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Resumen

Marco teérico

La presente tesis doctoral, titulada “Respuesta de anticuerpos funcionales frente
a SARS-CoV-2 (variante Omicron) en la poblacion general”, se estructura como un
compendio de publicaciones cientificas que abordan, de manera integrada, la respuesta
inmunitaria humoral frente al SARS-CoV-2, con especial énfasis en la variante Omicron
y sus subvariantes. La unidad tematica de los articulos radica en la evaluacion de la
respuesta humoral de la poblacion general tras la aparicion de Omicron, viendo c6mo
puede afectar el rendimiento analitico de herramientas seroldgicas enfocadas en la
deteccion y cuantificacion de anticuerpos dirigidos contra la proteina espicular del
SARS-CoV-2 y estimando la actividad neutralizante sérica a partir de modelos

predictivos basados en aprendizaje automatico (machine learning).

La pandemia de COVID-19, causada por el SARS-CoV-2, ha supuesto un
desafio sin precedentes para la salud publica global. A finales de diciembre de 2019, las
autoridades sanitarias de Wuhan, en la provincia de Hubei, China, detectaron un brote
de neumonia de origen desconocido en varios pacientes, todos ellos vinculados
epidemioldgicamente a un mercado mayorista de animales vivos Yy mariscos.
Investigaciones cientificas posteriores, basadas en la secuenciacion de ARN
metagendmico Yy el aislamiento del virus en muestras de pacientes con heumonia grave,
identificaron un nuevo betacoronavirus nunca antes observado. Este hallazgo marcé el

inicio de una crisis sanitaria sin precedentes.

En cuestion de semanas, el virus se propagd rapidamente por China y otros
paises, registrandose miles de nuevos casos diarios. La confirmacion de la transmision
de persona a persona aumento la preocupacion mundial. Como respuesta, el 30 de enero
de 2020, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) declaré el brote como una
emergencia de salud publica de interés internacional y poco después, el 11 de febrero, el
Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) denomind oficialmente al
respiratorio agudo severo patégeno como coronavirus del sindrome tipo 2 (SARS-CoV-
2), dada su similitud con el SARS-CoV, responsable del brote de 2002-2003.
Paralelamente, la OMS designo el nombre de ‘COVID-19’ a la enfermedad causada por

este virus, facilitando su identificacién en el &mbito clinico y epidemioldgico.
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Desde un punto de vista taxonomico, los coronavirus pertenecen a la subfamilia
Orthocoronavirinae, dentro de la familia Coronaviridae, y al orden Nidovirales. Esta
subfamilia se divide en cuatro géneros principales: Alphacoronavirus, Betacoronavirus,
Deltacoronavirus y Gammacoronavirus. Segun los analisis genomicos, el SARS-CoV-2
se clasifica dentro del género Betacoronavirus, al igual que otros coronavirus que han
causado brotes en humanos como el SARS-CoV y MERS- CoV con el que comparte un

79% y un 50% de identidad de secuenciacion genémica, respectivamente.

El SARS-CoV-2 posee un genoma de aproximadamente 30 kb que contiene 14
marcos de lectura abiertos (ORF) y codifica 29 proteinas virales. En el extremo 5’ del
genoma, los ORFla y ORF1b codifican dos poliproteinas superpuestas, ppla y pplb,
que posteriormente son procesadas por proteasas virales para generar 16 proteinas no
estructurales esenciales en la replicacién y transcripcion del virus. Por otro lado, en el
extremo 3’ del genoma, el SARS-CoV-2 codifica cuatro proteinas estructurales clave: la
proteina de la espicula (S), la proteina de la envoltura (E), la proteina de la membrana
(M) y la proteina de la nucleocépside (N). Estas proteinas desempefian un papel
fundamental en el ensamblaje del virion y en la evasion de la respuesta inmune del
huésped. Ademas, el genoma viral contiene genes que codifican nueve proteinas

accesorias implicadas en la patogénesis del virus.

La proteina S, compuesta por 1.273 aminoacidos, es una glicoproteina
transmembrana de tipo | que forma un homotrimero que sobresale de la superficie del
virion, dandole su caracteristica apariencia de corona. Su funcion principal es mediar la
fusién de la membrana viral con la membrana de la célula huésped, permitiendo la
entrada del virus. Esta proteina se escinde en dos subunidades funcionales: S1y S2. La
subunidad S1 contiene el dominio de unién al receptor (RBD), que puede adoptar dos
conformaciones: un estado cerrado (“abajo") que protege las regiones de unién al
receptor y un estado abierto (“arriba™) que permite la interaccion con la enzima
convertidora de angiotensina 2 (ACE2) en la célula huésped. La subunidad S2, por su
parte, contiene regiones estructurales altamente conservadas, como el péptido de fusion,
dos repeticiones de heptada (HR1 y HR2) y una region transmembrana. Estas regiones
permiten la fusion de la membrana viral con la membrana celular tras la activacion

conformacional de la proteina S.



Dado su papel central en la infeccion, la proteina S es la principal diana para
estudios evolutivos, asi como para el desarrollo de vacunas y tratamientos con
anticuerpos monoclonales. Su constante evolucion bajo presion selectiva unido a la alta
tasa de replicacion, tipica de los virus ARN, facilita la aparicion de mutaciones que
pueden dar lugar a variantes con ventajas adaptativas como una mayor transmisibilidad,

evasion inmunoldgica o aumento de la virulencia.

Las Variantes de Preocupacion (VOC), se caracterizan por presentar mutaciones
que pueden afectar la transmisibilidad, la gravedad de la enfermedad, la evasion
inmunologica o la efectividad de los diagndsticos y tratamientos. Ademas han
demostrado un impacto negativo confirmado en la salud pablica. Este impacto puede
manifestarse en una mayor transmisibilidad, aumento de la virulencia o reduccion de la

eficacia de las vacunas, terapias y medidas de control.

Para facilitar la clasificacién y comunicacién sobre las variantes emergentes, la
OMS implement6 un sistema de nomenclatura basado en letras del alfabeto griego.

Hasta la fecha de realizacién de esta tesis, la OMS ha reconocido cinco VOC:

- Alfa (B.1.1.7): Detectada en el Reino Unido en septiembre de 2020 y
clasificada como VOC en diciembre del mismo afio. Se caracterizd por un aumento

significativo en la transmisibilidad.

- Beta (B.1.351): Identificada en Sudéafrica en mayo de 2020 y clasificada como
VOC en diciembre de 2020. Presentd6 mutaciones que afectaban la eficacia de la

respuesta inmunitaria.

- Gamma (P.1): Emergi6 en Brasil en noviembre de 2020 y fue clasificada como
VOC en enero de 2021. Mostro tanto una mayor transmisibilidad como una reduccién

en la efectividad de la respuesta inmunitaria.

- Delta (B.1.617.2): Detectada en India en octubre de 2020 y designada como
VOC en mayo de 2021. Se asoci6 con un incremento en la transmisibilidad, la

virulencia y la evasion inmunologica.

- Omicron (B.1.1.529): Identificada en Sudafrica y Botsuana en noviembre de
2021 y clasificada como VOC en el mismo mes. Se distinguié por su alta
transmisibilidad y capacidad de evasion inmunologica.
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Desde principios de 2022 hasta 2023, se registraron mas de 500 millones de
nuevos casos de COVID-19 en el mundo, con mas de 1,5 millones de muertes, la
mayoria asociadas a la variante Omicron. Aungque esta variante caus® sintomas
generalmente menos graves que sus predecesoras, su transmisibilidad fue hasta nueve
veces mayor que la variante ancestral Wuhan-Hu-1. Ademas, mostro una alta capacidad
de evasion de los anticuerpos neutralizantes, lo que la convirtié en una de las variantes

mas preocupantes.

Omicron acumulé més de 60 mutaciones en comparacion con la variante original
de Wuhan, muchas de ellas en la proteina S. Su rapida evolucion condujo a la aparicién

de varias subvariantes, entre ellas:

- BA.1: Primera subvariante detectada a finales de 2021. Mostr6 una mayor

transmisibilidad y evasion inmunitaria en comparacion con Delta.

- BA.2: Apodada la "variante sigilosa™ debido a la ausencia de una delecién en
el gen S que dificultaba su deteccion mediante ciertas pruebas PCR. Fue méas contagiosa
que BA.1y provoco nuevas olas de contagio a inicios de 2022.

- BA.3: Su propagacion fue mas limitada y se restringié principalmente a

Sudéafrica.

- BA.4 y BA.5: Identificadas en el primer trimestre de 2022, estas subvariantes
compartian multiples mutaciones genéticas. Se destacaron por su alta transmisibilidad y
por ser las mas eficientes en evadir la respuesta inmunitaria, debido a mutaciones como
L452Q, L452R y F486V.

La COVID-19 presenta un amplio espectro de manifestaciones clinicas, que van
desde infecciones asintomticas o leves hasta formas graves y fulminantes. Los
sintomas mas comunes incluyen fiebre, tos seca, mialgias y fatiga. En los casos mas
severos, la enfermedad puede progresar a disnea, neumonia e insuficiencia respiratoria,
con riesgo de muerte. Todas las edades pueden verse afectadas por la infeccion, aunque
los adultos mayores de 60 afios o personas con comorbilidades como hipertension,
obesidad, diabetes o cancer tienen mayor riesgo de desarrollar enfermedad grave que

requiera hospitalizacion. El periodo de incubacion del virus es de aproximadamente



cinco dias, y en los casos mas graves, la enfermedad tiende a agravarse alrededor del

octavo dia tras la aparicién de los sintomas.

El SARS-CoV-2 se transmite principalmente a traves del contacto con
secreciones nasales, orales y oculares de personas infectadas, asi como por inhalacion
de goticulas expulsadas al toser o estornudar. Estudios han demostrado que tanto
pacientes sintomaticos como asintomaticos pueden portar altas cargas virales en el
tracto respiratorio superior, lo que convierte a los individuos asintomaticos en
reservorios clave para la propagacion del virus y dificulta el control de la infeccion. Se
ha estimado que el numero basico de reproduccion (R0) del SARS-CoV-2 es de
aproximadamente 2,5, pudiendo ser de hasta 10 para la variante Omicron, aunque este

numero podria verse subestimado debido a la dificultad de detectar casos asintomaticos.

El diagndstico temprano del SARS-CoV-2 es crucial para controlar su
propagacion. Existen varias metodologias como la deteccidn de acidos nucleicos, en el
que la RT-qPCR a partir de muestras nasofaringeas sigue siendo el gold standard en el
diagnostico de la infeccion activa cuyos kits comerciales suelen dirigirse a genes como
S, N, E y ORF1lab. Por otra parte, la deteccion de antigenos virales puede ser una opcién
viable para el diagndstico en el lugar de atencion del paciente por su rapidez, bajo coste
y facilidad de uso. Por altimo, el diagndstico serolégico mediante el uso de ensayos de
electroquimioluminiscencia (ECLIA) nos permite tanto detectar personas previamente
infectadas por el virus con la posibilidad de realizar estudios de seroprevalencia, como
evaluar la respuesta inmune humoral frente al SARS-CoV-2 tras la vacunacion o
infeccion del virus. EI ECLIA se caracteriza por presentar una sensibilidad y
especificidad mayor al ELISA. Sin embargo, existen numerosos ECLIA
comercializados para la deteccion y cuantificacion de anticuerpos anti-S del SARS-
CoV-2 que difieren entre si en el disefio analitico, la clase de inmunoglobulina medida y
el antigeno del SARS-CoV-2 que detectan, lo que podria presentar discrepancias a nivel

de rendimiento analitico.

La respuesta inmunitaria al SARS-CoV-2 es compleja y multifactorial. La
inmunidad adaptativa juega un papel crucial en la proteccion contra el SARS-CoV-2.
Las células T CD4+ y CD8+, junto con las células B productoras de anticuerpos, son

esenciales para limitar la enfermedad. Los anticuerpos neutralizantes frente al virus son



inmunoglobulinas altamente especificas, dirigidas principalmente a la region RBD de la
proteina S del virus, que bloquean la entrada del virus a las células huésped. EI Ensayo
de Neutralizacion por Reduccion de Placas (PRNT) es el gold standard para medir la
actividad neutralizante de los anticuerpos, aunque su uso esta limitado a laboratorios de
bioseguridad de nivel 3. Por ello, los ECLIA que detectan y cuantifican anticuerpos
contra la proteina S, viables en la rutina diaria de los laboratorios de microbiologia,

deben tener una alta correlacion con los ensayos de neutralizacion.

El concepto de correlato de proteccion (CoP) es fundamental para evaluar la
inmunidad individual y colectiva. Aunque los anticuerpos neutralizantes pueden
considerarse un CoP, aln no se ha establecido un umbral estandarizado de proteccion
contra la infeccién. Sin embargo, estudios han demostrado que niveles elevados de
anticuerpos inducidos por infeccién o vacunacion reducen el riesgo de enfermedad
sintomética y COVID-19 grave. Por otra parte, la respuesta inmunitaria varia segun la
gravedad de la infeccion, la edad y el estado inmunoldgico del individuo. Se ha
demostrado que la inmunidad hibrida, resultante de la infeccion mas la vacunacion, es
mas fuerte y duradera que la inmunidad generada unicamente por la infeccion. No
obstante, la duracion de la proteccién sigue siendo incierta y puede depender de la

variante viral predominante.

La vacunacién contra la COVID-19 ha sido crucial para prevenir infecciones,
controlar la propagacion del virus y reducir las complicaciones asociadas, incluso frente
a variantes posteriores al virus original de Wuhan-Hu-1. Las vacunas actualmente
comercializadas inducen respuestas inmunes fuertes, especialmente en el centro
germinal, donde se generan células B de memoria y células plasmaticas de larga
duracién, responsables de producir anticuerpos especificos y de alta afinidad contra el
virus. Estas vacunas no solo inducen la produccién de anticuerpos neutralizantes, sino
qgue también activan respuestas celulares, como las células T y B de memoria,

importantes para una proteccién duradera.

Actualmente, las recomendaciones de vacunacion contra la COVID-19 del
Ministerio de Sanidad de Espafia comprenden a: personas mayores de 60 afios y
aquellas que viven en residencias o centros de atencion de larga estancia; embarazadas

en cualquier trimestre y mujeres en el puerperio; nifios de 6 meses a 12 afios con



condiciones de alto riesgo, como inmunodeficiencias, trasplantes, enfermedades
cardiacas o respiratorias graves, y otras patologias cronicas; adultos y adolescentes
mayores de 12 afios con comorbilidades; y trabajadores de la salud o aquellos que

convivan con personas de alto riesgo.

El tratamiento de la COVID-19 se divide en dos categorias principales cuyo
potencial terapéutico varia segun la fase de la enfermedad: agentes antivirales y terapias
dirigidas al huésped. Agentes virales como el Remdesivir, que es un profarmaco de
nucleotidos que actua inhibiendo la ARN polimerasa del virus, o Paxlovid (nirmatrelvir
+ ritonavir), que actta inhibiendo la proteasa viral; estan indicados en la fase inicial de
la enfermedad (dentro de los primeros 5 dias tras el inicio de los sintomas) en pacientes
con riesgo alto de desarrollar COVID-19 grave. Si la enfermedad progresa a la fase
pulmonar o moderada, el enfoque terapéutico se centra en reducir la inflamacion con el
uso de corticosteroides o anticuerpos monoclonales como el tocilizumab y en mejorar la

oxigenacion.

Para la profilaxis pre-exposicion en personas inmunodeprimidas o alérgicas a
componentes de las vacunas, la Comision Europea autorizé en marzo de 2022 el uso de
Evusheld (AZD7442), una combinacion de anticuerpos monoclonales (cilgavimab y
tixagevimab) que esta destinado a quienes no responden bien a la vacunacion, con
riesgo de desarrollar COVID-19 grave. Hasta el dia de hoy se ha utilizado un umbral de
260 BAU/mI de anticuerpos contra la proteina S para evaluar una respuesta adecuada a
la vacunacidn, aunque este valor se basé en estudios en el contexto de la cepa original
de Wuhan y podria no ser plenamente aplicable a las variantes actuales. Segun estudios
iniciales, Evusheld podria reducir el riesgo de enfermedad sintomética por SARS-CoV-
2enun 77%.

Objetivos

Los estudios de seroprevalencia previos a la variante Omicron en Espafia fueron
clave para entender la transmision del SARS-CoV-2 y orientar las decisiones de salud
publica. Actualmente, con gran parte de la poblacion vacunada, es esencial evaluar la

respuesta inmune humoral y celular tras la aparicion de la subvariante Omicron BA.1.

Por otra parte, se considera que la inmunidad hibrida (vacunacion e infeccion

previa) proporciona una proteccion mas fuerte que la vacunacion o la infeccion por
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separado. No obstante, la aparicion de nuevas subvariantes con mayor capacidad de
evadir los anticuerpos neutralizantes (NtAb) hace necesario confirmar esta hipdtesis.
Los anticuerpos que se unen a la proteina S del virus, en especial los NtAb, desempefian
un papel fundamental en la proteccion frente a la infeccion y la progresion de la
COVID-19, por lo que su deteccion y cuantificacion son esenciales para evaluar el
estado inmunitario y determinar la necesidad de dosis de refuerzo o anticuerpos

monoclonales en poblaciones vulnerables.

Existen diversos inmunoensayos para detectar anticuerpos contra la espicula del
SARS-CoV-2, pero difieren en su disefio, tipo de inmunoglobulina medida y el antigeno
utilizado, lo que afecta su rendimiento analitico y su correlacion con los NtAb. Estas
variaciones, junto con el estado diverso de vacunacion e infeccion en la poblacion,
pueden generar resultados variables. Por ello, es fundamental evaluar la efectividad de

estas herramientas diagnosticas.

La medicion directa de NtAb mediante virus o pseudotipos es compleja para la
mayoria de los laboratorios. Sin embargo, la correlacion entre los anticuerpos anti-RBD
y los NtAb permite desarrollar modelos que predigan la actividad neutralizante.

Por ello, nos planteamos una serie de objetivos:

Primero, quisimos evaluar la respuesta inmune en la Comunidad Valenciana tras
la aparicion de Omicron BA.1, determinando la incidencia acumulada de infeccion por
el virus y analizando el impacto de la vacunacion en infeccion natural en la inmunidad

humoral y celular.

Segundo, quisimos comparar el rendimiento de dos ECLIA para la deteccion y
cuantificacion de anticuerpos dirigidos contra la proteina S del virus, evaluando su
concordancia cualitativa y cuantitativa segun el estado de vacunacion e infeccion de los
participantes, y analizando la correlacién entre los anticuerpos detectados y los titulos

de NtAb frente a diferentes variantes del virus.

Como tercer objetivo, nos planteamos analizar la actividad neutralizante en
sueros de individuos vacunados frente a nuevas subvariantes del virus con el poder de
comparar la respuesta de NtAb contra las subvariantes Omicron BA.4/5 y la variante

original Wuhan-Hu-1 en personas vacunadas, con o sin infeccion previa y determinar si

8



la inmunidad hibrida genera una respuesta mas robusta frente a Omicron BA.4/5 que la

vacunacion por si sola.

Por ultimo, quisimos desarrollar un modelo predictivo de la actividad
neutralizante sérica frente a subvariantes del virus. La idea fue crear un modelo de
aprendizaje automatico y evaluar su precision en cohortes externas, tras haber
establecido previamente un umbral de anticuerpos anti-RBD que identifique individuos

con actividad neutralizante detectable frente a BA.2 y BA.4/5.
Metodologia
e Poblacion de estudio:

Esta tesis doctoral abarca varios estudios realizados con sujetos de la poblacién
general atendidos en distintas zonas de atencion primaria (ZAP) del Sistema Valenciano
de Salud (SVS). En el segundo estudio también se incluyeron pacientes hospitalizados
en el Hospital Clinico Universitario de Valencia (HCUV). El primer estudio y la cohorte
de entrenamiento del ultimo comparten la misma poblacion, mientras que la tercera
publicacion y la cohorte de validacién del cuarto articulo provienen del mismo estudio

de seroprevalencia.

El nimero de participantes fue de 931, 797 y 130 para el primer, segundo y
tercer estudio, respectivamente. Respecto al cuarto estudio, se utilizaron dos cohortes
previas de participantes (931 y 787) pertenecientes a dos estudios de seroprevalencia

realizados en abril y octubre de 2022.

e Muestras:

La Unica muestra que se utilizd para la realizacion de los diferentes estudios fue
la de suero, a excepcién del primer estudio, en el que también se us6 sangre total para el
analisis de la respuesta celular. Para las muestras de suero, se recolectaron muestras de
sangre en tubos con gel separador, centrifugadas a 3.500 rpm durante 10 minutos para
obtener el suero, que se proceso en las primeras 24 horas y se conservé a 4°C hasta las
pruebas. Para el primer estudio, se recogié un tubo adicional de 5 cc con heparina

sodica.

e Definiciones



Los participantes se clasificaron en cuatro categorias segun su historial de

infeccion por SARS-CoV-2 y su estado de vacunacion contra la COVID-19:

1. Vacunados con infeccién previa (Vac-EX): individuos vacunados con prueba
diagndstica positiva de infeccion activa (PDIA), evidencia serolégica de infeccion
previa (anticuerpos 1gG anti-nucleocapside) o anticuerpos totales anti-SARS-CoV-2 S

RBD en no vacunados.

2. Vacunados/Naive (Vac-N): sujetos vacunados sin evidencia de infeccion

previa.

3. No vacunados con infeccion previa (Unvac-Ex): individuos no vacunados con

antecedentes o pruebas seroldgicas de infeccion.

4. No vacunados/Naive (Unvac-N): personas no vacunadas sin evidencia de

infeccion.

Los antecedentes de infeccion se verificaron en el registro de la Red de
Vigilancia Microbioldgica de la Comunidad Valenciana (RedMIVA), mientras que el

estado de vacunacién se obtuvo del registro de vacunacion de la CV.

Para el cuarto articulo, los participantes se subclasificaron segun el esquema de
vacunacion en: 1) No vacunados. 2) Vacunados sin dosis de refuerzo (calendarios
completos o incompletos). 3) Vacunados con refuerzo homélogo. 4) Vacunados con
refuerzo heter6logo.

Se consider6 vacunacion completa la inyeccion de dos dosis de Comirnaty
(Pfizer/BioNTech), Spikevax (Moderna), Vaxzevria (AstraZeneca), CoronaVac
(Sinovac), Sputnik V (Gamaleya), o una dosis de Jcovden (Janssen).

e Ensayos inmunol6gicos

Para la determinacion cuantitativa de anticuerpos contra la proteina S del SARS-
CoV-2 se utilizé el inmunoensayo de Roche Diagnostics (Elecsys® Anti-SARS-CoV-2
S) que es un ECLIA con un formato sandwich de doble antigeno que detecta
anticuerpos totales dirigidos contra el RBD de la proteina S del virus. Para el segundo
estudio también se usé el inmunoensayo de DiaSorin S.p.A (LIAISON® SARS-CoV-2

10



TrimericS 1gG) que se trata de un ECLIA indirecto que detecta 1gG contra la proteina S

en su conformacion trimérica.

Ambas técnicas estaban calibradas segun el estandar internacional de la OMS
(IS; NIBSC 20/136). Las muestras que superaron el limite de cuantificacion se
diluyeron y reanalizaron. Los analisis se realizaron en el Servicio de Microbiologia del

HCUV dentro de las 24 horas posteriores a la recoleccion de las muestras.

Para la determinacion cualitativa de anticuerpos contra la proteina N del SARS-
CoV-2 se utilizo el ensayo Elecsys® Anti-SARS-CoV-2 que mide anticuerpos 1gG
reactivos contra la nucleocapside (N) con un formato sandwich de doble antigeno, al

igual que el anterior.

El titulo de anticuerpos neutralizantes frente a las diferentes subvariantes del
SARS-CoV-2 se obtuvo a partir de ensayos de neutralizacion del virus utilizando un
virus de la estomatitis vesicular (VSV) modificado para expresar la espicula del SARS-
CoV-2 y una proteina fluorescente verde (GFP), que facilitdé la cuantificacion de la
infeccion. El calculo de la neutralizacion se realizé a partir de la dilucion reciproca del
suero que lograba una neutralizacion del 50% del virus. El ensayo de neutralizacion se
realizd en el Instituto de Biologia Integrativa de Sistemas (12SysBio) de la Universidad
de Valencia-CSIC.

En el primer articulo también se evalu6 la respuesta inmune mediada por células
T, especificamente las células T CD4+ y CD8+ productoras de interferon-y (IFN-y), tras
la exposicion a péptidos derivados de la proteina S del SARS-CoV-2. Para ello, se
recolectaron 137 muestras de sangre completa en tubos con heparina sddica y se
enviaron el mismo dia al Servicio de Microbiologia del Hospital Clinico Universitario
de Valencia (HCUV). Tras la estimulacion de la sangre con péptidos (S1 y S2) del
SARS-CoV-2, la activacion de las células T con anticuerpos monoclonales y la adicién
final de brefeldina A, la sangre fue lisada y analizada en un citometro de flujo tras

seguir un protocolo de tincion intracelular de citoguinas (ICS).

e Meétodo ML: CART

En el cuarto articulo se desarroll6 un modelo de aprendizaje automatico

supervisado (Machine Learning, ML) con el objetivo de predecir la actividad
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neutralizante sérica frente a diferentes subvariantes Omicron del SARS-CoV-2. Para
ello, se utiliz6 el enfoque de Arboles de Clasificacion y Regresion (CART),
seleccionado por su facilidad de interpretacion y visualizacion.

El modelo se basé en un conjunto de variables explicativas de facil recopilacion,
que incluyen: edad, sexo, nimero de dosis de vacuna recibidas (0 a 4), calendario de
vacunacion, tiempo desde la Ultima dosis de vacuna y antecedentes de infeccion previa
por SARS-CoV-2.

Se utilizo el algoritmo CHAID para la construccion del arbol de decision. El
arbol se limit6é a una profundidad maxima de 10 niveles, con un nivel de significacién
del 5% vy aplicando la correccion de Bonferroni. Las variables que presentaron
multicolinealidad (alta correlacién entre ellas) fueron eliminadas automaticamente para

evitar redundancias en el modelo.
El proceso de desarrollo del modelo incluyé las siguientes fases:

1. Entrenamiento inicial: Se utiliz6 toda la cohorte de entrenamiento (TC) para

desarrollar el modelo.

2. Verificacion: Se selecciond un subgrupo aleatorio de 30 participantes para

verificar la robustez del modelo.

3. Validacion: Finalmente, el modelo se aplicé a una cohorte de validacion (VC)

para evaluar su capacidad predictiva en un conjunto de datos independiente.

e Andlisis Estadisticos

La mayoria de los andlisis estadisticos realizados en los estudios se basaron en
pruebas no paramétricas, dado que las poblaciones estudiadas no seguian una
distribucion normal. Las variables continuas se reportaron como medianas y rangos
intercuartilicos (IQR). Para las comparaciones entre grupos se utilizaron la prueba
exacta de Fisher, las pruebas U de Mann-Whitney y Kruskal-Wallis y la prueba de
rangos de Wilcoxon. El coeficiente kappa de Cohen y la correlacion de rangos de
Spearman, asi como el porcentaje de concordancia positiva (PPA) y el porcentaje de
concordancia negativa (PPN) se utilizaron para evaluar la concordancia entre los

diferentes inmunoensayos.
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Los términos como sensibilidad y especificidad se utilizaron para referirse a la
capacidad de detectar o no anticuerpos en los diferentes grupos. Se utilizé la prueba de
Bland-Altman para evaluar las diferencias medias de los valores medidos por los dos
inmunoensayos Yy se construyeron curvas ROC para evaluar la sensibilidad y
especificidad para cada posible punto de corte de un inmunoensayo dado (BAU/ml) que
predice la deteccion de NtAb, ademés de para investigar el punto de corte més
apropiado para discriminar entre los sueros que mostraban una actividad neutralizante
detectable o indetectable frente a cada sublinaje Omicron del SARS-CoV-2. La
significancia estadistica se considerd cuando el valor p < 0,05. Los analisis y gréaficos se
realizaron con SPSS version 20.0 y GraphPad Software Inc. V6.0, respectivamente. El
software XLSTAT se utiliz6 para generar el modelo de aprendizaje automatico

mediante arboles de clasificacion y regresion.
Resultados

1. Estudio de la incidencia acumulada de infeccion por SARS-CoV-2 en

la poblacién general de la Comunidad Valenciana
1.1  Caracteristicas de los participantes

De los 935 participantes, 812 (86,8%) habian recibido un esquema de
vacunacion completo (en la mayoria de los casos, Comirnaty o Spikevax), 39 (4,1%) no
recibieron una pauta completa de vacunacion y 84 (8,9%) no estaban vacunados. El
porcentaje de participantes totalmente vacunados aumenté con la edad. Se
administraron dosis de refuerzo de la vacuna a 582 participantes (69%), de las cuales
276 fueron homologas y 306 heter6logas a la vacuna previamente utilizada. La mediana
del tiempo transcurrido entre la Gltima dosis de vacuna y el reclutamiento de las

muestras fue de 118 dias.
1.2 Incidencia acumulada de la infeccion por SARS-CoV-2

La incidencia acumulada bruta de infeccion previa por SARS-CoV-2 en la CV
fue del 47,4%, mientras que la incidencia acumulada ponderada por edad/sexo fue del
51,9%. Observamos que la tasa de infeccién previa por SARS-CoV-2 estaba
inversamente correlacionada con la edad. Los participantes se agruparon como Vac-Ex
(n =379), Vac-N (n =472), Unvac-Ex (n = 63) y Unvac-N (n = 21), a efectos analiticos.
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1.3  Determinacién de anticuerpos totales frente al RBD de SARS-CoV-2

Observamos que 906 de los 931 participantes (97,3%) tenian anticuerpos totales
anti-RBD detectables. La mediana de los niveles totales de anticuerpos anti-RBD fue
significativamente mayor en los participantes Vac-Ex que en los Vac-N. A su vez, los
individuos Vac-Ex y Vac-N mostraron niveles de anticuerpos significativamente mas

altos que los participantes Unvac-EX.

En general, el nimero de dosis de vacuna recibidas tuvo un impacto directo en el
nivel de anticuerpos totales anti-RBD, independientemente del estado de infeccion por
SARS-CoV-2. Curiosamente, entre los participantes que recibieron una tercera dosis de
vacuna, las vacunas de refuerzo heterologas dieron lugar a un aumento de los niveles de
anticuerpos anti-RBD en comparacion con los esquemas homologos en los participantes
naive, independientemente de la edad y el sexo. Sin embargo, no se encontrd
correlacion entre el tiempo transcurrido desde la Gltima dosis de vacuna y los niveles
totales de anticuerpos anti-RBD (rho: -0,02) en los individuos Vac-Ex, mientras que se
observo una correlacion inversa moderada (rho: -0,52) en los Vac-N. Es importante
destacar que, en los participantes del grupo Vac-Ex con un resultado positivo en una
PDIA (n = 220), el tiempo transcurrido desde la documentacion de la infeccion por
SARS-CoV-2 mostrd una correlacién inversa débil con los niveles de anticuerpos anti-
RBD (rho:-0,30).

1.4 Analisis de anticuerpos neutralizantes contra las subvariantes Wuhan-Hu-1 y

Omicron

Se examind a un total de 100 participantes seleccionados al azar de todos los
grupos de edad para detectar la presencia de NtAb contra las (sub)variantes de SARS-
CoV-2. Las proporciones de participantes que presentaron NtAb contra la variante
Wuhan-Hu-1 fueron del 100%, 93% y 40% en los grupos Vac-Ex, Vac-N, Unvac-EX,
respectivamente; para Omicron BA.1, los porcentajes fueron del 94%, 75% y 50%,

respectivamente; y para Omicron BA.2, del 97%, 84% y 40%, respectivamente.

En general, los titulos de NtAb fueron inferiores frente a Omicron BA.1 y BA.2
que frente a Wuhan-Hu-1 en todos los grupos de comparacion; a su vez, los niveles
medios de NtAb de unién a Omicron BA.1 y BA.2 fueron comparables en todos los

grupos de estudio. Cabe destacar que los NtAb dirigidos a todas las (sub)variantes
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analizadas fueron mayores en los individuos Vac-Ex que en los Vac-N, aunque se
alcanz¢ significacion estadistica para los dirigidos contra Wuhan-Hu-1 y BA.1, pero no
contra BA.2. Ademas, tanto Vac-Ex como Vac-N mostraron titulos de NtAb mas altos

que los participantes Unvac-Ex.

En general, observamos titulos comparables de NtAb frente a todas las
(sub)variantes analizadas entre los participantes Vac-EX, tanto si habian recibido una
dosis adicional de vacuna como si no. No obstante, se observé una significativa, aunque
débil, correlacion inversa entre los titulos de NtAb contra Wuhan-Hu-1 y Omicron BA.1
y el tiempo transcurrido desde la dltima dosis de vacuna en los individuos Vac-N (Rho:
-0,34 y -0,39), pero no en los Vac-Ex (Rho: -0,26 y 0,06).

1.5 Evaluacién de la respuesta de las células T productoras de IFN-y reactivas a
la proteina S del SARS-CoV-2

Enumeramos las células T CD4+ y CD8+ productoras de IFN-y reactivas a la
proteina S del SARS-CoV-2 en 137 participantes. En general, 101 participantes
(73,7%) tenian células T IFN-y detectables para el SARS-CoV-2-S: CD4+ (n = 15;
14,9%), CD8+ (n = 41; 40,6%) o ambas (n = 45; 44,6%). Concretamente, las cifras
fueron del 73%, 75% y 64% para Vac-EX, Vac-N y Unvac-EX, respectivamente. Las
medianas de ambos subconjuntos de células T fueron comparables en todos los
subgrupos. Las frecuencias de subconjuntos de células T del SARS-CoV-2 fueron
comparables independientemente de haber recibido dosis adicional de vacuna o del
tiempo transcurrido desde la Gltima dosis de esta, tanto en individuos Vac-Ex como
Vac-N.

2. Comparaciéon del rendimiento de dos inmunoensayos de
qguimioluminiscencia para la deteccion y cuantificacién de anticuerpos dirigidos a

la espicula del SARS-CoV-2 en suero
2.1 Caracteristicas de los pacientes

Se incluyeron en el estudio 1176 sueros de 797 sujetos pertenecientes al
Departamento de Salud Clinico-Malvarrosa, de los cuales 286 sueros se recogieron de
204 Vac-Ex, 581 de 316 Vac-N, 147 de 134 Unvac-Ex, y 162 de 143 Unvac-N. Para los

sujetos con un registro positivo para una PDIA, la mediana del tiempo transcurrido
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desde el diagndstico hasta la determinacion seroldgica fue de 120 dias en general, y de
172,5 y 29 dias en vacunados y no vacunados, respectivamente. Se observo, ademas,
que en participantes vacunados, la mediana del tiempo transcurrido desde la Gltima
dosis de vacuna recibida y la recogida de los sueros, fue de 51 dias para los pacientes

naive, y de 98 dias para aquellos con una infeccion previa por SARS-CoV-2.
2.2 Concordancia cualitativa entre inmunoensayos

En general, un nimero mayor de sueros dio resultados positivos con el ensayo
de Roche en comparacion con el ensayo de DiaSorin, lo que se traduce en que el ensayo
de Roche mostr6 una mayor sensibilidad para la deteccion de la exposicion o
vacunacion previas (89,3% vs. 77,6%). No obstante, la concordancia entre los
resultados proporcionados por los dos inmunoensayos difirid entre los grupos, siendo
mayor para los sueros de Vac-N (k: 0,58) que para los sueros de Vac-Ex (k: 0,19) o

Unvac-Ex (k: 0,18).

La tasa de resultados discordantes, en la mayoria de los casos anti-RBD
positivo/anti-S-trimérico negativo, fueron mayores entre los sueros de Unvac-Ex
(34,7%), seguidos de Vac-N (14,6%) y Vac-Ex (2,7%). La especificidad de ambos
ensayos se calculd teniendo en cuenta Unicamente los sueros de individuos Unvac-N, y

resulté ser del 98,8% para el ensayo de Roche y del 98,1% para el ensayo de DiaSorin.
2.3 Concordancia cuantitativa entre inmunoensayos

De los 774 sueros que arrojaron resultados positivos en ambas pruebas
serologicas, 469 mostraron niveles de anticuerpos que se situaban en el intervalo
cuantitativo de ambos inmunoensayos y se incluyeron en el analisis que se detalla a
continuaciéon. En general, los niveles de anticuerpos medidos por los dos
inmunoensayos no difirieron significativamente; sin embargo, se observd una tendencia
hacia valores BAU/ml mas altos medidos por el ensayo de Roche para sueros de Vac-
Ex; por el contrario, se observo una tendencia hacia valores BAU/ml més altos medidos
por el ensayo de DiaSorin para sueros de Vac-N y Unvac-Ex. En general la correlacion
entre los niveles de anticuerpos cuantificados por ambos inmunoensayos fue fuerte (rho
=0,82), y continuo siendo fuerte para los sueros de Vac-Ex (rho = 0,84) y Vac-N (rho =
0,80), pero solo fue moderada para los sueros Unvac-Ex (rho = 0,66), siendo

estadisticamente significativa esta diferencia.
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2.4 Correlacion entre los niveles de anticuerpos medidos por los dos

iInmunoensayos Y los anticuerpos neutralizantes

Se evalu6 la capacidad de neutralizaciéon del virus de la estomatitis vesicular
(VSV) pseudotipado con diferentes genotipos de la proteina S (Wuhan-Hu-1/Omicron
BA.1 y BA.2) de un total de 127 sueros elegidos al azar de entre los que arrojaron
resultados positivos en los ensayos de Roche y DiaSorin. Estos sueros fueron recogidos
de personas totalmente vacunadas que en el momento de la prueba eran naive (n = 88) o
con infeccion previa por SARS-CoV-2 (n = 39). La tasa de sueros con NtAb detectables
fue mayor frente a Wuhan-Hu-1 (89%) que frente a Omicron BA.1 (56%) o BA.2
(70%). En general, los titulos de NtAb fueron mas altos para Wuhan-Hu-1 seguido de
Omicron BA.1 y BA.2. Se encontraron diferencias importantes entre Vac-Ex y Vac-N;
En Vac-Ex se observd una mayor tasa de sueros con NtAb detectables y mayores titulos
de NtAb contra Wuhan-Hu-1 y Omicron BA.1 en comparacion con Vac-N (p < 0,001
para ambas comparaciones); por el contrario, la tasa de NtAb detectables contra BA.2
fue mayor en Vac-N en comparacion con Vac-Ex (p = 0,015) aunque los niveles de

anticuerpos fueron comparables en ambos grupos (p = 0,92).

En general, la correlacion entre los niveles de anticuerpos medidos por los
inmunoensayos de Roche y DiaSorin con los titulos de NtAb fue moderada para los
dirigidos contra Wuhan-Hu-1 y Omicron BA.1. Sin embargo, fue débil o inexistente
para los dirigidos contra BA.2. La correlacion entre los NtAb de todas las (sub)variantes
fue siempre mayor en los sueros de Vac-N que en los Vac-Ex, independientemente del

inmunoensayo utilizado.

Independientemente de si los sueros se analizaron en la plataforma de Roche o
DiaSorin, los puntos de corte de los anticuerpos asociados con la deteccion de NtAb
fueron los mas bajos para Wuhan-Hu-1 y los mas altos (y menos precisos) para
Omicron BA.2. Sin embargo, los niveles de anticuerpos medidos con el inmunoensayo
de Roche asociados con la deteccion de NtAb contra la variante Wuhan-Hu-1, fueron
1,9 veces mas bajos que los obtenidos con el inmunoensayo de DiaSorin. Por el
contrario, fueron necesarios niveles mas altos (2,8 veces mas) de anticuerpos medidos

por el inmunoensayo de Roche en comparacion con el de DiaSorin para predecir la
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deteccidn de anticuerpos neutralizantes contra las variantes Omicron BA.1 y BA.2. Un

andlisis similar utilizando solo sueros de Vac-N arrojé resultados similares.

3. Analisis comparativo de los anticuerpos neutralizantes contra
Omicron BA.4/5 tras la vacunacion frente a la COVID-19 en personas con
infeccion previa por SARS-CoV-2 frente a personas naive en la poblacion general

3.1  Caracteristicas de los pacientes

Para la realizacion del tercer trabajo, se analizaron los sueros de 130 individuos
de un total de 787 participantes. De estos, 91 se clasificaron como Vac-Ex tras la
deteccidn de anticuerpos 1gG contra la proteina N del SARS-CoV-2. Veintidos de los 91

tuvieron un registro positivo de un ensayo de RT-PCR en muestras nasofaringeas.

3.2 Andlisis de la respuesta de NtAb frente a Wuhan-Hu-1 y Omicron BA.4/5 en

pacientes vacunados con y sin infeccion previa por SARS-CoV-2

La mayoria de los participantes Vac-Ex (100%) y Vac-N (94,7%) mostraron
respuestas NtAb detectables contra la variante Wuhan-Hu-1. Por el contrario, el
porcentaje de individuos Vac-N que mostraron NtAb detectables frente a Omicron
BA.4/5 fue significativamente inferior al de Vac-Ex (52,6% frente a 98,9%; p < 0,001).
En general, los titulos de NtAb frente a Omicron BA.4/5 fueron significativamente mas
bajos que frente a Wuhan-Hu-1 tanto en Vac-Ex y Vac-N. No obstante, en comparacion
con Vac-N, Vac-Ex mostré titulos de NtAb significativamente mas altos frente a
Wuhan-Hu-1 (hasta 7 veces mas) y Omicron BA.4/5 (hasta 61 veces mas),
independientemente de si los participantes recibieron una pauta de vacunacion normal o

reforzada con una dosis de vacuna adicional.

De los 22 individuos Vac-Ex con un registro positivo de RT-PCR de SARS-
CoV-2, en 13 la infeccion se documentd durante 2022 dentro de oleadas dominadas
(>95% de los casos) por BA.1 (n=6) y BA.2 (n=7), y antes de la aparicion de BA.4/5
en la CV; los 9 individuos restantes contrajeron la infeccion por SARS-CoV-2 durante
2020/2021, antes de la aparicion de la variante Omicron en la CV. Tras el
emparejamiento de los individuos de ambos grupos de comparacién segun el tiempo
transcurrido desde la recepcion de la ultima dosis de vacuna, los titulos de NtAb frente a

Omicron BA.4/5, pero no frente a Wuhan-Hu-1, fueron significativamente inferiores en
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los individuos que contrajeron la infeccidn antes de 2022. Es importante destacar que
los individuos Vac-N mostraron titulos de NtAb més bajos frente a Wuhan-Hu-1 'y
Omicron BA.4/5 que los Vac-Ex, independientemente del momento en que se

documento la infeccion por SARS-CoV-2.

4. Evaluacion de la capacidad predictiva de un modelo de aprendizaje
automatico (machine learning) en la deteccidn de actividad neutralizante de sueros

frente a las subvariantes Omicron BA.2 y BA.4/5

4.1 Caracteristicas de los participantes incluidos en las cohortes de

entrenamiento y validacion

Se incluyeron un total de 931 participantes en la cohorte de entrenamiento (TC)
y 781 en la cohorte de validacion (VC). Cabe destacar que el porcentaje de participantes
vacunados con infeccion previa por SARS-CoV-2 (Vac-Ex) fue significativamente
mayor en la VC que en la TC (63% frente a 41%).

4.2 Niveles de anticuerpos totales anti-RBD del SARS-CoV-2 en suero que

predicen la deteccion de anticuerpos neutralizantes frente a Omicron BA.2 y BA.4/5

Un total de 100 sueros seleccionados al azar de 100 participantes diferentes
fueron examinados para hallar niveles detectables de NtAb frente a Omicron BA.2 y
BA.4/5 (encontrados en 88 y 84 participantes, de forma respectiva), con una mediana de
titulo reciproco IC50 de 148 y 1.031, respectivamente. El analisis ROC indico que un
umbral de anticuerpos totales anti-RBD de 2.300 BAU/mI discrimina eficazmente entre
participantes con respuestas detectables de NtAb y aquellos con niveles indetectables.
Este umbral mostr6 una sensibilidad del 90%, especificidad del 71% y precision del
87% para BA.2, y una sensibilidad del 88%, especificidad del 67% y precision del 84%
para BA.4/5.

4.3 Modelo CART para predecir la actividad neutralizante detectable en suero
frente a Omicron BA.2 y BA.4/5 basado en mediciones del nivel de anticuerpos totales
anti-RBD.

Se construyd un modelo CART para predecir la presencia de anticuerpos totales
anti-RBD del SARS-CoV-2 por encima de 2.300 BAU/mI, como sustituto de respuestas
NtAb detectables. EI modelo incluyé finalmente las siguientes variables: edad,
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calendario de vacunacion, dias transcurridos desde la recepcion de la ultima dosis de
vacuna y antecedentes de infeccion previa por SARS-CoV-2; y comprendi6 un total de
25 nodos.

La primera segmentacion del arbol de clasificacion se baso en el calendario de
vacunacion; la probabilidad de mostrar anticuerpos totales anti-RBD > 2.300 BAU/ml
oscilé entre el 94% para los vacunados completamente con dosis de refuerzo heterdloga,
al 42% para los no vacunados con infeccion previa por SARS-CoV-2. En el caso de los
participantes vacunados sin dosis de refuerzo, la infeccion previa por SARS-CoV-2, la
edad (en el caso de los participantes naive) y el nimero de dosis de vacuna recibidas (en
el caso de los participantes con infeccién previa) modularon la probabilidad de presentar
niveles de anticuerpos por encima de 2.300 BAU/ml. Entre los participantes vacunados
que recibieron una dosis de refuerzo homdloga, la probabilidad oscil6 entre el 75% vy el
100% en funcidn de la edad; mientras que en los vacunados con una dosis de refuerzo
heter6loga la probabilidad oscilé entre el 78% y el 100% en funcién de la edad,
llegando a un intervalo del 91% al 100% para los que tenian entre 50 y 65 afios en

funcién de si habian presentado o no una infeccion previa por SARS-CoV-2.

El modelo fue capaz de clasificar correctamente el 88% (793/901) de los
participantes en la TC: 717/749 (95,7%) de los que mostraban > 2.300 BAU/ml y
76/152 (50%) de aquellos con < 2.300 BAU/mI. ElI modelo funcion6 mejor en los
participantes Vac-N y Vac-Ex que en los individuos Unvac-Ex. Posteriormente, se
utiliz6 en una subcohorte compuesta por 30 sujetos seleccionados aleatoriamente,
clasificando correctamente a 29 de los 30 participantes: 26/27 (96%) de aquellos con
niveles de anticuerpos > 2.300 BAU/ml y 3/3 (100%) con < 2.300 BAU/ml.

4.4 Validacion del modelo CART

Por ultimo, se validé el modelo CART en una nueva cohorte compuesta por 787
participantes que se incluyeron en un estudio de seroprevalencia realizado en octubre de
2022. El modelo CART clasificd correctamente al 95% (596/627) y al 33% (53/160) de
los participantes con anticuerpos totales por encima y por debajo de 2.300 BAU/ml,

respectivamente, con una precision global del 82%.

En concreto, en Unvac-Ex, un total de 23 participantes (38%) presentaban >

2.300 BAU/ml, pero fueron clasificados como < 2.300 BAU/mI (FN) por el modelo.
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Lamentablemente, faltaron datos sobre la fecha de infeccion en la mayoria de ellos. En
el grupo de Vac-N, 63 participantes (31%) tenian anticuerpos < 2.300 BAU/ml, pero
fueron clasificados como > 2.300 BAU/ml (FP). Esto puede explicarse, en parte, porque
el modelo se desarrollé utilizando una cohorte que fue analizada con una mediana de
166 dias después de recibir la Gltima dosis de la vacuna. En cambio, el grupo utilizado
para validar el modelo fue analizado con una mediana de 316 dias tras la ultima dosis de
vacuna recibida. En el grupo de Vac-Ex, el 91% de los participantes fueron
correctamente clasificados con anticuerpos totales > 2.300 BAU/ml. Al igual que en la
TC, en la VC el modelo funcioné mejor para identificar a los participantes Vac-N y

Vac-Ex con niveles de anticuerpos totales > 2.300 BAU/ml.
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I. INTRODUCCION

1. Marco histérico y taxonomia

A finales de diciembre de 2019, varios centros de salud en Wuhan, capital de la
provincia de Hubei en China, informaron sobre grupos de pacientes con neumonia de
causa desconocida. Todos ellos se relacionaron epidemiologicamente con un mercado
mayorista de animales vivos y marisco fresco (1). Mediante la secuenciacion de ARN
metagenomico y el aislamiento del virus a partir de muestras de lavado broncoalveolar
de pacientes con neumonia grave, equipos de cientificos chinos identificaron que el
causante de esta nueva enfermedad, se trataba de un betacoronavirus nunca antes
observado (1,2). A finales de enero, el virus se habia propagado de forma masiva por
todo el pais chino comunicandose miles de nuevos casos al dia y confirmandose la
transmision de persona a persona (3-6); por lo que el 30 de enero, la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) declaré este brote como una emergencia de salud publica de
interés internacional (7). ElI 11 de febrero de 2020, el Comité Internacional de
Taxonomia de Virus (ICTV) denomin6é a este nuevo virus como coronavirus del
sindrome respiratorio agudo severo de tipo 2 (SARS-CoV-2), por sus similitudes con el
SARS-CoV, y la OMS nombr6 como 'COVID-19' a la enfermedad producida por este

coronavirus (8).

Los coronavirus son un grupo diverso de virus que infectan a distintos animales
y pueden causar infecciones respiratorias en humanos, que van desde leves hasta graves.
Los sintomas y el tropismo tisular de la infeccién por coronavirus pueden variar entre
las diferentes especies hospedadoras (9). Los murciélagos son importantes huéspedes
naturales de alfacoronavirus y betacoronavirus; de hecho, hasta la fecha, el virus cuya
secuencia gendémica mas se aproxima a la del SARS-CoV-2 (al 96,2%) es un
coronavirus de murciélago detectado en Rhinolophus affinis de la provincia de Yunnan,
China, llamado 'RaTG13' (10). Esta alta similitud genética respalda la hipotesis de que

el SARS-CoV-2 se podria haber originado en los quirdpteros.

Los coronavirus pertenecen a la subfamilia Orthocoronavirinae de la familia
coronaviridae, en el orden de los nidovirales. Esta subfamilia consta de cuatro generos:
alphacoronavirus, betacoronavirus, deltacoronavirus y gammacoronavirus. Segun el

analisis de la secuencia genomica, el SARS-CoV-2 se clasifica en el género
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betacoronavirus (1,11). Hasta la fecha, los estudios han informado sobre siete cepas
diferentes de coronavirus humanos. Se sabe que las cuatro cepas de coronavirus
comunes, incluidas 229E, NL63, OC43 y HKU1, causan infecciones leves de las vias
respiratorias en todo el mundo. En 2002 y 2012, respectivamente, dos coronavirus
altamente patdgenos de origen zoonotico, el coronavirus del sindrome respiratorio
agudo severo (SARS-CoV), que pertenece al subgénero Sarbecovirus al igual que el
SARS-CoV-2 con el que comparte un 79% de identidad de secuencia gendmica; y el
coronavirus del sindrome respiratorio de Oriente Medio (MERS-CoV), aparecieron en
los seres humanos y causaron enfermedades respiratorias mortales, lo que convirtio a
este grupo de virus emergentes en un nuevo problema de salud publica en el siglo XXI
(12).

2. Estructura viral

2.1 Genoma

Los coronavirus son virus envueltos que poseen un genoma de ARN
monocatenario de sentido positivo con una longitud de entre 26 y 32 kb (13). Esta
familia de virus se caracteriza por altas tasas de recombinacion genética y mutacién, lo
que da lugar a su diversidad ecoldgica (12). La secuencia gendmica del SARS-CoV-2,
de aproximadamente 30kb, contiene 14 marcos de lectura abiertos (ORF) y codifica 29

proteinas virales.

Aproximadamente dos tercios del extremo 5’ del genoma del virus (ORFla y
ORF1b) codifican dos poliproteinas superpuestas: ppla y pplb que seran digeridas por
proteasas virales dando lugar a 16 proteinas no estructurales, que son esenciales para la
replicacion y transcripcion viral. El virus presenta cuatro proteinas estructurales: la
proteina de la espicula (S), la proteina de la envoltura (E), la proteina de la membrana
(M) y la proteina de la nucleocapside (N). Estas proteinas son codificadas a partir de
cuatro ORFs situados en el extremo terminal 3’ del genoma viral y son responsables del
ensamblaje del virion, ademas de contribuir a la supresion de la respuesta inmune del
huésped (14). Entre los genes estructurales, se encuentran las secuencias que codifican

las 9 proteinas accesorias que juegan un rol importante en la patogénesis del virus.
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Figura I.1. Genoma del SARS-CoV-2.

2.2 Proteinas estructurales

La proteina S estd formada por 1.273 aminoacidos que conforman un
homotrimero que sobresale del virion, dandole el aspecto de corona al virus. Pertenece a
la familia de proteinas de membrana de tipo | y estd anclada en la membrana viral,
donde media la fusion de esta con la membrana de la célula huésped. La proteina S
puede ser escindida en dos subunidades funcionales S1 y S2, por medio de proteasas
ubicadas en la superficie de la célula huésped como la furina (15). Esta escision
mediada por furina resulta especifica de SARS-CoV-2 respecto a otros virus
relacionados del subgénero Sarbecovirus, como el SARS-CoV; ya que se genera a partir
de un sitio de escision polibasico, mediante una insercién de cuatro residuos de
aminoacidos en la unién de las subunidades S1 y S2. El sitio de escision polibasica
puede reducir la estabilidad de la proteina S del SARS-CoV-2, facilitando la adaptacién
conformacional que se requiere para la union del dominio de union al receptor (RBD) a
su receptor (16-18). Esto, unido a la amplia expresion de furina en los tejidos humanos,
especialmente en el respiratorio, podria explicar una mayor transmisibilidad del SARS-
CoV-2 en comparacion con otros virus relacionados, como el SARS-CoV (16).

La subunidad S1 contiene el RBD, el cual puede adoptar dos estados
conformacionales distintos: el estado cerrado “abajo” y el estado abierto “arriba” (19).
En el estado cerrado los angulos del RBD se conforman para proteger las regiones de

unién al receptor, mientras que en el estado abierto, el RBD expone sus regiones
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determinantes, mediante un movimiento conformacional tipo bisagra, para reconocer el
receptor de la enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2) en la membrana de la
célula huésped. La subunidad S2 comprende cuatro regiones estructurales conservadas:
un péptido de fusion, dos repeticiones de heptada (HR1 y HR2) y una region
transmembrana, que median la fusion de las membranas virales y celulares tras los

reordenamientos conformacionales (20-22).

La proteina S del SARS-CoV-2 constituye una diana para los estudios evolutivos
y vacunales debido a su capacidad de conferir selectividad y susceptibilidad al huésped
y, por consiguiente, infectividad viral. Ademas, al ser el principal objetivo del sistema
inmunoldgico del huésped, la proteina de la espicula sufre una constante y rapida
evolucion molecular y presion selectiva (23-25). Es, por lo tanto, la fuente mas

relevante de antigenos para el desarrollo de vacunas.

La proteina E del SARS-CoV-2 va a ser la responsable de regular la lisis viral y
la posterior liberacion del genoma viral, una vez el virus ha ingresado en la célula
huésped. Durante la replicacion en la célula huésped, se localiza en las membranas del
reticulo endoplasmatico y del aparato de Golgi. Ademas, esta proteina puede conducir a
la activacién del inflamasoma celular, mejorando asi la respuesta antiviral del huésped
(14,26).

Proteina de la espicula del SARS-CoV-2

Dominio de unién
al receptor (RBD)

Proteina de la espicula (S)

Proteina de la nucleocapside (N)

Proteina de la membrana (M)
S1
Proteina de
Proteina de la envoltura (E) fusion

Genoma viral de ARN sS2

Sitio de escision polibasica

Figura 1.2. Representacion grafica de las proteinas estructurales y subunidades de la proteina S
del SARS-CoV-2.
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La proteina M del virus es la glicoproteina estructural mas abundante. Tiene tres
dominios transmembranales y define la estructura de la envoltura viral, ayudando a
mantener la integridad del virién. Interactia con otras proteinas, como E y N, para
coordinar el ensamblaje del virus en la célula huésped, formando nuevos viriones listos

para infectar otras células (14,27).

La proteina N, con dos dominios estructurales conservados, es la Unica proteina
estructural que se localiza dentro del virion. Va a ser la responsable de proteger el
genoma del ARN viral empaquetandolo en un complejo de ribonucleoproteina, esencial
para la posterior replicacion y transcripcion del virus. También actia como antagonista
del interferon (IFN) y como represor de ARN de interferencia, lo que podria ser
beneficioso para la replicacion del virus y su supervivencia. Es estable, poco propensa a

la mutacién y altamente inmunogénica (27,28).

3. Variantes del SARS-CoV-2

Como la mayoria de virus de ARN, el SARS-CoV-2 presenta una alta tasa de
replicacion. Esto, unido a la presion selectiva de la inmunidad y a la transmision a nivel
global del virus hace que se produzcan mutaciones que puedan conferir alguna ventaja
selectiva. Las mutaciones suelen afectar principalmente a la proteina S del SARS-CoV-
2, originando variantes que evaden mejor la respuesta inmunitaria, que son mas
transmisibles o que presentan mayor mortalidad (29,30). Como ejemplo, a partir de la
aparicion de la mutacion D614G (en la region del RBD) en Europa en febrero de 2020,
variantes con dicha mutacion, relacionada con una mayor infectividad, comenzaron a

ser mas dominantes a nivel mundial (31).

Para simplificar la nomenclatura cientifica de los linajes del virus, la OMS
recomendd utilizar letras del alfabeto griego para nombrar las variantes del SARS-CoV-
2. Estas variantes se clasifican en: variante de interés (\VOI), variante de preocupacion
(VOC) y variante bajo seguimiento (VUM) (32). La primera de ellas se define como el
tipo de variante que se predice o se sabe que afecta caracteristicas del virus, tales como
la transmisibilidad, la gravedad de la enfermedad, el escape inmunolégico o la dificultad

diagnostica o terapéutica; y que se identifica como causa de una transmisién
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comunitaria significativa o con una alta prevalencia creciente en varios paises, lo que

sugiere un riesgo emergente para la salud publica (31).

Una VOC se define como una variante del SARS-CoV-2 que cumple con la
condicion de VOI y se ha demostrado que presenta una o mas de las siguientes
caracteristicas: aumento de la transmisibilidad, aumento de la virulencia y/o
disminucion de la eficacia de las medidas sociales y de salud publica o de las vacunas,
terapias y diagnosticos disponibles. La diferencia entre la VOC y la VOI radica en el
impacto negativo confirmado en la salud publica que tiene la primera. Una variante que
se sospeche que pueda representar un riesgo futuro debido a las caracteristicas del virus,
pero que el impacto fenotipico o epidemioldgico no esta aun claro, se denomina VUM.
Hasta el momento de la realizacion de esta tesis, la OMS ha designado cinco VOCs: alfa
(o), beta (B), gamma (y), delta (8) y 6micron (o). En la tabla 1.1 se resumen las
principales caracteristicas fenotipicas y epidemioldgicas de cada variante de

preocupacion (33-39).

Tabla 1.1. Caracteristicas fenotipicas y epidemiolégicas de las VOCs del SARS-CoV-2

VOCs Linaie Paisy fechaenlas Fechaen la que se Caracteristicas

(OMS) J gue se detectaron  definieron como VOCs T [ G
Reino Unido, - . .

Alfa B.1.1.7 septiembre 2020 Diciembre 2020 Si No Si
Sudafrica, . . ,

Beta B.1.351 mayo 2020 Diciembre 2020 Si Si No
Brasil, . . .

Gamma P.1 noviembre 2020 Enero 2021 Si Si Si

Delta B1617.2 Mdia Mayo 2021 Si S s

octubre 2020

Sudafrica/Botsuana,

noviembre 2021 Noviembre 2021 Si Si No

Omicron B.1.1.529

G, impacto en la gravedad de la enfermedad; I, impacto en la evasion inmunoldgica/eficacia
vacunal; T, impacto en la transmisibilidad del virus.

Desde principios de 2022 hasta el afio 2023, se reportaron mas de 500 millones
de nuevos casos de COVID-19 a nivel mundial, registrandose mas de 1,5 millones de
muertes atribuibles en su mayoria a la variante Omicron del virus. Aunque los sintomas
de la infeccion producida por Omicron son menos graves y la mortalidad es menor
respecto a otras variantes, su alta transmisibilidad (hasta 9 veces mas contagioso que la
variante ancestral Wuhan-Hu-1) y su evasion a la respuesta de los anticuerpos

neutralizantes, la hacen una variante altamente preocupante (40-43).

30



Se han identificado mas de 60 mutaciones en el genoma de Omicron respecto a
la variante ancestral de Wuhan, la mayoria de ellas localizadas en el gen de la proteina S
(44). La evolucion répida y significativa en las regiones genomicas de la variante
Omicron ha dado lugar a la formacion de varias subvariantes, identificadas como BA.1,
BA.2, BA.3, BA.4 y BA.5. La subvariante BA.1 fue la primera en detectarse a finales
de 2021, presentando una transmisibilidad y una capacidad de evasion de la respuesta
inmunitaria generada por infecciones previas 0 vacunas, mayor que su predecesora,
Delta. BA.2 fue apodada como la variante “sigilosa” por su capacidad de evadir la
deteccion de algunos metodos de PCR en ciertos genes, debido a la carencia de una
deleccion en el gen S (45). Esta variante fue méas contagiosa que BA.1 lo que impulso
nuevas olas de contagio a principios de 2022 (46). La propagacion de la subvariante
BA.3 fue muy limitada, restringiéndose principalmente a Sudafrica. A partir del primer
trimestre de 2022, aparecieron las subvariantes BA.4 y BA.5, las cuales comparten una
gran cantidad de mutaciones en su secuencia genética. De todos los linajes Omicron,
BA.4 y BA.5 son los més transmisibles, ademéas de ser los que mejor evaden la
respuesta inmunitaria del huésped debido a las mutaciones L452Q, L452R y F486V

presentes en estas nuevas subvariantes (45,47).

4. Infeccidn viral y patogenia del SARS-CoV-2
4.1 Interaccion con el receptor ACE2

Los coronavirus se unen a los receptores de las células huésped a partir de las
proteinas de la espicula, que median la fusion de membranas y la entrada del virus en la
célula. En el caso del SARS-CoV-2, el principal receptor celular es la enzima

convertidora de angiotensina 2 (ACE2), al igual que sucede con el SARS-CoV (23,48).

En la subunidad S1 del SARS-CoV-2 se encuentra el dominio de unién al
receptor (RBD) cuya interaccion con el ACE2 va a dar lugar a la escision proteolitica en
la subunidad S1 N-terminal y la subunidad S2 C-terminal. Esta escision es catalizada
por la proteasa transmembrana serina 2 (TMPRSS2) y puede ser activada por furina o
proteasas similares a la furina. Para que se dé la interaccion entre el RBD y su receptor,
es necesario que el primero experimente un movimiento conformacional para exponer

los determinantes de union al receptor (estado abierto) (19). Asi, tras la unién al
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receptor, la escision proteolitica activa a la S2 haciendo posible la fusion de las
membranas del virus y la célula diana, seguida de la liberacion del ARN viral al

citoplasma de la célula (49).
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Figura 1.3. Entrada del SARS-CoV-2 en la célula huésped mediante la union de la proteina S al
receptor ACE2.

4.2 Expresion génica viral y sintesis de ARN

La liberacion del genoma del SARS-CoV-2 en el citoplasma de la célula permite
la traduccion de ORFla y ORF1b, ambos localizados en el extremo 5’ del genoma, para
la produccién de dos poliproteinas, ppla y pplb, respectivamente. 16 proteinas no
estructurales van a ser resultado de la traduccion de estas dos poliproteinas; entre ellas
se encuentra la ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp) y sus dos cofactores nsp7

y nsp8, que van a ser los encargados de la sintesis del ARN viral (50).

La replicacion del ARN viral se inicia con la sintesis de copias de material
gendémico completo de sentido negativo que funcionan como plantillas para la
generacion del ARN de sentido positivo. Ademas de la generacion de ARN completo, el
proceso discontinuo de sintesis del material genético da lugar a porciones mas cortas del
genoma denominadas ARN subgendmico (ARNsg). La traduccién del ARNsg da lugar

a las proteinas estructurales (S, M, E y N) y a las accesorias (22,51).

32



4.3 Ensamblaje y salida del virus

Las proteinas estructurales ya generadas se insertan en el reticulo
endoplasmatico (RE), desde donde viajan al compartimento intermedio RE-Golgi
(ERGIC) para el ensamblaje de nuevos viriones. La proteina M es imprescindible para
el ensamblaje, ya que interactla con el resto de proteinas estructurales. La proteina de la
nucleocapside se une al genoma de ARN viral para formar el complejo ARN-proteina
que se empagquetara en el virion. Después del ensamblaje en el ERGIC, los viriones
recién formados son transportados en vesiculas hacia la membrana plasmatica a través
de la via de secrecion de la célula. Estas vesiculas contienen las particulas virales y se
mueven hacia la superficie de la célula a través de un proceso mediado por el aparato de
Golgi. Una vez estos viriones alcanzan la membrana plasmatica, se liberan al exterior

mediante un proceso de exocitosis (14,52).

La patogenia de la infeccién por SARS-CoV-2 en humanos puede provocar
desde sintomas leves hasta problemas respiratorios graves. El virus se une a las células
del tracto respiratorio, donde comienza a replicarse hasta infectar las células alveolares.
Esta rapida replicacion puede activar una fuerte respuesta del sistema inmunolégico. En
algunos casos, esta respuesta excesiva, llamada ‘tormenta de citocinas', provoca un
sindrome de dificultad respiratoria aguda, lo que puede llevar a insuficiencia

respiratoria, siendo esta la principal causa de muerte en pacientes con COVID-19 (53).

5. Caracteristicas clinicas y epidemiologicas de la COVID-19

Los pacientes infectados por el SARS-CoV-2 presentan una amplia gama de
manifestaciones clinicas, que van desde una enfermedad leve o asintomatica hasta una
afeccion moderada, pudiendo evolucionar a una enfermedad grave, de rapida progresion
y fulminante. Los sintomas tipicos de la COVID-19 son fiebre, tos seca, mialgias y
fatiga y, en los casos mas graves, disnea y neumonia pudiendo ocasionar insuficiencia
respiratoria y la muerte. Otros sintomas menos frecuentes son la produccion de esputo,
dolor de cabeza, hemoptisis, diarrea, dolor de garganta, nauseas, vomitos y trastornos

del olfato (hiposmia) y del gusto (hipogeusia) (54-56).
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Todas las edades son susceptibles a la infeccion, sin embargo, las
manifestaciones clinicas difieren con la edad. En general, los individuos mayores de 60
afios con comorbilidades (hipertension, obesidad, diabetes, cancer, etc.) tienen mayor
probabilidad de desarrollar una enfermedad respiratoria grave que requiera
hospitalizacion. Por otra parte, los nifios y adultos jovenes suelen presentar infecciones
asintomaticas o leves, aunque no estan exentos de sufrir un episodio grave relacionado
con la COVID-19 (57-59). El periodo de incubacion del virus es de unos 5 dias y la
enfermedad grave suele desarrollarse unos 8 dias después del inicio de los sintomas
(57). En general, la enfermedad suele autolimitarse, pero en un pequefio porcentaje de
infectados por el SARS-CoV-2, pueden persistir los sintomas durante semanas, meses e
incluso afos; lo que se conoce como 'long COVID' (60).

La transmision temprana del SARS-CoV-2 en Wuhan en diciembre de 2019 se
vincul6 inicialmente al mercado mayorista de mariscos de Huanan, sugiriéndose asi,
como la fuente del brote. Posteriormente, se confirmd la transmisibilidad de persona a
persona lo que contribuyd a la propagacion rapida del virus (1,4-6). Se ha estimado un
naumero basico de reproduccion (RO) de 2,5 (que oscila entre 1,8 y 3,6) para el SARS-
CoV-2, aunque debido a la dificultad de deteccion que presentan las infecciones
asintomaticas, este nimero podria ser mayor. En general, se acepta que el SARS-CoV-2
es mas transmisible que el SARS-CoV y el MERS-CoV (61). La transmisién suele
darse por contacto con las secreciones nasales, orales y de la mucosa ocular del paciente
infectado, asi como la transmisién directa por inhalacion de gotitas cuando el paciente
tose o estornuda (4,62). Varios estudios han confirmado la presencia de cargas virales
altas en el tracto respiratorio superior de pacientes sintomaticos o asintomaticos, sin
diferencias significativas entre ellos, lo que convierte a los individuos que no presentan
sintomas en reservorios perfectos y contribuye a la propagacion del virus, suponiendo

un desafio para el control de la infeccion por SARS-CoV-2 (63,64).

6. Diagndstico
6.1 Diagnostico mediante la deteccidn de acidos nucleicos

Para controlar la propagacion del SARS-CoV-2 es imprescindible realizar un
diagndstico temprano. La deteccion del ARN del virus en muestras nasofaringeas y
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orofaringeas mediante el método de reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa
con transcripcion inversa (RT-qPCR) sigue siendo el “gold standard” para el
diagndstico de la infeccion activa. Los Kits comercializados suelen tener como diana a
los genes S, N, E u ORF1ab (incluido RdRp) (10,65-67). Es importante tener en cuenta
el factor del tiempo en el diagnostico mediante PCR debido a que la carga viral tiende a

ir disminuyendo a lo largo de las semanas tras el inicio de los sintomas (68).
6.2 Diagnostico radioldgico

La tomografia computarizada de térax, también puede servir para complementar
el diagnostico de la infeccién por SARS-CoV-2. Las opacidades en vidrio esmerilado
multilobares bilaterales con una distribucién periférica o posterior, suelen ser

caracteristicas en la infeccion respiratoria por el virus (69).
6.3 Diagnostico mediante la deteccidn de antigenos

Las pruebas de antigenos, a diferencia de los métodos basados en PCR, detectan
componentes virales o el virus directamente sin necesidad de amplificacion térmica. Los
inmunoensayos de flujo lateral, a partir de muestras tomadas de la nasofaringe, son
capaces de detectar la proteina N del SARS-CoV-2, ofreciendo un resultado claro en
cuestion de minutos. A pesar de que las pruebas de antigenos tienen menor sensibilidad
en comparacién con la PCR y dependen de la cantidad de virus presente, su rapidez,
bajo costo y facilidad de uso las convierten en una opcion viable para el diagnostico en

el lugar de asistencia al paciente (“point-of-care-testing”). (70,71)
6.4 Diagndstico seroldgico

Los métodos de diagndstico seroldgico tienen como objetivo la deteccién de
anticuerpos frente al SARS-CoV-2 en muestras de suero. Un anticuerpo es una proteina
producida por el sistema inmunitario en respuesta a un antigeno. Existen cinco clases de
anticuerpos: IgM, IgD, IgG, IgA e IgE, aunque el diagndstico serologico de las

enfermedades infecciosas se centra principalmente en la deteccion de IgM e IgG.

En el caso del SARS-CoV-2 existen numerosas técnicas comercializadas para la
deteccidn y cuantificacion de anticuerpos. Estas varian en el disefio, caracteristicas de
rendimiento, las clases de inmunoglobulina detectadas y el antigeno del SARS-CoV-2 al
que se dirigen (S o N) (72,73). Las técnicas dirigidas frente al antigeno N detectan
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anticuerpos especificos tras la infeccion natural por SARS-CoV-2, mientras que
aquellas que tienen a la proteina S como diana, son Utiles para medir la respuesta
inmunitaria tras la vacunaciéon o infeccion natural (74). Una de las plataformas mas
utilizadas en el diagndstico  serolégico es el inmunoensayo de
electroquimioluminiscencia (ECLIA), que presenta una sensibilidad y especificidad
mayores que el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA). Mientras que el
ELISA se basa en una reaccion enzimética en la que una enzima unida al anticuerpo o
antigeno convierte un sustrato en un producto detectable, como un cambio de color; en
ECLIA, los anticuerpos son marcados con un reactivo electroquimioluminiscente que
produce una sefial luminosa cuando se produce la reaccion antigeno-anticuerpo. Cada
ECLIA tiene caracteristicas especificas, como el tipo de inmunoensayo, el rango de
medicion y el tipo de antigeno utilizado. La estandarizacion por parte de la OMS en

BAU/mL permite una mayor comparabilidad entre los inmunoensayos.

Existe una diferencia interindividual significativa en los niveles y la apariencia
cronoldgica de los anticuerpos en los pacientes con COVID-19, pero se ha observado
una mediana de seroconversion de aproximadamente dos semanas, donde IgM e 1gG
suelen aparecer de forma casi simultanea (10-13 y 12-14 dias, respectivamente).
Ademaés, se han descrito niveles maximos para IgM e IgG en la semana 2-3 y 3-6,
respectivamente, tras el inicio de los sintomas (75-77) que van disminuyendo para
desaparecer, en el caso de IgM alrededor de la semana 6-7, mientras que se siguen

manteniendo niveles altos de 1gG (75,78).

7. Respuesta inmunitaria a la infeccion por SARS-CoV-2

Se ha demostrado que la répida y descontrolada replicacién viral del SARS-
CoV-2 puede evadir la activacion del sistema inmunitario innato del huésped en las
primeras etapas de la infeccion. Esto resulta en una produccion desmesurada de
interferon en los pulmones que podria contribuir a la tormenta de citoquinas y al dafio

tisular que caracteriza los casos graves de COVID-19 (49).

La respuesta celular frente a la infeccion se inicia cuando los PAMPs virales
(patrones moleculares asociados a patdgenos) son reconocidos por los PRRs (receptores

de reconocimiento de patrones). Esto activa una cascada de sefiales que genera una
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produccién elevada de interferones tipo I 'y 1l (IFN-I-111) y una respuesta inflamatoria
generalizada. Estos interferones y sus sefiales secundarias son esenciales para controlar
la infeccion en sus fases iniciales; sin embargo, el SARS-CoV-2 posee mecanismos que

bloguean la activacién y la funcién antiviral de los mismos (49,79).

Las respuestas de células T CD4" (colaboradoras) y CD8" (citotoxicas), y de
células B productoras de anticuerpos, juegan un papel imprescindible en la proteccién
frente la infeccion y gravedad de la enfermedad (80,81). Numerosos estudios han
respaldado la utilidad de los anticuerpos dirigidos contra la proteina S del SARS-CoV-
2, en particular aquellos que muestran actividad neutralizante obtenida tras la
vacunacion o infeccion natural (82-84). Los anticuerpos neutralizantes del SARS-CoV-
2 (NtAb) son inmunoglobulinas altamente especificas dirigidas principalmente a la
region RBD de la proteina S del virus, aunque algunas pueden reconocer el dominio N-
terminal se la subunidad S1 (NTD). Su funcidn es la de bloquear la interaccion virus-
receptor celular y, por lo tanto, la entrada viral en la célula huésped (85). Existen
diversos ensayos de neutralizacion de virus, aunque el Ensayo de Neutralizacion por
Reduccion de Placas (PRNT) sigue siendo el “gold standard” debido a su alta
sensibilidad, especificidad y capacidad para medir la neutralizacion directa del virus
infeccioso. Sin embargo, este método, ademas de ser laborioso y requerir varios dias
para su realizacion, necesita un laboratorio de bioseguridad de nivel 3 (BSL-3), lo que

lo hace inviable para el uso rutinario en los servicios de microbiologia.

Por otro lado, a diferencia de los anticuerpos dirigidos contra la nucleocépside
del SARS-CoV-2, que no son funcionalmente relevantes para conferir proteccion o
inmunidad frente a la infeccion, es probable que, al menos, una proporcion de los
anticuerpos dirigidos contra la proteina S desempefien la funcién de anticuerpos

neutralizantes.

Por ello, es fundamental que los inmunoensayos que detectan y cuantifican
anticuerpos dirigidos a la proteina S del SARS-CoV-2, aplicables en la actividad diaria
de un laboratorio de microbiologia, presenten una alta correlacion con los ensayos de
neutralizacion. En este contexto, diversos estudios han evaluado la relacion entre los

resultados de distintos ensayos de deteccion de anticuerpos contra la proteina S del
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SARS-CoV-2 y los ensayos de neutralizacion del virus, mostrando altos grados de
correlacion entre ellos (rho: 0,72-0,94) (74,86,87).

La identificacion de un correlato de proteccion (CoP) para enfermedades
prevenibles por vacunacion es de gran importancia tanto para el paciente individual
como para la salud pablica. A nivel individual, los médicos pueden utilizar esta
informacién para evaluar el estado inmunoldgico de una persona y decidir si es
necesaria la vacunacion o una dosis de refuerzo, especialmente en aquellos que tienen
mayor riesgo de contraer la enfermedad. Desde la perspectiva de salud publica, contar
con un CoP y un umbral de proteccion definido permite medir de manera mas precisa la
inmunidad en la poblacidn, lo que facilita la planificacion y evaluacion de las estrategias
de vacunaciéon (86). Aunque los NtAb pueden servir como CoP, aun no se ha
establecido un umbral estandarizado que proteja frente a la infeccién por el SARS-CoV-
2. Sin embargo, numerosos estudios han demostrado que niveles elevados de
anticuerpos anti-SARS-CoV-2, inducidos por la infeccion o la vacunacion, se
correlacionan con un menor riesgo de enfermedad sintomatica posterior y, por

consiguiente, con un menor riesgo de COVID-19 grave (82,87-89).

La respuesta y la cinética de los anticuerpos anti-SARS-CoV-2 generados
unicamente por la infeccion previa pueden variar drasticamente como resultado de
multiples factores, entre ellos la gravedad de la enfermedad, la edad, el estado
inmunoldgico y la metodologia del ensayo (90-92). Sin embargo, varios estudios
demuestran que la inmunidad hibrida, es decir, aquella que resulta de la combinacién
entre infeccion y vacunacion, es mas robusta y eficaz, generando mayores niveles de
NtAb y perdurando més a lo largo del tiempo (86,93). No obstante, se desconoce el
tiempo que puede durar la proteccion contra la infeccién o la enfermedad, suponiéndose

variable segun la variante del virus implicada.

8. Vacunas frente a la COVID-19

La necesidad urgente de desarrollar vacunas contra la COVID-19 durante el
transcurso de la pandemia ha sido esencial para prevenir infecciones, controlar la
propagacion de la enfermedad y limitar su recurrencia. Ademas, la vacunacion contra el

SARS-CoV-2 ha demostrado ser muy eficaz en la prevencion de las complicaciones
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derivadas de la COVID-19 causadas por las variantes que suceden a Wuhan-Hu-1 vy las
subvariantes emergentes de interés (94,95). La vacunacion genera respuestas fuertes en
el centro germinal, lo que da lugar a la produccion de celulas B maduras, como las
células plasmaticas de larga duracion y las células B de memoria. Estas células

producen anticuerpos especificos y de alta afinidad contra el antigeno del virus (96,97).

El desarrollo de vacunas contra la COVID-19 se basa principalmente en siete
plataformas, que pueden clasificarse en tres tipos diferentes segun la clase de antigeno
empleado (98). El primer tipo se basa en la proteina producida in vitro, e incluye las
vacunas VLP, que contienen particulas virales sin &cido nucleico; y las vacunas de
subunidades proteicas, que contienen la proteina S o el RBD expresados in vitro. Las
vacunas pertenecientes al segundo tipo se basan en el gen del antigeno expresado in
vivo, y estas son las vacunas de vector viral, que utilizan virus (normalmente
adenovirus) modificados con defectos de replicacién que Illevan el ARNm de la proteina
S o el RBD; vy las vacunas de ARNm o ADN con secuencias de ARNm/ADN de la
proteina S o el RBD. El tercer tipo se basa en el virus al completo, e incluye las vacunas
de virus inactivados y las de virus atenuados (99). Estas vacunas pueden inducir
anticuerpos neutralizantes para proteger a los receptores de la invasion viral. Ademas,
varias de ellas también producen respuestas de células Thl, generandose células T y B
de memoria especificas de antigeno, lo que es importante para la proteccion a largo
plazo (100,101). En la actualidad, las principales vacunas comercializadas se basan en
el ARN mensajero, vectores adenovirales, virus inactivados y subunidades proteicas,

cuyo mecanismo de accion viene representado de forma gréfica en la figura 1.4.
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Figura 1.4. Representacion grafica de los mecanismos de accion de las principales vacunas
comercializadas contra la COVID-19.
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8.1 Vacunas de ARNm

Las vacunas de ARNm se basan en ARNmM encapsulado por vectores
(generalmente nanoparticulas lipidicas) que lo protegen y facilitan su entrada en las
células una vez que la vacuna es inyectada. Una vez dentro de la célula, el ARNm es
traducido en los ribosomas de la célula huésped, dando lugar a la formacién y posterior
exposicion de la proteina S del SARS-CoV-2. La OMS ha aprobado dos tipos de vacuna
de ARNm: la vacuna BNT162b2 (Comirnaty) de Pfizer/BioNTech y la vacuna mRNA-
1273 (Spikevax) de Moderna/NIAD. Las dos presentan una eficacia mayor al 90%
frente a la COVID-19 sintomaética, aunque esta puede disminuir con las subvariantes
emergentes. Se ha demostrado que las vacunas de ARNm pueden inducir fuertes
respuestas de células Th1l y de células B en el centro germinal, lo que da lugar a células
plasmaticas de larga duracion y células B de memoria con la consecuente produccion de
anticuerpos neutralizantes (102,103). La miocarditis ha sido descrita por varios estudios
como el efecto adverso méas importante de este tipo de vacunas, aunque suele cursar de

forma leve y a resolverse sin complicaciones graves (104,105).
8.2 Vacunas basadas en vectores virales

Las vacunas de vectores virales se basan en virus modificados con replicacion
atenuada que transportan el material genético correspondiente a proteinas o polipéptidos
virales (106). Los vectores més utilizados son los adenovirus, seguidos del virus de la
estomatitis vesicular, que al ingresar a la célula huésped liberan la informacion genética
para producir la proteina S completa. En la actualidad, las principales vacunas
comercializadas de este tipo son: la vacuna AZD1222 (Vaxzevria) de la Universidad de
Oxford/AstraZeneca, la vacuna Ad26.COV2.S (Jcovden) de Janssen/Johnson &
Johnson y la vacuna Sputnik V de Gamaleya. Al igual que en el caso de las vacunas de
ARNmM, las vacunas basadas en vectores virales también pueden inducir respuestas de
células Thl. Entre las complicaciones que pueden mostrar se destaca la
trombocitopenia, por lo que es probable que en ciertos pacientes sea necesario medir
niveles de plaquetas en sangre (107). La vacuna de Janssen es la Unica cuya pauta
vacunal completa comprende una Unica dosis, presentando un 66% de eficacia frente a
la enfermedad sintomatica, algo menor que el 81% de AstraZeneca o el 92% de la
vacuna Sputnik V (108).
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8.3 Vacunas de subunidades proteicas

Las vacunas de subunidades proteicas se basan en proteinas o péptidos virales
formados utilizando diversos sistemas de expresion celular, como bacterias, levaduras,
insectos o células de mamiferos (98,106). Este tipo de vacunas se pueden clasificar en
vacunas recombinantes de proteina S completa o de RBD. NVX-CoV-2373
(Nuvaxovid) de Novavax/CEPI presenta la proteina S de longitud completa con una
conformacién de prefusion, expresada en células de insecto (99). Esta vacuna, puede
inducir un mayor titulo de NtAb que las vacunas de vector viral o virus atenuados y
presenta una eficacia de méas del 90%. Debido al alto peso molecular de la proteina S su
capacidad de expresion es baja en comparacion con el RBD, aunque este Gltimo carece

de otros epitopos inmunes presentes en la proteina de la espicula (108,109).
8.4 Vacunas de virus inactivados

Las vacunas de virus inactivados se producen tras la inactivacion de virus
cultivados in vitro con reactivos quimicos. Al utilizar el virus completo como
inmundgeno, se genera una gama mas amplia de anticuerpos dirigidos frente a una
mayor variedad de epitopos (98). Sin embargo, la necesidad de este tipo de vacunas de
realizarse en un laboratorio de bioseguridad de nivel 3 o superior, limita su produccion.
Actualmente, estan comercializadas 3 tipos de vacunas de virus atenuados: la vacuna
BBIBP-CorV de Sinopharm, la vacuna CoronaVac de Sinovac Biotech y la vacuna
BBV152 (Covaxin) de Bharat Biotech; con un 78%, 51% y 78% de eficacia
respectivamente frente a la COVID-19 sintomatica (108,110).

Actualmente, las recomendaciones de vacunacion contra la COVID-19 del
Ministerio de Sanidad de Espafia comprenden a: personas mayores de 60 afios y
aquellas que viven en residencias o centros de atencion de larga estancia; embarazadas
en cualquier trimestre y mujeres en el puerperio; nifios de 6 meses a 12 afios con
condiciones de alto riesgo, como inmunodeficiencias, trasplantes, enfermedades
cardiacas o respiratorias graves, y otras patologias crénicas; adultos y adolescentes
mayores de 12 afios con comorbilidades; y trabajadores de la salud o aquellos que

convivan con personas de alto riesgo (111).
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9. Tratamiento frente a la COVID-19

Existen dos grandes categorias en el tratamiento contra la COVID-19, cuyo
potencial terapéutico depende en gran medida de la fase de la enfermedad: los agentes

antivirales y las terapias dirigidas al huésped.

Entre los agentes antivirales destacan los inhibidores de la polimerasa, los
inhibidores de la proteasa, los inhibidores de nucle6sidos y nucledtidos de la
transcriptasa inversa, los inhibidores de la entrada y otros antivirales. Uno de los
antivirales mas utilizados durante la pandemia ha sido el remdesivir, un profarmaco de
nucleotidos que actla inhibiendo la actividad de la ARN polimerasa. Sin embargo, su
eficacia clinica sigue siendo controvertida (112). Paxlovid, una combinacion de
nirmatrelvir y ritonavir, actia inhibiendo la proteasa del virus. Este farmaco esta
indicado en la fase inicial de la enfermedad (con un méximo de 5 dias desde el inicio de
los sintomas) para aquellos pacientes con un riesgo alto de desarrollar una COVID-19

grave.

En el caso de que la enfermedad progrese a la fase pulmonar o moderada, el
tratamiento se enfoca en reducir la inflamacion del paciente mediante el uso de
corticosteroides y en mejorar la oxigenacion. Puede ser necesario el empleo de
anticuerpos monoclonales, como el tocilizumab (anti-IL6R), o de inhibidores de la JAK,
como el baricitinib, para disminuir la respuesta inflamatoria en forma de “tormenta de

citoquinas” (113).

El 25 de marzo de 2022, la Comision Europea autorizé la comercializacién de
Evusheld (AZD7442), una combinacion de los anticuerpos monoclonales cilgavimab y
tixagevimab, para la profilaxis pre-exposicion de la COVID-19. Este tratamiento esta
indicado para personas con alto grado de inmunosupresion que no responden
adecuadamente a la vacunacion y para alérgicos a los componentes de la vacuna, que no
han sido infectados previamente por el SARS-CoV-2, cuya infeccion por el virus podria
resultar en una COVID-19 grave. Hasta ahora, se ha establecido un umbral de
anticuerpos frente a la proteina S de 260 BAU/ml para diferenciar entre una respuesta
adecuada o inadecuada a la vacunacion. Sin embargo, este valor se establecio a partir de
un estudio realizado en el contexto de la cepa original de Wuhan, por lo que podria no

ser plenamente aplicable a las variantes actuales. Por todo ello, ademas de valorar la
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cuantificacion de los titulos de anticuerpos frente a la proteina S, se propone tener en
cuenta el grado de inmunosupresion y el riesgo individual de infeccion del paciente.
Segun estudios iniciales, Evusheld podria reducir el riesgo de sufrir una enfermedad
sintomatica por SARS-CoV-2 hasta en un 77% (114,115).
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1. HIPOTESIS

La respuesta de anticuerpos funcionales resultante de la vacunacion o infeccion por
SARS-CoV-2 podria ser mayor frente a la cepa de Wuhan que contra las nuevas
variantes de Omicron. Ademas, los inmunoensayos de electroquimioluminiscencia para
la deteccion y cuantificacion de anticuerpos dirigidos frente a la proteina S podrian
mostrar discrepancias en los resultados analiticos segun la variante del virus estudiada y

del estado de vacunacion e infeccion de los individuos.
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1. OBJETIVOS

Los estudios de seroprevalencia realizados previamente a la aparicion de la
variante Omicron en Espafia aportaron informacion valiosa sobre la magnitud de la
transmision del virus en el pasado y fueron clave para comprender la evolucion de la
pandemia y orientar la toma de decisiones en salud publica (116-118). En el contexto
actual, con la mayoria de la poblacion vacunada, resulta relevante evaluar la respuesta
inmune, tanto humoral como celular, frente a la subvariante Omicron BA.1 en la
Comunidad Valenciana, con el objetivo de obtener resultados aplicables al conjunto del
territorio espafiol. Ademas, la inmunidad humoral resultante de la combinacion de
vacunacion e infeccion por el SARS-CoV-2 (inmunidad hibrida) se presupone mas
fuerte y robusta que la generada mediante vacunacion o infeccion por si solas (86,119—
121). Sin embargo, la aparicion de subvariantes con mayor capacidad de escape a los
anticuerpos neutralizantes (NtAb) hace necesario validar esta afirmacion. Son
numerosos los estudios que respaldan el papel crucial de los anticuerpos que se unen a
la proteina S del SARS-CoV-2, especialmente los NtAb, en la proteccion contra la
infeccion y el desarrollo de la COVID-19 (82-84,87,122). La deteccion y cuantificacion
de estos anticuerpos son, por lo tanto, esenciales para evaluar el estado inmunitario
frente al SARS-CoV-2 y pueden ayudar a determinar la necesidad de una dosis de
vacuna de refuerzo o anticuerpos monoclonales en poblaciones vulnerables (114). Se
han comercializado numerosos inmunoensayos que detectan y cuantifican anticuerpos
dirigidos frente a la espicula del SARS-CoV-2 y que difieren en disefio analitico, clase
de inmunoglobulina medida y naturaleza del antigeno; lo que puede generar una
diferencia notable a nivel de rendimiento analitico. Ademas, la correlacion con los NtAb
del virus también puede diferir dependiendo del inmunoensayo utilizado (123,124).
Estas diferencias, sumadas al estado variable de vacunacién e infeccion por el virus en
la poblacién, pueden generar resultados discordantes tanto cualitativos como
cuantitativos. Por ello, es fundamental evaluar el rendimiento de estas plataformas
seroldgicas. Por otro lado, La medicion de los NtAb utilizando virus o pseudotipos de
SARS-CoV-2 puede resultar muy laboriosa y poco factible para la gran mayoria de los
laboratorios de microbiologia clinica. La razonable correlacion entre los anti-RBD y los
NtAb hace posible la elaboracion de un modelo que pueda predecir niveles de anti-RBD
asociados con la presencia de actividad neutralizante.
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En el contexto anterior, nos planteamos los siguientes objetivos:

1. Evaluar la respuesta inmune de la poblacion general de la

Comunidad Valenciana tras la aparicion de la subvariante Omicron BA.1

a) Determinar la incidencia acumulada de infeccion por SARS-CoV-2.
b) Analizar el impacto de la vacunacién contra la COVID-19 y de la infeccion natural

en el estado inmunitario humoral y celular de los participantes.

2. Comparar el rendimiento analitico de dos inmunoensayos utilizados
para la deteccion y cuantificacion de anticuerpos dirigidos frente a la
proteina S del SARS-CoV-2.

a) Evaluar la concordancia cualitativa y cuantitativa entre ambos inmunoensayos segln
el estado de vacunacion e infeccidn de los participantes.
b) Analizar la correlacion entre los anticuerpos cuantificados por ambos inmunoensayos

y los titulos de anticuerpos neutralizantes frente a distintas (sub)variantes del virus.

3. Analizar la actividad neutralizante de los sueros de individuos

vacunados frente a nuevas subvariantes del SARS-CoV-2.

a) Comparar las respuestas de anticuerpos neutralizantes contra las subvariantes
Omicron BA.4/5 y la variante original Wuhan-Hu-1 en individuos vacunados con y sin
infeccion previa por SARS-CoV-2.

b) Analizar si la inmunidad hibrida genera una respuesta inmune mas robusta frente a

Omicron BA.4/5 que la generada por la vacunacion por si sola.

4. Elaborar un modelo para predecir la actividad neutralizante sérica
frente a distintas subvariantes del virus en la poblacién general a partir de

parametros simples.

a) Establecer un umbral de anticuerpos totales anti-RBD capaz de discriminar
eficazmente entre individuos con actividad neutralizante detectable contra las
subvariantes BA.2 y BA.4/5.

b) Desarrollar un modelo de aprendizaje automatico y evaluar su precision vy

aplicabilidad en cohortes externas.
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IV. METODOLOGIA

1. Poblacion y disefio del estudio

Los diferentes estudios presentes en esta tesis doctoral incluyeron a sujetos de la
poblacién general pertenecientes a las distintas zonas de atencién primaria (ZAP) del
Sistema Valenciano de Salud (SVS), exceptuando al segundo trabajo en el que también
se incluyeron pacientes ingresados en el Hospital Clinico Universitario de Valencia
(HCUV). Tanto el primer trabajo como la cohorte de entrenamiento del ultimo,
comparten la misma poblacion de estudio. Asi mismo ocurre con la tercera publicacion
y la cohorte de validacién del cuarto articulo, cuyos integrantes se seleccionaron de un

mismo estudio de seroprevalencia.

El primero de ellos (Camacho J, Giménez E. J Med Virol. 2022) corresponde a
un estudio transversal prospectivo de ambito regional llevado a cabo en abril de 2022,
después de que la variante Omicron BA.1 se hubiera extendido ampliamente dentro de
la Comunidad Valenciana (CV). Se calculé un tamafio muestral de 998 participantes
para alcanzar una precision de +1% suponiendo una prevalencia de anticuerpos anti-
RBD en la poblacion general del 95% y un nivel de confianza del 90%. De los 1043
participantes elegibles, se incluyeron finalmente 931 en el estudio, excluyéndose a los
restantes por falta de asistencia o por una cantidad insuficiente de suero para el analisis.
De las 241 ZAP que conforman el Sistema Valenciano de Salud, se excluyeron 46 con
una poblacion menor a los 8.000 habitantes (principalmente areas remotas donde la
extraccion de sangre no se realiza a diario) y de las 195 restantes se seleccionaron 100
centros al azar para simplificar la logistica de transporte de las muestras. A cada ZAP se
le asignd una fecha concreta en la que recoger entre 8 y 17 muestras en funcién del

tamafio de la poblacién atendida estratificada por edad y sexo.

Un total de 797 individuos pertenecientes al Departamento de Salud Clinico-
Malvarrosa se incluyeron en el segundo trabajo (Camacho J, Albert E. J Med Virol.
2022), de caréacter retrospectivo, entre enero de 2021 y abril de 2022. Para el tercer y
cuarto articulo (Camacho J, Zulaica J. J. Infect. 2023; Camacho J, Albert E. J Med

Virol. 2023) se seleccionaron 130 y 787 participantes de un estudio de seroprevalencia
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(analogo al primer articulo) que tuvo lugar en octubre de 2022. Ademas, la base de
datos de la cohorte de entrenamiento del Machine Learning (ML) de este Gltimo estudio

se construyo en el marco del primer trabajo ya mencionado.

El nimero concreto de sujetos incluidos en cada trabajo y las fechas en las que
se recepcionaron las muestras en el laboratorio del Servicio de Microbiologia del
HCUV se resumen en la Tabla IV.1.

Tabla IV.1. Caracteristicas metodoldgicas: tipo de estudio, nimero de sujetos incluidos,
namero de muestras de suero y fecha de recepcion de muestras.

. . N° de N° de muestras Fecha_, de

Estudio Tipo . recepcién  de
sujetos de suero
muestras
Camacho J, Giménez
’ Prospectivo 931 931 Abril 2022

E. J Med Virol. 2022 P
Camacho J, Albert E. ) Enero 2021 -
J Med Virol. 2022 Retrospectivo 797 1176 Abril 2022

ho J, Zulaica J.
Camacho J, Zulaica J. - p o bectivo 130 130 Octubre 2022

J Infect. 2023

Camacho J, Albert E. . Abril 2022 vy
3 Med Virol. 2023 Retrospectivo 931y 787 931y 787 Octubre 2022

La totalidad de las caracteristicas clinicas y demogréaficas de los integrantes que
conforman los trabajos se encuentran detalladas en las tablas correspondientes a cada

una de las publicaciones.

2. Muestras
2.1 Muestras de suero

Se recogié una muestra de sangre por paciente en tubos con gel separador (BD
Vacutainer SST Il Advance) que fueron posteriormente centrifugados a 3.500 rpm
durante 10 minutos para la obtencion del suero y su procesamiento en las primeras 24
horas. Los sueros se conservaron a 4°C hasta la realizacién de las pruebas. A diferencia
de los demas articulos, en el segundo (Camacho J, Albert E. J Med Virol. 2022) se

utilizaron muestras de pacientes ingresados en el HCUV (algunos con varias muestras

56



analizadas) en los que las determinaciones seroldgicas se realizaron a peticion del

meédico o de las autoridades de salud puablica.
2.2 Muestras de sangre total

Para el estudio de seroprevalencia que tuvo lugar en abril de 2022 (Camacho J,
Giménez E. J Med Virol. 2022) se recogi6 un tubo adicional de 5 cc con heparina sédica
(BD Vacutainer) de aquellos pacientes a quienes se les extrajo sangre por prescripcion
médica, independientemente del motivo, y que cumplian con los criterios de seleccion

de edad y sexo asignados a cada centro.

3. Definiciones

Los participantes se agruparon en las siguientes categorias en funcion de si
habian presentado una infeccion previa por SARS-CoV-2 y el estado de vacunacion
frente a la COVID-19:

1. Vacunados con infeccién previa (Vac-Ex): individuos vacunados con un
resultado positivo en una prueba diagnostica de infeccion activa (PDIA), ya sea
mediante un test de deteccidn de antigenos dirigidos a la proteina N o RT-PCR, y/o con
evidencia seroldgica de infeccion previa (presencia de anticuerpos anti-SARS-CoV-2
IgG de nucleocépside). También se incluyd como criterio de infeccion previa la

presencia de anticuerpos totales anti-SARS-CoV-2 S RBD en personas no vacunadas.

2. Vacunados/naive (Vac-N): sujetos vacunados sin registro o evidencia
seroldgica de infeccion previa por SARS-CoV-2.

3. No vacunados con infeccion previa (Unvac-EX): poblacion no vacunada con

antecedentes o pruebas seroldgicas de infeccion previa por SARS-CoV-2.

4. No vacunados/naive (Unvac-N): poblacion no vacunada sin antecedentes o

pruebas seroldgicas de infeccién por SARS-CoV-2.

Para determinar los antecedentes de infeccion previa por SARS-CoV-2 se
consulté el registro de la Red de Vigilancia Microbioldgica de la Comunidad
Valenciana (RedMIVA) mientras que el estado de vacunacion de los participantes se
obtuvo del registro de vacunacion de la CV. Para el cuarto articulo (Camacho J, Albert
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E. J Med Virol. 2023) se hizo una subclasificacion de los sujetos en funcion de la pauta
de vacunacién que habian recibido, para ello se estratificaron en: 1) no vacunados, 2)
vacunados sin dosis de refuerzo (incluyendo a los participantes con calendarios de
vacunacion completos e incompletos), 3) vacunados completamente con dosis de
refuerzo homologa, 4) vacunados completamente con dosis de refuerzo heter6loga. Se
entiende como vacunacion completa aquella en la que se han administrado dos dosis de
las vacunas Comirnaty (Pfizer/BioNTech), Spikevax (Moderna), Vaxzevria
(AstraZeneca), CoronaVac (Sinovac) o Sputnik V (Gamaleya); o una de Jcovden
(Janssen) (125).

4. Ensayos inmunoldgicos

4.1 Inmunoandlisis para la determinacion cuantitativa de anticuerpos
contra la proteina S de SARS-CoV-2

4.1.1 Los anticuerpos totales contra el RBD del SARS-CoV-2 en suero se
cuantificaron con el ensayo de Elecsys® Anti-SARS-CoV-2 S (Roche Diagnostics,
Pleasanton, CA, USA) en el inmunoanalizador Cobas e801. Este inmunoensayo de
electroquimioluminiscencia en sandwich (ECLIA) detecta anticuerpos totales (IgG,
IgM, IgA) dirigidos contra el RBD de la proteina S de SARS-CoV-2. Segun el
fabricante, el rango de cuantificacion es de 0,4 a 25.000 BAU/ml (dilucién 1/100) y se
utiliza 0,8 BAU/mI como punto de corte de positividad del ensayo. El ensayo muestra
linealidad hasta 50.000 BAU/mlI con una dilucién 1/200.

4.1.2 Para el segundo articulo (Camacho J, Albert E. J Med Virol. 2022) se
empled, ademéas, un inmunoensayo de quimioluminiscencia indirecto, el LIAISON®
SARS-CoV-2 TrimericS IgG (DiaSorin S.p.A), que detecta anticuerpos IgG contra la
proteina S en su conformacidn trimérica. Este test se realiza a partir de una fase solida
constituida por particulas magnéticas recubiertas con una proteina S recombinante de
SARS-CoV-2 y un reactivo conjugado que contiene un anticuerpo monoclonal de raton
anti-IgG humano unido a un derivado de isoluminol. La prueba se realiza en el
inmunoanalizador automatizado LIAISON® XL y el rango de cuantificacion de esta

técnica es de 4,81 a 2.080 BAU/mI, mientras que el punto de corte de positividad se
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establece en 33,8 BAU/mI. Segun el fabricante, el ensayo mantiene linealidad hasta
41.600 BAU/mI con una dilucién 1/20.

Cabe destacar que en el momento del estudio ambas técnicas estaban calibradas
segun el estandar internacional de la OMS (IS; NIBSC 20/136). Los sueros que
arrojaron valores de BAU/mI por encima del limite de cuantificacion de ambas técnicas
se diluyeron apropiadamente y se volvieron a analizar. Ambos andlisis se realizaron en
el Servicio de Microbiologia del HCUV en las 24 horas siguientes a la recogida de las

muestras.

4.2 Inmunoandlisis para la determinacion cualitativa de anticuerpos contra
la proteina N de SARS-CoV-2

Los anticuerpos 1gG reactivos contra la nucleocdpside (N) se midieron
utilizando el ensayo Elecsys® Anti-SARS-CoV-2 (Roche Diagnostics, Pleasanton, CA,
USA) en el inmunoanalizador Cobas e801. Este, al igual que los anteriores ya
comentados, también se trata de un inmunoensayo de electroquimioluminiscencia que
utiliza una proteina recombinante que representa el antigeno N de SARS-CoV-2 en un
formato de ensayo en sandwich de doble antigeno, que favorece la deteccién de
anticuerpos de alta afinidad contra el virus. El principio del test viene representado en la

Figura IV.1. Un indice de corte (COI) mayor o igual de 1.0 se considero reactivo.

Muestra de suero é
" Y ‘* 9 min ﬁ 9 min
Antigeno Microparticulas Medicion

(RBD/N) Antigeno recubiertas de
biotinilado (R?Dlmdj estreptavidina
rutenilado

Figura IV.1. Principio del ensayo de quimioluminiscencia de Roche para la deteccidn
cuantitativa y cualitativa de anticuerpos contra la proteina Sy N de SARS-CoV-2.

4.3 Ensayo de neutralizacion del virus

Los anticuerpos neutralizantes (NtAb), dirigidos contra la proteina S, se
analizaron utilizando un virus de la estomatitis vesicular (VSV) pseudotipado con la

espicula de la variante o subvariante de estudio, el cual expresaba la proteina
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fluorescente verde (GFP). El analisis siguid un protocolo previamente publicado,

adaptado con varias modificaciones (126,127).

En primer lugar, para mejorar la eficiencia de la pseudotipificacion, se
eliminaron 19 aminoacidos de la region C-terminal mediante PCR en un plasmido que
codifica el gen de la espicula del virus de Wuhan, con codones optimizados (pCG1-
Wuhan-S). De manera similar, se modificaron plasmidos disponibles comercialmente
que codifican genes de la espicula BA.1 (Genscript) y BA.2 (InvivoGen) con codones
optimizados para eliminar los 19 y 18 aminoacidos terminales, respectivamente. El
marco de lectura abierto (ORF) se transfirio al pldsmido pCG1 usando el kit de
ensamblaje de ADN NEBuilder HiFi (NEBRASKA). Para el tercer y cuarto articulo
(Camacho J, Zulaica J. J. Infect. 2023, Camacho J, Albert E. J Med Virol. 2023) la
espiga BA.4/5 se clon6 en un vector pCG1 utilizando como plantilla un plasmido de
expresion Omicron BA.4/5 S, con codones optimizados, obtenido de Addgene. Todas

las inserciones fueron verificadas mediante secuenciacion de Sanger.

Posteriormente, se evalu6é la capacidad de neutralizacion de los anticuerpos
circulantes (NtAb) contra las diferentes variantes del SARS-CoV-2, utilizando el VSV
pseudotipado con capacidad de expresar GFP en células A549-ACE2 TMPRSS2
(InvivoGen). Todas las pruebas se realizaron por duplicado utilizando diluciones
quintuples comenzando con una dilucion de 1:10 (o de 1:20 en el segundo estudio), con
300-500 unidades formadoras de focos por pocillo. Después de 16 horas de infeccion, la
sefial de GFP en cada pocillo se cuantificé utilizando un microscopio de células vivas
(Incucyte SX5, Sartorius). Para obtener resultados precisos, se restd la fluorescencia de
los pocillos no infectados a los valores obtenidos en los pocillos infectados, y la
fluorescencia de GFP en cada dilucién tratada con anticuerpos se estandariz6 a la
fluorescencia promedio observada en los pocillos tratados sin anticuerpos. A cualquier
valor que diera como resultado una sefial relativa de GFP de <0,001 frente al virus no
tratado, se le asign6 un valor de 0,001 para eliminar los valores negativos. Finalmente,
la dilucion reciproca de anticuerpos que resultd en una neutralizacion del virus del 50 %
se calculd utilizando el paquete drc (version 3.0-1) en R, mediante un modelo de
regresion logistica de tres parametros (modelo LL.3). A los sueros que dieron como
resultado menos del 50% de neutralizacién en la dilucion méas baja analizada se les
atribuyd arbitrariamente un titulo de anticuerpos reciproco de 10. Para el tercer y cuarto
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articulo, el ensayo de neutralizacion se realizé de la forma previamente descrita, salvo
que se utilizaron células VeroE6/TMPRSS2 y a los sueros que resultaron negativos
(indetectables) se les atribuy6 arbitrariamente un titulo de 1/20.

Los ensayos de neutralizacion del virus se llevaron a cabo en el Instituto de Biologia
Integrativa de Sistemas (I°SysBio), Universidad de Valencia-CSIC tras la recoleccion

de los sueros previamente crioconservados (-70°C) .

Tabla 1V.2. Variantes de SARS-CoV-2 y numero de sueros analizados en los ensayos de
neutralizacion de cada estudio

Estudio Variante SARS-CoV-2 N° de sueros
Wuhan-Hu-1

Camacho J, Giménez E. ] Med Virol. 2022 Omicron BA.1 100
Omicron BA.2
Wuhan-Hu-1 127

Camacho J, Albert E. ] Med Virol. 2022 Omicron BA.1 127
Omicron BA.2 83

Camacho J, Zulaica J. J Infect. 2023 \{Vuhan—Hu—l 130
Omicron BA.4/5 130

Camacho J, Albert E. J Med Virol. 2023 Omicron BA.2 100
Omicron BA.4/5 100

4.4 Anélisis de la inmunidad celular especifica de SARS-CoV-2

En el primer estudio (Camacho J, Giménez E. J Med Virol. 2022) se analizd,
ademas, la inmunidad T especifica a partir de las muestras de sangre completa (137
muestras). Estas se recogieron en tubos con heparina sodica y se enviaron a temperatura
ambiente, el mismo dia, mediante mensajeria, al Servicio de Microbiologia del HCUV.
El recuento de las células T CD4+ y CD8+ productoras de interferon-y (IFN-y) reactivas
al SARS-CoV-2 se realizd en sangre total por citometria de flujo, siguiendo un
protocolo de tincion intracelular de citoquinas (ICS) (BD Fastimmune, BD-
BecktonDickinson and Company-Biosciences, San Jose, CA, USA) publicado

previamente (127).

Para ello, se estimuld simultaneamente sangre entera heparinizada (0,5 ml)
durante 6h con dos conjuntos de péptidos superpuestos de 15 amino&cidos
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(superposicion de 11-mer) que abarcan la glicoproteina S del SARS-CoV-2. Estos
péptidos, que cubren las regiones S1 (158 péptidos) y S2 (157 péptidos), se utilizaron a
una concentracion de 1pg/ml por péptido. Ademds, se afiadieron anticuerpos
monoclonales coestimuladores (mAb) contra CD28 y CD49d a una concentracion de
1 ug/ml para activar las células T. Las mezclas de péptidos se obtuvieron de JPT peptid

Technologies GmbH (Berlin, Alemania).

Al mismo tiempo, se procesaron en paralelo muestras de control usando una
solucion sin péptidos (PBS/dimetilsulféxido) y con anticuerpos coestimuladores. En las
ultimas 4 horas de la incubacion, se anadio Brefeldina A (10 pg/ml), para evitar la
liberacion de proteinas producidas por las células y permitiendo medir la produccion de
IFN-y. Posteriormente, se procedio a la lisis de la sangre (solucion de lisis BD FACS) y
se congeld a -80 °C hasta que se analizo. El dia de la prueba, la sangre estimulada se
descongelé a 37 °C, se lavd, se permeabilizd (solucion permeabilizante BD) y se tifio
con una combinacién de mAb marcados (anti-IFNy-FITC, anti-CD4-APC-H7, anti-
CDB8-PerCP-Cy5.5 y anti-CD3-APC) durante 1 hora a temperatura ambiente. Para
asegurar la precision de los resultados, se utilizaron controles positivos
(fitohemaglutinina) y de isotipo apropiados. Posteriormente, las células se lavaron, se
resuspendieron en 200 pl de paraformaldehido al 1 % en PBS y se analizaron en 2 horas
en un citometro de flujo FACSCanto utilizando el software DIVA v8 (BD Biosciences

Immunocytometry Systems, San José, CA).

La seleccion de linfocitos T CD4+ y CD8+ productores de IFN-y se realizd
mediante la técnica de gating (Figura 1V.2). Los eventos CD3+/CD8+ 0 CD3+/CD4+ se
seleccionaron y luego se analizaron para determinar la produccion de IFN-y. Todos los
datos se corrigieron para la produccion de IFN-y de fondo (anticuerpo de control de
isotipo marcado con FITC). Los datos se expresan como el nimero de células T CD4+ o
CD8+ productoras de IFN-y reactivas al SARS-CoV-2 en relacion con el ndmero
absoluto de células T CD4+ y CD8+, respectivamente, x 100 (%). Cualquier valor de
frecuencia de células T CD4+ o CD8+ productoras de IFN-y reactivas al SARS-CoV-2
tras restar la fluorescencia de fondo, se consider6 como un resultado positivo

(detectable) y se utiliz6 con fines de analisis.
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Figura IV.2. Técnica del gating para el recuento de linfocitos T CD4+ y CD8+ productores de
IFN-y tras la estimulacion antigénica con péptidos especificos de la proteina S del SARS-CoV-2.

5. Método ML: CART

En el cuarto articulo (Camacho J, Albert E. J Med Virol. 2023) se elabord un
modelo de aprendizaje automatico, conocido cominmente como Machine Learning
(ML), de tipo supervisado, cuyo objetivo principal fue el de predecir la actividad
neutralizante sérica frente a diferentes subvariantes Omicron del SARS-CoV-2, a partir
de una serie de variables explicativas, faciles de recopilar. Entre los diferentes tipos de
ML supervisado, se utilizd el modelo de arboles de clasificacion y regresién (CART)
debido a su facil interpretabilidad y visualizacion, entre otras ventajas. Para la

construccion del ML, se utilizaron las siguientes variables:

e FEdad

e Sexo

e Numero de dosis de vacuna recibidas

e Calendario de vacunacién

e Tiempo transcurrido desde la recepcién de la Gltima dosis de vacuna

e Antecedentes de infeccion previa por SARS-CoV-2

Tanto la edad como el tiempo transcurrido desde la recepcion de la ultima dosis

de vacuna se trataron como variables continuas, mientras que el sexo y los antecedentes
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de infeccion se clasificaron como variables cualitativas dicotomicas. EI numero de dosis
de vacunas recibidas oscil6 entre 0 y 4. Respecto al calendario de vacunacion, se
clasificaron a los sujetos del estudio en: aquellos que no habian recibido ninguna dosis;
aquellos que habian sido vacunados, ya sea de forma completa o incompleta, sin dosis
de refuerzo; los vacunados completamente con un refuerzo homologo; y aquellos que
recibieron una pauta completa con una dosis de refuerzo heter6loga. Para los
participantes no vacunados, se asigné arbitrariamente un valor de 5.000 a la variable

“dias transcurridos desde la vacunacion” a efectos de analisis.

Se construy6 un diagrama de arbol de decision utilizando el algoritmo CHAID
(Chi-squared Automatic Interaction Detection) exhaustivo, con una profundidad
méaxima del arbol de 10, un nivel de significacion del 5% vy la correccion de Bonferroni.
Las variables que mostraron multicolinealidad fueron descartadas automaticamente. El
modelo CART se entrend primero con toda la cohorte de entrenamiento (TC) y después
utilizando participantes seleccionados al azar (n = 30), con fines de verificacion.
Posteriormente, se aplicd el modelo CART en la cohorte de validacion (VC) para

evaluar su capacidad predictiva.

6. Analisis estadisticos

La gran mayoria de pruebas estadisticas que se realizaron quedan englobadas
dentro de las pruebas no paramétricas, por estudiarse una poblacién distribuida sin
seguir la normalidad. Las variables continuas se presentan en medianas y rangos
intercuartilicos (IQR). Las comparaciones de frecuencias para variables categoricas
entre grupos se realizaron mediante la prueba exacta de Fisher. Las diferencias entre
medianas se compararon mediante la prueba de U de Mann-Whitney o la prueba de
Kruskal-Wallis, para dos o mas muestras no apareadas, y la prueba de rangos de

Wilcoxon para datos apareados, segun procediera.

Para evaluar la concordancia entre ensayos en el segundo articulo se aplicaron
las correlaciones kappa de Cohen y de rangos de Spearman. Se realizO una
transformacion Z de Fisher de los valores p para comparar estadisticamente. El
porcentaje de concordancia positiva (PPA) se defini6 como [a/a+b] x 100 y el

porcentaje de concordancia negativa (PPN) como [d/c+d] x 100 siendo a el namero de
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muestras con resultados positivos por ambas pruebas de comparacion, b y ¢ el nUmero
de muestras con resultados discordantes (positivos/negativos) en cualquiera de los
métodos y d, el nimero de muestras con resultados negativos en ambas pruebas.
Cuando se consideré apropiado, se utilizo el término sensibilidad para referirse a la tasa
de deteccion de anticuerpos en Vac-Ex, Vac-N y Unvac-EXx. La especificidad del ensayo
respectivo fue calculada teniendo en cuenta los sueros de individuos Unvac-N. Se
utilizé la prueba de Bland-Altman para evaluar las diferencias medias de los valores
medidos por los dos inmunoensayos. Se construyeron curvas ROC para evaluar la
sensibilidad y especificidad para cada posible punto de corte de un inmunoensayo dado

(BAU/mI) que predice la deteccion de NtAb (1Csq reciproco >10).

También se generaron curvas ROC en el ultimo trabajo con el fin de investigar
el punto de corte mas apropiado (en términos de sensibilidad y especificidad) para
discriminar entre los sueros que mostraban una actividad neutralizante detectable o
indetectable frente a cada sublinaje Omicron del SARS-CoV-2. Se comunicaron valores
p exactos de dos caras; un valor p < 0,05 se considero estadisticamente significativo.
Los analisis y gréaficos se realizaron con SPSS version 20.0 (SPSS Chicago, IL, EE.
UU.) y GraphPad Software Inc. V6.0, respectivamente. El software XLSTAT
(Addinsoft) se utilizd para generar el modelo de aprendizaje automatico mediante

arboles de clasificacion y regresion.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

1. Estudio de la incidencia acumulada de infeccién por SARS-

CoV-2 en la poblacion general de la Comunidad Valenciana

Los resultados presentados en este primer apartado se corresponden con los
expuestos en el primer trabajo (Camacho J, Giménez E. J Med Virol. 2022). Un estudio
de seroprevalencia que forma parte del Programa Valenciano de Investigacion de la
Vacuna frente a la COVID-19 (ProVaVac) realizado en abril del 2022, tras la
propagacion de la variante Omicron BA.1 en la comunidad. Es importante destacar que
un 93,9% de la poblacién de la CV estaba completamente vacunada y que un 57,3%
tenia, ademas, una dosis de refuerzo en el momento del estudio segun el informe de
actividad diario de la Gestion Integral de VVacunacion frente al COVID en Espafia (GIV)
(128).

1.1 Caracteristicas de los participantes

De los 1043 participantes elegibles, 935 (89,6%) fueron finalmente incluidos en
el estudio debido a la no asistencia de aquellos que cumplian los requisitos de edad y

sexo. Las caracteristicas demograficas de los participantes se muestran en la Tabla V.1

Tabla V.1. Caracteristicas demograficas de los participantes del estudio
Provincias de la Comunidad Valenciana

Variable  Total Valencia Alicante Castellon
(n=935) (n=547) (n=323) (n=65)
Sexo (%)
Masculino 411 (44) 241 (44,1) 145 (44,9) 25 (38,5)
Femenino 524 (56) 306 (55,9) 178 (55,1) 40 (61,5)
Grupos de edad en afios (%)
0-9 40 (4) 22 (4) 15 (4,6) 3 (4,6)
10-19 88 (9) 57 (10,4) 24 (7,4) 7 (10,8)
20-34 150 (16) 89 (16,3) 51 (15,8) 10 (15,4)
35-49 181 (19) 106 (19,4) 63 (19,5) 12 (18,5)
50-64 174 (19) 99 (18,1) 66 (20,4) 9(13,8)
65-79 160 (17) 88 (16,1) 60 (18,6) 12 (18,5)
>80 142 (15) 86 (15,7) 44 (13,6) 12 (18,5)
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El nimero de participantes de cada provincia de la CV se equilibré con el
tamafio de la poblacion respectiva. Las principales plataformas de vacunas utilizadas
fueron Comirnaty® (BioNTech/Pfizer) y Spikevax® (Moderna/Lonza), ambas basadas
en ARNm, seguidas de otras de tipo vector viral no replicativo como Vaxzevria®
(Oxford/AstraZeneca) y Jcovden® (JandJ/Janssen). El estado de vacunacién frente a la
COVID-19 de los integrantes del estudio clasificados segun grupos de edad se muestra
en la Tabla'V.2.

Tabla V.2. Estado de vacunacién frente a la COVID-19 de los participantes segun su edad

Grupos Estado de vacunacion

de edad N° de N° de N° de participantes que recibieron dosis de N° de

(n) participantes  participantes  refuerzo de la vacuna COVID-19 (%) participantes
(%) conuna (%) con una no

pauta pauta Ambas Heterdloga  Homéloaa vacunados

incompleta de  completa de combinadas g g (%)
vacunacion vacunacion

Todas

las

edades 39 (4) 812 (87) 582 (69) 306 (52,5) 276 (47,5) 84 (9)

(935)

0-9 13 (33) 8 (20) 0 : : 19 (48)

(40)

10-19

(88) 10 (12) 68 (77) 9(12) 7 (78) 2 (22) 10 (11)

?ESS;‘ 10 (7) 126 (84) 63 (46) 50 (79) 13 (21) 14.(9)

?158‘;? 4(2) 158 (87) 103 (64) 79 (77) 24 (23) 19 (10)

?1072;‘ 1(1) 169 (97) 135 (79) 114 (84) 21 (16) 4(2)

?156(7)? 1(1) 152 (95) 145 (95) 48 (33) 97 (67) 7 ()

?ffz) 0(0) 131 (92) 127 (97) 8 (6) 119 (94) 11 (8)

De los 935 participantes, 812 (86,8%) habian recibido un esquema de
vacunacion completo (en la mayoria de los casos, Comirnaty o Spikevax), 39 (4,1%) no
recibieron una pauta completa de vacunacion y 84 (8,9%) no estaban vacunados, siendo
el 48% de ellos nifios menores de 9 afios. El porcentaje de participantes totalmente
vacunados aumento con la edad. Se administraron dosis de refuerzo de la vacuna a 582
participantes (69%), de las cuales 276 fueron homologas y 306 heter6logas a la vacuna
previamente utilizada. La mediana del tiempo transcurrido entre la Gltima dosis de

vacuna y el reclutamiento de las muestras fue de 118 dias (rango, 2-428).
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1.2 Incidencia acumulada de la infeccion por SARS-CoV-2

El volumen de sangre fue insuficiente para el estudio seroldgico en cuatro
integrantes, que en consecuencia fueron excluidos, quedando 931 sujetos para los
analisis que se detallan a continuacion. Se document6 una infeccion previa por SARS-
CoV-2 en un total de 442 (47,4%) participantes que vino definida por:

- Presencia de IgG anti-N del SARS-CoV-2 (n = 404).
- Resultado positivo en una PDIA (n = 237).
- Deteccién aislada de anticuerpos totales anti-RBD del SARS-CoV-2 en

individuos no vacunados ni con registro de infeccion previa (n = 16).

La incidencia acumulada bruta de infeccion previa por SARS-CoV-2 en la CV
fue del 47,4% (IC 95%, 44,1-50,6), mientras que la incidencia acumulada ponderada
por edad/sexo fue del 51,9% (IC 95%, 48,7-55,1), como se muestra en la tabla V.3.
Observamos que la tasa de infeccion previa por SARS-CoV-2 estaba inversamente
correlacionada con la edad; més de dos tercios de los individuos menores de 34 afios
presentaron evidencia de infeccidn previa por SARS-CoV-2, mientras que esta cifra fue

de aproximadamente el 25% en el grupo de mayores de 65 afios.

Es importante sefialar que, entre los participantes con un resultado positivo
documentado en una PDIA (n = 237), el 11% fueron diagnosticados de infeccion por
SARS-CoV-2 en 2020 (n = 25), el 22% en el primer semestre 2021 (n = 52), el 17% en
el segundo semestre de 2021 (n = 40) y el 51% en el primer trimestre de 2022 (n = 120),
periodos en los que las variantes ancestrales Wuhan-Hu-1 (incluida G614), Alfa, Delta y
Omicron BA.1 eran dominantes en la CV. En general, la mediana del tiempo
transcurrido entre el diagndstico microbioldgico de la infeccién por SARS-CoV-2 vy el
reclutamiento de las muestras fue de 111 dias (rango, 8-591). Los participantes se
agruparon como Vac-Ex (n = 379), Vac-N (n = 472), Unvac-Ex (n = 63) y Unvac-N
(n = 21), a efectos analiticos.
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Tabla V.3. Incidencia acumulada de infeccién por SARS-CoV-2, determinada por PDIA
ylo ensayos seroldgicos, de los participantes seguiin su edad

Grupo de edad
(afios) (n°de
participantes)

Registro de
resultado de
PDIA positivo
(%; 1C 95%)

Anticuerpos IgG

anti-SARS-CoV-2

N detectables
(%; 1C 95 %)

Anticuerpos
totales anti-
SARS-CoV-2
RBD
detectables (%;
IC 95 %)

Infeccion
previa por
SARS-CoV-2
(%; 1C 95%)?

0-9 (40)

35,0 (20,6-51,7)

62,4 (46,7-78,1)

80,0 (67,0-93,0)

65,0 (48,3-79,4)

10-19 (87)

29,9 (20,5-40,6)

65,6 (55,4-75,8)

98,8 (96,6-100)

69,0 (58,1-78,4)

20-34 (150)

39,3 (31,5-47,6)

61,2 (53,3-69,1)

97,3 (94,7-99,9)

64,0 (55,8-71,7)

35-49 (181)

32,0 (25,3-39,4)

51,2 (43,8-585)

98,3 (96,5-100)

56,9 (49,3-64,2)

50-64 (173)

27,2 (20,7-34-4)

44,5 (37,0-52,0)

98,3 (96,3-100)

47,4 (39,8-55,1)

65-79 (159)

11,9 (7,3-18,0)

22,0 (15,5-28,6)

98,7 (97,0-100)

26,4 (19,7-34,0)

>80 (141)

9,2 (5,0-15,2)

18,4 (11,9-24.,8)

97,2 (94,3-99,9)

22,7 (16,1-30,5)

Total (931)

25,3 (22,6-28,3)

43,4 (40,2-46,6)

97,3 (96,3-98,4)

47,4 (44,1-50,6)

Total-y (931)°

28,2 (25,3-31,1)

47,9 (44,7-51,1)

96,7 (95,5-97,8)

51,9 (48,7-55,1)

PDIA, prueba de diagndstico de infeccion activa (prueba rapida de deteccién de antigenos o
RT-PCR); IC: intervalo de confianza; N, proteina de la nucleocapside de SARS-CoV-2;
RBD, dominio de unién al receptor.

*Uno o mas de los siguientes: resultado positivo de PDIA, Anticuerpos 1gG anti-SARS-CoV-
2 N detectables o anticuerpos totales anti-SARS-CoV-2 RBD detectables en participantes no
vacunados (en ausencia de 1gG anti-N y antecedentes de una prueba PDIA positiva).
®Poblacion total de la Comunidad Valenciana ponderada por edad y sexo.

1.3 Determinacion de anticuerpos totales frente al RBD de SARS-CoV-2

Observamos que 906 de los 931 participantes (97,3%) tenian anticuerpos totales
anti-RBD detectables, siendo nifios Unvac-N (23/25), la mayoria de los individuos con
niveles de anticuerpos indetectables. Como se muestra en la Figura V.1.A, la mediana
de los niveles totales de anticuerpos anti-RBD fue significativamente mayor (p < 0,001)
en los participantes VVac-Ex que en los Vac-N (mediana, 23.120 BAU/ml; IQR, 10.186-
46.196 vs. mediana, 9.023 BAU/mI; IQR, 3.844-20.329); esta diferencia se observo en
la mayoria de los rangos de edad. A su vez, los individuos Vac-Ex y Vac-N mostraron
niveles de anticuerpos significativamente mas altos (p < 0,001) que los participantes
Unvac-Ex (mediana, 622 BAU/ml; IQR, 82-6.913).
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En comparacion con Vac-N, los individuos del subgrupo Vac-Ex eran mas
jévenes (mediana, 41 afios; rango, 5-94 afios; vs. 62 afios; rango, 5-95 afios; p < 0,001)
y més frecuentemente hombres (49% vs. 40%; p < 0,02). Es importante destacar que el
tiempo transcurrido entre la ultima dosis de vacuna y la prueba fue mas corto en los
sujetos Vac-N que en los Vac-Ex (mediana, 116 dias; rango, 0-428 vs. 150 dias; rango,
0-343; p < 0,001), ya que los primeros tenian mas probabilidades (p < 0,001) de haber
recibido una dosis de vacuna de refuerzo que los segundos (83,5% vs. 44,3%). A su vez,
los participantes Vac-Ex y Unvac-Ex se emparejaron por sexo (p = 0,62) y el tiempo
transcurrido desde el diagnostico de la infeccién por SARS-CoV-2 (mediana, 92 dias;
rango, 8-718; vs. mediana, 82 dias; rango, 51-516; p =0,25). No obstante, el subgrupo
Unvac-EXx incluia mas participantes menores de 9 afios que el grupo Vac-Ex, que incluia

mas sujetos de 50-64 afios (p < 0,001).

En general, el nimero de dosis de vacuna recibidas tuvo un impacto directo en el
nivel de anticuerpos totales anti-RBD, independientemente del estado de infeccién por
SARS-CoV-2 (Figura V.1.B). Curiosamente, entre los participantes que recibieron una
tercera dosis de vacuna, las vacunas de refuerzo heterdlogas dieron lugar a un aumento
de los niveles de anticuerpos anti-RBD en comparacion con los esquemas homologos en
los participantes naive, independientemente de la edad y el sexo, como asi refleja la
Figura V.1.C. Sin embargo, no se encontr6 correlacion entre el tiempo transcurrido
desde la ultima dosis de vacuna y los niveles totales de anticuerpos anti-RBD (rho de
Spearman: -0,02; IC 95%: -0,13 a 0,07; p = 0,57) en los individuos Vac-Ex, mientras
que se observo una correlacion inversa moderada (rho de Spearman: -0,52; IC 95%: -
0,59 a -0,45; p < 0,001) en los Vac-N (Figura V.2). Es importante destacar que, en los
participantes del grupo Vac-Ex con un resultado positivo en una PDIA (n = 220), el
tiempo transcurrido desde la documentacion de la infeccion por SARS-CoV-2 mostro
una correlacion inversa débil con los niveles de anticuerpos anti-RBD (rho de
Spearman: -0,30; IC 95%: -0,42 a -0,17; p < 0,001) como aparece en la Figura V.3.
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Figura V.1. Anticuerpos totales frente al RBD de SARS-CoV-2 (en BAU/mI) en los
participantes. (A) Diagrama de caja y bigotes que representan los niveles de anticuerpos séricos
segun el estado de vacunacion e infeccion por SARS-CoV-2 en el momento del reclutamiento.
(B) Diagrama de caja y bigotes que representa los niveles de anticuerpos séricos en los
participantes vacunados con infeccion previa de SARS-CoV-2 y vacunados/naive segun el
nimero de dosis de vacuna recibidas. (C) Niveles de anticuerpos séricos en vacunado con
infeccion previa por SARS-CoV-2 y vacunados/naive que recibieron una o mas dosis de
refuerzo por tipo de pauta (homdloga vs. heterdloga).
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Figura V.2. Anticuerpos totales frente al RBD de SARS-CoV-2 (en BAU/ml) en vacunados con
infeccion previa por SARS-CoV-2 (A) y vacunados/naive (B) segun el calendario de
vacunacion (vacunacion completa sin dosis de refuerzo, dosis de refuerzo homdloga y dosis de
refuerzo heteréloga) y el tiempo transcurrido desde la Gltima dosis de vacuna.

Por ultimo, se observaron sutiles diferencias relacionadas con la edad en los
niveles de anticuerpos totales anti-RBD en los subgrupos Vac-Ex y Vac-N que
probablemente estaban relacionadas con las diferencias en cuanto al niUmero de vacunas

recibidas y el tiempo transcurrido desde la administracion de la Gltima dosis de vacuna.
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Figura V.3. Anticuerpos totales frente al RBD de SARS-CoV-2 (en BAU/mI) en participantes
vacunados con infeccion previa por SARS-CoV-2 con antecedentes de una prueba diagnostica
de infeccién activa (PDIA) positiva segun el tiempo transcurrido desde la documentacion del
resultado positivo y el tiempo desde la tltima dosis de vacuna.

1.4 Anélisis de anticuerpos neutralizantes contra las subvariantes Wuhan-
Hu-1y Omicron

Se examino6 a un total de 100 participantes seleccionados al azar de todos los
grupos de edad para detectar la presencia de NtAb contra las (sub)variantes de SARS-
CoV-2. Las proporciones de participantes que presentaron NtAb contra las distintas
(sub)variantes se muestran en la Tabla V.4. Para la variante Wuhan-Hu-1 fueron del
100%, 93% y 40% en los grupos Vac-Ex, Vac-N, Unvac-EX, respectivamente; para
Omicron BA.1, los porcentajes fueron del 94%, 75% y 50%, respectivamente; y para
Omicron BA.2, del 97%, 84% y 40%, respectivamente.
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Tabla V.4. Porcentaje de sueros con NtAb detectables segun el estado de
vacunacion e infeccion por SARS-CoV-2 y la (sub)variante del virus

(Sub)variante de N° de sueros con NtAb detectables (%)
SARS-CoV-2 Vacunados con Vacunados/naive No vacunados con
infeccion previa infeccion previa
Wuhan-Hu-1 100 93 40
Omicron BA.1 94 75 50
Omicron BA.2 97 84 40

NtADb, anticuerpos neutralizantes

En general, los titulos de NtAb fueron inferiores frente a Omicron BA.1 y BA.2
que frente a Wuhan-Hu-1 en todos los grupos de comparacién; a su vez, los niveles
medios de NtAb de unién a Omicron BA.1 y BA.2 fueron comparables en todos los
grupos de estudio (Figura V.4). Cabe destacar que los NtAb dirigidos a todas las
subvariantes analizadas fueron mayores en los individuos Vac-Ex que en los Vac-N,
aunque se alcanzo significacion estadistica para los dirigidos contra Wuhan-Hu-1 (p =
0,05) y BA.1 (p = 0,008), pero no contra BA.2 (p = 0,74) (Figura V.4). Ademas, tanto
Vac-Ex como Vac-N mostraron titulos de NtAb mas altos que los participantes Unvac-
Ex (p = 0,001 para Wuhan-Hu-1; p =0,052 para BA.1y p = 0,003 para BA.2).

En general, observamos titulos comparables de NtAb frente a todas las
(sub)variantes analizadas entre los participantes Vac-EX, tanto si habian recibido una
dosis adicional de vacuna como si no, como se puede apreciar en la Tabla V.5. No
obstante, se observé una significativa, aunque débil, correlacion inversa entre los titulos
de NtAb contra Wuhan-Hu-1 y Omicron BA.1 y el tiempo transcurrido desde la Gltima
dosis de vacuna en los individuos Vac-N (Rho: -0,34 y -0,39; p = 0,02 y 0,004), pero no
en los Vac-Ex (Rho: -0,26 y 0,06; p = 0,13 y 0,74).
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Figura V.4. Titulo de anticuerpos neutralizantes en suero (ICs, reciproco) frente a las
(sub)variantes Wuhan-Hu-1, Omicron BA.1 y BA.2 de SARS-CoV-2 en participantes
vacunados con infeccion previa de SARS-CoV-2, vacunados/naive y no vacunados con
infeccion previa. Todos ellos se emparejaron por sexo y edad y los participantes vacunados por
tipo de dosis de refuerzo. No obstante, el tiempo transcurrido desde la Ultima dosis de vacuna
fue significativamente mas corto (p < 0,001) en los participantes vacunados/naive que en
vacunados con infeccion previa (mediana, 116 dias; rango, 29-298; vs. 162 dias; rango, 0-308).

Tabla V.5. Anticuerpos neutralizantes y células T productoras de IFN-y especificas frente
a SARS-CoV-2 en participantes vacunados con infeccion previa por SARS-CoV-2,
reforzados 0 no con una dosis de vacuna adicional

Pardmetro inmunolégico  Vacunados con infeccion Vacunados con infeccion P valor
previa con dosis de previa sin dosis de
refuerzo/n® de participantes refuerzo/n® de participantes

evaluados evaluados
NtAb frente a Wuhan-
Hu-1; ICsp (rango) 2.610 (585-19.477)/12 1.446 (85-13.145)/22 0,10
NtAb frente a Omicron
BA.1: ICs, (rango) 583 (19-36.637)/12 254 (10-16.974)/22 0,21
NEAD frente a Omicron 42 (10-689)/12 149 (23-963)/22 0,56

BA.2; I1Cs, (rango)

Células T CD8" (IFN-y)
frente a SARS-CoV-2-S; 0,52 (0-30)/21 0,19 (0-10)/30 1,0
mediana (rango)

Células T CD4" (IFN-y)
frente a SARS-CoV-2-S; 0,08 (0-0,20)/21 0,07 (0-4)/30 0,32
mediana (rango)

NtAb, anticuerpos neutralizantes; ICsy, titulo 1Cs, reciproco medio.
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1.5 Evaluacion de la respuesta de las células T productoras de IFN-y
reactivas a la proteina S del SARS-CoV-2

Enumeramos las células T CD4" y CD8" productoras de IFN-y reactivas a la
proteina S del SARS-CoV-2 en 137 participantes. En general, 101 participantes
(73,7%) tenian células T IFN-y detectables para el SARS-CoV-2-S: CD4" (n = 15;
14,9%), CD8" (n = 41; 40,6%) o ambas (n = 45; 44,6%). Concretamente, las cifras
fueron del 73%, 75% y 64% para Vac-Ex, Vac-N y Unvac-EX, respectivamente. Las
medianas de ambos subconjuntos de células T fueron comparables en todos los
subgrupos (p = 0,92 para las células T CD8" y p = 0,80 para las células T CD4") como
asi aparece reflejado en la Figura VV.5. Asimismo, ni la edad (p = 0,86) ni el sexo (p =
0,57) influyeron en las medianas de los dos subconjuntos de células T. Las frecuencias
de subconjuntos de células T del SARS-CoV-2 fueron comparables independientemente
de haber recibido dosis adicional de vacuna (Tabla V.5) o del tiempo transcurrido desde
la Gltima dosis de esta, tanto en individuos Vac-Ex como Vac-N (rho: -0,16 y -0,14; p =
0,37 y 0,31 para CD8" y rho: -0,20 y 0,08; p = 0,26 y 0,57 para CD4").
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Figura V.5. Frecuencia de células T CD4" y CD8" productoras de IFN- y reactivas a la proteina
espicular del SARS-CoV-2 en participantes vacunados con infeccion previa por SARS-CoV-2,
vacunados/naive, no vacunados con infeccién previa y no vacunados/naive. Los tres primeros
subgrupos estaban equilibrados en cuanto al sexo y la edad, y los vacunados en cuanto al tipo de
refuerzo; sin embargo, el tiempo transcurrido entre la UGltima dosis de vacuna fue
significativamente inferior (p < 0,001) en los participantes vacunados/naive que en los
vacunados con infeccion previa (mediana, 113 dias; rango, 0-298; vs. 175 dias; rango, 0-308).
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Hasta la fecha, solo se han documentado escasos estudios seroepidemioldgicos
que aborden la propagacion de la oleada Omicron en la poblacion general (116-118).
En este trabajo, realizamos una encuesta serologica transversal para estimar la
prevalencia de anticuerpos contra el SARS-CoV-2 en la poblacién general de la CV tras
la oleada de la subvariante Omicron BA.1 y recuperamos datos de infeccion por SARS-
CoV-2 documentados previamente para la poblacion reclutada a partir del registro de la
CV, RedMiVa. Nuestros resultados son probablemente extrapolables a otras
comunidades autdnomas en Espafia, como se ha sugerido previamente (129). Estimamos
una incidencia acumulada ponderada por edad/sexo de infeccion previa por SARS-CoV-
2 del 51,9% (IC 95%: 48,7-55,1). Aunque esta cifra fue comparable entre hombres y
mujeres, se observaron diferencias relacionadas con la edad, dandose la tasa mas alta en
los individuos menores de 34 afios y la mas baja en los mayores de 65 afios. Estas
diferencias podrian explicarse por disparidades en la tasa de vacunacién completa o de
refuerzo y en el comportamiento social de los distintos grupos de edad. Curiosamente,
alrededor del 9% de los participantes carecieron de anticuerpos anti-SARS-CoV-2-N a
pesar de la documentacion previa de infeccién por SARS-CoV-2, lo que sugiere, en
linea con hallazgos anteriores (130), que la evaluacion de los anticuerpos anti-N por si

sola podria subestimar la incidencia de la infeccién por SARS-CoV-2.

La evaluacion del estado inmunitario frente a SARS-CoV-2 en funcion del
calendario de vacunacion, el tiempo transcurrido desde la ultima dosis de vacuna y la
exposicion previa al virus también proporciona informacion valiosa para modelar el
curso de la pandemia. En este estudio, medimos los niveles séricos de anticuerpos
totales anti-RBD, como marcado sustituto de la actividad neutralizante sérica (85,118),
en todos los participantes. Ademas, evaluamos los titulos de NtAb y la frecuencia de los
linfocitos T CD4" y CD8" productores de IFN-y reactivos a la proteina S del SARS-
CoV-2 en sangre periférica, en un subconjunto seleccionado aleatoriamente que
representaba a toda la poblacidn del estudio. Consideramos que los siguientes factores
fueron relevantes para la interpretacion de los datos: en primer lugar, la mediana de
tiempo transcurrido desde la udltima dosis de vacuna hasta la prueba fue de
aproximadamente cuatro meses; en segundo lugar, entre los participantes con un
resultado positivo documentado en una PDIA, la mediana de tiempo transcurrido entre

el diagnostico de SARS-CoV-2 y la recoleccién de muestras fue, en general, de 111
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dias; en tercer lugar, como se ha indicado anteriormente, aproximadamente el 50% de
las infecciones por SARS-CoV-2 en los sujetos reclutados con un resultado positivo en
una PDIA fueron causadas aparentemente por la subvariante Omicron BA.1.

En este contexto, el 97% de los participantes tuvieron anticuerpos totales anti-
RBD detectables, cuyos niveles aumentaron en los individuos Vac-Ex en comparacion
con los participantes Vac-N vy, especialmente, con los individuos Unvac-Ex
emparejados por el momento del diagndstico de infeccion por SARS-CoV-2, lo que
sugiere que la disminucion de anticuerpos puede ocurrir mas rapidamente en estos
ualtimos individuos. Los individuos Vac-Ex mostraron niveles més altos de anticuerpos
totales anti-RBD que los Vac-N en practicamente todos los grupos de edad. Este
resultado se observo independientemente del nimero de dosis de vacuna recibidas y a
pesar de que los Vac-N habian recibido la ultima dosis de vacuna (dosis de refuerzo, en
la mayoria de los casos) mas recientemente que los sujetos Vac-Ex. Es importante
destacar que el aumento de anticuerpos totales anti-RBD tras una dosis de refuerzo de la
vacuna fue mayor en los participantes Vac-N que en los Vac-EXx, especialmente tras una
pauta de refuerzo heterdloga, en linea con hallazgos anteriores (131,132). Nuestros
datos sugieren que las respuestas de anticuerpos totales anti-RBD pueden ser mas
duraderas en Vac-Ex, como lo demuestra una correlacion inversa entre el tiempo
transcurrido desde la ultima dosis de vacuna y los niveles de anticuerpos totales anti-
RBD en los participantes Vac-N, pero no asi en los Vac-Ex. Ademas, el tiempo
transcurrido desde la documentacion de la infeccion por SARS-CoV-2 se correlacion6
débilmente (de forma inversa) con los niveles de anticuerpos anti-RBD en los
participantes Vac-Ex. En conjunto, estos datos sugieren que la inmunidad hibrida
proporciond respuestas de anticuerpos anti-RBD mas fuertes y duraderas que la
vacunacion por si sola, lo que coincide con observaciones anteriores (120,121,130,133—
137).

Nuestros datos sobre los ensayos de neutralizacion del virus condujeron a varias
conclusiones potencialmente relevantes. En primer lugar, la proporcion de participantes
que mostraron NtAb detectables frente a Omicron BA.2, la subvariante dominante en la
CV en mayo de 2022, antes de la finalizacion del estudio actual, fue tan alta como frente
a Wuhan-Hu-1 y Omicron BA.1; ademas, los niveles medios de NtAb contra Omicron
BA.1 y BA.2 fueron comparables en los participantes de todos los subgrupos del
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estudio, lo que sugiere un grado sustancial de reactividad cruzada de epitopos de células
B entre estas subvariantes, como se habia observado anteriormente (138). Nuestro
hallazgo de que un alto porcentaje de participantes vacunados con o sin infeccion previa
por SARS-CoV-2 tuviera NtAb detectables contra Omicron BA.1 (94% y 75%,
respectivamente) era compatible con la idea de que tanto las plataformas de vacunas
basadas en Wuhan como las infecciones post-vacunacion provocan anticuerpos de
reactividad cruzada contra las variantes de preocupacion de SARS-CoV-2 (132,139) y
que la infeccion por Omicron BA.1 en personas vacunadas puede inducir NtAb
especificos de sublinaje (es decir, BA.2), ademas de la recuperacion de células B de

memoria establecidas por la vacunacion previa (140-142).

En segundo lugar, nuestros datos apoyan la hipétesis de que la inmunidad
hibrida proporciona una respuesta NtAb mas robusta y, quizas, mas duradera contra
Wuhan-Hu-1 y Omicron BA.1 que la provocada por la vacunacion o la infeccion natural
por si solas. Sin embargo, aparentemente este no fue el caso de BA.2; esto podria tener
implicaciones importantes en el disefio de politicas de vacunacion en un futuro proximo,
ya que los sublinajes actualmente dominantes en el mundo, como BA.4, BA.5,
BA.2.12.1 y BA.2.75 guardan mas similitudes con BA.2 que con BA.1 en términos de
su capacidad para escapar a las respuestas de anticuerpos provocadas por las vacunas
basadas en Wuhan-Hu-1 (131). En tercer lugar, nuestros datos no revelaron diferencias
en los titulos de NtAb frente a todas las (sub)variantes analizadas entre los participantes
Vac-EXx, recibieran o no una dosis adicional de vacuna; no obstante, el bajo nimero de
participantes incluidos en el analisis limitd la solidez de esta conclusion. Se sabe que las
respuestas detectables de las células T frente al SARS-CoV-2 persisten hasta 8 meses
después de la infeccion natural o de la vacunacion (143-145). Nuestros datos apoyan
esta afirmacion en el sentido de que las células T CD4", CD8" o ambas, pueden
detectarse en el 75% de los participantes con una mediana de 4 meses después de la
ultima dosis de vacuna. En efecto, las respuestas de células T IFN-y reactivas a la
proteina S del SARS-CoV-2 pueden permanecer relativamente estables a lo largo del
tiempo, ya que las frecuencias de ambos subconjuntos de células T no se
correlacionaron con el tiempo transcurrido desde la ultima dosis de vacuna. Ademas, la
administracion de una dosis de refuerzo tuvo un impacto minimo en la magnitud de las

respuestas de las células T. Curiosamente, en contraste con nuestras observaciones
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sobre los anticuerpos funcionales, no encontramos diferencias entre Vac-Ex y Vac-N

con respecto a las frecuencias de cualquiera de los subconjuntos de células T.

Una limitacion de nuestro estudio es que va por detras del panorama
epidemiol6gico emergente de SARS-CoV-2 en la CV y a nivel global; sin embargo, los
datos sobre la incidencia acumulada de infeccion por SARS-CoV-2 en los distintos
grupos de edad revelaron un patron de transmision del virus en nuestra comunidad, que
probablemente se ha mantenido tras las oleadas de BA.5 y BA.2.12.1 (en Espafia, la
presencia de BA.2.75 fue anecddtica). Esto podria permitir a los responsables de salud
publica y a los responsables politicos identificar puntos calientes y zonas en las que la
transmision se ha reducido para poder responder en consecuencia (administracion
selectiva de refuerzos vacunales o uso selectivo de anticuerpos monoclonales, cuando
esté indicado). Ademas, nuestros datos podrian ayudar a establecer tacticas selectivas de
mitigacion ante la aparicion y propagacion de nuevos sublinajes altamente
transmisibles. Nuestro estudio tuvo otras limitaciones: en primer lugar, es posible que se
haya introducido un sesgo al excluir algunas ZAP y al incluir Gnicamente a individuos
programados para analisis de sangre; en segundo lugar, no se preguntd a los
participantes si habian experimentado recientemente sintomas relacionados con el
COVID-19; en tercer lugar, no se realiz6 la secuenciacion de la variante SARS-CoV-2;
en cuarto lugar, se utilizé un ensayo de citometria de flujo ICS no estandarizado para
enumerar las células T reactivas a la proteina S del SARS-CoV-2; por ultimo, no se
exploraron funcionalidades de las células T distintas de la produccién de IFN-y y se
utilizaron bibliotecas de péptidos superpuestos basadas en Wuhan-Hu-1, en lugar de

adaptadas a las variantes de preocupacion.

En resumen, nuestro estudio indicé que, en abril de 2022, alrededor de la mitad
de la poblacion de la CV se habia infectado con el SARS-CoV-2 vy, debido a la
vacunacion extensiva, presentaba inmunidad hibrida. Actualmente, el sublinaje BA.5 de
Omicron predomina en la CV. El gran porcentaje de participantes con respuestas
detectables de anticuerpos funcionales y células T contra el SARS-CoV-2, que pueden
presentar, en cierta medida, reacciones cruzadas con esta subvariante, sugirid una
gravedad anticipada menor en comparacién con oleadas previas. Aunque queda
pendiente de confirmacién en estudios mas amplios, este aspecto es relevante para la
toma de decisiones en materia de salud publica.
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2. Comparacion del rendimiento de dos inmunoensayos de
quimioluminiscencia para la deteccion y cuantificacion de anticuerpos dirigidos a

la espicula del SARS-CoV-2 en suero

Los resultados expuestos en este segundo apartado corresponden al segundo
trabajo (Camacho J, Albert E. J Med Virol. 2022) en el que se compar6 el rendimiento

del inmunoensayo de Roche (Elecs,ys® anti-SARS-CoV-2 S) frente al mostrado por el

de DiaSorin (LIAISON® SARS-CoV-2 TrimericS 1gG) a la hora de detectar y
cuantificar anticuerpos dirigidos frente a la espicula del SARS-CoV-2. El primero de
ellos detecta anticuerpos totales (IgG/IgM/1gA) frente al dominio RBD de la proteina S,
mientras que el inmunoensayo de DiaSorin mide IgG frente a la proteina S de SARS-
CoV-2 en su conformacion trimérica. Estas determinaciones se realizaron en sueros de

participantes clasificados segln su estado de vacunacion e infeccion por SARS-CoV-2,
2.1 Caracteristicas de los pacientes

Se incluyeron en el estudio 1176 sueros de 797 sujetos pertenecientes al
Departamento de Salud Clinico-Malvarrosa, de los cuales 286 sueros se recogieron de
204 Vac-Ex, 581 de 316 Vac-N, 147 de 134 Unvac-Ex, y 162 de 143 Unvac-N. Como
dato relevante, se dispuso del registro de una PDIA positiva en 232 pacientes. Segun la
prevalencia de las variantes de SARS-CoV-2 en la CV en el momento del diagnostico,
la variante ancestral de Wuhan-Hu-1, Alfa, Delta y Omicron fueron presuntamente
responsables de 13, 114, 100 y 6 casos, respectivamente. Para los sujetos con un registro
positivo para una PDIA, la mediana del tiempo transcurrido desde el diagnostico hasta
la determinacion seroldgica fue de 120 dias (IQR, 30-320 dias) en general, y de 172,5
(IQR, 18,3-281,8) y 29 dias (IQR, 6,3-110,5) en vacunados y no vacunados,
respectivamente. Se observo, ademas, que en participantes vacunados, la mediana del
tiempo transcurrido desde la ultima dosis de vacuna recibida y la recogida de los sueros,
fue de 51 dias (IQR, 19,3-103,8) para los pacientes naive, y de 98 dias (IQR, 30,3-
180,3) para aquellos con una infeccién previa por SARS-CoV-2.

2.2 Concordancia cualitativa entre inmunoensayos

En general, un nimero mayor de sueros dio resultados positivos con el ensayo

de Roche en comparacién con el ensayo de DiaSorin (907 vs. 790; p = 0,45; «: 0,69; IC
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95%: 0,71-0,84), lo que se traduce en que el ensayo de Roche mostré una mayor
sensibilidad para la deteccion de la exposicion o vacunacion previas (89,3% vs. 77,6%).
Esto concordaba en todos los grupos de estudio, excepto en Unvac-N, pero solo alcanz6
significacion estadistica en el caso de los sueros de individuos Unvac-Ex (p < 0,001)
(Tabla V.6). No obstante, la concordancia entre los resultados proporcionados por los
dos inmunoensayos difirio entre los grupos, siendo mayor para los sueros de Vac-N (k:
0,58; IQR: 0,50-0,65) que para los sueros de Vac-Ex (x: 0,19; IQR: -0,14 a 0,52) o
Unvac-Ex (k: 0,18; IQR: 0,06-0,30).

La tasa de resultados discordantes, en la mayoria de los casos anti-RBD
positivo/anti-S-trimérico negativo, fueron mayores entre los sueros de Unvac-Ex
(34,7%), seguidos de Vac-N (14,6%) y Vac-Ex (2,7%) como asi sugiere la Tabla V.6 y
la Figura V.6. La especificidad de ambos ensayos se calculd teniendo en cuenta
unicamente los sueros de individuos Unvac-N, y resultd ser del 98,8% para el ensayo de
Roche y del 98,1% para el ensayo de DiaSorin. Curiosamente, la sensibilidad global del
ensayo de DiaSorin puede incrementar en un 11% (88,9%), si se reduce el umbral de
anticuerpos como punto de corte para la positividad de la prueba de 33,8 (como
recomienda el fabricante) a 4,9 BAU/ml sin conllevar ello una disminucion importante
de la especificidad (de 98,1% a 95,1%).
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Figura V.6. Niveles de anticuerpos (en BAU/mI) medidos por los ensayos de Roche Elecsys®

anti-SARS-CoV-2 S y LIAISON® SARS-CoV-2 TrimericS IgG en sueros de individuos que
presentaban diferentes estados de vacunacion e infeccion por SARS-CoV-2. Se muestran los
umbrales de positividad de ambos ensayos.
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Tabla V.6. Resultados cualitativos arrojados por los inmunoensayos de Roche y
DiaSorin segun el estado de vacunacion y de infeccién por SARS-CoV-2 de los
participantes.

Parametro Grupo de estudio
Vacunados No vacunados No
con infeccion  Vacunados/naive con infeccion  vacunados/
previa (n=581) previa naive
(n=286) (n=147) (n=162)

Anticuerpos
totales anti-RBD 284 (99,3) 487 (83,8) 134 (91,2) 2(1,2)
detectables (%)

Anticuerpos 1gG

anti-S-triméricos 278 (97,2) 422 (72,6) 87 (59,2) 3(1,9)
detectables (%)

P valor® 0,62 0,058 <0,001 1,00
indice kappa 0,19 0,58 0,18

(95% IC) (-0,14-0,52) (0,50-0,65) (0,06—0-30) )
Porcentaje de

concordancia 97.0 83.0 63.0 -
positiva (PPA)

Porcentaje de

concordancia 11.0 50.0 18.0 97.0
negativa (NPA)

Resultados discordantes

Anticuerpos
totales anti-RBD
positivos/
Anticuerpos 1gG
anti-S-triméricos
negativos (%)

7(2.4) 75 (12,9) 49 (33,3) 2(1,2)

Anticuerpos

totales anti-

RBD negativos/

Anticuerpos 1(0,3) 10 (1,7) 2(1,4) 3(1,9
IgG anti-S-

triméricos

positivos (%)

S, proteina de la espicula de SARS-CoV-2; RBD, dominio de unién al receptor;

%La comparacion de frecuencias entre grupos (anticuerpos totales anti-RBD vs.
anticuerpos IgG anti-S-triméricos) se realizo mediante la prueba exacta de Fisher o la
prueba de ¥, seglin proceda.
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2.3 Concordancia cuantitativa entre inmunoensayos

De los 774 sueros que arrojaron resultados positivos en ambas pruebas
serologicas, 469 mostraron niveles de anticuerpos que se situaban en el intervalo
cuantitativo de ambos inmunoensayos y se incluyeron en el analisis que se detalla a
continuacidon. Los 305 sueros restantes arrojaron niveles de anticuerpos que no pudieron
cuantificarse completamente mediante el inmunoensayo de DiaSorin (n = 262) o el
inmunoensayo de Roche (n = 208), y que se excluyeron de los andlisis. En general, los
niveles de anticuerpos medidos por los dos inmunoensayos no difirieron
significativamente (Tabla V.7); sin embargo, se observé una tendencia hacia valores
BAU/mI més altos medidos por el ensayo de Roche para sueros de Vac-Ex; por el
contrario, se observo una tendencia hacia valores BAU/mI mas altos medidos por el
ensayo de DiaSorin para sueros de Vac-N y Unvac-Ex. En general la correlacion entre
los niveles de anticuerpos cuantificados por ambos inmunoensayos fue fuerte (rho =
0,82; IC 95%: 0,78-0,84; p < 0,001), y continud siendo fuerte para los sueros de Vac-Ex
(rho = 0,84; IC 95%: 0,82-0,92; p < 0,001) y Vac-N (rho = 0,80; IC 95%: 0,78-0,84; p <
0,001), pero solo fue moderada para los sueros Unvac-Ex (rho = 0,66; IC 95%: 0,49-
0,78; p < 0,001), siendo estadisticamente significativa esta diferencia (p = 0,0048).

Tabla V.7. Resultados cuantitativos arrojados por los inmunoensayos de Roche y
DiaSorin segun el estado de vacunacion e infeccion por SARS-CoV-2 de los
participantes

Pardmetro Vac-Ex (n=94) Vac-N (n=305) Unvac-Ex (n=70)
Niveles de anticuerpos 1.868 429,6 135,4
totales anti-RBD  (213,8-13.313) (122,6-1.441) (53,7-530,2)
(BAU/ml)

Niveles de anticuerpos 1.170 495 226,5

IgG anti-S-triméricos  (366,4—2.690) (180-1.241) (80,63-586,3)
(BAU/ml)

P valor para la

comparacion de 0,09 0,55 0,09
medianas®

Correlacion entre los
niveles de anti-RBD y
anti-S-triméricos
(valor rho/P valor)”

0,88/<0,001 0,80/<0,001 0,66/<0,001

S, proteina de la espicula del SARS-CoV-2; RBD, dominio de unioén al receptor.
*Prueba U de Mann-Whitney .
®Prueba de correlacién de Spearman.
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Para comparar los resultados cuantitativos arrojados por los dos immunoensayos
a traves de diferentes rangos de concentracion de anticuerpos, agrupamos
arbitrariamente los sueros en cuatro categorias basadas en los resultados del
inmunoensayo de DiaSorin: <250, 250-1.000, 1.001-2.080 y >2.080 BAU/ml. Como se
muestra en la Tabla V.8, los niveles de anticuerpos cuantificados por ambos
inmunoensayos no fueron significativamente diferentes cuando correspondieron a
<1.000 BAU/ml; en cambio, para los sueros >1.000 BAU/ml, el ensayo de Roche arrojo6
resultados significativamente mas altos independientemente del estado de vacunacion y
de infeccion por SARS-CoV-2 de los participantes. El diagrama de Bland-Altman
representado en la Figura V.7 muestra el impacto de la concentracion de anticuerpos en
el nivel de discordancia entre los valores cuantitativos medidos por los dos
inmunoensayos (A, todos los sueros; B, sueros con <1.000 BAU/ml; C, sueros con

>1.000 BAU/ml, cuantificados mediante el ensayo DiaSorin).

Tabla V.8. Resultados cuantitativos arrojados por los inmunoensayos de Roche y
DiaSorin segun la concentracion de anticuerpos

Parametro Resultados cuantitativos de anticuerpos 1gG anti-S-triméricos
<250 250-1.000 1.001-2.080 >2.080
BAU/mI BAU/mI BAU/mI BAU/mI
(n=153) (n=159) (n=94) (n=63)
Niveles de

anticuerpos
totales anti-RBD
en BAU/mI.
Mediana (IQR)

88,45 467,9 1.756 23.476
(25,09-172,7)  (206,4-1.090)  (719-3.775) (13.940-39.904)

Niveles de
anticuerpos  1gG
anti-S-triméricos
en BAU/mI.
Mediana (IQR)

97,10 534 1.405 5.490
(51,25-170,5)  (368-686)  (1.208-1.733) (3.520-9.790)

P valor para la
comparacion  de 0,87 0,13 0,007 <0,001
medianas®

Correlacion entre
los niveles de
anti-RBD vy anti-
S-triméricos
(valor rho/P
valor)”

0,42/ <0,001 0,34/ <0,001 0,18/0,07 0,78/<0,001

IQR, rango intercuartilico; RBD, dominio de unién al receptor.
*Prueba de rangos con signos de Wilcoxon.
®Prueba de correlacién de Spearman.
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Figura V.7. Diagrama Bland-Altman para los ensayos Roche Elecsys® anti-SARS-CoV-2 S y

LIAISON® SARS-CoV-2 TrimericS IgG para todos los sueros incluidos en el andlisis (A) y
sueros que presentaron <1.000 BAU/ml (B) o >1.000 BAU/ml (C), medidos por el

inmunoensayo LIAISON® SARS-CoV-2 TrimericS IgG. Los graficos muestran la tendencia en
logio BAU/mI.
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2.4 Correlacion entre los niveles de anticuerpos medidos por los dos

Inmunoensayos Yy los anticuerpos neutralizantes

Se evalu6 la capacidad de neutralizaciéon del virus de la estomatitis vesicular
(VSV) pseudotipado con diferentes genotipos de la proteina S (Wuhan-Hu-1/Omicron
BA.1 y BA.2) de un total de 127 sueros elegidos al azar de entre los que arrojaron
resultados positivos en los ensayos de Roche y DiaSorin. Estos sueros fueron recogidos
de personas totalmente vacunadas (mediana de edad: 62 afos; IQR: 44-82; 62
hombres/65 mujeres) que en el momento de la prueba eran naive (n = 88) o con
infeccion previa por SARS-CoV-2 (n = 39). La tasa de sueros con NtAb detectables fue
mayor frente a Wuhan-Hu-1 (89%) que frente a Omicron BA.1 (56%) o BA.2 (70%;
Tabla V.9). En general, los titulos de NtAb fueron mas altos para Wuhan-Hu-1 seguido
de Omicron BA.1 y BA.2. Se encontraron diferencias importantes entre Vac-Ex y Vac-
N; En Vac-Ex se observo una mayor tasa de sueros con NtAb detectables y mayores
titulos de NtAb contra Wuhan-Hu-1 y Omicron BA.1 en comparacion con Vac-N (p <
0,001 para ambas comparaciones); por el contrario, la tasa de NtAb detectables contra
BA.2 fue mayor en Vac-N en comparacion con Vac-Ex (p = 0,015) aunque los niveles

de anticuerpos fueron comparables en ambos grupos (p = 0,92) (Tabla V.9).

Tabla V.9. Titulos de anticuerpos neutralizantes contra las (sub)variantes de
SARS-CoV-2 en sueros que fueron positivos en los inmunoensayos de Roche y
DiaSorin recogidos de personas vacunadas

(Sub)variante de N° de sueros que fueron positivos (%)%Mediana del titulo
SARS-CoV-2 de NtAb (IQR)

Sin infeccion previa por Con infeccion previa por

SARS-CoV-2 SARS-CoV-2
Wuhan-Hu-1 74 (84)/445 (124-1.724) 39 (100)/2.122 (585-7.578)
Omicron BA.1 39 (44)/20 (20-92) 32 (82)/276 (20-798)
Omicron BA.2 38 (76)/107 (25-566) 20 (60)/60 (25-505)

NtAb, anticuerpos neutralizantes,

aSe analizaron un total de 127 sueros para determinar la cuantificacion de NtAb frente
a Wuhan-Hu-1 y Omicron BA.1. Para detectar NtAb frente a Omicron BA.2, se
analizaron un total de 83 sueros.

90



En general, la correlacion entre los niveles de anticuerpos medidos por los
inmunoensayos de Roche y DiaSorin con los titulos de NtAb fue moderada para los
dirigidos contra Wuhan-Hu-1 y Omicron BA.1. Sin embargo, fue débil o inexistente
para los dirigidos contra BA.2 como se puede observar en la Tabla V.10. La correlacion
entre los NtAb de todas las (sub)variantes fue siempre mayor en los sueros de Vac-N
que en los Vac-Ex, independientemente del inmunoensayo utilizado. Sin embargo, las
diferencias alcanzaron significacion estadistica en el caso de los NtAb frente a Wuhan-
Hu-1 (p = 0,015 y 0,003, para Roche y Diasorin, respectivamente) y Omicron BA.2 (p =
0,007 y 0,003, respectivamente) pero no en aquellos frente a BA.1 (p = 0,5y 0,89).

Tabla V.10. Correlacion entre los valores cuantitativos arrojados por los
inmunoensayos (electro)quimioluminiscentes de Roche y DiaSorin y los titulos de
anticuerpos neutralizantes frente a diferentes (sub)variantes del SARS-CoV-2 en
individuos vacunados segun su estado de infeccion por SARS-CoV-2

(Sub)variante de Valor Rho [IC 95%] (P valor) para la correlacion entre los

SARS-CoV-2° inmunoensayos de Roche/DiaSorin y los titulos de NtAb
Todos los Sin infeccion previa Con infeccion previa
participantes por SARS-CoV-2 por SARS-CoV-2
Wuhan-Hu-1 0,69 [0,58-0,77] 0,71 [0,60-0,81] 0,40 [0,09-0,64]
(<0,001)/ (<0,001)/ (<0,001)/
0,71[0,61-0,79] 0,75 [0,64-0,83] 0,37 [0,06-0,62]
(<0,001) (<0,001) (<0,001)
Omicron BA.1 0,64 [0,52-0,73] 0,61 [0,46-0,73] 0,52 [0,24-0,72]
(<0,001)/ (<0,001)/ (<0,001)/
0,67 [0,55-0,75] 0,60 [0,45-0,73] 0,59 [0,33-0,77]
(<0,001) (<0,001) (<0,001)
Omicron BA.2 0,30 [0,08-0,49] 0,52 [0,27-0,70] -0,05[-0,34 a 0,31]
(<0,001)/ (<0,001)/ (0,78)/
0,24 [0,02-0,44] 0,49 [0,02-0,68] -0,15[-0,48 a 0,21]
(<0,001) (<0,001) 0,4)

NtAb, anticuerpos neutralizantes.

“Se analizaron 127 sueros para cuantificar NtAb contra Wuhan-Hu-1 y Omicron BA.1.

Para detectar NtAb frente a Omicron BA.2, se analizaron un total de 83 sueros.
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A continuacion, mediante la construccion de curvas ROC, determinamos los
umbrales de nivel de anticuerpos medidos por los inmunoensayos que predecirian de
forma Optima (méaxima sensibilidad y especificidad combinadas) la deteccion de NtAb
frente a las diferentes (sub)variantes. Como se muestra en la Tabla V.11,
independientemente de si los sueros se analizaron en la plataforma de Roche o
DiaSorin, los puntos de corte de los anticuerpos asociados con la deteccion de NtADb
fueron los mas bajos para Wuhan-Hu-1 y los mas altos (y menos precisos) para
Omicron BA.2. Sin embargo, los niveles de anticuerpos medidos con el inmunoensayo
de Roche asociados con la deteccion de NtAb contra la variante Wuhan-Hu-1, fueron
1,9 veces méas bajos que los obtenidos con el inmunoensayo de DiaSorin. Por el
contrario, fueron necesarios niveles méas altos (2,8 veces mas) de anticuerpos medidos
por el inmunoensayo de Roche en comparacion con el de DiaSorin para predecir la
deteccidn de anticuerpos neutralizantes contra las variantes Omicron BA.1 y BA.2. Un
andlisis similar utilizando solo sueros de Vac-N arrojé resultados similares (Tabla
V.12).

Tabla V.11. Umbrales de nivel de anticuerpos medidos por los inmunoensayos de
Roche y DiaSorin que predicen la deteccion de anticuerpos neutralizantes de unién
a la espicula segun la (sub)variante del SARS-CoV-2

Inmunoensayo (Sub)variante Umbral de Sensibilidad Especificidad AUC
de anticuerpos (%) (%) (P valor)
SARS-CoV-2* (BAU/mL)

0,96
Wuhan-Hu-1 > 2,04 2 !
uhan-Hu 300 92,0 92,86 (<0,001)
Omicron 0,95
Roche BA 1 > 5.257 88,73 92,86 (<0,001)
Omicron 0,74
or s > 8.816 74,32 77,78 0.016)
Wuhan-Hu-1 > 586 83,19 92.86 0,96
! ! (<0,001)
. i Omicron 0,94
DiaSorin BA 1 >1.810 81,69 92,86 (<0,001)
Omicron 0,71
BA 2 > 3.055 63,51 77,78 (0,039)

AUC, area bajo la curva ROC. BAU, unidades de anticuerpos de union..
%Se analizaron 127 sueros para cuantificar NtAb contra Wuhan-Hu-1 y Omicron BA.1.
Para detectar NtAb frente a Omicron BA.2, se analizaron un total de 83 sueros.
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Tabla V.12. Umbrales de nivel de anticuerpos medidos por los inmunoensayos de
Roche y DiaSorin que predicen la deteccion de los anticuerpos neutralizantes de
unién a la espicula en participantes vacunados/naive segun la (sub)variante de

SARS-CoV-2
Inmunoensayo (Sub)variante Umbral de Sensibilidad Especificidad AUC
de anticuerpos (%) (%) (P valor)
SARS-CoV-2* (BAU/mL)
0,96
Wuhan-Hu-1 > 4 2 ’
uhan-Hu 300 90,5 92,86 (<0.001)
Omicron 0,95
Roche BA 1 > 4,123 92,31 91,84 (<0,001)
Omicron 0,77
BA 2 > 8.851 69,05 87,50 0,012)
Wuhan-Hu-1 > 586 77,03 92,86 0.95
’ ’ (<0,001)
o Omicron 0,94
DiaSorin BA 1 >1.505 79,49 91,84 (<0,001)
Omicron 0,72
BA 2 > 3.055 61,90 87,50 (0.05)

AUC, area bajo la curva ROC. BAU, unidades de anticuerpos de union.
#Se analizaron 88 sueros para cuantificar NtAb contra Wuhan-Hu-1 y Omicron BA.1.

Para detectar NtAb frente a Omicron BA.2, se analizaron un total de 50 sueros.
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Hasta la fecha, la aprobacion por parte de organismos internacionales (FDA o
ECDC) de inmunoensayos cuantitativos dirigidos frente a la proteina S del SARS-CoV-
2 se limita a su uso con fines investigadores, evaluacion de la inmunogenicidad de
vacunas en ensayos clinicos y estudios de seroprevalencia. Mas alla de su uso para estos
fines, los inmunoensayos pueden ser fundamentales para la toma de decisiones clinicas
a nivel individual en un futuro préximo. Por ejemplo, la Conferencia Europea sobre
Infecciones en Leucemia (ECIL) recomienda que los pacientes oncohematolégicos que
hayan sido vacunados antes o durante el tratamiento hematoldgico sean evaluados 6
meses despues del final del tratamiento y revacunados si presentan titulos bajos de
anticuerpos, aunque no se especifica una definicién concreta para los titulos bajos de
anticuerpos. A este respecto, se ha sugerido un umbral de alrededor de 250 BAU/mI
para discriminar entre los que presentan (por encima) o no (por debajo) una proteccion
razonable contra la enfermedad sintomatica (al menos la enfermedad causada por la
variante ancestral), tanto en pacientes con trastornos hematologicos (146) como en la
poblacion general (87,147). Asimismo, la Agencia Espafiola de Medicamentos y
Productos Sanitarios (AEMPS) recomienda en la actualidad la infusion de Evusheld
para individuos altamente vulnerables, preferentemente cuando se documenta
seronegatividad frente al SARS-CoV-2 o niveles bajos de anticuerpos anti-S (<260
BAU/mI) (114).

En este contexo, la comparacion directa del rendimiento analitico y clinico de
los inmunoensayos cuantitativos especificos anti-S disponibles en el mercado es de vital
importancia, incluso cuando estas pruebas detectan diferentes isotipos de anticuerpos o
incorporan diferentes dianas antigénicas. En este caso, se compararon dos ensayos
ampliamente utilizados, el inmunoensayo de Roche que cuantifica anticuerpos totales
anti-RBD vy el de DiaSorin que mide los anticuerpos dirigidos frente a la proteina S en
su conformacion trimérica. Esto se hizo mediante la realizacidon de pruebas paralelas de
un gran numero de sueros de individuos que presentaban diferentes estados de
vacunacion e infeccion por SARS-CoV-2. También se investigo la correlacion entre los
niveles de anticuerpos cuantificados por los dos inmunoensayos con los titulos de NtADb;
estos se midieron mediante un ensayo de neutralizacion de virus pseudotipado con tres
genotipos diferentes de la espicula: la variante ancestral, presente en las vacunas

aprobadas, y Omicron BA.1 y BA.2, pertenecientes a subvariantes dominantes o en
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rapida expansion, respectivamente, en nuestro entorno en el momento del disefio del

estudio.

Desde un punto de vista cualitativo, ambos ensayos se correlacionaron
razonablemente bien (indice Kappa: 0,68); no obstante, el ensayo de Roche arrojo un
mayor numero de resultados positivos que el ensayo de DiaSorin, mostrando asi una
mayor sensibilidad general para la deteccion de la exposicion previa al virus, la
vacunacion o ambos. Curiosamente, el PPA fue mayor para sueros de Vac-Ex (0,97) o
Vac-N (0,83) que para sueros de Unvac-Ex (0,63). Las diferencias en el arsenal de
epitopos presentes en la proteina S, que inducen respuestas de anticuerpos méas fuertes
tras la vacunacion o la infeccion natural, junto con la variabilidad de la respuesta
inmune generada podrian explicar esta observacion (148,149). Ademas, el hecho de que
los sujetos Unvac-Ex y Vac-Ex presenten una cinética potencialmente variable de la
disminucion de anticuerpos con el tiempo, también puede haber influido en los
resultados. En particular, la concordancia cualitativa entre inmunoensayos fue mayor en
sueros de Vac-N (indice Kappa: 0,58). Al considerar Unicamente los sueros de
individuos Unvac-N, encontramos que la especificidad de ambos ensayos era

comparable (98,8% para el ensayo de Roche y 98,1% para el ensayo de DiaSorin).

Es importante destacar que la diferencia de sensibilidad global entre los dos
inmunoensayos puede reducirse sustancialmente disminuyendo el punto de corte de
positividad del ensayo de DiaSorin de 33,8 a 4,9 BAU/mI, sin que ello suponga una
disminucion significativa de la especificidad, ya que alrededor del 80% de los sueros
que arrojaron un valor positivo por el inmunoensayo de Roche y negativo por el de
DiaSorin se situaron dentro del intervalo 4,9 — 33,8 BAU/ml. También es importante
sefialar que, si bien la sensibilidad global calculada de ambos ensayos fue
sustancialmente inferior a la indicada por el fabricante respectivo (98,8% y 98,7% para
el ensayo de Roche y de DiaSorin, respectivamente), la especificidad solo disminuy6
ligeramente (99,8% y 99,5% para el ensayo de Roche y de DiaSorin, respectivamente,
segun el fabricante correspondiente). Para estimar la relevancia de esta aparente
discrepancia hay que tener en cuenta que ambos ensayos fueron evaluados
originalmente por los fabricantes utilizando sueros extraidos de individuos no
vacunados y poco después de haber sido infectados por la variante ancestral Wuhan-Hu-
1 del SARS-CoV-2.
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Desde una perspectiva cuantitativa, no se observaron diferencias significativas
en los niveles de anticuerpos medidos por los dos inmunoensayos para Sueros
pertenecientes a cualquiera de los grupos de estudio. No obstante, estos se
correlacionaron en menor medida para los sueros de Unvac-Ex (rho = 0,66) que para los
de Vac-Ex (rho = 0,88) y Vac-N (rho = 0,80), probablemente debido a diferencias en la
especificidad antigénica de los anticuerpos generados tras la vacunacion o infeccién
natural. En concordancia con nuestros hallazgos, estudios previos informaron de niveles
de correlacion entre los inmunoensayos de Roche y DiaSorin que oscilaban entre 0,80 y
0,93 en paneles compuestos principalmente por sueros de individuos Vac-N (74,150—
154). La considerable diferencia entre los niveles de correlacion entre Vac-Ex y Unvac-
Ex observada en nuestro estudio también es congruente con los hallazgos de Lukaszuk
et al. (153). Una observacion relativamente novedosa de este estudio esta relacionada
con el impacto que tiene la concentracion de anticuerpos en la magnitud de las
discordancias cuantitativas entre los dos inmunoensayos; en efecto, para sueros con
<1.000 BAU/mI, el ensayo de DiaSorin arroj6 valores mas altos que el de Roche,
mientras que sucediod lo contrario para sueros >1.000 BAU/ml, en los que el ensayo de
Roche dio valores mas altos respecto a los devueltos por el ensayo de DiaSorin. Aunque
no explicitamente, la existencia de tales diferencias en las estimaciones cuantitativas de
los niveles de anticuerpos proporcionadas por los inmunoensayos de Roche y DiaSorin

puede deducirse de los datos obtenidos en estudios anteriores (74,150,153,154).

Posteriormente, evaluamos la correlacién entre los niveles de anticuerpos
devueltos por los dos inmunoensayos y los titulos de NtAb frente a Wuhan-Hu-1,
Omicron BA.1 y BA.2 medidos mediante un ensayo de neutralizacion del virus S-
pseudotipado. Para ello, seleccionamos al azar 127 sueros recogidos de Vac-Ex y Vac-
N. Dado el momento en el que se recogieron los sueros, tanto la tasa de sueros que
mostraron actividad neutralizante (cualquier titulo) como los titulos de NtAb, fueron
mayores frente a la variante ancestral que frente a Omicron BA.1 y BA.2. Se realizaron
varias observaciones importantes sobre el grado de correlacién entre los niveles de

anticuerpos medidos por ambos inmunoensayos Y los titulos de NtAb:

En primer lugar, el nivel de correlacion fue sustancialmente inferior para los
sueros del grupo Vac-Ex en comparacién con los del grupo Vac-N, independientemente
de la variante SARS-CoV-2 considerada; esta diferencia fue claramente evidente en el
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caso de los NtAb contra Omicron BA.2 (rho: 0,52 en Vac-N frente a rho: -0,05 en Vac-
Ex). En segundo lugar, los puntos de corte del nivel de anticuerpos que predicen la
deteccion de cualquier titulo positivo de NtAb variaba ampliamente en funcién de la
(sub)variante del SARS-CoV-2 considerada y del inmunoensayo empleado. Lo mismo
ocurrio cuando los sueros de los individuos Vac-N se analizaron por separado. Cabe
destacar que optamos por un resultado binario para la categorizacion de los resultados
de NtADb (detectable frente a indetectable), ya que no se ha definido claramente ningun
umbral de NtAb para la proteccion frente a la infeccion por cualquier variante del
SARS-CoV-2. En efecto, la deteccion de NtAb de Wuhan-Hu-1 se asocio a niveles de
anticuerpos mas bajos medidos por ambos inmunoensayos de union que en el caso de
las subvariantes Omicron; este hecho no fue inesperado, ya que ambos inmunoensayos
contienen la proteina S 0 RBD como antigenos diana derivados de la variante ancestral,
y la variante Wuhan-Hu-1 diverge sustancialmente de los sublinajes Omicron (155). En
tercer lugar, los niveles de anticuerpos de union a RBD y S-triméricos que predecian
NtAb contra Omicron BA.2 fueron sustancialmente superiores a los de Omicron BA.1,
independientemente del inmunoensayo utilizado, lo que probablemente refleje el mayor
grado de variacién de la secuencia dentro de los sitios criticos de union de anticuerpos
en la proteina S de BA.2 (155); ademas, la prediccion de la detectabilidad de NtAb
frente a Omicron BA.2 fue algo imprecisa (AUC: 0,71). En cuarto lugar, los umbrales
de nivel de anticuerpos que predicen la deteccion de NtAb frente a todas las variantes
del SARS-CoV-2 analizadas fueron sustancialmente diferentes para los ensayos de

Roche y DiaSorin.

El presente estudio tiene varias limitaciones. En primer lugar, como ya se ha
indicado, los sueros que arrojaron resultados cualitativos contradictorios en los distintos
inmunoensayos no se analizaron mas a fondo para tener en cuenta las discrepancias, lo
que impidié realizar un andlisis de especificidad 6ptimo. En segundo lugar, no se
analizaron sueros de individuos Unvac-Ex en el ensayo de NtAb. Por otra parte, el
estudio presenta algunos puntos fuertes como el gran nimero de sueros analizados, la
heterogeneidad de los participantes en términos de vacunacion y estado de infeccion por
el SARS-CoV-2, y el uso de ensayos de neutralizacion del virus S-pseudotipado en

lugar de un método de neutralizacion subrogado.
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En resumen, nuestros datos revelaron que ni los resultados cualitativos ni los
cuantitativos de los inmunoensayos de Roche y DiaSorin (este Ultimo a pesar de la
calibracién con el primer estdndar de anticuerpos SARS-CoV-2 de la OMS) son
necesariamente intercambiables. En ambos ensayos, ademds, se observo que el
rendimiento analitico estaba muy influido por la vacunacion de los individuos y el
estado de infeccion por SARS-CoV-2. Es importante sefialar que se observo un impacto
de la concentracion de anticuerpos en la magnitud de las discordancias cuantitativas
entre los dos inmunoensayos. Nuestros datos también ponen de relieve la necesidad de
evaluar continuamente el rendimiento de los inmunoensayos basados en S en entornos
epidemiolégicos dominados por (sub)variantes emergentes; en particular, es importante
evaluar la correlacion entre las BAU proporcionadas y los titulos de NtAb. El uso
generalizado en el futuro de indicadores como la ausencia de anticuerpos dirigidos
contra S o un determinado umbral de nivel de anticuerpos para determinar la necesidad
de una dosis adicional de vacuna (basada en Wuhan-Hu-1 o adaptada) o terapias de
anticuerpos monoclonales dirigidos contra S, puede aumentar el impacto clinico de las
diferencias entre ensayos en cuanto a sensibilidad y rendimiento cuantitativo. En este

contexto, nuestros datos pueden contribuir a una seleccion 6ptima del inmunoensayo.
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3. Analisis comparativo de los anticuerpos neutralizantes contra
Omicron BA.4/5 tras la vacunacion frente a la COVID-19 en personas con
infeccion previa por SARS-CoV-2 frente a personas naive en la poblacion

general

El tercer trabajo (Camacho J, Zulaica J. J. Infect. 2023) queda englobado en un
estudio transversal de seroprevalencia del SARS-CoV-2 (analogo al primer articulo), de
ambito regional y de base poblacional que se llevo a cabo en las zonas de atencion
primaria de la CV en Espafia durante octubre de 2022. Para su realizacion, se analizaron
los sueros de 130 individuos (62 hombres/68 mujeres; mediana de edad, 56 afios; IQR,
34-72) de un total de 787 participantes.

El estudio se basa en lo publicado por Dimeglio et al. en el Journal of Infection,
donde se demuestra que la infeccion irruptiva causada por la subvariante Omicron BA.1
del SARS-CoV-2, tras la administracion de dos o tres dosis de la vacuna contra la
COVID-19, genera en la poblacién general una respuesta de anticuerpos neutralizantes
(NtAb) homotipicos (BA.1) méas potente que la vacunacion por si sola (119). En este
estudio, la mayoria de los individuos reclutados eran jovenes (edad media, 39 afios) y
las mediciones de NtAb (utilizando un aislado vivo de la subvariante Omicron BA.1 del
SARS-CoV-2) se realizaron poco después de recibir la Gltima dosis de vacuna (entre 3 'y

6 semanas).

Quisimos ampliar los estudios de Dimeglio et al. para demostrar que mucho
tiempo después de la vacunacion completa o de refuerzo (mediana, 287 dias; IQR, 260-
332), los individuos con una infeccion previa por SARS-CoV-2 muestran respuestas
NtAb maés robustas contra Omicron BA.4/5 que sus homologos vacunados naive,
independientemente de si la infeccion de debio a las variantes Wuhan-Hu-1, Omicron
BA.1 u Omicron BA.2.

3.1 Caracteristicas de los pacientes

De los 130 participantes, 91 se clasificaron como individuos con infeccion
previa por SARS-CoV-2 (Vac-Ex) tras la deteccién de anticuerpos IgG contra la
proteina de la nucleocépside del SARS-CoV-2 (Elecsys® Anti-SARS-CoV-2 N; Roche
Diagnostics, Pleasanton, CA, USA). Veintidds de los 91 tuvieron un registro positivo de
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un ensayo de RT-PCR en muestras nasofaringeas (RedMiVa). Los 39 participantes
restantes se consideraron naive (Vac-N), ya que carecieron de IgG anti-N y no tuvieron
registro de infeccion previa. Como se muestra en la Tabla V.13, los participantes Vac-
Ex y Vac-N se emparejaron por sexo, plataforma vacunal empleada, recepcion de una
dosis de refuerzo, tipo de refuerzo (homdlogo frente a heter6logo) y tiempo transcurrido
desde la ultima dosis vacunal. No obstante, los participantes Vac-N fueron
significativamente més jovenes (p < 0,007).

3.2 Anaélisis de la respuesta de NtAb frente a Wuhan-Hu-1 y Omicron

BA.4/5 en pacientes vacunados con y sin infeccidn previa por SARS-CoV-2

La mayoria de los participantes Vac-Ex (100%) y Vac-N (94,7%) mostraron
respuestas NtAb detectables contra la variante Wuhan-Hu-1 (p =0,30). Por el contrario,
el porcentaje de individuos Vac-N que mostraron NtAb detectables frente a Omicron
BA.4/5 fue significativamente inferior al de Vac-Ex (52,6% frente a 98,9%; p < 0,001).
En general, como se muestra en la Figura V.8A, los titulos de NtAb frente a Omicron
BA.4/5 fueron significativamente mas bajos que frente a Wuhan-Hu-1 tanto en Vac-Ex
(mediana del titulo reciproco para BA.4/5 y Wuhan-Hu-1, respectivamente de 1.462;
IQR, 536-4.803 frente a 11.398; IQR 4.652-62.500; p < 0,001) y Vac-N (mediana, 24;
IQR, 10-204, frente a 1.504; IQR, 586-6.883; p < 0,001). No obstante, en comparacién
con Vac-N, Vac-Ex mostré titulos de NtAb significativamente mas altos frente a
Wuhan-Hu-1 (hasta 7 veces mas; p < 0,001) y Omicron BA.4/5 (hasta 61 veces mas; p
< 0,001), independientemente de si los participantes recibieron una pauta de vacunacion

normal o reforzada con una dosis de vacuna adicional.

De los 22 individuos Vac-Ex con un registro positivo de RT-PCR de SARS-
CoV-2, en 13 la infeccion se documentd durante 2022 dentro de oleadas dominadas
(>95% de los casos) por BA.1 (n=6) y BA.2 (n=7), y antes de la aparicion de BA.4/5
en la CV; los 9 individuos restantes contrajeron la infeccion por SARS-CoV-2 durante
2020/2021, antes de la aparicion de la variante Omicron en la CV. Tras el
emparejamiento de los individuos de ambos grupos de comparacién segun el tiempo
transcurrido desde la recepcion de la ultima dosis de vacuna, los titulos de NtAb frente a
Omicron BA.4/5, pero no frente a Wuhan-Hu-1 (Figura V.8B), fueron

significativamente inferiores (p < 0,001) en los individuos que contrajeron la infeccion
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antes de 2022. Es importante destacar que los individuos Vac-N mostraron titulos de
NtAb mas bajos frente a Wuhan-Hu-1 (p < 0,001) y Omicron BA.4/5 (p < 0,001) que
los Vac-Ex, independientemente del momento en que se documentd la infeccion por
SARS-CoV-2.

Tabla V.13. Caracteristicas de los participantes

Vacunados con Vacunados sin P
Parametro infeccién previa por infeccion previa por valor®
SARS-CoV-2 (n=91) SARS-CoV-2 (n=39)
Sexo: n°
masculino/femenino, (%) 42149 (46/54) 20/19 (51/49) 0,99
Edad (mediana afios, IQR) 70 (31-67) 51 (48-82) 0,007
0-9 3 (3,3%) 2 (5,1%)
10-19 8 (8,8%) 1 (2,6%)
20-34 19 (20,9%) 2 (5,1%)
35-49 14 (15,4%) 7 (18%)
50-64 21 (23%) 5 (12,8%)
65-79 20 (22%) 9 (23%)
>80 6 (6,6%) 13 (33,3%)
Plataforma vacunal: n° (%) 0,91
ARNmM Comirnaty®
(BioNTech /Pizer) 54(59) 29 (4)
ARNmM Spikevax® 0
(Moderna / Lonza) 16 (17,6%) 5(128)
Vector viral Vaxzevria®
(Oxford / AstraZeneca) 15(16.5) 209
Vector viral
Jcovden® (JandJ / Janssen) 5() 3(7.7)
Inactivada CoronaVac®
(Sinovac Biotech) 1) 0
N° de dosis: n° (%) 0,99
Una 2 (2,20) 1(2,6)
Dos 25 (27,5) 10 (25,6)
Tres 62 (68) 28 (71,8)
Cuatro 2 (2,20) 0
Dosis de refuerzo
(S1.%/N0.%) 68 (75)/23 (25) 30 (77)/9 (23) 0,99
Tipo de refuerzo: n° (%) 0,96
Homologo 28 (41) 15 (50)
Heterdlogo 40 (59) 14 (50)
Dias desde la aultima dosis 283 (260-322) 307 (267-336) 0,09

de vacuna (mediana, IQR)

% Se utilizo la prueba exacta de Fisher o U de Mann-Whitney, segin procediese. Se
indican los valores p exactos de dos caras. Un valor p < 0,05 se considerd
estadisticamente significativo.
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Figura V.8. Respuestas de anticuerpos neutralizantes (NtAb) frente a Wuhan-Hu-1 y Omicron
BA.4/5 medidas mediante una técnica de virus de la estomatitis vesicular pseudotipado. (A)
Titulos reciprocos de NtAb frente a Wuhan-Hu-1 y Omicron BA.4/5 en vacunados con y sin
infeccion previa por SARS-CoV-2 (Vac-Ex y Vac-N, respectivamente). (B) Titulos reciprocos
de NtADb frente a Wuhan-Hu-1 y Omicron BA.4/5 en participantes Vac-Ex con infeccion por
SARS-CoV-2 documentada por RT-PCR. Se muestran valores de p para las comparaciones
entre grupos (Prueba U de Mann-Whitney). Un valor de p < 0,05 se considerd significativo.
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El estudio presenta algunas limitaciones. En primer lugar, solo se pudo
documentar la fecha de infeccion por SARS-CoV-2 en un pequefio porcentaje de los
participantes Vac-Ex. En segundo lugar, los linajes de SARS-CoV-2 no pudieron
confirmarse mediante secuenciacion en los casos confirmados mediante RT-PCR. En
tercer lugar, no se pudo determinar con certeza si los participantes que sufrieron
COVID-19 debido a Wuhan-Hu-1 se reinfectaron por Omicron BA.1y BA.2. En cuarto
lugar, debido a la posibilidad de seroreversion de los anticuerpos contra la proteina N
del virus, algunos participantes pudieron haber sido clasificados erroneamente como
SARS-CoV-2 naive.

En resumen, nuestro estudio concluye que, mucho tiempo después de la
vacunacion contra la COVID-19 con pautas completas o dosis de refuerzo (mediana de
287 dias), los individuos del grupo Vac-Ex muestran una respuesta de anticuerpos
neutralizantes (NtAb) significativamente mas robusta contra la variante Omicron
BA.4/5 en comparacion con el grupo Vac-N. Curiosamente, aunque la diferencia entre
los grupos fue mas marcada cuando los participantes que contrajeron la infeccion por
Omicron BA.1 0 BA.2 se consideraron por separado, también se mantuvo para los que
se infectaron por la variante ancestral Wuhan Hu-1 o las variantes pre-Omicron de
interés. Nuestra observacion concuerda con los datos reportados en varias series de
individuos vacunados frente a la COVID-19 (con o sin dosis de refuerzo) con
plataformas basadas en ARNm o inactivadas contra el SARS-CoV-2 (156-160) y puede
ayudar a la toma de decisiones en materia de salud publica con respecto a las politicas
de vacunacion frente a la COVID-19 en un futuro préximo.
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4. Evaluacion de la capacidad predictiva de un modelo de
aprendizaje automético (machine learning) en la deteccion de actividad

neutralizante de sueros frente a las subvariantes Omicron BA.2 y BA.4/5

Los resultados que se exponen en este estudio se corresponden con el Gltimo
articulo publicado (Camacho J, Albert E. J Med Virol. 2023) en el que se exploro la
fiabilidad de un método de machine learning basado en arboles de clasificacion y
regresion (CART) para predecir los niveles de anticuerpos totales anti-RBD del SARS-
CoV-2, que estan fuertemente asociados con la presencia de respuestas detectables de

NtADb frente a los sublinajes Omicron BA.2 y BA.4/5 en la poblacion general.

4.1 Caracteristicas de los participantes incluidos en las cohortes de

entrenamiento y validacion

Se incluyeron un total de 931 participantes en la cohorte de entrenamiento (TC)
y 781 en la cohorte de validacion (VC). Las principales caracteristicas de los
participantes (edad, sexo y estado de vacunacion e infeccion) se muestran en la Tabla
V.14. Cabe destacar que el porcentaje de participantes vacunados con infeccion previa
por SARS-CoV-2 (Vac-Ex) fue significativamente mayor en la VC que en la TC (63%
frente a 41%; p < 0,01).

4.2 Niveles de anticuerpos totales anti-RBD del SARS-CoV-2 en suero que
predicen la deteccion de anticuerpos neutralizantes frente a Omicron BA.2 y
BA.4/5

Un total de 100 sueros seleccionados al azar de 100 participantes diferentes
fueron examinados para hallar niveles detectables de NtAb frente a Omicron BA.2 y
BA.4/5 (encontrados en 88 y 84 participantes, de forma respectiva), con una mediana de
titulo reciproco 1Cs; de 148 (rango, 12-1.458) y 1.031 (rango, 24-62.500),
respectivamente. El andlisis ROC indic6 que un umbral de anticuerpos totales anti-RBD
de 2.300 BAU/mlI discrimina eficazmente entre participantes con respuestas detectables
de NtAb y aquellos con niveles indetectables. Este umbral mostré una sensibilidad del
90%, especificidad del 71% y precision del 87% (AUC: 0,83; p < 0,001) para BA.2, y
una sensibilidad del 88%, especificidad del 67% y precision del 84% (AUC: 0,90; p <
0,001) para BA.4/5 (Figura V.9).
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Tabla V.14. Caracteristicas demograficas de los participantes incuidos en las

cohortes de entrenamiento y validacion.

Parametro N° (%) Unvac-N Unvac-Ex Vac-N Vac-Ex
Cohorte de entrenamiento

Edad (afios)

Todos 931 (100) 21 (2,3) 63 (6,8) 469 (50,4) 378 (40,6)
0-9 40 (4,3) 7 (33,3) 12 (19) 7(1,5) 14 (3,7)
10-19 87 (9,3) 1(4,8) 9 (14,3) 26 (5,5) 51 (13,5)
20-34 150 (16) 3(14,3) 11 (17,5) 51 (10,9) 85 (22,5)
35-49 181 (19) 3(14,3) 16 (25) 75 (16) 87 (23)
50-64 173 (18,6) 2(9,5) 2 (3,2 89 (19) 80 (21)
65-79 159 (17) 2(9,5) 5(7,9) 115 (24,5) 37 (9,8)
>80 141 (15) 3(14,3) 8 (12,7) 106 (22,6) 24 (6,4)
Sexo

Masculino 411 (44) 8 (38) 29 (46) 190 (41) 184 (49)
Femenino 520 (56) 13 (62) 34 (54) 279 (59) 194 (51)
Cohorte de validacion

Edad (afios)

Todos 787 (100) 8 (1) 61 (7,8) 218 (27,7) 500 (63,5)
0-9 56 (7,1) 5 (62,5) 25 (41) 5(2,3) 21 (4,2)
10-19 59 (7,5) - 4 (6,6) 5(2,3) 50 (10)
20-34 119 (15,1) 1(12,5) 10 (16,4) 14 (6,4) 94 (18,8)
35-49 146 (18,6) - 8 (13,1) 40 (18,4) 98 (19,6)
50-64 156 (19,8) - 7 (11,5) 40 (18,4) 109 (21,8)
65-79 140 (17,8) 1(12,5) 2 (3,3) 57 (26,2) 80 (16)
>80 111 (14,1) 1(12,5) 5(8,2) 57 (26,2) 48 (9,6)
Sexo

Masculino 352 (44,7) 4 (50) 25 (41) 104 (48) 219 (44)
Femenino 435 (55,3) 4 (50) 36 (59) 114 (52) 281 (56)
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Figura V.9. Correlacion entre los anticuerpos totales contra el dominio de unién al receptor
(RBD) del SARS-CoV-2 (en BAU/mI) y los titulos reciprocos de anticuerpos neutralizantes 1Cs,
(NtADb) frente a Omicron BA.2 y BA.4/5 en participantes vacunados/naive (Vac-N), vacunados
con infeccion previa por SARS-CoV-2 (Vac-Ex) y no vacunados con infeccion previa por
SARS-CoV-2 (Unvac-Ex). Se muestra el umbral de anticuerpos totales anti-RBD que mejor
discrimin6 entre los participantes que mostraban o no respuestas detectables de NtAb contra
Omicron BA.2 y BA.4/5.

106



4.3 Modelo CART para predecir la actividad neutralizante detectable en
suero frente a Omicron BA.2 y BA.4/5 basado en mediciones del nivel de

anticuerpos totales anti-RBD.

Se construyé un modelo CART para predecir la presencia de anticuerpos totales
anti-RBD del SARS-CoV-2 por encima de 2.300 BAU/ml, como sustituto de respuestas
NtAb detectables. EI modelo incluyd finalmente las siguientes variables: edad,
calendario de vacunacion, dias transcurridos desde la recepcion de la ultima dosis de
vacuna y antecedentes de infeccion previa por SARS-CoV-2. Notese que como el
tiempo transcurrido desde la Gltima dosis de vacuna mostr6 multicolinealidad con el
namero de dosis de vacuna recibidas, optamos por mantener solo este Gltimo parametro
en el modelo final. Como se muestra en las figuras V.10 y V.11, el modelo comprendia

un total de 25 nodos.

Tipode
vacunacion
»
Sin dosis

refuerzo

Figura V.10. Modelo de aprendizaje automético supervisado (arbol de clasificacion y
regresion) para la prediccion de anticuerpos totales anti-SARS-CoV-2 RBD > 2.300 BAU/ml.
Cada nodo clasifica la poblacion anterior en funcién de una variable separadora. Se representa
la pureza de cada nodo (porcentaje de elementos del grupo que pertenece a la misma clase, es
decir, > 2.300 BAU/m).
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Figura V.11. Continuacion del modelo CART para predecir un nivel de anticuerpos totales
anti-SARS-CoV-2 RBD por encima de 2.300 BAU/ml: A) sin dosis de refuerzo, (B) refuerzo
homdlogo, y (C) refuerzo heterélogo.
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La primera segmentacion del arbol de clasificacion se baso en el calendario de
vacunacion; la probabilidad de mostrar anticuerpos totales anti-RBD > 2.300 BAU/ml
oscilo entre el 94% para los vacunados completamente con dosis de refuerzo heteréloga,
al 42% para los no vacunados con infeccion previa por SARS-CoV-2. Como se muestra
en la Figura V.11, en el caso de los participantes vacunados sin dosis de refuerzo
(Figura V.11A) la infeccion previa por SARS-CoV-2, la edad (en el caso de los
participantes naive) y el nimero de dosis de vacuna recibidas (en el caso de los
participantes con infeccion previa) modularon la probabilidad de presentar niveles de
anticuerpos por encima de 2.300 BAU/ml. Entre los participantes vacunados que
recibieron una dosis de refuerzo homologa (Figura V.11B) la probabilidad oscilé entre
el 75% y el 100% en funcién de la edad; mientras que en los vacunados con una dosis
de refuerzo heterdloga (Figura V.11C) la probabilidad oscil6 entre el 78% y el 100% en
funcién de la edad, llegando a un intervalo del 91% al 100% para los que tenian entre 50
y 65 afios en funcion de si habian presentado o no una infeccién previa por SARS-CoV-
2.

Como se muestra en la Tabla V.15, en general, el modelo fue capaz de clasificar
correctamente el 88% (793/901) de los participantes en la TC: 717/749 (95,7%) de los
que mostraban > 2.300 BAU/ml y 76/152 (50%) de aquellos con < 2.300 BAU/ml. El
modelo funcion6 mejor en los participantes Vac-N (1% de falsos negativos, 12% de
falsos positivos) y Vac-Ex (0% de falsos negativos, 6% de falsos positivos) que en los
individuos Unvac-Ex (41% de falsos negativos). EI modelo se utilizé en una subcohorte,
perteneciente a la TC, compuesta por 30 sujetos seleccionados aleatoriamente,
clasificando correctamente a 29 de los 30 participantes: 26/27 (96%) de aquellos con
niveles de anticuerpos > 2.300 BAU/ml y 3/3 (100%) con < 2.300 BAU/ml.

4.4 Validacion del modelo CART

A continuacién, validamos el modelo CART en una nueva cohorte compuesta
por 787 participantes que se incluyeron en un estudio de seroprevalencia realizado en
octubre de 2022. EI modelo CART clasifico correctamente al 95% (596/627) y al 33%
(53/160) de los participantes con anticuerpos totales por encima y por debajo de 2.300
BAU/mI, respectivamente, con una precision global del 82%. El rendimiento del

modelo se describe en detalle para cada grupo de poblacion en la Tabla V.16.
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Tabla V.15. Rendimiento del modelo de aprendizaje automatico para predecir los
niveles de anticuerpos totales anti-SARS-CoV-2 RBD asociados con la presencia de
actividad neutralizante frente a Omicron BA.2 y BA.4/5 en la cohorte de
entrenamiento

Niveles medidos de anticuerpos | Niveles medidos de anticuerpos
totales anti-SARS-CoV-2 RBD | totales anti-SARS-CoV-2 RBD

Grupo (n° de >2.300 BAU/mlI < 2.300 BAU/ml

participantes) Prediccion Prediccion Prediccion Prediccion
>2.300. n (%) <2.300. n (%) |>2.300. n (%) <2.300. n (%)
(VP) (EN) (FP) (VN)

Unvac-N

(n=21) 0 0 0 21 (100)

Unvac-Ex

(n=63) 1(2) 26 (41) 0 36 (57)

Vac-N

(n=469) 386 (82) 6 (1) 55 (12) 22 (5)

Vac-Ex

(n=378) 357 (94) 0 21 (6) 0

FN, Falso Negativo; FP, Falso Positivo; VN, Verdadero Negativo; VP, Verdadero Positivo;
Unvac-Ex, no vacunados con infeccién previa por SARS-CoV-2; Unvac-N, no vacunados sin
infeccion previa por SARS-CoV-2 (naive); Vac-Ex, vacunados con infeccion previa por SARS-
CoV-2; Vac-N, vacunados sin infeccion previa por SARS-CoV-2 (naive).

Tabla V.16. Rendimiento del modelo de aprendizaje automatico para predecir los
niveles de anticuerpos totales anti-SARS-CoV-2 RBD asociados con la presencia de
actividad neutralizante frente a Omicron BA.2 y BA4/5 en la cohorte de
validacion.

Niveles medidos de anticuerpos | Niveles medidos de anticuerpos
totales anti-SARS-CoV-2 RBD | totales anti-SARS-CoV-2 RBD

Grupo (n° de >2.300 BAU/mlI <2.300 BAU/mI

participantes) Prediccion Prediccion Prediccion Prediccion
>2.300. n (%) <2.300. n (%) |>2.300. n (%) <2.300. n (%)
(VP) (FN) (FP) (VN)

Unvac-N

(n=8) NA NA NA 8 (100)

Unvac-Ex

(n=61) 0 23 (38) 0 38 (62)

Vac-N

(n=218) 140 (64) 713) 61 (31) 8 (4)

Vac-Ex

(n=500) 455 (91) 0 45 (9) 0

FN, Falso Negativo; FP, Falso Positivo; NA, No aplicable; VN, Verdadero Negativo; VP,
Verdadero Positivo; Unvac-Ex, no vacunados con infeccion previa por SARS-CoV-2; Unvac-N,
no vacunados sin infeccion previa por SARS-CoV-2 (naive); Vac-Ex, vacunados con infeccion
previa por SARS-CoV-2; Vac-N, vacunados sin infeccion previa por SARS-CoV-2 (naive).
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En concreto, en Unvac-Ex, un total de 23 participantes (38%) presentaban >
2.300 BAU/mlI, pero fueron clasificados como < 2.300 BAU/ml (FN) por el modelo.
Lamentablemente, faltaron datos sobre la fecha de infeccion en la mayoria de ellos. En
el grupo de Vac-N, 63 participantes (31%) tenian anticuerpos < 2.300 BAU/ml, pero
fueron clasificados como > 2.300 BAU/ml (FP). Esto puede explicarse, en parte, porque
el modelo se desarrollé utilizando una cohorte que fue analizada con una mediana de
166 dias (IQR 82-149) después de recibir la ultima dosis de la vacuna. En cambio, el
grupo utilizado para validar el modelo fue analizado con una mediana de 316 dias (IQR
282-335) tras la Gltima dosis de vacuna recibida. En el grupo de Vac-Ex, el 91% de los
participantes fueron correctamente clasificados con anticuerpos totales > 2.300
BAU/mI. Los 45 restantes (9%), se consideraron falsos positivos del modelo, de los
cuales en 29 de ellos fue posible obtener el registro de infeccion por SARS-CoV-2,
siendo la mediana de 452 dias (IQR 263-613) desde el episodio de infeccion hasta la
prueba serolégica. Esto podria explicar, en parte, la discrepancia observada. Al igual
que en la TC, en la VC el modelo funciondé mejor para identificar a los participantes

Vac-N y Vac-Ex con niveles de anticuerpos totales > 2.300 BAU/ml.
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Hasta donde sabemos, este es el primer estudio que genera un modelo ML
supervisado capaz de predecir la presencia de NtAb detectables frente a SARS-CoV-2
en individuos de la poblacion general. EI modelo utilizd un pequefio nimero de
variables faciles de recopilar, entre ellas la edad, el calendario de vacunacion y los
antecedentes de infeccion previa por SARS-CoV-2. Estudios similares al nuestro han
informado sobre modelos ML disefiados para predecir la seroconversion al SARS-CoV-
2 0 niveles suboptimos (definidos arbitrariamente) de anticuerpos anti-RBD tras la
vacunacion en receptores de trasplante alogenico de progenitores hematopoyéticos o de
organo solido, que mostraron una precision variable (161-164). Por ejemplo, mediante
un modelo de ML, Papadopoulos et al. (161) demostraron que la edad, el indice de masa
corporal y la presencia de enfermedades autoinmunes influian en el nivel de NtAbs
contra el SARS-CoV-2 tras la vacunacion. Osmanodja et al. (162) aplicaron algoritmos
de ML para predecir una respuesta seroldgica positiva tras la tercera y cuarta dosis en
receptores de trasplante renal, pero sélo se construydo y aplicO en pacientes
seronegativos sin infeccion previa por SARS-CoV-2. Alejo et al. (163) también
elaboraron un modelo ML para la prediccion de los niveles de anticuerpos tras la
vacunacion en receptores de trasplantes de 6rganos sélidos. Sin embargo, se construyo
utilizando una cohorte de pacientes naive, y la capacidad predictiva fue moderada.
Pifiana et al. (164) también realizaron un modelo para la prediccion de una respuesta
positiva de anticuerpos tras la vacunacion en pacientes hematoldgicos que permitid

identificar perfiles clinicos asociados a respuestas humorales deficientes.

Nuestro modelo de aprendizaje automatico puede estimar la probabilidad de que
individuos de cualquier edad en la poblacion general presenten niveles de anticuerpos
totales anti-RBD contra el SARS-CoV-2 iguales o superiores a 2.300 BAU/ml, lo que se
asocia con la deteccion de NtAb contra los sublinajes de Omicron BA.2 (precision,
87%), y BA.4/5 (precision, 84%) del SARS-CoV-2, medidos mediante un ensayo de
neutralizacion con la proteina S pseudotipada. EI modelo clasificé correctamente al
95,7% de los participantes incluidos en la TC que presentaban niveles de anticuerpos >
2.300 BAU/ml, obteniendo mejores resultados en los participantes Vac-N y Vac-Ex que
en los participantes Unvac-Ex y Unvac-N. Cuando se utilizd en la VC, el modelo
identificd correctamente al 95% de los participantes con niveles de anticuerpos > 2.300

BAU/mI; significativamente, independientemente del tiempo transcurrido entre los
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momentos de recogida de las muestras. Téngase en cuenta que la VC se reclutd después
de la oleada de Omicron BA.4/5, que aumenté sustancialmente la exposicion al SARS-
CoV-2 en la poblacion general. EI modelo funcioné mejor en los participantes Vac-Ex,
mientras que su capacidad predictiva en los participantes Vac-N dependia en gran
medida del tiempo transcurrido desde la ultima dosis de vacuna, probablemente debido

a la disminucion de anticuerpos.

Este cuarto trabajo también presenta varias limitaciones, entre las que se
incluyen las siguientes: en primer lugar, el punto de corte del nivel de anticuerpos
totales anti-RBD seleccionado para discriminar entre los participantes que mostraban
respuestas detectables de NtAb contra Omicron BA.2 y BA.4/5 no fue preciso al 100%
(87% para BA.2 y 84% en el caso de BA.4/5). En segundo lugar, los ensayos de NtAb
se realizaron en un porcentaje limitado de sueros de los participantes en la TC y VC. En
tercer lugar, la mayoria de los sueros de ambas cohortes presentaban niveles de
anticuerpos totales anti-RBD iguales o por encima de 2.300 BAU/ml. En cuarto lugar,
solo se pudo conocer la fecha precisa de infeccién por SARS-CoV-2 en unos pocos
individuos, lo que impidié la realizacion de subanalisis adicionales que tuvieran en
cuenta la subvariante del virus implicada. En quinto lugar, probar otros enfoques de
aprendizaje automatico, como los algoritmos k-Nearest Neighbors, Naive-Bayes o
Random Forests, quedd fuera del alcance del estudio. En sexto lugar, el modelo ML se
construy6 para predecir la deteccién de NtAb, que puede no correlacionarse con la
proteccion en todos los individuos; no obstante, en nuestro conocimiento, ain no se ha
definido un umbral de NtAb que ofrezca proteccion contra Omicron BA.2 y BA.4/5. En
séptimo lugar, no se comprob6 la capacidad del modelo para predecir respuestas
detectables de NtAb frente a sublinajes del SARS-CoV-2 en expansion, como BQ.1.1,
BA.2.75 0 XBB.1, que puedan tener una mayor capacidad para escapar de las respuestas
de NtAb inducidas por las vacunas o la infeccion natural (30,165). Por ultimo, pero no
menos importante, no se incluyé en el modelo el tipo especifico de estrategia de
inmunizacion (basada en ARNm, vector viral no replicativo, vector viral inactivado o
recombinante) utilizado para cada dosis de vacuna, lo que podria haber mejorado la

precision predictiva en individuos vacunados.

En conclusion, nuestro modelo de aprendizaje automatico supervisado de tipo
CART basado en unos pocos parametros faciles de recopilar para la prediccion de la
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actividad neutralizante sérica frente a las subvariantes BA.2 y BA.4/5 de Omicron evita
la necesidad de realizar ensayos seroldgicos no solo de NtAb, sino también de anti-S,
especialmente en individuos vacunados con antecedentes de infeccion por SARS-CoV-
2, lo que podria resultar costoso en el marco de grandes estudios de seroprevalencia.

Este modelo podria resultar util para la toma de decisiones en materia de salud publica.
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VI.

CONCLUSIONES

En abril de 2022, alrededor de la mitad de la poblacién de la Comunidad
Valenciana se habia infectado con el SARS-CoV-2 vy, debido a la vacunacion

extensiva, presentaba inmunidad hibrida (Vac-Ex).

Los resultados cualitativos y cuantitativos proporcionados por los
inmunoensayos de Roche (Elecsys Anti-SARS-CoV-2 S) y DiaSorin (LIAISON
SARS-CoV-2 TrimericS IgG) no son intercambiables, y su rendimiento analitico
se ve influenciado por el estado de vacunacion y de infeccion por SARS-CoV-2

de los individuos.

Los sujetos vacunados con una infeccion previa por SARS-CoV-2 (Vac-Ex)
muestran una respuesta de anticuerpos neutralizantes mas robusta en el tiempo
contra la variante Omicron BA.4/5, en comparacion con los individuos
vacunados que nunca se han infectado (Vac-N), independientemente de la

variante causante de la infeccion.

Un modelo de aprendizaje automatico (ML) puede predecir con alta precision la
presencia de anticuerpos neutralizantes contra las variantes Omicron BA.2 y

BA.4/5, a partir de variables faciles de recopilar.
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VAC-ex (rho -0.02; p = 0.57). Heterologous booster shots resulted in increased anti-
RBD antibody levels compared with homologous schedules in VAC-n, but not in
VAC-ex. NtAbs against Omicron BA.1 were detected in 94%, 75%, and 50% of VAC-
ex, VAC-n and UNVAC-ex groups, respectively. For Omicron BA.2, the figures were
97%, 84%, and 40%, respectively. SARS-CoV-2-S-reactive IFN-y T cells were
detected in 73%, 75%, and 64% of VAC-ex, VAC-n and UNVAC-ex, respectively.

Median frequencies for both T-cell subsets were comparable across groups. In

Spain summary, by April 2022, around half of the VC population had been infected with
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1 | INTRODUCTION

Spain has been severely affected by the SARS-CoV-2 pandemic, with
more than 12.4 million microbiologically confirmed cases as of June 8th,
2022. The Valencian Community (VC) is the fourth most populous
Spanish autonomous community with more than five million inhabitants
and has reported around 1.5 million SARS-CoV-2 infections and almost
10,000 attributed deaths to date.! Importantly, a large percentage of the
VC population has received either a primary full vaccination series (93.9%)
or a booster vaccination schedule (57.3%).2 Registries of confirmed
COVID-19 cases tend to underestimate the cumulative incidence of
SARS-CoV-2 infection, as previously shown in the ENE-COVID study, a
nationwide, population-based, seroepidemiological study conducted in
Spain during 2020.%

Some serosurvey studies in the general population and extending
into the Omicron wave have been reported.*"¢ These studies provided
valuable information on the extent of transmission in the past and
contributed toward understanding the future course of the pandemic and
shaping public health decision-making. Here, as part of the ProVaVac
Valencian COVID-19 vaccine research program, we conducted a
population-based study aimed primarily at estimating the cumulative
incidence of SARS-CoV-2 infection in the general VC population after the
surge and spread of the Omicron BA.1 variant. Given that both SARS-
CoV-2-Spike (S)-binding functional antibodies and S-reactive T cells
elicited following vaccination or natural infection seemingly contribute
toward protecting against severe COVID-19,”"? we also assessed the
impact of COVID-19 vaccination, SARS-CoV-2 infection and time elapsed
between these two events on SARS-CoV-2 humoral and cellular immune
status. We specifically measured anti-SARS-CoV-2-S(Spike)-Receptor
Binding domain (RBD) total antibody levels in all participants, and
SARS-CoV-2-S Wuhan-Hu-1 (G614), Omicron BA.1 and BA.2 neutralizing

SARS-CoV-2 and, due to extensive vaccination, displayed hybrid immunity.

cumulative incidence of SARS-CoV-2 infection, neutralizing antibodies, SARS-CoV-2,
seroprevalence, T cells

antibody (NtAb) titers and SARS-CoV-2-S-reactive IFN-y-producing CD4*
and CD8"* T-cell levels in a subsample of randomly selected subjects,

representative of the population recruited.

2 | METHODS
2.1 | Study design and setting

The current cross-sectional, region-wide study was conducted in the
primary care zones (PCZ) of the Valencia Health System in April 2022,
after the Omicron BA.1 variant had spread extensively within the VC.
A sample size of 998 participants was calculated to achieve a
precision of +1% (Supplementary material). For operational reasons,
100 PCZs were randomly selected to simplify sample transport
logistics. Each PCZ was given a specific date on which to collect
between 8 and 17 samples depending on the size of the population
served, stratified by age and sex. An additional sodium heparin 5 cc
tube was collected from patients having blood drawn on doctor's
orders for any reason and fulfilling the age/sex selection criteria
assigned to each center. The informed consent requirement was
waived by the Research Ethics Committee of Public Health (ref.
20220408/02) because the project was developed under the
epidemiological surveillance competencies of the VC Ministry of
Health (Law 10/2014 of the Valencian Community on Public Health).

2.2 | Variables and definitions

Registered, prior SARS-CoV-2 infection was established by consult-
ing the VC microbiology registry (RedMiVa) and taking into account

85U801 SUOLILLOD BA 181D (edldde auy Ag peusenob afe Se(oie YO ‘88N JO Sa|nI Joj A%eiq1T8UlUQ A8]IM UO (SUOTHPUOD-PUB-SWIW0 A8 | 1M AleIq Ul UO//SANY) SUORIPUOD pUe SWS | 84} 88S *[2Z0z/TT/ST] Uo ARiqiTauliuo A8|im ‘(-ouleAnde ) sqnopesy Aq 8282 AW /Z00T 0T/10p/Lwioo" A3 1M Aelq 1 |Buluo//:sdny wo. pepeojumod ‘0 ‘T.06960T


mailto:david.navarro@uv.es
mailto:estela.gimenez-quiles@gmail.com

CAMACHO ET AL.

the results of SARS-CoV-2 antibody assays performed, as described
below. The vaccination status of participants was obtained from the
VC vaccination registry. Participants were grouped into the following
categories: vaccinated/experienced (VAC-ex, vaccinated individuals
with a record of a positive AIDT—active infection diagnostic test—
result and/or serological evidence of past infection), vaccinated/naive
(VAC-n, vaccinated participants with no record or serological
evidence of previous SARS-CoV-2 infection), unvaccinated/experi-
enced (UNVAC-ex, unvaccinated population with history or serologi-
cal evidence of prior SARS-CoV-2 infection) and unvaccinated/naive
(UNVAC-n, unvaccinated population with no history or serological
evidence of prior SARS-CoV-2 infection). AIDTs included rapid
antigen-detection assays targeting the N protein or commercially-
available RT-PCRs.

2.3 | Immunological testing

Serum SARS-CoV-2-RBD-total antibodies and nucleocapsid (N)-
reactive IgG antibodies were measured using the Roche Elecsys®
Anti-SARS-CoV-2 S and Elecsys® Anti-SARS-CoV-2 N assays (Roche
Diagnostics), respectively. Neutralizing antibodies (NtAb) targeting
the S protein were measured using a GFP-expressing vesicular
stomatitis virus pseudotyped with the Wuhan-Hu-1 and Omicron
BA.1 and BA.2 variants, as previously described'® (Supplementary
Material). SARS-CoV-2-S specific-IFNy-producing CD4" and CD8* T
cells were enumerated by whole-blood flow cytometry for intra-
cellular cytokine staining ICS (BD Fastimmune, Becton Dickinson and
Company Biosciences, San Jose, CA), as previously reported*®!
(Supplementary Material).

2.4 | Statistical analysis

Frequency comparisons for categorical variables were carried out
using the Fisher exact test. Differences between medians were
compared via the Mann-Whitney U, Wilcoxon or Kruskal-Wallis test,
as appropriate. Two-sided exact p-values were reported; a p-
value < 0.05 was considered statistically significant. The overall
results are shown for the sample and weighted by the proportion
of VC population in each age/sex stratum. The analyses were
performed using SPSS version 20.0 (SPSS) and STATA 17.0
(StataCorp).

3 | RESULTS

3.1 | Participants' characteristics

Of 1043 eligible participants, 935 (89.6%) subjects—524 (56%)
females and 411 (44%) males—aged between O and 87 years were

finally enrolled in the study (Supporting Information: Table S1). The
nonattendance of participants matching predetermined requirements
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regarding sex and age prevented full recruitment. The number of
participants from each VC province was balanced to the respective
population size. Detailed information regarding the vaccine platforms
used and the number of doses received by participants is shown in
Supporting Information: Table S2. In summary, 812 (86.8%) partici-
pants had received a complete vaccination schedule (in most cases,
Comirnaty® or Spikevax®), 39 (4.1%) were incompletely vaccinated
and 84 (8.9%) were unvaccinated (48% children aged under 9 years)
at the time of recruitment. The percentage of fully vaccinated
participants increased with age. Booster vaccine doses were
administered to 582 (69%) participants (homologous in 276 and
heterologous in 306) (Table 1). The median time elapsed between last

vaccine dose and recruitment was 118 days (range: 2-428).

3.2 | Cumulative incidence of
SARS-CoV-2 infection

Blood volume was insufficient for analysis in four participants, who
were accordingly excluded, leaving 931 individuals for the analyses
detailed in continuation. Past SARS-CoV-2 infection was documented
in a total of 442 (47.4%) participants (Table 2 and Supporting
Information: Table S3), based on the presence of anti-SARS-CoV-2-N
IgGs (n =404), a recorded positive AIDT result (n =237) or isolated
detection of anti-SARS-CoV-2-RBD total antibodies in unvaccinated/
SARS-CoV-2-naive individuals (n=16). The crude cumulative inci-
dence of prior SARS-CoV-2 infection in the VC was 47.4% (95%
confidence interval [Cl]: 44.1-50.6), whereas age/sex weighted
cumulative incidence was 51.9% (95% Cl: 48.7-55.1). The rate of
past SARS-CoV-2 infection was inversely related to age; evidence of
prior SARS-CoV-2 infection was found in more than two-thirds of
subjects under 34 years of age, in contrast to around a quarter of
those over 65. Importantly, among participants with a documented
positive AIDT result (n = 237), 11% were diagnosed with SARS-CoV-2
infection in 2020 (n = 25), 22% in the first semester of 2021 (n = 52),
17% in the second semester of 2021 (n=40) and 51% in the first
trimester of 2022 (n = 120), periods when the ancestral Wuhan-Hu-1
(including G614), Alpha, Delta and Omicron BA.1 variants, respec-
tively, were dominant in the VC. Overall, the median time elapsed
between microbiological diagnosis of SARS-CoV-2 infection and
recruitment was 111 days (range: 8-591). For analytical purposes,
participants were grouped as VAC-ex (n=379), VAC-n (n=472),
UNVAC-ex (n = 63), and UNVAC-n (n=21).

3.3 | Anti-SARS-CoV-2-RBD total antibodies

Overall, 906/931 (97.3%) had detectable anti-RBD total antibodies;
most individuals (23/25) with undetectable antibody levels were
UNVAC-n children. As shown in Figure 1A, median anti-RBD total
antibody levels were significantly higher (p < 0.001) in VAC-ex than in
VAC-n participants (median: 23,120 BAU/ml; IQR: 10,186-46,196
vs. median: 9,023 BAU/ml; IQR: 3844-20,329); this difference was
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TABLE 1

Vaccination status

COVID-19 Vaccination status among participants according to their age

Age groups (no.
of participants)

No. of participants (%) that No. of participants (%) that
received an incomplete
vaccine schedule

received a complete
vaccine schedule

All ages (935) 39 (4) 812 (89)
0-9 (40) 13 (33) 8 (20)
10-19 (88) 10 (11) 68 (77)
20-34 (150) 10 (7) 126 (84)
35-49 (181) 4(2) 158 (87)
50-64 (174) 1(1) 169 (97)
65-79 (160) 1(1) 152 (95)
>80 (142) 0 (0) 131 (92)

TABLE 2 Cumulative incidence of past SARS-CoV-2 infection, as determined by active infection diagnostic test and/or serological assays by

participants' age

Age (years) Record of a Detectable anti-
group (no. of positive AIDT SARS-CoV-2 N

participants) result (%; 95% Cl) 18G (%; 95% Cl)
0-9 (40) 35.0 (20.6-51.7) 62.4 (46.7-78.1)
10-19 (87) 29.9 (20.5-40.6) 65.6 (55.4-75.8)
20-34 (150) 39.3 (31.5-47.6) 61.2 (53.3-69.1)
35-49 (181) 32.0 (25.3-39.4) 51.2 (43.8-58.5)
50-64 (173) 27.2 (20.7-34.4) 44.5 (37.0-52.0)
65-79 (159) 11.9 (7.3-18.0) 22.0 (15.5-28.6)
280 (141) 9.2 (5.0-15.2) 18.4 (11.9-24.8)
Total (931) 25.3 (22.6-28.3) 43.4 (40.2-46.6)

Total-w (931)°

28.2 (25.3-31.1)

47.9 (44.7-51.1)

No. of participants that received booster
COVID-19 vaccine dose/s (%)

Nonvaccinated

All combined Heterologous Homologous participants (%)
582 (69) 306 (5205) 276 (4705) 84 (9)
0 = = 19 (48)
9 (12) 7 (78) 2 (22) 10 (11)
63 (46) 50 (79) 13 (21) 14 (9)
103 (64) 79 (77) 24 (23) 19 (10)
135 (79) 114 (84) 21 (16) 4(2)
145 (95) 48 (33) 97 (67) 7 (4)
127 (97) 8 (6) 119 (94) 11 (8)

Detectable anti-SARS-

CoV-2 RBD total

antibodies (%; 95% Cl)

80.0 (67.0-93.0)
98.8 (96.6-100)
97.3 (94.7-99.9)
98.3 (96.5-100)
98.3 (96.3-100)
98.7 (97.0-100)
97.2 (94.3-99.9)
97.3 (96.3-98.4)
96.7 (95.5-97.8)

Past SARS-CoV-2
infection (%;
95% CI)®

65.0 (48.3-79.4)
69.0 (58.1-78.4)
64.0 (55.8-71.7)
56.9 (49.3-64.2)
47.4 (39.8-55.1)
26.4 (19.7-34.0)
22.7 (16.1-30.5)
47.4 (44.1-50.6)
51.9 (48.7-55.1)

Abbreviations: AIDT, active infection diagnostic test (antigen or RT-PCR-bases assays); Cl, confidence interval; N, SARS-CoV-2 nucleocapsid protein; RBD,

receptor binding domain.

20ne or more of the following: positive AIDT result, detectable anti-SARS-CoV-2 N IgG or detectable anti-SARS-CoV-2 RBG total antibodies in
unvaccinated participants (in the absence of anti-N IgG, and history of a positive AIDT test.

bTotal age/sex weighted Valencia Community population.

observed across most age ranges (Supporting Information: Figure S1).
In turn, VAC-ex and VAC-n individuals displayed significantly higher
(p < 0.001) antibody levels than UNVAC-exparticipants (median: 622
BAU/ml; IQR: 82-6913).

Compared with VAC-n, individuals in the VAC-ex subgroup were
younger (median: 41 years; range: 5-94 years; vs. 62 years; range: 5-95;
p < 0.001) and more frequently men (49% vs. 40%; p < 0.02). Importantly,
time elapsed between last vaccine dose and testing was shorter in VAC-n
than in VAC-ex subjects (median: 116 days; range: 0-428 vs. 150 days;
range: 0-343; p <0.001), as the former were more likely (p < 0.001) to
have received a booster vaccine dose than the latter (83.5% vs. 44.3%). In
turn, VAC-ex and UNVAC-ex participants were matched for sex (p = 0.62)

and time since diagnosis of SARS-CoV-2 infection (median: 92 days;
range: 8-718; vs. median: 82days; range: 51-516; p=0.25). Never-
theless, the UNVAC-ex subgroup comprised more participants aged
under 9 years than the VAC-ex group, which included more subjects aged
50-64 years (p < 0.001).

Overall, the number of vaccine doses received had a direct impact on
the level of anti-RBD total antibodies, irrespective of SARS-CoV-2
infection status (Figure 1B). Interestingly, among participants who had
received a third vaccine dose, heterologous booster shots resulted in
increased anti-RBD antibody levels compared with homologous sched-
ules in SARS-CoV-2-naive, but not SARS-CoV-2-experienced participants,
regardless of age and sex (Figure 1C).
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FIGURE 1 SARS-CoV-2-receptor binding domain (RBD) total antibodies (in BAU/ml) in participants. (A) Box Whisker plots depicting serum
antibody levels according to vaccination and SARS-CoV-2 infection status at time of recruitment. (B) Box Whisker plots depicting serum
antibody levels in vaccinated/SARS-CoV-2-experienced and vaccinated/SARS-CoV-2-naive participants by number of vaccine doses received.
(C) Serum antibody levels in vaccinated/SARS-CoV-2-experienced and vaccinated/SARS-CoV-2-naive receiving one or more booster doses by
booster type (homologous vs. heterologous). p-values for statistical comparisons are shown where appropriate.

However, no correlation was found between time elapsed since
last vaccine dose and anti-RBD total antibody levels (rho: -0.02; 95%
Cl: -0.13 to 0.07; p=0.57) in VAC-ex individuals, whereas a
moderate inverse correlation (Rho: -0.52; 95% CI: -0.59 to -0.45;
p < 0.001) was observed in VAC-n (Figure 2). Interestingly, in VAC-ex
participants with a recorded positive AIDT result (n = 220) (Figure 3),
time elapsed since documentation of SARS-CoV-2 infection corre-
lated weakly (inversely) with anti-RBD antibody levels (Rho: -0.30;
95% Cl: -0.42 to -0.17; p < 0.001).

Finally, subtle age-related differences in anti-RBD total antibody
levels were noticed in both VAC-ex and VAC-n subgroups (Support-
ing Information: Figure S1), which were likely related to dissimilarities
across age groups regarding the number of vaccine shots received

and time elapsed since administration of the last vaccine dose.

3.4 | Neutralizing antibodies against the ancestral
Wuhan-Hu-1 and Omicron subvariants

A total of 100 randomly selected participants across all age groups
were screened for the presence of NtAb against SARS-CoV-2 (sub)

variants. The main characteristics of the subjects evaluated are
shown in Supporting Information: Table S4.

The proportions of participants presenting NtAbs against the
Wuhan-Hu-1 variant were 100%, 93%, and 40% in the VAC-ex, VAC-
n and UNVAC-ex groups, respectively; for Omicron BA.1, the
percentages were 94%, 75%, and 50%, respectively; and for Omicron
BA.2, 97%, 84%, and 40%, respectively.

Overall, NtAb titers were lower against Omicron BA.1 and
BA.2 than against Wuhan-Hu-1 across all comparison groups; in
turn, median levels of NtAb binding Omicron BA.1 and BA.2 were
comparable across all study groups (Figure 4). Of note, NtAb
targeting all (sub)variants screened were higher in VAC-ex than in
VAC-n individuals, although statistical significance was reached
for those against Wuhan-Hu-1 (p = 0.05) and BA.1 (p = 0.008), but
not against BA.2 (p = 0.74) (Figure 4). Moreover, both VAC-ex and
VAC-n displayed higher NtAb titers than UNVAC-ex participants
(p =0.001 for Wuhan Hu-1; p=0.052 for BA.1 and p =0.003 for
BA.2). Overall, comparable NtAb titers against all (sub)variants
tested were seen across VAC-ex participants whether boosted
with an additional vaccine dose or not (Supporting Information:

Table S5). Nevertheless, a significant, although weak, inverse
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FIGURE 2 SARS-CoV-2-receptor binding domain (RBD) total
antibodies (in BAU/ml) in vaccinated/SARS-CoV-2-experienced

(A) and vaccinated/SARS-CoV-2-naive (B) participants according to
the vaccination schedule (full vaccination with no booster dose,
homologous booster dose and heterologous booster dose) and time
elapsed since last vaccine dose.
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FIGURE 3 SARS-CoV-2-receptor binding domain (RBD) total
antibodies (in BAU/ml) in vaccinated/SARS-CoV-2 experienced
participants with a history of a positive active infection diagnostic
test (AIDT) according to time elapsed since documentation of the
positive result and time since last vaccine dose.

correlation between NtAb titers against Wuhan-Hu-1 and
Omicron BA.1 and time elapsed since last vaccine dose was
observed in VAC-n but not VAC-ex individuals (Supporting
Information: Table Sé).
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FIGURE 4 Serum neutralizing antibody titers (reciprocal ICsp)
against SARS-CoV-2 Wuhan-Hu-1, Omicron BA.1 and BA.2 (sub)
variants in vaccinated/SARS-CoV-2 experienced, vaccinated/SARS-
CoV-2 naive participants and unvaccinated/SARS-CoV-2
experienced participants. Vaccinated/experienced, vaccinated/naive
and nonvaccinated/experienced participants were matched for sex
and age, and vaccinated participants for booster type. Nevertheless,
time since last vaccine dose was significantly shorter (p < 0.001) in
vaccinated/naive than in vaccinated/experienced participants
(median 116 days; range, 29-298; vs. 162 days; range, 0-308). p-
values for statistical comparisons are shown.

3.5 | SARS-CoV-2-Spike T-cell responses

We enumerated SARS-CoV-2-S-reactive IFN-y CD4" and CD8" T cells in
137 participants (Supporting Information: Table S4). Overall, 101 (73.7%)
participants had detectable SARS-CoV-2-S-IFN- y T cells: CD4* (n=15;
14.9%), CD8" (n = 41; 40.6%) or both (n = 45; 44.6%). In detail, the figures
were 73%, 75%, and 64% for VAC-ex, VAC-n, and UNVAC-ex,
respectively. Median frequencies of both T-cell subsets were comparable
across subgroups (p = 0.92 for CD8" T cells and p = 0.80 for CD4" T cells)
(Figure 5). Likewise, neither age (p = 0.86) nor sex (p = 0.57) impacted the
median frequencies of the two T-cell subsets. SARS-CoV-2 T-cell subset
frequencies were comparable irrespective of having received booster
vaccine doses (Supporting Information: Table S5), or time elapsed since
last vaccine dose (Supporting Information: Table Sé) in both VAC-ex and
VAC-n individuals.

4 | DISCUSSION

To date, only a handful of seroepidemiological studies extending into
the Omicron wave have been performed in the general population.*~¢
Here, we conducted a cross-sectional serosurvey to estimate the
prevalence of SARS-CoV-2 antibodies in the general VC population
after the Omicron BA.1 variant surge and retrieved prior documented
SARS-CoV-2 infection data for the recruited population from the
RedMiVa VC registry. Our results can probably be extrapolated to
other autonomous communities in Spain, as previously suggested.®

We estimated an age/sex weighted cumulative incidence of prior
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FIGURE 5 Frequency of SARS-CoV-2-Spike(S)-reactive IFN- y-
producing CD4" and CD8" T cells in vaccinated/SARS-CoV-2
experienced, vaccinated/SARS-CoV-2 naive participants,
unvaccinated/SARS-CoV-2 experienced and unvaccinated/SARS-
CoV-2 naive participants. Vaccinated/experienced, vaccinated/naive
and unvaccinated/experienced participants were balanced for sex
and age, and for vaccinated individuals for booster type;
nevertheless, time since last vaccine dose was significantly lower
(p < 0.001) in vaccinated/naive than in vaccinated/experienced
participants (median 113 days; range, 0-298; vs. 175 days; range,
0-308).

SARS-CoV-2 infection of 51.9% (95% Cl: 48.7-55.1). While this
figure was comparable across males and females, age-related
differences were observed, the highest rate occurring in individuals
under 34 years of age and the lowest in those aged 65 or older. Such
differences could be explained by dissimilarities in the rate of full or
booster vaccination and social behavior across age groups. Interest-
ingly, around 9% of participants lacked anti-SARS-CoV-2-N anti-
bodies despite documentation of previous SARS-CoV-2 infection,
suggesting, in line with previous findings,? that assessment of anti-N
antibodies alone might underestimate the incidence of SARS-CoV-2
infection.

Evaluation of SARS-CoV-2 immune status according to vaccina-
tion schedule, time elapsed since vaccination, and previous virus
exposure also provides valuable information to model the course of
the pandemic. Here, we measured serum anti-RBD total antibody
levels, as a surrogate for serum neutralizing activity,®” in all
participants, and NtAb titers and the frequency of peripheral blood
SARS-CoV-2-S-reactive IFN- y CD4" and CD8" T cells in a randomly
selected subset representing the entire study population. In our view,
the following facts were relevant for data interpretation. First, the
median time elapsed from last vaccine dose to testing was around
4 months; second, among participants with a documented positive
AIDT result, the median time elapsed between SARS-CoV-2 diagnosis
and recruitment was 111days overall; third, as stated above,
approximately 50% of SARS-CoV-2 infections in recruited subjects
with a positive AIDT result were seemingly caused by the Omicron
BA.1 variant.

In this setting, 97% of participants had detectable anti-RBD total
antibodies, whose levels were increased in VAC-ex individuals
compared with VAC-n participants and, especially, with UNVAC-ex
individuals matched for time of SARS-CoV-2 diagnosis, suggesting
that antibody waning may occur more rapidly in these latter
individuals. VAC-ex participants displayed higher levels of anti-RBD
total antibodies than Vac-n across virtually all age groups. This
occurred irrespective of the number of vaccine doses received and
despite VAC-n having received the last vaccine dose (in most cases a
booster) more recently than VAC-ex subjects. Importantly, the
increase in anti-RBD total antibodies following a booster vaccine
dose was greater in VAC-n than VAC-ex participants, particularly
after a heterologous boost, in line with previous findings.*>* Our
data suggested that anti-RBD total antibody responses may be more
durable in VAC-ex, as evidenced by an inverse correlation between
time elapsed since last vaccine dose and anti-RBD total antibody
levels in VAC-n but not VAC-ex participants. In addition, time elapsed
since documentation of SARS-CoV-2 infection correlated weakly
(inversely) with anti-RBD antibody levels in VAC-ex participants.
Taken collectively, this data suggested that hybrid immunity provided
stronger and more durable anti-RBD antibody responses than
vaccination alone, which concurs with previous observations.*%1°-21

Our data on virus neutralization experiments led to several
potentially relevant conclusions. First, the proportion of participants
displaying detectable NtAbs against Omicron BA.2, the dominant
variant in the VC by May 2022, before completion of the current
study, was as high as that against Wuhan-Hu-1 and Omicron BA.1;
moreover, median levels of NtAbs binding Omicron BA.1 and BA.2
were comparable in participants across all study subgroups, suggest-
ing a substantial degree of B-cell epitope cross-reactivity across these
subvariants, as previously observed.?? Our finding that a high
percentage of vaccinated participants had either prior SARS-CoV-2
infection or detectable NtAbs against Omicron BA.1 (94% and 75%,
respectively) was compatible with the idea that both Wuhan-based
vaccine platforms and breakthrough infections elicit cross-reactive
antibodies against SARS-CoV-2 variants of concern'*?® and that
Omicron BA.1 breakthrough infection may induce sublineage-specific
(i.e., BA.2) NtAbs, in addition to recall of memory B cells established
by prior vaccination.24~2% Second, our data supported the assumption
that hybrid immunity provides a more robust and, perhaps, more
durable NtAb response against Wuhan-Hu-1 and Omicron BA.1 than
that elicited by either vaccination or natural infection alone. Never-
theless, this was apparently not the case for BA.2; this could have
important implications in the design of vaccination policies in the near
future, as currently dominant sublineages worldwide, such as BA.4,
BA.5, BA.2.12.1, and BA.2.75 resemble BA.2 more than BA.1 in terms
of their ability to escape antibody responses elicited by Wuhan-Hu-1
based vaccines.?® Third, our data revealed no differences in NtAb
titers against all (sub)variants tested across VAC-ex participants,
boosted or not with an additional vaccine dose. Nevertheless, the low
number of participants included in the analysis limited the robustness
of this conclusion. Detectable SARS-CoV-2 T-cell responses are
known to persist up to 8 months following natural infection or
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vaccination.2”~2? Our data supported this notion in that SARS-CoV-
2-S- IFN-y CD4", CD8" T cells, or both could be detected in 75% of
participants a median of 4 months after the last vaccine dose. In
effect, SARS-CoV-2-S IFN-y T-cell responses may remain relatively
stable over time as frequencies of both T-cell subsets did not
correlate with time elapsed since last vaccine dose. Moreover,
administering a booster dose had minimal impact on the magnitude of
T-cell responses. Interestingly, in contrast to our observations on
functional antibodies, we found no differences between VAC-ex and
VAC-n regarding the frequencies of either T-cell subset.

A limitation of our study is that it lags behind the emerging SARS-
CoV-2 subvariant epidemiological landscape in the VC and world-
wide; yet the data on the cumulative incidence of SARS-CoV-2
infection across the different age groups revealed a virus transmis-
sion pattern in our community, which has probably been maintained
following the BA.5 and BA.2.12.1 surges (in Spain, the presence of
BA.2.75 is currently anecdotical). This may allow public health
officials and policymakers to identify hot spots and areas where
transmission has been reduced so that they may respond accordingly
(selective administration of vaccine boosters or targeted use of
monoclonal antibodies, when indicated). Also, our data could help
establish selective mitigation tactics upon the emergence and spread
of new, highly transmissible sublineages. Our study had other
limitations: first, bias may have been introduced by excluding some
PCZs and by only including individuals scheduled for blood tests;
second, participants were not asked if they had recently experienced
COVID-19-related symptoms; Third, SARS-CoV-2 variant sequencing
was not performed; Fourth, an unstandardized flow cytometry ICS
assay was used for enumerating SARS-CoV-2-S-reactive T cells; Fifth,
T-cell functionalities other than IFN-y production were not explored
and Wuhan-Hu-1-based instead of VOC-adapted overlapping pep-
tide libraries were used.

In summary, our study indicated that, by April 2022, around half
of the VC population had been infected with SARS-CoV-2 and, due to
extensive vaccination, exhibited hybrid immunity. Currently, the BA.5
omicron sublineage dominates in the VC. The large percentage of
participants with detectable functional antibody and T-cell responses
against SARS-CoV-2, which may be cross-reactive with this sub-
variant to some extent, indicated lower expected severity than in
previous waves. Although pending confirmation in wider studies, this
aspect is relevant for public health decision-making.

AUTHOR CONTRIBUTIONS

Jorge Camacho, Estela Giménez, Eliseo Albert, Joao Zulaica, Ignacio
Torres, Luciana Rusu, Beatriz Alvarez Rodriguez, Maria Jesus Alcaraz,
Inaki Comas, Fernando Gonzéales-Candelas, and Ron Geller carried
out antibody and T-cell assays and validated and analyzed the data.
Ramoén Limén was responsible for the logistics of the study. Javier S.
Burgos, Hermelinda Vanaclocha, Salvador Peir6, José Sanchez-Paya,
Javier Diez-Domingo, and David Navarro: conceptualization, study
design, and data interpretation. Salvador Peir6 and David Navarro
wrote the manuscript. All authors reviewed the final version of the

manuscript.

ACKNOWLEDGMENTS

We are grateful to the staff and nurses of primary care centers
participating in this study. We also thank Ana Berenguer, General
Director of Analysis and Public Policies of the Presidency of the
Generalitat. Eliseo Albert (Juan Rodés Contract; JR20/00011) Estela
Giménez (Juan Rodés Contract, JR18/00053) and Ignacio Torres (Rio
Hortega Contract; CM20/00090) hold contracts funded by the
Carlos lll Health Institute (co-financed by the European Regional
Development Fund, ERDF/FEDER). Ron Geller holds a Ramon y Cajal
fellowship from the Spanish Ministry of Economics and Competitive-
ness (RYC-2015-17517). This work was supported in part by the
European Commission NextGenerationEU fund, awarded to RG and
IC through CSIC's Global Health Platform (PTI Salud Global).

CONFLICT OF INTEREST

The authors declare no conflict of interest.

DATA AVAILABILITY STATEMENT
The data that support the findings of this study are available from the

corresponding author upon reasonable request.

ORCID

Jorge Camacho http://orcid.org/0000-0002-6602-0966

Fernando Gonzdles-Candelas http://orcid.org/0000-0002-

0879-5798

David Navarro http://orcid.org/0000-0003-3010-4110

REFERENCES

1. Spanish Center for the Coordination of Health Alerts and Emergen-
cies. Update no. 605. Coronavirus Disease (COVID-19). Accessed June
9, 2022. https://www.sanidad.gob.es/profesionales/saludPublica/
ccayes/alertasActual/nCov/documentos/Actualizacion_605_
COVID-19.pdf

2. Ministry of Health. GIV Covid 19 Comprehensive management of
Covid vaccination. Activity report 03.06.2022. Spanish Ministry of
Health, 2022. https://www.sanidad.gob.es/profesionales/saludPublica/
ccayes/alertasActual/nCov/documentos/Informe_GIV_comunicacion_
20220603.pdf

3. Pollan M, Pérez-Gémez B, Pastor-Barriuso R, et al. Prevalence of
SARS-CoV-2 in Spain (ENE-COVID): a nationwide, population-based
seroepidemiological study. The Lancet. 2020;396:535-544.

4. Zamani M, Poustchi H, Mohammadi Z, et al. Seroprevalence of
SARS-CoV-2 antibody among urban lIranian population: findings
from the second large population-based cross-sectional study. BMC
Public Health. 2022;22:1031.

5. Clarke KEN, Jones JM, Deng Y, et al. Seroprevalence of Infection-
Induced SARS-CoV-2 antibodies - United States, September 2021-
February 2022. MMWR Morb Mortal Wkly Rep. 2022;71:606-608.

6. Bingham J, Cable R, Coleman C, et al. Estimates of prevalence of
anti-SARS- CoV-2 antibodies among blood donors in South Africa.
2022. doi:10.21203/rs.3.rs-1687679/v1

7. Liu H, Wilson IA. Protective neutralizing epitopes in SARS-CoV-2.
Immunol Rev. 2022;310(1):76-92. doi:10.1111/imr.1308

8. Kent SJ, Khoury DS, Reynaldi A, et al. Disentangling the relative
importance of T cell responses in COVID-19: leading actors or
supporting cast? Nat Rev Immunol. 2022;22:387-397.

9. Castro Dopico X, Ols S, Loré K, Karlsson Hedestam GB. Immunity to
SARS- CoV-2 induced by infection or vaccination. J Intern Med.
2022;291:32-50.

85U801 SUOLILLOD BA 181D (edldde auy Ag peusenob afe Se(oie YO ‘88N JO Sa|nI Joj A%eiq1T8UlUQ A8]IM UO (SUOTHPUOD-PUB-SWIW0 A8 | 1M AleIq Ul UO//SANY) SUORIPUOD pUe SWS | 84} 88S *[2Z0z/TT/ST] Uo ARiqiTauliuo A8|im ‘(-ouleAnde ) sqnopesy Aq 8282 AW /Z00T 0T/10p/Lwioo" A3 1M Aelq 1 |Buluo//:sdny wo. pepeojumod ‘0 ‘T.06960T


http://orcid.org/0000-0002-6602-0966
http://orcid.org/0000-0002-0879-5798
http://orcid.org/0000-0002-0879-5798
http://orcid.org/0000-0003-3010-4110
https://www.sanidad.gob.es/profesionales/saludPublica/ccayes/alertasActual/nCov/documentos/Actualizacion_605_COVID-19.pdf
https://www.sanidad.gob.es/profesionales/saludPublica/ccayes/alertasActual/nCov/documentos/Actualizacion_605_COVID-19.pdf
https://www.sanidad.gob.es/profesionales/saludPublica/ccayes/alertasActual/nCov/documentos/Actualizacion_605_COVID-19.pdf
https://www.sanidad.gob.es/profesionales/saludPublica/ccayes/alertasActual/nCov/documentos/Informe_GIV_comunicacion_20220603.pdf
https://www.sanidad.gob.es/profesionales/saludPublica/ccayes/alertasActual/nCov/documentos/Informe_GIV_comunicacion_20220603.pdf
https://www.sanidad.gob.es/profesionales/saludPublica/ccayes/alertasActual/nCov/documentos/Informe_GIV_comunicacion_20220603.pdf
https://doi.org/10.21203/rs.3.rs-1687679/v1
https://doi.org/10.1111/imr.1308

CAMACHO ET AL

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Giménez E, Albert E, Zulaica J, et al. SARS-CoV-2 adaptive immunity
in nursing home residents following a third dose of the Comirnaty®
COVID-19 vaccine. Clin Infect Dis. 2022;75(1):e865-e868.

Torres |, Albert E, Giménez E, et al. B- and T-cell immune responses
elicited by the Comirnaty® COVID-19 vaccine in nursing-home
residents. Clin Microbiol Infect. 2021;27:1672-1677.

Goldberg Y, Mandel M, Bar-On YM, et al. Waning immunity after the
BNT162b2 vaccine in Israel. N Engl J Med. 2021;385:e85.

Cheng H, Peng Z, Si S, et al. Immunogenicity and safety of
homologous and heterologous prime-boost immunization with
COVID-19 vaccine: systematic review and meta-analysis. Vaccines.
2022;10:798.

Chiu NC, Chi H, Tu YK, et al. To mix or not to mix? A rapid
systematic review of heterologous prime-boost Covid-19 vaccina-
tion. Expert Rev Vaccines. 2021;20:1211-1220.

Ebinger JE, Fert-Bober J, Printsev |, et al. Antibody responses to the
BNT162b2 mRNA vaccine in individuals previously infected with
SARS-CoV-2. Nature Med. 2021;27:981-984.

Stamatatos L, Czartoski J, Wan YH, et al. mRNA vaccination boosts
cross-variant neutralizing antibodies elicited by SARS-CoV-2 infec-
tion. Science. 2021;372:1413-1418.

Guo Y, Han J, Zhang VY, et al. SARS-CoV-2 omicron variant:
epidemiological features, biological characteristics, and clinical
significance. Front Immunol. 2022;13:87710.

Choudhary HR, Parai D, Dash GC, et al. IgG antibody response
against nucleocapsid and spike protein post-SARS-CoV-2 infection.
Infection. 2021;49:1045-1048.

Wratil PR, Stern M, Priller A, et al. Three exposures to the spike
protein of SARS-CoV-2 by either infection or vaccination elicit
superior neutralizing immunity to all variants of concern. Nature
Med. 2022;28:496-503.

Goldberg Y, Mandel M, Bar-On YM, et al. Protection and waning of
natural and hybrid immunity to SARS-CoV-2. N Engl J Med.
2022;386:2201-2212.

Epsi NJ, Richard SA, Lindholm DA, et al. Understanding ‘hybrid
immunity’: comparison and predictors of humoral immune responses
to SARS-CoV-2 infection and COVID-19 vaccines. Clin Infect Dis.
2022:ciac392. doi:10.1093/cid/ciac392

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

9 of 9
MEDICAL VIROLOGY — WILEY

Yu J, Collier AY, Rowe M, et al. Neutralization of the SARS-CoV-2
omicron BA.1 and BA.2 variants. N Engl J Med. 2022;386:1579-1580.
Tan CW, Chia WN, Young BE, et al. Pan-sarbecovirus neutralizing
antibodies in BNT162b2-Immunized SARS-CoV-1 survivors. N Engl J
Med. 2021;385:1401-1406.

Garcia-Beltran WF, St. Denis KJ, Hoelzemer A, et al. mRNA-based
COVID-19 vaccine boosters induce neutralizing immunity against
SARS-CoV-2 Omicron variant. Cell. 2022;185:457-466.e4.

Kaku CI, Bergeron AJ, Ahlm C, et al. Recall of pre-existing cross-
reactive B cell memory following Omicron BA.1 breakthrough
infection. Sci Immunol. 2022;(73):eabq3511.

Windsor IW, Tong P, Lavidor O, et al. Antibodies induced by
ancestral SARS-CoV-2 strain that cross-neutralize variants from
Alpha to Omicron BA.1. Sci Immunol. 2022;7(74):eabo3425. doi:10.
1126/sciimmunol.abo3425

Zhang Z, Mateus J, Coelho CH, et al. Humoral and cellular immune
memory to four COVID-19 vaccines. BioRxiv. 2022;185(14):
2434-2451.e17. doi:10.1016/j.cell.2022.05.022

Dan JM, Mateus J, Kato Y, et al. Inmunological memory to SARS-CoV-2
assessed for up to 8 months after infection. Science. 2021;371:eabf4063.
Mateus J, Dan JM, Zhang Z, et al. Low-dose mRNA-1273 COVID-19
vaccine generates durable memory enhanced by cross-reactive T
cells. Science. 2021;374:eabj9853.

SUPPORTING INFORMATION
Additional supporting information can be found online in the

Supporting Information section at the end of this article.

How to cite this article: Camacho J, Giménez E, Albert E, et al.
Cumulative incidence of SARS-CoV-2 infection in the general
population of the Valencian Community (Spain) after the
surge of the Omicron BA.1 variant. J Med Virol. 2022;e28284.
doi:10.1002/jmv.28284

85U801 SUOLILLOD BA 181D (edldde auy Ag peusenob afe Se(oie YO ‘88N JO Sa|nI Joj A%eiq1T8UlUQ A8]IM UO (SUOTHPUOD-PUB-SWIW0 A8 | 1M AleIq Ul UO//SANY) SUORIPUOD pUe SWS | 84} 88S *[2Z0z/TT/ST] Uo ARiqiTauliuo A8|im ‘(-ouleAnde ) sqnopesy Aq 8282 AW /Z00T 0T/10p/Lwioo" A3 1M Aelq 1 |Buluo//:sdny wo. pepeojumod ‘0 ‘T.06960T


https://doi.org/10.1093/cid/ciac392
https://doi.org/10.1126/sciimmunol.abo3425
https://doi.org/10.1126/sciimmunol.abo3425
https://doi.org/10.1016/j.cell.2022.05.022
https://doi.org/10.1002/jmv.28284

Received: 25 October 2022

W) Check for updates

Accepted: 6 December 2022

DOI: 10.1002/jmv.28397

RESEARCH ARTICLE

MEDICAL ViIRoLOGY WILEY

A performance comparison of two (electro)
chemiluminescence immunoassays for detection and
qguantitation of serum anti-spike antibodies according to
SARS-CoV-2 vaccination and infections status

Jorge Camacho! |
Luciana Rusu® |
Estela Giménez!® |

1Microbiology Service, Clinic University
Hospital, INCLIVA Health Research Institute,
Valencia, Spain

?|nstitute for Integrative Systems Biology
(12SysBio), Universitat de Valencia-CSIC,
Valencia, Spain

3CIBERINFEC (Centro de investigacién en red
de enfermedades infecciosas), Instituto de
Salud Carlos Ill, Madrid, Spain

“Department of Microbiology, School of
Medicine, University of Valencia, Valencia,
Spain

Correspondence

David Navarro, Microbiology Service, Hospital
Clinico Universitario, Instituto de
Investigacion INCLIVA, Av. Blasco Ibanez 17,
Valencia 46010, Spain.

Email: david.navarro@uv.es

Funding information

European Regional Development Fund;
Instituto de Salud Carlos IlI

Eliseo Albert? |
Beatriz Olea® |

David Navarro

Beatriz Alvarez-Rodriguez?
Ron Geller? |

Joao Zulaica® |

Maria Jesus Alcaraz® |
1,34

Abstract

The information provided by SARS-CoV-2 spike (S)-targeting immunoassays can be
instrumental in clinical-decision making. We compared the performance of the
Elecsys® Anti-SARS-CoV-2 S assay (Roche Diagnostics) and the LIAISON® SARS-
CoV-2 TrimericS IgG assay (DiaSorin) using a total of 1176 sera from 797 individuals,
of which 286 were from vaccinated-SARS-CoV-2/experienced (Vac-Ex), 581 from
vaccinated/naive (Vac-N), 147 from unvaccinated/experienced (Unvac-Ex), and 162
from unvaccinated/naive (Unvac-N) individuals. The Roche assay returned a higher
number of positive results (907 vs. 790; p =0.45; overall sensitivity: 89.3% vs.
77.6%). The concordance between results provided by the two immunoassays was
higher for sera from Vac-N (x: 0.58; interquartile ranges [IQR]: 0.50-0.65) than for
sera from Vac-Ex (x: 0.19; IQR: -0.14 to 0.52) or Unvac-Ex (»: 0.18; IQR: 0.06-0.30).
Discordant results occurred more frequently among sera from Unvac-Ex (34.7%)
followed by Vac-N (14.6%) and Vac-Ex (2.7%). Antibody levels quantified by both
immunoassays were not significantly different when <250 (p = 0.87) or <1000 BAU/
ml (p=0.13); in contrast, for sera 21000 BAU/ml, the Roche assay returned
significantly higher values than the DiaSorin assay (p < 0.008). Neutralizing antibody
titers (NtAb) were measured in 127 sera from Vac-Ex or Vac-N using a S-
pseudotyped virus neutralization assay of Wuhan-Hu-1, Omicron BA.1, and Omicron
BA.2. The correlation between antibody levels and NtAb titers was higher for sera
from Vac-N than those from Vac-Ex, irrespective of the (sub)variant considered. In
conclusion, neither qualitative nor quantitative results returned by both immunoas-
says are interchangeable. The performance of both assays was found to be greatly

influenced by the vaccination and SARS-CoV-2 infection status of individuals.
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1 | INTRODUCTION

Extensive evidence supports a major role of antibodies binding the
spike (S) protein of SARS-CoV-2 in providing protection against
acquisition of infection and development of COVID-19, in particular
those displaying virus-neutralizing activity elicited following vaccina-
tion or after natural infection®™®: nevertheless, elucidation of
antibody thresholds conferring protection remains elusive. Detection
and quantitative estimation of S-binding antibodies are pivotal for
assessment of immune status against SARS-CoV-2, due to their
potential use to gauge the need to administer booster vaccine dose
or S-specific monoclonal antibodies on a preexposure basis at the
individual level in highly vulnerable populations such as immunosup-
pressed patients.”® Numerous immunoassays permitting quantitative
assessment of SARS-CoV-2-S binding antibodies have been mar-
keted, with potential differences in the analytical design, perform-
ance characteristics, immunoglobulin class measured, and the nature
of SARS-CoV-2 antigen to which target antibodies are directed (i.e.,
receptor binding domain [RBD]—the S protein in its trimeric
conformation, or the S1 or S2 subunits).” As a result, immunoassays
may return discordant qualitative or quantitative results,'°18 the
latter despite calibration to the first WHO SARS-CoV-2 antibody
international standard.’® Moreover, the correlation between anti-
body levels quantitated by S-targeting antibody assays and virus
neutralizing antibody titers (NtAb) may differ notably across
immunoassays.2°~22 Against this background, using a large panel of
sera we carried out a head-to-head comparison study assessing the
performance of two widely used (electro)chemiluminescence im-
munoassays: the Elecsys® Anti-SARS-CoV-2 S assay (Roche Diag-
nostics), which quantifies total antibodies against the RBD domain on
the S protein, and the LIAISON® SARS-CoV-2 TrimericS IgG assay
(DiaSorin S.p.A), which measures IgG against the S protein on its
trimeric conformation according to the vaccination and SARS-CoV-2

infection status of participants.

2 | MATERIALS AND METHODS
2.1 | Sera and participants

This retrospective study included 1176 consecutive sera from 797
individuals (median age: 58 years; range: 1-100; 428 female/369
male), collected between January 2021 and April 2022. Serological
determinations were performed upon physician or public health
authority request. History of past SARS-CoV-2 infection was
established after examination of the Valencian Community Micro-

biology registry (RedMiVa). Vaccination status of participants was

obtained from the Valencian Community Vaccination Registry.
According to their vaccination and SARS-CoV-2 infection status at
the time of testing, participants were grouped into the following
categories: (i) vaccinated/SARS-CoV-2-experienced (Vac-Ex); that is,
patients who had completed a full vaccination schedule and had a
record of a positive active infection diagnostic test (AIDT) result and/
or serological evidence of past infection (presence of SARS-CoV-2-
Nucleocapsid [N] IgG); (ii) vaccinated/SARS-CoV-2-naive (Vac-N), in
whom no record or serological evidence of previous SARS-CoV-2
infection was available; (i) non-vaccinated/SARS-CoV-2-experienced
(Unvac-Ex); (iv) non-vaccinated/SARS-CoV-2-naive (Unvac-N). The
study was approved by the INCLIVA Research Ethics Committee
(December, 2020), and informed consent was waived due to its

retrospective nature.

2.2 | SARS-CoV-2-S-targeting (electro)
chemiluminescence immunoassays

The Roche Elecsys® anti-SARS-CoV-2 S is an electrochemilumines-
cence sandwich immunoassay (ECLIA) that detects total antibodies
(IgG/IgM/IgA) directed against the RBD of the S protein. According
to the manufacturer's the quantification range is between 0.4 and
25000 BAU/ml (1/100 dilution) and 0.8 BAU/ml is used as a cut-off
for positivity. The assay is linear up to 50000 BAU/ml (1/200
dilution). The LIAISON® SARS-CoV-2 TrimericS IgG assay (DiaSorin
S.p.A) is a chemiluminescence assay that detects IgG against the S
protein on its trimeric conformation. The quantification range
is between 4.81 and 2080 BAU/ml, and the cut-off for positivity is
33.8 BAU/ml. According to the manufacturer's, the assay keeps
linearity up to 41600BAU/ml (1/20 dilution). Specimens were
assayed at the Microbiology Service of the Hospital Clinico
Universitario of Valencia in singlets within 24 h of collection. Sera

were kept at 4°C until testing.

2.3 | Virus neutralization assay

NtAb targeting the S protein were measured using a Green
Fluorescent protein-expressing vesicular stomatitis virus pseudo-
typed with the Wuhan-Hu-1 variant, and Omicron BA.1 and BA.2
sublineages, following a previously published protocol,>2* with
several modifications (Supporting Information material). Sera result-
ing in less than 50% neutralization at the lowest dilution tested were
arbitrarily ascribed a reciprocal antibody titer of 10 (the limit of
detection of the assay). Cryopreserved (-70°C) sera were retrieved
for virus neutralization assays, which were carried out at the Institute
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for Integrative Systems Biology (I2SysBio), Universitat de
Valencia-CSIC.

2.4 | Statistical analysis

Continuous variables are reported in medians and interquartile
ranges (IQR). Medians were compared by the Mann-Whitney U
test or Kruskal-Wallis test, for two or more unpaired samples and
the Wilcoxon rank test for paired data, as appropriate. Frequency
comparison across groups was performed using Fisher's exact
test. Cohen's kappa and Spearman's rank correlations were
applied to evaluate between-assay agreement; correlation
coefficient interpretation was as previously suggested.?® Fisher-
Z-transformation of pvalues was conducted to statistical compar-
ison.?® Being a the number of specimens returning positive
results by both comparison tests, b and c the number of
specimens retrieving discordant (positive/negative) results by
either method and d, the number of specimens testing negative
by both tests, the positive percent agreement (PPA) was defined
by [a/a+b]x 100 and the negative percent agreement by [d/
c+d] x100. When deemed appropriate, the term sensitivity was
used referring to the rate of detection of antibodies in Vac-Ex,
Vac-N, and Unvac-Ex. The specificity of the respective assay was
calculated taking into account sera from Unvac-N individuals. The
Bland-Altman test was used to evaluate mean differences of
values measured by the two immunoassays. Receiver operating
characteristic (ROC) curves were built to assess the sensitivity
and specificity for every possible cut-off value of a given
immunoassay predicting NtAb detectability (210 reciprocal
ICs50). Two-sided exact p values were reported. A p<0.05 was
considered statistically significant. The analyses and graphs were
performed using SPSS version 20.0 (SPSS) and GraphPad Soft-
ware Inc. v6.0, respectively.

3 | RESULTS

A total of 1176 sera from 797 individuals were included in the study,
of which 286 sera were collected from 204 Vac-Ex, 581 from 316
Vac-N, 147 from 134 Unvac-Ex, and 162 from 143 Unvac-N. Of
relevance, a record of a positive active infection diagnostic test
(Valencian Community RedMiva Registry) was available from 232
individuals. According to the dominance of SARS-CoV-2 variants in
the Valencian Community at the time of diagnosis, the ancestral,
Alpha, Delta, and Omicron variant were allegedly responsible of 13,
114, 100, and 6 cases, respectively. Median time since diagnosis to
sample collection was 120 days (IQR: 30-320 days). Note that in
vaccinated participants, time elapsed since receipt of last vaccine
dose to collection of sera was a median of 51 days (IQR: 19.3-103.8)
for SARS-CoV-2-naive, and a median of 98 days (IQR: 30.3-180.3)

for SARS-CoV-2-experienced. For those with a record of a positive

AIDT, the time from diagnosis to serum testing was a median of
172.5 (IQR: 18.3-281.8) and 29 days (IQR: 6.3-110.5) in vaccinated

and non-vaccinated individuals, respectively.

3.1 | AQualitative agreement between
immunoassays

Overall, a larger number of sera returned positive results by the
Roche assay compared to the DiaSorin assay (907 vs. 790; p = 0.45; u:
0.69; 95% Cl: 0.71-0.84), this translating into a higher overall
sensitivity for detection of previous exposure or vaccination was
higher for the Roche assay (89.3% vs. 77.6%). This was consistent
across all study groups, except for the Unvac-N, but only reached
statistical significance for sera from Unvac-Ex individuals (p < 0.001;
Table 1). Nonetheless, concordance between results provided by the
two immunoassays differed across groups, being higher for sera from
Vac-N (u: 0.58; IQR: 0.50-0.65) than for sera from Vac-Ex (n: 0.19;
IQR: -0.14 to 0.52) or Unvac-Ex (1: 0.18; IQR: 0.06-0.30). The rate of
discordant results, in most cases anti-RBD positive/anti-S-trimeric
negative, was higher among sera from Unvac-Ex (34.7%) followed by
Vac-N (14.6%) and Vac-Ex (2.7%) (Table 1 and Figure 1). The
specificity of both assays was calculated only considering sera from
Unvac-N individuals, and was found to be 98.8% for the Roche assay
and 98.1% for the DiaSorin assay. Interestingly, the overall sensitivity
of the DiaSorin assay may increase by 11% (88.9%) by lowering the
antibody threshold for positivity from 33.8 (as recommended by the
manufacturer) to 4.9 BAU/ml without a major decrease in specificity
(from 98.1% to 95.1%).

3.2 | Quantitative agreement between
immunoassays

Of the 774 sera testing positive by both serological tests, 469
returned antibody levels falling between the quantitative range of
both immunoassays and were included in the analysis detailed
below. The remaining 305 sera yielded antibody levels that could
not be fully quantified by the DiaSorin immunoassay (n =262) or
the Roche immunoassay (n=208), and were excluded from the
analyses. Overall, antibody levels measured by the two immu-
noassays did not differ significantly (Table 2); nevertheless, a
trend toward higher BAU/ml values measured by Roche assay for
sera from Vac-Ex was noticed; on the contrary, a trend
toward higher BAU/m| measured by the DiaSorin assay was
observed for sera from Vac-N and Unvac-Ex. The overall
correlation between antibody levels quantified by both immu-
noassays was strong (p = 0.82; 95% Cl: 0.78-0.84; p < 0.001), and
remained strong for sera from Vac-Ex (p: 0.84; 95%
Cl: 0.82-0.92; p<0.001) and Vac-N (p: 0.80; 95%
Cl: 0.78-0.84; p <0.001), but was only moderate for sera from
Unvac-Ex (p: 0.66; 95% Cl: 0.49-0.78; p < 0.001), this difference
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TABLE 1
participants

Study group

Qualitative results returned by Roche and DiaSorin immunoassays according to vaccination and SARS-CoV-2 infection status of

Vaccinated/SARS-CoV-2  Vaccinated/SARS-CoV-2

Unvaccinated/SARS-CoV-2 Unvaccinated/SARS-CoV-2

Parameter experienced (n = 286) naive (n=581) experienced (n = 147) naive (n=162)
Detectable anti-RBD total antibodies (%) 284 (99.3) 487 (83.8) 134 (91.2) 2(1.2)
Detectable anti-S-trimeric 18G (%) 278 (97.2) 422 (72.6) 87 (59.2) 3(1.9)

p Value? 0.62 0.058 <0.001 1.00

Kappa index (95% ClI) 0.19 (-0.14 to 0.52)
Positive percent agreement (PPA) 97.0 83.0
Negative percent agreement (NPA) 11.0 50.0

Discordant results

Anti-RBD total antibodies positive/anti-S- 7 (2.4) 75 (12.9)
trimeric 1gG negative (%)
Anti-RBD total antibodies negative/anti-s- 1 (0.3) 10 (1.7)

trimeric 1gG positive (%)

Abbreviations: RBD, receptor binding domain; S, SARS-CoV-2 spike protein.

0.58 (0.50-0.65)

0.18 (0.06-0.30) =

63.0 -
18.0 97.0

49 (33.3) 2(1.2)
2 (1.4) 3(1.9)

2Frequency comparison across groups (detectable anti-RBD total antibodies vs. detectable anti-S-trimeric 1gG) was performed using Fisher's exact test or

x2 test, as appropriate.
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FIGURE 1 Antibody levels (in BAU/ml) measured by the Roche Elecsys® anti-SARS-CoV-2 S and LIAISON® SARS-CoV-2 TrimericS IgG assays in
sera from individuals displaying different vaccination and SARS-CoV-2 infection status. The threshold for positivity of both assays are shown.

reaching statistical (p = 0.0048). To compare quantitative results
yielded by the two immunoassays across different antibody
concentration ranges, we arbitrarily grouped sera into four
categories based on the DiaSorin immunoassay results: <250,
250-1000, 1001-2080, and >2080 BAU/mI. As shown inTable 3,
antibody levels quantified by both immunoassays were not
significantly different when <1000 BAU/ml; in contrast, for sera
>1000 BAU/ml, the Roche assay returned significantly higher
values; this was irrespective of the vaccination and SARS-CoV-2
infection status of participants (not shown). The Bland-Altman
plot depicted in Figure 2 shows the impact of antibody
concentration on the level of discordance between quantitative

values measured by the two immunoassays (A, all sera; B, sera

with <1000 BAU/ml; C, sera with 21000 BAU/ml, as quantitated
by the DiaSorin assay).

3.3 | Correlation between antibody levels
measured by the two immunoassays and NtAb

A total of 127 sera randomly chosen among those returning
positive results by both the Roche and DiaSorin assays were
evaluated for their ability to neutralize vesicular stomatitis virus
(VSV) pseudotyped with different S genotypes (Wuhan-Hu-1/
Omicron BA.1 and BA.2). These sera had been collected from
fully vaccinated individuals (median age: 62 years; IQR: 44-82; 62
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TABLE 2
participants

Vaccinated/SARS-CoV-2
experienced (n = 94)

Parameter

Anti-RBD total antibodies levels (BAU/ml)
Anti-S-trimeric 1gG (BAU/ml)

p Value for comparison of medians® 0.09

Correlation between anti-RBD total antibodies levels 0.88/<0.001
and anti-S-trimeric IgG (Rho value/p value)®

Abbreviations: RBD, receptor binding domain; S, SARS-CoV-2 spike protein.

aMann-Whitney U test.
bSpearman's correlation test.

1868 (213.8-13313)
1170 (366.4-2690)

Quantitative results returned by Roche and DiaSorin immunoassays according to vaccination and SARS-CoV-2 infection status of

Vaccinated/SARS-CoV-2
naive (n = 305)

429.6 (122.6-1441)

Unvaccinated/SARS-CoV-2
experienced (n = 70)

135.4 (53.7-530.2)
495 (180-1241) 226.5 (80.63-586.3)
0.55 0.09

0.80/<0.001 0.66/<0.001

TABLE 3 Quantitative results returned by the Roche and DiaSorin immunoassays according to antibody concentration
Anti-S-trimeric IgG quantitative results
Parameter <250 BAU/ml (h=153) 250-1000 BAU/ml (n=159) 1001-2080 BAU/ml (n=94) >2080 BAU/ml (n = 63)

Anti-RBD total antibodies in
BAU/ml. Median (IQR)

88.45 (25.09-172.7)

Anti-S-trimeric 1gG in BAU/
ml. Median (IQR)

97.10 (51.25-170.5)

p Value for comparison of 0.87 0.13
medians?

Correlation between anti- 0.42/<0.001 0.34/<0.001
RBD total antibodies
levels and anti-S-trimeric

1gG (Rho value/p value)®

467.9 (206.4-1090)

534 (368-686)

1756 (719-3775) 23476 (13 940-39 904)

1405 (1208-1733) 5490 (3520-9790)
0.007 <0.001

0.18/0.07 0.78/<0.001

Abbreviations: BAU, binding antibody units; IQR, interquartile range; RBD, receptor binding domain; S, SARS-CoV-2 spike protein.

2Wilcoxon signed rank test.
bSpearman's correlation test.

male/65 female) who were either SARS-CoV-2 naive (n=88) or
experienced (n=39) at the time of testing. The rate of sera
displaying detectable NtAb was higher against Wuhan-Hu-1
(89%) than against Omicron BA.1 (56%) or BA.2 (70%; Table 4).
Overall, NtAb titers were highest for Wuhan-Hu-1 followed for
Omicron BA.1 and Omicron BA.2. Striking differences were noted
across Vac-Ex and Vac-N; a higher rate of sera with detectable
NtAb and higher NtAb titers against Wuhan-Hu-1 and Omicron
BA.1 was observed in Vac-Ex compared to Vac-N (p < 0.001 for
both comparisons); on the contrary, the rate of detectable NtAb
against Omicron BA.2 were higher in Vac-N as compared to Vac-
Ex (p =0.015) although antibody levels were comparable in both
groups (p =0.92) (Table 4). Overall, correlation between antibody
levels measured by the Roche and DiaSorin immunoassays with
NtAb titers was moderate for those against Wuhan-Hu-1 and
Omicron BA.1, but weak for those targeting BA.2 (Table 5).
Strikingly, no correlation at all was observed between antibody
levels measured by either immunoassay and NtAb against
Omicron BA.2 (Table 5). Correlation between NtAb against all
(sub)variants was always higher for sera from Vac-N compared to

those from Vac-Ex, irrespective of the immunoassay used; yet,
the differences reached statistical significance for NtAb against
Wuhan-Hu-1 and Omicron BA.2, but not for those against BA.1
(Supporting Information: Table 1). By building ROC curves, we
next determined the antibody level thresholds as measured by
the immunoassays that would optimally (maximum combined
sensitivity and specificity) predict detection of NtAb against the
different (sub)variants. As shown in Table 6, irrespective of
whether sera were run on the Roche or DiaSorin platform, overall
antibody cut-offs associated with NtAb detectability were lowest
for Wuhan-Hu-1 and highest (and less accurate) for Omicron
BA.2. Nevertheless, lower antibody levels as measured by the
Roche immunoassay compared to those quantified by the
DiaSorin immunoassay were associated with detection of NtAb
against Wuhan-Hu-1 (1.9-fold); On the contrary, higher antibody
levels as measured by the Roche immunoassay compared to those
quantified by the DiaSorin immunoassay were associated with
detection of NtAb against Omicron BA.1 and BA.2 (2.8-fold). A
similar analysis using only sera from Vac-N vyielded similar results
(Table 7).
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FIGURE 2 Bland-Altman plot for the Roche Elecsys® anti-SARS-
CoV-2 S and LIAISON® SARS-CoV-2 TrimericS IgG assays for all sera
included in the panel (A), or sera returning <1000 BAU/ml (B) or
>1000 BAU/ml, as measured by the LIAISON® SARS-CoV-2
TrimericS IgG assay. Plots show bias in log;o BAU/ml.

4 | DISCUSSION

To date, international agency (i.e., FDA or ECDC) approval of
guantitative SARS-CoV-2-S-targeting immunoassays extends to use
for research purposes, evaluation of vaccine immunogenicity in
clinical trials, and seroprevalence studies. Beyond their use for these
purposes, immunoassays may be instrumental for clinical-decision

TABLE 4 Neutralizing antibody titers against SARS.COV-2 (sub)
variants in sera testing positive by both the Roche and Diasorin
immunoassays collected from vaccinated individuals

No of sera testing positive (%)?/median NtAb

titer (IQR)
SARS-CoV-2 (sub) SARS-CoV-2
variant SARS-CoV-2 naive experienced
Wuhan-Hu-1 74 (84)/445 39 (100)/2122
(124-1724) (585-7578)
Omicron BA.1 39 (44)/20 (20-92) 32 (82)/276 (20-798)
Omicron BA.2 38 (76)/107 20 (60)/60 (25-505)

(25-566)

Abbreviation: NtAb, neutralizing antibodies.

A total of 127 were assayed for quantitation of NtAb against Wuhan-Hu-
1 and Omicron BA.1. A total of 83 sera were assayed for NtAb against
Omicron BA.2.

making at the individual level in the near future. For example, the
European Conference on Infections in Leukemia recommends
(ungraded) that oncohematological patients who have been vacci-
nated before or during hematological treatment should be assessed
6 months after the end of treatment and revaccinated if they have
low antibody titers, although no specific definition of low antibody
titers is provided. In this regard, a threshold of around 250 BAU/ml
has been suggested as discriminating between those exhibiting
(above) or not (below) reasonable protection against symptomatic
disease (at least disease caused by the ancestral variant), in both
patients with hematological disorders?’” and the general popula-
tion.%?® Likewise, the Spanish Agency of Medicines and Medical
Devices currently recommends Evusheld infusion for highly vulnera-
ble individuals, preferentially when SARS-CoV-2 seronegativity or
low anti-S antibody levels (<260 BAU/ml) are documented.” In this
context, head-to-head analytical and clinical performance comparison
of commercially available S-specific quantitative immunoassays is of
key importance, even when these tests detect different antibody
isotypes or incorporate different antigenic targets. Here, two widely
used assays, the Roche anti-RBD total antibody and the DiaSorin S-
trimeric IgG assay, were compared by parallel testing a large number
of sera from individuals with different vaccination and SARS-CoV-2
infection status. We also investigated the correlation of antibody
levels quantitated by the two immunoassays with NtAb titers; these
were measured using a S-pseudotyped virus neutralization assay of
three different S genotypes: the ancestral variant present in approved
vaccines, and the Omicron BA.1 and BA.2 S belonging to subvariants
either dominant or rapidly expanding, respectively, in our setting at
the time of study design.

From a qualitative standpoint, both assays correlated reasonably
well (1 index: 0.68); nevertheless, the Roche assay returned a higher
number of positive results than the DiaSorin assay, thus exhibiting a
higher overall sensitivity for detection of previous virus exposure,
vaccination or both. Interestingly, PPA was higher for sera from Vac-
Ex (0.97) or Vac-N (0.83) than for sera from Unvac-Ex (0.63).
Differences in the array of epitopes within the S protein eliciting
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TABLE 5 Correlation between quantitative values returned by the Roche and the DiaSorin (electro)chemiluminescent immunoassays and
neutralizing antibody titers against several SARS-CoV-2 (sub)variants in vaccinated individuals according to their SARS-CoV-2 infection status

SARS-CoV-2 (sub)
variant® All participants

Rho value [95% CI] (p value) for the correlation between the Roche/DiaSorin immunoassays and NtAb titers
SARS-CoV-2 -naive SARS-CoV-2-experienced

Wuhan-Hu-1 0.69 [0.58-0.77] (<0.001)/0.71 0.71 [0.60-0.81] (<0.001)/0.75 0.40 [0.09-0.64] (<0.001)/0.37
[0.61-0.79] (<0.001) [0.64-0.83](<0.001) [0.06-0.62] (<0.001)

Omicron BA.1 0.64 [0.52-0.73] (<0.001)/0.67 0.61 [0.46-0.73] (<0.001)/0.60 0.52 [0.24-0.72] (<0.001)/0.59
[0.55-0.75](<0.001) [0.45-0.73] (<0.001) [0.33-0.77] (<0.001)

Omicron BA.2 0.30 [0.08-0.49] (<0.001)/0.24 0.52 [0.27-0.70] (<0.001)/0.49 -0.05 [(-0.34 to 0.31] (0.78)/

[0.02-0.44] (<0.001) [0.02-0.68] (<0.001) -0.15 [-0.48 to 0.21] (0.4)

Abbreviation: NtAb, neutralizing antibodies.
2A total of 127 were assayed for quantitation of NtAb against Wuhan-Hu-1 and Omicron BA.1. A total of 83 sera were assayed for NtAb against
Omicron BA.2.

TABLE 6 Antibody level thresholds as measured by the Roche and DiaSorin immunoassays predicting detectability of spike-binding
neutralizing antibodies according to SARS-CoV-2 (sub)variant

Immunoassay SARS-CoV-2 (sub)variant® Antibody threshold (BAU/ml) Sensitivity (%) Specificity (%) AUC (p value)

Roche Wuhan-Hu-1 >300 92.04 92.86 0.96 (<0.001)
Omicron BA.1 >5257 88.73 92.86 0.95 (<0.001)
Omicron BA.2 >8816 74.32 77.78 0.74 (0.016)

DiaSorin Wuhan-Hu-1 >586 83.19 92.86 0.96 (<0.001)
Omicron BA.1 >1810 81.69 92.86 0.94 (<0.001)
Omicron BA.2 >3055 63.51 77.78 0.71 (0.039)

Abbreviations: AUC, area under the receiver operating characteristic curve; BAU, binding antibody units.
A total of 127 were assayed for quantitation of neutralizing antibodies against Wuhan-Hu-1 and Omicron BA.1. A total of 83 sera were assayed for
neutralizing antibodies against Omicron BA.2.

TABLE 7 Antibody level thresholds as measured by the Roche and DiaSorin immunoassays predicting detectability of spike-binding
neutralizing antibodies in vaccinated, SARS-CoV-2 naive participants according to SARS-CoV-2 (sub)variant

Immunoassay SARS-CoV-2 (sub)variant® Antibody threshold (BAU/ml) Sensitivity (%) Specificity (%) AUC (p value)

Roche Wuhan-Hu-1 >300 90.54 92.86 0.96 (<0.001)
Omicron BA.1 >4123 92.31 91.84 0.95 (<0.001)
Omicron BA.2 >8851 69.05 87.50 0.77 (0.012)

DiaSorin Wuhan-Hu-1 >586 77.03 92.86 0.95 (<0.001)
Omicron BA.1 >1505 79.49 91.84 0.94 (<0.001)
Omicron BA.2 >3055 61.90 87.50 0.72 (0.05)

Abbreviations: AUC, area under the receiver operating characteristic curve; BAU, binding antibody units.
A total of 88 were assayed for quantitation of neutralizing antibodies against Wuhan-Hu-1 and Omicron BA.1. A total of 50 sera were assayed for
neutralizing antibodies against Omicron BA.2.

stronger antibody responses following vaccination or natural infec- between immunoassays was highest in sera from Vac-N

tion may account for our observation.2*° Moreover, the fact that
Unvac-Ex and Vac-Ex differed critically in the timeframe of virus
exposure in subjects (median of 29 days for Unvac-Ex vs. 172.5 days
for VacEx) may also have impacted on the results, due to the
potentially varying kinetics of antibody decay over time across

different antibody specificities. Notably, qualitative agreement

(n index: 0.58). By only considering sera from Unvac-N individuals,
we found the specificity of both assays to be comparable (98.8% for
the Roche assay and 98.1% for the DiaSorin assay). Importantly, the
difference in the overall sensitivity between the two immunoassays
may be substantially narrowed by lowering the DiaSorin assay cut-off
for positive results from 33.8 to 4.9 BAU/ml, without significantly
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decreasing its specificity, as in around 80% of sera testing Roche
positive/DiaSorin negative, values in the latter fell within
4.9-33.8 BAU/ml. It is important to note that while the overall
sensitivity of both assays calculated herein was substantially lower
than that indicated by the respective manufacturer (98.8% and 98.7%
for the Roche assay and the DiaSorin assay, respectively),
the specificity was only slightly decreased (99.8% and 99.5% for
the Roche assay and the DiaSorin assay, respectively, according to
the respective manufacturer). To gauge the relevance of this
apparent discrepancy it needs to be taken into account that both
assays were originally evaluated by the manufacturers using sera
drawn from unvaccinated individuals and shortly after SARS-CoV-2
infection due to the Wuhan-Hu-1 ancestral variant.

From a quantitative perspective, no significant differences were
observed in antibody levels measured by the two immunoassays for
sera belonging to any of the study groups. Nevertheless, these
correlated to a lesser extent for sera from Unvac-Ex (p = 0.66) than
those from Vac-Ex (p=0.88) and Vac-N (p=0.80), likely due to
differences in the antigenic specificity of antibodies generated
following vaccination or natural infection. In agreement with our
findings, previous studies reported correlation levels between the
Roche and DiaSorin immunoassays ranging from 0.80 to 0.93 in
panels mostly comprising sera from vaccinated/naive indivi-
duals.*® 8 The sizable difference between correlation levels across
Vac-Ex and Unvac-Ex observed in our study are also congruent with
findings by Lukaszuk et al.'” A relatively novel observation of this
study relates to the impact of antibody concentration on the
magnitude of quantitative discordances across the two immunoas-
says; in effect, for sera with <1000 BAU/ml, the DiaSorin assay
returned higher values than the Roche assay, whereas the reverse
was documented for sera 21000 BAU/ml. Although not explicitly
stated, the occurrence of such differences in quantitative estimations
of antibody levels provided by the Roche and DiaSorin immunoassays
can be inferred from data from previous studies.*>16-18

We next evaluated the correlation between antibody levels
returned by the Roche and DiaSorin immunoassays and NtAb titers
against Wuhan-Hu-1, Omicron BA.1, and BA.2 measured using an
S-pseudotyped virus neutralization assay. To this end, we randomly
selected 127 sera collected from Vac-Ex and Vac-N. Given the timing
of sera collection, both the rate of sera exhibiting neutralizing activity
(any titer) and NtAb titers were higher against the ancestral variant
than against Omicron BA.1 and BA.2. Several major observations
were made regarding the degree of correlation between antibody
levels measured by both immunoassays and NtAb titers. First, the
correlation level was substantially lower for sera in the Vac-Ex group
compared to those in the Vac-N, irrespective of the SARS-CoV-2
variant considered; this difference was strikingly evident for NtAb
against Omicron BA.2 (p: 0.52 in Vac-N vs. p: -0.05 in Vac-Ex).
Second, antibody level cut-offs predicting NtAb detection (at any
level) varied widely depending upon the SARS-CoV-2 (sub)variant
considered and the immunoassay employed. This was also the case
when sera from Vac-N individuals were analyzed separately. Of note,

we chose a binary outcome for categorization of NtAb results

(detectable vs. undetectable), as no NtAb threshold has clearly been
defined for protection against SARS-CoV-2 infection (due to any
variant). In effect, Wuhan-Hu-1 NtAb detectability was associated
with lower antibody levels as measured by both binding immunoas-
says than was the case for Omicron (sub)variants; this was not
unexpected as both immunoassays contain the S or RBD protein as
target antigens derived from the ancestral variant, and the Wuhan-
Hu-1 variant substantially diverges antigenically from Omicron
sublineages.3! Third, RBD and S-trimeric binding antibody levels
predicting NtAb against Omicron BA.2 were substantially higher than
those against Omicron BA.1 irrespective of the immunoassay used,
likely reflecting the higher degree of variation of sequence within
critical antibody binding sites in BA.2 S protein®'; moreover,
prediction of Omicron BA.2 NtAb detectability was somewhat
inaccurate (AUC: 0.71). Fourth, antibody level thresholds predicting
detection of NtAb against all SARS-CoV-2 variants screened were
substantially dissimilar for the Roche and DiaSorin assay. The current
study has several limitations. First, as stated above, sera yielding
contradictory qualitative results across immunoassays were not
further analyzed to account for discrepancies, impeding an optimal
specificity analysis. Second, no sera from Unvac-Ex individuals were
run on the NtAb assay. Our study has also some strengths: the large
number of sera tested, the heterogeneity of participants in terms of
vaccination and SARS-CoV-2 infection status, and the use of
S-pseudotyped virus neutralization assays instead of a surrogate
NtAb method.

In summary, our data revealed that neither qualitative nor
quantitative results returned by the Roche and DiaSorin immunoas-
says (the latter despite calibration to the first WHO SARS-CoV-2
antibody standard) are necessarily interchangeable. In both assays,
moreover, analytical performance was found to be greatly influenced
by individuals' vaccination, and SARS-CoV-2 infection status.
Importantly, an impact of antibody concentration on the magnitude
of quantitative discordances across the two immunoassays was
noticed. Our data also highlight the need for continuous evaluation of
S-based immunoassays for their performance in epidemiological
settings dominated by emerging (sub)variants, particularly the
correlation between BAUs provided and NtAb titers. Widespread
future use of indicators such as absence of S-directed antibodies or a
given antibody level threshold to determine eligibility for an
additional vaccine dose (either Wuhan-Hu-1-based or adapted) or
S-targeted monoclonal antibody therapies, may increase the clinical
impact of between-assay differences in sensitivity and quantitative
performance. In this context, our data may contribute toward optimal

immunoassay selection.

AUTHOR CONTRIBUTIONS

David Navarro and Ron Geller conceived and designed the analy-
sis. Jorge Camacho, Joao Zulaica, Beatriz Alvarez-Rodriguez, Luciana
Rusu, and Maria Jesls Alcaraz performed the experiments. Jorge
Camacho and Estela Giménez collected the data. Jorge Camacho,
Eliseo Albert, and Beatriz Olea performed the analysis. David Navarro

and Jorge Camacho wrote the final version of the manuscript.

85U80|7 SUOWLWIOD @A eaID 8|qedl|dde ays Aq peusenob a1e Ssplfe VO ‘@SN JO S9N 0 A%iqi8UIIUO /8|1 UO (SUORIPUOD-pUe-SW.eI W00 A3 1M AReIq 1 jeul|UO//:SANY) SUORIPUOD Pue swie | 8u188s *[€20z/T0/8T] uo AriqiTauliuo fe|iMm eoueeA 2Q BISBAIUN Ad £6£82 AW Z00T OT/I0p/W00" A8 1M AReiq 1 jeul|uoy/sdny woly pepeojumoq ‘T ‘€202 ‘TL06960T



CAMACHO ET AL

ACKNOWLEDGMENTS

Estela Giménez (Juan Rodés Contract, JR18/00053) and Eliseo Albert
(Juan Rodés Contract; JR20/00011) hold contracts funded by the
Carlos Il Health Institute (co-financed by the European Regional
Development Fund, ERDF/FEDER). Beatriz Alvarez-Rodriguez holds
the GVA postdoctoral fellowship (APOSTD/2021/017). This study
work was supported by Instituto de Salud Carlos Ill, Madrid, Spain
(FIS, PI21/00563) to David Navarro, and by the European Commis-
sion NextGenerationEU fund (EU 2020/2094), through CSIC's Global
Health Platform (PTI Salud Global) to Ron Geller. The funders had no
role in study design, data collection and interpretation, or the

decision to submit the work for publication.

CONFLICT OF INTEREST

The authors declare no conflict of interest.

DATA AVAILABILITY STATEMENT
The data that support the findings of this study are available from the

corresponding author upon reasonable request.

ORCID

Jorge Camacho
David Navarro

http://orcid.org/0000-0002-6602-0966
https://orcid.org/0000-0003-3010-4110

REFERENCES

1.

10.

Liu H, Wilson IA. Protective neutralizing epitopes in SARS-CoV-2.
Immunol Rev. 2022;310(1):76-92. doi:10.1111/imr.1308

Kent SJ, Khoury DS, Reynaldi A, et al. Disentangling the relative
importance of T cell responses in COVID-19: leading actors or
supporting cast? Nat Rev Immunol. 2022;22:387-397.

Castro Dopico X, Ols S, Loré K, Karlsson Hedestam GB. Immunity to
SARS-CoV-2 induced by infection or vaccination. J Intern Med.
2022;291:32-50.

Cromer D, Steain M, Reynaldi A, et al. Neutralising antibody titres as
predictors of protection against SARS-CoV-2 variants and the
impact of boosting: a meta-analysis. Lancet Microbe. 2022;3:
e52-e61.

Khoury DS, Cromer D, Reynaldi A, et al. Neutralizing antibody levels
are highly predictive of immune protection from symptomatic SARS-
CoV-2 infection. Nature Med. 2021;27:1205-1211.

Gilbert PB, Montefiori DC, McDermott AB, et al. Imnmune correlates
analysis of the mRNA-1273 COVID-19 vaccine efficacy clinical trial.
Science. 2022;375:43-50.

Recomendaciones de utilizacién de Evusheld para la prevencion de
Covid-19. https://www.sanidad.gob.es/profesionales/saludPublica/
prevPromocion/vacunaciones/covid19/docs/Recomendaciones_
uso_Evusheld.pdf

Cesaro S, Ljungman P, Mikulska M, et al. Recommendations for the
management of COVID-19 in patients with haematological malig-
nancies or haematopoietic cell transplantation, from the 2021
European Conference on infections in leukaemia (ECIL 9).
Leukemia. 2022;36:1467-1480.

Misra A, Theel ES. Immunity to SARS-CoV-2: what do we know
and should we be testing for it? J Clin Microbiol.
2022;60(60):e0048221.

Higgins V, Fabros A, Kulasingam V. Quantitative measurement of
anti-SARS-CoV-2 antibodies: analytical and clinical evaluation. J Clin
Microbiol. 2021;59:03149.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

9 of 10
MEDICAL VIROLOGY —WILEY

Theel ES, Johnson PW, Kunze KL, et al. SARS-CoV-2 serologic
assays dependent on dual-antigen binding demonstrate diverging
kinetics relative to other antibody detection methods. J Clin
Microbiol. 2021;59:e0123121.

Saker K, Escuret V, Pitiot V, et al. Evaluation of commercial anti-
SARS-CoV-2 antibody assays and comparison of standardized
titers in vaccinated healthcare workers. J Clin Microbiol.
2021;60:e017462.

Swadzba J, Anyszek T, Panek A, Chojeta A, Wyrzykowska K,
Martin E. Head-to-head comparison of 5 anti-SARS-CoV-2 assays
performance in one hundred COVID-19 vaccinees, over an 8-month
course. Diagnostics. 2022;12:1426.

Danese E, Montagnana M, Salvagno G, et al. Comparison of five
commercial anti-SARS- CoV-2 total antibodies and IgG immunoas-
says after vaccination with BNT162b2 mRNA. J Med Biochem.
2021;40:335-340.

Salvagno GL, Lippi G. Correlation between anti-SARS-CoV-2 total
antibodies and spike trimeric 1gG after BNT162b2 booster immuni-
zation. Vaccines. 2022;10:890.

Perkmann T, Perkmann-Nagele N, Koller T, et al. Anti-spike protein
assays to determine SARS-CoV-2 antibody levels: a head-to-head
comparison of five quantitative assays. Microbiol Spectrum.
2021;9:e0024721.

Lukaszuk K, Kiewisz J, Rozanska K, et al. Usefulness of IVD kits for
the assessment of SARS-CoV-2 antibodies to evaluate the humoral
response to vaccination. Vaccines. 2021;9:840.

Carta M, Marinello |, Cappelletti A, et al. Comparison of anti-SARS-
CoV-2 S1 receptor-binding domain antibody immunoassays in
health care workers before and after the BNT162b2 mRNA vaccine.
Am J Clin Path. 2022;157:212-218.

Mattiuzzo G, Bentley EM, Hassall M, et al. Openshaw PJMKBB.
Establishment of the WHO International Standard and Reference Panel
for anti-SARS-CoV-2 antibody. World Health Organization; 2020:
1-60.

Valdivia A, Torres |, Latorre V, et al. Inference of SARS- CoV-2 spike-
binding neutralizing antibody titers in sera from hospitalized
COVID-19 patients by using commercial enzyme and chemi-
luminescent immunoassays. Eur J Clin Microbiol Infect Dis. 2021;40:
485-494.

Tang MS, Case JB, Franks CE, et al. Association between SARS-CoV-
2 neutralizing antibodies and commercial serological assays. Clin
Chem. 2020;66:1538-1547.

Jung K, Shin S, Nam M, et al. Performance evaluation of three
automated quantitative immunoassays and their correlation with
a surrogate virus neutralization test in coronavirus disease 19
patients and pre-pandemic controls. J Clin Lab Anal.
2021;35:€23921.

Sanchez-Sendra B, Albert E, Zulaica J, et al. Neutralizing antibodies
against SARS-CoV-2 variants of concern elicited by the comirnaty
COVID-19 vaccine in nursing home residents. Sci Rep. 2022;12:
3788.

Giménez E, Albert E, Zulaica J, et al. Severe acute respiratory
syndrome coronavirus 2 adaptive immunity in nursing home
residents following a third dose of the comirnaty coronavirus
disease 2019 vaccine. Clin Infect Dis. 2022;75:e865-e868.

Schober P, Boer C, Schwarte LA. Correlation coefficients: appropri-
ate use and interpretation. Anesth Analg. 2018;126:1763-1768.
Myers L, Sirois MJ. Spearman correlation coefficients, differences
between. In: Kotz S, Read CB, Balakrishnan N, Vidakovic B,
Johnson NL, eds. Encyclopedia of Statistical Sciences. John Wiley &
Sons, Inc; 2006.

Pifana JL, Lopez-Corral L, Martino R, et al. SARS-CoV-2 vaccine
response and rate of breakthrough infection in patients with
hematological disorders. J Hematol Oncol. 2022;15:54.

85U80|7 SUOWLWIOD @A eaID 8|qedl|dde ays Aq peusenob a1e Ssplfe VO ‘@SN JO S9N 0 A%iqi8UIIUO /8|1 UO (SUORIPUOD-pUe-SW.eI W00 A3 1M AReIq 1 jeul|UO//:SANY) SUORIPUOD Pue swie | 8u188s *[€20z/T0/8T] uo AriqiTauliuo fe|iMm eoueeA 2Q BISBAIUN Ad £6£82 AW Z00T OT/I0p/W00" A8 1M AReiq 1 jeul|uoy/sdny woly pepeojumoq ‘T ‘€202 ‘TL06960T


http://orcid.org/0000-0002-6602-0966
https://orcid.org/0000-0003-3010-4110
https://doi.org/10.1111/imr.1308
https://www.sanidad.gob.es/profesionales/saludPublica/prevPromocion/vacunaciones/covid19/docs/Recomendaciones_uso_Evusheld.pdf
https://www.sanidad.gob.es/profesionales/saludPublica/prevPromocion/vacunaciones/covid19/docs/Recomendaciones_uso_Evusheld.pdf
https://www.sanidad.gob.es/profesionales/saludPublica/prevPromocion/vacunaciones/covid19/docs/Recomendaciones_uso_Evusheld.pdf

10 of 10
010 | \wiLEY-

28.
29.

30.

31

CAMACHO ET AL.

MEDICAL VIROLOGY

Feng S, Phillips DJ, White T, et al. Correlates of protection against
symptomatic and asymptomatic SARS-CoV-2 infection. Nature Med.
2021;27:2032-2040.

Greaney AJ, Loes AN, Gentles LE, et al. Antibodies elicited by mRNA-
1273 vaccination bind more broadly to the receptor binding domain than
do those from SARS-CoV-2 infection. Sci Transl Med. 2021;13:eabi9915.
Garrett ME, Galloway JG, Wolf C, et al. Comprehensive characteri-
zation of the antibody responses to SARS-CoV-2 spike protein finds
additional vaccine-induced epitopes beyond those for mild infection.
elife. 2022;11:€73490.

Shrestha LB, Foster C, Rawlinson W, Tedla N, Bull RA. Evolution of
the SARS-CoV-2 omicron variants BA.1 to BA.5: implications for
immune escape and transmission. Rev Med Virol. 2022;32:€238.
doi:10.1002/rmv.2381

SUPPORTING INFORMATION
Additional supporting information can be found online in the

Supporting Information section at the end of this article.

How to cite this article: Camacho J, Albert E, Zulaica J, et al. A
performance comparison of two (electro) chemiluminescence
immunoassays for detection and quantitation of serum anti-spike
antibodies according to SARS-CoV-2 vaccination and infections
status. J Med Virol. 2022;e28397. doi:10.1002/jmv.28397

85U80|7 SUOWLWIOD @A eaID 8|qedl|dde ays Aq peusenob a1e Ssplfe VO ‘@SN JO S9N 0 A%iqi8UIIUO /8|1 UO (SUORIPUOD-pUe-SW.eI W00 A3 1M AReIq 1 jeul|UO//:SANY) SUORIPUOD Pue swie | 8u188s *[€20z/T0/8T] uo AriqiTauliuo fe|iMm eoueeA 2Q BISBAIUN Ad £6£82 AW Z00T OT/I0p/W00" A8 1M AReiq 1 jeul|uoy/sdny woly pepeojumoq ‘T ‘€202 ‘TL06960T


https://doi.org/10.1002/rmv.2381
https://doi.org/10.1002/jmv.28397

Letter to the Editor/Journal of Infection 86 (2023) 256-308 279

from different departments of the hospital. The data revealed that
male patients get more infected than females. The present study
revealed the year 2018 has a high rate of infection but a decline
in 2019. Although, in 2020 it increased slightly in the covid-19
pandemic but did not reach up to 2018. The present study sup-
ports the previous studies regarding the decline of Streptococcus
pneumoniae and Haemophilus influenzae and Mycoplasma pneumo-
niae infections in children in China. We report the age group 0-
lyear shows the highest changes as a decline in infection, but the
age group 5-10 does not have many changes During the COVID-19
pandemic. >10 age children group has lower infection during the
COVID-19 and after the pandemic. This lower rate may be mainly
related to increased awareness of wearing masks and paying at-
tention to hand hygiene during the COVID-19 pandemic. All de-
tails are shown in Fig. 1. AST results suggested that K. pneumo-
niae increased the development of resistance against Ceftazidime,
cefoperazone/sulbactam, Ceftolozane, and cefepime but the resis-
tance trend declined in the case of Amoxicillin+clavulanic acid,
Ceftriaxone, and Cefoxitin. The increased resistance against the
cephalosporin group may result from the overuse of antibiotics
during the pandemic. To support this, a recent study has reported
K. pneumoniae shows high resistance to cephalosporin antibiotics
because the high capacity for clonal expansion and exchange of
mobile genetic elements carries resistance determinants.” ESBLs
producing isolates analysis showed a decline in the COVID-19
pandemic but again increased in 2021. AST data are shown in
Fig. 2 and it indicates K. pneumoniae MDR phenotype which is wor-
risome in the management of clinical conditions. K. pneumoniae in-
fection declined in paediatric patients compared to the year 2018
but constant surveillance is needed not for this but also for various
pathogens. We all face the COVID —19 pandemic and found it an
enemy to humans. The scientific community must come together
to help each other, jointly address risks and challenges and jointly
safeguard the world. In conclusion, K. pneumoniae infection in chil-
dren of all ages has declined during and after the COVID-19 pan-
demic but resistance development has increased. Close monitoring
of epidemiological trends helps to prevent K. pneumonia infection
in children.
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Neutralizing antibodies against Omicron BA.4/5 after
COVID-19 vaccination in SARS-CoV-2 experienced versus =
naive individuals in the general population

Dear Editor,

We read with interest the study published by Dimeglio et al.
in the Journal of Infection showing that SARS-CoV-2 Omicron BA.1
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breakthrough infection following receipt of two or three COVID-19
vaccine doses elicits a stronger homotypic (BA.1) neutralizing anti-
body (NtAb) response than vaccination alone in the general popu-
lation.! In this study most recruited individuals were young (me-
dian age, 39 years) and NtAb measurements (using a live SARS-
CoV-2 Omicron BA.1 isolate) were performed soon after receipt of
the last vaccine dose (between 3 and 6 weeks). Omicron BA.1 has
been long displaced worldwide by several Omicron sublineages, in-
cluding Omicron BA.4/5 which display an increased ability to evade
NtAb responses elicited by Wuhan-Hu-1 vaccine platforms com-
pared to BA.1>* Here, we extend the observations of Dimeglio
et al.! to show that long after full or booster vaccination (me-
dian, 287 days; IQR, 260-332), SARS-CoV-2 experienced individ-
uals exhibit more robust NtAb responses against Omicron BA.4/5
than their vaccinated SARS-CoV-2 naive counterparts, regardless of
whether infection was due to Wuhan-Hu-1, Omicron BA.1 or Omi-
cron BA.2 variants.

Sera from a total of 130 individuals (62 males/68 females; me-
dian age, 56 years; IQR, 34-72) were analyzed as described be-
low. Individuals were randomly selected from a total of 787 par-
ticipants in a SARS-CoV-2 seroprevalence cross-sectional, region-
wide, population-based study that was conducted in the primary
care zones of the Valencian Community (VC) in (Spain) during Oc-
tober of 2022 (unpublished results), as described in an analogous
study conducted in April 2022.> The requirement for informed
consent was waived by the Research Ethics Committee of Public
Health (ref. 20,220,408/02) since the project was developed un-
der the epidemiological surveillance competencies of the VC Min-
istry of Health (Law 10/2014 of the Valencian Community on Public
Health).

Out of the 130 participants, 91 were categorized as SARS-CoV-
2 experienced (VAC-ex) upon detection of anti-SARS-CoV-2 nucle-
ocapsid protein IgG antibodies (Elecsys® Anti-SARS-CoV-2 N as-
says; Roche Diagnostics, Pleasanton, CA, USA). Twenty-two out of
the 91 had a record of a positive RT-PCR assay in nasopharyn-
geal specimens [VC microbiology registry (RedMiVa)]. The remain-
ing 39 participants were deemed as SARS-CoV-2 naive (VAC-n), as
they lacked anti-N IgGs and had no record of prior infection. As
shown in Table 1, VAC-ex and VAC-n participants were matched
by sex, vaccine platform employed, receipt of a booster dose, type
of booster (homologous vs. heterologous), and the time elapsed
since the last vaccine dose. Nevertheless, participants in the VAC-
n group were significantly younger (P<0.007). NtAbs were mea-
sured using a GFP-expressing vesicular stomatitis virus pseudo-
typed with the Wuhan-Hu-1 or Omicron BA.4/5 spike (S) protein,
as previously described.”:® The BA.4/5 spike was cloned into a
pCG1 vector using a codon-optimized Omicron BA.4/5 S expression
plasmid obtained from Addgene (Catalog number 186,031) as the
template. Both constructs used lacked the terminal 19 amino acid
residues to improve pseudotyping efficiency. Neutralization assays
were performed as previously described,® except VeroE6/TMPRSS2
cells (JCRB Cell bank catalog code: JCRB1819) were used. Sera
testing negative (undetectable) were arbitrarily ascribed a titer of
1/20. Most VAC-ex (100%) and VAC-n (94.7%) participants exhib-
ited detectable NtAb responses against the Wuhan-Hu-1 variant
(P = 0.30). In contrast, the percentage of VAC-n individuals display-
ing detectable NtAb against Omicron BA.4/5 was significantly lower
than that for VAC-ex (52.6% vs. 98.9%; P<0.001). Overall, as shown
in Fig. 1A, NtAb titers against Omicron BA.4/5 were significantly
lower than that against Wuhan-Hu-1 in both VAC-ex (median in-
verse reciprocal titer for BA.4/5 and Wuhan-Hu-1, respectively of
1462; IQR,536-4803 vs. 11,398; IQR, 4652-62,500; P<0.001) and
VAC-n (median, 24 IQR,10-204, vs. 1504; IQR, 565-6883; P<0.001).
Nevertheless, compared to VAC-n, VAC-ex exhibited significantly
higher NtAbD titers against both Wuhan-Hu-1 (7-fold; P<0.001) and
Omicron BA.4/5 (61-fold; P<0.001), irrespective of whether partic-

Table 1
Participant characteristics.
Vaccinated/
SARS-CoV-2 Vaccinated/
experienced SARS-CoV-2
Parameter (n =91) naive (n = 39) P value?®
Sex: no. male/female (%) 42/49 (46/54) 20/19 (51/49) 0.99
Age (median years, IQR) 70 (31-67) 51 (48-82) 0.007
0-9 3(3.3%) 2 (51%)
10-19 8 (8.8%) 1 (2.6%)
20-34 19 (20.9%) 2 (51%)
35-49 14 (15.4%) 7 (18%)
50-64 21 (23%) 5 (12.8%)
65-79 20 (22%) 9 (23%)
>80 6 (6.6%) 13 (33.3%)
Vaccine platform: no. (%) 0.91
mRNA Comirnaty® (BioNTech 54 (59) 29 (74)
[Pfizer)
mRNA Spikevax® (Moderna | 16 (17.6%) 5(12.8)
Lonza)
Viral Vector Vaxzevria® 15 (16.5) 2 (5)
(Oxford | AstraZeneca)
Viral Vector Jcovden® (Jand] /| 5 (5) 3(7.7)
Janssen)
Inactivated CoronaVac® 1(1) 0
(Sinovac Biotech)
Number of vaccine doses: no. (%) 0.99
One 2 (2.20) 1(2.6)
Two 25 (27.5) 10 (25.6)
Three 62 (68) 28 (71.8)
Four 2(2.2) 0
Receipt of a booster vaccine 68 (75) [23 30 (77) /9 (23) 0.99
dose (Yes,%/No,%) (25)
Type of booster: no. (%) 0.96
Homologous 28 (41) 15 (50)
Heterologous 40 (59) 14 (50)

Days elapsed since last
vaccine dose (median, IQR)

283 (260-322) 307 (267-336)  0.09

2 Fisher’s exact test or Mann-Whitney U test, as appropriate. Two-sided exact P-
values are reported. A P-value <0.05 was considered statistically significant. The
analyses were performed using SPSS version 20.0 (SPSS, Chicago, IL, USA) and STATA
17.0 (StataCorp, College Station, Texas, USA).

ipants receiving a regular vaccine schedule or boostered with an
additional vaccine dose were analyzed separately (not shown).
Out of the 22 VAC-ex individuals with a record of a positive
SARS-CoV-2 RT-PCR assay, in 13 infection was documented during
2022 within waves dominated (>95% of cases) by BA.1 (n = 6) and
BA.2 (n = 7), and before the emergence of BA.4/5 in the VC; the
remaining 9 individuals had contracted SARS-CoV-2 infection dur-
ing 2020/2021, prior to the surge of the Omicron variant in the VC.
Following the matching of individuals in both comparison groups
according to the time elapsed from the receipt of the last vaccine
dose, NtAb titers against Omicron BA.4/5, but not against Wuhan-
Hu-1 (Fig. 1B), were significantly lower (P<0.001) in individuals
that contracted SARS-CoV-2 infection prior to 2022. Importantly,
VAC-n individuals displayed lower NtAb titers against both Wuhan-
Hu-1 (P<0.01) and Omicron BA.4/5 (P<0.001) than VAC-ex, irre-
spective of when SARS-CoV-2 infection was documented. The cur-
rent study has several limitations. First, the date of SARS-CoV-2 in-
fection could only be documented in a small percentage of VAC-ex
participants. Second, the SARS-CoV-2 lineages could not be con-
firmed by sequencing in cases with positive RT-PCR results. Third,
whether participants that experienced COVID-19 due to Wuhan-
Hu-1 were reinfected by Omicron BA.1 or BA.2 could not be as-
certained. Fourth, due to the possibility of N-seroreversion some
participants could have been miscategorized as being SARS-CoV-
2 naive. In summary, the main observation of our study was that
long (median 287 days) after COVID-19 vaccination with full or
booster regimens, VAC-ex individuals display a more robust NtAb
response against Omicron BA.4/5 compared to VAC-n. Interestingly,
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Fig. 1. Neutralizing antibody (NtAb) responses against Wuhan-Hu-1 and Omi-
cron BA.4/5 as measured using a pseudotyped vesicular stomatitis virus sys-
tem. (A) Reciprocal NtAb titers against Wuhan-Hu-1 and Omicron BA.4/5 in
vaccinated/SARS-CoV-2 experienced (VAC-ex) and vaccinated/SARS-CoV-2 naive par-
ticipants (VAC-n). (B) Reciprocal NtAb titers against Wuhan-Hu-1 and Omicron
BA.4/5 in vaccinated/SARS-CoV-2 experienced (VAC-ex) participants with SARS-CoV-
2 infection documented by RT-PCR. P values for comparisons across groups (Mann-
Whitney U test) are shown. A P value <0.05 was deemed as significant. The analy-
ses were performed using SPSS version 20.0 (SPSS, Chicago, IL, USA) and STATA 17.0
(StataCorp, College Station, Texas, USA).

although the difference across groups was more marked when par-
ticipants contracting Omicron BA.1 or BA.2 infection were consid-
ered separately, it was also maintained for those that were in-
fected with the ancestral SARS-CoV-2 Wuhan-Hu-1 variant or pre-
Omicron variants of concern. Our observation agrees with data
reported in several series comprising individuals vaccinated (ei-
ther boostered or not) with mRNA or inactivated SARS-CoV-2-
based COVID-19 vaccine platforms2#7-8 and may help inform pub-
lic health decision-making regarding COVID-19 vaccination policies
for the near future.
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Remdesivir and survival outcomes in critically ill patients &
with COVID-19: A multicentre observational cohort study %

Dear Editor,

The role of remdesivir (RDV) in the treatment of critically ill
COVID-19 patients remains ill-defined.! The impact of the systemic
inflammation and other aspects adding to the potential severity of
patients in the SARS-CoV-2 viral dynamics are not well elucidated,
particularly in critically ill patients.>~* Thus, we aimed to evaluate
the effect of RDV on the outcomes of critically ill patients with
severe COVID-19 and analyze such outcomes in certain subsets of
patients to investigate whether RDV proved particularly beneficial
in a particular group of critically ill patients.

Multicentre, observational cohort study including consecu-
tive COVID-19 patients admitted to 55 Spanish ICUs between 5

February 2020 and 21 December 2021. We compared two main
groups: patients receiving RDV versus those who did not receive
RDV at any moment. The primary outcome was all-cause 90-day
mortality. We examined outcomes according to the following
categories: (1) overall population; (2) several patient subgroups
based on baseline data at ICU admission: age, illness severity and
organ damage (Acute Physiology and Chronic Health Evaluation
[APACHE] -II and Sequential Organ Failure Assessment [SOFA]
score, respectively), laboratory findings (lymphocyte count and
C-reactive protein [C-RP]), respiratory support; (3) by corticos-
teroids therapy; (4) by SARS-CoV-2 viral load (viral RNAemia, viral
antigenemia and viral RNA load [N1 region]); and (5) by RDV
administration timing. To evaluate the effect of remdesivir on
90-day mortality, we used a Cox regression model stratified on the
center variable, tested in univariable and propensity-adjusted mul-
tivariable analyses. A further analysis using the propensity score
matching method was performed to confirm the results obtained
with the propensity-adjusted multivariable model. On the other
hand, effect modification by factors potentially associate with pa-
tient outcomes and remdesivir use were assessed by an interaction
term. We also analysed the association between remdesivir ther-
apy and the following variables: in-hospital and 30-day mortality
(by means of a Fine-Gray competing risks model stratified on the
center variable and a Cox regression model stratified on the center
variable, respectively); and nosocomial bacterial pneumonia (by
means of generalised estimating equations, considering a binomial
distribution and accounting for the effect raised by the clustering
of patients from the same center).

Among the 6225 COVID-19 patients that were admitted to 55
ICUs. We included 5004 patients in this analysis, of whom 4209
(84%) did not receive RDV and 795 (16%) received RDV during
hospitalization (Fig. 1).

Ninety-day mortality rate was lower in patients who received
RDV than in those who did not receive RDV (34 % vs. 29%,
p = 0.012). Also, in-hospital (31 % vs. 27%, p = 0.025) and 30-day
mortality (25 % vs. 18%, p<0.001) were lower in the RDV group
(Supplementary Table 1). In the propensity-adjusted multivariable
analysis, RDV use was not significantly associated with 90-day
mortality (HR 1.00, 95% CI 0.85 to 1.17; p = 0.970), nor with
in-hospital (sHR 0.94, 95% CI 0.81 to 1.09, p = 0.41) and 30-day
mortality (HR 0.86, 95% CI 0.71 to 1.05, p = 0.145) (Table 1). In
the analysis using the propensity score matching (777 patients
received RDV and 777 did not receive RDV), the Kaplan-Meier
curves showed that there was no statistical difference between
both groups for 90-day mortality (p = 0.280) (Supplementary
Figure 1). Furthermore, Cox regression showed that RDV use was
not associated with the risk of 90-day mortality (HR 0.95, 95% CI
0.79 to 1.16; p = 0.636), nor with in-hospital mortality (sHR 0.92,
95% CI 0.76 to 1.11; p = 0.36) and 30-day mortality (HR 0.81, 95%
Cl1 0.65 to 1.02; p = 0.075).

To examine mortality risk for particular types of patients, we
explored modification effects by age, APACHE-II score, SOFA score,
lymphocyte count, C-RP, respiratory support, corticosteroids, viral
RNAemia, viral antigenemia and viral RNA load in plasma. No
significant effect modification was found after adjustment for
covariates using propensity score (Table 1).

Among the overall population receiving RDV, there was signif-
icant association observed between early administration (<5 days
since symptoms’ onset) and the propensity-adjusted risk of 90-day
mortality (HR 1.53, 95% CI 1.02 to 2.31, p = 0.042) (Table 1). In
contrast, there were no significant association between <7 days
since symptoms’ onset and the risk of 90-day mortality (HR 1.21,
95% CI1 0.85 to 1.72, p = 0.285).

When compared to the non-RDV group, patients in the RDV
group less frequently presented myocarditis, cardiac ischemia,
delirium, coagulation disorder, anemia, acute renal failure and
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Abstract

Supervised machine learning (ML) methods have been used to predict antibody
responses elicited by COVID-19 vaccines in a variety of clinical settings. Here, we
explored the reliability of a ML approach to predict the presence of detectable
neutralizing antibody responses (NtAb) against Omicron BA.2 and BA.4/5
sublineages in the general population. Anti-SARS-CoV-2 receptor-binding domain
(RBD) total antibodies were measured by the Elecsys® Anti-SARS-CoV-2 S assay
(Roche Diagnostics) in all participants. NtAbs against Omicron BA.2 and BA4/5 were
measured using a SARS-CoV-2 S pseudotyped neutralization assay in 100 randomly
selected sera. A ML model was built using the variables of age, vaccination (number
of doses) and SARS-CoV-2 infection status. The model was trained in a cohort (TC)
comprising 931 participants and validated in an external cohort (VC) including 787
individuals. Receiver operating characteristics analysis indicated that an anti-SARS-
CoV-2 RBD total antibody threshold of 2300 BAU/mL best discriminated between
participants either exhibiting or not detectable Omicron BA.2 and Omicron BA.4/5-
Spike targeted NtAb responses (87% and 84% precision, respectively). The ML
model correctly classified 88% (793/901) of participants in the TC: 717/749 (95.7%)
of those displaying 22300 BAU/mL and 76/152 (50%) of those exhibiting antibody
levels <2300 BAU/mL. The model performed better in vaccinated participants, either
with or without prior SARS-CoV-2 infection. The overall accuracy of the ML model in
the VC was comparable. Our ML model, based upon a few easily collected
parameters for predicting neutralizing activity against Omicron BA.2 and BA.4/5
(sub)variants circumvents the need to perform not only neutralization assays, but
also anti-S serological tests, thus potentially saving costs in the setting of large

seroprevalence studies.
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1 | INTRODUCTION

The roll out of vaccination programs against severe acute
respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) has dramati-
cally changed the landscape of the Coronavirus disease 2019
(COVID-19) pandemic.' SARS-CoV-2 vaccination has been shown
to be highly effective in the prevention complications after
COVID-19 caused by the inherited Wuhan-Hu-1 variants and
subsequently emerging (sub)variants of concern.?® Among anti-
bodies elicited by SARS-CoV-2 vaccination or natural infection,
those exhibiting neutralizing antibody activity (NtAb) are thought
to be critically involved in protection against SARS-CoV-2
infection and are thus considered a replacement correlate of
vaccine efficacy.*® Unfortunately, measurement of NtAb by
employing either live infectious virus or SARS-CoV-2- (S) pseudo-
types is cumbersome and time consuming, and thus not feasible in
most clinical microbiology laboratories.

Serum levels of antibodies binding SARS-CoV-2 receptor binding
domain (RBD), as measured by commercial (electro)chemiluminescent
immunoassays, correlate reasonably well with NtAbs titers,®"® and
accordingly may be used as a surrogate of neutralizing activity of
sera. Nonetheless, threshold antibody levels for protection, most
likely dependent upon the SARS-CoV-2 (sub)variant considered, are
yet to be conclusively defined.*?~1*

Supervised ML methods have been successfully employed to
predict either qualitative or quantitative antibody responses elicited
by COVID-19 vaccines in a variety of clinical settings.'2"> Here, we
explored the reliability of a ML approach (Classification and
Regression Tree, CART)'® to predict anti-SARS-CoV-2-RBD total
antibody levels, which are strongly associated with presence of
detectable NtAb responses against Omicron BA.2 and BA.4/5

sublineages in the general population.

2 | METHODS
2.1 | Study population

Two databases were used for analysis purposes, one for building
and training the ML algorithm (training cohort [TC]) and the other
for validation (validation cohort [VC]). The TC was generated
within a previous study launched in April 2022 by the Valencian
COVID-19 vaccine research program (ProVaVac) aimed at deter-
mining the overall cumulative incidence of SARS-CoV-2 infection
in the Valencian Community, Spain, and comprising 931 partici-
pants from among the general population.!” The VC database was
built within an analogous study conducted in October 2022 that
comprised 787 individuals. The demographic characteristics of
participants are summarized in Table 1. The informed consent
requirement was waived by the Research Ethics Committee of
Public Health (ref. 20220408/02) as the project was developed

under the epidemiological surveillance competencies of the VC

Ministry of Health (Law 10/2014 of the Valencian Community on
Public Health).

2.2 | Antibody assays

Anti-SARS-CoV-2 nucleocapsid protein (N) IgG antibodies and anti-
RBD total antibodies were measured by the Elecsys® Anti-SARS-
CoV-2 N IgG assay and the Elecsys® Anti-SARS-CoV-2 S assay
(Roche Diagnostics), as previously reported.” NtAbs against Omicron
BA.2 and BA4/5 were measured using a GFP-expressing vesicular
stomatitis virus pseudotyped with the Omicron BA.2 and BA.4/5S

protein, as described elsewhere. 1820

2.3 | Definitions

Participants who met one or more of the following criteria were
considered to have had prior SARS-CoV-2 infection: (i) presence of
serum nucleocapsid (N)-reactive IgG antibodies; (ii) record of positive
AIDT (active infection diagnostic test) result on the VC electronic
surveillance database RedMiva; (i) presence of positive anti-SARS-
CoV-2 S RBD total antibodies in the absence of vaccination record.
Based on the Valencian Community vaccination records, participants
were stratified into: (i) unvaccinated; (ii) vaccinated not boostered,
including participants with both complete and incomplete vaccination
schedules; (i) fully vaccinated and boostered with a homologous
vaccine platform; and (iv) fully vaccinated and boostered with a
heterologous vaccine platform. Ultimately, participants were classi-
fied into four different groups according to vaccination/SARS.CoV-2
infection status: (i) vaccinated with prior SARS-CoV-2 infection
(VAC-ex); (i) vaccinated with no prior SARS-CoV-2 infection (VAC-n);
(iii) unvaccinated with a prior SARS-CoV-2 infection (UNVAC-ex);
and (iv) unvaccinated with no prior SARS-CoV-2 infection (UNVAC-n).
Median days since last vaccine dose was 138 [IQR 83-159] in the TC
and 291 [IQR 258-333] in the VC, respectively.

2.4 | Supervised ML method: CART

The following parameters were used to build the ML model: age
(continuous variable), sex, number of vaccine doses received (0-4),
vaccination schedule (no vaccination, vaccination [full or
incomplete] with no booster dose, or full vaccination with either
homologous or heterologous booster), time elapsed since receipt of
last vaccine dose (continuous variable), and history of prior SARS-
CoV-2 infection (yes or no). For unvaccinated participants, a value
of 5000 was arbitrarily assigned to the “days elapsed since
vaccination” variable for analysis purposes. A decision tree diagram
was constructed using the exhaustive CHAID algorithm, with a
maximum tree depth of 10, 5% level of significance, and Bonferroni

correction. Variables that showed multicollinearity were
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TABLE 1
Parameter n (%) UNVAC-n
Training cohort
Age (years)
All 931 (100) 21 (2.3)
0-9 40 (4.3) 7 (33.3)
10-19 87 (9.3) 1(4.8)
20-34 150 (16) 3(14.3)
35-49 181 (19) 3(14.3)
50-64 173 (18.6) 2(9.5)
65-79 159 (17) 2 (9.5)
>80 141 (15) 3(14.3)
Sex
Male 411 (44) 8 (38)
Female 520 (56) 13 (62)
Validation cohort
Age (years)
All 787 (100) 8 (1)
0-9 56 (7.1) 5 (62.5)
10-19 59 (7.5) =
20-34 119 (15.1) 1(12.5)
35-49 146 (18.6) =
50-64 156 (19.8) =
65-79 140 (17.8) 1(12.5)
>80 111 (14.1) 1(12.5)
Sex
Male 352 (44.7) 4 (50)
Female 435 (55.3) 4 (50)

Demographic characteristics of participants included in the training and validation cohorts.

UNVAC-ex VAC-n VAC-ex
63 (6.8) 469 (50.4) 378 (40.6)
12 (19) 7 (1.5) 14 (3.7)
9 (14.3) 26 (5.5) 51 (13.5)
11 (17.5) 51 (10.9) 85 (22.5)
16 (25) 75 (16) 87 (23)
2(3.2) 89 (19) 80 (21)
5(7.9) 115 (24.5) 37 (9.8)
8 (12.7) 106 (22.6) 24 (6.4)
29 (46) 190 (41) 184 (49)
34 (54) 279 (59) 194 (51)
61 (7.8) 218 (27.7) 500 (63.5)
25 (41) 5(2.3) 21 (4.2)
4 (6.6) 5(2.3) 50 (10)
10 (16.4) 14 (6.4) 94 (18.8)
8(13.1) 40 (18.4%) 98 (19.6%)
7 (11.5) 40 (18.4) 109 (21.8)
2 (3.3) 57 (26.2) 80 (16)
5(8.2) 57 (26.2) 48 (9.6)
25 (41) 104 (48) 219 (44)
36 (59) 114 (52) 281 (56)

Abbreviations: CAV-ex, vaccinated/SARS-CoV-2 experienced; UNVAC-ex, unvaccinated/SARS-CoV-2 experienced; UNVAC-n, unvaccinated/SARS-CoV-

2 naive; VAC-n, vaccinated/SARS-CoV-2 naive.

automatically discarded. The CART model was first trained with the
entire TC and next by using randomly selected (n = 30) participants
for verification purposes. Next, we applied the CART model in the
VC to assess its predictive ability.

2.5 | Statistical analyses

Receiver Operational Curves (ROC) were generated to investigate
the most appropriate cut-off in terms of sensitivity and specificity
(area under the curve [AUC]) to discriminate between sera displaying
either detectable or undetectable neutralizing activity against each
SARS-CoV-2 Omicron sublineage. Two-sided exact p values were
reported. A p<0.05 was considered statistically significant. All
statistical analyses and graphs were carried out using GraphPad

prism version 9.0.0 for Windows, (GraphPad Software, www.
graphpad.com) and XLSTAT software (Addinsoft).

3 | RESULTS

3.1 | Characteristics of the participants included in
the training and validation cohorts

A total of 931 participants were included in the training cohort (TC)
and n =781 in the validation cohort (VC). The main characteristics of
the participants (age, sex, and vaccination and infection status) are
shown in Table 1. Of note, the percentage of vaccinated with prior
SARS-CoV-2 infection (VAC-ex) participants was significantly higher
in the TC than in the VC (63% vs. 41%; p < 0.01).
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3.2 | Serum anti-SARS-CoV-2 RBD total antibody
levels predicting detectability of neutralizing
antibodies against Omicron BA.2 and BA.4/5

A total of 100 randomly selected sera from 100 different participants
were examined for detectable levels of NtAb against Omicron BA.2
(found in 88) and BA.4/5 (in 84), with a median reciprocal ICsg titer of
148 (range, 12-1458) and 1031 (range, 24-62,500), respectively.
ROC analysis indicated that an anti-SARS-CoV-2 RBD total antibody
threshold of 2300 BAU/mL best discriminated between participants
exhibiting detectable NtAb responses and those with undetectable
levels, with 90% sensitivity, 71% specificity and 87% precision (AUC:
0.83; p<0.001) for BA.2 and 88% sensitivity, 67% specificity, and
84% precision (AUC, 0.90; p < 0.001) for BA.4/5, Figure 1.
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FIGURE 1 Correlation between anti-SARS-CoV-2 receptor-
binding domain (RBD) total antibodies (in BAU/mL) and inverse
neutralizing reciprocal ICs titers (NtAb) against SARS-CoV-2
Omicron BA.2 and Omicron BA.4/5 in vaccinated/SARS-CoV-2 naive
(VAC-n), unvaccinated/SARS-CoV-2 experienced (UNVAC-ex) and
vaccinated/SARS-CoV-2 experienced (VAC-ex) participants. The
anti-RBD total antibody threshold that best discriminated between
participants either displaying or not detectable Omicron BA.2 and
BA.4/5 NtAb responses is shown.

3.3 | CART model for predicting detectable serum
neutralizing activity against Omicron BA.2 and BA.4/5
based upon anti-RBD total antibody level
measurements

A CART model was built for predicting the presence of anti-SARS-
CoV-2 RBD total antibodies >2300 BAU/mL as a surrogate for
detectable NtAb responses. The model finally included the following
variables: age, vaccination schedule, days since receipt of the last
vaccine dose, history of prior SARS-CoV-2 infection. Note that as
time elapsed since the last vaccine dose showed multicollinearity
with the number of vaccine doses received, we chose to maintain
only the latter parameter in the final model. As depicted in Figure 2,
the model comprised a total of 25 nodes (Supporting Information:
Table 1). The first segmentation of the classification tree was based
on the vaccination schedule; the probability of displaying anti-RBD
total antibodies 22300 BAU/mL ranged between 94% for fully
vaccinated and boostered with an heterologous vaccine platform
participants, to 42% for unvaccinated individuals that had contracted
SARS-CoV-2 infection. As shown in Figure 3, for vaccinated
participants without booster vaccine, Figure 3A, prior SARS-CoV-2
infection, age (for SARS-CoV-2 naive participants) and number of
vaccine doses received (for SARS-CoV-2 experienced) modulated the
probability of displaying antibody levels 22300 BAU/mL. Among fully
vaccinated participants who received a homologous booster dose,
Figure 3B, the probability ranged between 75% to 100% according to
age. Across fully vaccinated participants who received a heterologous
booster, Figure 3C, the probability ranged between 78% and 100%
depending upon age, and for those aged between 50 and 65 years,
the range was between 91% and 100% according to SARS-CoV-2

Type of
vaccination
i T I T d
No Homologous Heterologous No
booster booster booster vaccination

SARS-CoV-2
experienced

‘ 83% ’ 87% 94%

FIGURE 2 Supervised machine learning (classification and
regression tree) model for the prediction of anti-SARS-CoV-2 RBD
total antibodies 22300 BAU/mL. Each node classifies the previous
population based on a separator variable. The purity of each node
(the fraction of data elements in the group that belongs to the same
class, [i.e., RBD] total antibodies 22300 BAU/mL) is represented.
RBD, receptor-binding domain.
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FIGURE 3 Continuation of the CART model for predicting
anti-SARS-CoV-2 RBD total antibodies above 2300 BAU/mL:

(A) homologous booster, (B) no booster, and (C) heterologous
booster. RBD, receptor-binding domain.

experience. As shown in Table 2, overall, the model was able to
correctly classify 88% (793/901) of participants in the TC: 717/749
(95.7%) of those displaying 22300 BAU/mL and 76/152 (50%) of
those <2300 BAU/mL. The model performed better in VAC-n (1%
false negatives, 12% false positives) and VAC-ex participants (0%
false negatives, 6% false positives) than in UNVAC-ex individuals
(41% false negatives).
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When used in a TC subcohort comprising 30 randomly selected
subjects, the ML model correctly classified 29/30 (96.7%) partici-
pants: 26/27 (96%) of those displaying antibody levels 22300 BAU/
mL and 3/3 (100%) of those <2300 BAU/mL.

3.4 | Validation of the model

Next, we validated the CART model in a new cohort comprising
n =787 participants that were included in a seroprevalence study
conducted in October 2022. The CART model correctly classified
95% (596/627) and 33% (53/160) of participants with total
antibodies above and below 2300 BAU/mL, respectively, with an
overall accuracy of 82% (correct categorization of 646/787 partici-
pants). The performance of the model is described in detail for each
population group in Table 3.

In more detail, in UNVAC-ex, a total of n =23 (38%) participants
had antibodies 22300 BAU/mL but were classified as <2300 [FN] by
the model. Unfortunately data about infection date was lacking in
most of them. In the VAC-n group, n=63 (31%) participants had
antibodies <2300 BAU/mL but were classified as 22300 BAU/mL
[FP] by the model. This may be explained in part by the fact that the
model was built using a cohort that was tested a median of 166 days
[IQR 82-149] after the last vaccine dose, whereas the validation
cohort was tested a median of 316 days [IQR 282-335] after the last
vaccine dose. In the VAC-ex group, 91% of participants were
correctly classified, with total antibodies 22300 BAU/mL. The
remaining n=45 (9%) participants, were considered false positives
of the model, Table 3. Infection data were available in 29 of these 45
participants, and the SARS-CoV-2 infection episode occurred a
median of 452 days [IQR 263-613] before testing, which could
explain, in part, the discrepancy observed.

As with the TC, in the VC the ML model performed better for
identifying VAC-n and VAC-ex individuals with antibody levels
22300 BAU/mL.

4 | DISCUSSION

To our best knowledge, this is the first study to generate a supervised
ML model capable of predicting the presence of detectable NtAb
against SARS-CoV-2 in individuals among the general population. The
model used a small number of easily collectable variables, including
age, vaccination schedule, and history of prior SARS-CoV-2 infection.
Studies resembling ours have reported on ML models designed to
predict SARS-CoV-2 seroconversion or suboptimal (arbitrarily
defined) anti-RBD antibody levels following vaccination in solid
organ or allogeneic hematopoietic stem cell transplant recipients,
which displayed variable precision.1?"® For instance, via ML analysis,

Papadopoulos et al.*?

showed that age, body mass index and the
presence of autoimmune diseases influenced the level of NtAbs
against SARS-CoV-2 after vaccination. Osmanodja et al.*® applied ML

algorithms to predict the positive serological response after third and
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TABLE 2

Performance of the machine learning model for predicting anti-SARS-CoV-2 Spike (S) receptor-binding domain (RBD) antibody

levels associated with neutralizing activity against Omicron BA.2 and BA.4/5 in the training cohort.

Measured anti-SARS-CoV-2 RBD total antibody

Group (no. of levels 22300 BAU/mL

Measured anti-SARS-CoV-2 RBD total antibody levels <2300
BAU/mL

participants) Predicted 22300. n (%) [TP]

UNVAC-n (n=21) 0 0
UNVAC-ex (n = 63) 1(2) 26 (41)
VAC-n (n=469) 386 (82) 6 (1)
VAC-ex (n=378) 357 (94) 0

Predicted <2300. n (%) [FN]

Predicted 22300. n (%) [FP]  Predicted <2300. n (%) [TN]

0 21 (100)

0 36 (57)
55 (12) 22 (5)
21 (6) 0

Abbreviations: FN, false negative; FP, false positive; TN, true negative; TP, true positive; UNVAC-ex, unvaccinated/SARS-CoV-2 experienced; UNVAC-n,
unvaccinated/SARS-CoV-2 naive; VAC-ex, vaccinated/SARS-CoV-2 experienced; VAC-n, vaccinated/SARS-CoV-2 naive.

TABLE 3

Performance of the machine learning model for the prediction of anti-SARS-CoV-2 Spike (S) receptor-binding domain (RBD)

antibody levels associated with neutralizing activity against Omicron BA.2 and BA.4/5 in the validation cohort.

Measured anti-SARS-CoV-2 RBD total antibody

levels 22300 BAU/mL
Group (no. of

Measured anti-SARS-CoV-2 RBD total antibody
levels <2300 BAU/mL

participants) Predicted 22300. n (%) (TP)

UNVAC-n (n=8) NA NA
UNVAC-ex (n=61) 0 23 (38)
VAC-n (n=218) 140 (64) 7 (3)
VAC-ex (n = 500) 455 (91) 0

Predicted <2300. n (%) (FN)

Predicted 22300. n (%) (FP)  Predicted <2300. n (%) (TN)

NA 8 (100)
0 38 (62)
61 (31) 8 (4)
45 (9) 0

Abbreviations: FN, false negative; FP, false positive; NA, not applicable; TN, true negative; TP, true positive; UNVAC-ex, unvaccinated/SARS-CoV-2
experienced; UNVAC-n, unvaccinated/SARS-CoV-2 naive; VAC-ex, vaccinated/SARS-CoV-2 experienced; VAC-n, vaccinated/SARS-CoV-2 naive.

fourth doses in kidney transplant recipients, but it was built and

1.1 also

applied only in seronegative COVID-naive patients. Alejo et a
built an ML model for the prediction of antibody levels after
vaccination in solid organ transplant recipients. However, it was built
using a cohort of COVID-19 naive recipients, and the predictive
ability was moderate. Pifiana et al.'® also built a model for the
prediction of a positive antibody response after vaccination in
hematological patients that enabled the identification of clinical
profiles associated with poor humoral responses.

Our ML model can estimate the probability of individuals of all ages
in the general population to display SARS-CoV-2 anti-RBD total
antibody levels 22300 BAU/mL, which is associated with detectability
of NtAb against SARS-CoV-2 Omicron BA.2 (precision, 87%), and BA.4/
5 (precision, 84%) sublineages, as measured using an S-pseudotype
neutralization assay. The model correctly categorized 95.7% of
participants included in the TC displaying antibody levels 22300 BAU/
mL, performing better in VAC-n and VAC-ex than UNVAC-ex or
UNVAC-n participants. When used in the VC, the ML model correctly
identified 95% of participants with antibody levels 22300 BAU/mL;
importantly, regardless of the time elapsed between sample collection
times. Note that the VC was recruited after the surge of Omicron BA.4/
5 which substantially increased exposure to SARS-CoV-2 in the general
population. The model performed better in VAC-ex participants,
whereas its predictive ability in VAC-n participants was highly
dependent on the time elapsed since the last vaccine dose, likely

because of antibody waning.

The current study has several limitations, including the following:
first, the anti-RBD total antibody level cut-off selected for
discriminating between participants displaying detectable NtAb
responses against Omicron BA.2 and BA.4/5 was not 100% precise
(87% for BA.2 and 84% for BA.4/5). Second, NtAb assays were run
on a limited percentage of sera from participants in the TC and VC.
Third, most sera in both cohorts had anti-RBD total antibody levels
22300 BAU/mL. Fourth, the precise date of SARS-CoV-2 infection
was known only in a few participants, thus precluding the
performance of additional subanalyses taking into consideration the
SARS-CoV-2 (sub)variant involved. Fifth, testing other ML ap-
proaches, such as k-Nearest Neighbors, Naive-Bayes or Random
Forests algorithms, was beyond the scope of the study. Sixth, the ML
model was built to predict NtAb detectability, which may not
correlate with protection in all individuals; nonetheless, to our
knowledge no NtAb threshold level affording protection against
Omicron BA.2 and BA.4/5 has yet been defined. Seventh, the ML
model was not tested for its predictive ability of detectable NtAb
responses against currently expanding SARS-CoV-2 sublineages such
as BQ.1.1, BA.2.75, or XBB.1, which may have an enhanced ability to
infection-elicited NtAb

responses.?12? Last but not least, the specific type of immunization

escape from vaccine- or natural
strategy (mRNA-based, nonreplicating viral vector, inactivated or
recombinant viral vector) used for each vaccine dose was not
included in the model, which could have improved the predictive
accuracy in vaccinated individuals.
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5 | CONCLUSION

In conclusion, our ML CART model based upon a few easy-to-collect
parameters for the prediction of neutralizing activity against Omicron
BA.2 and BA.4/5 (sub)variants circumvents the need to perform not
only NtAb, but also anti-S serological assays, especially in vaccinated
individuals with a history of SARS-CoV-2 infection, which could be
costly in the setting of large seroprevalence studies. This model could

prove useful for public health decision making.
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