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. INTRODUCCION

Los coronavirus constituyen un conjunto de virus que tienen la capacidad de
provocar infecciones respiratorias en seres humanos y animales. En el pasado, se han
registrado dos tipos de coronavirus altamente patogenos: el SARS-CoV y el MERS-CoV,
los cuales emergieron en seres humanos y ocasionaron enfermedades graves. Dichos
acontecimientos han puesto de manifiesto la relevancia de los coronavirus emergentes
como una preocupacion de salud publica.

A finales del afio 2019, surgié en Wuhan, China, un nuevo coronavirus conocido
como SARS-CoV-2, que desencadend un brote de neumonia viral. La enfermedad por
coronavirus 2019 (COVID-19) se propagd a nivel mundial debido a su alta capacidad de
transmision, superando en ndmero de casos y extension geogréafica a los brotes de SARS
y MERS. La pandemia por COVID-19 sigue siendo una amenaza significativa para la
salud publica global (1).

I.1 Origen del SARS-CoV-2

A finales de diciembre de 2019, se reportaron en varios centros de salud en
Wuhan, China, grupos de pacientes con neumonia de causa desconocida. La mayoria de
los casos estaban vinculados al Mercado Mayorista de Mariscos de Huanan. El agente
causante de esta enfermedad emergente se identific6 como un Betacoronavirus que nunca
se habia visto antes. La enfermedad se extendié a otras ciudades de la provincia de Hubei
y a otras partes de China, incluso en pacientes sin antecedentes de exposicion al mercado
(D).

En enero de 2020, se registro un aumento repentino de casos de neumonia de causa
desconocida en Wuhan, China. Los cientificos identificaron el nuevo Betacoronavirus
como la causay, el 30 de enero, la OMS declard el brote una emergencia de salud publica
de preocupacion internacional. EI 11 de febrero, el virus fue nombrado oficialmente
SARS-CoV-2y laenfermedad como COVID-19. El brote se extendi6 rapidamente a otras
partes de China y se declard una pandemia mundial el 11 de marzo. Aungue se cree que
el virus es de origen natural, todavia no se sabe con certeza como y cuando se transmitio

de animales a humanos (1).



1.2 Taxonomia

Los coronavirus (CoV) son virus de ARN monocatenario de polaridad positiva,
envueltos, que se encuentran en humanos y otros mamiferos, como perros, gatos, pollos,
vacas, cerdos y aves, y causan enfermedades respiratorias, gastrointestinales y
neuroldgicas. Los coronavirus humanos (HCoV) son responsables de multiples
enfermedades respiratorias, como el resfriado comun, la bronquiolitis y la neumonia (1).

En la actualidad, la familia Coronaviridae cuenta con 39 especies de CoV
distribuidas en 27 subgéneros, 5 géneros y 2 subfamilias, las cuales se clasifican en el
suborden Cornidovirineae, el orden Nidovirales y el reino Riboviria. Los HCoV, se
encuentran dentro de la subfamilia Coronavirinae de la familia Coronaviridae y se
agrupan genotipica y seroldégicamente en cuatro géneros principales: AlphaCoV,
BetaCoV, GammaCoV y DeltaCoV (2).

El SARS-CoV-2 es un virus de la familia Coronaviridae, clasificado por el
Comité Internacional de Taxonomia de Virus en el subgénero Sarbecovirus del género
Betacoronavirus. Este virus tiene un genoma de ARN de cadena simple y sentido positivo
y muestra una estrecha relacion filogenética con el SARS-CoV y otros coronavirus
asociados al SARS presentes en murciélagos. Ademas, el virus se agrupa en una rama
distinta junto con cuatro aislamientos de coronavirus de murciélagos y nuevos
coronavirus identificados recientemente en pangolines (3). A diferencia de otros
coronavirus presentes en murciélagos y pangolines, el SARS-CoV-2 es Unico en esta
especie. El virus comparte un 79% de similitud gendmica con el SARS-CoV y un 50%
con el MERS-CoV (4).

El SARS-CoV-2 posee una caracteristica gendmica particular: la insercién de
cuatro residuos de aminoécidos (PRRA) en la proteina S. Ademas, la proteina S del
SARS-CoV-2 es distinta a la de la mayoria de los miembros del subgénero Sarbecovirus

(3).

1.3 Estructuray virologia del SARS-CoV-2

Los coronavirus, tienen una apariencia similar a una corona, son los virus de ARN
mas grandes conocidos y se cree que infectan principalmente a vertebrados. EI SARS-
CoV-2 tiene un tamafio de genoma que varia de 29,8 a 29,9 kb. Los genomas de los

coronavirus humanos consisten en un nimero variable de marcos de lectura abiertos



(ORFs). Siguiendo el orden tipico de 5'a 3', los dos tercios iniciales del genoma del SARS-
CoV-2 contienen dos ORFs (ORFla y ORF1b) que, dentro de la célula huésped, se
traducen en la proteina poli 1a (ppla) en el reticulo endoplasmico rugoso. y poliproteina
lab (pplab), respectivamente (5). Estas poliproteinas se dividen en 16 proteinas no
estructurales (nsp): nspl-11, a partir de ppla; y nspl2-16, a partir de pplab. La liberacion
proteolitica de nspl ocurre rapidamente, lo que le permite interferir con los procesos de
traduccion de la célula huésped al inducir la degradacion del ARNm celular (6). Las nsp2-
16 contienen el complejo de replicacion y transcripcion del virus y codifican maltiples
enzimas con muchas funciones, incluyendo proteasas, helicasa, polimerasa, exonucleasa

y endonucleasa, N7-metiltransferasa y 2°O-metiltransferasa, y enzimas de ubiquitinacion

(7).

Envoltura (E)

Genoma viral de ARN

Figura I.1. Estructura de SARS-CoV-2.

El Gltimo tercio de los genomas de los coronavirus humanos contiene genes que
codifican proteinas estructurales y accesorias. Las cuatro proteinas estructurales (figura
1.1) principales codificadas aqui son la nucleocapside (N), la membrana (M), la envoltura
(E) y la proteina de espicula (S) (8). La proteina N, asociada con el genoma del ARN
viral, esta involucrada en la regulacion de la sintesis de ARN e interactta con la proteina
M durante la gemacion viral (9). La proteina M es importante para el ensamblaje viral,
contiene un dominio N-terminal corto que se proyecta sobre la superficie externa de la
envolturay un largo C-terminal interno (10). La funcion de la proteina E es en gran parte
desconocida; sin embargo, junto con las proteinas N y M, es necesaria para el ensamblaje

y la liberacion viral (10). Por dltimo, la proteina S le da a los coronavirus sus
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caracteristicas puas que componen su apariencia en forma de corona. Esta proteina se
proyecta a través de la envoltura viral, estd fuertemente glicosilada y regula la unién del
receptor de la membrana celular huésped y la fusion de la membrana viral y celular (11).
Las funciones de las 11 proteinas accesorias codificadas dentro del tercio mas cercano al
extremo 3' del genoma del SARS-CoV-2 no se comprenden completamente. Estas
proteinas accesorias son codificadas por los genes ORF3a, ORF3b, ORF3c, ORF3d,
ORF6, ORF7a, ORF7b, ORF8, ORF9b, ORC9c y ORF10. Algunas de estas proteinas,
incluyendo ORF3b, ORF6, ORF7ay ORF8, son antagonistas de interferon que interfieren
con la respuesta inmunitaria de la célula huesped (12), mientras que ORF3a podria
promover la liberacion del virus (13) y esta involucrada en la apoptosis de las células
huésped a través de la activacion de caspasa-3. Se sabe que ORF9b y ORF9c suprimen la
respuesta antiviral de las células huésped.

La proteina S esta compuesta por dos subunidades funcionalmente distintas (S1y
S2) y es esencial para la entrada viral en las células huésped. EI dominio N-terminal S1
de la proteina contiene el dominio de unidn al receptor (RBD) que interactlia directamente
con el receptor ACE2 en la célula huésped (figura 1.2), que es el receptor primario que
SARS-CoV-2 utiliza para la entrada celular (14). EI dominio C-terminal S2 fusiona las
membranas virales y huésped para permitir la entrada del genoma viral en la célula
huésped (15). Las subunidades del complejo S trimérico estdn en una conformacion
cerrada (etapa de prefusion) o abierta (etapa de postfusion) (16), con una subunidad
siempre en una conformacion abierta para permitir el reconocimiento y la union al ACE2
(17). E1 RBD en si mismo consiste en cinco hebras B antiparalelas rodeadas por varias
hélices o (18). Desde la conformacion cerrada a la abierta, el RBD experimenta una
reorganizacion estructural en la que la region de la cabeza globular gira en el sentido de
las agujas del reloj, lo que altera su superficie electrostatica (18). Una vez posicionado,
numerosos residuos dentro del RBD forman enlaces de hidrdgeno o puentes de sal con
residuos del receptor ACE2, permitiendo una union fuerte (19), mientras que la estructura
concava del RBD permite tres regiones de union distintas (18). Después de la union entre
la proteina S y el receptor celular huésped, las proteasas celulares huésped cortan la
proteina S, lo que provoca la liberacion del dominio S2 que permite la fusion y la entrada
celular (20).

El receptor ACE2 se expresa en numerosos tipos celulares en todo el cuerpo
humano, incluyendo los pulmones, las mucosas oral y nasal, el corazén, el tracto

gastrointestinal, los rifiones, el higado, el bazo y el cerebro (21), lo que destaca la
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infeccion generalizada que SARS-CoV-2 puede causar. Mientras tanto, TMPRSS2, una
proteasa celular huésped, facilita la fusion de las membranas virales y celulares huésped,
y podria tener un papel en la propagacion del virus en las vias respiratorias (22). La
cathepsina L de la célula huésped también podria ayudar en la entrada celular de SARS-
CoV-2 mediante la clivacion de la proteina S. De hecho, se ha demostrado que un
inhibidor de proteasa clinicamente aprobado bloguea la entrada celular de SARS-CoV-2
(23).

SARS-CoV-2
P 1S >
Y %
J =
S w
)
&
g
S2 -
ST -:

ACE2 TMPRSS2

Figura 1.2. Uni6n del SARS-CoV-2 al receptor ACE2 en la célula huésped.

1.4 Transmision

El virus SARS-CoV-2 se propaga principalmente a través de gotas respiratorias
que se transmiten de persona a persona mediante el contacto cercano, la tos o los
estornudos. Ademas, el virus puede propagarse por el aire, objetos contaminados y otros
medios, como la orina y las heces, y puede sobrevivir en superficies y en el aire durante
largos periodos de tiempo (24). Aunque el virus puede permanecer en superficies
inanimadas durante horas y dias, la concentracion del virus disminuye rapidamente

debido a la evaporacion de las gotas de agua (25).



Tanto los pacientes sintomaticos como los asintomaticos pueden ser fuente de
infeccion y la transmision puede ocurrir en diferentes entornos, como en la familia, el
hospital, la comunidad y otros lugares concurridos. Existe la posibilidad de propagacion
durante el periodo de incubacion (26).

Para limitar la propagacion del virus, se recomiendan medidas de proteccion,
como el uso de equipo de proteccion personal, el mantenimiento de la ventilacion interior

y la desinfeccion de manos y superficies (27).

1.5 Presentacion clinica

La infeccion por SARS-CoV-2 parece afectar a todas las edades de la poblacion,
con una mediana de edad de infeccion de alrededor de los 50 afios (28). Sin embargo, los
sintomas y manifestaciones clinicas varian segun la edad. En general, los hombres
mayores de 60 afios con comorbilidades tienen un mayor riesgo de desarrollar enfermedad
respiratoria grave, mientras que la mayoria de los jovenes y nifios presentan enfermedades
leves o son asintomaticos (29).

Los sintomas mas comunes al infectarse son fiebre, fatiga y tos seca (30), mientras
gue los menos comunes incluyen produccién de esputo, dolor de cabeza, hemoptisis,
diarrea, anorexia, dolor de garganta, dolor en el pecho, escalofrios, nauseas y vomitos. La
mayoria de las personas muestran signos de enfermedad después de un periodo de
incubacion de 1 a 14 dias, con una mediana de 5 dias, y la disnea y la neumonia se
desarrollan en una mediana de 8 dias desde el inicio de la enfermedad (28).

Los casos graves se definen como aquellos que requieren ventilacion en una
unidad de cuidados intensivos (UCI), mientras que los pacientes criticos presentan
insuficiencia respiratoria, shock séptico y/o disfuncién o fallo multiorganico. En los
pacientes que ingresan, un hallazgo comdn en la tomografia computarizada de térax es la
opacidad en vidrio esmerilado (31). Ademas, muchos pacientes desarrollan linfopenia.
Los pacientes de la UCI tienen niveles mas altos de citocinas plasmaticas, lo que sugiere

un proceso inmunopatoldgico causado por una tormenta de citocinas (31).

1.6 Carga viral (CV)

Se ha detectado ARN del SARS-CoV-2 en diferentes partes del cuerpo aparte del

tracto respiratorio, como la sangre periférica, heces, orina y secreciones oculares. Sin



embargo, se ha observado que las cargas virales en estas partes son significativamente
mas bajas que en las muestras del tracto respiratorio, lo que sugiere que la presencia de
virus infecciosos en estas areas es improbable (32).

El diagnostico de laboratorio de una infeccion del tracto respiratorio se realiza
mediante la deteccion del ARN viral a través de una prueba de RT-gPCR especifica para
el virus (33). La CV determinada por RT-gPCR se expresa como el nimero de copias de
ARN viral por mililitro de medio de transporte viral o por hisopo, o por el valor de Ct
especifico de la prueba (34). El Ct, esta inversamente correlacionado con la concentracién
del ARN viral objetivo en la muestra clinica (es decir, cuanto mayor es el valor, menor
es el ARN objetivo en la muestra). Al utilizar un estdndar externo con un numero definido
de copias de ARN, los valores de Ct pueden transformarse en nimeros absolutos de copias
de ARN viral por mililitro (35).

Aunque la RT-gqPCR no puede determinar directamente la capacidad de infeccion,
debido a su incapacidad para diferenciar entre virus competentes para la replicacion
(infecciosos) y ARN viral residual (no infeccioso), se ha buscado una correlacion entre la
CV de ARN y la presencia de virus infecciosos. Varios estudios han intentado
correlacionar la cantidad de ARN viral con la capacidad de infeccion. Se ha observado
una disminucién escalonada en la probabilidad de aislamiento del virus con el aumento
de los valores de Ct en muestras recolectadas durante los primeros 8 dias después del
inicio de los sintomas (35).

La CV en el tracto respiratorio alcanza su pico alrededor del inicio de los sintomas
y disminuye dentro de una a tres semanas, aunque la duracion y magnitud varian entre
pacientes. En general, el ARN viral se vuelve indetectable en el tracto respiratorio
superior (TRS) aproximadamente dos semanas después del inicio de los sintomas. Sin
embargo, la relacion entre la deteccion de la CV y la infectividad no se comprende
completamente, ya que la presencia de ARN viral puede no representar un virus vivo
transmisible (36).

Se dispone de poca informacion sobre la transmision en pacientes asintomaticos.
Algunas investigaciones sugieren que la transmisibilidad del virus es alta cerca del inicio
de los sintomas e incluso antes de que aparezcan (37). En dos estudios, no se encontraron
diferencias significativas en la CV entre pacientes sintomaticos y asintomaticos (38).
Quedan importantes preguntas por responder acerca del momento y la duracion de la

infectividad en pacientes asintomaticos (39).



La deteccion de la CV es importante para prevenir la posible transmision de la
infeccion. Es relevante considerar que el medio de transporte utilizado para la muestra,
las condiciones de almacenamiento y la calidad de la muestra pueden influir en la
deteccion del ARN viral y en su utilidad y limitaciones al extrapolar a la posible
infectividad (32).

1.7 Diagnéstico

Actualmente, la deteccion molecular del &cido nucleico del SARS-CoV-2
mediante gRT-PCR es considerada el estdndar de oro para el diagndéstico de COVID-109.
Existen numerosos Kkits comerciales disponibles que se dirigen a diferentes genes, tales
como ORF1b (que incluye RdRp), N, E o S (40). El procedimiento implica tomar una
muestra con un hisopo en la nariz o la garganta del paciente y el tiempo de deteccién varia
desde varios minutos hasta horas, dependiendo de la tecnologia utilizada (41). Sin
embargo, es importante destacar que la carga viral puede ser baja al inicio de la
enfermedad (42), lo que aumenta la probabilidad de falsos negativos al utilizar hisopos
orales. Por lo tanto, se recomienda adoptar multiples métodos de deteccion para confirmar
un diagndstico de COVID-19 (43).
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Deteccion de proteinas virales mediante pruebas de flujo lateral

Figura 1.3. Diagnostico de COVID-19 mediante pruebas de gRT-PCR y deteccion de antigenos.

Otro método diagnostico es la deteccion de antigenos, que se realiza mediante un
test rapido de inmunocromatografia y detecta la presencia de proteina N (nucleocapside)
del virus SARS-CoV-2 en una muestra tomada de la nariz o la garganta del paciente.
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Las pruebas seroldgicas de SARS-CoV-2 que detectan anticuerpos contra las
proteinas N o S podrian complementar el diagnostico molecular, especialmente en las
fases tardias despueés del inicio de la enfermedad o para estudios retrospectivos (44). Sin
embargo, ain no se conoce completamente el alcance y la duracién de las respuestas
inmunitarias, y las pruebas serologicas disponibles presentan diferencias en su
sensibilidad y especificidad, lo que debe ser considerado al decidir sobre las pruebas

seroldgicas y la interpretacion de sus resultados.

1.8 Variantes

Desde su aparicion en Wuhan, China a finales de 2019, el virus SARS-CoV-2 ha
experimentado multiples mutaciones en su genoma, algunas de las cuales han alterado la
estructura tridimensional de la proteina S, que es esencial para su capacidad de infectar
células humanas. Aunque la mayoria de estas mutaciones tienen un impacto limitado en
la capacidad del virus para infectar y replicarse, algunas pueden conferir una ventaja
competitiva a una cepa viral y permitirle volverse dominante mediante la seleccion
natural. En este contexto, las mutaciones que se localizan en el RBD o en el Dominio N-
terminal de la proteina S son particularmente importantes, ya que pueden alterar su
capacidad de transmision y permitirle evadir mejor la respuesta inmunitaria (26).

La cepa principal de SARS-CoV-2 es la que surgi6 por primera vez en Wuhan,
China, a fines de 2019 y se propag6 por todo el mundo en la primera ola de infecciones.

A esta cepa también se la conoce como Wuhan Hu-1, B.1., o cepa de tipo salvaje (26).

1.8.1 Variante Alfa B.1.1.7

La variante Alfa del SARS-CoV-2 perteneciente al linaje B.1.1.7, fue descubierta
por primera vez en el Reino Unido en septiembre de 2020. EI 18 de diciembre del mismo
ano fue clasificada como una variante preocupante (45).Esta variante presenta mutaciones
en la proteina S que podrian tener efectos biologicos significativos (46). En primer lugar,
la mutacion N501Y aumenta la afinidad de union del RBD al receptor ACE2. Ademés, la
mutacion P681H, ubicada en el sitio de escision de furina 682-685 y adyacente a los
dominios S1y S2, hace que el sitio de escision de furina sea menos acido y se reconozca
y escinda con mayor eficacia (47). El sitio de escision de furina S1/S2 es crucial para la

entrada del virus en las células epiteliales respiratorias y determina en parte su
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transmisibilidad. La variante Alfa también tiene una mutacion D614G en el sitio de
escision de furina S1/S2, lo que aumenta su afinidad de union al receptor ACE2 y su
infectividad (48). Ademaés, otras mutaciones en la variante Alfa mejoran la capacidad del
virus para escapar de la deteccion de anticuerpos, como la eliminacion de dos
aminoéacidos en los sitios 69-70 del dominio N-terminal de la proteina S (49).

La variante Alfa se ha asociado con un aumento del 50-70 % en la transmisibilidad
y un aumento del 30-60 % en el riesgo de hospitalizacion y muerte en comparacion con
la cepa original (50). Sin embargo, se ha demostrado que esta variante tiene un impacto
minimo en la efectividad de las vacunas actuales y el riesgo de reinfeccidén se mantiene

similar al de las variantes anteriores (51).

1.8.2 Variante Delta B.1.617.2

La variante Delta, de lalinea B.1.617.2, fue documentada por primera vez en India
en octubre de 2020 y se clasific6 como una variante de preocupacion el 11 de mayo de
2021. Las mutaciones en la proteina S, P681R y D614G, de la variante Delta, afectan a la
afinidad de union al receptor ACE2 y su transmisibilidad (52). A diferencia de la
mutacion E484K presente en variantes anteriores, la variante Delta contiene la mutacion
E484Q, que junto con la mutacion L452R, también ubicada en el RBD, causa una afinidad
significativamente mayor para el receptor ACE2 que la cepa primaria o la mutacion
E484K sola (53). La mutacion L452R por si sola resulta en una mayor afinidad de union
RBD-receptor ACE2 y una mayor capacidad de escape de los anticuerpos neutralizantes.
Por altimo, la variante Delta contiene la mutacion T478K, ubicada en la interfaz entre la
proteina Sy el receptor ACE2 cuando se unen, lo que aumenta el potencial electrostatico
de la proteina S y mejora la afinidad de union (54).

La variante Delta se convirtio rapidamente en la variante dominante en el Reino
Unido, EE. UU., Europa y en todo el mundo. Las mutaciones presentes en la variante
Delta mejoraron la transmisibilidad del virus como resultado del aumento de la afinidad
de union al receptor ACE2 (55).

1.8.3 Variante Omicron B.1.1.529

La variante Omicron pertenece a la linea B.1.1.529 y fue descubierta por primera
vez en noviembre de 2021 en Sudafrica y Botswana antes de ser detectada en multiples

paises y clasificada como una variante de preocupacion el 26 de noviembre de 2021. Esta
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variante contiene mas de 30 mutaciones en la proteina S, 23 de las cuales han sido
identificadas previamente, incluyendo K417N, T478K, E484A, D614G, H655Y, P681H
y N501Y (56). Quince mutaciones de Omicron estan contenidas dentro del RBD, lo que
proporciona a la variante una afinidad de unién sustancialmente mejorada al receptor
ACE?2 (56). Ademas, varias mutaciones individuales en el RBD de la variante Omicron
afectan la efectividad de los anticuerpos neutralizantes, incluyendo K417N, N440K,
G446S, E484A, Q493K, G496S, G339D, S371L y S375F (57).

Las mutaciones en la variante Omicron que mejoran su afinidad de union y su
capacidad para evadir los anticuerpos neutralizantes probablemente impulsaron su rapida
propagacion, al igual que su rapida tasa de replicacion, que es alrededor de 70 veces mas
rapida que las cepas Delta y primarias. La tasa de reinfeccion de la variante Omicron
también se ha encontrado que es més de diez veces mayor que la de variantes anteriores
(58).

1.9 Vacunas

En respuesta a la pandemia por COVID-19, se han desarrollado y aprobado
rapidamente vacunas seguras y efectivas para el virus SARS-CoV-2, con un enfoque en
la proteina S (59). Hasta enero de 2022, se han aprobado 33 vacunas y hay 194 en
desarrollo preclinico y 140 en desarrollo clinico. Sin embargo, se han reportado grandes
variaciones en la eficacia de las vacunas aprobadas, debido a factores como el pais, la
fecha y el tamafio de la poblacion del estudio, asi como las variantes del SARS-CoV-2.
Debido a esto, puede ser dificil comparar y entender completamente la eficacia de las
vacunas (26).

En Espafia, la campafia de vacunacion contra el COVID-19 comenzé el 27 de
diciembre de 2020, cuando se administré la primera dosis de la vacuna de Pfizer-
BioNTech. Desde entonces, Espafia ha estado utilizando diferentes tipos de vacunas en
su campafia de vacunacion, incluyendo las vacunas de Pfizer-BioNTech, Moderna,
AstraZeneca y Janssen. La seleccion de la vacuna a administrar depende de la
disponibilidad de cada una y de la poblacién a la que se destine, siguiendo las
recomendaciones del Ministerio de Sanidad y de las autoridades sanitarias de cada

comunidad autonoma (26).
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1.9.1 BNT162b2 (Pfizer-BioNtech)

La vacuna BNT162b2 (Comirnaty) es una vacuna de ARNm modificado con
nucledsidos formulada en nanoparticulas lipidicas que codifica una proteina S del SARS-
CoV-2 modificada y que fue desarrollada a través de un esfuerzo colaborativo entre Pfizer
(Nueva York, EE. UU.) y BioNTech (Mainz, Alemania) (16).

La vacuna BNT162b es bien tolerada, con una reactividad limitada (60).

1.9.2 ChAdOx1 nCoV-19 (Oxford-AstraZeneca)

La vacuna ChAdOx1 nCoV-19 (AZD1222, Vaxzevria) es un vector no replicante
del adenovirus de chimpancé ChAdOx1, modificado para codificar la proteina S del
SARS-CoV-2 (61). Fue desarrollada a través de una colaboracion entre la Universidad de
Oxford y AstraZeneca (Cambridge, Reino Unido).

La picazén, el dolor, el enrojecimiento, la hinchazoén, la sensibilidad y el calor
leves y moderados son reacciones locales comunes, mientras que los escalofrios, la fatiga,
la fiebre, el dolor de cabeza, el dolor muscular y la nausea son reacciones sistémicas

comUnmente reportadas después de la vacunacion (62,63).

1.9.3 Ad26.COV.2.S (Johnson & Johnson)

La vacuna Ad26.COV.2.S es un vector de adenovirus no replicante, modificado
para contener la proteina S del SARSCoV-2 en una conformacion pre-fusién estabilizada
y requiere solo una dosis. Este vector fue desarrollado por la compafiia farmacéutica
Janssen de Johnson & Johnson (New Brunswick, NJ, EE. UU.), a partir del adenovirus
humano recombinante tipo 26, y fue listado por la OMS para uso de emergencia el 12 de
marzo de 2021 (26). La Ad26.COV.2.S es segura y bien tolerada (26).

1.9.4 mRNA-1273 (Moderna)

La vacuna mRNA-1273 (Spikevax) desarrollada por Moderna (MA, EE. UU.) es
una vacuna de ARNm encapsulada en nanoparticulas lipidicas que expresa la proteina S
del SARS-CoV-2 que ha sido pre-fusion estabilizada (64).

La fatiga, el dolor muscular, el dolor de cabeza, los escalofrios, el dolor articular
y el dolor/reaccion en el sitio de la inyeccidn son efectos adversos comunes causados
(64).
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1.10 Tratamiento

El tratamiento y manejo del COVID-19 se encuentra en constante evolucion, y las
autoridades sanitarias han publicado y actualizado continuamente guias Yy
recomendaciones para abordar la enfermedad (26). Entre los farmacos recomendados se
encuentran el Remdesivir y el Tocilizumab, los cuales han sido objeto de numerosos
estudios clinicos para evaluar su eficacia y seguridad en diferentes contextos clinicos (65).
El Tocilizumab ha sido utilizado en algunos paises para tratar la inflamacion severa
asociada con el COVID-19, aunque su efectividad ha sido objeto de debate en algunos
lugares. En Estados Unidos, por ejemplo, se ha utilizado en el tratamiento de pacientes
hospitalizados con COVID-19 y niveles elevados de IL-6 (66).

Un tema de debate y estudio es el uso de corticoides en pacientes con COVID-19.
Los corticoides se han utilizado para reducir la inflamacion en los pulmones y otros
organos afectados por el virus. En junio de 2020, se publicaron los resultados de un
ensayo clinico aleatorizado llamado "Randomised Evaluation of COVID-19 Therapy"
(RECOVERY), en el que se evalud el efecto de la dexametasona en pacientes
hospitalizados con COVID-19 que requerian oxigeno suplementario o ventilacion
mecanica (67). Estos resultados llevaron a la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) a
actualizar sus recomendaciones para incluir el uso de corticoides en el tratamiento de
pacientes hospitalizados con COVID-19 que necesitan oxigeno. Desde entonces, se han
realizado otros estudios que han confirmado los beneficios de los corticoides en el
tratamiento de pacientes con COVID-19 grave (68).

Es importante tener en cuenta que la situacién de la pandemia sigue
evolucionando, por lo que los protocolos de tratamiento y las recomendaciones pueden
cambiar con el tiempo en funcion de los resultados de investigacion y la evolucion de la
situacion clinica. Las autoridades sanitarias, como la OMS, el ECDC, los Institutos
Nacionales de Salud y los CDC de los Estados Unidos, proporcionan orientacion y
actualizan regularmente las pautas y recomendaciones para el tratamiento y manejo del
COVID-19 (26).
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1.11 Gravedad clinica de pacientes hospitalizados con COVID-19

La gravedad clinica de los pacientes hospitalizados con COVID-19 se diferencia
de otras enfermedades infecciosas respiratorias por presentar algunas particularidades. La
insuficiencia respiratoria aguda es la principal causa de ingreso en la UCI y mortalidad,
pudiendo requerir ventilacion mecanica invasiva. Asimismo, algunos pacientes pueden
experimentar hipoxemia silenciosa, lo que dificulta el diagnostico y tratamiento
temprano. Las complicaciones trombaticas son mas frecuentes en estos pacientes, debido
a la activacion de la coagulacion y la inflamacion sistémica (69). Ademas, la respuesta
inflamatoria excesiva puede provocar un sindrome de respuesta inflamatoria sistémica y
fallo multiorgéanico. Por ultimo, las comorbilidades como enfermedades cardiovasculares,
diabetes, obesidad y EPOC, aumentan el riesgo de presentar una enfermedad mas grave
y complicaciones (70).

El SARS-CoV-2 se replica en una amplia variedad de 6rganos y tejidos, lo que
contribuye a explicar la naturaleza multisistémica del COVID-19. Es posible que el virus
supere la barrera epitelial y se disemine a través del torrente sanguineo, llegando a sitios
extrapulmonares (28). La RNAemia y la antigenemia del virus se detectan con frecuencia
en pacientes con COVID-19, especialmente en aquellos con enfermedad grave, y se
asocian con malos resultados clinicos. Los anticuerpos funcionales, especialmente los que
tienen capacidad de neutralizaciéon del virus, pueden contribuir a la eliminacion del

SARS-CoV-2 del torrente sanguineo, minimizando su diseminacion (71).

1.12 Anticuerpos en la infeccion por SARS-CoV-2

Se cree que los anticuerpos neutralizantes (AcNt) desempefian un papel crucial en
la proteccion contra la infeccion por SARS-CoV-2. EI dominio de unién al receptor
(RBD) de la proteina S es un objetivo altamente especifico de los AcNt méas potentes en
COVID-19. Todavia no se sabe exactamente como los anticuerpos afectan a la
eliminacién del virus y a la gravedad de la enfermedad. Los estudios en modelos
experimentales indican que los anticuerpos monoclonales neutralizantes pueden reducir
la CV en el pulmodn, mejorar la inflamacion local y disminuir la mortalidad (72).

Se encontré una correlacion entre los niveles de anticuerpos especificos y los
titulos de anticuerpos neutralizantes. Los niveles de anticuerpos especificos aumentaron

con el tiempo y alcanzaron su pico en la segunda y tercera semana después del inicio de
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los sintomas. La avidez de los anticuerpos especificos del SARS-CoV-2 fue baja en la
mayoria de los sueros recolectados y mostré un aumento minimo con el tiempo. No se
encontrd correlacion entre los niveles de anticuerpos especificos y los biomarcadores
inflamatorios. Se cree que la sintesis desregulada de citoquinas proinflamatorias es un
sello patogénico de las formas mas graves de COVID-19 y que los niveles de anticuerpos

especificos se correlacionan con los niveles de biomarcadores inflamatorios (72).

1.13 N-antigenemia del SARS-CoV-2

La N-antigenemia, se refiere a la deteccion de la proteina N del virus en la sangre
de una persona infectada con COVID-19. La proteina N es una de las proteinas
estructurales del virus y esta presente en grandes cantidades en las células infectadas.

La deteccion de la N-antigenemia del SARS-CoV-2 es relativamente comun en
los pacientes de la UCI y parece asociarse con un aumento de los niveles plasmaticos de
inflamacién y marcadores dafo tisular (73).

Se encontr6 que la CV de ARN del virus era mayor en pacientes con N-
antigenemia positiva en comparacion con los negativos. La N-antigenemia también se
asocio con niveles séricos elevados de marcadores de inflamacion y dafio tisular. Aunque
se necesitan mas investigaciones, la N-antigenemia podria ser un biomarcador de mal
prondstico clinico en pacientes criticos con COVID-19 (73).

Ni el tratamiento con Remdesivir ni con Tocilizumab parece tener un impacto
importante en la tasa de deteccion de N- antigenemia SARS-CoV-2. Esto estd en linea
con estudios previos que muestran que ninguno de estos farmacos tuvo un efecto tangible
sobre la CV de ARN del SARS-CoV-2 en TRS incluso cuando se administra poco

después de la aparicion de los sintomas (74).

.14 ARNemia viral del SARS-CoV-2

La ARNemia viral se refiere a la deteccion ARN viral, en la sangre de una persona
infectada. EI ARN del SARS-CoV-2 se detecta en muestras respiratorias, asi como en
sangre, heces y orina. La enfermedad por COVID-19 grave se caracteriza por una
respuesta desregulada del huésped frente a este virus, y se ha observado que la presencia
de ARN viral en el plasma (ARNemia) estd asociada con formas criticas de la
enfermedad. Esta correlacion sugiere un papel importante de la replicacion viral
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descontrolada en la patogenia del COVID-19, y apunta hacia respuestas desreguladas del
huésped como posibles mecanismos subyacentes(26).

Se ha informado que el virus SARS-CoV-2 es dificil de cultivar a partir de sangre.
Los métodos basados en PCR pueden detectar y cuantificar la presencia de material
gendmico del virus en suero o plasma, lo que representa un enfoque til para evaluar el
impacto de la diseminacion extrapulmonar de material viral en la enfermedad (75).

El SARS-CoV-2 puede acceder al sistema sistémico después de la infeccion. De
hecho, dependiendo de la gravedad de la clinica, la ARNemia del SARS-CoV-2 se puede
detectar en hasta el 88% de pacientes con COVID-19 dentro de la primera semana
después del inicio de los sintomas y se ha asociado con la admisién en la UCI, la necesidad
de ventilacién mecénica invasiva, fallo multiorganico y tasa de mortalidad (76).

1.15 Resolucion de neumonia en pacientes con COVID-19

La pandemia por COVID-19 ha afectado a millones de personas en todo el mundo
y ha dado lugar a una gran cantidad de hospitalizaciones. A medida que los pacientes se
recuperan de la enfermedad, se estdn descubriendo sintomas persistentes y una
disminucion en su estado funcional, lo que puede afectar su capacidad para realizar las
actividades basicas de la vida diaria y cuidarse a si mismos. Esto ha tenido un impacto
significativo, no solo en términos de mortalidad sino también en las consecuencias a largo
plazo para la salud de los pacientes que sobreviven a la enfermedad (77).

El "sindrome post-agudo del COVID-19", también conocido como "COVID-19
prolongado™ o "COVID-19 crénico", se refiere a una serie de sintomas y complicaciones
que persisten o aparecen después de la fase aguda de la infeccion por COVID-19, incluso
en pacientes que experimentaron sintomas leves o moderados durante la fase aguda. Estos
sintomas pueden incluir fatiga persistente, dificultad para concentrarse, dolor muscular o
articular, dolor de cabeza, palpitaciones, falta de aire, tos persistente, pérdida del olfato o
del gusto, depresion y ansiedad, entre otros. Los pacientes con COVID-19 prolongado
también pueden experimentar complicaciones como dafio pulmonar, cardiaco o renal, asi
como trastornos neuroldgicos y psiquiatricos (78).

El sindrome post-agudo de COVID-19 es un area de investigacion activa y se
desconoce exactamente por que algunas personas experimentan sintomas prolongados

después de la infeccion aguda. Se cree que puede ser el resultado de una respuesta

18



inmunitaria exagerada o disfuncional, dafio a los 6rganos o tejidos, 0 una combinacion de
factores. Algunos estudios sugieren que el sindrome post-agudo de COVID-19 puede
afectar a hasta el 30% de los pacientes con COVID-19 y puede durar semanas o incluso

meses después de la infeccion aguda (79).
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I1. HIPOTESIS

La magnitud carga viral en el tracto respiratorio (superior e inferior) y su cinética varian
segun diversos factores, como la edad del paciente, la forma en que se presenta la
infeccion por SARS-CoV-2 (sintomatica o asintomatica), el estado de vacunacion, la

gravedad de la enfermedad y el tiempo que tarda en resolverse la infecciéon.
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1. OBJETIVOS

Esta tesis doctoral incluye cuatro objetivos principales:

1.1 Comparar la carga viral de ARN del SARS-CoV-2 en las vias
respiratorias superiores de nifios y adultos, tanto asintomaticos como

sintomaticos, infectados con las variantes Wuhan-Hu-1 y Alfa (B.1.1.7).

Existen evidencias que sugieren que los nifios tienen una menor susceptibilidad a
la infeccion por SARS-CoV-2 y tienden a desarrollar formas mas leves de la enfermedad
que los adultos (80). Sin embargo, ain no esta claro si los nifios, tanto sintomaticos como
asintomaticos, tienen un papel importante en la transmisién comunitaria del SARS-CoV-
2 en comparacion con los adultos (80). Hay informacién contradictoria acerca de la carga
viral de ARN del SARS-CoV-2 en las vias respiratorias superiores entre nifios y adultos
(42,81) y si esta carga viral en sujetos pediatricos difiere segun la edad (82,83) y si existen
diferencias en la dindmica de excrecién del SARS-CoV-2 en las vias respiratorias
superiores entre nifios sintomaticos y asintomaticos (84,85).

La elucidacion de estas cuestiones es importante para tratar de establecer el riesgo
de transmision entre adultos y nifios. Sin embargo, es importante tener en cuenta que,
ademas de la CV en la TRS, existen otros factores que pueden modular el contagio, como
la capacidad de liberacion de aerosoles, la naturaleza de los sintomas y la mezcla de
patrones sociales. Para obtener méas informacion sobre estos problemas, realizamos un
estudio retrospectivo de un solo centro que involucra a una cohorte sustancial de nifios y
adultos infectados con SARS-CoV-2, tanto sintomaticos como asintomaticos, y que no

han requerido hospitalizacion.

La variante Alfa (B.1.1.7) del SARS-CoV-2 fue detectada por primera vez en el
Reino Unido a finales de 2020 y se ha demostrado que tiene una ventaja de transmision
sobre otros linajes del virus. Esta mayor transmisibilidad se ha relacionado con una
afinidad mejorada por ACE2, lo que supuestamente resulta en una CV mas alta en TRS
(50,86).
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Ademas, se ha informado de una mayor duracion de la eliminacién de ARN del
SARS-CoV-2 en TRS en personas infectadas con la variante B.1.1.7 en comparacion con
los controles, lo que podria tener importantes implicaciones para las politicas de

aislamiento (87).

Sin embargo, estos estudios presentan diversas limitaciones, como la falta de
datos estratificados por edad y estado clinico (sintomatico vs. asintomatico), la seleccién
de muestras tomadas solo de pacientes con patologia aguda ingresados en el hospital o en
la unidad de cuidados intensivos, entre otros. Por lo tanto, se necesita mas informacion
sobre la CV de ARN del SARS-CoV-2 en TRS en diferentes poblaciones, incluyendo
nifios y adultos, sintomaticos o asintomaticos, infectados por B.1.1.7.

I11.2 Definir las cargas virales de las variantes Alfa (B.1.1.7) y Delta
(B.617.2) del SARS-CoV-2 en muestras nasofaringeas en el momento del
diagnostico, estratificandolas por edad, presentacion clinica y estado de

vacunacion.

La variante Delta del SARS-CoV-2 se ha convertido rdpidamente en la variante
dominante en muchos paises europeos, incluida Esparfia, reemplazando a la variante Alfa.
Esta nueva variante acumula varias mutaciones en la proteina S, incluyendo L452R vy
P681R, que aumentan su capacidad para unirse al receptor ACE2, lo que podria explicar
su mayor eficiencia de replicacion en el tracto respiratorio. Se cree que esto se traduce en
una mayor transmisibilidad y carga viral en los pacientes infectados (88—90).

Sin embargo, en un estudio reciente realizado en una cohorte de adultos, se
inform6 de niveles comparables de CV de ARN de ambas variantes en muestras
nasofaringeas al momento del diagndstico por RT-gPCR de SARS-CoV-2. Este hallazgo
contrasta con otros estudios que han demostrado consistentemente una CV mas alta para
la variante Delta en TRS. Cabe destacar que pocos estudios han emparejado a los
participantes infectados con la variante Delta o Alfa por la presencia o ausencia de
sintomas de COVID-19, datos demograficos, el tiempo transcurrido desde el inicio de los
sintomas hasta la realizacion de la prueba o el estado de vacunacion, lo que podria afectar
a los resultados (91,92).
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Para obtener mas informacion sobre este tema, llevamos a cabo un estudio

observacional retrospectivo con participantes infectados por las variantes Alfa y Delta.

111.3 Evaluar la relacion entre la cinética del SARS-CoV-2 en el tracto

respiratorio superior y el compartimento sistémico.

Se sabe que el virus SARS-CoV-2 tiene la capacidad de replicarse en diferentes
organos Yy tejidos del cuerpo, lo que podria explicar la naturaleza multisistémica del
COVID-19 (93). Después de replicarse inicialmente en el tracto respiratorio, el virus
puede diseminarse a través del torrente sanguineo y provocar manifestaciones
extrapulmonares en distintas partes del organismo. Aunque se han identificado viriones
intactos en granulos de plasma de pacientes con COVID-19 mediante tomografia
electronica e inmunotincion, el SARS-CoV-2 nunca se ha cultivado a partir de muestras
de plasma (94). La ARNemia y la antigenemia del virus se detectan con frecuencia en
pacientes con COVID-19 y estdn asociadas con la gravedad de la enfermedad y la
mortalidad. La deteccion temprana de estos componentes virales en pacientes con
COVID-19 se asocia con un mayor riesgo de ingreso en la unidad de cuidados intensivos,
la necesidad de ventilacion mecénica invasiva, la falla multiorganica y la tasa de
mortalidad (95). Los anticuerpos que poseen capacidad neutralizante del virus podrian
contribuir a la eliminacion del SARS-CoV-2 del torrente sanguineo y minimizar la
diseminacion del virus (96). Sin embargo, se han publicado datos contradictorios sobre la
relacion entre los niveles séricos de anticuerpos y la magnitud de la ARNemia y la
antigenemia del SARS-CoV-2 (94,97,98). Para mejorar la interpretacion de los datos,
llevamos a cabo un anélisis cinético combinado de ARNemia y antigenemia del SARS-
CoV-2, y anticuerpos especificos del virus en muestras de plasma secuenciales de una

cohorte homogénea de pacientes adultos con COVID-19 en estado critico.

I11.4 Determinar si la carga viral inicial de ARN del SARS-CoV-2 en
muestras nasofaringeas se relaciona con la gravedad y la resolucion a

mediano plazo de la neumonia en pacientes con COVID-19.

Existen varios estudios destinados a evaluar la incidencia y factores de riesgo del
sindrome post-agudo de COVID-19. Entre las secuelas mas comunes se encuentran la

persistencia de disnea, tos y dolor toracico, asi como alteraciones en las pruebas de
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funcién pulmonar y de imagen del térax, que se han reportado en sobrevivientes de
COVID-19 hasta 1 afio después del inicio de los sintomas. Sin embargo, existe
informacion limitada sobre el impacto de la CV de SARS-CoV-2 en el momento del
diagnostico de COVID-19 y su relacion con la evolucion clinica y la resolucién
radiologica de la neumonia. Por lo tanto, proponemos un estudio observacional
retrospectivo para evaluar el posible vinculo entre la CV en la prueba de PCR de las vias
respiratorias superiores realizada después del inicio de los sintomas, antes de la
hospitalizacidén por neumonia, y la recuperacion de la funcién pulmonar o la resolucion
de las anomalias pulmonares a medio plazo (mediana de 2 meses) después del alta
hospitalaria (78,99,100).
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IV. METODOLOGIA

1.1 Pacientes

Los diferentes estudios incluyeron cohortes de pacientes que obtuvieron
resultados positivos en la prueba RT-gPCR para la deteccion del ARN del SARS-CoV-2
en muestras de exudados nasofaringeos (ENF). Para los Articulos I, II, I11'y V entre los
afios 2020 y 2022 los pacientes procedian de centros de atencidén primaria del
Departamento de Salud Clinico-Malvarrosa y el Servicio de Urgencias del Hospital
Clinico Universitario de Valencia. Para el estudio IV se cont6 con pacientes con COVID
19 en estado critico entre 2020 y 2021. En estos también se obtuvieron muestras de

plasma semanalmente después del ingreso en la UCI, cuando fue posible.

El numero concreto, las fechas en las que los pacientes sufrieron el episodio y el

tipo de estudio se resumen en la tabla 1V.1.

Tabla IV.1. Caracteristicas metodolégicas: tipo de estudio, localizacion, pacientes y fecha

del episodio.
Estudio Tipo Localizacion | N.°pacientes Fecha del episodio
1-Costa
R. Clin . .
Microbiol Observa01pna1 HCUV 1184 Junio de 2020 a enero de
retrospectivo 2021
Infect.
2021
2-Costa
R.J Observacional | - 5y 990 | Junio 2020 a abril de 2021
Infect retrospectivo
2021
3-Costa
R.J Observacional | - 5y 545 | Febrero a julio de 2021
Infect retrospectivo
2022
4-Costa
R. Sci Observacional Octubre de 2020 a
Rep. prospectivo HCUV n febrero de 2021
2022
5-Costa Marzo a diciembre de
R.J Observacional 2020 (n = 97), octubre de
Infect retrospectivo HCUV 131 2021 a enero de 2022 (n
2022 =34)

HCUV: Hospital Clinico Universitario de Valencia
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El conjunto de los datos clinico-demogréaficos de los pacientes incluidos en cada
estudio vienen detallados en cada una de las publicaciones.

A continuacion, se detallan algunas de las caracteristicas de los pacientes por

articulo.

IV.1.1 Cargas virales de ARN del SARS-CoV-2 en vias respiratorias superiores de

nifios y adultos, tanto en pacientes sintomaticos como asintomaticos (Articulo 1)

Caracteristicas de los pacientes: este estudio incluy6 a 1184 participantes (256
nifios y 928 adultos, 520 hombres y 664 mujeres) con resultado positivo en la prueba de
RT-gPCR para detectar ARN del SARS-CoV-2 en muestras de exudado nasofaringeo,
entre junio de 2020 y enero de 2021. Los participantes eran pacientes sintométicos o
asintomaticos que no requerian hospitalizacion. Los sintomas informados incluyeron
fiebre, tos seca, rinorrea, disnea, mialgia, fatiga, anosmia, ageusia, odinofagia, diarrea,
conjuntivitis y cefalea. Los 967 participantes (154 nifios y 813 adultos) fueron
muestreados en centros de atencion primaria en el Departamento de Salud Clinico-
Malvarrosa en Valencia, Espafa, y los 217 restantes (102 nifios y 115 adultos) fueron
muestreados en el servicio de urgencias del Hospital Clinico Universitario de Valencia.
No se registré en la base de datos si los participantes asintomaticos eran contactos

domesticos o0 no, ni si desarrollaron sintomas después de la prueba.

IVV.1.2 Carga viral inicial y cinética de la variante Alfa (B.1.1.7) del SARS-CoV-2 en

el tracto respiratorio superior de adultos y nifios (Articulo I1)

Caracteristicas de los pacientes: el trabajo incluy6 a un total de 990 individuos, de
los cuales 799 eran mayores de 18 afios y 507 eran mujeres. Se detecto la presencia de
ARN del SARS-CoV-2 en estos individuos mediante la prueba de RT-gPCR, tanto en
aquellos con sintomas como en los asintomaticos, y se produjo la infeccion en el periodo
comprendido entre junio de 2020 y abril de 2021. Ademas, se identificaron 338 sujetos
infectados por el linaje B.1.1.7 del SARS-CoV-2, de los cuales 179 presentaron sintomas.

(Tabla complementaria 1V.1).
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Tabla complementaria 1V.1 Linajes de SARS-CoV-2 presentes en el periodo junio a
diciembre 2020 en el Departamento de Salud Clinico-Malvarrosa, antes de la
introduccion del linaje B.1.1.7
SARS-CoV-2 linaje N.°. de secuencias

A 6

A2 11

A21 1

A5 39

B 3

B.1 133

B.1.1 46

B.157 17

B.160 11

B.177 86

B.121 4

B.223 7

B.408 1

B.1.416.1 5

B.610 20

El estudio cont6 con un grupo de control de 652 personas infectadas por variantes

distintas a la B.1.1.7 (de las cuales 339 presentaron COVID-19). Los participantes del

grupo de control se seleccionaron emparejados por edad y sexo con los del grupo B.1.1.7.

En la tabla complementaria V.2 se presentan los datos demograficos y clinicos de los

individuos infectados con SARS-CoV-2 que se incluyeron en el calculo de la vida media

delaCV.
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Tabla complementaria 1V.2. Parametros demograficos y clinicos de individuos infectados
con SARS-CoV-2 incluidos para el calculo de la vida media de la CV.
Parametro B.1.1.7 N° (%) No B.1.1.7 N° (%)
Sexo

Masculino 9 (36) 21 (37,5)

Femenino 16 (64)) 35 (62,5)
Anos

>18 afos 23 (92) 55 (98)

<18 afios 2 (8) 1(1.7)
COVID-19

Si 19 (76) 39 (70)

No 6 (24) 17 (30)
Hospitalizacion

Si 8 (32) 15 (26)

No 17 (68) 42 (73)

IV.1.3 Cargas virales de ARN de las variantes Alfa (B.1.1.7) y Delta (B.617.2) del
SARS-CoV-2 en muestras nasofaringeas en el momento del diagndstico

estratificadas por edad, presentacion clinica y estado de vacunacién (Articulo 111)

Caracteristicas de los pacientes: el estudio abarcé un total de 545 pacientes, tanto
pediatricos (<18 afios) como adultos (>18 afios), con resultado positivo en la prueba de
RT-gPCR de ARN del SARS-COV-2 en las variantes Delta (B.617.2) o Alfa (B.1.1.7) en
ENF durante el periodo de febrero a julio de 2021.

De estos, 149 hombres y 231 adultos dieron positivo en la variante Alfa entre
febrero y mayo de 2021. Todos ellos estaban sin vacunar en el momento de la prueba. En
cuanto a la variante Delta, durante el periodo de mayo a julio de 2021, 125 hombres y
128 adultos dieron positivo, de los cuales 51 adultos estaban completamente vacunados.
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IV.1.4 Andlisis cinético combinado de RNAemia, N-Antigenemia y anticuerpos
especificos del virus SARS-CoV-2, en adultos con COVID-19 en estado critico
(Articulo 1V)

Caracteristicas de los pacientes: se incluyeron en el estudio un total de 71
pacientes en estado critico debido a COVID-19 durante el periodo comprendido entre
octubre de 2020 y febrero de 2021. No se consideraron para el estudio aquellos pacientes
de los cuales no se disponia de informacion acerca de los anticuerpos contra el SARS-
CoV-2. Se obtuvo el consentimiento informado de todos los participantes, ya sea en la

sala del hospital o en el momento del ingreso en la unidad de cuidados intensivos.
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Tabla IV.2. Caracteristicas clinicas de la poblacion de estudio al ingreso en UCI

Variable N° (%)
Género
Masculino 49 (69,1)
Femenino 22 (30,9)
Puntuacion de evaluacion de la salud cronica y fisiologia aguda (APACHE) 11
<10 14 (19,7)
10-14 26 (36,6)
15-29 31 (43,7)
Comorbilidades
Diabetes mellitus 17 (23,9)
Asma/Enfermedad pulmonar crénica 11 (15,5)
Hipertension 32 (45,0)
Obesidad 38 (53,5)
Enfermedad cardiaca crénica 9 (12,6)
Enfermedad vascular 7(9,8)
Céncer 3(4,2)
Enfermedad hematoldgica 3(4,2)
Numero de condiciones de comorbilidad
Una 22 (31,0)
Dos 0 mas 32 (45,0)
Ninguna 17 (24,0)
Soporte de oxigenacion y ventilacion
Ventilacion mecénica invasiva 63 (88,7)
PiO2/Fi02 <150 mmHg 57 (80,2)
Disfuncién renal aguda 17 (23,9)
Tratamiento antiviral o antiinflamatorio
Remdesivir 15(21,1)
Corticosteroides 70 (98,5)
Tocilizumab 27 (38,0)
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IV.1.5 La carga viral inicial de ARN de SARS-CoV-2 en muestras nasofaringeas no
esta asociada con la gravedad y la resolucion a mediano plazo de la neumonia en
pacientes con COVID-19 (Articulo V)

Caracteristicas de los pacientes: el estudio incluy6 a 131 adultos con COVID-19,
de los cuales 84 eran hombres y 47 mujeres, y presentaban neumonia. Los pacientes
fueron ingresados en el Servicio de Neumologia durante dos periodos: entre marzo y
diciembre de 2020 (n = 97) y entre octubre de 2021 y enero de 2022 (n = 34). Durante el
primer periodo, la variante dominante fue Wuhan-Hu-1, mientras que en el segundo

periodo fue Omicron BA.1 en la Comunidad Valenciana.

Inicialmente, a todos los pacientes se les realiz6 una prueba RT-gPCR para
detectar el ARN del SARS-CoV-2. Dos meses después del alta hospitalaria, se evaluo la
clinica, la radiografia de torax (Rx) y la funcién pulmonar. La gravedad del paciente
durante la estancia hospitalaria se estratifico segun la escala de resultados ordinaria de la
OMS como enfermedad leve (puntuacion de la OMS de 3 a 4) o enfermedad grave
(puntuacion de la OMS de 5 a 7). En el seguimiento, la disnea residual se evalud
utilizando las directrices del Consejo Britanico de Investigacion Médica. Ademas, a los

pacientes se les realizaron pruebas de funcion pulmonar (espirometria) y Rx.

Los casos no resueltos se definieron como aquellos en los que la capacidad vital
forzada (FVC) era inferior al 80% (sin volumen espiratorio forzado en 1 s-VEF1/FVC
<70) y/o la capacidad de difusién pulmonar (DLCO) era inferior al 80% y/o existian
alteraciones radioldgicas persistentes en la Rx. La persistencia de lesiones residuales en
la Rx se defini6 como cualquier opacidad visible en ausencia de historia previa de
enfermedad pulmonar (excepto asma o apnea del suefio) o insuficiencia cardiaca o renal
no controlada. El grado de afectacion radiologica después de la neumonia por COVID-
19 se cuantificd utilizando la puntuacién adaptada de evaluacién radiogréafica del edema
pulmonar (RALE). Los registros médicos mostraron enfermedad pulmonar subyacente
en el momento del ingreso hospitalario (enfermedad pulmonar obstructiva crénica o

asma) en 20 pacientes.

De los 131 pacientes, 95 (72,5%) presentaron neumonia leve por COVID-19
(escala 4 de la OMS), mientras que los 36 pacientes restantes tenian enfermedad grave

(escala 5-7 de la OMS) que requerian ventilacion no invasiva (n = 4), canula nasal de
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oxigeno de alto flujo (n = 11) o soporte respiratorio mediante ventilacion mecéanica
invasiva (n = 21). La mediana de estancia hospitalaria fue de 10 dias. A los 2 meses del
alta hospitalaria, 45 de los 131 pacientes (34,3%) se clasificaron como no recuperados

segun los criterios definidos anteriormente

1VV.2 Muestras

IVV.2.1 Muestras de exudados nasofaringeos

Para la recoleccion de los exudados nasofaringeos, se conté con enfermeras
capacitadas en los sitios de muestreo. Estas muestras fueron colocadas en 3 ml de medio
de transporte universal (Becton Dickinson, Sparks, MD, EE.UU.).

La decision de recolectar muestras de exudados nasofaringeos en los contactos se

dejo a criterio del médico a cargo del caso indice o de las autoridades sanitarias locales.
1V.2.2 Muestras de plasma

Para el cuarto trabajo (Costa R, Sci Rep 2022), se obtuvieron muestras de plasma
semanalmente después del ingreso en la UCI, siempre que fue posible. Para ello, se
centrifugaron tubos de sangre total con EDTA y se criopreservaron. Posteriormente, se

recuperaron las muestras criopreservadas para su posterior analisis.

IV.3 Deteccion de ARN de SARS-CoV-2 en muestras nasofaringeas
mediante RT-gPCR

Para la extraccion del ARN del SARS-CoV-2 en muestras nasofaringeas, se
empled el kit MagMAX viral pathogen COVID-19, desarrollado por Thermo Fisher
Scientific en Estados Unidos. Para la amplificacion de SARS-CoV-2, se utilizo el kit
TagPath COVID-19 de Applied Biosystems, el cual detecta los genes virales ORFlab, N

yS.

A fin de cuantificar la CV, se incluyé un control mediante AMPLIRUN® TOTAL
de ARN de SARS-CoV-2, (Vircell SA, Granada, Espafia). Este control se utiliz6 para
calcular la CV de ARN del SARS-CoV-2, expresada en copias/mL y tomando como
referencia el CT de RT-PCR para el gen N.
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V.4 Deteccion de ARN de SARS-CoV-2 plasma mediante RT-PCR

En el cuarto articulo (Costa R, Sci Rep 2022), se extrajeron los acidos nucleicos
del plasma (400 pl) utilizando el kit Abbott mSample Preparation System (Abbott
Molecular, Des Plaines, IL, EE. UU.). Luego, se amplifico el ARN del SARS-CoV-2
mediante el ensayo Abbott RealTime SARS-CoV-2 en la plataforma m2000rt.

Los resultados obtenidos indicaron que el limite de deteccion del ensayo para
plasma fue de alrededor de 100 copias/mL (IC del 95%). Asimismo, se emple6 como
control el AMPLIRUN® TOTAL de ARN de SARS-CoV-2(Vircell SA, Granada,
Espafia), como material de referencia para estimar la CV de ARN del SARS-CoV-2,

expresada en copias/mL, y considerando el CT de RT-PCR para el gen N.
IV.5 Prueba RT-PCR de ARN de b-glucuronidasa

En el primer y el segundo trabajo (Costa R, Clin Microbiol Infect 2021, Costa R,
J Infect. 2021), se empled la amplificacion del gen de mantenimiento de la b-
glucuronidasa (GUSB) para evaluar la celularidad de las muestras seleccionadas,
siguiendo un protocolo previamente publicado (101). La extraccion de ARN en las
muestras nasofaringeas se realiz6 mediante el kit Virus DSP Pathogen Minikit en el
QiaSymphony Robot (Qiagen, Valencia, CA). Posteriormente, se realizé la transcripcion
inversa del ARN a ADN complementario y se amplifico utilizando el kit HEQC one-step
(Segplexing, Valencia, Espafia) en el sistema de PCR en tiempo real LightCycler 480
Version Il (Roche Diagnostics, Pleasanton).

IV.6 Secuenciacion del genoma completo del ARN del SARS-CoV-2

Para el segundo, tercer y quinto trabajo (Costa R, J Infect. 2021, Costa R, J Infect.
2022, Costa R, J Infect. 2022), se utilizé la técnica de RT-PCR especifica de variantes
(SARS-CoV-2 PCR Variant, Ascires, Sistemas Gendmicos Valencia, Espafa) para
secuenciar el genoma completo del virus. Durante el periodo de la variante Alfa y la
variante Omicron BA.1, la deteccion de estas variantes se realizd mediante la ausencia de
sefial del gen TagPath S (SGTF), y se confirmé mediante la secuenciacién del genoma

completo.

39



IVV.7 Ensayo de viabilidad de ARN del SARS-CoV-2 mediante PCR

En el cuarto articulo (Costa R, Sci Rep 2022), se empled un protocolo previamente
publicado (72). Las muestras de plasma se diluyeron 1/10 en solucion salina tamponada
con fosfatos (PBS), y se trataron o no con alta temperatura (95 °C, 10 min) antes de ser
expuestas a 5 mM de cloruro de platino (PtCl4) durante 30 minutos a temperatura
ambiente, en tubos de ADN LoBind (Eppendorf, Alemania) en un agitador orbital (150
rpm). Posteriormente, se extrajo el ARN viral con el instrumento Maxwell® RSC 16 y el
kit de autenticacion y OMG Pure Food de Maxwell RSC (Promega, Espafa), y se
amplificé mediante RT-gPCR dirigida al gen N (secuencia N1). Se emplearon como
controles muestras de plasma negativas en la prueba RT-gPCR de SARS-CoV-2
enriquecidas con SARS-CoV-2 inactivado por calor (aproximadamente, 105 gc/mL).
Bajo estas condiciones, la ausencia de amplificacion de ARN viral en plasma no
pretratado después del tratamiento con PtCl4 se interpreté como indicativa de la presencia

de ARN viral libre (y ausencia de virus viable) en la muestra.
IVV.8 Deteccion de la proteina N del SARS-CoV-2 en plasma

En el cuarto trabajo (Costa R, Sci Rep 2022), se utiliz6 el dispositivo de
inmunocromatografia de flujo lateral (LFIC) Rapid COVID-19 Antigen Test
(CLINITEST®) (Siemens Healthineers, Erlangen, Alemania) para la deteccion y
clasificacion de la N-antigenemia del SARS-CoV-2 en muestras plasmaticas, tal como se
describid anteriormente (73). La sensibilidad analitica del ensayo es de alrededor de 50
pg/mL. La intensidad de la linea de antigeno N se evalud visualmente mediante una escala
de 3 niveles: 0 para resultado negativo, 1+ para intensidad de la banda de prueba inferior
a la banda de control y 2+ para intensidad de la banda de prueba igual o mayor que la

linea de control.
IVV.9 Inmunoensayo de deteccion de anticuerpos

En el cuarto trabajo (Costa R, Sci Rep 2022), se cuantificaron los anticuerpos 1gG
contra el RBD de SARS-CoV-2 mediante un inmunoensayo desarrollado internamente
utilizando RBD recombinante producido en células de insectos Sf9, siguiendo un

protocolo previamente publicado (72). Para medir (semicuantitativamente) las 1gG
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reactivas a la proteina N del SARS-CoV-2, se utilizo el ensayo quimioluminiscente de
Abbott Alinity anti-nucleocapside 1gG de SARS-CoV-2.

V.10 Recopilacion de datos y resultados clinicos

Desde el servicio de Microbiologia del Hospital Clinico Universitario de Valencia
se elaboraron bases de datos que consideraron los criterios de inclusion y las
caracteristicas de los pacientes, tales como la presencia 0 ausencia de sintomas de
COVID-19, la demografia, el tiempo transcurrido hasta el inicio de los sintomas (o el
contacto con el caso indice en pacientes asintomaticos), el estado de vacunacion y la

resolucion de la neumonia por COVID-19. Luego se procedié a su analisis.
V.11 Definiciones

COVID-19: presentar sintomas compatibles con el virus, experimentar alguno de los

signos y sintomas asociados con la enfermedad.
Asintomaticos: ausencia de sintomas en el momento de la toma de muestra.

Casos no resueltos de neumonia por COVID-19: Capacidad Vital Forzada (CVF)
menor al 80% (sin Volumen Espiratorio Forzado en 1 s- VEF1/CVF <70) y/o capacidad
de difusion pulmonar (DLCO) menor al 80%, y/o si presentas alteraciones radioldgicas

persistentes en la radiografia de térax.

Pacientes completamente vacunados: diagnosticados al menos después de 15 dias

después de la finalizacion del programa de vacunacion.

RT-gPCR: es una técnica de biologia molecular que combina la transcripcion inversa
(RT) del ARN del virus en ADN complementario (ADNCc) con la amplificacion y
cuantificacion de ADN mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo

real.
1VV.12 Analisis estadistico

Se compararon las diferencias de medianas entre los grupos mediante la prueba U
de Mann-Whitney no paramétrica. Para analizar muestras independientes se utilizaron las

pruebas de U-Mann Whitney y Kruskal Wallis.
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Para las variables categoricas se utilizo la estadistica Chi-cuadrado o la prueba de
Fisher cuando correspondia. Se realizaron andlisis de correlacion entre variables

cuantitativas continuas mediante el andlisis de correlacion de Spearman.

Se consider6 un valor de P <0,05 como estadisticamente significativo. Los analisis
se llevaron a cabo utilizando el software SPSS version 20.0 (SPSS, Chicago, IL, USA) y
GraphPad V.8.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

La tesis se divide en cinco secciones, cada una enfocada en un objetivo especifico.
La presentacion de los resultados sigue el orden en que se obtuvieron. Los resultados se

presentan de la siguiente manera:

En primer lugar, se presentan los resultados relacionados con las cargas virales de
ARN del SARS-CoV-2 en las vias respiratorias superiores de nifios y adultos, tanto

sintomaticos como asintomaticos.

En segundo lugar, se presentan los resultados relacionados con la carga viral
inicial y la cinética de la variante Alfa del SARS-CoV-2 en las vias respiratorias

superiores de adultos y nifos.

En tercer lugar, se presentan los resultados de las cargas virales de ARN de las
variantes Alfa y Delta del SARS-CoV-2 en muestras nasofaringeas, estratificadas por

edad, presentacion clinica y estado de vacunacion en el momento del diagnéstico.

En cuarto lugar, se presentan los resultados del andlisis cinético combinado de
ARNemia, N-antigenemia del SARS-CoV-2 y anticuerpos especificos del virus en

pacientes adultos con COVID-19 en estado critico.

Por Gltimo, se presentan los resultados de la carga viral inicial de ARN del SARS-
CoV-2 en muestras nasofaringeas, en relacion con la gravedad y la resolucién a mediano

plazo de la neumonia en pacientes con COVID-19.

V.1 Cargas virales de ARN del SARS-CoV-2 en vias respiratorias

superiores de nifios y adultos sintomaticos y asintomaticos (Articulo I)
V.1.1 Grupos de estudio

Los participantes pediatricos (<18 afios, n= 256, 21,6 %) tenian una mediana de
edad de 12 afios (rango 0-18 afos) y los adultos (>18 afios, n= 928, 78,3 %) de 37 afios
(rango 19-93 afios). Un total de 424 sujetos (121 nifios, 303 adultos) presentaron sintomas
compatibles con COVID-19.
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La mediana de dias de recoleccion de muestras fue de 2 dias (rango 0-10 dias) y
de 3 dias (rango 0-10 dias) después del inicio de los sintomas en nifios y adultos,

respectivamente.

Un total de 760 participantes (135 nifios y 625 adultos) eran contactos estrechos
de pacientes con COVID-19 y asintomaticos en el momento de la toma de muestra. La
recoleccion de muestras de ENF en contactos se prescribio a criterio del médico a cargo
del caso indice o de las autoridades sanitarias locales, y se realizd en una mediana de 7
dias (rango 1-10 dias) después del diagnostico del presunto caso indice, en nifios y

adultos.

V.1.2 Carga viral de ARN de SARS-CoV-2 en pacientes pediatricos y adultos
con COVID-19

Primero comparamos la CV inicial de ARN del SARS-CoV-2 en ENF de

pacientes pediatricos y adultos sintomaticos. Los datos se muestran en la figura V.1.
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Figura V.1. Comparacion de la carga viral inicial de ARN del SARS-CoV-2 en ENF de nifios y
adultos con COVID-19.

El rango de CV de ARN del SARS-CoV-2 fue comparable entre nifios y adultos.

La mediana de la CV de ARN en nifios (6,98 logio copias/mL) fue menor que en adultos
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(7,14 logw copias/mL), aunque la diferencia no alcanzd significacion estadistica
(P=0,094).
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Figura V.2. Comparacion de la carga viral inicial de ARN del SARS-CoV-2 en ENF de nifios y
adultos con COVID-19 segln el momento de la toma de muestras después del inicio de los

sintomas.

A continuacion, comparamos la CV inicial de ARN del SARS-CoV-2 en nifios y
adultos segin el momento del muestreo del ENF después del inicio de los sintomas. La
CV de ARN del SARS-CoV-2 alcanza su punto maximo poco después o en el momento
del inicio de los sintomas. Dividimos arbitrariamente cada grupo de pacientes en dos
subgrupos, teniendo en cuenta el siguiente criterio, muestra tomada dentro de los 2 dias
desde el inicio de los sintomas y >3 dias desde el inicio de los sintomas. La CV de ARN
del SARS-CoV-2 fue significativamente mayor en las muestras de ENF recolectadas
dentro de los 2 dias posteriores al inicio de los sintomas que en las obtenidas mas tarde,
tanto en adultos como en nifios. Nifios mediana de 7,46 logio copias/mL frente 5,17 logio
copias/mL (P< 0,001) y adultos mediana de 7.81 logiocopias/mL frente a 6,45 logio
copias/mL (P=0,002) (figura V.2). Curiosamente, la CV de ARN del SARS-CoV-2
medida dentro de los 2 dias posteriores al inicio de los sintomas fue comparable (P=0,26)
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entre ninos y adultos, mientras que la determinada en momentos posteriores (>3 dias) fue

significativamente menor en nifios (P=0,002).

Finalmente, como se muestra en la figura V.3. Ay B, no se encontro correlacion
entre la CV inicial de ARN del SARS-CoV-2 y la edad del paciente, ya sea para nifios
(P=10.008, P=0.93) 0 adultos (P=0.005, P=0.92).
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Figura V.3. Correlacion entre la carga viral inicial de ARN del SARS-CoV-2 en ENF de (A)
adultos y (B) nifios con COVID-19, y de (C) adultos y (D) nifios asintomaticos.

V.1.3 Carga viral de ARN del SARS-CoV-2 en nifios y adultos asintomaticos

Se detect6 una amplia gama de cargas virales de ARN del SARS-CoV-2 en nifios
y adultos asintomaticos (figura V.4). Las cargas virales de ARN del SARS-CoV-2 en
nifios asintomaticos (mediana de 6,20 logio copias/mL) y adultos (6,48 logio copias/mL)
fueron comparables en magnitud (P=0,97). Ademas, no se encontrd correlacién entre la
edad y la CV de SARS-CoV-2 (P=0,066, P=0,44 para nifios y P=0,020, P=0,62 para

adultos) mayor en sujetos sintomaticos que en asintomaticos (figura V.3. Cy D).

48



P =0.971

Carga de ARN de SARS-CoV-2 {logiocopias/mlL}

T T
NIHOS ADULTOS

(n=135) i (n=625)
ASINTOMATICOS

Figura V.4. Comparacion de la carga viral de ARN del SARS-CoV-2 en ENF de nifios y adultos

asintomaticos con COVID-19.

V.1.4 Comparacion de la carga viral de ARN del SARS-CoV-2 en el tracto

respiratorio superior de nifios y adultos sintomaticos y asintomaticos

Los nifios con COVID-19 mostraron una CV de ARN del SARS-CoV-2
ligeramente mayor que sus contrapartes asintomaticas (figura V.5. A), aungque no se

alcanzé la significacion estadistica (P=0,61).
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Figura V.5. Comparacion de la carga viral de ARN del SARS-CoV-2 en ENF de (A) nifios y (B)
adultos asintomaticos o COVID-19.

En adultos, la mediana de la CV de ARN del SARS-CoV-2 fue significativamente

mayor en sujetos sintomaticos que en asintomaticos (P< 0,001).

V.1.5 Inferencia del porcentaje de nifios y adultos que presumiblemente

excretan viriones infecciosos

Anteriormente informamos que el SARS-CoV-2 no se pudo cultivar a partir de
muestras de ENF que tenian un Ct > 25 (<5,9 logio copias/mL) mediante RT-qgPCR
TagPath COVID-19 (58). Investigamos la distribucion de muestras con Ct < 25 entre
nifios y adultos (figura V.6). En general, el porcentaje de muestras de ENF con Ct por
debajo del umbral mencionado anteriormente fue similar para nifios y adultos
sintomaticos (P=0,28) y también fue comparable entre nifios y adultos asintomaticos
(P=0,87). Entre los nifios, ese porcentaje fue mayor para los menores de 3 afios, aunque
la diferencia no fue estadisticamente significativa (P=0,22). Para la mayoria de los grupos
de edad el porcentaje fue mayor en los sintomaticos que en los asintomaticos, aunque

estas diferencias no alcanzaron significacion estadistica (P> 0,5).
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Figura V.6. Distribucion de muestras para nifios y adultos con valores de CT < 25.

V.1.6 Evaluacién de la celularidad en muestras de exudados nasofaringeos
(ENF) recolectados en participantes pediatricos y adultos

Para evaluar la calidad de las muestras de exudados nasofaringeos recolectados
de nifios y adultos con respecto a la celularidad, seleccionamos aleatoriamente 30
muestras de cada grupo de poblacién (n=60) que se emparejaron segun la CV de SARS-
CoV-2 (mediana 5,70 log10 copias/mL, rango 3,5-11,6 log10 copias/mL en muestras de
nifios; mediana 6,60 log10 copias/mL, rango 2,2-10,9 log10 copias/mL en muestras de
adultos, P=0,99). Estas muestras se analizaron con una RT-PCR de disefio interno que
amplifica el gen GUSB de mantenimiento. ElI CT de las muestras de ENF obtenidas de
nifios y adultos no difirieron significativamente (mediana CT 28,1, rango 24,8-32,7 y
mediana CT 29,0, rango 25,2-31,7, respectivamente, P=0,3), lo que sugiere que las cargas
virales de ARN del SARS-CoV-2 medidas en los dos grupos de poblacién no estaban
sesgadas por las diferencias de celularidad entre las muestras de ENF.

V.1.7 Discusién

En general, no hubo diferencia significativa en CV de ARN del SARS-CoV-2 en

TRS en el momento de la PCR diagndstica entre pacientes pediatricos y adultos con

COVID-19. Ademas, el porcentaje de ENF que potencialmente presentaba viriones

infecciosos, fue similar en nifios y adultos. Curiosamente, un subanalisis que categorizo

a los pacientes por tiempo hasta la recoleccion de la muestra desde el inicio de los
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sintomas reveld que las cargas virales de ARN del SARS-CoV-2 en nifios y adultos fueron
comparables en los primeros momentos (dentro de 2 dias), cuando es probable que se
alcancen los niveles maximos (102), pero fueron significativamente méas bajos en los
nifios despues del dia 2, lo que sugiere una tasa de eliminacion de ARN en TRS maés
rapida en los nifios. De acuerdo con nuestros datos, Baggio et al. (80), encontraron cargas
virales de ARN del SARS-CoV-2 similares en nifios y adultos muestreados dentro de los
primeros 5 dias después del inicio de los sintomas. Asimismo, Heald-Sargent et al.(82)
encontraron que los nifios en edad preescolar y escolar muestreados dentro de 1 semana
después del inicio de los sintomas mostraban cargas virales de ARN del SARS-CoV-2
comparables a las de sus contrapartes adultas. Por el contrario, en un estudio aleméan se
informé una CV de ARN del SARS-CoV-2 ligeramente mas baja en nifios que en adultos;

sin embargo, no se proporciono informacion sobre el inicio de los sintomas (82).

Existen maltiples publicaciones que apuntan un papel menos significativo de los
nifios como principales impulsores de la propagacion del SARS-CoV-2 en la comunidad,
en comparacion con los adultos (103,104) . Nuestros datos no cuestionan esta suposicion,
ya que la transmision de la infeccion puede no estar sélo asociada con la magnitud de la
CV de ARN del SARS-CoV-2 en TRS (105,106). También puede influir la naturaleza de
los sintomas (la tos es menos probable que se desarrolle en nifios en comparacion con los
adultos), la capacidad pulmonar y la capacidad de liberar aerosoles, que parece ser menor
en nifios que en adultos, en particular en ausencia de sintomas (107). Por ultimo, también
pueden afectar los contactos sociales diferenciales. De hecho, un estudio danés sugirid
una correlacion mas fuerte entre la edad y el riesgo de transmisién que entre el valor de
CT vy la transmisibilidad (108). Ademas, nuestro hallazgo de que la eliminacion del
SARS-CoV-2 en TRS puede avanzar a un ritmo mas rapido en los nifios en comparacion

con los adultos respalda este argumento.

Los analisis de comparacion por pares no revelaron diferencias en la CV de ARN
del SARS-CoV-2 entre grupos de edad, ya sea en nifios 0 adultos sintomaticos. En los
nifios, una conclusion similar puede derivarse del estudio de Kociolek et al (85). Por el
contrario, se han informado diferencias relacionadas con la edad en la CV de ARN del
SARS-CoV-2 (82); especificamente, los nifios pequefios (<5 afios) que tenian una
mediana significativamente mas baja de CV de SARS-CoV-2 que los nifios mayores y

los adultos. Las diferencias en los tiempos de muestreo pueden explicar la discrepancia.
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Se ha documentado que la transmision del SARS-CoV-2 pueden causarla los
adultos infectados asintomaticos, lo que facilitaria la diseminacion del virus en la
comunidad (109). De hecho, se ha estimado que al menos el 50 % de las nuevas
infecciones por SARS-CoV-2 pueden tener origen en la exposicion a individuos

infectados, pero sin sintomas (asintomaticos o presintomaticos).

Sin embargo, los datos de varios estudios, incluidas dos revisiones sistematicas
(110,111), sugieren claramente que los pacientes asintomaticos son responsables de
menos infecciones secundarias que las personas con sintomas. En contraste con los datos
informados en estudios previos (112,113), observamos que las cargas virales son méas
altas en adultos sintométicos que en adultos asintomaticos. Se detectd una amplia gama
de cargas virales de ARN del SARS-CoV-2 tanto en nifios como en adultos asintomaticos,
lo que probablemente refleja el amplio espectro de tiempos de recoleccion de ENF
después de la exposicién al presunto caso indice. Apuntar que, en nuestro caso, el tiempo
de recoleccién de las muestras no era diferente entre nifios y adultos (una mediana de 7

dias, rango 1-10 dias).

Nuestra observacién es compatible con los datos epidemioldgicos anteriores, dado
el vinculo conocido entre la magnitud de la CV de ARN del SARS-CoV-2 en TRS y el
nivel de contagio (104). Con respecto a los nifios, encontramos, sin embargo, que la CV
de SARS-CoV-2 fue comparable en sintomaticos y asintomaticos, aunque en los primeros
se observd una tendencia sutil hacia cargas virales mas altas. Aunque es especulativo, la
fecha del inicio de los sintomas podria haber sido méas inexacta en nifios que en adultos.
Esto podria haber provocado un retraso en las pruebas, mucho mas alla del momento en
que se pudo haber alcanzado la carga maxima de ARN del SARS CoV-2. Nuestros datos
concuerdan con los de Hurst et al. (114), pero contradicen los de Kociolek et al (85) que
apuntaba cargas virales de ARN del SARS-CoV-2 més bajas en nifios asintomaticos que
en aquellos con COVID 19. En este sentido, se debe enfatizar que, en nuestro estudio, los
individuos asintomaticos fueron evaluados relativamente pronto después de la exposicion

(mediana de 7 dias).

La mayoria de las pruebas PCR de SARS-CoV-2 disponibles comercialmente no
amplifican simultaneamente un gen de limpieza, lo que hace imposible evaluar la calidad
de la muestra en términos de celularidad. Ademaés, la calidad de las muestras de ENF

varia considerablemente (101), lo que puede afectar a la precision de las cargas virales
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estimadas. Comparamos el contenido celular de un conjunto de muestras seleccionadas
al azar de nifios y adultos, utilizando la RT-PCR de un gen de limpieza establecido en
paralelo. Encontramos CT coincidentes en muestras de ambos grupos, por lo que es poco
probable que las diferencias en la celularidad tengan un impacto resefiable en nuestros
resultados. Puntualizar que solo se analiz6 un reducido nimero de muestras de ENF para

determinar su contenido celular.
El presente estudio tiene varias limitaciones:

- Las diferencias en el momento de la recoleccion de ENF entre individuos sintomaticos
y asintomaticos pueden haber difuminado las verdaderas diferencias en la CV de ARN
entre los grupos. Mientras que la cinética de la CV de ARN del SARS-CoV-2 en TRS
se ha establecido claramente en individuos sintomaticos, con una CV méaxima
alrededor del momento del inicio de los sintomas (102), aiin no se ha caracterizado de
manera precisa en sujetos asintomaticos. De hecho, no se puede descartar un sesgo de
la poblacidn hacia cargas virales mas altas en el grupo de poblacién asintomética en
el presente estudio.

- Los participantes se clasificaron como asintomaticos si informaron estar libres de
sintomas en el momento de la prueba de RT-PCR. No teniamos datos sobre su
resultado clinico, es decir, si eran presintomaticos en el momento de la toma de
muestras o si desarrollaron sintomas después.

- En los andlisis solo se tuvieron en cuenta las cargas virales iniciales de SARS-CoV-
2, por lo que no podriamos haber capturado la verdadera tasa de replicacion del virus
de forma individual.

- No se intent6 clasificar en subcategorias a las personas segn su condicion médica

inicial.

V.2 Carga viral inicial y cinética de la variante Alfa (B.1.1.7) del SARS-

CoV-2 en el tracto respiratorio superior de adultos y nifios (Articulo I1)
V.2.1 Grupo de estudio

Entre los pacientes con COVID-19, el tiempo desde los sintomas hasta la prueba
de RT-gPCR fue de 5 dias (rango,1-10 dias) en el grupo B.1.1.7 y 4 dias (rango, 1-10

dias) en el grupo control, sin diferencias entre nifios y adultos. En cuanto a los individuos

54



asintomaticos (140 infectados por la variante Alfa), la prueba de RT-qPCR se realizo
dentro de los primeros 10 dias desde el diagnéstico o contacto con el caso indice en
individuos de ambos grupos. En los andlisis que se describen a continuacion se incluyeron

un total de 1152 muestras de ENF (mediana de 1 muestra/paciente; rango, 1-3).

Descubrimos que las personas infectadas con el linaje B.1.1.7 del SARS-CoV-2
mostraron cargas virales iniciales de ENF alrededor de 1 1og10 maés altas que los controles
(mediana, 7,6 log10 copias/ml; rango, 3,3-12,1 frente a 6,8 log10 copias/ml; rango, 2,4 —
13,1; P<0,001) (figura V.7. A).

Un subanalisis que incluyé solo individuos infectados por el linaje B.1.1.7 del
SARS-CoV-2 segln lo confirmado por la secuenciacion del genoma completo (n = 108)
mostrd resultados comparables (P< 0,001). Una observacion novedosa fue que la
diferencia en la CV entre los individuos infectados con B.1.1.7 y los no infectados con
B.1.1.7 sigui6 siendo significativa (P< 0,001) para los adultos (figura V.7. B), pero no
para los nifios (P= 0,41) (figura V.7. C). Cuando los pacientes sintomaticos infectados
por B.1.1.7 u otras variantes se analizaron por separado, las cargas virales iniciales
también fueron mas altas para adultos (P=0,04) (figura V.7. D), pero no para nifios (P=
0,16) (figura V.7. E). No se observo una tendencia hacia cargas virales mas altas en los
sujetos infectados con B.1.1.7. que los nifios podrian presentar una respuesta temprana y
mas robusta de la inmunidad innata ante el SARS-CoV-2 en comparacion con los adultos.
Esto podria tener el potencial de reducir la aparente ventaja replicativa de la variante
B.1.1.7 en comparacion con otras variantes menos transmisibles (50). Los adultos
asintomaticos infectados por la variante B.1.1.7 tenian cargas virales de ARN del SARS-

CoV-2 iniciales mas altas (P=0,02) que los controles (figura V.7. F).
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Figura V.7. Comparacion de cargas virales iniciales de ARN del SARS-CoV-2 en muestras de
ENF de individuos infectados por la variante B.1.1.7 u otras variantes. Los datos se representan
para todos los participantes (A), adultos (B), nifios (<18 afios) (C), adultos con COVID-19 (D)
nifios con COVID-19 (E) y adultos asintomaticos (F).
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Es de interés que las cargas virales de ARN del SARS-CoV-2 medidas en los
grupos de comparacién probablemente no estuvieran sesgadas por las diferencias en la
celularidad en las muestras de ENF. Esto se determin6 mediante la amplificacion del gen
de limpieza de la B-glucuronidasa por RT-PCR (101) en 50 muestras seleccionadas al

azar, de las cuales 24 eran de la variante B.1.1.7 y 26 eran controles.

Un total de 162 participantes (51 infectados por la variante B.1.1.7 y 111
controles) tuvieron 2 o0 mas muestras de ENF de seguimiento recolectadas dentro de las
3 semanas posteriores al diagnostico. Como se muestra en la figura V.8, se observaron
cargas virales decrecientes en la mayoria de los participantes, independientemente de si

estaban infectados con la variante B.1.1.7 (figura V.8. A) o no (figura V.8. B).
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P=0.18

Vida media de eliminacion de ARN de
SARS-CoV-2 (dias)
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Variante B.1.1.7

Figura V.8. Cinética de la CV de ARN del SARS-CoV-2 en muestras ENF de individuos
infectados por la variante B.1.1.7 (A) o por otras variantes (B) hasta la semana 3 después del
diagnostico de infeccion por SARS-CoV-2. Vida media del ARN del SARS-CoV-2 en el TRS de

individuos infectados por la variante B.1.1.7 o por otras variantes (C).

La cinética de eliminacién del ARN del SARS-CoV-2 siguié una curva de
descomposicion logaritmica en la mayoria de los individuos, expresada por la ecuacion,
yi=yo® ¥ donde yo es la CV inicial de ARN del SARS-CoV-2, t es el tiempo de
seguimiento del muestreo desde el diagnostico (resultado inicial de RT-PCR) y k es la
constante de descomposicion. Luego se calculd la vida media de la CV de ARN del
SARS-CoV-2 mediante la ecuacion In2/k. La vida media de ARN del SARS-CoV-2 en

TRS se calculé s6lo para individuos que cumplieron con dos criterios:

- Mostrar una trayectoria descendente a lo largo del periodo de estudio (tres semanas).

- Tener una muestra de seguimiento de los 4 a los 10 dias posteriores a la inicial.

La vida media de ARN del SARS-CoV-2 en TRS se pudo calcular para 25
individuos infectados por la variante B.1.1.7 y 56 controles. La mayoria de los individuos
en ambos grupos de comparacion eran adultos y se emparejaron por sexo, presencia o

ausencia de sintomas, hospitalizacion y edad (mediana, 38 afios en ambos grupos). Como
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se muestra en la figura V.8. C, la vida media de la CV de ARN del SARS-CoV-2 fue
similar (P=0,18) entre los grupos (infectados por B.1.1.7: mediana 1,54 dias; rango, 0,5—
17 dias; controles: 2,42 dias; rango, 0,27-36 dias). A diferencia de nuestros hallazgos,
Calistri et al. (87) informaron una persistencia mas prolongada del ARN del SARS-CoV-
2 en muestras de ENF en individuos infectados con la variante B.1.1.7 (mediana de 16
dias) en comparacion con los controles (mediana de 14 dias). Los principales
inconvenientes de ese estudio fueron la falta de informacion sobre el estado clinico de los

participantes y la ausencia de muestras secuenciales recolectadas de forma individual.
V.2.2 Discusion

Los datos respaldan que la CV inicial de SARS-CoV-2 es mayor en los adultos
infectados con B.1.1.7 que, en los infectados por otras variantes, independientemente de

la presencia o ausencia de sintomas, pero no en los nifios sintomaticos.
El estudio actual tiene varias limitaciones:

- El disefio retrospectivo.

- Lafalta de muestras de seguimiento de muchos participantes.

- El bajo nimero de nifios con infeccion sintomética B.1.1.7 y con infeccion
asintomatica no B.1.1.7.

- La falta de informacién sobre el momento de la recogida de muestras en sujetos
asintomaticos tras el contacto con el caso indice.

- El'ndmero reducido de individuos a partir de los cuales se podia calcular la vida media
de laCV.

V.3 Cargas virales de ARN de las variantes Alfa (B.1.1.7) y Delta
(B.1.617.2) del SARS-CoV-2 en muestras nasofaringeas en el momento del
diagnostico estratificadas por edad, presentacion clinica y estado de

vacunacion (Articulo I11)

Inicialmente, comparamos las cargas virales de ARN de muestras ENF en
individuos no vacunados con COVID-19 estratificados por edad (nifios 18<afios /adultos)
y tiempo desde el inicio de los sintomas (definido arbitrariamente como 0-2, 3-7 0> 8
dias).

59



Como se muestra en la figura V.9, se observo una tendencia hacia cargas virales

mayores de ARN del SARS-CoV-2 para la variante Delta tanto en adultos como en nifios

dentro de los 2 dias posteriores al inicio de los sintomas (P= 0,27 y P=0,62

respectivamente), no despues.
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Figura V.9. Cargas virales iniciales de ARN del SARS-CoV-2 en muestras ENF de personas no

vacunadas infectadas por las variantes Alfa (B.1.1.7) o Delta (B.1.617.2). Las cargas virales de

ARN del SARS-CoV-2 en ENF por tiempo de muestreo en relacion con el inicio de los sintomas

se muestran por separado para adultos (A) y nifios (B). También para participantes asintomaticos

adultos (C) y nifios (D).

Se observo una amplia gama de cargas virales de ARN del SARS-CoV-2 (3,0 >

11,0 logzo copias/ml) en los individuos en los grupos de comparacion. En los participantes

asintomaticos en el momento de la prueba RT-gPCT, las cargas virales de ARN del

SARS-CoV-2 fueron notablemente mas altas para la variante Delta que para la variante

Alfa, tanto en adultos (mediana, 1,5 logio méas alta) como en nifios (mediana, 1,7 logio

maés alta) (P= 0,08 y P=0,01, respectivamente).
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Los individuos asintomaticos en los grupos de comparacion fueron emparejados
por el tiempo transcurrido desde el diagnostico del caso indice hasta la prueba de RT-
gPCR (en un periodo de 7 dias). Desafortunadamente, no hubo datos disponibles sobre

como evolucionaron las infecciones asintomaticas con el tiempo.

Como se puede ver en la figura V.10, la pendiente de la linea de regresiéon que
mejor se ajusta a la disminucion de la CV de ARN del SARS-CoV-2 en pacientes con
COVID-19 fue ligeramente mayor para la variante Delta que para la variante Alfa,
independientemente de la edad del participante. Aunque especulativo, los datos sugieren
que la CV méxima en ENF puede alcanzarse antes en individuos infectados por la variante
Delta que por la variante Alfa: incluso antes del inicio de los sintomas, lo que favorece
una mayor transmisibilidad. Los datos no respaldaron un periodo mas prolongado de

excrecion viral en el TRS para la variante Delta, como se sugirio anteriormente (115)
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Figura V.10. Andlisis de regresion lineal de cargas virales iniciales de ARN del SARS-CoV-2 en
individuos infectados con COVID-19 por las variantes Delta (A) y Alfa (B), segtn el tiempo de

muestreo desde el inicio de los sintomas.

A continuacién, comparamos las cargas virales de ARN del SARS-CoV-2 en ENF
para la variante Delta en adultos no vacunados (n= 128) y completamente vacunados (n=
51) con Comirnaty® (n=27), Spikevax® (n=9), Janssen® (n=10), o Vaxzebria® (n=5).
El tiempo transcurrido desde la vacunacién con la dosis completa fue de 51 dias hasta la
infeccion (rango, 14 — 177). En general, se encontrd que la CV de ARN del SARS-CoV-
2 eramayor en los no vacunados (n= 128; mediana, 8,1 log10 copias/ml; rango, 3,4-11,6)
que en los vacunados (n=51; mediana, 7,8 log10 copias/ml; rango 3,0-11,2), aunque sin

alcanzar significacion estadistica (P= 0,31).
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Al considerar a los pacientes con COVID-19 para el analisis (emparejados por el
tiempo desde que aparecieron los sintomas: mediana, 3 dias en ambos grupos), se observé
una clara tendencia (P=0,12) hacia cargas virales de ARN del SARS-CoV-2 més altas en
los individuos no vacunados. (8,1 log10 copias/ml; rango, 3,3— 11,6) en comparacion con

los participantes vacunados (mediana, 7,4 1og10 copias/ml; rango, 3,3-11,2).

Por el contrario, los individuos asintomaticos vacunados y no vacunados
mostraron cargas virales de ARN del SARS-CoV-2 bastante similares (mediana, 8,7
log10 copias/ml; rango, 3-0-10,9, y mediana, 8,4 1og10 copias/ml; rango, 4,0-10,6; P=
0,85).

Los participantes vacunados y no vacunados se emparejaron por sexo (P= 0,1,
pero no por edad, P= < 0,01). Se han publicado datos contradictorios (115) sobre este
tema, que probablemente se explican por las diferencias entre estudios con respecto al
tiempo de la prueba de RT-gPCR.

V.3.1 Discusién

Finalmente, mostramos que la CV inicial de ARN del SARS-CoV-2 en muestras
ENF para la variante B.1.617.2 (n= 138) y las subvariantes emergentes recientemente (n=
47; AY.4, n= 29, AY.12, n=9, AY .5, n=5, AY.9, n= 3y AY.3, n= 1) fueron bastante
similares (mediana, 8,7 log10 copias/ml; rango, 4,6-11,6 versus mediana, 8,4 logl0
copias/ml; rango, 4,0-12,1; P=0,20).

Los grupos de comparacion se emparejaron por sexo (P= 0,61), edad (P= 0,34),
desarrollo de COVID-19 (P= 0,44), tiempo hasta el muestreo de ENF para casos
sintomaticos y asintomaticos (P= 0,80) y estado de vacunacion (P= 0,20). Destacar que
ninguna subvariante de B.1.617.2 parecia tener mutaciones de pico adicionales (K417N,
Y145H y A222V) que podrian conferir resistencia parcial a los anticuerpos neutralizantes

provocados por la vacuna.

En resumen, encontramos cargas virales iniciales de muestras de ENF mas altas
para la variante Delta que para la variante Alfa, en particular durante la fase asintomatica
de la infeccién. No se observaron diferencias significativas entre las cargas virales de
participantes infectados con Delta vacunados y no vacunados, esto puede ayudar a

explicar el comportamiento epidemioldgico de la variante Delta.
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V.4 Andlisis cinético combinado de RNAemia, N-Antigenemia y
anticuerpos especificos del virus SARS-CoV-2 en adultos en estado critico con
COVID-19 (Articulo 1V)

V.4.1 Grupo de estudio

Los pacientes ingresaron en la UCI en una mediana de 8 dias (rango, 2-25)
después del inicio de los sintomas. La mayoria de los pacientes finalmente requirié
ventilacién mecéanica (88,7%). La mediana de tiempo de estancia en la UCI fue de 19 dias
(rango, 2-67). Todos los pacientes excepto uno fue tratado con corticosteroides, mientras
que Remdesivir y Tocilizumab se usaron en el 21 % y el 38 % de los pacientes,

respectivamente.

Un total de 338 muestras de plasma de 71 pacientes (mediana, 4
muestras/paciente; rango, 1-16) recolectadas después de la admisién en la UCI estaban
disponibles para analisis. En general, la primera muestra de plasma en estos pacientes se

extrajo en una mediana de 12 dias (rango, 3-38 dias) después del inicio de los sintomas.

V.4.2 Deteccion de ARNemia viral y N-antigenemia por SARS-CoV-2 en la

cohorte

Se detectaron ARNemia viral y N-antigenemia por SARS-CoV-2 en 37 y 43
muestras de 26 (36,5 %) y 30 (42,2 %) pacientes, respectivamente. Dado que el grado de
replicacion del virus en el TRS puede afectar el acceso de particulas de virus intactas o
productos virales al torrente sanguineo, investigamos si la CV de ARN del SARS-CoV-
2 en ENF al principio de la infeccion (mediana de 4 dias) después del inicio de los
sintomas (rango, 1-11) se asocid con la probabilidad de detectar ARNemia viral y N-

antigenemia.

Las estimaciones de la CV de ARN del SARS-CoV-2 en ENF en el momento del
diagnostico estaban disponibles para 51 de 71, de los cuales 20 y 22 tenian ARNemia

viral y N-antigenemia detectables, respectivamente, durante el seguimiento.
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En los 20 pacientes restantes, el diagndstico de infeccion por SARS-CoV-2 se
realizd6 mediante pruebas LFIC de deteccidn de antigeno (N) o los valores de CT de la
RT-gPCR no estaban disponibles. Como se muestra en la figura V.11, los pacientes que
desarrollaron ARNemia viral y N-antigenemia muestran una CV de ARN del SARS-
CoV-2 significativamente mayor en ENF (P= 0,009 y P= 0,04, respectivamente) en el

momento del diagndstico.
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Figura V.11. Carga viral de ARN del SARS-CoV-2 en pacientes en estado critico con o sin
deteccion de ARNemia viral (A) o N-antigenemia (B) en el momento del diagnéstico molecular
de la infeccion por SARS-CoV-2.

Se observé una correlacion positiva entre las cargas virales de ENF y los niveles
de ARNemia viral en las primeras muestras de plasma de RT-gPCR positivas (Rho =
0,42; P=0,1).

En particular, ni el tratamiento con Remdesivir ni con Tocilizumab tuvo un
impacto en la tasa de ARNemia viral positiva para SARS-CoV-2 (P= 0,57 y 0,60,

respectivamente) o N-antigenemia (P= 0,58 y P= 0,41, respectivamente).

V.4.3 Dindmica de RNAemia viral, N-antigenemia y anticuerpos especificos
del SARS-CoV-2

El tiempo hasta el primer resultado positivo de ARNemia viral y N-antigenemia
fue de 10 dias (rango, 3-32) y 9 dias (rango, 3-29), respectivamente, desde el inicio de los

sintomas. Ambos componentes del virus se detectaron por primera vez dentro de los 16
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dias posteriores a la aparicion de los sintomas en todos los pacientes excepto en uno.
Ninguna muestra obtenida después del dia 32 tenia ARNemia viral detectable o N-

antigenemia.

Los anticuerpos contra el RBD del SARS-CoV-2 se detectaron en 67 de los 71
pacientes, con una mediana de tiempo hasta la primera deteccion de 14 dias (rango, 4-38)
desde el inicio de los sintomas. De los 4 pacientes que no desarrollaron anticuerpos

medibles, 2 tenian ARNemia viral y N-antigenemia detectables.

El tiempo hasta la primera deteccion de anticuerpos fue comparable para pacientes
con o sin ARNemia viral (P= 0,21) y N-antigenemia (P= 0,1) y no se correlaciond
significativamente con la CV inicial en ENF (Rho = 0,229; P= 0,11). El curso temporal
de la deteccion de ARNemia del SARS CoV-2, N-antigenemia y anticuerpos IgG anti-
RBD se muestra en la Tabla V.1.

El nimero de muestras de plasma en las que se codetectaron ARNemia viral o N-
antigenemia y anticuerpos 1gG anti-RBD fue bastante pequefia (25 y 24 muestras de 338,

respectivamente).
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Tabla V.1. Deteccion de ARNemia viral, N-antigenemia anticuerpos 1gG anti-RBD por

SARS-CoV-2 estratificada por tiempo desde el inicio de los sintomas de COVID-19 en

UCI.

Combinacion de resultados Semana | Semana | Semana |> Semana
1.N.° 2.N.° 3.N.° 4. N.

Deteccion de ARNemiay 1gG anti- 4 12 7 2

RBD (n=25)

Deteccion de ARNemia y falta de 5 5 1 1

IgG anti-RBD (n=12)

Ausencia de ARNemia y deteccién 4 40 83 145

de IgG anti-RBD (n=272)

Ausencia de RNAemia y falta de 2 9 4 14

IgG anti-RBD (n=29)

Deteccidn de N-antigenemia y 1gG 6 16 0 2

anti-RBD (n=24)

Deteccion de N-antigenemia y 6 9 2 2

ausencia de 1gG anti-RBD (n=19)

Ausencia de N-antigenemia y 2 36 90 145

deteccidn de 1gG anti-RBD (n=273)

Ausencia de N-antigenemia y falta 1 5 3 13

de IgG anti-RBD (n=22)

RBD, dominio de unién al receptor.

N.°, nimero de ejemplares
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En general, las muestras que contenian ARN viral o proteina N tenian niveles de
anticuerpos contra el RBD del SARS-CoV-2 en suero, significativamente mas bajos
(figura V.12) que aquellas en las que no se detectaron estos componentes virales.
Ademas, se observaron niveles decrecientes de anticuerpos en paralelo con niveles

crecientes tanto de RNAemia como de N-antigenemia figura V.13).
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Figura V.12. Niveles de anticuerpos 1gG anti-RBD de-SARS-CoV-2 en plasma segun la
presencia o ausencia de ARNemia viral (A) o N-antigenemia (B).
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Figura V.13. Niveles de anticuerpos IgG anti-RBD de-SARS-CoV-2 en plasma de acuerdo a la
magnitud de la ARNemia del virus (en copias/ml) (A) o la N-antigenemia (B) (clasificada como

se describe en la seccion de métodos).
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Sin embargo, en general, se observo una correlacion inversa bastante modesta
(Rho=0,35; P <0,001) entre la ARNemia viral y los niveles de anticuerpos contra el IgG
anti-RBD de-SARS-CoV-2 (figura V.14).
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Figura V.14. Relacion entre los niveles de anticuerpos IgG anti-RBD de-SARS-CoV-2 y la carga
viral de ARN del SARS-CoV-2 en plasma.

Los datos sobre los anticuerpos reactivos contra el SARS-CoV-2 solo estaban
disponibles para 50 muestras de plasma, de las cuales 16 dieron positivo mediante LFIC
de deteccion de antigeno N. Se observ6 una tendencia (P= 0,16) hacia niveles mas altos
de anticuerpos para las pruebas de plasma negativas mediante el ensayo LFIC de

deteccidn de antigeno N que para las pruebas de plasma positivas.

V.4.4 Caracterizacion de la forma biolégica del ARN del SARS-CoV-2 en

plasma.

Un total de 7 muestras de plasma de pacientes Unicos con ARNemia viral
detectable por SARS-CoV-2 (mediana de CV, 3,2 log10/ml; rango, 3,0-3,8), extraidas en
una mediana de 9 dias después del inicio de los sintomas (rango, 3—12), se ejecutaron en
el ensayo de RT-PCR de viabilidad del ARN del SARS-CoV-2. Los datos se muestran en
la Tabla V.2.
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Tabla V.2. Ensayo de viabilidad de RT-PCR realizado con plasma de pacientes de UCI

N.° de Pretratamiento | PtCl4(5mM) | Umbral del ciclo del gen N1 RT-
pacientes/dia® | (95°C, 10 min) PCR
Replicado 1 Replicado 2

1/5 No No 36.5 36.4
Si ND ND

Si No 36.4 36.4

Si ND ND

2/3 No No 34.8 35,0
Si 37.3 37.1

Si No 34,9 35.3

Si ND ND

37 No No 34.5 34.7
Si ND ND

Si No 34,9 35.3

Si ND ND

4/9 No No 34.7 34.1
Si ND ND

Si No 35.6 35,9

Si ND ND

5/12 No No 34.7 35.8
Si ND ND

Si No 35.8 35.8

Si ND ND

6/11 No No 35.5 35.2
Si ND ND

Si No 35,9 36.4

Si ND ND

7/11 No No 36.5 37.7
Si ND ND

Si No 36.6 ND

Si ND ND

ND, no detectado.

2 dia en el que se extrajo plasma después del inicio de los sintomas
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La sefial de RT-PCR se elimind por completo después del tratamiento con PtCl4
en 6 de las 7 muestras no pretratadas (calentadas), mientras que en la restante (muestra 2,
obtenida 3 dias después del inicio de los sintomas) el ARN viral todavia se detecto,

aunque a un nivel mas bajo (aproximadamente 1 logio).

El tratamiento de preparaciones de virus inactivados con calor con PtCl4
generalmente dio como resultado una reduccién de tres veces en el nivel de ARN viral
detectado. Por lo tanto, los datos sugirieron que el ARN viral probablemente se
encontraba en un estado libre no capsulado en la mayoria de las muestras de plasma

sometidas a analisis.
V.4.5 Discusién

Laaparicién temprana de ARNemia viral y N-antigenemia después de la infeccion
por SARS-CoV-2 se ha asociado con malos resultados clinicos, incluido el aumento de la
mortalidad en pacientes con COVID-19 en estado critico (95,97,116-118) . La magnitud
de la ARNemia viral y la N-antigenemia pueden reflejar el grado en que el SARS-CoV-
2 se replica en las vias respiratorias, o que a su vez puede afectar el curso clinico de la

infeccion.

A su vez, los anticuerpos especificos del SARS-CoV-2 pueden prevenir o
minimizar la infeccion extrapulmonar al neutralizar los viriones libres en el
compartimento sistémico. Pueden contribuir a la eliminacion del virus del torrente
sanguineo por particulas virales inmunocomplejas, que luego son el objetivo de la

degradacidn por parte de las células inmunitarias innatas.

Aungue mecanicamente plausible, ninguna de las suposiciones anteriores ha sido

claramente probada.

Para abordar estos problemas, investigamos la dinamica de la ARNemia viral y la
N-antigenemia del SARS-CoV-2 en relacién con la de los anticuerpos especificos del
SARS-CoV-2, y la influencia en estos parametros de CV en el TRS en el momento del
diagnostico, en una cohorte relativamente homogénea de pacientes de la UCI.

Como se inform¢ anteriormente (72), la ARNemia viral y la N-antigenemia se

detectaron con frecuencia en nuestra cohorte (36,5% y 42,2% de los pacientes
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respectivamente). Se objetivaron por primera vez relativamente temprano después del
inicio de los sintomas de COVID-19 (dentro de las 2 semanas) y no fueron detectables
mas alla del dia 32 después del inicio de los sintomas.

En nuestra cohorte, la probabilidad de detectar cualquiera de estos componentes
virales en plasma de pacientes de UCI estuvo directamente relacionada con la magnitud
de la CV de SARS-CoV-2 en ENF en el momento del diagnostico.

Los datos apuntan a un vinculo entre el grado de replicacion del virus en TRS y
la CV del virus en el compartimiento de la sangre. Sin embargo, el tiempo de
seroconversion no se correlaciond con la CV en ENF, esto contrasta con los datos de un

estudio publicado previamente (119).

Las diferencias en las caracteristicas de los pacientes en las cohortes y, en
particular los inmunoensayos utilizados en los estudios, pueden ayudar a explicar la

discrepancia.

Los anticuerpos especificos del virus pueden contribuir de manera plausible a la
eliminacién del SARS-CoV-2 del torrente sanguineo, esta suposicion ain no se ha

probado de manera concluyente.

Se ha demostrado que hay una relacion inversa entre los niveles de anticuerpos
reactivos contra el SARSCoV-2 en suero y la magnitud de la CV del ARN viral del
SARS-CoV-2 en la sangre, lo que sugiere que los anticuerpos podrian estar involucrados
en la neutralizacion del virus si las particulas virales maduras ingresan al compartimento
sanguineo. Se ha encontrado que la frecuencia de deteccion del ARN viral o la proteina
N en el plasma sanguineo estan inversamente relacionadas con los niveles de anticuerpos
IgG anti-RBD del SARS-CoV-2. Sin embargo, aungue se ha encontrado una correlacién
inversa modesta entre la carga del virus y los niveles de anticuerpos 1gG anti-RBD del
SARS-CoV-2, no se ha encontrado una relacion clara entre ellos.

El uso de un ensayo semicuantitativo impidié realizar un analisis similar para la

N-antigenemia, con respecto a la cual los datos en la literatura son contradictorios.

En linea con nuestros hallazgos, Martin-Vicente et al. (118) informaron que la

frecuencia de N-antigenemia inmediatamente despues del ingreso en la UCI (24 h) fue>
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2,5 veces mayor en ausencia de anticuerpos que en aquellos con anticuerpos detectables.
Ademaés, los niveles de anticuerpos anti-S se correlacionaron inversamente (aunque
modestamente) con la carga viral de ARN en plasma (Rho=-0,45: P<0,001). Otros
estudios también encontraron una mayor tasa de deteccion de ARNemia viral N-
antigenemia o ambas en presencia de niveles bajos o indetectables de anticuerpos anti-S

0 anti-N en cohortes mixtas (116,120).

Por el contrario, varios estudios no lograron mostrar una correlacion inversa entre
los titulos de anticuerpos neutralizantes y los niveles de ARN viral en sangre (121); no
obstante, los anticuerpos con distintas actividades funcionales de la neutralizacion del

virus pueden contribuir a la eliminacién del virus de la sangre.

La interpretacion de los datos anteriores no es sencilla debido a las marcadas
diferencias entre los estudios en cuanto a las caracteristicas de los pacientes, en particular
las caracteristicas analiticas de los inmunoensayos empleados, el tipo de muestra
procesada (suero o plasma), el uso de muestras Unicas o secuenciales y el momento de la

recogida de muestras tras el inicio de los sintomas.

Los inmunoensayos sélo son capaces de detectar anticuerpos en estado libre o
inmunocomplejos antigeno-anticuerpo con sitios de unién de anticuerpos disponibles
(122) Ayudan a visualizar la forma bioldgica del virus presente en la sangre (ya sea
particulas virales del genoma infeccioso o defectuoso, componentes virales libres, o

ambos); ayudando a interpretar correctamente la dindmica virus-anticuerpo.

Mediante el uso de un ensayo de viabilidad de RT-PCR demostramos que, dentro
del periodo de tiempo examinado, la mayoria del ARN viral presente en la sangre
probablemente se encuentre en un estado no capsulado, lo que indica que la principal
fuente de productos virales (ARN y proteinas) en la sangre podria ser PANoptosis en el
TRS (122). Una de cada siete muestras de plasma arrojé un perfil de viabilidad de RT-
PCR compatible con la presencia de ARN del virus capsulado (protegido).

Se han observado particulas virales aparentemente intactas en granulos de plasma
usando tomografia electronica e inmunotincion (94). Cabe sefialar que la Gltima muestra

se obtuvo poco después del inicio de los sintomas (3 dias), lo que sugiere que la presencia
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de viriones intactos en el torrente sanguineo puede estar restringida a una ventana estrecha

cercana al momento de contraer la infeccion.

En resumen, los datos presentados respaldan que las tasas de deteccion de
ARNemia y N-antigenemia del SARS-CoV-2, pero no el tiempo hasta la primera
deteccion de anticuerpos anti-S, estan modulados por el nivel de replicacion del virus en
el TRS. Siendo maés probable que se documentaran ARNemia viral y N-antigenemia en
pacientes con niveles de anticuerpos anti-S o anti-N bajos que altos. La modesta
correlacion observada entre los niveles de anticuerpos y las cargas virales de ARN en
muestras de plasma sugiere que los anticuerpos no juegan un papel predominante en la
eliminacion del virus del torrente sanguineo, al menos durante la ventana de tiempo
analizada (mediana de 12 dias después del inicio de los sintomas). En cambio, parece que
los componentes libres del virus, en lugar de las particulas intactas del virus, son la

principal forma bioldgica del SARS-CoV-2 en la sangre en este periodo.
El estudio actual tiene varias limitaciones:

Debido al reducido tamafio de la muestra, no fue posible realizar subanalisis estadisticos
para evaluar como la demografia, los factores de riesgo clinicos y el uso de diferentes
terapias podrian haber influido en los resultados de los pacientes.
La mayoria de los pacientes ingresados en la UCI se encontraban en una fase avanzada
de la infeccién por SARS-CoV-2, en la cual el cuadro clinico se asocia principalmente
con la respuesta inflamatoria aberrante que el virus desencadena en el organismo.
El uso de métodos analiticos con sensibilidad subdptima para la deteccion de RNAemia
y N-antigenemia, y la falta de datos sobre S-antigenemia.
No se realizé la caracterizacién funcional de los anticuerpos (evaluacion de su actividad
neutralizante frente al virus).

Por el contrario, nuestro analisis de muestras secuenciales de pacientes podria

considerarse una fortaleza de la investigacion.
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V.5 La carga viral inicial de ARN del SARS-CoV-2 en muestras
nasofaringeas no esta asociada con la gravedad y la resolucién a mediano

plazo de la neumonia en pacientes con COVID-19 (Articulo V)

La CV inicial de ARN del SARS-CoV-2 en ENF se cuantifico en una mediana de
6 dias después del inicio de los sintomas (rango, 3-8). La mediana de las cargas virales
de ARN del SARS-CoV-2 no mostrd diferencias significativas entre los periodos de
estudio de la variante Wuhan-Hu-1 y Omicron BA.1 (6,2 log10 copias/ml frente a 7,1
log10 copias/ml, en tiempos de recoleccidén de muestras equivalentes; P= 0,07). Como se
muestra en la figura V.15, los pacientes mostraron cargas virales comparables (P= 0,21)
en ENF tanto si se recuperaron de neumonia como si no (mediana, 6,51 log10 copias/ml
frente a 5,88 1og10 copias/ml). Se recolectaron muestras de ENF de pacientes en los dos
grupos dentro de un marco de tiempo comparable después del inicio de los sintomas (P=
0.39).
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Figura V.15. Comparacion de la carga viral de ARN del SARS-CoV-2 en muestras ENF al

momento del diagndstico entre pacientes con COVID-19 que se recuperaron o no de neumonia.
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Realizamos un subanalisis para evaluar el impacto potencial de la CV de ARN del
SARS-CoV-2 en muestras de ENF, en la resolucion segun el tiempo transcurrido desde
el inicio de los sintomas. Los siguientes plazos se definieron arbitrariamente: 0 a 2 dias,
3abdias, 6 a8diasy 9a 10 dias.

Los pacientes con ENF recolectados a los 11 0 més dias después del inicio de los
sintomas (n = 27) fueron excluidos debido a la falta de correspondencia entre los grupos
de comparacion. La CV de ARN del SARS-CoV-2 fue comparable entre los pacientes en

todos los periodos de tiempo, independientemente de si se recuperaron o no (Tabla V.3.).

Tabla V.3. Impacto de la CV de ARN del SARS-CoV-2 en muestras ENF en el momento
del diagnostico sobre la recuperacion de la neumonia por COVID-19, 2 meses después del
alta hospitalaria

Dias desde el inicio | Mediana (rango) de la CV del ARN del SARS- | valorp?

de los sintomas | CoV-2 (en log 10 copias/ml) segun la recuperacién

hasta el momento | de la neumonia/no. de pacientes

de la recogida de Resolucién No resolucion

muestras
0-2 8,1(2,9-10,6) /14 8,4 (1,7-11,2) /11 0.80
3-5 7,1(3,4-10,3) /25 7,8 (5,5-11,6) /6 0.70
6-8 7,1(2,1-9,4) 124 6,7 (4,8-10) /11 0,56
9-10 5,6 (3,8-8,1) /7 5,0(3,2-8,7) 16 0,60

&prueba U de Mann-Whitney

Los modelos de regresion logistica (Tabla complementaria V.1) confirmaron la
aparente falta de impacto de la CV inicial de ARN del SARS-CoV-2 con la resolucion de
la neumonia por COVID-19 (OR, 1,72; IC del 95 %, 0,83-3,58; P= 0,14). Esta
observacién se mantuvo independientemente de la variante del SARS-CoV-2 (Wuhan-
Hu-1: OR, 1,74; IC del 95 %, 0,74-4,09; P = 0,20; Omicron BA.1: OR, 1,74; IC del 95
%, 0,42—7,28; P = 0,44). Como era de esperar, la gravedad de la neumonia se identifico

como un factor asociado con la neumonia no resuelta.
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Tabla complementaria V.1. Modelos de regresion logistica
univariada para la identificacion de factores de riesgo asociados

con la resolucion de la neumonia por COVID-19

Resolucion de neumonia

Variable
OR (IC, 95%) valorp ®
Hombre vs mujer 1,57 (0,71-3,18) 0.27
>65 afios vs. 50-65 y <50 afios® | 0,6 (0,26-1,7) 0.4

50-65 afios vs. <50 y >65 afios® | 0,47 (0,18-1,19) 0.1

Uso de Remdesivir (Si vs. No) | 0,9 (0,45-1,95) 0.8

Presentacion clinica de la| 0,39 (0,18-0,87) 0.02
neumonia por COVID-19
(grave vs. leve)

CV inicial de ARN del SARS- | 1,06 (0,93-1,27) 0.26

CoV-2 (aumentar una unidad en

log 10 copias/mL)

CV inicial de ARN del SARS- | 1,72 (0,83-3,58) 0.14
CoV-2

OR, Odds ratio.
2Se informaron valores exactos bilaterales de P. °NUmero de pacientes
>65 afios (n=47), entre 50-65 (n=45) y <50 (n=39).

V.5.1 Discusién

Nuestros hallazgos contrastan con los de Lerum et al. (100), quienes informaron
una asociacion negativa entre la CV al inicio del estudio y la capacidad de difusion de los
pulmones para el monoxido de carbono a los 3 meses del alta hospitalaria. La variable de
prueba de funcion pulmonar afectada con mayor frecuencia en el grupo de estudio (en
pacientes no vacunados) (99). De relevancia, el estudio de Lerum et al. (100) y el nuestro
difieren en varios factores potencialmente criticos, como el momento de la recoleccion

de muestras de TRS (mediana de 8 frente a 6 dias desde el inicio de los sintomas,
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respectivamente) y el momento de la evaluacion clinica de los pacientes después del alta

hospitalaria (mediana de 3 y 2 meses, respectivamente).

Los datos presentados sugieren que la carga viral de ARN del SARS-CoV-2 en
las vias respiratorias superiores en pacientes con neumonia por COVID-19 no estd
directamente relacionada con la tasa de recuperacion a corto plazo en términos clinicos,
de imagenologia y de funcion pulmonar. Por lo tanto, estos hallazgos sugieren que no es
recomendable prescribir nuevos antivirales que tengan una fuerte actividad contra el
SARS-CoV-2 basados solamente en la magnitud de la CV de ARN del SARS-CoV-2 en

TRS poco después del inicio de los sintomas.
El estudio actual tiene varias limitaciones:

El reducido tamafio de la muestra, particularmente durante la ola Omicron BA.1.

La recoleccion de muestras se realizé demasiado tarde después de la infeccion por SARS-
CoV-2 (mediana de 6 dias) para capturar las CV maximas.

No se realizaron cultivos virales para evaluar el contenido de particulas virales viables en
las muestras.

Ausencia de muestras secuenciales de los participantes, lo que obstaculizé la evaluacion
de la cinética de CV de ARN del SARS-CoV-2 en la TRS a nivel individual.

No se realizaron sisteméaticamente tomografias computarizadas ni pruebas de funcion

pulmonar distintas de la espirometria
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V1. CONCLUSIONES

La carga viral de ARN del SARS-CoV-2 (Wuhan-Hu-1) en el tracto respiratorio
superior es comparable en nifios y adultos, independientemente de que la
infeccion por SARS-CoV-2 sea sintomatica o no.

La carga viral de ARN del SARS-CoV-2 en el tracto respiratorio superior es
mayor en adultos infectados con la variante Alfa (B.1.1.7) que en los infectados
por la variante Wuhan-Hu-1, con independencia de si la infeccion es sintomética
0 no.

La carga viral de ARN del SARS-CoV-2 en el tracto respiratorio superior es
mayor en individuos infectados por la variante Delta (B.1.617) que en aquellos
infectados por la variante Alfa (B.1.1.7) especialmente en asintomaticos.

La magnitud de la carga viral de ARN del SARS-CoV-2 en el tracto superior se
relaciona directamente con la probabilidad de desarrollo de ARNemia y N-
antigenemia.

La carga viral de ARN del SARS-CoV-2 en el tracto respiratorio superior en el
momento del diagnostico no se asocia con la tasa y el tiempo de recuperacion de
la neumonia COVID-19.
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ABSTRACT

Objectives: Studies comparing severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) RNA load
in the upper respiratory tract (URT) between children and adults—who either presented with corona-
virus disease 2019 (COVID-19) or were asymptomatic—have yielded inconsistent results. Here, we
conducted a retrospective, single-centre study to address this issue.
Patients and methods: Included were 1184 consecutive subjects (256 children and 928 adults) testing
positive for SARS-CoV-2 RNA in nasopharyngeal exudates (NPs); of these, 424 (121 children and 303
adults) had COVID-19 and 760 (135 children and 625 adults) were asymptomatic close contacts of COVID-
19 patients. SARS-CoV-2 RNA testing was carried out using the TagPath COVID-19 Combo Kit (Thermo
Fisher Scientific, MS, USA). The AMPLIRUN® TOTAL SARS-CoV-2 RNA Control (Vircell SA, Granada, Spain)
was used for estimating SARS-CoV-2 RNA loads (in copies/mL). SARS-CoV-2 RNA loads at the time of
laboratory diagnosis (single specimen/patient) were used for comparison purposes.
Results: Median initial SARS-CoV-2 RNA load was lower (p 0.094) in children (6.98 logo copies/mL, range
3.0—11.7) than in adults (7.14 logip copies/mL, range 2.2—13.4) with COVID-19. As for asymptomatic
individuals, median SARS-CoV-2 RNA load was comparable (p 0.97) in children (6.20 logio copies/mL,
range 1.8—11.6) and adults (6.48 logyo copies/mL, range 1.9—11.8). Children with COVID-19 symptoms
displayed SARS-CoV-2 RNA loads (6.98 logip copies/mL, range 3.0—11.7) comparable to those of their
asymptomatic counterparts (6.20 logip copies/mL, range 1.8—11.6) (p 0.61). Meanwhile in adults, median
SARS-CoV-2 RNA load was significantly higher in symptomatic (7.14 logjp copies/mL, range 2.2—13.4)
than in asymptomatic subjects (6.48 logio copies/mL, range 1.9—11.8) (p < 0.001). Overall, the observed
URT SARS-CoV-2 RNA clearance rate was faster in children than in adults.
Conclusions: Based on viral load data at the time of diagnosis, our results suggest that SARS-CoV-2-
infected children, with or without COVID-19, may display NP viral loads of comparable magnitude to
those found in their adult counterparts. However, children may have shorter viral shedding than adults.
Rosa Costa, Clin Microbiol Infect 2021;27:1858.e1—-1858.e7
© 2021 European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases. Published by Elsevier Ltd. All
rights reserved.

Introduction

An increasing body of evidence suggests that children are less
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Valencia, Spain. . . _
E-mail address: david.navarro@uv.es (D, Navarro). coronavirus disease 2019 (COVID-19) than adults [1]. Nevertheless,
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whether children—either symptomatic or asymptomatic—play a
major role in community transmission of SARS-CoV-2 compared to
adults remains unclear [1]. There is a consistent direct correlation
between the magnitude of SARS-CoV-2 RNA load in the upper
respiratory tract (URT) (probability of recovering live virus in cell
culture) and contagiousness in both adults and children [2—5].
Supporting this assumption, transmission risk was recently shown
to be strongly associated with initial SARS-CoV-2 RNA levels of
index cases [6]. There is contradictory information on how SARS-
CoV-2 RNA load in the URT compares between children and
adults [7—11], whether the viral load in paediatric subjects differs
across ages [9,10], and whether dissimilarities in the dynamics of
SARS-CoV-2 shedding in the URT exist between symptomatic and
asymptomatic children [12—14]. Elucidation of these questions is
important in trying to establish the relative transmission risk be-
tween adults and children, although it should be kept in mind that,
in addition to URT viral load, other factors—such as the ability to
release aerosols, the nature of symptoms and social mixing pat-
terns—may modulate contagiousness. Here, to gain further insight
into these issues, we conducted a retrospective, single-centre study
involving a substantial cohort of SARS-CoV-2-infected children and
adults who were either asymptomatic or symptomatic, non-
hospitalized cases.

Methods
Patients and specimens

A convenient sample was used consisting of 1184 consecutive
subjects (256 children and 928 adults, 520 males and 664 females)
testing positive for SARS-CoV-2 RNA in nasopharyngeal exudates
(NPs) between June 2020 and January 2021. The subjects either
presented with symptoms compatible with COVID-19, including
one or more of the following: fever, dry cough, rhinorrhoea,
dyspnoea, myalgia, fatigue, anosmia, ageusia, odynophagia, diar-
rhoea, conjunctivitis, and cephalea (none requiring hospitalization)
or they were asymptomatic close contacts of COVID-19 patients, as
previously defined [15], at the time of RT-PCR testing. A total of 967
participants (154 children and 813 adults) were sampled at primary
health centres belonging to the Health Department Clinico-Mal-
varrosa, Valencia (Spain), while 217 (102 children and 115 adults)
were sampled at the Emergency Department of Hospital Clinico
Universitario of Valencia. The current study was approved by the
Research Ethics Committee of Hospital Clinico Universitario
INCLIVA (March 2020). The requirement to obtain informed con-
sent was waived by the Ethics Committee.

SARS-CoV-2 RNA testing

NPs were collected by trained nurses at sampling sites and were
placed in 3 mL of universal transport medium (Becton Dickinson,
Sparks, MD, USA). RT-PCRs were carried out at the Microbiology
Service of Hospital Clinico Universitario within 24 h of specimen
collection. The TagPath COVID-19 Combo Kit (Thermo Fisher Sci-
entific, MS, USA), which targets SARS-CoV-2 ORFlab, N and S genes,
was used following RNA extraction carried out using the Applied
Biosystems™ MagMAX™ Viral/Pathogen II Nucleic Acid Isolation
Kits coupled with Thermo Scientific™™ KingFisher Flex automated
instrument. The AMPLIRUN® TOTAL SARS-CoV-2 RNA Control
(Vircell SA, Granada, Spain) was used as the reference material for
estimating SARS-CoV-2 RNA load (in copies/mL, taking RT-PCR CTs
for the N gene) [16,17].

1858.e2
RT-PCR (-glucuronidase RNA testing

We amplified the B-glucuronidase (GUSB) housekeeping gene to
assess specimen cellularity in selected specimens, following a
previously published protocol [ 18]. In brief, RNA was extracted from
the NP using the DSP virus Pathogen Minikit on the QiaSymphony
Robot instruments (Qiagen, Valencia, CA), reverse-transcribed to
complementary DNA, and subsequently amplified by using the
HEQC one-step kit (Seqplexing, Valencia, Spain) in the LightCycler
480 Real-Time PCR System Version Il (Roche Diagnostics,
Pleasanton).

Statistical methods

Differences between medians across groups were compared in a
pairwise fashion using the non-parametric Mann—Whitney U-test,
given that SARS-CoV-2 RNA loads were non-normally distributed.
Spearman's rank test was used to test the association between age
and SARS-CoV-2 RNA load. Two-sided exact p-values were reported;
p < 0.05 was considered statistically significant. The analyses were
performed using SPSS version 20.0 (SPSS, Chicago, IL, USA).

Results
Study groups

Participants were paediatric individuals (<18 years, n = 256,
21.6%) aged a median of 12 years (range 0—18 years), or adults
(>18 years, n = 928, 78.3%) aged a median of 37 years (range
19—93 years). A total of 424 subjects (121 children, 303 adults)
presented with symptoms compatible with COVID-19. Specimen
collection was carried out at a median of 2 days (range 0—10 days)
and a median of 3 days (range 0—10 days) after the onset of symp-
toms in children and adults, respectively. A total of 760 participants
(135 children and 625 adults) were close contacts of COVID-19 pa-
tients and asymptomatic at the time of testing positive by RT-PCR for
the first time. No information was available on our database
regarding whether these latter individuals were household or non-
household contacts or whether or not they developed symptoms
later on. NP specimen collection in contacts was prescribed at the
discretion of either the physician in charge of the index case or local
health authorities, and was performed at a median of 7 days (range
1-10 days) after diagnosis of the presumed index case, in both
children and adults. Initial SARS-CoV-2 RNA loads were used
throughout the current study for comparison purposes.

SARS-CoV-2 RNA load in paediatric and adult COVID-19 patients

We first compared initial SARS-CoV-2 RNA load in NP from
symptomatic paediatric and adult patients. The data are shown in
Fig. 1A. The range of SARS-CoV-2 RNA loads appeared comparable
between children and adults. Median viral RNA load in children
(6.98 logqp copies/mL) was lower than that in adults (7.14 logqo
copies/mL), although the difference did not reach statistical sig-
nificance (p 0.094).

We next compared the initial SARS-CoV-2 RNA load in children
and adults by time of NP sampling after symptom onset. SARS-CoV-
2 RNA load peaks soon after or at the time of symptom onset, or less
commonly at day 3—5 of illness (see Cevik et al. for a systematic
review and meta-analysis [19]). We arbitrarily split each patient
group into two subgroups (within 2 days/>3 days after symptom
onset). SARS-CoV-2 RNA load was significantly higher in NP spec-
imens collected within 2 days after onset of symptoms than in
those obtained later on, in both children (median 7.46 log1o copies/
mL versus 5.17 logio copies/mL, p < 0.001) and adults (7.81 logig
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Fig. 1. Overall initial severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) RNA loads in nasopharyngeal specimens from children and adults with coronavirus disease
2019 (COVID-19). Medians are indicated by midlines; the top and bottom edges of boxes represent the interquartile range (IQR). Whiskers indicate the upper and lower values. The
number of patients in each group as well as p values for comparisons between groups (median SARS-CoV-2 RNA levels) are shown.

copies/mL versus 6.45 logqo copies/mL, p 0.002) (Fig. 2). Interest-
ingly, SARS-CoV-2 RNA load measured within 2 days after symptom
onset was comparable (p 0.26) between children and adults,
whereas those determined at later times (>3 days) were signifi-
cantly lower in children (p 0.002).

Finally, as shown in Fig. 3A and B, no correlation was found
between initial SARS-CoV-2 RNA loads and patient age, for either
children (p 0.008, p 0.93) or adults (p 0.005, p 0.92). Further results
across age groups are shown in the Supplementary Material.

SARS-CoV-2 RNA load in asymptomatic children and adults

A wide range of SARS-CoV-2 RNA loads were detected in
asymptomatic children and adults (Fig. 4). SARS-CoV-2 RNA loads
in asymptomatic children (median 6.20 logo copies/mL) and adults
(6.48 logip copies/mL) were comparable in magnitude (p 0.97).
Moreover, no correlation was found between age and SARS-CoV-2
load (p 0.066, p 0.44 for children and p 0.020, p 0.62 for adults)
(Fig. 3C and D).

Comparison of URT SARS-CoV-2 RNA load in symptomatic versus
asymptomatic children and adults

Children with COVID-19 symptoms displayed slightly higher
SARS-CoV-2 RNA load than their asymptomatic counterparts
(Fig. 5A), although statistical significance was not reached (p 0.61).
In adults, median estimated SARS-CoV-2 RNA load was significantly

higher in symptomatic than asymptomatic subjects (p < 0.001)
(Fig. 5B).

Inference of the percentage of children and adults presumably
shedding infectious virions

We previously reported that SARS-CoV-2 could not be cultured
from NP specimens returning Cr > 25 (<5.9 log1g copies/mL) by the
TaqPath COVID-19 RT-PCR [16]. We investigated the distribution of
specimens yielding Cr < 25 across children and adults. The data are
shown in Supplementary Material Fig. S1. Overall, the percentage of
NP specimens returning SARS-CoV-2 N RT-PCR Cis below the
abovementioned threshold was similar for symptomatic children
and adults (p 0.28) and was also comparable between asymptom-
atic children and adults (p 0.87). Among children, that percentage
was higher for those aged under 3 years, although the difference
was not statistically significant (p 0.22). For most age groups the
percentage was higher in symptomatic subjects than in asymp-
tomatic ones, although these differences did not reach statistical
significance (p > 0.5).

Assessment of the cellularity of NP specimens collected from
pediatric and adult participants

To assess the quality of NP specimens collected from children
and adults regarding cellularity, we randomly selected 30 samples
from each population group (n = 60) that were matched in SARS-
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Fig. 2. Initial severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) RNA
loads in nasopharyngeal specimens from children and adults with coronavirus disease
2019 (COVID-19) according to the time of sampling after symptom onset. Medians are
indicated by midlines; the top and bottom edges of boxes represent the interquartile
range (IQR). Whiskers indicate the upper and lower values. The number of patients in
each group as well as p values for comparisons between groups (median SARS-CoV-2
RNA levels) are shown.

CoV-2 RNA load (median 5.70 logjo copies/mL, range 3.5—11.6 logo
copies/mL in specimens from children; median 6.60 logg copies/
mL, range 2.2—10.9 logip copies/mL in specimens from adults; p
0.99). These specimens were assayed with an in-house-designed
RT-PCR amplifying the housekeeping GUSB gene. The Cr of NP
samples obtained from children and adults did not differ signifi-
cantly (median Ct 28.1, range 24.8—32.7, and median Ct 29.0, range
25.2—31.7, respectively, p 0.3), suggesting that SARS-CoV-2 RNA
loads measured in the two population groups were not biased by
differences in cellularity across NP specimens.

Discussion

Several major findings arose from the current study. First,
overall there was no significant difference in URT SARS-CoV-2 RNA
load at the time of presentation between COVID-19 paediatric and
adult patients. Furthermore, the percentage of NP specimens
potentially yielding infectious virions, as previously estimated [16],
was similar across children and adults. Interestingly, a subanalysis
categorizing patients by time to specimen collection from symptom
onset revealed that SARS-CoV-2 RNA loads in children and adults
were comparable at early times (within 2 days), when peak levels
are likely to be reached [19], but were significantly lower in chil-
dren after day 2, suggesting a faster URT SARS-CoV-2 RNA clearance
rate in children. In accordance with our data, Baggio et al. [11]
found similar estimated SARS-CoV-2 viral loads in children and
adults sampled within the first 5 days after onset of symptoms.
Likewise, Heald-Sargent et al. [9] found that preschool- and school-
aged children sampled within 1 week after symptom onset display
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SARS-CoV-2 RNA loads similar to those of their adult counterparts.
In contrast, a slightly lower SARS-CoV-2 RNA load in children than
in adults was reported in a German study [8]; however, information
on symptom onset was not provided [8].

Consistent epidemiological evidence suggesting a less signifi-
cant role of children as main drivers of SARS-CoV-2 spread in the
community, as compared to adults, has been published [20—23].
Our data do not necessarily challenge this assumption, as onward
transmission may not be associated only with the magnitude of
SARS-CoV-2 RNA load in the URT [2—5,10,13], but also with the
nature of symptoms (cough is less likely to develop in children
compared to adults), lung capacity, and the ability to release aer-
osols—which seems to be lower in children than in adults, in
particular in the absence of symptoms [24]—as well as differential
social contacts and mixing patterns. In fact, a recent Danish study
suggested a stronger correlation between age and transmission risk
than between the Cr value and transmissibility [25]. Furthermore,
our finding that SARS-CoV-2 clearance in the URT may proceed at a
faster rate in children compared to adults gives further support to
this argument.

Second, pairwise comparison analyses revealed no significant
differences in SARS-CoV-2 RNA load across age groups, in either
symptomatic children or adults; in children, a similar conclusion can
be derived from the study by Kociolek and colleagues [12]. In
contrast, age-related differences in SARS-CoV-2 RNA load have been
reported previously in children [9,10]; specifically, young children
(<5 years old) had significantly lower median SARS-CoV-2 RT-PCR Cr
values than older children and adults. Differences in sampling times
across these studies may account for the discrepancy.

Third, SARS-CoV-2 transmission to susceptible individuals from
asymptomatic infected adults has been documented and postu-
lated to facilitate virus dissemination in the community [26,27]. In
fact, it has been estimated that at least 50% of new SARS CoV-2
infections may originate from exposure to individuals with infec-
tion but without symptoms (asymptomatic or pre-symptomatic)
[28]. Yet, data from several studies, including two systematic re-
views [29—32], clearly suggest that asymptomatic patients are
responsible for fewer secondary infections than individuals with
symptoms. Here, in contrast to data reported in previous studies
[33,34], we observed higher viral loads in symptomatic than in
asymptomatic adults; of note, a wide range of SARS-CoV-2 RNA
loads were detected in both asymptomatic children and adults,
likely reflecting the broad spectrum of NP collection times after
exposure to the presumed index case which, it should be noted, was
not dissimilar between children and adults (a median of 7 days,
range 1—10 days after diagnosis of the presumed index case for both
study groups). Our observation is compatible with the above
epidemiological data, given the known link between the magnitude
of SARS-CoV-2 RNA load in the URT and the level of contagiousness
[2—5]. Regarding children, we found nevertheless rather compa-
rable SARS-CoV-2 loads in symptomatic and asymptomatic in-
dividuals, although a subtle trend towards higher viral loads was
seen in the former. Although speculative, dating of symptom onset
could have been more inaccurate in children than in adults,
resulting in delayed testing, well beyond the time at which SARS-
CoV-2 RNA peak load may have been reached. Our data concur
with those of Hurst et al. [35], but contradict those of Kociolek et al.
[12] which clearly pointed to lower SARS-CoV-2 RNA loads in
asymptomatic children than in those with mild to moderate COVID-
19. In this regard, it must be stressed that in our study asymp-
tomatic individuals were tested relatively soon after exposure
(median 7 days), whereas in Kociolek's study the authors admit a
potential population bias towards lower SARS-CoV-2 loads due to
an excessive number of remote infections (>10 days) detected via
screening programmes (i.e. hospital pre-admission).
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Like the majority of commercially available SARS-CoV-2 RT-
PCRs, the RT-PCR assays used in the current study do not co-amplify
a housekeeping gene, thus precluding assessment of sample
cellularity. Given the widely varying quality of NP specimens [18],
which impacts significantly on estimated SARS-CoV-2 RNA loads
[36], we compared a randomly selected set of NP specimens from
children and adults for their cellular content using a housekeeping-
gene RT-PCR set in parallel. We found overlapping Crs in samples
from both subject groups, making it unlikely that differences in
cellularity had a major impact on our results. However, only a small
number of NP specimens was screened for their cellular content.

The current study has several limitations. First, dissimilarities in
the timing of NP collection across symptomatic and asymptomatic
individuals may have blurred true differences in SARS-CoV-2 RNA
load across groups. While the kinetics of SARS-CoV-2 RNA load in
URT has been clearly established in symptomatic individuals, with
viral load peaking around the time of symptom onset [19], it re-
mains to be precisely characterized in asymptomatic subjects. In
fact, a population bias of this cohort towards higher viral loads in
the asymptomatic population group in the current study cannot be
ruled out. Second, participants were categorized as asymptomatic if
they reported to be free of symptoms at the time of positive RT-PCR
testing. We had no data as to their clinical outcome, that is, whether
they were presymptomatic at the time of sampling or developed
symptoms afterwards. Third, only initial SARS-CoV-2 loads were
taken into consideration in the analyses, so that we could not have
captured the true virus replication rate on an individual basis.
Fourth, no attempt was made to subcategorize individuals ac-
cording to their baseline medical condition.
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shown.

Conclusion

In summary, URT SARS-CoV-2 RNA loads in non-hospitalized
COVID-19 or asymptomatic COVID-19 children of all ages were
not significantly different from viral loads seen in adults; however,
URT SARS-CoV-2 shedding may be shorter in children than in
adults. Nevertheless, it is important to note that onward trans-
mission is not only associated with the magnitude of SARS-CoV-2
RNA load in the URT.
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Initial viral load and decay kinetics of SARS-CoV-2 )

lineage B.1.1.7 in the upper respiratory tract of adults =y
and children

Dear Editor,
We read with interest the systematic review published by

Walsh et al. in the Journal of Infection,! focusing on the dynam-
ics of SARS-CoV-2 RNA at the upper respiratory tract (URT). In

this context, a novel SARS-CoV-2 variant lineage (B.1.1.7), first de-
tected in the UK at the end of 2020 has transmission advantage
over other lineages.? Increased transmissibility of the B.1.1.7 vari-
ant has been linked to enhanced ACE2 affinity> allegedly result-
ing in higher viral loads in URT, an observation that has been
reported in some,>® but not all’ large series published to date.
In addition, longer duration of SARS-CoV-2 RNA shedding in URT
has been reported in individuals infected by the B.1.1.7 variant as
compared to controls;® if proven, this may have important impli-
cations regarding isolation policies. The current retrospective, ob-
servational study was undertaken to gain further insight into the
above issues. It included a convenience sample of 990 individuals
(799 aged >18 years; 507 females) testing positive for SARS-CoV-
2 RNA in nasopharyngeal specimens (NP) by the TagPath COVID-
19 Combo Kit (Thermo Fisher Scientific, MS, USA) between June
2020 and April 2021. The study was approved by INCLIVA Re-
search Ethics Committee. A total of 338 subjects (median age, 38
years; range, 1-93 years) were infected by the SARS-CoV-2 lin-
eage B.1.1.7 (179 had COVID-19-Supplementary Table 1). The study
included a control group of 652 individuals, 339 presenting with
COVID-19 (median age, 40.6 years; range, 0-95 years) infected by
other variants, of which 390 were characterized by whole-genome
sequencing (Supplementary Table 2). Individuals belonging to the
control group were matched with the B.1.1.7 group for sex and
age. Among patients with COVID-19, the time from symptoms on-
set to RT-PCR testing was 5 days (range, 1-10 days) in the B.1.1.7
group and 4 days (range, 1-10 days) in the control group, with no
differences between children and adults. As for asymptomatic in-
dividuals (140 infected by the B.1.1.7 variant), RT-PCR testing was
performed within the first 10 days since diagnosis (for household)
or contact with (for non-household) the index case in individuals
from both groups. A total of 1152 NP specimens (median 1 speci-
men/patient; range, 1-3) were included in the analyses described
below.

We found that SARS-CoV-2 B1.1.7-infected individuals displayed
initial NP viral loads around 1 log;g higher than controls (median,
7.6 logyo copies/ml; range, 3.3-12.1 vs. 6.8 logy copies/ml; range,
2.4-13.1; P < 0.001), a figure that concurs remarkably with that
observed by Jones et al.,* and overall support previous observa-
tions>~% reported in studies involving large cohorts, that were nev-
ertheless poorly defined regarding subject age, individual clinical
condition at diagnosis, timing of URT specimen collection or all of
the above. A subanalysis including only SARS-CoV-2 B1.1.7-infected
individuals as confirmed by whole-genome sequencing (n = 108)
yielded comparable results (P < 0.001) (not shown). A novel ob-
servation was that the difference in viral load between B.1.1.7 and
non-B.1.1.7 infected individuals remained significant (P < 0.001) for
adults (Fig. 1B), but not for children (P = 0.41) (Fig. 1C). When
symptomatic patients infected by either the B.1.1.7 or other vari-
ants were analyzed separately, initial viral loads were also higher
(P = 0.04) for adults (Fig. 1D), but again not (P = 0.16) for chil-
dren (Fig. 1E), although a trend towards higher viral loads was no-
ticeable in B.1.1.7 infected subjects. We hypothesize that a more
robust early innate immune response to SARS-CoV-2 in children
as compared to adults may minimize the apparent replicative ad-
vantage of the B.1.1.7 variant over other less transmissible ones.’
Likewise, Asymptomatic adults infected by the B.1.1.7 variant had
higher initial SARS-CoV-2 RNA loads (P = 0.02) than controls
(Fig. 1F).

It is of interest that SARS-CoV-2 RNA loads measured in the
comparison groups were unlikely to be biased by differences in
cellularity across NP specimens, as determined by amplification of
the B-glucuronidase housekeeping gene by RT-PCR' in 50 ran-
domly selected participants (24 infected by the B.1.1.7 variant and
26 from controls). In fact, median C; was similar (P = 0.43) be-
tween NP samples in both groups (not shown).
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Fig. 1. Whisker plots depicting initial SARS-CoV-2 RNA loads in nasopharyngeal specimens from individuals infected by either the B.1.1.7 variant or other variants. Participants
were sampled at either primary care centers affiliated to the Clinico-Malvarrosa Health Department, which attends 350,000 inhabitants in Northwest Valencia (Spain), or at
its tertiary reference hospital (Hospital Clinico Universitario de Valencia, Spain-HCU-). NP were collected by trained nurses, placed in 3 ml of Universal Transport Medium
(UTM, Becton Dickinson, Sparks, MD, USA) and delivered to the Microbiology Service of HCU for testing. Specimens were analyzed by RT-PCR within 24 h of receipt. We
used the TagPath COVID-19 Combo Kit (Thermo Fisher Scientific, MS, USA), which targets SARS-CoV-2 ORFlab, N and S genes, following RNA extraction carried out by using
the Applied Biosystems™ MagMAX™ Viral/Pathogen II Nucleic Acid Isolation Kits coupled with Thermo Scientific™ KingFisher Flex automated instrument. The AMPLIRUN®
TOTAL SARS-CoV-2 RNA Control (Vircell SA, Granada, Spain) was used as the reference material for estimating SARS-CoV-2 RNA load (in copies/mL, taking RT-PCR Cr for
the N gene). The B.1.1.7 lineage was confirmed by whole-genome sequencing in 108 cases, whereas in the remaining 230 it was inferred by S-gene target failure (SGTF)
in the RT-PCR as within the timeframe of specimen collection (mid-February-April 2021) more than 95% of SGTFs detected in the Clinico-Malvarrosa Health Department
belonged to that lineage (not shown). Control individuals were sampled before the SARS-CoV-2 B1.1.7 variant was first detected in our Health Department in early January
2021. Moreover, the SARS-CoV-2 RNA S-gene was detected in NP from all these participants. The data are depicted for all participants (A); adults (B), children (<18 years old)
(C); adults with COVID-19 (D); children with COVID-19 (E) and asymptomatic adults (F). The absence of non-B.1.1.7-infected asymptomatic children in the cohort precluded
meaningful comparison of viral loads between these individuals and those infected by other variants. Differences between medians were compared using the Mann-Whitney
U test. The Chi-squared test was used for frequency comparisons. Two-sided P-values < 0.05 were considered statistically significant. Statistical analyses were performed
using the SPSS v.25 program. P values for comparisons across groups are shown.
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Fig. 2. Kinetics of SARS-CoV-2 RNA load in nasopharyngeal specimens from indi-
viduals either infected by the B.1.1.7 variant (A) or by other variants (B) through
week 3 after diagnosis of SARS-CoV-2 infection. Trajectories of SARS-CoV-2 RNA
load in URT were classified as rising or decreasing, as the variation in the viral
load between consecutive specimens was > or <0.5 log; copies/ml (upper limit
of intra-assay logo variation), respectively. SARS-CoV-2 RNA half-life in the upper
respiratory tract from individuals either infected by the B.1.1.7 variant or by other
variants (C). The kinetics of SARS-CoV-2 RNA clearance followed a logarithmic de-
cay curve in most individuals, expressed by the equation y.=yoe ", where y, is
the initial SARS-CoV-2 RNA load, t is time of follow-up specimen sampling since
diagnosis (initial RT-PCR result) and k is the decay constant. SARS-CoV-2 RNA load
half-life was then calculated using the equation In2/k. SARS-CoV-2 RNA half-life in
URT was calculated only for individuals (25 infected by the B.1.1.7 variant and 56
controls) that met two criteria: (i) displaying a descending trajectory throughout
the study period (three weeks); (ii) the follow-up specimen used for calculations
was collected within 4-10 days after the initial one. P value for comparisons across
groups is shown.

A total of 162 participants (51 infected by the B.1.1.7 variant
and 111 controls), had 2 or more follow-up NP specimens collected
within 3 weeks after diagnosis of SARS-CoV-2 infection. As shown
in Fig. 2, decreasing viral loads were observed in most participants,
regardless of whether they were infected with the B.1.1.7 variant
(2A) or not (2B). SARS-CoV-2 RNA half-life in URT could be cal-
culated for 25 individuals infected by the B.1.1.7 variant and 56
controls. Most individuals in both comparison groups were adults
and were matched (P > 0.5) by sex, the presence or absence of
symptoms, hospitalization (Supplementary Table 3) and age (me-
dian, 38 years in both groups). As shown in Fig. 2C, SARS-CoV-2
RNA load half-life was similar (P = 0.18) among groups (B.1.1.7 in-
fected: median 1.54 days; range, 0.5-17 days; controls: 2.42 days;
range, 0.27-36 days). In contrast to our findings, Calistri et al.® re-
ported longer persistence of SARS-CoV-2 RNA in NP specimens in
individuals infected with the B.1.1.7 variant (median 16 days) com-
pared to controls (median 14 days). Nevertheless, the major draw-
backs of that study were the lack of information on clinical status
of participants and the absence of sequential specimens collected
on an individual basis.

The current study has several limitations, most notably its ret-
rospective design, the lack of follow-up specimens from many par-
ticipants, the low numbers of children with B.1.1.7 symptomatic in-
fection and with non-B.1.1.7 asymptomatic infection and the lack of
precise information on the timing of specimen collection in asymp-
tomatic subjects following contact with the index case. Further-
more, the number of individuals from whom viral load half-life
could be calculated was limited.

In summary, our data support that initial SARS-CoV-2 load is
higher in B.1.1.7-infected adult individuals than in those infected by
other variants, regardless of presence or absence of symptoms, but
not in symptomatic children. Nevertheless, the data did not suggest
an extended duration of SARS-CoV-2 RNA shedding in the URT in
individuals infected with the B.1.1.7 variant.
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Evidence of the reduction of acute circulating )

communicable viruses during the SARS-CoV-2 pandemic =y
in London

Dear Editor,

We read with interest the report by Poole and colleagues who
found a sharp reduction in non-SARS-CoV2 respiratory virus in-
fection during the COVID-19 pandemic.! To confirm these findings
in children as well as adults, and to investigate the effect of the
COVID-19 pandemic on gastrointestinal and varicella zoster virus
infections, we undertook a review covering two, large hospitals in
London: The Royal Free Hospital (RFH; a large teaching hospital in
north London) and Great Ormond Street Hospital (GOSH; a special-
ist hospital for children in central London). We used a retrospec-
tive observational design and included all ‘first positive’ reverse
transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) test results be-
tween April 2019 and March 2021 for respiratory viruses (influenza
A and B and respiratory syncytial virus (RSV) at RFH and GOSH,
with parainfluenza, enterovirus and adenovirus also included from
GOSH) and gastrointestinal viruses (norovirus at both RFH and
GOSH, with other enteric viruses included at RFH (sapovirus, ro-
tavirus, adenovirus and astrovirus), and varicella zoster virus re-
sults from RFH.

Comparing pre-pandemic (April 2019-March 2020) with pan-
demic periods (April 2020-March 2021) there was an 87.5% reduc-
tion in positive tests for gastrointestinal viruses at RFH and GOSH
(585 vs. 73; Fig. 1) and a 62.2% reduction in paediatric respira-
tory viruses at GOSH (2381 vs. 899; Fig. 2). We observed 53.8%
reduction in varicella at RFH (65 vs. 30), with the mean monthly
number of cases being 5.4 pre-pandemic and 2.7 during the pan-
demic. There was also a 98.8% reduction in respiratory viruses at
RFH (969 vs. 12), however due to the pandemic, demand manage-
ment of all RT-PCR tests was implemented from October 2020, lim-
iting direct comparisons.

Further analysis is needed to infer causality however the
markedly shorter and less severe flu influenza epidemic and rapid
decline in respiratory viruses coincide with the introduction of
the wide range of non-pharmaceutical public health interventions
(NPI) such as: movement restrictions, social distancing, face cov-
erings and increased personal hygiene.? It's also possible that the
introduction of restrictions including the reduction in global travel
may have a part to play. There is also the question of viral inter-
ference during a pandemic. However, the evidence we present here
suggests the COVID-19 pandemic has had a profound effect on cir-
culating varicella, gastrointestinal, respiratory viruses in the popu-
lations covered by two large hospitals in London.

These findings support the growing evidence base covering a
range of localities around the world. Data from the WHO Global In-
fluenza Surveillance and Response system shows that across coun-
tries in the Southern Hemisphere there has been little Influenza
activity since mid-April 2020, despite increased testing in some
countries.® In the UK, Public Health England (PHE) have also re-
ported that circulating seasonal respiratory viruses, other than
SARS-CoV-2 was similar overall compared to levels reported in re-
cent years with lower levels of Respiratory Syncytial Virus (RSV)
seen than in previous seasons in England.* A significant reduction
in RSV cases have also been shown in Australia.’ In one area of
the UK, rhinovirus detection in adults admitted to hospital was sig-
nificantly lower in summer 2020 compared to 2019, however this
increased once schools reopened in September 2020.5

There is also evidence of reduced circulation of enteric viruses.
PHE has reported an 89% reduction in reported cases of norovirus
and rotavirus during the seasons affected by the pandemic, when
compared to the average of 2015-2020 seasons. / A German study
has shown an almost complete reduction in positive norovirus
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RNA viral loads of SARS-CoV-2 Alpha and Delta variants in @)

nasopharyngeal specimens at diagnosis stratified by age, &=
clinical presentation and vaccination status

Dear Editor,

The SARS-CoV-2 Delta (B.617.2) variant has rapidly replaced the
Alpha variant to become dominant in many European countries in-
cluding Spain'. The Delta variant, which accumulates several Spike
(S) mutations that increase virus binding to ACE2 (i.e. L452R and
P681R), appears to outperform Alpha in terms of replication ef-
ficiency in the respiratory tract,? allegedly resulting in higher vi-
ral loads and enhanced transmissibility.>-* Interestingly, Ong et al.?
in a cohort of adults among which Delta variant cases were un-
derrepresented (8%), reported comparable SARS-CoV-2 Delta and
Alpha RNA loads in nasopharyngeal specimens (NP) at the time
of SARS-CoV-2 infection RT-PCR diagnosis. This observation clearly
contrasts with data reported in other studies®®-° which consis-
tently show higher viral RNA loads for the Delta variant in the
upper respiratory tract. None of the above studies®®~9 seemingly
matched participants infected with the Delta or Alpha variant for
presence of one or more of the following parameters, all with a po-
tential impact on results: presence or absence of COVID-19 symp-
toms, demographics, time to testing from symptoms onset (or in-
dex case contact in asymptomatic subjects) or vaccination status.
To gain further insight into this issue, we conducted a retrospec-
tive, observational study with a convenience sample of 545 par-
ticipants of whom 295 (149 male; 231, adults; median age, 39
years; range, 1-93) and 250 (125 male; 128 adults; median age 22
years; range, 0-96) had been infected by the Alpha and Delta vari-
ants, respectively, as documented by whole-genome sequencing,'®
variant-specific RT-PCR (SARS-CoV-2 PCR Variant, Ascires, Sistemas
Gendmicos, Valencia, Spain), or inferred by S-gene target failure
(SGTF) in the RT-PCR for the Alpha variant.'? All cases due to
the Alpha variant occurred in unvaccinated participants between
February-May 2021, whereas 51/250 represented SARS-CoV-2 Delta
breakthrough infections in fully vaccinated adults (diagnosed at
least after 15 days after vaccine schedule completion) between
May and July 2021. The study was approved by the INCLIVA Re-
search Ethics Committee, and informed consent was waived due to
its retrospective nature. SARS-CoV-2 RNA viral loads in NP were es-
timated by using the TagPath COVID-19 Combo Kit (Thermo Fisher
Scientific, MS, USA) calibrated to the AMPLIRUN® TOTAL SARS-
CoV-2 RNA Control (Vircell SA, Granada, Spain).'”

We initially compared NP viral RNA loads in COVID-19 non-
vaccinated individuals stratified by age (children, <18 years/adults)
and time since symptoms onset (arbitrarily defined as 0-2, 3-7, or
> 8 days). As shown in Fig. 1, a trend towards higher viral RNA
loads was seen for the Delta variant in both adults and children
within 2 days after symptoms onset (P = 0.27 and P = 0.26, re-
spectively), but not afterwards. Nonetheless, a wide range of vi-
ral RNA loads (3.-> 11.0 logg copies/ml) was observed in indi-
viduals in comparison groups. In participants asymptomatic at the
time of RT-PCT testing, SARS-CoV-2 RNA loads were notably higher
for the Delta than the Alpha variant, in both adults (median, 1.5
logyo higher) and children (median, 1.7 log,o higher) (P = 0.08 and
P = 0.01, respectively).

Note that asymptomatic individuals in comparison groups were
matched for time elapsed from diagnosis of the index case to
RT-PCR testing (within 7 days, as per protocol). Unfortunately, no
data were available regarding as to how asymptomatic infections
evolved over time.

As can be seen in Fig. 2, the slope of the regression line best fit-
ting SARS-CoV-2 RNA load decay in COVID-19 patients was slightly
higher overall for the Delta than for the Alpha variant, irrespective
of participant age (not shown). Although speculative, the above
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Fig. 1. Initial SARS-CoV-2 RNA loads in nasopharyngeal specimens from unvaccinated individuals infected by either Alpha (B.1.1.7) or Delta (B.1.617.2) variants. The Alpha
lineage was confirmed by whole-genome sequencing in 108 cases, whereas in the remaining 230 it was inferred by S-gene target failure (SGTF) in the RT-PCR, as more than
95% of SGTFs detected in the Clinico-Malvarrosa Health Department belonged to that lineage within the timeframe of specimen collection (not shown). The Delta lineage
was confirmed by whole-genome sequencing (n = 138) or variant-specific RT-PCR (n = 61). Whisker-plots of SARS-CoV-2 RNA loads in NP by time of sampling relative
to symptoms onset are displayed separately for adults (A) and children (B). Whisker-plots of SARS-CoV-2 RNA loads in NP for asymptomatic participants are also shown
separately for adults (C) and children (D). P values are shown for comparisons across groups.
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Fig. 2. Linear regression analysis of initial SARS-CoV-2 RNA loads from individuals infected with COVID by the Delta (A) and Alpha (B) variants according to time of sampling
since symptoms onset. Regression lines best fitting SARS-CoV-2 RNA load decay are depicted.

data could be interpreted as suggesting that peak viral load in NP
may be reached earlier in individuals infected by the Delta variant
than the Alpha variant: even before symptoms onset, which favors
increased transmissibility. In our view the data did not support a
more extended period of viral shedding in the upper respiratory
tract for the Delta variant, as previously suggested.’

We next compared SARS-CoV-2 Delta RNA loads in NP from
non-vaccinated (n = 128) and fully vaccinated adults (n = 51) with
Comirnaty® (n = 27), Spikevax® (n = 9), Janssen® (n = 10), or
Vaxzebria® (n = 5). Time since full-dose vaccination was 51 days
(range, 14 - 177). Overall, SARS-CoV-2 RNA load was found to be
higher in non-vaccinated (n = 128; median, 8.1 log;q copies/ml;
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range, 3.4-11.6) than vaccinated individuals (n = 51; median, 7.8
log,y copies/ml; range 3.0-11.2), although without reaching sta-
tistical significance (P = 0.31). When considering patients with
COVID-19 for the analysis (matched for time since symptoms on-
set: median, 3 days in both groups), a clear trend (P = 0.12) to-
wards higher viral RNA loads was observed in non-vaccinated in-
dividuals (8.1 log;o copies/ml; range, 3.3-11.6) compared with vac-
cinated participants (median, 7.4 logyy copies/ml; range, 3.3-11.2).

In contrast, asymptomatic vaccinated and unvaccinated individ-
uals displayed rather similar viral RNA loads (median, 8.7 logg
copies/ml; range, 3-0-10.9, and median, 8.4 log,y copies/ml; range,
4.0-10.6; P = 0.85). Vaccinated and unvaccinated participants were
matched for sex (P = 0.1, but not age, P = < 0.01). Contradic-
tory data®® have been published on this issue, which are likely
explained by between-study differences regarding time of RT-PCR
testing.

Finally, we showed that initial SARS-CoV-2 RNA loads in NP for
the prototypical B.1.617.2 variant (n = 138) and recently emerged
subvariants (n = 47; AY.4, n = 29, AY.12, n = 9, AY.5, n = 5, AY.9,
n = 3 and AY.3, n = 1) were quite similar when considered in
combination (median, 8.7 log10 copies/ml; range, 4.6-11.6 vs. me-
dian, 8.4 log10 copies/ml; range, 4.0-12.1; P = 0.20). Comparison
groups were matched for sex (P = 0.61), age (P = 0.34), develop-
ment of COVID-19 (P = 0.44), time to NP sampling for both symp-
tomatic and asymptomatic cases (P = 0.80) and vaccination status
(P = 0.20). Of note, no B.1.617.2 subvariants seemed to carry addi-
tional spike mutations (K417N, Y145H and A222V) than might con-
fer partial resistance to vaccine-elicited neutralizing antibodies. In
summary, we found substantially higher NP initial viral loads for
the Delta than the Alpha variant, in particular during the asymp-
tomatic phase of the infection. Together with the overall lack of
significant differences observed between viral loads in vaccinated
and unvaccinated Delta-infected participants, this may help explain
the epidemiological behavior of the Delta variant.
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Combined kinetic analysis

of SARS-CoV-2 RNAemia,
N-antigenemia and virus-specific
antibodies in critically ill adult
COVID-19 patients

Rosa Costa’?, Juan Alberola?®, Beatriz Olea?, Roberto Gozalbo-Rovira?, Estela Giménez?,
Enric Cuevas-Ferrando?, Ignacio Torres?, Eliseo Albert?, Nieves Carbonell®, José Ferreres*,
Gloria Sanchez?, Jesus Rodriguez-Diaz?, Maria Luisa Blasco* & David Navarro'?**

Combined kinetic analysis of plasma SARS-CoV-2 RNAemia, Nucleocapsid (N)-antigenemia and
virus-specific antibodies may help ascertain the role of antibodies in preventing virus dissemination

in COVID-19 patients. We performed this analysis in a cohort of 71 consecutive critically ill COVID-19
patients (49 male; median age, 65 years) using RT-PCR assay, lateral flow immunochromatography
method and receptor binding domain (RBD) and N-based immunoassays. A total of 338 plasma
specimens collected at a median of 12 days after symptoms onset were available for analyses. SARS-
CoV-2 RNAemia and N-antigenemia were detected in 37 and 43 specimens from 26 (36.5%) and 30
(42.2%) patients, respectively. Free RNA was the main biological form of SARS-CoV-2 found in plasma.
The detection rate for both viral components was associated with viral load at the upper respiratory
tract. Median time to SARS-CoV-2-RBD antibody detection was 14 days (range, 4-38) from onset of
symptoms. Decreasing antibody levels were observed in parallel to increasing levels of both RNAemia
and N-antigenemia, yet overall a fairly modest inverse correlation (Rho=-0.35; P<0.001) was seen
between virus RNAemia and SARS-CoV-2-RBD antibody levels. The data cast doubts on a major
involvement of antibodies in virus clearance from the bloodstream within the timeframe examined.

SARS-CoV-2 seemingly replicates in a wide variety of organs and tissues, which contributes towards explaining
the multisystemic nature of COVID-19'. A plausible pathogenic scenario is that following initial replication in
the respiratory tract, SARS-CoV-2 surpasses the epithelial barrier and disseminates through the bloodstream,
reaching extrapulmonary sites®. Supporting this view, apparently intact virions have been identified in plasma
pellets from COVID-19 patients using electron tomography and immunostaining®; however, SARS-CoV-2 has
never been cultivated from plasma specimens®. Furthermore, virus RNAemia, antigenemia (nucleocapsid-N-
or Spike-S) or both are frequently detected in COVID-19 patients, at a rate modulated by the sensitivity of the
analytical methods employed and notably by disease severity*~'%. In this latter regard, it has been shown that
detection of either of these viral components within the first two weeks after SARS-CoV-2 infection diagnosis
is associated with intensive care unit (ICU) admission, need for invasive mechanical ventilation, multiple organ
failure and mortality rate®'.

Functional antibodies, especially those displaying virus neutralization capacity, may contribute to SARS-
CoV-2 clearance from the bloodstream'?, thus minimizing virus dissemination. If this assumption holds true,
circulating antibody levels relatively early after infection may serve as a surrogate marker for poor clinical
outcomes. In this setting, contradictory data have been published on the relationship between serum levels of
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Variable no. (%)
Gender

Male 49 (69.1)
Female 22 (30.9)
Acute physiology and chronic health evaluation (APACHE) II score

<10 14 (19.7)
10-14 26 (36.6)
15-29 31 (43.7)
Comorbidities

Diabetes mellitus 17 (23.9)
Asthma/chronic lung disease 11 (15.5)
Hypertension 32 (45.0)
Obesity 38(53.5)
Chronic heart disease 9(12.6)
Vascular disease 7(9.8)
Cancer 3(4.2)
Hematologic disease 3(4.2)
Number of comorbidity conditions

One 22 (31.0)
Two or more 32 (45.0)
None 17 (24.0)
Oxygenation and ventilator support

Invasive mechanical ventilation 63 (88.7)
PiO,/FiO, < 150 mmHg 57 (80.2)
Acute kidney disfunction 17 (23.9)
Antiviral or anti-inflammatory treatment

Remdesivir 15 (21.1)
Corticosteroids 70 (98.5)
Tocilizumab 27 (38.0)

Table 1. Clinical characteristics of the study population at Intensive Care Unit admission.

antibodies with either neutralizing or uncharacterized functions and the magnitude of SARS-CoV-2 RNAemia
and N-antigenemia®*!1013141617.20-23 Ty ghed light in this issue, here we conducted a combined kinetic analysis
of SARS-CoV-2 RNAemia, N-antigenemia and virus-specific antibodies in sequential plasma specimens from
a relatively homogeneous cohort of critically ill adult COVID-19 patients. To enhance data interpretation, we
also sought to elucidate the biological form of SARS-CoV-2 present in blood.

Material and methods

Patients and specimens. In this prospective observational study, 71 consecutive critically ill COVID-
19 patients (49 male and 22 female; median age, 65 years; range, 21-80 years) were enrolled between October
2020 and February 2021 (Table 1). These patients belonged to a previously reported cohort®!®, of which two
participants could not be included herein due to the lack of data on SARS-CoV-2 antibodies. Plasma specimens
were obtained on a weekly basis after ICU admission, when possible, by centrifugation of whole blood EDTA
tubes, cryopreserved and retrieved for the analyses described below. Medical history and laboratory data were
prospectively recorded. The current study was approved by the Research Ethics Committee of Hospital Clinico
Universitario INCLIVA (May, 2020). All experiments were performed in accordance with relevant local guide-
lines and regulations. Informed consent was obtained from all participants, either on the hospital ward or at the
time of ICU admission.

Detection of SARS-CoV-2 RNA in nasopharyngeal specimens and plasma by RT-PCR. Naso-
pharyngeal specimens (NP) collected in 3 ml of Universal Transport Medium (UTM, Becton Dickinson, Sparks,
MD, USA) were analyzed by RT-PCR within 24 h of receipt. The TagPath COVID-19 Combo Kit (Thermo
Fisher Scientific, MS, USA) was used, following RNA extraction carried out by using the Applied Biosystems™
MagMAX"™ Viral/Pathogen II Nucleic Acid Isolation Kits coupled with the Thermo Scientific™ KingFisher Flex
automated extraction instrument. Nucleic acid was extracted from plasma (400 pl) with the Abbott mSample
Preparation System DNA kit (Abbott Molecular, Des Plaines, IL, USA) on the Abbott m2000sp platform (Abbott
Molecular), while SARS-CoV-2 RNA amplification was carried out using the Abbott RealTime SARS-CoV-2
assay on the m2000rt platform, as previously described®. The limit of detection of the assay for plasma was found
to be approximately 100 copies/ml (95% CI)°. SARS-CoV-2 viral loads in both specimen types were estimated
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using the AMPLIRUN TOTAL SARS-CoV-2 RNA Control (Vircell SA, Granada, Spain)®, and reported as cop-
ies/ml throughout the study.

SARS-CoV-2 RNA-viability RT-qPCR assay. Using a previously published protocol?!, plasma speci-
mens were diluted 1/10 in PBS, pretreated or not at high temperature (95 °C, 10 min) then treated with 5 mM
of platinum chloride (PtCl,) for 30 min at room temperature in DNA LoBind tubes (Eppendorf, Germany) in
an orbital shaker (150 rpm). Viral RNA was then extracted using Maxwell' RSC 16 instrument and Maxwell
RSC Pure Food GMO and authentication kit (Promega, Spain) and amplified by RT-qPCR targeting the N gene
(N1 sequence). SARS-CoV-2 RT-qPCR negative plasma specimens spiked with heat-inactivated SARS-CoV-2
(approximately, 10° gc/mL) were used as controls. Under these conditions, lack of viral RNA amplification in
non-pretreated plasma following PtCl, treatment was interpreted as compatible with presence of free viral RNA
(absence of viable virus) in the specimen.

Detection of SARS-CoV-2 N protein in plasma. The lateral flow immunochromatography (LFIC)
device CLINITEST® Rapid COVID-19 Antigen Test (Siemens, Healthineers, Erlangen, Germany) was used for
detection and grading of SARS-CoV-2 N-antigenemia in plasma specimens, as previously described'®. The ana-
lytical sensitivity of the assay is around 50 pg/ml'®. N-antigen line intensity was scored visually by five research-
ers in the group (RC, BO, EG, IT and EA) using a 3-level scale: 0, negative result; 1+, intensity of test band
lower than control band and 2+, intensity of test band equal to or greater than control line'®. When there was
no consensus on degree of reactivity, the one designated by the majority of observers was taken as the final one.

Antibody detection immunoassays. SARS-CoV-2-RBD-reactive IgG antibodies were quantitated by an
in-house-developed immunoassay using recombinant RBD produced in Sf9 insect cells, following a previously
published protocol®. The chemiluminescent Abbott Alinity SARS-CoV-2 anti-nucleocapsid protein IgG assay
was used to measure (semiquantitative) SARS-CoV-2-N-reactive IgGs.

Statistical methods. Frequency comparisons for categorical variables were performed using Fisher’s
exact test. Differences between medians were compared using the Mann-Whitney U test. Correlations between
variables of interest were calculated by the Spearman Rank test. Two-sided exact P values were reported. A P
value <0.05 was considered statistically significant. The analyses were performed using SPSS version 20.0 (SPSS,
Chicago, IL, USA).

Results

Clinical characteristics of patients. Patients were admitted to ICU at a median of 8 days (range, 2-25)
after onset of symptoms. Most patients eventually required mechanical ventilation (88.7%). Median time of ICU
stay was 19 days (range, 2-67). All patients but one were treated with corticosteroids, whereas remdesivir and
tocilizumab were used in 21% and 38% of patients, respectively.

Detection of SARS-CoV-2 RNAemia and N-antigenemia in the cohort. A total of 338 plasma
specimens from 71 patients (median, 4 samples/patient; range, 1-16) collected following ICU admission were
available for analyses. Overall, the first plasma specimen in these patients was drawn at a median of 12 days
(range, 3-38 days) after symptoms onset. SARS-CoV-2 RNAemia and N-antigenemia were detected in 37 and
43 specimens from 26 (36.5%) and 30 (42.2%) patients, respectively. Since the extent of virus replication in
the upper respiratory tract (URT) may impact on the access of intact virus particles or viral products to the
bloodstream, we investigated whether SARS-CoV-2 RNA load in NPs early following infection (median of
4 days after symptoms onset; range, 1-11) was associated with the likelihood of detecting viral RNAemia and
N-antigenemia. SARS-CoV-2 RNA load estimates in NP specimens at the time of diagnosis were available for
51 of 71, of whom 20 and 22 had detectable viral RNAemia and N-antigenemia, respectively, during follow-up.
In the remaining 20 patients either diagnosis of SARS-CoV-2 infection was made by using N-antigen detection
LFIC tests or RT-PCR Cr values were not available. As shown in Fig. 1, patients developing virus RNAemia and
N-antigenemia exhibited significantly higher viral SARS-CoV-2 RNA load in NP (P=0.009 and P=0.04, respec-
tively) at diagnosis. Moreover, a tentative positive correlation between NP viral loads and viral RNAemia levels
was observed in first positive RT-PCR plasma specimens (Rho=0.42; P=0.1). Notably, neither remdesivir nor
tocilizumab treatment had an impact on the rate of positive SARS-CoV-2 RNAemia (P=0.57 and 0.60, respec-
tively) or N-antigenemia (P=0.58 and P=0.41, respectively).

Dynamics of SARS-CoV-2 RNAemia, N-antigenemia and virus-specific antibodies. Time to
first positive viral RNAemia and N-antigenemia result was 10 days (range, 3-32) and 9 days (range, 3-29),
respectively, since the onset of symptoms. Both virus components were first detected within 16 days after symp-
toms appearance in all but one patient. No sample obtained after day 32 had detectable viral RNAemia or N-anti-
genemia.

SARS-CoV-2-RBD antibodies were eventually detectable in 67 out of the 71 patients, with a median time to
first detection of 14 days (range, 4-38) since onset of symptoms. Of the 4 patients who did not develop measur-
able antibodies, 2 had detectable viral RNAemia and N-antigenemia. Time to first detection of antibodies was
comparable for patients with or without viral RNAemia (P=0.21) and N-antigenemia (P=0.1) and was not
significantly correlated with initial viral load in NP (Rho=0.229; P=0.11). The time course of detection of SARS-
CoV-2 RNAemia, N-antigenemia and RBD-IgG reactive antibodies is shown in Table 2. Note that the number
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Figure 1. Box-plot depicting SARS-CoV-2 RNA load (in copies/ml) in nasopharyngeal specimens at the time
of molecular diagnosis of SARS-CoV-2 infection in critically ill patients with or without subsequent virus
RNAemia (A) or N-antigenemia (B). P values are shown for comparisons.

Combination of qualitative results for SARS-CoV-2
RNAemia or N-antigenemia and anti-RBD IgGs (total no.
of specimens)

Time evolved since symptoms onset

Week 1. no. of specimens

‘Week 2. no. of specimens

Week 3. no. of specimens

> Week 4. no. of specimens

Detection of viral RNAemia and anti-RBD IgG (n=25)

4

12

7

Detection of Detection of viral RNAemia and lack of anti-

(n=22)

RBD IgG (n=12) 5 > 1 1
Absence of viral RNAemia and detection of anti-RBD IgG 4 40 83 145
(n=272)
Absence of viral RNAemia and lack of anti-RBD IgG (n=29) |2 9 4 14
Detection of viral N-antigenemia and anti-RBD IgG (n=24) |6 16 0 2
Detection of viral N-antigenemia and lack of anti-RBD IgG

6 9 2 2
(n=19)
Absence of viral N-antigenemia and detection of anti-RBD 2 36 9 145
IgG (n=273)
Absence of viral N-antigenemia and lack of anti-RBD IgG 1 5 3 13

Table 2. Detection of SARS-CoV-2 RNAemia, N-antigenemia and anti-RBD IgG stratified by time since
COVID-19 symptoms onset in critically ill patients. RBD receptor binding domain.

of plasma specimens in which viral RNAemia or N-antigenemia and anti-RBD IgG antibodies were co-detected
was rather small (25 and 24 samples of 338, respectively).

Overall, specimens containing viral RNA or N protein had significantly lower serum SARS-CoV-2-RBD
antibody levels (Fig. 2) than those in which these viral components were not detected. Moreover, decreasing
antibody levels were observed in parallel to increasing levels of both RNAemia and N-antigenemia (Fig. 3). Yet
overall, a fairly modest inverse correlation (Rho=-0.35; P<0.001) was seen between virus RNAemia and SARS-
CoV-2-RBD antibody levels (Fig. 4).

Data on SARS-CoV-2-N-reactive antibodies were only available for 50 plasma specimens, of which 16 tested
positive by N-antigen LFIC assay. A trend (P =0.16) towards higher N-antibody levels was seen for plasma testing
negative by LFIC assay than in plasma testing positive.

Characterization of the biological form of SARS-CoV-2 RNA in plasma.
specimens from unique patients with detectable SARS-CoV-2 RNAemia (median load, 3.2 log10/ml; range,
3.0-3.8), drawn at a median of 9 days after symptoms onset (range, 3-12), were run on the SARS-CoV-2 RNA-
viability RT-PCR assay. The data are shown in Table 3. The RT-PCR signal was completely abolished following
PtCl, treatment in 6 of the 7 non-pretreated (heated) specimens, whereas in the remaining one (specimen 2,
obtained 3 days after symptoms onset) viral RNA was still detected, albeit at a lower level (approximately 1 log,,).
Treatment of heat-inactivated virus preparations with PtCl, usually resulted in a threefold reduction in the level
of viral RNA detected (not shown). The data thus suggested that viral RNA was likely in a non-capsidated, free
state in the majority of plasma specimens subjected to analysis.

A total of seven plasma
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Figure 2. Box-plot depicting anti-SARS-CoV-2-S (RBD) antibody levels in plasma according to presence or
absence of virus RNAemia (A) or N-antigenemia (B). P values are shown for comparison.
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Figure 3. Box-plot depicting anti-SARS-CoV-2-S (RBD) antibody levels in plasma according to (A) the
magnitude of virus RNAemia (in copies/ml) or (B) N-antigenemia (graded as described in the methods
section).

Discussion

Occurrence of viral RNAemia and N-antigenemia early after SARS-CoV-2 infection has been associated with
poor clinical outcomes, including increased mortality in critically ill COVID-19 patients®~'®. The magnitude of
viral RNAemia and N-antigenemia may reflect the extent to which SARS-CoV-2 is replicating in the respiratory
tract, which may itself impact on the clinical course of infection®. In turn, SARS-CoV-2 specific antibodies may
prevent or minimize infection of extrapulmonary sites by neutralizing free virions in the systemic compartment
and contributing to virus clearance from bloodstream by immunocomplexed viral particles, which are then tar-
geted for degradation by innate immune cells. Although mechanistically plausible, neither of the above assump-
tions have been clearly proven. To address these issues, we investigated the dynamics of SARS-CoV-2 RNAemia
and N-antigenemia relative to that of SARS-CoV-2-specific antibodies, and the influence on these parameters of
viral load in the URT at diagnosis, in a relatively homogeneous cohort of ICU patients. As previously reported®'?,
viral RNAemia and N-antigenemia occurred frequently in our cohort (36.5% and 42.2% of patients respectively),
were first detected relatively early after COVID-19 symptoms onset (within 2 weeks), and were not detectable
beyond day 32 after symptoms onset. In our cohort, the likelihood of detecting either of these viral components
in plasma from ICU patients was directly related to the magnitude of SARS-CoV-2 load in NP at diagnosis. A
similar finding was reported by Le Hingrat et al.’, albeit in a mixed cohort in which ICU patients were under-
represented. Moreover, viral loads in NP and in first RT-PCR positive plasma specimens tended to correlate.
Taken collectively, the data therefore point to a link between extent of virus replication in URT and virus burden
in the blood compartment. Nevertheless, time to seroconversion was not correlated with viral load in NP. This
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Figure 4. Overall correlation between anti-SARS-CoV-2-S (RBD) antibody and SARS-CoV-2 RNA levels in

plasma. Rho and P values are shown.

RT-PCR N1 gene cycle
Patient number/day at which plasma was threshold
drawn after symptoms onset Pre-treatment (95 °C, 10 min) | PtCl, (5 mM) treatment | Replicate 1 | Replicate 2
No 36.5 36.4
No
Yes ND ND
1/5
No 36.4 36.4
Yes
Yes ND ND
No 34.8 35.0
No
Yes 37.3 37.1
2/3
No 349 353
Yes
Yes ND ND
No 345 34.7
No
Yes ND ND
3/7
No 34.9 353
Yes
Yes ND ND
No 34.7 34.1
No
Yes ND ND
4/9
No 35.6 35.9
Yes
Yes ND ND
No 34.7 35.8
No
Yes ND ND
5/12
No 35.8 35.8
Yes
Yes ND ND
No 35.5 35.2
No
Yes ND ND
6/11
No 35.9 36.4
Yes
Yes ND ND
No 36.5 37.7
No
Yes ND ND
7/11
No 36.6 ND
Yes
Yes ND ND

Table 3. RT-PCR viability assay performed with plasma from unique intensive care unit patients. ND not

detected.
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is in contrast to data from a previously published study?, although differences in patient characteristics across
cohorts and notably immunoassays used across the studies may help explain the discrepancy.

Passive transfer of SARS-CoV-2-S-reactive monoclonal antibodies has been shown to mediate virus clearance
from the respiratory tract in both experimental models and humans®**?. Although virus-specific antibodies may
plausibly contribute to SARS-CoV-2 clearance from the bloodstream, this assumption remains to be conclusively
proven. In this context, demonstration of an inverse relationship between serum levels of SARS-CoV-2-reactive
antibodies and the magnitude of SARS-CoV-2 RNAemia could indicate antibody involvement, provided that
mature virus particles enter the blood compartment. Here, the frequency of detection of viral RNA or N protein
in plasma was inversely related to serum SARS-CoV-2-RBD and anti-N antibody levels, respectively, and a trend
towards a quantitative inverse association was observed, yet we found an at best modest (inverse) correlation
between virus RNAemia and SARS-CoV-2-RBD antibody levels. Use of a semiquantitative assay precluded con-
ducting a similar analysis for N-antigenemia, regarding which the data in the literature are contradictory. For
example, in line with our findings, Martin-Vicente and colleagues!” reported that frequency of N-antigenemia
early following ICU admission (24 h) was > 2.5 fold higher in the absence of anti-SARS-CoV-2 S antibodies than
in those with detectable antibodies. In addition, levels of anti-S antibodies correlated inversely (albeit modestly)
with viral RNA load in plasma (Rho=-0.45: P<0.001). Other studies also found a higher rate of detection of
either viral RNAemia N-antigenemia or both in the presence of low or undetectable anti-S or anti-N antibody
levels in mixed cohorts®*!>1®, In contrast, several studies failed to show an inverse correlation between neutral-
izing antibody titers and viral RNA levels in blood*'*?*; nevertheless, antibodies with functional activities other
than virus neutralization may contribute to virus clearance from blood. Interpretation of the above data is not
straightforward, due to marked differences across studies in terms of patient characteristics, particularly the
analytical features of the immunoassays employed, type of specimen processed (sera or plasma), use of unique
or sequential specimens, and timing of sample collection after symptoms onset. In addition, since immunoassays
are only capable of detecting either antibodies in a free state or antigen-antibody immunocomplexes with avail-
able antibody binding sites??, elucidating the biological form of the virus present in blood (either infectious or
defective genome viral particles, free viral components or both) may help to correctly interpret virus—antibody
dynamics. In this respect, by using a RT-PCR viability assay we showed that within the timeframe examined,
most viral RNA present in blood is likely in a non-capsidated state, indicating that the main source of viral
products (RNA and proteins) in blood could be PANoptosis in the URT?% nonetheless, one out of seven plasma
specimens yielded a RT-PCR viability profile compatible with presence of capsidated (protected) virus RNA.
In this sense, apparently intact virus particles have been observed in plasma pellets using electron tomography
and immunostaining’; of note, that latter specimen was obtained early after symptoms onset (3 days), suggesting
that the presence of intact virions in the bloodstream may be restricted to a narrow window close to the time of
contracting the infection.

The study has several limitations that must be acknowledged. First, its relatively small sample size, which
precluded robust statistical subanalyses assessing the impact of demographics, clinical risk factors and use of
different therapies on patient’s outcomes. Second, at ICU admission, most patients were at an advanced phase of
SARS-CoV-2 infection, when the clinical picture is mainly related to the aberrant virus-triggered inflammatory
response. Third, the use of analytical methods with suboptimal sensitivity for RNAemia and N-antigenemia
detection, compared to droplet digital PCR and chemiluminescent assays, respectively>>!®, and the lack of data
on S-antigenemia. Moreover, functional characterization of antibodies, such evaluation of its virus neutralizing
activity, was not done; yet plasma levels of antibodies binding the RBD strongly correlate with neutralizing
antibody titers*®’. In contrast, our analysis of sequential specimens from patients could be considered a strength
of the research.

In summary, the data presented herein support that the rates of detection of SARS-CoV-2 RNAemia and
N-antigenemia, but not time to first anti-S-antibody detection, are modulated by the level of virus replication in
the URT. Moreover, although viral RNAemia and N-antigenemia were more likely to be documented in patients
with low than high anti-S or anti-N antibody levels, the relatively modest correlation between these levels and
viral RNA loads in plasma specimens argue against major antibody involvement in virus clearance from the
bloodstream, at least within the time window examined (median of 12 days after onset of symptoms), in which
free virus components instead of intact virus particles appeared to be the main biological form of SARS-CoV-2
in blood. Whether a different scenario takes place earlier after infection is a possibility whose clinical implica-
tions warrant further research.

Data availability
The data that support the findings of this study are available from the corresponding author upon reasonable
request.
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Initial SARS-CoV-2 RNA load in nasopharyngeal specimens is
not associated with severity and midterm resolution of
pneumonia in COVID-19 patients

Dear editor

Several studies aimed at evaluating the incidence of and delin-
eating risk factors associated with post-acute COVID-19 syndrome
have been published in Journal of Infection.'> In this context, per-
sistence of dyspnea, cough and chest pain, commonly associated
with alterations in lung function tests and chest imaging have been
reported in a non-negligible fraction of COVID-19 survivors up to 1
year after symptom onset.*> To our best knowledge, limited infor-
mation has been published on the potential impact of SARS-CoV-2
viral load at COVID-19 diagnosis on the time course of clinical and
radiological resolution of SARS-CoV-2 pneumonia.’ In the current
retrospective, observational study we further assessed the poten-
tial link between viral load at the upper respiratory tract (URT)
early after symptom onset, prior to hospitalization due to COVID-
19 pneumonia, and recovery of lung function/resolution of lung ab-
normalities at medium term (median of 2 months) following hos-
pital discharge.

A total of 131 adult COVID-19 patients (84 male/47 female; me-
dian age, 61 years; range, 19-85) presenting with pneumonia were
enrolled. Patients were admitted to the Pneumology Service within
two periods: between March 5 and December 4 2020, (n = 97),
and between October 21 2021, and January 20 2022, (n = 34), dur-
ing which COVID-19 in the Valencian Community was due (more
than 97% of cases) to the ancestral Wuhan-Hu-1 (or Wuhan-Hu-
1 G614) in the former and Omicron BA.1 in the latter period. The
sample size was based on a convenience set of all available pa-
tients, without formal power calculations: only patients initially
screened by the RT-PCR described below and who completed clin-
ical, imaging and lung function evaluation by around 2 months
after hospital discharge (median 57 days; IQR, 50-66) were in-
cluded. Patient severity during hospital stay was stratified accord-
ing to the WHO ordinary Outcomes Scale’ as either mild disease
(WHO score 3-4), or severe disease (WHO score 5-7. At follow-up
residual dyspnea was evaluated using modified British Medical Re-
search Council guidelines.® Patients also underwent lung function
tests (spirometry) and chest X-ray (CXR). Unresolved cases were
defined by Forced Vital Capacity (FVC) <80% (without Forced Expi-
ratory Volume in 1 s-FEV1/FVC <70) and/or lung diffusion capac-
ity (DLCO) <80% and/or persistent radiological alterations in the
CXR.? Persistence of residual lesions in the CXR was defined as
any visible opacity on the CXR in the absence of prior history of
pulmonary disease (except for asthma or sleep apnea) or uncon-
trolled cardiac or renal failure. Extent of radiological involvement
after COVID-19 pneumonia was quantified using the adapted Ra-
diographic Assessment of Lung Edema (RALE) score.'” The study

https://doi.org/10.1016/j.jinf.2022.10.031

was approved by the INCLIVA Research Ethics Committee (June
2020), and informed consent was waived due to its retrospective
nature. SARS-CoV-2 RNA loads in nasopharyngeal specimens (NP)
were estimated using the TaqPath COVID-19 Combo Kit (Thermo
Fisher Scientific, MS, USA) calibrated to the AMPLIRUN® TOTAL
SARS-CoV-2 RNA Control (Vircell SA, Granada, Spain).!! Across the
Omicron BA.1 period, this variant was identified based on TaqPath
S gene target failure (SGTF) and confirmed by whole-genome se-
quencing (not shown).

Medical records showed underlying pulmonary disease at the
time of hospital admission (chronic obstructive pulmonary disease
or asthma) in 20 patients. Importantly, all patients experiencing
COVID-19 pneumonia presumably due to Omicron BA.1 had been
fully vaccinated against COVID-19 with mRNA vaccines. Out of the
131 patients, 95 (72.5%) presented with mild COVID-19 pneumonia
(WHO scale 4), while the remaining 36 patients had severe disease
(WHO scale 5-7), requiring non-invasive ventilation (n = 4), high
flow nasal oxygen cannula (n = 11) or respiratory support by in-
vasive mechanical ventilation (n = 21). Median hospital stay was
10 days (range, 2-62). According to above-defined criteria, 45/131
patients (34.3%) were classified as not recovered by 2 months after
hospital discharge (unresolved cases).

Initial SARS-CoV-2 RNA load in NP was quantified at a median
of 6 days after symptom onset (IQR, 3-8). Median SARS-CoV-2 RNA
loads did not differ significantly across the ancestral variant or
Omicron BA.1-dominant study periods (6.2 log;g copies/ml vs. 7.1
log1p copies/ml, at equivalent sample collection times; P = 0.07).
As shown in Fig. 1, patients displayed comparable (P = 0.21) viral
loads in NP whether they recovered from pneumonia or not (me-
dian, 6.51 vs. 5.88 log10 copies/ml). NP specimens from patients
in the two groups had been collected within a comparable time
frame after symptom onset (P = 0.39).

We next conducted a subanalysis assessing the potential im-
pact of SARS-CoV-2 RNA load in NP on resolution according to
time elapsed since symptom onset. The following timeframes were
arbitrarily defined: 0-2 days, 3-5 days, 6-8 days and 9-10 days.
Patients with NP collected 11 or more days after symptom onset
(n = 27) were excluded due to the lack of matching across com-
parison groups (not shown). SARS-CoV-2 RNA load was compara-
ble across patients within all timeframes regardless or whether
they recovered or not (Table 1). Regression logistic models (Sup-
plementary Table 1) confirmed the apparent lack of impact of ini-
tial SARS-CoV-2 RNA load on this outcome (OR, 1.72; 95% CI, 0.83-
3.58; P = 0.14); this observation stood regardless of the SARS-CoV-
2 variant presumably involved in COVID-19 cases (Wuhan-Hu-1:
OR, 1.74; 95% CI, 0.74-4.09; P = 0.20; Omicron BA.1: OR, 1.74;
95% Cl, 0.42-7.28; P = 0.44). As expected, pneumonia severity was
identified as a factor associated with unresolved pneumonia.

Our findings are in contrast to those of Lerum and colleagues
who reported a negative association between viral load at base-
line and the diffusion capacity of the lungs for carbon monoxide

0163-4453/© 2022 The British Infection Association. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
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Impact of SARS-CoV-2 RNA load in nasopharyngeal specimens at diagnosis on recovery from COVID-19 pneumonia 2 months after hospital discharge.

Median (range) SARS-CoV-2 RNA viral load (in log;o copies/ml) according to recovery from

Days from symptom onset to time of pneumonia/no. of patients P
specimen collection Resolved Unresolved value?
0-2 8.1 (2.9-10.6)/14 8.4 (1.7-11.2)/11 0.80
3-5 7.1 (3.4-10.3)/25 7.8 (5.5-11.6)/6 0.70
6-8 7.1 (2.1-9.4)[24 6.7 (4.8-10)/11 0.56
9-10 5.6 (3.8-8.1)/7 5.0 (3.2-8.7)/6 0.60

2 Mann-Whitney U test. 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).
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Fig. 1. SARS-CoV-2 RNA loads in nasopharyngeal specimens (NP) at diagnosis from
COVID-19 patients who either recovered or not from pneumoniaa. P value for com-
parison of median values is shown.

(DLco%) by 3 months after hospital discharge, the most frequently
affected pulmonary function test variable in the study group (re-
cruited prior to the availability of COVID-19 vaccines).° Neverthe-
less, no apparent association between viral load and resolution
of computer tomography abnormal findings or other lung func-
tion parameters was observed. Of relevance, the study by Lerum
et al.’ and ours differ in several potentially critical factors such as
the timing of URT specimen collection (median 8 vs. 6 days since
symptom onset, respectively), and timing of clinical evaluation of
patients after hospital discharge (median of 3 and 2 months, re-
spectively).

The current study has several limitations that deserve com-
ment, the first being the relatively small sample size (particu-
larly during the Omicron BA.1 wave). Second, specimen collection
may have been performed too late after SARS-CoV-2 infection (me-
dian of 6 days) to capture peak viral loads. Third, no viral cul-
tures were performed to evaluate the content of viable viral par-
ticles in the specimens. Fourth, importantly, no sequential spec-
imens were available from participants, which hampered the as-
sessment of SARS-CoV-2 RNA load kinetics in the URT at the indi-
vidual level. Fifth, no computer tomography scans or lung function
tests other than spirometry were systematically performed.

In summary, the data presented herein oppose the notion that
SARS-CoV-2 at URT in patients eventually hospitalized with COVID-

19 pneumonia has a major on the recovery rate, according to clini-
cal, imaging and lung functional spirometry parameters by around
2 months after hospital discharge. In this context, our findings do
not support prescribing new antivirals with potent intrinsic activ-
ity against SARS-CoV-2 based upon the magnitude of SARS-CoV-
2 RNA load in the URT early after symptom onset. Nevertheless,
given the above-highlighted limitations, further studies are war-
ranted to clarify this issue.
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