <0.001*
Varén N (%) 385 (30,8) 363 (37,5) 347(64,9) 1095 (39,8)
Formacién N (%) 580 (74,5) 332(62,2) 147 (44,8) 1059 (64,5) <0.001*
Militares N (%) 383 (30,6) 166 (17,1) 185 (34,5) 734 (26,7) <0.001*
Civiles N (%) 867 (69,3) 803 (82,8) 350 (65,4) 2020 (73,3)

Fuente: elaboracion propia
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Tabla 4. Caracteristicas de pacientes positivos
Alto Moderado Bajo Total valor p*
N (%) N (%) N (%) N (%) P
Sintomas 158 (64,8)  72(51,8) 33 (49,3) 263 (58,4) <0,001*
RT-PCR positiva 8(3,3) 8(5,8) 4 (5,9) 20 (4,4) 0,352
Total por grupo 244 (54,2) 139 (30,8) 67 (14,9) 450 (100) <0.001*
Fuente: elaboracion propia
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Figura 21. Sintomas mas frecuentes

Fuente: Elaboracion propia
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2. Estudio prospectivo (evolucién estado
inmunoldgico en pacientes IgG positivos)

2.1. Descripcion genera

Se incluyeron 168 trabajadores del HCDGU que presentaban anticuerpos
tipo 1gG antinucleocapside reclutados a partir del estudio transversal. Se
analizaron un total de 437 muestras procedentes de los mismos. El 76,7%
(129/168) del total de participantes completaron el seguimiento de 9 meses

(Figura 22).

Del total de los participantes el 67,8% (114/168) habia presentado
sintomas frente a COVID-19.

Del total de trabajadores incluidos en el estudio; 103 (61,3%) fueron
clasificados en el grupo 1 de exposicion (alto), 53 (31,5%) fueron asignados al

grupo 2 (moderado) y 12 (7,1%) al grupo 3 (bajo).

El 62,5% (N=105) fueron mujeres y el 37,5% eran varones (N=63). La
media de edad fue de 44 afios en los varones (DE 11) Y 45 afios en las mujeres

(DE 13).

En global al analizar la prevalencia de anticuerpos IgG antinucleocapside
en los tres controles realizados a lo largo del seguimiento, hubo una disminucién
estadisticamente significativa (83,3%; 52,1% y 24,0% respectivamente; p<0,001)
(Figura 23).

En la Tabla 5 se resumen las caracteristicas de los sujetos que mantienen

anticuerpos a lo largo del seguimiento.
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2.2. Primer control (3 meses tras deteccion inicial)

Del total de los profesionales sanitarios (N=168) en seguimiento el 83,3%
(140/168) mantenian anticuerpos IgG antinucleocdpside y en el 16,7% (28/168)

no se detectaron.

Del total de participantes con niveles de anticuerpos por encima del
punto de corte el 85,7% (90/105) eran mujeres y el 79,4% (50/63) eran varones,
no existiendo diferencias estadisticamente significativas segun el sexo (p=0,285).
No se ha encontrado asociacién entre el sexo y la durabilidad de la inmunidad

humoral.

En este grupo la edad media fue de 46 afios (DE 13) mientras que en
aquellos sujetos en los cuales no se detectaron anticuerpos tipo IgG fue de 39
afios (DE 9), existiendo una media de edad 7 afios menor (IC95%: 2,618-11,286)
(Figura 24). Se observaron diferencias estadisticamente significativas entre
ambos grupos segun la edad (p=0,002). Se encontrd una relacidn entre la edad y

la persistencia de anticuerpos IgG antinucleocapside.

Se detectaron anticuerpos tipo IgG en 96 empleados de los 114 que
habian presentado sintomas asociados a COVID-19 (84,2%) y en 44 (81,4%) de 54
que fueron asintomadticos (p=0,663). A pesar de no encontrarse diferencias
estadisticamente significativas el porcentaje de sujetos con IgG presentes fue

mayor en el grupo de sujetos sintomaticos.

Al analizar la prevalencia de anticuerpos IgG frente a SARS-CoV-2 seguln
grupos de exposicidn se observd que mantenian anticuerpos en el primer control
el 86,4% (89/103) de los sujetos que pertenecian al grupo 1 de exposicion (alto),
el 77,4% (41/53) de los incluidos en el grupo 2 de exposicion (moderado) y el
83,3% (10/12) de los sujetos del grupo 3 de exposicion (bajo) (p=0,377). Se
observé que a mayor grado de exposicién a la COVID-19 mayor numero de
sujetos conservaban anticuerpos, aunque estas diferencias no fueron

estadisticamente significativas.
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2.3. Segundo control (6 meses tras deteccidén inicial)

Del total de los profesionales sanitarios (N=168) se les realizé la segunda
determinacién a 140. Un 16,7% de los participantes inicialmente reclutados para

el estudio no acudié al segundo control (28/168).

De los empleados que continuaron en seguimiento (N=140) se detectaron
anticuerpos tipo 1gG frente al SARS-CoV-2 en el 52,1% (73/140). No hubo

deteccion de anticuerpos en 67 de 140 (47,9%).

Del total de sujetos con anticuerpos I1gG presentes el 54,7% (47/86) eran
mujeres y el 48,1% (26/54) eran varones, no existiendo diferencias

estadisticamente significativas segun el sexo (p=0,453).

La edad media entre los que mantenian anticuerpos a los 6 meses fue de
49 aiios (DE 12) sin embargo en el grupo de sujetos con niveles de anticuerpos
IgG no detectables fue de fue de 41 afios (DE 11). Con una diferencia de edad
media en ambos grupos de 8 afios (IC95%: 3,864-11,904). Se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos segun la edad
(p<0,001) (Figura 25). Como ocurridé en el primer control se observd que existia

asociacién entre la edad y la durabilidad de la inmunidad humoral.

Se detectaron anticuerpos tipo IgG en 53 empleados de los 100 que
habian presentado sintomas asociados a COVID-19 (53,0%) y en 20 (50,0 %) de
40 que fueron asintomaticos (p=0,852). No se observaron diferencias
estadisticamente significativas aunque la prevalencia de anticuerpos IgG frente a

SARS-CoV-2 en el personal sintomatico fue ligeramente superior.

Del total de sujetos con anticuerpos tipo 1gG presentes (N=73), 50
pertenecian al grupo 1 de exposicién (alto) (58,1%), 19 sujetos al grupo 2
(moderado) (43,2%) y 40 sujetos al grupo 3 8bajo) (40,0%) (p=0,216). No se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos de

exposicion.
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2.4. Tercer control (9 meses tras deteccidn inicial)

11 sujetos no acudieron al tercer control. El porcentaje total de

empleados que no finalizaron el seguimiento fue del 23,2%(39/168).

Del total de profesionales sanitarios que se les realizd la tercera
determinacién (N=129) el 24,0% (31/129) presentaban anticuerpos tipo 1gG
frente al SARS-CoV-2, mientras que el 76,0% (98/129) de los empleados habian

negativizado tras 9 meses de seguimiento.

Del total de sujetos con anticuerpos detectables el 23,7% (18/76) eran
mujeres y el 24,5% (13/53) eran varones. No existiendo diferencias

estadisticamente significativas segun el sexo (p=0,912).

Del total de sujetos con anticuerpos IgG al finalizar el seguimiento, la
edad media fue de 47 afios (DE 13) y en aquellos sujetos en los cuales no se
detectaron anticuerpos tipo IgG fue de 44 anos (DE 12) (Figura 26). Sin
observarse diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos segun
la edad (p=0,396). Al completar el ultimo control tras nueve meses de
seguimiento no se encontré relacién entre la edad y la persistencia de

anticuerpos IgG antinucleocapside.

En este ultimo control 22 sujetos que habian presentado sintomas
asociados a COVID-19 de un total de 94 (23,4%) mantenian anticuerpos tipo 1gG
frente al SARS-CoV-2 y 9 sujetos asintomdticos de un total de 35 (25,7%)

(p=0,819). No se observaron diferencias estadisticamente significativas.

Al comparar en funcion del grupo de exposiciéon, se detectaron
anticuerpos tipo IgG en 24 empleados de los 80 que pertenecian al grupo 1 (alto)
(30,0%), en 5 (12,8%) de 39 del grupo 2 (moderado) y en 2 (20,0%) de 10 sujetos
del grupo 3 (bajo) (p=0,101).No se observaron diferencias estadisticamente
significativas, sin embargo seguia siendo superior el porcentaje de sujetos que
mantenian anticuerpos pertenecientes al grupo 1 de exposicidon en comparacién

con el resto de grupos de exposicién.
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Trabajadores IgG+
(N=450)
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(N=168)

Control 1 (3 meses tras
detecciodn inicial)
(N=168)

v

Excluidos (N=282)

No consentimiento informado
No localizables

Fin de contrato en el HCDGU
Comisionados

Control 2 (6 meses tras
deteccion inicial)
(N=140)

Excluidos (N=28)

No localizables

Control 3 (9 meses tras
detecciodn inicial)
(N=129)

Excluidos (N=11)

No localizables

Figura 22. Diagrama de flujo del estudio prospectivo

Fuente: Elaboracidn propia
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Tabla 5. Resultados IgG positivos por sexo, sintomas y grupos de exposicion.

3 meses p 6 meses p 9 meses p
Varén 50(79,4) 26(48,1) 13(24,5)
Sexo n(%) 0,285 0,453 0,912
Mujer 90(85,7) 47(54,7) 18(23,7)
Si 96 (84,2) 53 (53,0) 22 (23,4)
Sintomas n(%) 0,663 0,852 0,819
No 44(81,4) 20 (50,0) 9(25,7)
Elevado 89 (86,4) 50 (58,1) 24 (30,0)
Grupos de Moderado 41(77,4) 0,377 19(432) 0,216 5(12,8) 0,101
exposicion n(%)
Bajo 10 (83,3) 4 (40,0) 2(20,0)
Fuente: elaboracion propia
90%
80% 83%
70% 76%
60%
50%
52%
0,
40% 48%
30%
20% 24%
10% 17%
0%
3 meses 6 meses 9 meses

Figura 23. Evolucién deteccidn de anticuerpos a los 3, 6 y 9 meses

Fuente: Elaboracion propia
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Fuente: Elaboracion propia
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Figura 26. Prevalencia anticuerpos segln edad en el tercer control

Fuente: Elaboracion propia

3. Estudio de cohortes (evolucion del estado
inmunolégico después de la vacunacion)

3.1. Descripcion general

Para el estudio de cohortes se incluyeron 122 trabajadores del HCDGU; 58
que habian sufrido la infeccién por SARS-CoV-2 y 64 sujetos naive frente al SARS-
CoV-2 (confirmados seroldgicamente y a través de la encuesta epidemioldgica),
ambos grupos previamente vacunados (pauta completa con dos dosis) con

Pfizer/BioNTech Comirnaty (BNT162b2).

Se analizaron un total de 480 muestras procedentes de los mismos. El
95,9% (117/122) del total de participantes completaron el seguimiento (Figura
27).

El 77,9% (N=95) fueron mujeres y el 22,1% eran varones (N=27). La media

de edad fue de 45 (DE 13) afios en los varones y 48 (DE 13) afios en las mujeres.
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En la determinacidén inicial realizada un mes después de la vacunacion,
todos los individuos incluidos en el estudio (N=122) presentaban niveles de
anticuerpos 1gG anti-spike por encima de 50AU/ml, punto de corte que se

establece para considerar que un individuo ha desarrollado inmunidad.

Todos los sujetos que finalizaron el seguimiento (N=117) mantuvieron
concentraciones detectables de anticuerpos 1gG anti-spike (>50AU/ml) pasados 7

meses tras la vacunacion.

En global al analizar los niveles de anticuerpos I1gG anti-spike (AU/ml) en
los cuatro controles realizados, se observd un descenso estadisticamente

significativo a lo largo de los 7 meses de seguimiento (p<0,001) (Tabla 6).

Se observé que los titulos de anticuerpos se van reduciendo cerca de un
50% en cada uno de los controles realizados respecto al control previo partiendo

de una mediana de 14000 AU/ml.

Al finalizar el seguimiento los niveles de anticuerpos IgG anti-S se

redujeron 7,6 veces respecto a los anticuerpos detectados inicialmente.

En el primer control llevado a cabo al mes de la vacunacién se observan
valores extremos, sin embargo en el resto de las determinaciones realizadas a los
3, 5y 7 meses encontramos valores de niveles de anticuerpos alejados y también
valores extremos. Existe una dispersion marcada en los valores por encima de la
mediana, es decir, un grado de asimetria positivo, sin embargo esto no sucede

con los valores inferiores a la mediana (Figura 28).
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3.2. Resultados en funcion de haber padecido o no la

COVID-19

3.2.1. Evolucion de los anticuerpos IgG anti-spike

Al analizar los niveles de anticuerpos I1gG anti-spike (AU/ml) a lo largo de
los 7 meses de seguimiento tanto en el grupo con infeccion previa como en el
grupo de sujetos sin infeccion previa se observé un descenso estadisticamente

significativo (p<0,001). (Tabla6).

Los sujetos con infeccion previa presentaron una disminucidon en sus
niveles de anticuerpos (AU/ml) del 38,2% entre el primer (1 mes post-vacuna) y
segundo control (3meses post-vacuna), del 42,5% entre el segundo y tercer
control (5meses post-vacuna) y del 33% entre el tercer y ultimo control (7 meses
post-vacuna). Al finalizar el seguimiento hubo una disminucién global del 75,6%
en los titulos de anticuerpos con respecto a los valores obtenidos en el control

inicial (1 mes post-vacuna) (Tabla 7) (Figura 29).

En el grupo sin infeccidn previa presentaron una disminucidon en sus
niveles de anticuerpos (AU/ml) del 54% entre el primer (1 mes post-vacuna) y
segundo control (3meses post-vacuna), del 55,4% entre el segundo y tercer
control (5meses post-vacuna) y del 42,5% entre el tercer y ultimo control (7
meses post-vacuna). La reduccién global en los titulos de anticuerpos al finalizar

el seguimiento fue del 87%(Tabla 7) (Figura 29).

Se observaron diferencias estadisticamente significativas en el porcentaje

de reduccion de niveles de anticuerpos en ambos grupos (p<0,001).

El porcentaje de disminucidn en niveles de anticuerpos en el grupo sin
infeccion previa en cada una de las determinaciones realizadas siempre es
superior al observado en aquellos que habian padecido la infeccidn, siendo la
diferencia entre el primer y segundo control 15,8% (IC 95%: 6,7-24,9), entre el

segundo y el tercer control 12,9 % (IC 95%: 8,2-17,5) y entre el tercero y el ultimo
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control 9,5% (IC 95%: 5,6-13,4). Finalmente, la diferencia global entre el primer
control realizado y el ultimo control realizado a los 7 meses post vacunacion fue

de un 11,4% (IC 95%: 6,5-15,9) (Tabla 7) (Figura 29).

3.2.2. Niveles de anticuerpos IgG anti-spike

El anadlisis cuantitativo de anticuerpos 1gG anti-spike demostré una
respuesta sustancialmente mas alta después de una infeccidén previa (Tabla 6).
Observandose diferencias estadisticamente significativas en todos los controles

realizados:

Al mes post-vacunacién la mediana de los titulos de anticuerpos en los
sujetos que habian padecido la COVID-19 (N=58) y en aquellos sin evidencia de
infeccion previa (N=64) fue de 20741,4 (IQR 20894) AU/ml y 10847,3(IQR 12224)

AU/ml respectivamente (p<0,001).

En el segundo control realizado a los 3 meses post- vacunacién la
mediana de niveles de anticuerpos en los dos grupos analizados fue de 12687
(IQR 12946) AU/ml en aquellos con evidencia de infeccion previa (N=58) y 4229,3

(IQR 4022) AU/ml en los sujetos sin evidencia de infeccién previa (p<0,001).

Después de 5 meses de la vacunacién en el grupo de individuos con
infeccién previa (N=56) la mediana de los titulos de anticuerpos fue de 6957,2
(IQR 9050) AU/mI mientras que en el grupo No-COVID la mediana fue 1686,5
(IQR 1481) AU/ml (p<0,001).

Por ultimo, al finalizar el seguimiento a los 7 meses tras la vacunacién la
mediana de los titulos de anticuerpos en los sujetos que habia padecido la
COVID-19 (N=57) y en aquellos sin evidencia de infeccién previa (N=60) fue de
4798,8 (IQR 6095) AU/mly 892,1 (IQR 1051) AU/ml respectivamente (p<0,001).

Se observé que en cada uno de los cuatro controles realizados a lo largo

del tiempo, los niveles de anticuerpos eran entre 2 y 5 veces superiores en el
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grupo de pacientes con infeccion previa que en el grupo de sujetos sin evidencia

de infeccién (Figura 30).

Ademads es importante destacar que la respuesta frente a la vacuna
generada por aquellos individuos que han sufrido la enfermedad es heterogénea
por la dispersion de los resultados, se encontraron valores de titulos de
anticuerpos extremos, respecto al comportamiento de grupo. Sin embargo, en el
grupo de sujetos naive la respuesta es mas homogénea, ya que no habia valores

tan dispersos (Figura 31).

3.3. Distribucion de edad y sexo en sujetos con y sin

infeccion previa

Las variables sexo y edad en nuestra cohorte se han distribuido de forma
homogénea entre aquellos sujetos que han padecido la COVID-19 y los que no la

han padecido (Tabla 8).

La media de edad fue de 46(DE 13) afios en los sujetos con infeccion
previa y 48 (DE 13) afos en aquellos sin evidencia de infeccién previa. No
existiendo diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos

(p=0,376).

En el grupo de sujetos con infeccién previa el 59,3% (16/27) fueron
varones y el 44,2% (42/95) mujeres. No se observaron diferencias

estadisticamente significativas (p=0,167).

En el grupo de sujetos sin evidencia de infeccion previa el 40,3% (11/27)
fueron varones y el 55,8%(53/95) mujeres. No se observaron diferencias

estadisticamente significativas en ninguno de los grupos (p=0,167).

En resumen, ni la edad ni el sexo se manifestaron como variables de

confusion.
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3.4. Resultados en funcién del sexo

3.4.1. Evolucion de los anticuerpos IgG anti-spike

Al analizar los niveles de anticuerpos IgG anti-S (AU/ml) a lo largo de los 7
meses de seguimiento en funcién del sexo se observd un descenso
estadisticamente significativo tanto en varones como en mujeres (p<0,001).

(Tabla 6).

Los varones presentaron una disminucién en sus niveles de anticuerpos
(AU/ml) del 49,9% entre el primer y segundo control, del 45,7% entre el segundo
y tercer control y del 34,3% entre el tercer y ultimo control (7 meses post-

vacuna).

Las mujeres presentaron una disminucion en sus niveles de anticuerpos
(AU/ml) del 45,5% entre el primer y segundo control, del 50,3% entre el segundo
y tercer control y del 38,9% entre el tercer y ultimo control (7 meses post-

vacuna) (Tabla 9) (Figura 32).

En los varones hubo una disminucidn global del 80,8% en los titulos de
anticuerpos con respecto a los valores obtenidos en el control inicial mientras

gue en las mujeres esta disminucion fue del 81,6% (Tabla 9) (Figura 32).

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en el
porcentaje de reduccion de niveles de anticuerpos en ambos grupos en ninguno

de los controles realizados.

3.4.2. Niveles de anticuerpos IgG anti-spike

Al mes post-vacunacién la mediana de los titulos de anticuerpos en los
varones (N=27) y en las mujeres (N=95) fue de 19192 (IQR 22730) AU/ml y
12753,2 (IQR 15686) AU/ml respectivamente (p=0,031).
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En el segundo control realizado a los 3 meses post- vacunacién la
mediana de niveles de anticuerpos en los dos grupos analizados fue de 9143,9
(IQR 11393) AU/ml en varones y 6278,4 (IQR 9688) AU/ml en las mujeres
(p=0,069).

Después de 5 meses de la vacunacion en los varones la mediana de los
titulos de anticuerpos fue de 5185,6 (IQR 9113) AU/ml mientras que en las
mujeres la mediana fue 2435,3 (IQR 4669) AU/ml (p=0,027).

Por ultimo, al finalizar el seguimiento a los 7 meses tras la vacunacion la
mediana de los titulos de anticuerpos en los varones y en mujeres fue de 3836,2

(IQR 5414) AU/mly 1427,2 (1QR 3290) AU/ml respectivamente (p=0,021).

Se observaron diferencias estadisticamente significativas en todos los
controles realizados, excepto en el segundo control realizado a los 3 meses de la

vacunacion debido posiblemente a la dispersién de los datos.

3.5. Resultados en funcion del sexo y de haber padecido o

no la enfermedad

3.5.1. Sujetos con infeccion previa

a. Evolucion de los anticuerpos IgG anti-spike

Al analizar la evolucion en los titulos de anticuerpos IgG anti-S (AU/ml), se
observé un descenso estadisticamente significativo tanto en varones como en

mujeres (p<0.001) (Tabla 6).

En los varones hubo una disminucion al finalizar el seguimiento del 76,8%
en los titulos de anticuerpos con respecto a los valores obtenidos en el control

inicial y en las mujeres esta disminucién fue del 75,1% (p=0,672).
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El porcentaje de disminucion en los titulos de anticuerpos a lo largo del
seguimiento en ambos sexos fue muy similar, avanzando en paralelo. No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre ambos sexos

(Figura 33).

b. Niveles de anticuerpos IgG anti-spike

Al analizar los niveles de anticuerpos IgG anti-S (AU/ml) se observé que
en el primer control la mediana de los titulos de anticuerpos en los varones
(N=16) y en las mujeres (N=42) fue de 29643,7 (IQR 21528) AU/ml y 17784 (IQR
20756) AU/ml respectivamente (p=0,060).

En el segundo control realizado a los 3 meses post- vacunacién la
mediana de niveles de anticuerpos en los dos grupos analizados fue de 16126,2
(IQR 15376) AU/ml en varones y 11915,8 AU/ml (IQR 12750) AU/ml en las

mujeres (p=0,169).

Después de 5 meses de la vacunacion en los varones la mediana de los
titulos de anticuerpos fue de 9824,4 (IQR 8640) AU/ml mientras que en las
mujeres la mediana fue 6140,7 (IQR 9240) AU/ml (p=0,147).

Por ultimo, al finalizar el seguimiento a los 7 meses tras la vacunacién la
mediana de los titulos de anticuerpos en los varones y en mujeres fue de 6310,8

(IQR 5651) AU/ml y 4104,8 (IQR 6133) AU/ml respectivamente (p=0,150).

A pesar de no encontrarse diferencias estadisticamente significativas en
ninguno de los controles, se observd que en todos los casos los niveles de
anticuerpos detectados en los varones fueron ligeramente superiores a los de las

mujeres.
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3.5.2. Sujetos sin infeccion previa

a. Evolucion de los anticuerpos IgG anti-spike

Se observé un descenso estadisticamente significativo en los titulos de
anticuerpos 1gG anti-S (AU/ml) tanto en varones como en mujeres (p<0,001)

(Tabla 6).

En los varones hubo una disminucion al finalizar el seguimiento del 87,4%
en los titulos de anticuerpos con respecto a los valores obtenidos en el control

inicial y en las mujeres esta disminucion fue del 87 % (p=0,918).

La disminucion en los titulos de anticuerpos a lo largo del seguimiento en
ambos sexos fue muy similar, al igual que se mostré en los pacientes con
infeccion previa. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas

entre ambos sexos (Figura 33).

b. Niveles de anticuerpos IgG anti-spike

Al analizar los niveles de anticuerpos detectados en a lo largo del tiempo
se observé que al mes post-vacunacion la mediana de los titulos de anticuerpos
en los varones (N=11) y en las mujeres (N=53) fue de 10454,1 (IQR 12622) AU/ml
y 10934 (IQR 12764) AU/ml respectivamente (p=0,650).

En el segundo control realizado la mediana de niveles de anticuerpos en
los dos grupos analizados fue de 5097,3 (IQR 4070) AU/ml en varones y 4177,5
(IQR 4578) AU/ml en las mujeres (p=0,729).

Después de 5 meses de la vacunaciéon en los varones la mediana de los
titulos de anticuerpos fue de 2000,3 (IQR 1855) AU/mI mientras que en las
mujeres la mediana fue 1686,5 (IQR 1362) AU/ml (p=0,652).

Al finalizar el seguimiento la mediana de los titulos de anticuerpos en los
varones y en mujeres fue de 1171,8 (IQR 1486) AU/ml y 892,1 (IQR 851) AU/ml

respectivamente (p=0,451).
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Al comparar las medianas de los niveles de anticuerpos en cada uno de
los controles no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en

funcién del sexo en pacientes sin infecciéon previa.

3.6. Resultados en funcién de la edad

En nuestros resultados no encontramos asociacion entre los titulos de

anticuerpos detectados en cada uno de los controles realizados y la edad.

A medida que aumenta la edad no se encontraron cambios respecto a la

concentracion de anticuerpos (Figura 34).
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INCLUIDOS
(N7=122)
(COVID-19 N=58; NO COVID-19 N=64)

Control 1 (1 mes tras vacunacion)
(Nr=122)
(COVID-19 N=58; NO COVID-19 N=64)

Control 2 (3 meses tras vacunacion)
(NT:].ZZ)
(COVID-19 N=58; NO COVID-19 N=64)

Excluidos (N=0)

Control 3 (5 meses tras vacunacion)
(Nt=119)
(COVID-19 N=56; NO COVID-19 N=63)

Excluidos (N=3)

° No localizables

Control 4 (7 meses tras vacunacion)
(Nt=117)
(COVID-19 N=57; NO COVID-19 N=60)

Excluidos (N=2)

) No localizables

Figura 27. Diagrama de flujo de la muestra para el estudio de cohortes

Fuente: elaboracion propia
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Tabla 6. Concentracidn sérica de 1gG anti-spike en AU/ml
1 mes 3 meses 5 meses 7 meses p
Global
MD(IQR) 13932,7(18508) 6826,0(10307) 2717,7(5810) 1827,1(4355) <0,001
Si 20741,4(20894) 12687 (12946) 6957,2(9050) 4798,8(6095) <0,001
covID-19
MD(IQR)
No 10847,3(12241) 4229,3(4022) 1686,5(1481) 892,1(1051) <0,001
Varén 19192(22730) 9143,9(11393) 5185,6(9113) 3836,2(5414) <0,001
Sexo
MD(IQR)
Mujer 12753,2(15686) 6278,4(9688) 2435,3(4669) 1427,2(3290) <0,001
Varén 29643,7(21528) 16126,2(15376) 9824,4(86049 6310,8(5651)
COVID-19+ — gexo <0,001
MD(IGR)
Mujer 17784(20756) 11915,8(12750) 6140,7(9240) 4104,8(6133)
Varén 10454,1(12622) 5097,3(4070) 2000,3(1855) 1171,8(1486)
coviD-19 - Sexo <0,001
MD(IQR)
Mujer 10934(12764) 4177,5(4578) 1686,5(1362) 892,1(851)
Fuente: elaboracion propia
Ac COVID (AUmI) 7 meses desde vacunacion |l—|@°** *
Ac COVID (AU/mI) 5 meses desde vacunacion '.—|C'ID bl *
Ac COVID (AU/mI) 3 meses desde vacunacion |‘-—|cm @ * *
I S

Ac COVID (AU/mMI)1 mes desde vacunacion

o 25.000

50.000

75.000

100.000

Figura 28. Concentracioén sérica de 1gG anti-S a lo largo del periodo de estudio

Fuente: elaboracion propia
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Tabla 7. Porcentaje de disminucién de Ac en sujetos con y sin infeccién previa

COVID-19 + COVID-19 + Dif.
%(DE) %(DE) Z(1C95%) P
1-3 meses 38,2% (19,2) 54,0% (30)  15,8% (6,7-24,9) <0,001
3-5 meses 42,5% (13,1) 55,4% (12,6)  12,9% (8,2-17,5) <0,001
5-7 meses 33,0% (8,6) 42,5% (12,1)  9,5% (5,6-13,4) <0,001
1-7 meses 75,6% (12,9) 87,0% (11,7)  11,4% (6,9-15,9) <0,001
Fuente: elaboracion propia
Tabla 8. Distribucién de edad y sexo
COVID-19
p
SI NO
Varén 16(59,3) 11(40,7)
Sexo n (%) 0,167
Mujer 42(44,2) 53(55,8)
Edad %(DE) 46(13) 48(13) 0,375
Fuente: elaboracion propia
Tabla 9. Porcentaje de disminucion en funcién del sexo
Varén Mujer L
_ _ Dif. x p
x(DE) x(DE)
1-3 meses 49,9% (15,6) 45,5% (15,6) 4,3% <0,001
3-5 meses 45,7% (11,7) 50,3% (14,8) 4,7% <0,001
5-7 meses 34,3% (9,8) 38,9% (11,8) 4,6 % <0,001
1-7 meses 80,8% (9,9) 81,6% (14,4) 0,7% <0,001

Fuente: elaboracion propia
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Figura 29. Representacion grafica del porcentaje de reduccion de los niveles de Ac
en funcién de infeccidn previa.

Fuente: elaboracion propia

Ac COVID (AU/mI)1 mes desde
50.000 vacunacian
Ac COVID (AU/ml) 3 meses
desde vacunacidn
.Ac COVID (AU/mI) 5 meses
desde vacunacidn
40.000 T @A COVID (AU/mI) 7 meses
p <0,001 p <0,001 desde vacunacion
30.000
20.000
10.000 ¥ ﬁ
: &
SiCoVID MNo COVID
GRUPO

Figura 30. Representacion de los titulos Ac (AU/ml) en ambos grupos (Se omiten
los valores alejados y extremos para una mejor visualizacion de las cajas).

Fuente: elaboracion propia
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Ac COVID (AU/mMI)T mes desde
. vacunacian
.Ac COVID [Al/ml) 3 meses
desde vacunacian
125000 [ c COVID (AUImI) 5 meses
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.Ac COVID [AU/ml) 7 meses
desde vacunacian
100.000
o
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Figura 31. Representacién de los titulos Ac (AU/ml) en ambos grupos.

Fuente: elaboracion propia
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Figura 32. Representacién grafica del porcentaje de reduccion de los niveles de Ac
en funcién de sexo.

Fuente: elaboracion propia
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GRUPO
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I Mo COVID
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95% Cl porcentaje de descenso del1*a 7 mes

70,00

Waron Mujer

Sexo
Figura 33. Representacidn del porcentaje de reduccién de los niveles de Ac a los 7

meses segun sexo y en funcién de infeccion previa.

Fuente: elaboracion propia
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1. Discusion

1.1. Estudio transversal (situacion infectiva vy estado

inmunoldgico)

La presente investigacion estd motivada por la necesidad de
aproximarnos al conocimiento de la situacién infectiva y el estado inmunolégico
asi como de la evolucién del mismo a lo largo del tiempo de los profesionales
sanitarios de nuestro centro. Los ensayos seroldgicos representan un papel
importante en el conocimiento del impacto y la evolucion de la pandemia,
especialmente en los profesionales sanitarios. En mi opinién, estos datos son
Utiles para ayudar a aclarar dos cuestiones: 1) la exposicion de nuestros
trabajadores al SARS-CoV-2 durante la crisis y 2) el andlisis de la respuesta

humoral en una poblacién bien caracterizada.

Los principales resultados de nuestro estudio mostraron que el numero
de participantes con infeccion activa en el momento de la toma de muestra fue
bajo (1,1%), sin embargo encontramos una proporcion relativamente alta

(16,3%) de trabajadores sanitarios con anticuerpos IgG frente al SARS-CoV-2.

El HCDGU esta ubicado en Madrid, una de las regiones con mayor
incidencia de COVID-19 del pais especialmente al principio de la pandemia, lo
gue podria explicar la alta tasa de deteccion de anticuerpos en nuestro centro.
En julio de 2020 se publicé un estudio de la poblacién espafiola que mostré una
seroprevalencia de todo el pais del 5,0% pero los datos variaron notablemente

entre provincias???

. En 7 provincias del centro de Espafia incluida Madrid, la
seroprevalencia fue superior al 10%. En concreto los datos de seroprevalencia
obtenidos en este estudio cuando se realiza la deteccién de anticuerpos IgG
antinucleocapside con la misma técnica empleada en esta investigacién (SARS-
CoV-2 IgG; Abbott Laboratories Inc. lllinois, EE.UU) es del 11,5% en la Comunidad

de Madrid.
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Una explicacién parcial de una mayor prevalencia en nuestro hospital en
comparacion con la poblacidon general es la mayor exposicién al virus en los
distritos del sur de Madrid. Los datos de la Comunidad de Madrid muestran que
los barrios de Carabanchel y Aluche tuvieron una incidencia de la COVID-19

ligeramente superior a la de la Comunidad de Madrid?23.

En el Hospital Universitario de Alcorcdon de caracteristicas y areas
asistenciales similares a nuestro centro, ubicado también en la zona sur de
Madrid realizaron un estudio similar, describiéndose una seroprevalencia del
38% entre sus trabajadores??*. Estos resultados son mucho mayores que los
obtenidos en nuestro centro, los autores lo explican por la elevada incidencia de
la enfermedad que tuvo Alcorcédn durante los primeros meses de pandemia, la
falta de equipos de proteccién individual y el retraso en la implementacion de
adecuadas medidas de prevencion. Ademas otra explicaciéon posible para la
diferencia encontrada en la seroprevalencia entre ambos hospitales es que,
nuestro hospital jugaba con ventaja, se implementaron medidas de prevencién y
se establecieron protocolos estrictos de seguridad semanas previas al inicio de la
pandemia. Las autoridades sanitarias espafolas seleccionaron nuestro centro
como el lugar donde los espanoles repatriados de la ciudad Wuhan cumplieran
su cuarentena, cuando aun no habia llegado la COVID-19 a nuestro pais. Se
considerd util esta decisidon por varias razones: ser hospital militar de referencia,
tener su perimetro cerrado, contar con planes de seguridad y disponer de una
unidad de aislamiento de alto nivel (UAAN) siendo por ello nuestro centro
miembro de la red nacional de hospitales para el tratamiento de enfermedades
altamente infecciosas, y tener capacidad para estar preparados si los casos en

cuarentena se convertian en casos confirmados.

En otro estudio realizado en el Hospital Clinico de Barcelona observaron
una seroprevalencia del 11,6% en los profesionales sanitarios, que duplicaba la
descrita en la poblacion general en la ciudad condal?®, ratificando a los
hospitales como lugares de riesgo de infeccion por SARS-Co2 entre los

trabajadores.
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Era de esperar obtener una mayor seroprevalencia que la de la poblacion
general entre los profesionales sanitarios, ya que este colectivo ha estado en
contacto con pacientes infectados durante mas de 3 meses, en una destacada
labor profesional. Nuestros resultados fueron superiores, pero no tan
preocupantes como se podria haber esperado sin la aplicacion de protocolos

estrictos.

Conocer la seroprevalencia de nuestro personal en comparacién con
nuestra poblacién local es importante para evaluar la eficiencia de los protocolos
de seguridad establecidos y poder controlar la transmision en el entorno
hospitalario; estudios como el de Zhou Q et al??® estimaron que la transmision
nosocomial es la fuente de infeccidn por SARS-CoV-2 en aproximadamente el
44% de los casos. Esta estimacion, se vio incrementada hasta mas del 90% de los
casos en un modelo matematico, utilizado en un hospital inglés (el 20% de las
infecciones en pacientes hospitalizados y el 73% de las infecciones en

trabajadores se debieron a transmisién nosocomial)??’.

El ultimo metaanalisis publicado sobre estimacion de la seroprevalencia
de anticuerpos contra el SARS-CoV-2 entre los profesionales sanitarios informa
de una media del 8,7% en diferentes hospitales en todo el mundo??®. Conviene
mencionar que en los EE.UU. observaron una alta variabilidad en la prevalencia
de anticuerpos del SARS-CoV-2, que van desde el 1,1% al 14,4%, como ocurre en
Espafia con importantes variaciones de seroprevalencia en los estudios
realizados en hospitales generales oscilando entre el 1,8% y el 38%229230,225,224,
Estas diferencias entre los estudios pueden ser debidas a varias razones: la
incidencia en el momento y lugar del estudio, las distintas técnicas empleadas
con variacion en sensibilidad y especificidad o diferentes medidas de bloqueo y

prevencion implementadas.

En otro metaanalisis?3!

se encontrdé que la proporcién de trabajadores
sanitarios infectados por SARS-CoV-2 entre todos los pacientes con COVID-19 fue
menor en China (4,2%) que en EE. UU. (17,8%) y Europa (9%). Esto podria

explicarse por una mejor adherencia de los profesionales sanitarios de China a
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las medidas de prevencion y control de la infeccidn; este pais puso en practicas
las lecciones aprendidas al sufrir la epidemia de SARS en 2003 mediante la
aplicacién inmediata de medidas efectivas: identificacion y aislamiento de casos,
vigilancia activa a gran escala de las personas, aplicaciones para teléfonos
inteligentes, seguimiento y puesta en cuarentena de contactos, deteccién de
temperatura en lugares publicos, distanciamiento fisico, inspeccion de viajeros, y
sistema de cdmara de calle para la identificacion de personas sin mascarilla o
mostrando sintomas. Sin embargo, EE.UU. y Europa parecian no estar
preparados para manejar la oleada de pacientes que condujo a una grave
escasez de material necesario para hacer frente a lo que se enfrentaban, lo que

les llevd a actuar demasiado tarde.

Existen importantes implicaciones de la COVID-19 entre los trabajadores
sanitarios. En primer lugar, hay consecuencias para su salud: en una serie de
China, el 14,8% de los casos entre los trabajadores sanitarios se clasificaron como
graves o criticos y cinco de ellos de un total de 247 fallecieron?32. En segundo
lugar, los trabajadores sanitarios infectados también podrian transmitir Ila
infeccidn a pacientes vulnerables si no se aislan de manera adecuada y répida. En
tercer lugar, las altas tasas de infeccion entre los trabajadores sanitarios podrian
causar problemas debido a la falta de personal en el sistema de salud. En cuarto
lugar, los trabajadores pueden transmitir la infeccion a familiares cercanos, otros

trabajadores sanitarios y la comunidad.

En cuanto a los grupos en los cuales clasificamos a nuestros sujetos, como
era de esperar la deteccion de IgG fue mayor en el grupo de “Alto riesgo “en
comparacion con el grupo de riesgo moderado y riesgo bajo (19,5%; 14,3%;
12,5% respectivamente p<0,001). Estas diferencias podrian explicarse por el tipo
de actividad que realizan, ya que los empleados del grupo categorizado de “Alto
riesgo” trabajaron en unidades COVID-19 o servicio de urgencias donde tuvieron
un contacto diario y prolongado con los pacientes infectados. Estos mismos
resultados los encontramos en otros estudios como en uno realizado en

233

Dinamarca®*? en el cual concluian que existia claramente un mayor riesgo de

174



#£2% Universidad

"":5::'@‘:55‘ de Alcald Discusidn y Limitaciones

infeccion por SARS-CoV-2 en los trabajadores relacionados con areas destinadas
a pacientes con infeccion confirmada por SARS-CoV-2 o alta sospecha de la

misma.

Esta claro que el personal que tiene un mayor contacto con pacientes
infectados con representan un grupo de alto riesgo, y esto fue particularmente
cierto durante los primeros meses de la pandemia donde el conocimiento, las
medidas de control y el equipo de proteccién individual era limitado. Ademads, no
usar mascarilla en cualquier actividad clinica y la escasez de EPI aumenta la
probabilidad de contagio. Por lo tanto, el suministro y uso de equipos de
proteccion para los trabajadores sanitarios en los hospitales son una herramienta
necesaria contra la COVID-19 de suma importancia, ya que disminuye la tasa de

infeccidn entre trabajadores sanitarios.

Otro hallazgo del presente estudio es que un enfoque importante para
prevenir la infeccién entre el paciente y el personal es recibir capacitacion en

prevencion de la COVID-19 y en uso de equipos de proteccion individual (EPIs).

Cabe destacar que la tasa global de empleados que afirmaron haber
recibido formacién especifica fue del 64,5%, ya fuese de forma presencial,
asistiendo a sesiones tedrico-prdcticas impartidas por el Servicio de Medicina
Preventiva o de forma online, mediante la descarga en la Intranet del Hospital de
videos formativos, sobre los diferentes protocolos de puesta y retirada de EPIS,
simulando diferentes entornos hospitalarios y sobre las correctas pautas de
higiene. Esta cohorte de pacientes presentdé una seroprevalencia
significativamente menor de anticuerpos en comparacion con los empleados sin
ningun tipo de formacion especifica (14,5% frente a 18,6%). Ademads, estos
hallazgos se pudieron observar en todos los niveles de exposicidon. En particular,
observamos diferencias importantes en los empleados del grupo del alto riesgo
donde la prevalencia de anticuerpos IgG en el subgrupo que no asistieron a

programas de formacion fue mucho mds elevada (25,3% vs 16,7%).
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Nuestros resultados concuerdan con varios informes emitidos durante la
pandemia, que identificaban la falta de capacitacion en medidas de control de la
infeccion como uno de los factores que aumentan el riesgo de exposicion del
paciente al personal sanitario, lo que resulta en una mayor tasa de infeccién

entre el personal®*,

En nuestro Hospital el Servicio de Medicina Preventiva, en sus ciclos
formativos impartidos desde el inicio de la pandemia, puso especial interés tanto
en la adecuada puesta y retirada de equipo de proteccion individual (EPI) asi
como en llevar a cabo adecuadas pautas de higiene entre otras medidas de
prevencion. Este ultimo punto es esencial; sabemos que la transmisién por
contacto es una de las principales rutas del SARS-CoV-2. La transmision de
pacientes a profesionales sanitarios por lo general sigue a la contaminacién de
las manos después de tocar a pacientes o féomites, por lo que la higiene de
manos se considera la medida de prevencion mas importante para las
infecciones asociadas con la atencién médica. Es posible que los resultados
obtenidos se deban en parte al esfuerzo para concienciar de la importancia de
realizar una buena higiene de manos después de contactar o cuidar a pacientes
enfermos. Como todos sabemos, la accion de lavarse las manos puede reducir

significativamente la presencia de microorganismos residuales.

Respecto al analisis de la prevalencia de anticuerpos tipo IgG en funcidn
de la condicion laboral de los profesionales sanitarios de nuestro centro, en
general se observaron resultados ligeramente diferentes entre el personal militar

y el personal civil (15,1% y 16,7%, respectivamente).

Al analizar la seroprevalencia segun los grupos de riesgo de exposicion al
SARS-CoV-2, encontramos que en los grupos 1 (Alto) y 2 (moderado) habia mas
personal civil con anticuerpos IgG detectables. Esto podria explicarse por el
hecho de que el personal de las Fuerzas Armadas (FAS) desde el inicio de su
carrera profesional es preparado y adiestrado de forma continuada con el fin de
adquirir diversas capacidades, para atender cualquier situacién de emergencia y

en cualquier momento ya sea en territorio nacional o en zona de operaciones
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(misiones internacionales). Esto implica la participacion de forma regular en
ciclos formativos, asistencia a cursos de actualizacién tedrico-practicos con
contenidos especificos, como puede ser la formacion en riesgos NRBQ (nuclear,
radioldgico, bioldgico, quimico). En adicidn, se debe de tener en cuenta que
parte de los militares incluidos en este estudio no formaban parte de la plantilla
habitual del HCDDGU sino que habian sido comisionados para apoyar al personal
del hospital durante la pandemia y la mayoria procedian de unidades
especializadas en catastrofes sanitarias, como puede ser la Agrupacion de

Sanidad (AGRUSAN) o la Unidad de Apoyo Logistico Sanitario (UALSAN).

En el grupo 3 de bajo riesgo encontramos una seroprevalencia mayor en
los militares frente a la encontrada en el personal civil. Los contagios se debieron
a contactos fuera del ambito hospitalario fundamentalmente por contactos
estrechos con familiares con enfermedad confirmada en base a los datos

aportados por la encuesta epidemiolégica.

Un total de 263 empleados seropositivos (58%) habian sido previamente
diagnosticados con COVID-19, este hallazgo sugiere que una proporciéon
significativa de las infecciones en nuestra cohorte eran pauci-sintomaticas o
asintomaticas (42%), estos individuos no se habrian autoaislado cuando se
infectaron y podrian haber actuado como vectores de transmisidn nosocomial, lo
que denota que se deben implementar programas de deteccién temprana /
cribado en los profesionales sanitarios para disminuir la transmisién
intrahospitalaria y maximizar la fuerza de trabajo disponible?3. Esto es acorde

con otros estudios que observaron tasas similares de sujetos asintomaticos??>.

En comparacién con el espectro clinico de los pacientes descrito para la
poblacién general, en la cual aproximadamente la mitad de ellos son
asintomaticos o paucisintomaticos, nuestra tasa de asintomaticos es menor
(42%). Llama la atencion que en nuestra serie este porcentaje de asintomaticos

sea relativamente inferior.
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No es facil encontrar una explicacion clara a este hecho sin analizar
tamaifos muestrales, edad de los participantes u otros posibles sesgos de cada
uno de los informes. Nos encontramos frente a una seleccién de sujetos en un
ambiente en el cual el riesgo de contagio es mayor debido al tiempo y la
intensidad en cuanto al contacto con individuos infectados graves o criticos. Si
bien, la sintomatologia analizada a través de la encuesta epidemioldgica auto

cumplimentada tiene mucha subjetividad.

Con respecto a los trabajadores con sintomas evidentes que sugieren la
enfermedad COVID-19, la mayoria de ellos tenian una enfermedad leve que
podia tratarse de forma ambulatoria. No hubo ningun fallecimiento entre los
trabajadores del HCDGU. Esto no es de extrafiar, ya que no hay poblacién de
personas mayores de 65 entre los trabajadores activos. Para prevenir la
transmisién nosocomial, tanto los pacientes como los trabajadores de la salud
deben someterse a pruebas de deteccion de la infeccién por SARS-CoV-2
independientemente de la ausencia de sintomas tipicos de la enfermedad, ya
que la transmision asintomatica ya estd claramente reconocida como muy

importante en la propagacion del SARS-CoV-2.

Como punto fuerte, hasta donde sabemos, este es uno de los primeros
estudios sobre deteccién de anticuerpos IgG anti-SARS-CoV-2 que compara
militares con civiles, siendo ambos grupos profesionales sanitarios. Sin embargo,
serian necesarios mas estudios multicéntricos con un gran nimero de sujetos de
diferentes hospitales militares para evaluar mas a fondo la seropositividad en
estas dos cohortes. Ademas, este es uno de los pocos trabajos en los que se ha
realizado simultaneamente pruebas seroldgicas y moleculares para conocer la

seroprevalencia y la infeccién activa en un momento determinado.
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1.2. Estudio prospectivo (evolucion del estado inmunologico

en pacientes IgG positivos)

Uno de los objetivos secundarios del presente estudio fue investigar la
respuesta inmunoldgica humoral a lo largo del tiempo (seguimiento durante
nueve meses) en una cohorte de 168 profesionales sanitarios que fueron
positivos para anticuerpos IgG anti-SARS-CoV-2 después de la primera ola de la
pandemia en Espafa. Estos resultados pueden ayudar a comprender mejor la

naturaleza de inmunidad después de la infeccidn.

Los anticuerpos tipo IgG que se pueden medir se desarrollan después de
muchas, pero no de todas las infecciones por SARS-CoV-2. Las respuestas
seroldgicas suelen detectarse en 1-3 semanas. Esto permite que los ensayos de
anticuerpos se utilicen para estimar la proporcién de una poblaciéon expuesta o
infectada. Ademas, aunque el grado de inmunidad asociado con diferentes
titulos de anticuerpos y otras respuestas inmunes aun no se ha determinado por
completo, es probable que los niveles de anticuerpos proporcionen alguna

informacidn sobre el riesgo y / o la gravedad de una infeccién futura.

Los resultados de este trabajo muestran que un alto porcentaje de los
profesionales sanitarios no mantienen niveles de anticuerpos (lIgG anti-
nucleocdpside) detectables pasados 9 meses de la infeccidén (76%). Casi la mitad
de nuestros trabajadores perdieron los anticuerpos a los 6 meses (48%). Se
observé una disminucién estadisticamente significativa (83,3%; 52,1% vy 24,0%
respectivamente; p <0,001) en la deteccién de anticuerpos IgG antinucleocapside
a medida que pasaban los meses, siendo la perdida de anticuerpos ligeramente

mayor entre el primer control y el segundo control.

Estos resultados sugieren que una proporcion significativa de personas
infectadas con SARS-CoV-2 podrian tener resultados negativos en las pruebas
serolégicas en los meses posteriores a la infeccion. Esto tiene varias

implicaciones a tener en cuenta. Los estudios transversales de seroprevalencia
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gue estiman el numero de personas que han sido infectadas con SARS-CoV-2,
probablemente corran el riesgo de subestimar la incidencia. Una parte de estas
tendran un resultado negativo en los ensayos serolégicos y por lo tanto no se
incluirdn como sujetos infectados previamente. Estudios previos en profesionales
sanitarios han informado una rdpida pérdida de anticuerpos especificos del
SARS-CoV-2 durante los primeros tres meses después de la infeccion, lo que

alerta sobre una proteccion humoral de corta duracion.

En el estudio de Self WH et al?*° se recogieron muestras de suero de
personal sanitario en 13 hospitales y se analizaron los anticuerpos contra el
SARS-CoV-2 en la primavera de 2020. Pasados dos 2 meses se repitid la
determinacién a todos aquellos que habian desarrollado anticuerpos especificos

frente al SARS-CoV-2.

Tras repetir la prueba, el 93,6% de los participantes positivos (146/156)
experimentaron una disminucion en la respuesta de anticuerpos (IgG anti-

nucleocdpside) y en el 28% no se detectaron.

Se observd que, los participantes que inicialmente presentaban
respuestas de anticuerpos mas altas, tenian mas probabilidades de seguir
manteniendo anticuerpos en los controles posteriores que aquellos que tenian

una respuesta de anticuerpos inicial mas baja.

En otro estudio en el que se realizaron mediciones seriadas de 1gG anti-
nucleocapside durante un periodo de 6 meses, concluyeron que existia una
disminucioén significativa en los niveles de dichos anticuerpos vy la vida media de

los mismos se estimé en 85 dias??’.

Un trabajo anterior con un tamafio muestral mas pequefio en el que
comparan distintos inmunoensayos también observaron disminucién de IgG anti-
nucleocapside usando la plataforma Abbott, pero cuando las determinaciones se
llevaron a cabo con un inmunoensayo distinto (Roche), los niveles de anticuepos

IgG anti-nucleocdpside no disminuyeron sino que permanecieron estables?3,
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Estudios a gran escala como el de Gudbjartsson et al*® realizado en
Islandia en una cohorte de 30756 personas han demostrado la persistencia de

anticuerpos hasta 4 meses después de la infeccion.

Por otro lado algunos autores defienden que la durabilidad de los
anticuerpos es ain mayor, como el grupo de L'Huillier AG,et al?*® en cuyo trabajo
observaron que los anticuerpos contra el SARS-CoV-2 persistieron en los 200
trabajadores del hospital al menos 6 meses después de la enfermedad; estos
resultados difieren de los nuestros a nivel general. Sin embargo, al igual que en
nuestro estudio los niveles mas elevados los encontraron en el tercer mes post

deteccion inicial y posteriormente disminuyeron entre los meses tres y seis.

Es habitual que se observe un pico inicial y una disminuciéon temprana de
anticuerpos después de una infeccién; la mayoria de los plasmablastos
secretores de anticuerpos de vida corta responsables del pico inicial tienen una
vida media de aproximadamente tres meses?*!. A partir del sexto mes las células
plasmaticas de vida larga y las células B de memoria son las que contribuyen a

una proteccidon mediada por anticuerpos a mas largo plazo.

En otro estudio de Varona JF et al **? llevado a cabo en profesionales
sanitarios en Espafia, en una cohorte de mas de 300 empleados muestran que un
alto porcentaje de los sujetos (75%) mantiene niveles de anticuerpos detectables
mas alld de los 9 meses. Si bien, en la mayoria de ellos se observa una
disminucién significativa en los niveles de anticuerpos; estos resultados
demuestran una durabilidad mayor de los anticuerpos en comparacién con los

resultados de nuestro estudio y de los demds estudios anteriormente citados.

Se observa una gran variabilidad entre los estudios disponibles hasta el
momento en la literatura; sin embargo, en la mayoria de las respuestas
seroldgicas se observa una répida disminucion temprana seguida de un descenso

mas lento.
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Estas diferencias entre los estudios pueden ser debidas a varias razones:
en primer lugar a las caracteristicas de la poblacion de estudio, como la
sintomatologia de la infeccion por SARS-CoV2, la edad o los titulos de
anticuerpos basales y en segundo lugar las diferentes técnicas empleadas
(deteccidon de distintas inmunoglobulinas), ademads los resultados obtenidos
estdn condicionados a los limites de deteccion de los inmunoensayos, que
pueden ajustarse para priorizar la sensibilidad o la especificidad de cada una de

las determinaciones realizadas.

En nuestra investigacion sélo se evalud la presencia o ausencia de
anticuerpos IgG anti-nucleocdpside al no disponer de otras técnicas que nos
permitieran detectar otros componentes el sistema inmunitario (IgA, 1gM, IgG
anti-S). Posiblemente si estas técnicas adicionales hubieran estado a nuestro
alcance, podriamos afirmar que la inmunidad frente al SARS-CoV-2 es algo mas
duradera que lo demostrado Uunicamente con el analisis de anticuerpos tipo 1gG
anti- nucleocapside. Algunos estudios defienden que la IgG frente a la proteina
de la nucleocdpside (N), la cual se encuentra dentro del virus, se descompone
mas rapido que la I1gG frente a la proteina de la espicula (S), pudiendo ser un
marcador de una infeccidn mas reciente pero ligeramente menos sensible para

evaluar la seroprevalencia poblacional?43244,

Un grupo de investigadores espaioles del Instituto de Salud Global de
Barcelona (ISGlobal), ha publicado recientemente un trabajo en el que estudian
la cinética durante 7 meses de distintos anticuerpos frente al SARS-CoV-2%%°, Los
autores concluyen que la inmunidad dura en la mayoria de los sujetos hasta 7,7
meses después del inicio de sintomas; bien es cierto que miden los isotipos IgM,
IgG e IgA frente a un panel de seis antigenos del SARS-CoV-2 y tienen en cuenta
la vida media de todos estos componentes del sistema inmunitario para estimar
la durabilidad final de la respuesta inmunitaria. Sin embargo, cuando analizan la
cinética de las diferentes inmunoglobulinas por separado observan que los
niveles de 1gG frente a la proteina S (S, S1, S2 y RBD) y los niveles de IgA se

mantienen estables hasta 230 dias (71% y 69% de los participantes
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permanecieron seropositivos seis meses, respectivamente). Mientras que los
niveles de IgG anti-nucleocapside disminuyen a mayor velocidad (Sélo el 26% de
los participantes permanecio seropositivo al final del seguimiento). Coincidiendo

sus hallazgos de la cinética de la IgG anti-nucleocdpside con nuestros resultados.

Con respecto a poblacién general, la informacién sobre los niveles de
anticuerpos después de 4 meses de la primera positividad es escasa. Como
sucede con los estudios efectuados en personal sanitario, existen discrepancias
entre ellos, sin embargo parece que un elevado numero de las cohortes
analizadas con seguimientos de 5-6 meses han mostrado altos porcentajes de
persistencia de la seropositividad (80% o mas)?*® 247 Ademds en todos ellos se
aprecia una disminucidn relevante en los niveles de anticuerpos a lo largo del
tiempo. Si bien en estos trabajos, evalian en profundidad y de forma exhaustiva
no sélo la inmunidad humoral (cuantificacion de los distintos anticuerpos y
capacidad neutralizante), si no también evaltan la inmunidad celular, dando

lugar a resultados mucho mas completos.

Una de las hipdtesis planteadas en esta tesis era que la inmunidad frente
a SARS-CoV-2 se mantendria, al menos, el mismo tiempo que se ha demostrado
en otros coronavirus como el SARS-CoV y el MERS-CoV. Ambos, comparten
caracteristicas clinicas, genéticas y epidemioldgicas similares con el SARS-CoV-2,
asimismo el proceso de generacion de anticuerpos especificos es equivalente.
Por estas razones nos planteamos que la duracién de la inmunidad humoral
podria ser comparable. Sin embargo, después de obtener los resultados
podemos decir que con la deteccion de IgG anti-nucleocdside esta hipdtesis no se

cumple.

Lo estudios del SARS-CoV y MERS-CoV como el de Lin Q et al*®
demuestran que los anticuerpos IgG especificos persisten durante 1 a 2 afios

después de la infeccion y disminuyen a partir de entonces.

En una revisidn reciente en la que analizan la respuesta inmune después

de la infeccién por SARS-CoV-2, SARS-CoV y MERS-CoV recuperaron veinticinco
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estudios sobre el SARS-CoV y observaron que en general la 1gG especifica se
mantuvo durante 1-2 afios después de la infeccidon y luego disminuyd. Tres de
estos estudios tuvieron un seguimiento de mas de 10 afios y evaluaron la
duracidon a largo plazo de la IgG, anticuerpos neutralizantes y células T.
Curiosamente en uno de ellos se detectaron anticuerpos IgG especificos del
SARS-CoV hasta 12 afios después de la infeccion. Los anticuerpos neutralizantes

se detectaron hasta 17 afios en otro estudio?*°.

En cuanto al MERS-CoV las publicaciones son escasas, Unicamente
encontramos tres estudios que informaron que la I1gG puede detectarse hasta 2

afios después de la infeccion?®.

Sin embargo, incluso si se mantuviese una respuesta inmune durante este
periodo en los tres coronavirus mencionados (SARS-CoV, SARS-CoV-2 y MERS-

CoV) no se sabe si es suficiente para garantizar una proteccion total.

Es posible que la respuesta de anticuerpos dé lugar a infecciones menos
graves o asintomaticas, lo que por otro lado, podria aumentar el riesgo de

transmisién a otras personas.

Un mayor grado de exposicion del personal sanitario a los pacientes con
la COVID-19, (aquellos sujetos previamente clasificados dentro el grupo 1) se
asocié a mayor persistencia de los anticuerpos anti-SARS-CoV-2. Aunque estas
diferencias no fueron estadisticamente significativas, esta observacidon puede
invitar a la reflexion y puede estar indicando un mecanismo potencial de
reexposicion viral para mantener los niveles de anticuerpos en los trabajadores
sanitarios de primea linea. Estos hallazgos también se encontraron en otro

articulo recientemente publicado?*.

Otro dato a destacar es que encontramos una relacién entre la
durabilidad de anticuerpos frente al SARS-CoV-2 y la sintomatologia de los
sujetos. A pesar de no encontrarse diferencias estadisticamente significativas el
porcentaje de sujetos con IgG anti-nucleocapside presentes fue mayor en el

grupo de sujetos sintomaticos que en aquellos asintomaticos. Esto esta en linea
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con diversos estudios que han informado que los anticuerpos persisten durante
al menos 6 meses en pacientes graves mientras que en infecciones asintomaticas
y enfermedad paucisintomatica han mostrado una respuesta inmunitaria
humoral débil y no sostenida contra el SARS-CoV-22°°, Como los datos de Long et
al*! donde el 40% de los individuos asintomaticos y el 13% del grupo
sintomdtico se volvieron negativos para IgG anti-nuclecapside poco tiempo
después de la infeccién. El factor “sintomas” podria explicar en parte los
resultados globales obtenidos en nuestro trabajo, ya que los participantes de
nuestra cohorte o eran asintématicos o bien padecieron sintomas leves. Esto
estd relacionado con una pérdida temprana de la inmunidad humoral.
Probablemente los resultados obtenidos hubieran sido diferentes si la poblacion

analizada hubiera sufrido COVID-19 grave.

Curiosamente, también observamos una asociacién entre la edad (dentro
de esta cohorte de profesionales sanitarios en edad laboral, hasta 65 afios) y la
durabilidad de la inmunidad humoral. En los tres controles realizados a lo largo
del seguimiento la media de edad de los participantes con niveles detectables de
IgG anti-nucleocapside fue mayor que en aquellos en los cuales no se detectaron
dichos anticuerpos. Siendo esta diferencia estadisticamente significativa en el
primer y segundo control (mes 3 y mes 6). Esto podria indicar que la velocidad
con la que se pierden los anticuerpos es mayor cuando se trata de pacientes mas

jovenes.

Este hallazgo coincide con dos estudios previos en los cuales el aumento
de la edad se asocié con una mayor durabilidad de los anticuerpos anti-SARS-
CoV-2 (titulos maximos de IgG anti-nucleocdpside y vidas medias mads
largas)?*”242, Se plantea la hipdtesis de que esto podria surgir de un refuerzo de
anticuerpos 1gG antinucleocdpside debido a una exposicion previa, a otro
coronavirus humano circulante, mas alld de la reactividad cruzada; la cual es
poco comun entre coronavirus endémicos y otros coronavirus epidémicos (SARS-

CoV y MERS-CoV)?°%2%5,
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No obstante, también hemos encontrados que este hallazgo contrasta
con un estudio transversal realizado en Reino Unido (REACT2)?*3, que informd
mayores reducciones a lo largo del tiempo de niveles de anticuerpos en adultos
>65 afios en comparacion con individuos de entre 18-24 afios. Esto se podria
explicar porque todos los trabajadores de nuestro estudio tenian <65 afios; al
mismo tiempo estas diferencias pueden ser consecuencia del disefio del estudio

o del ensayo utilizado.

Queda por determinar si la disminucién de los anticuerpos anti-SARS-CoV-
2 se asocia con un mayor riesgo de reinfeccion y enfermedad. Este problema
tiene implicaciones especiales en el personal sanitario de primera linea, ya que

tienen un riesgo particular debido al contacto cercano con pacientes infectados.

Aunque los casos documentados de reinfeccion muestran que esto es
posible, una cuestién importante a abordar es como de probable es que esto

ocurra y el nivel de proteccion proporcionado por una infeccién previa.

En el trabajo actual detectamos un solo caso de posible reinfeccion. Esto
estd en linea con los hallazgos de Lumley et al?®" quienes informaron que la
presencia de anticuerpos anti-SARS-CoV-2 se asocia con una reduccién
significativa en el riesgo de reinfeccion del SARS-CoV-2 en los siguientes 6 meses,
con solo 2 casos asintomaticos de reinfeccidn y ninguna infeccidén sintomatica
detectada en sujetos seropositivos. Este estudio estimd que la seropositividad
redujo la incidencia de reinfeccion un 89% durante una mediana de seguimiento

de 139 dias.

Es importante mencionar que no hay una definicion acordada del término
reinfeccion, posiblemente debido al nimero limitado de tales eventos descritos
en la literatura. En muchas ocasiones se confunde con el término “re-deteccién”
refiriéendose a la deteccidon intermitente de ARN residual después de la

recuperacion.

En un metaanalisis que estudian 1312 casos identificados como posible

reinfeccion, observan que solo dos de estos tuvieron fiebre en el segundo evento
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y cumplieron con los criterios de admision iniciales?*. Los autores afirman no
haber encontrado reinfecciones realmente probadas y bien documentadas en los
articulos analizados; no se realizé secuenciacién para comparar el genoma en la
primera y en la segunda infeccion, tampoco se llevé a cabo el cultivo del virus.
Defienden el término “re-deteccién” que podria reflejar el hallazgo de material
viral no viable. Otra explicacién posible para estos casos “re-detectados” es que
la confirmacion del aclaramiento del virus en la infeccién inicial se basara en un
resultado falso negativo de la prueba, que podria ocurrir por alguna de las
siguientes razones: en primer lugar, existe la posibilidad de errores preanaliticos,
(muestra insuficiente, contaminacion de las muestras y condiciones inadecuadas
de almacenamiento y transporte). En segundo lugar, durante el proceso analitico
puede afectar a los resultados la presencia de inhibidores de la PCR o errores
humanos. En tercer lugar, la dindmica viral del SARS-CoV-2 a lo largo de la
evolucion de la infeccion aun no se comprende completamente, pueden
producirse resultados falsos negativos si las muestras se analizan durante la fase
de convalecencia tardia, cuando los niveles de virus pueden estar fluctuando. Las
pruebas de diagndstico molecular (RT-PCR) detectan el ARN viral, pero no
confirman la presencia de virus vivos. Por lo tanto, los resultados positivos
intermitentes de las pruebas pueden reflejar una diseminacién inconsistente de

virus no viables.

Creemos que es poco probable que estos casos “re-detectados” sean
clinicamente o epidemiolégicamente importantes, debido a la naturaleza
asintomatica de la mayoria de los casos y la falta actual de evidencia de que
estos casos sean infecciosos para otros. Por otro lado, es probable que exista un
subregistro significativo de reinfecciones por SARS-CoV-2 debido, entre otras

cosas, a la falta de recursos con los que secuenciar todas las infecciones.
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1.3. Estudio de cohortes (evolucion del estado inmunolégico

tras la vacunacion)

El dltimo objetivo planteado en este trabajo fue conocer el estado
inmunolégico como consecuencia de la vacunacién y su evolucion a lo largo del
tiempo, valorando si hay diferencias en funcion de haber padecido o no la

COVID-19.

A medida que las vacunas se han implementan en todo el mundo, una de
las cuestiones primordiales es asegurarse de que la vacunacion ha sido ™ eficaz "
y llegar a comprender cuanto tiempo es probable que dure la proteccién. Dado
que las vacunas actuales generan una respuesta inmune frente a la proteina S,
los titulos de anticuerpos IgG anti-S son un posible marcador de proteccién,

puesto que se asocian con la actividad neutralizante?>*.

En esta cohorte de trabajadores sanitarios, predominantemente adultos
sanos en edad laboral, el 100 % desarrollé anticuerpos IgG anti-spike después de
1 mes de la inoculacion de la segunda dosis (vacunacién completa), todos ellos
mantuvieron niveles de anticuerpos por encima del punto de corte durante los el

periodo de estudio (7 meses).

Esto coincide con otros estudios que ratifican la generacion de
anticuerpos practicamente en todos sus participantes después de la vacunacién
completa?> 26, En uno de los estudios mas grandes realizado en Israel (cuyo
objetivo fue estimar la eficacia de dos dosis de la vacuna Pfizer-BioNTech y
evaluar el impacto en la salud publica) observaron que dos dosis son altamente
efectivas en todos los grupos de edad para prevenir infecciones sintomaticas y
asintomaticas por SARS-CoV-2, hospitalizaciones, enfermedad grave y muerte. En
este mismo estudio afirman que hubo una disminucién sostenida en la incidencia
de SARS-CoV-2 que corresponde al aumento de la cobertura de la vacuna, mas
alla de las medidas preventivas aplicadas en el pais (distanciamiento social, uso

de mascarillas, cierre de establecimientos)?>’.
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Muchos de los trabajos publicados hasta el momento demuestran que la
mayoria de los individuos desarrollan anticuerpos post-vacunales pocos dias

después de la primera dosis, habitualmente entre los dias 7 y 1428,

Tal y como estd disefiado nuestro estudio los niveles maximos de
anticuerpos se alcanzaron en el primer control realizado un mes después de la
pauta completa, posteriormente fueron disminuyendo gradualmente a lo largo

del seguimiento.

Estos hallazgos coinciden en parte con los de Stephen J. Thomas et al*®
cuyos resultados muestran una tendencia a la disminucion en la eficacia de la
vacuna después de un seguimiento de 6 meses, no obstante los autores
concluyen que la vacuna Pfizer-BioNTech (BNT162b2) tuvo un perfil de seguridad
favorable y fue muy eficaz en la prevencion de la COVID-19 hasta 6 meses
después de la segunda dosis 2 en diversas poblaciones, a pesar de la aparicion de
variantes del SARS-CoV-2, incluido el linaje B.1.351 (conocido comiUnmente como

variante sudafricana).

Aungue actualmente no se conocen los titulos de anticuerpos ni tampoco
los ensayos que mejor se correlacionan con la eficacia de la vacuna, en otro
articulo?*°describen los anticuerpos neutralizantes y los de unién provocados por
la vacuna Moderna, que al igual que la vacuna Pfizer-BioNTech su componente
principal es ARNm y que codifica para la produccién de la proteina S de SARS
CoV-2. Sus resultados muestran que los anticuerpos generados después de la
segunda dosis de la misma persistieron durante 6 meses. Para su deteccién se
usaron tres ensayos seroldgicos distintos. Curiosamente, los autores no
mencionan la disminucién observada a lo largo del tiempo. Simplemente
confirman que todos los sujetos mantienen anticuerpos por encima del punto de

corte finalizado el seguimiento.

Creemos que es necesario un seguimiento continuo para comprender la
persistencia del efecto de la vacuna a lo largo del tiempo, plantearse la

necesidad de una dosis de refuerzo y el momento de administrar dicha dosis. No
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obstante, la observacion continua de los individuos inmunizados durante
periodos prolongados junto con los datos de efectividad podra determinar la
posibilidad de que un refuerzo sea beneficioso después de un intervalo mas
largo. Esto quizad deba incluir un seguimiento seroldgico previo a una tercera
dosis, dicho seguimiento puede no ser viable en la poblacién general, sin
embargo seria interesante realizarlos en determinados grupos de riesgo, como
los inmunodeprimidos (en los cuales ya es inminente la inoculacidon de esta
tercera dosis). Asimismo deberia incluirse al personal sanitario, que sin duda

tendrd mas acceso a la realizacidon de estos estudios que el resto de la poblacién.

En la actualidad ya estdn en marcha ensayos de refuerzo para evaluar la
seguridad e inmunogenicidad de varias vacunas para hacer frente a esta

situacion.

Los datos de la literatura sugieren que la edad, el sexo y otros factores
como el indice de masa corporal (no evaluado en nuestro estudio), podrian estar

asociados con diferencias en las respuestas inmunitarias a las vacunas?®® 261,

En nuestro estudio no se encontré una asociacién entre niveles de
anticuerpos y la edad. Estos hallazgos no coinciden con el ensayo Pfizer-
BioNTech que informd que los titulos de neutralizacidn y las concentraciones de
anticuerpos de unién a S1 fueron mas altas en los participantes mas jovenes (18-
55 afios) que en los mayores (56-85 afios)?®?, y con otros estudios como el de
Eyre DW et al ?%*realizado a 3610 profesionales sanitarios de diferentes
hospitales y en el que concluyen que los mas jévenes eran mas propensos a
desarrollar anticuerpos, y a tener niveles mas altos de los mismos. Esta
discrepancia con nuestros resultados podria deberse al numero de sujetos
incluidos en nuestro estudio; posiblemente con un tamafio muestral superior se
podrian haber encontrado diferencias en funcion de la edad, ademas la edad de
los sujetos de nuestro estudio oscilaba entre 25 y 65 afos no asi en estudios

anteriores con edades comprendidas entre 18-85 afos.
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Se ha demostrado que el envejecimiento da lugar al deterioro gradual del
sistema inmune, que implica tanto la capacidad para responder a las infecciones
como el desarrollo de la memoria inmune a largo plazo mediante la vacunacién.
Se han observaron diferencias cualitativas en las células B de memoria y también

en su comportamiento plasmatico en adultos mayores?®4,

Con la edad se produce la expansion de un subconjunto proinflamatorio
de células B, que se ha relacionado con un titulo reducido de anticuerpos
especificos. Muchos estudios demuestran este hecho, en particular con el virus
de la influenza y defienden que puede ser vdlida esta explicacidon para la mayoria

de las vacunas?®®, 264,

En otros trabajos como el de Raul Pellini et al’®®ademas de estudiar la
influencia que puede tener la edad en la generacién de anticuerpos, cuyos
resultados coinciden con lo mencionado anteriormente (los jévenes parecen
tener una mayor capacidad para generar respuestas inmunes humorales);
también se analizdé el impacto de otros factores como el sexo, observando
respuestas de anticuerpos de mayor magnitud en mujeres que en varones en
una cohorte de trabajadores sanitarios. Aunque se necesitan mas estudios, estos
datos pueden tener implicaciones importantes para el desarrollo de estrategias

de vacunacion personalizadas para la COVID-19.

La evidencia reciente sugiere que la COVID-19 exhibe diferencias en
morbilidad y mortalidad entre sexos. Los pacientes varones tienen casi tres veces
mas probabilidades de necesitar ingreso en la unidad de cuidados intensivos y

mayores probabilidades de muerte en comparacién con las mujeres?®’.

Los resultados de varios estudios®®*?®*también confirmaron esta

diferencia en la respuesta a la vacuna.

Esta demostrado que las mujeres producen titulos de anticuerpos mas
altos en respuesta a la vacuna de la gripe estacional (inactivada
trivalente/tetravalente)?®® . Ocurre lo mismo con la mayoria del resto de vacunas

utilizadas en la actualidad?®® . Mds concretamente, las mujeres alcanzan titulos
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de anticuerpos protectores equivalentes a los de los varones con la mitad de la
dosis de la vacuna antigripa; parece ser que los niveles de testosterona en suero
se correlacionan inversamente con los titulos de anticuerpos generados en

respuesta a la vacuna?’®,

Ahora bien, no toda la bibliografia defiende esta idea sino que algunos
autores como Stephen J. Thomas et al**® observan una efectividad similar con
semejantes niveles de anticuerpos en diversos perfiles demograficos como el
sexo, la etnia incluso en los factores que aumentan el riesgo de la COVID-19,
como un IMC alto y otras comorbilidades (hipertensién, obesidad). E igualmente
Haas EJ et al *” concluye que no hay diferencias ni entre grupos de edad ni en
funcién del género o la etnia. A pesar de ello, este ultimo grupo hace una
consideracion final recordando que se deberian confirmar estos hallazgos
mediante otros estudios longitudinales a mas largo plazo. Nuestros resultados
estdn en linea con los Ultimos estudios mencionados, pues tampoco
encontramos asociacion entre los titulos de anticuerpos detectados y el sexo ni
en el grupo de sujetos naive ni en aquellos con infeccion previa. Sin embargo,
cuando se analizan los niveles de anticuerpos sin tener en cuenta si han padecido
la enfermedad o no, los titulos de anticuerpos fueron estadisticamente
superiores en los varones en 3 de los 4 controles realizados. Una posible
respuesta a este resultado la podria dar un estudio posterior balanceado por

sexos.

Se observd que aquellos que habian padecido la infeccion desarrollaron
titulos de anticuerpos IgG anti-spike significativamente mas altos. El mayor
determinante de la magnitud de las respuestas cuantitativas de anticuerpos fue
la infeccion previa, con lecturas hasta 5 veces mas elevadas en sujetos con
infeccidn previa en comparacion con aquellos sin infeccién previa en los cuatro

controles realizados a lo largo del seguimiento.
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En parte, estos mismos resultados han sido secundados en la bibliografia
por varios grupos de investigacién como el de Krammer et al’’? o el de Manisty
et al**® . Aunque a diferencia de nuestra investigacion, ninguno de ellos realiza
seguimiento y los datos obtenidos en ambos casos hacen referencia a respuestas
generadas en un momento determinado pocos dias después de la inoculacion de

la primera dosis de vacuna.

En uno de sus articulos?”* describen las respuestas de anticuerpos en 109
individuos con y sin infeccion previa documentada (41 y 68 sujetos
respectivamente). Observan que la mayoria de los individuos sin infeccion previa
presentan respuestas de IgG de SARS-CoV-2 variables y relativamente bajas
dentro de los 9-12 dias posteriores a la primera dosis de vacunacién. Por el
contrario, los individuos con infeccién previa desarrollan rdpidamente titulos de
anticuerpos altos y uniformes a los pocos dias, estos titulos son entre 10 y 20

veces mas altos que en los anteriores.

Los hallazgos de este ultimo trabajo?”* ademas sugieren que una sola
dosis de la vacuna de ARNm provoca respuestas inmunitarias muy rapidas en
individuos previamente infectados, sus titulos de anticuerpos posteriores a la
vacuna superan los titulos encontrados en individuos sin infeccion previa que

recibieron dos vacunas.

Estos resultados y los de otros estudios similares®*® han proporcionado
una justificacion para actualizar las recomendaciones de las vacunas a nivel
mundial y considerar que una sola dosis de vacuna es suficiente para alcanzar la

inmunidad en esta poblacidn que habia sido previamente infectada.

Estamos de acuerdo con esta consideracidn, sin embargo creemos que
seria mas conservador el uso de ensayos seroldégicos cuantitativos ahora
disponibles en el mercado, para examinar a los individuos antes de la vacunacion
si se desconoce el historial de infeccién. Aunque somos conscientes de los
problemas logisticos y econémicos que esto supondria, por ello probablemente

hasta donde sabemos no se ha puesto en practica en ningun pais.

193



{é’\é% Universidad

Discusion y Limitaciones &ws de Alcald

En nuestra opinidn, lo ideal seria una evaluacién personalizada de cada
individuo, puesto que existen poblaciones determinadas (como se ha
mencionado anteriormente en este mismo trabajo), que desarrollan niveles mas
bajos de anticuerpos independientemente de haber padecido o no la infeccién

en el pasado.

En base a esto, algunos estudios*? estudios defienden que una segunda
dosis es importante en cualquier sujeto, pero imprescindible para las personas
mayores y grupos de riesgo como la poblacién inmunodeprimida. Destacan la
necesidad de evitar la larga brecha que hay entre las dos dosis en algunos paises

sobre todo en aquellos con menos recursos.

Un reciente estudio muy interesante que analiza las respuestas
inmunolégicas generadas por la vacuna en pacientes convalecientes (con
infeccién previa) es el de Zijun Wang et al?’?, que indica que la vacunacion
aumenta todos los componentes de la respuesta humoral y da como resultado
actividades de neutralizacién contra nuevas variantes similares o mayores que la
actividad neutralizante lograda contra la cepa original en individuos vacunados

sin infeccidn previa.

Parece ser que la vacunacién después de la infeccién por SARS-CoV-2
aumenta el niumero de células de memoria que se unen al dominio de unién al
receptor (RBD) al reclutar nuevos clones de células B y expandir los clones

persistentes.

Los clones persistentes se expanden sin acumular un gran nimero de
mutaciones adicionales, lo que indica que la expansidn clonal de las células B de
memoria humana no requiere la reentrada en los centros germinales y se

produce en el compartimento células B activadas?’2.

Estamos seguros de que es cierta una marcada evolucién de
neutralizacion después de la infeccién con SARS-CoV-2 y hay una mejora sélida
de las respuestas seroldgicas y de la memoria de las células B logradas con la

vacunacion; las personas convalecientes que estdn vacunadas deben presentar
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altos niveles de proteccién contra variantes emergentes sin necesidad de
modificar vacunas existentes. Sin embargo, si las respuestas de memoria
evolucionan de manera similar en individuos naive que reciben vacunas, quizas
un refuerzo adicional en el momento apropiado con las vacunas disponibles
deberia conducir a una inmunidad protectora contra las variantes circulantes en

esta poblacién naive.

Nuestros resultados demuestran ademas de lo anteriormente citado que
estas diferencias en las respuestas inmunitarias se mantienen a lo largo del

tiempo.

I “"

Los ensayos de neutralizacién son el “gold standard” para evaluar la
proteccion que confiere las vacunas; sin embargo son técnicas laboriosas y

requieren personal altamente cualificado.

Se utilizan técnicas seroldgicas para la deteccidon y cuantificacion de
anticuerpos IgG anti-Spike que se correlacionan con la capacidad neutralizante,
pero el grado en el que los niveles de estos anticuerpos equivalen a la proteccién
contra la infeccién u otros criterios, como la hospitalizacién, la muerte o la
transmisién, sigue sin estar claro. Con suerte, en el futuro permitirdn la

evaluacion de la correlacidon de proteccion.

Nuestro estudio no tuvo el poder estadistico suficiente para determinar la
relacion entre los titulos de anticuerpos y la proteccidn, ya que solo hubo un

profesional sanitario infectado durante el periodo de estudio en nuestra cohorte.

Se observé diferencias en las concentraciones de anticuerpos entre
distintas poblaciones (infecciéon previa); sin embargo, es importante tener en
cuenta que otras respuestas inmunes como las células T pueden contribuir a la
eficacia de la vacunacién. Ademas, dado que aun no se han determinado las
correlaciones de proteccidn, no podemos predecir los titulos de anticuerpos

necesarios para la proteccion.
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Por otro lado, las pruebas de anticuerpos posteriores a la vacunacién
también pueden desempefiar otras funciones. Puede ser util identificar a las

personas de los grupos de alto riesgo que no seroconvierten®’3

, que pueden
seguir teniendo un mayor riesgo de infeccion y pueden beneficiarse de un
asesoramiento personalizado sobre el contacto social y, segun la comorbilidad

subyacente, de nuevas dosis de vacuna.

En resumen, la vacunacidon conduce a anticuerpos anti-S detectables en
todos los profesionales sanitarios adultos sanos. Se observan respuestas
marcadamente mds altas a la vacuna después de una infeccidn previa; se podria
considerar la vacunacién de dosis Unica o diferida cuando sea necesario ahorrar
vacuna en individuos sanos con evidencia sélida de infeccidn previa. Se requiere
cierta precaucion con la interpretacién de los resultados de los anticuerpos y
cualquier cambio de comportamiento posterior, ya que a pesar de la buena
proteccion de la vacunacion, la seroconversidon con niveles altos de anticuerpos
todavia no ofrece una proteccidon absoluta contra la infeccion. Se necesitaran
estudios a gran escala para evaluar cédmo varia la proteccién contra la infeccion

segun el titulo de anticuerpos.

Es importante destacar la variabilidad en la toma de decisiones desde que
se iniciaron las campafias de vacunacién en todo el mundo; en Espana hay
publicadas hasta el momento 8 actualizaciones derivadas de la Estrategia inicial
de vacunacién frente a COVID-19. Dicha estrategia se ha ido modificando a
medida que se ha ido ampliando el conocimiento y se ha ido teniendo en cuenta
gue el contexto de la pandemia va cambiando. Es de resefiar que en un contexto
de escasez de recursos sanitarios se debe llevar a cabo una justa distribucién y
priorizacion de las vacunas basandose en la evolucion de la pandemia, las
novedades sobre el virus, la evolucidn de la enfermedad y en las indicaciones de

las vacunas para los distintos grupos de poblacidn.
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2. Limitaciones

2.1. Estudio transversal (situacion infectiva y estado

inmunolégico)

Una de las principales limitaciones es el propio disefio de estudio, ya que
el enfoque observacional descriptivo no implica necesariamente relaciones de
causalidad; este disefio de estudio a veces puede generar factores de confusién

cuando se trata de enfermedades poco frecuentes o de corta duracion.

Otra limitacién ha sido su realizacién en un Unico centro teniendo, por

tanto, menor validez externa que los estudios multicéntricos.

Otro aspecto a seialar es el limitado nimero de participantes, incluso
incluyendo a todo el personal, lo que puede explicarse por ser un hospital
terciario en el que el nimero de trabajadores no es elevado. Ademas, las
muestras se recogieron durante un periodo concreto de 40 dias por lo que la
interpretacion de la prevalencia debe estar relacionada con la prevalencia

promedio en ese momento.

Por otro lado, sdlo se procesaron muestras nasofaringeas (en lugar de
orofaringeas y nasofaringeas) para la deteccidn molecular del ARN del SARS-CoV-
2. Aunque esto podria reducir la sensibilidad de la rRT-PCR, hay evidencia que
demuestra que las muestras nasofaringeas tienen una mayor tasa de positividad

que las muestras orofaringeas?’4.

La encuesta epidemioldogica proporcionada por el IMPDEF fue
autocumplimentada, por lo que algunas preguntas pueden no haber sido

correctamente interpretadas. Ademas, falta informacién fidedigna sobre el tipo
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de contacto con pacientes sospechosos y las medidas de proteccion personal que

se utilizaron en cada caso.

A pesar de que se ha demostrado que las pruebas de quimiolominiscencia
muestran una mejor sensibilidad y especificidad diagndstica frente a otros
ensayos inmunoldgicos como las inmunocromatografias. Los datos precisos de
estos dos parametros (sensibilidad y especificidad) se desconocen, ya que no se
dispone de un "Gold standard" para la determinacién de anticuerpos contra la
infeccidon por SARS-CoV2. Ademas, la prueba Abbott SARS-CoV-2 IgG disponible
en el momento del estudio transversal era limitada, ya que solo detectaba
anticuerpos 1gG contra la nucleocdpside. No se analizaron otros isotipos de
inmunoglobulinas y no se puede descartar que algunos individuos pudieran ser

positivos para IgA o IgM en el momento de la extraccidon de sangre.

Por ultimo, se desconoce el tiempo exacto transcurrido entre la
exposicién y las pruebas de anticuerpos, por lo que es posible que se haya

perdido la seropositividad si la prueba se realizé demasiado pronto.

Evolucién del estado inmunolégico en pacientes IgG positivo

2.2. Estudio prospectivo (evolucion del estado inmunoldgico

en pacientes IgG positivos)

Una de las principales limitaciones de |la segunda parte de nuestro estudio
ha sido el tiempo de seguimiento limitado; si bien el estudio recoge la
experiencia durante nueve meses, no se pudo alagar el tiempo que se pretendia
(2 afios) debido al inicio de la vacunacién del personal sanitario. Ademas, el
numero de participantes incluidos en este trabajo ha sido limitado debido a la
pérdida en el reclutamiento de los participantes: se perdieron 39 (23%) durante

el seguimiento.
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El aumentar el tamafio muestral nos hubiera permitido quizas encontrar
diferencias significativas en determinadas variables, que no se ha podido obtener
por ser demasiado pequefia la muestra. Ademas, algunas variables incluidas en
otras series como las comorbilidades, factores de riesgo, o tiempo exacto
después de la infeccion no fueron incluidas en el analisis. Se necesitan mas
estudios con un mayor numero de participantes para lograr una mejor
comprension del papel del huésped y los factores clinicos en los niveles de

anticuerpos y su cambio a lo largo del tiempo.

Otro aspecto que resefiar es que en nuestra cohorte, la mayoria de los
participantes tuvieron una enfermedad leve. Por lo tanto, la cinética de los
anticuerpos puede diferir en pacientes con un cuadro clinico grave. Sin embargo,
como las infecciones leves representan la gran mayoria de los casos, su

contribucidn a la proteccion de la comunidad es la mas importante.

Otra limitacién de nuestro estudio fue que nuestra cohorte de individuos
estaba formada por adultos en edad laboral (18 a 65 afios); Se requeriran mas
estudios longitudinales para investigar los grupos de edades mas jovenes y

mayores.

Respecto al diagndstico seroldgico, a nivel mundial se utilizan multiples
ensayos diferentes para caracterizar las respuestas de anticuerpos al SARS-CoV-
2. Aqui solo evaluamos el impacto de los anticuerpos anti-nucleocapside en la
respuesta al SARS-CoV-2; sin embargo, otras clases de anticuerpos y dianas, y
aspectos de la inmunidad, incluidas las respuestas innatas y celulares, son

importantes para conferir inmunidad postinfeccidn.

2.3. Estudio de cohortes (evolucion del estado inmunoldgico

tras la vacunacion)

Una de las limitaciones de la ultima parte de la presente investigacion

como sucede en las anteriores es que nuestra cohorte representa solo a los
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profesionales sanitarios, que suelen ser poblaciones mas jovenes y saludables,
nuestro enfoque en un grupo definido es a la vez una fortaleza y una debilidad,
no incluimos grupos de alto riesgo ni poblacion pediatrica, sin embargo los
profesionales sanitarios son un grupo importante en la poblacidon que esta en
alto riesgo (alta exposicién a la COVID-19); ademas nuestro estudio es un estudio

de un solo centro y el nimero de sujetos incluidos en el estudio fue limitado.

Otra limitacidn es el uso de un Unico ensayo para cuantificar los niveles
de anticuerpos anti-spike posteriores a la vacuna; sin embargo, dicho ensayo
esta disponible comercialmente y esta bien calibrado, por lo que los resultados

deben ser generalizables.

Cabe resefiar que no se evaluaron los efectos adversos a la vacuna, esto
podria habernos dado informacidn importante acerca de las diferencias entre los
dos grupos analizados, por ejemplo aquellos que habian sufrido la infeccién
frente a los sujetos “naive”, en otros estudios se ha observado que los pacientes
previamente infectados desarrollan mas efectos secundarios a raiz de la
inoculacion de la vacuna y ademas aparecen con mas frecuencia después de la

segunda dosis.

Aun estando en una poblacidn teéricamente saludable, otra limitacién a

considerar es que no se recogieron datos de comorbilidades.

Otro aspecto a sefialar es que nuestra cohorte fue mayoritariamente
femenina (76%) y predominantemente de etnia blanca; un sesgo a tener en

cuenta.

Por la falta de recursos disponibles, no evaluamos los anticuerpos
neutralizantes o las respuestas de las células T, las cuales reflejan la respuesta a
la vacuna y pueden variar segun la vacuna. Seria ideal poder completar nuestros
hallazgos mediante la evaluacion de la capacidad neutralizante de los
anticuerpos anti-Spike y mediante la investigacién de la respuesta inmune

celular. Otro aspecto importante es que realmente en el grupo de pacientes con
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infeccion previa no se puede discernir si los anticuerpos anti-spike detectados se

deben Unicamente a la vacunacién o a la inmunidad natural post-infeccién.

El tiempo de seguimiento puede ser limitado, sin embargo en la
actualidad ya se esta inoculando una tercera dosis a algunos grupos de poblacién
(inmunodeprimidos), nos ha parecido necesario finalizar el seguimiento para
poder informar de los resultados obtenidos que pueden ser de gran utilidad y
ademas asi evitar posibles interferencias si ésta tercera dosis de vacuna se

llevara a cabo e implicara a la poblacion de nuestro estudio.

Por ultimo, los datos presentados aqui no abordan si la vacunacion

previene la infeccion asintomatica.

3. Aplicaciones practicas

A pesar de sus limitaciones, creemos que nuestro estudio podria
contribuir a contestar algunas de las preguntas planteadas desde el comienzo de
la pandemia: ¢Cual ha sido la prevalencia del SARS-CoV-2 entre los profesionales
sanitarios? ¢Cudl es la duracién a largo plazo de la inmunidad después de la
infeccion por SARS-CoV-2? ¢Cual es la duracién de la inmunidad generada por la

vacuna frente a la COVID-19?

Los resultados del estudio actual sugieren un papel importante para la
deteccién y el seguimiento serolégico y pueden ayudar a comprender la

respuesta humoral en los profesionales sanitarios expuestos al SARS-CoV-2.

En esta época de incertidumbre creemos que es importante hacer un
seguimiento del titulo de anticuerpos post-vacunales a los profesionales
sanitarios, especialmente por los resultados posiblemente prometedores, lo que

supondria un refuerzo positivo para ellos.

Caracterizar la amplitud y la persistencia de las respuestas humorales a lo

largo del tiempo frente al SARS-CoV-2 en individuos no hospitalizada es de suma
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importancia en términos de salud publica, para evaluar el beneficio potencial de

la inmunidad y disefiar futuras intervenciones preventivas.

202



% Universidad

@i de Alcald Conclusiones

X.CONCLUSIONES

203



£2% Universidad

Conclusiones . B¥=

204



#£2% Universidad

.-:353:-.@,-:353:-. de Alcald Conclusiones

1. Los datos de seroprevalencia del SARS-CoV-2 entre los profesionales
sanitarios de nuestro hospital se encuentran dentro de los limites
esperados (16,3%); un porcentaje significativo de nuestros sujetos
sufrieron la infecciéon de forma pauci-sintomatica o asintomatica. El
porcentaje de sujetos infectados en el momento del estudio fue bajo
(1,1%).

2. La deteccidén de IgG fue mayor en el grupo de Alto riesgo en comparacion
con el grupo de riesgo moderado y riesgo bajo, ademdas aquellos que
recibieron formacién especifica frente a la COVID-19 tuvieron una tasa de
seroprevalencia mas baja que los que no recibieron dicha formacion,
especialmente entre el personal militar.

3. Un alto porcentaje de los profesionales sanitarios no mantuvieron niveles
de anticuerpos (IgG anti-nucleocdpside) al finalizar el seguimiento. Casi la
mitad perdieron los anticuerpos a los 6 meses. La inmunidad frente a
SARS-CoV-2 se mantiene durante menos tiempo que el que se demuestra
en otros coronavirus como el SARS-CoV y el MERS-CoV.

4. Debido a que los niveles de anticuerpos del SARS-CoV-2 pueden disminuir
después de una infeccidn, una prueba seroldgica negativa no excluye de
manera fiable una infeccidon previa, sobretodo en funcién del ensayo
seroldgico utilizado.

5. Tanto la infeccién sintomatica como el mayor grado de exposicion, se
asociaron a una mayor persistencia de los anticuerpos anti-SARS-CoV-2.

6. Todos los profesionales sanitarios de nuestra cohorte desarrollaron
inmunidad tras la vacunacion y la mantuvieron hasta finalizar el estudio,
con disminucién de los titulos de anticuerpos IgG anti-spike a lo largo de
los 7 meses.

7. Dicha disminucién fue mas pronunciada en los sujetos sin evidencia de

infeccion previa, independientemente de la edad y el sexo.
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8. Los sujetos que habian padecido previamente la enfermedad
presentaban concentraciones de Ac muy superiores a los pacientes naive
con independencia del sexo y de la edad.

9. Es importante hacer un seguimiento a largo plazo de la inmunidad
desarrollada por la vacuna por la posible implicaciéon en las estrategias

futuras de prevencion y salud publica.
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Anexo 1. Encuesta IMPDEF
A '[‘J”'EN['JSETF'EQ'; USO OFICIAL *‘fma‘m

SARS-CoV-2 FORMULARIO DE RECOGIDA DE INFORMACION PERSONAL RED

SANITARIA MILITAR (Actualizade a 27/04/2020)

Nombre DNI

Teléfono

ortar por la linea de puntos para IMPDEF

Nimero de muestra

Categoria Profesional Destino
Fecha relizacion de prueba (dd/mm/aaaa) Sexo: H O M O
Fecha de nacimiento (ddimm/aaaa) P.CIVIL___  P.MILITAR ___

Descripcion Puesto de trabajo

¢Ha sido diagnosticado de COVID-19 con anterioridad? Sl O NO O
Fecha de diagnéstico (ddmm/aaaa)

¢ Qué equipo de proteccion ha utilizado durante el estado de alarma?

Mascarilla Guantes Gafas Bata impermeable

S Q Q Q Q

o] O O O @)

¢ Ha realizado maniobras de riesgo? : aerosoles I:l intubacion Dotras
Pruebas diagnosticas

¢Le han realizado PCR en las tltimas semanas? sI () NO O ccuantas veces?

Fechas Resultados
I:lPCR. Ultima realizada

+O-

T o +0O-0O
[:] Test diagndstico rapido de deteccion de Antigeno O

D Test diagnéstico rapido de deteccidn de Anticuerpos IgMm + O - O 19G +O- O

Otras PCRs Fechas Resultados

O0000+
OO000O"

Contacto estrecho con enfermo + (positivo)

TrabajoD_ Atencion a enfermos J:I_ Convivencia D_

Los datos personales de esta comunicacion estan sujetos al RGPD y sdlo pueden emplearse para el fin que
se comunican, y sélo mantenerse durante no mas tiempo del necesario para los fines de su tratamiento.

Pagina 1 de 2

IMPDEF

Glorieta del Ejército 1,

28047 MADRID

TEL: 914222349
epidemiologia_IMPDEF@mde.es
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Antecedentes Personales

¢ Tiene sintomas actualmente 7 Sl O NO O

Ha presentado en algiin momentoclinica

Fiebre Tos Cefalea Oftaimolégica
MNeumonia Diarrea Anosmia Ageusia
Dolor de garganta Escalofrios Artralgia Mialgia
Dificultad respiratoria MEG Dermatoldgica

[ Otros.  Especificar

Ingreso Hospitalario: Si O Mo O En caso afirmativo:
Fechade ingreso: Hospital de ingreso: Ingreso en UCI SIONOQ

Fecha alta hospitalaria:

OBSERVACIONES. Otra informacion de interés

A cumplimetar por el IMPDEF
Resultados de las pruebas seroldgicas objeto de este estudio, realizada el dia

.ELISA. igM + - igG + -
IMPDEF
Los datos personales de esta comunicacion estan sujetos al RGPD y sdlo pueden emplearse para el fin que Glorieta del Ejército 1,
s€ comunican, y sélo mantenerse durante no mas tiempo del necesario para los fines de su tratamiento. 28047 MADRID
Pagina 2 de 2 TEL: 914222349
emdemiologia_IMPDEF@mde.es
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Comparison of various serological assays for novel SARS-COV-2

Maria Simén Sacristan’ - Ana Collazos-Blanco' - Maria Isabel Zamora Cintas' - Alicia Serrano Garcia ' -
Carmen Ybarra de Villavicencio' - Maria Mateo Maestre’

Received: 2 June 2020 / Accepted: 28 October 2020
() Springer-Verlag GmbH Germany, part of Springer Nature 2020

Abstract

Coronavirus disease-19 (COVID19), the novel respiratory illness caused by severe acute respiratory syndrome coronavirus
{SARS-CoV-2), is associated with severe morbidity and mortality. The aim of our study was to compare different immunoassays.
We evaluated three immunochromatographic test (The StrongStep®SARS-CoV-2 [gG/lgM kit, AllTest COV-19 [gG/lgM kit,
and Wondfo® SARS-CoV-2 Antibody) and two chemiluminescence immunoassays (CMIA) (Covid-19 VIRCLIA® [gM+IgA/
IgG monotest and the Abbott SARS-CoV-2 IgG assay) in COVID-19 patients. The assays were performed using serum samples
of three group patients, i.e., healthy controls, patients with SARS-CoV-2 PCR positive, and patients with SARS-CoV-2 PCR
negative clinically diagnosed of COVID-19 infection. The detection percentages of [gG with the StrongStep® SARS-CoV-2
IgG/IgM kit and AllTest COV-19 IgG/IgM kit were similar in both groups (83.3% and 80.6%, respectively in group 2, p=0.766)
and (42.9% and 50.0%, respectively in group 3, p = 0.706). There were some differences on IgM detection between Strong Step®
SARS-CoV-2 IgG/IgM kit and AllTest COV-19 IgG/IgM kit (11.1% and 30.6%, respectively in group 2, p =0.042 and 0.0% and
28.6%, respectively in group 3, p = 0.031). The positive rate of [2G in group 2 is higher compared to group 3 with the two
immunoassays tested. We observe the same positive rates of 1gG with the two CMIA. Our study shows excellent performance of
CMIA compared to immunochromatographic test and confirms its potential use in the diagnosis of the new SARS-CoV-2.

Keywords Antibodies - Chemiluminescence immunoassays - [2G - IgM - Immunochromatographic tests - SARS-CoV-2

Introduction

Severe acute respiratory syndrome coronavirus (SARS-CoV-
2) [1] was discovered in December 2019 in the city of Wuhan,
China. It soon spread to other cities and countries, and on 11
March 2020 was proclaimed a pandemic by WHO. The clin-
ical symptoms of most patients are fever, sore throat, cough,
and shortness of breath [2].

RT-PCR (reverse transcription polymerase chain reaction)
remained the gold standard for the diagnosis of infection due
to SARS-CoV-2, which has led to 974,449 coronavirus
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disease-19 (COVID19) cases and 33,992 deaths by 19
October 2020 in Spain. Its sensitivity did not reach 100%
but it remained better than that of methods based on the de-
tection of antigens. However, RT-PCR takes a long time to get
results and qualified personnel is necessary. In several cases,
RT-PCR has shown false negatives in patients with
pneumonia, showing clinical and radiographic evidence
compatible with COVID19; these patients were consid-
ered as clinically diagnosed of SARS-CoV-2 according
to the 5th edition of guideline on diagnosis and treat-
ment of the novel coronavirus pneumonia.
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Abstract

This study aims to assess the COVID-19 seroprevalence in HCW at the Hospital Central de la Defensa Gémez Ulla (HCDGLU)
(Madrid). From 27 April to 10 June 2020 nasopharyngeal swab and serum samples from employees were processed in order
to evaluate their seroprevalence and infective situation. Employees were ¢lassified according to their exposure to SARS-
CoV-2 infection as high, moderate, and low exposure groups (level 1, level 2, and level 3, respectively). A specific real-time
polymerase chain reaction (RT-PCR) was run to diagnose each patient, whereas the qualitative detection of 1gG antibodies
to SARS-CoV-2 was performed by means of an immunoassay. In total, 2781 HCW were screened. From this sample, 30
employees (1.1%) were infected with SARS-CoV-2 and 450 (16.2%) were positive to SARS-CoV-2-1gG antibodies. The sero-
prevalence was higher in the high exposure group. The seroprevalence of antibodies against SARS-CoV-2 among employees
without any COVID-19 training was higher than in those who received COVID-19 training (14.5% vs 18.6%, P=0.035).
The seroprevalence in military and civilian personnel in level 1 was 18.2% and 20.0%, respectively (P=0.4616), while in
level 2 it was 6.0% and 16.0% (P =0.0008) and in level 3 it was 16.7% and 10.2% (P =0.0315). The results from the present
study have shown that the high exposure group and HCW not receiving specific training against COVID-19 showed higher
seroprevalence. Furthermore, the military employees from this hospital presented low percentage of seroprevalence.
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emerged in the city of Wuhan, China [1]. This virus has
since spread to many other countries and throughout the
world [2] and on 11 March 2020 was declared a pandemic
by the World Health Organization. It represents a great chal-
lenge for health care systems; so far 123,216,178 cases have
been reported and 2,714,517 persons have died worldwide.
Spain, with 3,234,319 cases and 73,744 deaths by 23 March
2021, is considered one of the most affected countries in the
European Union [3]. In order to avoid the disease spreading,
hospitals in Spain have implemented capacities by canceling
elective admissions.

The most frequent clinical symptoms of COVID-19 are
fiever, sore throat, cough, and shortness of breath [4]. The
main route of transmission is person-to-person spread.
Health care workers represent a vulnerable cohort for infec-
tion due to frequent and close contact with COVID-19
patients [3]. The principal microbiological diagnostic test
to prove the presence of virus is the Polymerase Chain Reac-
tion (PCR), a molecular technique that detects the RNA of
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ABSTRACT

Background: COVID19 is the novel respiratory illness caused by SARS-CoV-2. The presence of other poten

tially pathogenic microorganisms could worsen the prognosis of these patients. Aim: The study aims to
describe coinfections in COVID-19 patients and contrast it between standard ward and critical care patients
at Hospital Central de la Defensa Gomez Ulla (HCDGUYL

Methods: A retrospective study was carried out of patients with COVID-19 confirmed with RTPCR admitted to
the HCDGU from March 5, 2020 1o May 7 of 2020,

Findings: Of a total of 703 patients with COVID-19, 75(10.7%} had other microbiologically confirmed infec-
tions: 9% (58/648) in standard ward patients and 31.5%(17/54} in critical care patients. In total 86 samples of
the 75 patients presented some microorganism; clinically relevant bacteraemias, 50%, respiratory cultures,
32.6% and pneumococcal positive antigens, 17.4%,

Conclusions; We found a low frequency of microorganism coinfection in COVID-19 patients, however in criti

«cal care these coinfections increased considerably.

Published by Elsevier Inc.

1. Introduction

On December 2019, a novel coronavirus was discovered in the city
of Wuhan, Hubei Province, China {Cuan et al., 2020). It soon spread to
other cities and countries and on 11 March 2020 was declared a pan-
demic by the World Health Organization. This novel virus, Severe
Acute Respiratory Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) caused a novel illness
called coronavirus disease 2019 (COVID-19). Spain, with 3,387,022
cases and 76,756 deaths by 14 April 2021 {=Actualizacion_353_C0-
VID-18.pdl> 2000}, is considered one of the most alfected countries
in the European Union.

The clinical symptoms of most patients are a fever, sore throat, dry
cough and shortness of breath (Jin et al, 2020). The principal microbi-
ology diagnosis tends to be RT-PCR (Reverse Transcription Polymer-
ase Chain Reaction), a molecular technique which detects the RNA of
the virus (Jin et al., 2020, Liu et al,, 2020},

Bacterial, viral, or fungal coinfections are common complica-
tions in patients with different types of pneumonia, especially in
the most critical patients {Cawcutt & Kalil, 2017, Zhou et al.,
2020} . Therefore, the presence of other potentially pathogenic
microorganisms could induce a more severe inflammatory and

* Corresponding author, Tel: 673868036,
E-mail address: maribel zamoracintas@gmail.com (ML Zamora-Cintas).

hetps://doiorg/10.1016/j.diagmicrobio 202 16

shed by Elsevier Inc.

may worsen {Ruuskanen et al, 2011) the prognosis of patients
infected by SARS-CoV-2, for this reason most COVID-19 patients
were empirically treated with antibiotics.

Previous studies have shown that patients with COVID-19 can be
coinfected with other microorganisms (Hazra et al, 2020,
Hughes et al., 2020, Antinori et al, 2020, Lansbury et al., 2020,
Zhang et al, 2020). The types of pathogen coinfections and the pro-
portion of coinfection in SARS-CoV-2 positive hospitalized patients
remain unclear. In this study we compare and describe coinfections
in COVID-19 patients admitted to the standard ward and intensive
care units {ICU}.

2. Materials & methods
2.1. Study design

This study was carried out at HCDGU, a Spanish military tertiary
hospital located in Madrid that is fully integrated in the Public Health
System.

A retrospective observational study was carried out in all patients
diagnosed with COVID-19 from 5 March 2020 to 7 May 2020 at the
HCDGU. COVID-19 infection was confirmed in all patients by real-
time reverse transcription RT-PCR {Allplex 2019-nCoV assay, Seegene,
Seoul, South Korea) testing performed on nasopharyngeal swabs and
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Summary

The surge of SARS-CoV-2 has challenged health sys-
tems worldwide and efficient tests to detect viral par-
ticles, as well as antibodies generated against them,
are needed. Specificity, sensitivity, promptness or
scalability are the main par s to i the
final performance, but rarely all of them match in a
single test. We have developed SCOVAM, a protein

Received 2 March, 2021: accepled 6 March, 2021.

For comespondence. E-mail: David Ruano-Gallege, druanc@cab.inta-
csic.es; Viclor Parro, parrogy @cab.inta-csic.es.

Microbial Biotechnology (2021) 14{3), 12281236
doi:10.1111A751-7915.13801

microarray with several viral antigens (spike, nucleo-
capsid, main protease Nsp5) as capturing probes in
a fluorescence immunoassay for COVID-19 serologi-
cal testing. SCOVAM depicts IgG and IgM antibody
responses against each of these proteins of 22 indi-
viduals in a single micr slide. It detects speci-
fic IgM (0.094 pg miI™") and IgG (-0.017 pg miI™) and is
scalable and cost-effective. We validated SCOVAM
by comparing with a widely used chemiluminescent
commercial serological test (n=742). SCOVAM
showed twice the sensitivity and allowed following
seroconversion in a single assay. By analysing the
prevalence 4 months later in a subset of 76 positive
sera, we still detected 93.42% of positives, almost
doubling the detection of the commercial assay. The
higher sensitivity of SCOVAM is especially relevant

to screen sera for co | it pl based treat-
ments, high-throughput antibody response monitor-
ing after inati or luation of i
efficiency.

Introduction

The newly arisen severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2 (SARS-CoV-2), causing COVID-19 infec-
tions in humans, has triggered a worldwide pandemic in
2020. Most patients display mild symptoms (fever,
cough, shortness of breath), typically starting around five
days after the infection, but some cases show the acute
respiratory distress syndrome due to the event of a so-
called cytokine storm; a dysregulated secretion of proin-
flammatory cytokines that leads to multi-organ failure,
septic shock and blood clots (Song et al,, 2020).

The antibody response plays an important role in the
neutralization of the virus (Zost et al, 2020} and the recov-
ery from the disease (Garcia, 2020). Virus specific
immunoglobulin M {IlgM) antibodies can be detected
around day 7 after the onset of the symptoms, while speci-
fic IgG antibodies are detected at day 10 (Zhang ef al,
2020a). Though the duration of the antibody responses
has not yet fully established, it has been recently demon-
strated that neutralizing antibodies could be detectable
7 months after the infection (Ripperger et al., 2020).

SARS-CoV-2 genome encodes, like all coronaviruses
(Zumia et al, 2018), structural spike (S}, envelope (E)},

@ 2021 The Authors. Microbial Biotechnology published by Saciety for Applied Microbiology and John Wiley & Sons Ltd.
This is an open access article under the terms of the Creative Commons Attribution-NonCommaercial-NoDerive License, which permits
use and distribution in any medium, provided the original work is properly cited, the use is non-commercial and no madifications or

adaptations are made.
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