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1) RESUMEN

Objetivos: Evaluar la variacion de Inmunoglobulina G frente el Receptor Binding Domain
(RBD) del virus SARS-CoV-2 y la respuesta celular tras vacunacion en pacientes nefropatas
con necesidad de terapia renal sustitutoria. Describir las caracteristicas epidemioldgicas de los
pacientes analizados.

Material/Métodos: Estudio descriptivo de la respuesta inmunitaria humoral y celular presentada
en pacientes nefropatas hemodializados vacunados con la cuarta dosis de BNT162b2 mRNA
COVID-19. La medicion de IgG RBD se realizé mediante técnica de quimioluminiscencia y la
respuesta celular por técnica IGRA (Ensayo de Liberacion de Interferon-gamma). Se registraron
las infecciones sintomaticas de SARS-CoV-2 confirmadas por PCR y las asintomaticas me-
diante la deteccion de IgG Nucleocépside.

Resultados: El 82% de los pacientes presentaba niveles de IgG RBD >590 BAU/ml mientras
que la respuesta celular no resultod valorable. El 39% de los pacientes se infectaron de SARS-
COV-2 tras la cuarta dosis de vacuna, de ellos el 38% fue sintomatico y el 61% asintomatico.
El 76% de los pacientes fueron hombres, de edad media 72 +11afios. Las morbilidades obser-
vadas fueron en el 88, 55 y 51% hipertension arterial, diabetes y ambas comorbilidades.
Conclusiones: El efecto booster tras la administracion acumulada de cuatro dosis de vacuna
BNT162b2 mRNA COVID-19 a lo largo del tiempo en la poblacion nefropata hemodializada,
permite una elevada titulacién de anticuerpos neutralizantes. Este nivel parece contribuir a re-
ducir la sintomatologia, aunque las variantes circulantes en ese periodo presentasen mayor ca-
pacidad de inmunoescape. Es necesario analizar la técnica IGRA en otras series de pacientes

hemodializados con el fin de valorar su sensibilidad.
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2) ABSTRACT

Objectives: To evaluate the variation of Immunoglobulin G against the Receptor Binding Do-
main (RBD) of the SARS-CoV-2 virus and the cellular response following vaccination in
nephropathic patients requiring renal replacement therapy. To describe the epidemiological
characteristics of the analyzed patients.

Materials/Methods: Descriptive study of the humoral and cellular immune response in vac-
cinated hemodialysis nephropathic patients receiving the fourth dose of BNT162b2 mRNA
COVID-19. Measurement of RBD IgG was performed using chemiluminescence technique,
and the cellular response was assessed using the IGRA technique (Interferon-gamma Release
Assay). Symptomatic SARS-CoV-2 infections confirmed by PCR and asymptomatic infections
detected through Nucleocapsid IgG detection were recorded.

Results: 82% of the patients had IgG RBD levels >590 BAU/ml, while the cellular response
was not assessable. 39% of the patients were infected with SARS-CoV-2 after the fourth vaccine
dose, with 38% being symptomatic and 61% asymptomatic. 76% of the patients were male,
with a mean age of 72 + 11 years. The observed comorbidities were arterial hypertension in 88%
of the patients, diabetes in 55%, and both comorbidities in 51%.

Conclusions: The booster effect following the cumulative administration of four doses of
BNT162b2 mRNA COVID-19 vaccine over time in the hemodialysis nephropathic population
allows for a high titer of neutralizing antibodies. This level appears to contribute to reducing
symptomatology, although circulating variants during that period showed greater immunoes-
cape capacity. It is necessary to analyze the IGRA technique in other series of hemodialysis

patients to assess its sensitivity.
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3) INTRODUCCION

3.1 SARS-CoV-2 situacion actual

Desde el 5 de mayo de 2023 la Organizacion Mundial de la Salud declaré el fin de la
emergencia de salud publica de importancia internacional por SARS-CoV-2 (Covid -19).
Sin embargo, esto no significa que el virus haya dejado de ser una amenaza. Segun los
datos de la OMS a nivel mundial hasta el 24 de mayo de 2023 se han
registrado 766.895.075 casos y 6.935.889 fallecimientos a consecuencia de infecciones por
SARS-CoV2. Se han administrado unas tasas 171,33 dosis de vacunas/100.000 habitantes,
obteniendo un total de 65,53 personas/ 100. 000 habitantes con pauta completa de

vacunacion'.

En Espafia hasta la fecha se han registrado 13.890.555 casos y 121. 416 fallecimientos. La

evolucion temporal del nimero de casos se muestra en la Figura 1.

Figura 1. Evolucion de los casos diarios confirmados de COVID-19 y notificados en

Espaiia en >60 afios desde el 10.10.2021

MN" de casos

Fechia de diagndstics
Fuente: datos individualizados notificados por las CCAA a la Red Nacional de Vigilancia
Epidemioldgica (SiViEs)

Se han administrado 105.840.321 dosis de vacunas y 40.739.123 personas han recibido la

pauta completa de vacunacion. Obteniendo un 98,2 % de la poblacion vacunada?
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3.2 Patogenicidad del virus, respuesta inmunitaria humoral y celular

La patogenicidad de los virus que muestran un periodo de incubacién corto radica
principalmente en su capacidad replicativa mas que en la capacidad de inmunoescape que

puedan presentar.

El virus SARS-CoV-2 presenta una elevada tasa de replicaciéon °

, sin embargo, la
vacunacion y la inmunidad surgida tras infecciones naturales han permitido controlar la

gravedad de las infecciones que causa.

La respuesta inmunitaria humoral colabora en el control de la primoinfeccion y contribuye
a evitar las reinfecciones, pero en caso de que estas se produzcan hace que estas sean de
menor gravedad que la primoinfeccion. Esta accion se debe a la capacidad neutralizante
que manifiestan los anticuerpos sobre la region RBD de la Spike 1 del virus situada en su
envoltura. De este modo evita la uniéon de la Spike 1 con el receptor celular ACE2 no

produciéndose la entrada del virus en la célula y su posterior replicacion *.

La respuesta inmunitaria celular es mediada principalmente por los linfocitos T y se trata
de una respuesta mas rapida y de duracién similar a la respuesta humoral, de hecho, es
determinante para que la enfermedad por COVID-19 progrese o no a una enfermedad grave.
Ademads de poder ser activa incluso si no existe respuesta humoral, tal y como ha sido

descrito en asintomaticos y en pacientes con deficiencias de linfocitos B °.

Por otro lado, el virus ha experimentado una serie de mutaciones y con la llegada de la
variante Omicron parece ser que nos encontramos en una transicion hacia la endemia,
debido a las diferentes mutaciones que han conseguido un incremento en su
transmisibilidad y una disminucion en la gravedad de los casos que se refleja en una

disminucion en las tasas de mortalidad (Figura 2) .
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Figura 2. Riesgo de mortalidad bruto para el total de las hospitalizaciones por COVID-
19, hospitalizaciones sin el COVID-19 como razéon principal y hospitalizaciones no
relacionadas con el COVID-19. Publicacion especial sobre el COVID-19 de la Premiere
Healthcar Database. Estados Unidos, Abril 2022-Junio-2022 °.

— Total COVID-19 hospitalizations

\ — Mospitalizations primarily for COVID-19 Delta Early Later
\ « » + Mospitalizations not prmarily for COVID-19 Ownicron Omicron
\ s Non-COVID-19 hospitalzations

15 Sl N T

Crude mortality risk

Date

3.3 SARS-CoV-2 en pacientes hemodializados

Los pacientes hemodializados presentan una serie de caracteristicas que pueden disminuir su
respuesta inmune, por lo que la infeccion por SARS-CoV-2 presentan una mayor mortalidad
que en resto de poblacion sana, autores como Khalil et al., 2022 describen un 15-20% de exceso
en mortalidad ’. Algunos de estos factores intrinsecos son la enfermedad renal cronica, la uremia
o la edad avanzada ®.

Por otro lado, la respuesta inmune humoral en los pacientes dializados presenta una cinética
bastante diferente respecto a la poblacion sana observandose, un incremento del nivel de
anticuerpos mas ralentizado, asi como se una rapida disminucion de los niveles de anticuerpos
tras haber alcanzado su nivel maximo. Por estas circunstancias es esencial en esta poblacion la
revacunacion con dosis de recuerdo para alcanzar el efecto booster y la recuperacion de la
respuesta humoral tal y como describe Hernandez-Porto et al.,2022 °.

Debido al papel que desempeian tanto la inmunidad humoral como celular ya explicadas en el
anterior apartado de patogenicidad es fundamental medir el nivel de anticuerpos neutralizantes,
asi como el nivel de la respuesta celular en estas poblaciones mediante la realizaciéon de un
seguimiento en esta poblacion con el fin de determinar los periodos de mayor vulnerabilidad a
la infeccion.

El nivel de anticuerpos neutralizantes presenta una muy buena correlacion con el nivel de

anticuerpos IgG antiRBD tal y como describe Shutar et al.,2020 °.
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La OMS no ha decidido que umbral de anticuerpos antiRBD proporciona una proteccion para
evitar reinfecciones sin embargo en Espafia el Ministerio de Sanidad en su documento sobre los
Criterios para valorar la administracion de las nuevas alternativas terapéuticas antivirales frente
la infeccion por SARS-CoV-2 establece 260 BAU/ml como punto de corte a partir del cual
considera que existe proteccion . Otros autores como Ebinger et al., 2021 establecieron que
valores de IgG RBD > a 590 BAU/ml se correlaciona con una probabilidad del 95% con

presentar altos niveles de anticuerpos neutralizantes '2.

4) OBJETIVOS

1. Descripcion de las caracteristicas epidemiologicas de la serie de pacientes analizados.

2. Analizar el nivel de anticuerpos IgG RBD y de respuesta celular en una serie de
pacientes nefropatas con necesidad de terapia de reemplazamiento renal atendidos en la
Unidad de Hemodialisis del Complejo Hospitalario del Hospital Universitario de

Canarias en el periodo post fase aguda de la pandemia Covid-19.

5) MATERIALY METODOS

Disetio del estudio:

Se trata de un estudio descriptivo del nivel de respuesta inmunitaria humoral y celular
presentada en pacientes nefropatas con necesidad de terapia renal sustitutoria, asi como de las
caracteristicas clinico-epidemiologicas de los mismos. El estudio fue realizado durante los
meses de abril y mayo de 2023 en el Hospital Universitario de Canarias y fue aprobado por el
Comité Etico de dicho hospital con el codigo MIC 001. Todos los pacientes incluidos en el
estudio dieron su consentimiento informado para participar en el mismo.

Los criterios de inclusion fueron ser pacientes nefropatas con necesidad de terapia renal
sustitutoria que habian recibido la cuarta dosis de vacunaciéon BNT162b2 mRNA COVID-19
durante los meses de marzo y abril de 2022, se excluyeron aquellos que habian recibido terapia
inmunodepresora, o bien habian sido vacunados con vacunas diferentes a la BNT162b2 mRNA
COVID-19 o esta no fuera su cuarta dosis.

Las muestras fueron siempre recogidas antes del comienzo de la didlisis antes de que la sangre

entrara en contacto con la membrana del dializador.
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Mediante revision de las historias clinicas se recogieron las siguientes variables demogréaficas:
edad, sexo, diabetes, hipertension, porcentaje de linfocitos en la formula leucocitaria, nimero
de linfocitos /ml, fecha de vacunacion de la cuarta dosis vacunacion BNT162b2 mRNA
COVID-19, vacunaciéon con Comirnaty® bivalente Original/Omicron BA.4-5 y fecha,
infeccion por Covid-19 durante el afio 2022 y 2023.

Estudios serologicos:

Las muestras de plasma y suero fueron extraidas con un mes de diferencia, con las primeras se
realizaron los andlisis de hematimetria (porcentaje de linfocitos en la formula leucocitaria,
numero de linfocitos /ml) y se determind la respuesta celular frente SARS-CoV-2.

Con las muestras de suero se analizaron el nivel de anticuerpos IgG RBD vy la presencia o no
de IgG frente nucleocédpside realizando la técnica de inmunoandlisis de microparticulas
quimioluminiscentes (CMIA) de Abbott® mediante el equipo (AR- CHITECT i 2000 SR TM),
con los reactivos SARS-CoV-2 IgG II Quant y SARS-CoV-2 IgG Q. Los anticuerpos IgG RBD
nos permiten conocer el nivel de anticuerpos protectores y se consideran positivos valores > 7,1
BAU/ml. La presencia de anticuerpos IgG Nucleocdpside permiten reconocer infecciones
recientes por SARS-CoV-2 que hayan podido pasar desapercibidas por clinica muy leve o
asintomatica. El resto de infecciones sintomadticas fueron detectadas mediante técnica PCR
(Allplex SARS-CoV-2/FluA/FluB/RSV Assay, Seegene, Seoul, South Korea) utilizando
muestra nasofaringea.

La respuesta celular se determin6 mediante las muestras de plasmas por la técnica IGRA
(ensayo de liberacion de Interferon gamma), para ellos se utilizaron el set de tubos de
estimulacion de ensayo de liberacion de interferon Yy EUROIMMUN SARS-CoV-2 Quant-
T Cell SARS-CoV-2 y posteriormente se realizé la medicion de interferon liberado en el equipo
DS2 DYNEX mediante la técnica ELISA con el kit de ELISA Quan-T-Cell ELISA
(EUROIMMUN Medizinische Labordiagnostika, Luebeck, Germany), en los que valores >200
mlIU/ml, son interpretados como positivos. Todas las técnicas fueron realizando las
instrucciones del fabricante (Flujograma 1 y 2).

Analisis estadistico:

Las caracteristicas demograficas se presentan resumiendo las variables nominales con las
frecuencias absolutas de sus categorias componentes y las de escala numérica con media y (DE)
o mediana y (P5-P95) segun su distribucion normal o anormal, verificada con la prueba de
Kolmogorov-Smirnov. Los calculos fueron realizados mediante el programa SPSS 25.0 TM

Statistics.

10/21



Flujograma 1. Respuesta humoral (deteccion de anticuerpos IgG RBD y anticuerpos IgG Nucleocapside)

Se descongelan y se agitan
mediante vortex para
traspasar a las celdillas de
reaccion

Se alicuota en nuevo tubos y
se congelan para su analisis
unisono

Calibracion de equipo, verificacion de Introduccion de reactivos Introdnccionde muesiras
controles dentro de rango




Flujograma 2. Respuesta celular (deteccion de linfocitos T especificos frente SARS-CoV-2)

TUBO DIFERENCIACION VISUAL COMPONENTE

CoV-2-IGRA-BLANK TAPA TRANSPARENTE Sin componente activador de las células
inmuno

CoV-2-IGRA-TUBE TAPA AMARILLA Recubierto de componentes propios del
dominio 81 de la proteina S del SARS-
CoV-2.

CoV-2-IGRA-STIM TAPA VIOLETA

Recubierto de im mitdgeno que causauna
secrecion  de  mterferon gamma
mespecifica.

Muestras de plasma; se introduce 500 ul
en cada tubo de estimulacion.

Tubo de blanco, Tubo de estimulacién especifica de
linT frente SAR-CoV-2 y Tubo de estimulacion mité-
gena de todos los linfocitos T

Centrifugar a 12000 rpm durante 10 min

y rescatar el sobrenadante

Estufa 37°C durante 20-24h

Realizacion de la técnica ELISA en el

equipo DS2
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6) RESULTADOS

Un total de 33 pacientes cumplieron con los criterios de inclusién y todos ellos habian
sido vacunados de la cuarta dosis BNT162b2 mRNA COVID-19 durante los meses de
marzo y abril de 2022. El 88, 55 y 51% de los pacientes presentaba hipertension arterial,
diabetes y ambas como comorbilidades. El 76% fueron hombres con una media de edad
de 72 £+ 11 anos. E1 39% de los pacientes habia sido infectados por SARS-CoV-2 durante
el periodo 2022-2023 concentrandose los sintomaticos en los meses de julio agosto y
diciembre de 2022 y enero de 2023. Dentro de los infectados el 38% fue sintomatico y
detectado por PCR mientras que el 61% fue detectado a través de la presencia de IgG
nucleocapside y cursé de forma asintomatica o muy leve. El 18% recibi6 la vacuna
Comirnaty® bivalente Original/Omicron BA.4-5 durante los meses de noviembre -
diciembre de 2022 y enero-febrero de 2023. El porcentaje de linfocitos en la formula
leucocitaria resultd con media 19.8+7.2 %, cuando los valores de referencia se encuentran
entre 25-45%. Asi mismo el niimero de linfocitos /ml resulté en una mediana de 1.3 x10°
(0.63 x103-9.67 x10%) cuando los valores de referencia se encuentran entre 1-4,8x10°
linfocitos /ml. El nivel de anticuerpos IgG RBD detectados present6 una mediana de
3.462 BAU/ml (37.9-5680) (Figura 3). El 82% de los pacientes presentaron valores de
IgG RBD > a 590 BAU/ml. La respuesta celular de linfocitos T no fue valorable en
ninguno de los pacientes ya que los tubos de control positivo con presencia de antigenos
mitogenos no estimularon con suficiente intensidad a la poblacion de linfocito T
contenido en las muestras, no produciéndose la respuesta de liberacion de interferon

gamma inespecifica.
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Figura 3. Distribucion de anticuerpos IgG RBD segun su frecuencia
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Figura 4. Resultados de la prueba IGRA para la deteccion de la respuesta celular de

los linfocitos T frente SARS-CoV-2.

Varias tandas de muestras fueron analizadas, en cada tanda se muestra:
a) Los resultados de la curva de calibrado de los estandares

b) Los resultados de absorbancia de cada tubo (cada muestra presenta tres tubos; 1 blanco,
lamarillo y 1 violeta)
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Se observa que la absorbancia de los tubos violetas es muy baja por lo que los linfocitos

no han sido estimulados y la prueba no es valorable




7) DISCUSION

Este estudio refleja la experiencia de un hospital terciario en la respuesta humoral y
celular a SARS-CoV-2 en pacientes nefropatas vacunados con necesidad de terapia de
reemplazamiento renal. E1 82% de los pacientes presentaron valores de IgG RBD >a 590
BAU/ml una situacion muy superior a lo descrito anteriormente donde el 55% de los
pacientes se encontraban esta situacion (Hernandez-Porto et al.,). Esto podria ser
explicado por un mayor efecto booster provocado tras administrar un mayor numero de
dosis de vacunacion a lo largo del tiempo. Asi mismo implicaria una elevada cantidad de
anticuerpos neutralizantes que explicaria que el 61 % de los pacientes infectados fueran
asintomaticos. A pesar de que en Espana desde el mes de octubre de 2022 la variante
Omicron predominante fue BQ1.1 y en 2023 se incorpor6 XBB 1.5 '* pues ambas
variantes presentan una elevada resistencia a los anticuerpos neutralizantes '*,

La respuesta celular de linfocitos T no fue valorable en ninguno de los pacientes esto
podria ser explicado desde diferentes perspectivas; por un lado los pacientes no
presentaron gran cantidad de linfocitos dato reflejado en la formula leucocitaria
19.847.2 %. Por otro lado es posible que los linfocitos T de estas poblaciones presenten
una actividad funcional limitada no coincidiendo con otros autores como Blazquez

Navarro et al. P

, 2021 que encontraron una respuesta similar entre pacientes
hemodializados y pacientes con funcion renal normal. O bien puede ser debido a una
limitacion en la sensibilidad de la técnica IGRA en estas poblaciones, ya que autores como
Bergami et al., 2022 han descrito una sensibilidad de la técnica del 83% en personal

sanitario sano .
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8) CONCLUSIONES

1. Los pacientes en estudio fueron mayoritariamente hombres, con una edad media
de 72 afos. En cuanto a sus morbilidades, presentaban en un gran porcentaje

hipertension arterial, seguido por diabetes y por ambas comorbilidades.

2. El efecto booster tras la administracion de 4 dosis de vacuna BNT162b2 mRNA
COVID-19 a lo largo del tiempo en la poblacidon nefrépata con necesidad de
terapia de reemplazamiento renal, ha permitido una elevada titulaciéon en

anticuerpos neutralizantes en estas poblaciones.

3. El elevado nivel de anticuerpos neutralizantes parece haber evitado el desarrollo
de infecciones graves por SARS-CoV-2 a pesar de que las variantes involucradas

presentaran una elevada capacidad de inmunoescape.

4. Es necesario analizar otras poblaciones de pacientes hemodializados con el fin de
valorar si las técnicas IGRA presentan una sensibilidad limitada en estas

poblaciones de pacientes.
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Dra. MARIA SAGRARIO BUSTAEAD REYES. DIRECTORA MEDICA DEL
HOSPITAL UNIVERSITARIC DE CANARIAS, visto el Dictamen Favorable del
Comité de Etica de la Investigacion con medicamentos (CEIm),

CERTIFIC A:

Que conoce la propuesta realizada por el promotor: Servicio de
Microbiologia v Control de la Infeccion para que sea reaslizado en este
Centro el Estudic Observacional con codige del protocolo del Promotor: MIC
001 vy titulada: Analisis de la respuesta humoral v celular frente SARS-COV-
2 tras vacunacion ([BNT162b2 mRMNA Covid-19) en diferentes tipos de
pacientes vacunados; durabilidad y eficiencia. Serd realizado en este
Centro por la Ora. MARIA LECUONA FERMANDEZ, como investigador principal.

Cue conoce los términos en los gque se wva a realizar el Estudic
Observacicnal y acepta la realizacion en este Centro.

¥ para que asi conste firmo el presente certificado en La Laguna.
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