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RESUMEN

Impacto de la diversificacion de variantes del SARS-CoV-2 durante la pandemia de
COVID-19 en Colombiafrente al escape de anticuerpos neutralizantes generados por

inmunidad natural y vacunal

La vigilancia genomica del SARS-CoV-2 en Colombia permitid identificar la
importacion y emergencia autdctona de variantes de preocupacion (VOC) o de
interés (VOI) del SARS-CoV-2 con mutaciones asociadas al escape inmunoldgico
o0 resistencia a la accion de los anticuerpos neutralizantes (nAbs) generados por
infeccion natural o vacunacion. Las vacunas contra el COVID-19 autorizadas en
Colombia fueron disefiadas antes de la emergencia de las VOC/VOI, por lo que
este estudio se enfocd en evaluar la capacidad de las variantes locales para
escapar a los nAbs inducidos por la vacunacion. Se realizaron aislamientos de
linajes del SARS-CoV-2 que circularon durante los afios 2020-2022 en Colombia.
Se evaluaron las respuestas de los nAbs en individuos convalecientes, individuos
no expuestos al SARS-CoV-2 (naive) con esquemas primarios de CoronaVac,
BNT162b2, ChAdOx1 o Ad26.COV2.S, en individuos con refuerzo homélogo,
heterélogo e individuos con inmunidad hibrida-heteréloga. Las respuestas de los
nAbs se evaluaron mediante ensayos de neutralizacién y el titulo medio de
neutralizacion (MN50) se calculé por el método de Reed-Muench. Finalmente, se
evaluaron anticuerpos totales IgM/IgG contra los antigenos S1, S2, RBD y contra
la proteina N del SARS-CoV-2, en individuos con inmunidad heteréloga e hibrida-
heter6loga mediante paneles Luminex. El linaje B.1 con la mutaciéon E484K
demostré capacidad moderada de escape a nAbs de sueros convalecientes,
mientras que los niveles de nAbs fueron entre 3,3 a 55 veces menores contra Mu,
Delta y Omicron, comparado con B.1.111 y Gamma en individuos naive con
vacunacion primaria. Ademas, las respuestas de los nAbs contra Mu y Omicron
fueron significativamente mayores tras el refuerzo heterdlogo comparado con el
esquema primario u homoélogo. Finalmente, no se observaron diferencias en los
niveles de nAbs contra Omicron y anticuerpos IgG contra la subunidad S1y el RBD

entre individuos con inmunidad heterdloga e hibrida-heterdloga. Los resultados



sugieren que el refuerzo heterdlogo rescata las respuestas neutralizantes contra

VOI/VOCs a niveles comparables con individuos que presentan inmunidad hibrida.

PALABRAS CLAVE.:
COVID-19, SARS-CoV-2, Variantes de interés, Variantes de preocupacion,

Anticuerpos neutralizantes, Vacunas, Vigilancia gendémica.

ABSTRACT

Impact of the diversification of SARS-CoV-2 variants during the COVID-19
pandemic in Colombia against the escape of neutralizing antibodies

generated by natural and vaccine immunity

Genomic surveillance of SARS-CoV-2 in Colombia allowed us to identify the
importation and autochthonous emergence of variants of concern (VOC) or of
interest” (VOI) of SARS-CoV-2 with mutations associated with the escape of
neutralizing antibodies (nAbs) generated by natural infection or vaccination
Vaccines against COVID-19 authorized in Colombia were designed before the
emergence of VOCs/VOIs, so this study sought to assess the ability of local variants
to escape vaccination-induced nAbs. Isolations of SARS-CoV-2 lineages circulating
in Colombia were performed between 2020 and 2022. The nAbs responses were
evaluated in convalescent individuals, individuals with no history of previous SARS-
CoV-2 infection (naive), individuals with primary schemes of CoronaVac,
BNT162b2, ChAdOx1, or Ad26.COV2.S, individuals with homologous,
heterologous boost, and individuals with hybrid-heterologous immunity. nAbs
responses were assessed by neutralization assays and the mean neutralization titer
(MN50) was calculated by the Reed-Muench method. Finally, total IgM/IgG
antibodies against the S1, S2, RBD, and N antigens of SARS-CoV-2 were evaluated
in individuals with heterologous and hybrid-heterologous immunity using Luminex
panels. The B.1 lineage with the E484K mutation demonstrated moderate escape
capacity to nAbs from convalescent sera, while nAbs levels were 3.3 to 55-fold
lower against Mu, Delta, and Omicron, compared to B.1.111 and Gamma in naive



individuals with primary vaccination. In addition, nAb responses against Mu and
Omicron were significantly higher after heterologous boost compared to the primary
or homologous regimen. Finally, no differences were observed in the levels of nAbs
against Omicron and IgG antibodies against the S1 and the RBD antigens between
individuals with heterologous and hybrid-heterologous immunity. The results
suggest that heterologous boosting rescues neutralizing responses against

VOI/VOCs at levels comparable to individuals with hybrid immunity.

Keywords:

COVID-19, SARS-CoV-2, Variant of interest, Variant of Concern, neutralizing

antibodies, vaccines, genomic surveillance
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INTRODUCCION

El SARS-CoV-2 es el agente etioldgico de la enfermedad conocida como COVID-
19. Es un virus con genoma de RNA cadena sencilla en sentido positivo
perteneciente a la familia Coronaviridae y genero Betacoronavirus. Es un virus con
envoltura o cubierta exterior y la particula viral tiene alrededor de 120 nm de
diametro. En su interior, el ARN asociado a la nucleoproteina forma la
nucleocapside que a su vez esta envuelta en una bicapa fosfolipidica, donde se
encuentran insertadas las proteinas estructurales Membrana (M), Envoltura (E) y
espicula (S del inglés Spike). Esta ultima sobresale de la particula viral dando la
apariencia de una corona cuando se observa en el microscopio electronico. El
genoma de unas 30 mil bases codifica para las proteinas no estructurales en el gen
ORF1lab y las proteinas estructurales que forman la particula viral [1]. El virus fue
descubierto a finales de diciembre de 2019 en la ciudad de Wuhan en China a partir
de un brote de casos de enfermedad respiratoria con etiologia desconocida. En los
meses siguientes, el virus se disperso por todo el mundo y se reporto el primer caso
en Colombia el 6 de marzo del 2020 [2]. Desde entonces y hasta finales de mayo
del 2023, en el pais se han confirmado millones de casos por laboratorio y cerca de
143 mil muertes por COVID-19 [3], mientras que en el mundo la cifra asciende a

cerca de 680 millones de casos y 7 millones de muertes por esta infeccién viral [4].

La vigilancia gendémica del virus implementada a nivel global rapidamente permitio
identificar las variaciones que se acumularon en el genoma del virus, a medida que
este se transmitié entre individuos, con la consecuente clasificaciéon en clados y
linajes, inicialmente caracteristicos de regiones particulares y posteriormente
dispersadas por todo el mundo. Tras el primer afio de pandemia, gracias a las
estrategias de vigilancia genémica en el mundo, se reportaron unas variantes
asociadas con aumentos inusitados en el nimero de casos, ademas de tener un
perfil de mutaciones en el dominio de union al receptor (RBD por sus siglas en
inglés) de la proteina S, potencialmente asociadas con el aumento de la transmision
y reduccién en la eficacia de tratamientos con anticuerpos y vacunas que estaban

en fase de ensayo clinico. Posteriormente, este fenomeno fue reportado en
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diferentes regiones en todo el mundo incluida Colombia, por lo que la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) desarrollé6 un sistema de asignacion de letras del
alfabeto griego y las subclasificé en variantes de preocupacion (VOC por sus siglas
en inglés) para aquellas que representan mayor riesgo para la salud porque hay
evidencia directa de su asociacion con el aumento de la transmision, reduccion en
la eficacia de tratamientos y vacunas o mayor virulencia; y variantes de interés (VOI
por sus siglas en inglés), para aquellas asociadas a brotes en multiples regiones y
tener marcadores moleculares potencialmente asociados a fenotipos observados
en las VOC [5].

Tras la exposicion inicial al SARS-CoV-2, la generacion de anticuerpos contra la
proteina S es determinante en la inmunidad contra el virus. Aqui, la respuesta
inmune innata juega un papel importante en el reconocimiento del virus y sera la
base para la diferenciacion de linfocitos T y B [6]; entre ellos, los linfocitos B
plasmaticos. Estos son de especial importancia en este estudio, porque liberan una
clase particular de anticuerpos, entre ellos, los anticuerpos neutralizantes (nAbs por
sus siglas en inglés), capaces de bloguear la entrada del virus en la célula, al inhibir
la interaccién de la proteina S con el receptor celular conocido como enzima
convertidora de angiotensina 2 (ACE-2 por sus siglas en inglés) [7]. Por este motivo,
la mayoria de las plataformas vacunales contra el SARS-CoV-2 buscan estimular la
produccién de anticuerpos neutralizantes contra la proteina S [8].

Se conoce que los anticuerpos neutralizantes mas potentes estan dirigidos contra
el RBD y contribuyen con el 90% de la neutralizacion de los sueros convalecientes,
aunque una parte también esta dirigida contra la regibn amino terminal [9]. Sin
embargo, las mutaciones mas frecuentes en las VOI/VOC tienden a acumularse
precisamente en el RBD, donde generan cambios conformacionales que
disminuyen la afinidad de uniébn a anticuerpos neutralizantes generados por
inmunizaciones previas, a la vez que aumentan la afinidad por el receptor celular

[10].

La vacunacion masiva contra el SARS-CoV-2 fue una estrategia para controlar la

dispersion del virus y las complicaciones asociadas a la infeccion; en Colombia se
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inicio en febrero del 2021 [11]. Sin embargo, debido a que las plataformas de vacuna
fueron disefiadas con base en la cepa de Wuhan, la emergencia por las nuevas
variantes constituy6 un reto para la eficacia de dichas vacunas, reportada durante
la fase de ensayos clinicos, ya que fueron disefiadas antes de la deteccion de estas
variantes. De esta manera, en el pais se aprobaron 5 plataformas de vacunas que
consistieron en 2 vacunas de RNA de las compafiias Pfizer-BioNTech (BNT162b2)
y Moderna (mMRNA-1273), dos vacunas de vectores adenovirales incompetentes
para la replicacion de las compafias Oxford—AstraZeneca (ChAdOx1) y Janssen —
Johnson & Johnson (Ad26.COV2.S) [11]. Y finalmente la vacuna de virus inactivado
de Sinovac (Coronavac). Para estas 5 plataformas, siguiendo las recomendaciones
de los fabricantes, se establecié que el esquema primario debia ser de 2 dosis de
la misma vacuna para el caso de las vacunas de RNA, Oxford—AstraZeneca y
Sinovac, 1 una sola dosis para la de Janssen [8]. Varios estudios alrededor del
mundo demostraron una caida de los titulos de anticuerpos neutralizantes,
especialmente marcado contra diferentes VOI y VOC. No obstante, estas
reducciones varian desde un escape inmunolégico minimo hasta total, dependiendo
de la variante del SARS-CoV-2 y la poblaciéon evaluada [12-14]. Por esta razon, a
finales de octubre del 2021, la OMS realizé recomendaciones para la aplicacion de
una dosis refuerzo posterior al esquema primario, aclarando que la implementacién
de la dosis de refuerzo debe guiarse por la evidencia sobre la disminucion de la
efectividad de las vacunas, frente a factores como la circulacion de variantes VOI y
VOC [15]. En este escenario, es importante distinguir que cuando se administra un
refuerzo con una vacuna igual al administrado en el esquema primario, se considera
un refuerzo homélogo, mientras que el refuerzo con una vacuna diferente al
esquema primario es un refuerzo heterélogo [16]. Adicionalmente, cuando un
individuo es inmunizado por vacunacion y ademas se infecta en cualquier momento
(antes, durante o después de la vacunacién) con el SARS-CoV-2, adquiere una

condiciéon denominada inmunizacion hibrida [17].

Por esta razon, frente a la implementaciéon de mdltiples vacunas contra el SARS-
CoV-2 y la continua importacion y emergencia por VOI y VOC en el pais, este

estudio buscd determinar el perfil de anticuerpos neutralizantes inducidos en
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diferentes escenarios de inmunizacion, contra las variantes de alto impacto en
Colombia, con el fin de generar informacion para identificar variantes de escape y

orientar los programas de vacunacion y el disefio de nuevas vacunas.

1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y PREGUNTA DE
INVESTIGACION

La vigilancia gendémica del SARS-CoV-2 en Colombia liderada por el Instituto
Nacional de Salud (INS) desde la deteccion de los primeros casos en marzo del
2020, permitié caracterizar en tiempo real el historial de circulacion de linajes del
virus a partir de la secuenciacion del genoma completo [18] y el muestreo basado
en criterios de representatividad, siguiendo la guia de la Organizacion
Panamericana de la Salud (OPS) para la seleccién de muestras del SARS-CoV-2
[19]. Esto reveld que los primeros dos picos epidémicos de COVID-19 en Colombia,
entre junio y septiembre del 2020 y el de diciembre de 2020 a enero de 2021,
respectivamente, estuvieron dominados por linajes B.1 (B.1.111, B.1.420y B.1) que
carecen de mutaciones asociadas al escape de anticuerpos neutralizantes (nAbs
por sus siglas en inglés) [3]. El fin del segundo pico epidémico coincidié con la
deteccion de las primeras variantes de preocupacién (VOC) en el pais, entre ellas,
Alpha y Gamma, asi como la emergencia de variantes autoctonas tales como
B.1+L249S+E484K y B.1.621, ésta ultima reconocida por la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) como la variante de interés (VOI) Mu [19,20].

Aunque se detecté tempranamente la co-circulacién de variantes del SARS-CoV-2
con las mutaciones E484K y/o N501Y en la proteina de la espicula (S), las variantes
Mu y Gamma reportadas en regiones opuestas del pais (Caribe y Amazonas
respectivamente), dominaron el tercer pico epidémico entre abril y agosto del 2021,
hasta que fueron desplazadas gradualmente por una nueva VOC conocida como
Delta (principalmente el sublinaje AY.25), de julio a diciembre de 2021, aunque
dicha variante no estuvo asociada con un aumento de casos de COVID-19. Poco

después, la llegada de la variante Omicron (principalmente el sublinaje BA.1), se
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asocio con un aumento de casos de COVID-19 y genero el cuarto pico epidémico
desde finales de diciembre de 2021, resultando en el desplazamiento total de los
linajes Delta a finales de enero de 2022 y fue la variante dominante hasta mayo del
mismo afio [3]. Curiosamente, la mutacion E484K estd ausente en las variantes
Delta y Omicron, mientras que la mutacion N501Y esta presente sélo en Omicron,
sin embargo, diferentes estudios sugieren que estas variantes escapan a nAbs

generados por vacunas como CoronaVac y BNT162b2 [13,21].

Diferentes estudios clinicos de fase Ill sobre la eficacia de las vacunas antes de la
aparicion de las VOI/VOC sugieren, respectivamente, una eficacia contra la COVID-
19 sintomatica y grave del 82 %-100 % y del 75 %-95 % para BNT162b2 (Pfizer),
98 %-100 % para mRNA-1273 (Moderna), 66%-81% y 100% para ChAdOx1
(AstraZeneca), 72%-74% y 85% para Ad26.COV2.S (Janssen) y 50%-83% y 100%
para CoronaVac (Sinovac) [12]. Sin embargo, el surgimiento de las VOI/VOC en
diferentes regiones del planeta desde finales del 2020, desafi6 dichas estimaciones.
Varios estudios en todo el mundo evidenciaron una disminucion sustancial del titulo
de anticuerpos neutralizantes contra diferentes VOC/VOI, respecto a linajes
ancestrales del SARS-CoV-2, en individuos con regimenes completos de las

vacunas contra el SARS-CoV-2 aprobadas en el afio 2021 [12].

La evidencia de la co-circulacién de VOI y VOC del SARS-CoV-2 en el pais sefiala
la importancia de caracterizar la capacidad neutralizante de los anticuerpos
inducidos por vacunas o infeccién natural frente a estas variantes, con el fin de
estimar su potencial capacidad de escape a la inmunidad generada por las vacunas
aprobadas en el pais, informacién que serd de gran utilidad para el redisefio de

vacunas y estrategias de vacunacion.

Por esta razdn, este estudio se enfoco en responder a la pregunta ¢Las variantes

del SARS-CoV-2 de alto impacto en Colombia presentan capacidad de escape a

anticuerpos inducidos por vacunas o infeccion natural?
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2. HIPOTESIS

HO. Las variantes del SARS-CoV-2 con mutaciones asociadas a la resistencia a
anticuerpos neutralizantes, incluidas las VOC y VOI que circularon durante los 2
primeros afos de la pandemia en Colombia, no presentan la habilidad de escapar

a nAbs inducidos por la infeccidén natural o la vacunacion.

H1. Las variantes del SARS-CoV-2 con mutaciones asociadas a la resistencia a
anticuerpos neutralizantes, incluidas las VOC y VOI que circularon durante los 2
primeros afos de la pandemia en Colombia, presentan diferentes grados de escape

a anticuerpos inducidos por la infeccion natural o la vacunacion.

3. JUSTIFICACION

El INS — Colombia, entidad que lidera la vigilancia genémica del SARS-CoV-2 en el
pais desde la deteccién de los primeros casos en marzo del 2020 [18], report6 a
partir de un muestreo probabilistico en las cinco regiones de Colombia, en enero
del 2021, la introduccién de la VOC Gamma y la emergencia de linajes autéctonos
con la presencia de mutaciones en la proteina S, asociadas al aumento de la
transmision del virus y el escape a nAbs [3]. En este contexto, en la region caribe
del pais se identific6 un grupo de secuencias con un perfil caracteristico de
mutaciones, incluidas L249S y E484K en la proteina S, a partir del cual se propuso
la asignacion de un nuevo linaje denominado B.1+L249S+E484K [20]. Esta ultima
mutacién conocida por surgir en diferentes VOI y VOC en todo el mundo de forma
independiente, probablemente por convergencia evolutiva al favorecer el escape de
anticuerpos neutralizantes [22], se considera suficiente para calificar a una variante
del SARS-CoV-2 como VOI [23]. Simultaneamente y en la misma regién del pais, se
report6 la emergencia del linaje B.1.621 caracterizado por un perfil de 8 mutaciones
en la proteina S, tres de ellas (R346K, E484K y N501Y) ubicadas en el dominio de

unién al receptor celular de la enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2) con
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el potencial de conferirle propiedades de escape a anticuerpos neutralizantes [19].
Para el 30 de agosto del 2021, éste linaje fue reconocido como una variante de
interés por la OMS y se le asignd la letra griega Mu (1) de acuerdo con la
nomenclatura propuesta por esta organizacion [5]. Meses antes de esta alarma, las
variantes Mu y Gamma se habian dispersado por todo el territorio nacional y
dominaron el tercer pico epidemiolégico del COVID-19 entre abril y junio del 2021,
asociandose con cerca del 53% y 23% de los casos respectivamente [3]; ademas,
se habian reportado méas de 4500 secuencias de la variante Mu en 39 paises [24].
Tras finalizar el tercer pico epidémico a mediados de septiembre del 2021, la
variante Mu se asocio con el 76% de los casos, mientras que los casos asociados
con Gamma se redujeron al 6%, y una nueva VOC conocida como Delta, ingreso al
pais a mediados de junio del 2021 y desplazé gradualmente a las variantes Mu y
Gamma hasta alcanzar un 80% de prevalencia a finales de octubre del 2021.
Posteriormente, la identificacion de los primeros casos de la VOC Omicron a
mediados de diciembre del 2021 marcaria el inicio del cuarto pico epidémico, en el
cual ésta variante desplazé a Delta en pocas semanas hasta asociarse al 100% de
los casos a finales de enero del 2022 [3].

Estudios independientes alrededor del mundo han evidenciado reducciones
significativas en la respuesta de anticuerpos neutralizantes en individuos vacunados
frente a las variantes Gamma, Delta, Mu y Omicron, no obstante, estas reducciones
varian desde un escape minimo hasta total dependiendo de la variante del SARS-
CoV-2 y la poblacién evaluada [12-14]. Esto resalta la necesidad de caracterizar el
perfil de anticuerpos neutralizantes en el contexto de las variantes del SARS-CoV-
2 que circulan en cada pais con el fin de contribuir en la estimacion global de la
efectividad de la inmunidad inducida por la infeccién natural y las vacunas contra el
SARS-CoV-2.

Al inicio de la pandemia de COVID-19 la infraestructura de laboratorios de
investigacion en el pais para la manipulacion de microorganismos infecciosos
clasificados en el grupo 3 de riesgo biolégico, era limitada, razén por la cual, durante

el afo 2020 e inicios del 2021, el INS establecid los protocolos para la
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implementacion de un laboratorio de bioseguridad nivel 3 (BSL-3) que permiti6 el
desarrollo de ensayos de aislamientos del SARS-CoV-2 desde muestras de
pacientes infectados. Con lo cual, se abrid la posibilidad de generar biobancos de
asilamientos virales con los linajes méas representativos que circularon en el pais.
Adicionalmente, el INS cuenta con un biobanco de sueros de pacientes con historial
de infeccion por SARS-CoV-2 y de vacunados con esquemas primarios de las
vacunas CoronaVac, BNT162b2, ChAdOx1 y Ad26.COV2.S. Esto permitio
establecer el insumo base para desarrollar estudios sobre la capacidad de escape
a anticuerpos neutralizantes frente a variantes genéticas del SARS-CoV-2 con alto
impacto en Colombia, asi como las bases para desarrollar otras investigaciones
dirigidas a comprender la patogénesis del SARS-CoV-2 y otros agentes del mismo

grupo de riesgo.

4. ESTADO DEL ARTE

4.1 La pandemia de COVID-19

A finales de diciembre del 2019 en la ciudad de Wuhan, ubicada en la provincia de
Hubei, China, un brote de neumonia de etiologia desconocida desencaden6 una
pandemia de proporciones no registradas en los ultimos 100 afios [1,25]. El agente
etioldgico conocido inicialmente como 2019-nCoV, un virus perteneciente a la
familia Coronaviridae, género Betacoronavirus, fue reconocido como un nuevo
clado dentro de la especie SARSr-CoV con base en analisis filogenéticos que
evidenciaron una identidad de secuencia en los dominios replicasa conservados
(ORF 1ab) superior al 90% entre el 2019-nCoV y el SARS-CoV [26]. Posteriormente,
el virus fue denominado por el Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV)
coronavirus 2 del sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV-2, por sus siglas

en inglés) [27].

En los meses siguientes a los primeros reportes de Wuhan, la enfermedad por el

SARS-CoV-2 se dispers6 por todo el mundo, razén por la cual, el 11 de marzo del
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2020, la Organizacién Mundial de Salud (OMS) declar6 al COVID-19 como una
pandemia [28]. En Colombia, los primeros casos de COVID-19 se identificaron desde
el 6 de marzo de 2020 en viajeros procedentes de Europa. Pocas semanas
después, frente al aumento de casos asociados a transmision comunitaria extensa,
el gobierno declaré el cierre de fronteras y el inicio de las cuarentenas que marcaron

la fase de mitigacion del COVID-19 [29]

4.2 Establecimiento de la vigilancia gendmica del SARS-CoV-2 en Colombia

A partir de los primeros acercamientos a la vigilancia genémica de agentes
causantes de enfermedades de alto impacto en el pais como los virus del Dengue,
Chikungunya, Zika y vectores de la malaria [30-33], los investigadores del INS en
cooperacion con otras entidades nacionales, rapidamente tomaron acciones para
implementar la vigilancia gendmica del SARS-CoV-2 en el pais por su utilidad en la
identificacion de cambios en el genoma del virus desde su origen en China y su
aplicacion en el implementacion o refinamiento de métodos de diagndstico, vacunas
y tratamientos [18]. En consecuencia, las primeras secuencias del SARS-CoV-2
obtenidas en Colombia permitieron identificar la presencia de mutaciones en
diferentes posiciones gendmicas de los primeros virus introducidos en el pais, con
el potencial de afectar negativamente el desempefio de las pruebas diagnésticas

recomendadas por la OMS al inicio de la pandemia [34,35].

Posteriormente, el analisis de los genomas del SARS-CoV-2 desde muestras
representativas de regiones del territorio nacional permiti6 reconstruir la
epidemiologia gendmica del SARS-CoV-2 en el pais al describir varias
introducciones independientes del virus y la documentacion de 12 linajes como
punto de inicio de la dispersion del SARS-CoV-2 en Colombia [29]. Esto permitio
establecer las bases en el pais para la identificacion de linajes emergentes del
SARS-CoV-2 descendientes del linaje B.1 Europeo caracterizado por la mutacién
D614G en la proteina S. Adicionalmente, los datos tempranos de la vigilancia
genomica del SARS-CoV-2 en Colombia complementaron la informacion para
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Suramérica y evidenciaron el desplazamiento del linaje ancestral A.1 con la posicion
conservada D614, por linajes B.1 entre marzo y abril del 2020 en todo el continente
[35]. Esta mutacion, aunque no impacté la efectividad de los anticuerpos
neutralizantes, fue la primera en ser asociada con incrementos en la tasa de

transmision y replicacion en modelos celulares y animales [36,37].

4.3 ldentificacion de variantes de interés y de preocupacién del SARS-CoV-2

Lo primeros reportes de linajes del SARS-CoV-2 con mutaciones asociadas al
escape de anticuerpos neutralizantes (nAbs) surgieron de la vigilancia gendémica de
variantes que emergieron por circulacion autoctona en Europa, Africa y Suramérica
entre octubre y diciembre del 2020 [38]. Dichos linajes, nombrados de acuerdo con
la nomenclatura sugerida por la OMS como Alpha, Beta y Gamma,
respectivamente, fueron los primeros en ser categorizados como variantes de
preocupacion (VOC por sus siglas en inglés) después de que multiples estudios
epidemiologicos y de laboratorio evidenciaron aumentos en la transmision
asociados a estas variantes y una menor sensibilidad a nAbs generados por
vacunas o infeccion natural [38]. Adicionalmente, la categoria de variante de interés
(VOI) se le asignd a linajes emergentes del SARS-CoV-2 con la presencia de
mutaciones asociadas con aumentos en la transmision, evasion del sistema inmune
y evidencia epidemioldgica que sugiera un riesgo emergente para la salud publica

mundial [5].

Inicialmente, estudios de comparacion de secuencias evidenciaron que las
mutaciones como E484K y/o N501Y en el dominio de union al receptor (RBD)
celular ACE2 de la proteina de la espicula (S), emergieron de forma independiente
en diferentes VOI/VOC del SARS-CoV-2 en todo el mundo [23]. Posteriormente, la
evidencia funcional de estas mutaciones surgié de estudios in silico, in vitro e in
vivo. Estudios in silico e in vitro de interaccidn proteina-proteina sugirieron que la
mutacion N501Y incrementa la afinidad por el receptor celular ACE2 [39], reflejada

en aumentos en la replicacion en modelos de tracto respiratorio in vivo e in vitro,
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por lo cual, se considera que ésta mutacion es un determinante importante del
aumento de la transmision de variantes como Alpha [40]. Adicionalmente, se
evidencio que las variantes con la mutacién doble E484K/N501Y presentan mayor
afinidad que aquellas con soOlo la mutacion N501Y o triples mutantes
N501Y/E484K/K417N [39,41]. En contraste, la mutacion E484K sola aumenta
ligeramente la afinidad por el receptor ACE2, pero estudios con pseudovirus
recombinantes y VOC como Beta y Gamma evidenciaron la asociacion de esta
mutacién con la evasion de la respuesta inmune humoral al disminuir la unién de

nAbs monoclonales, de plasma convaleciente y post-vacunales [23,42,43].

4.4 Vacunacion contra el SARS-CoV-2 en Colombia

En Colombia se aprobaron 5 vacunas contra el SARS-CoV-2 y el programa nacional
de vacunacion contra el virus inicié el 17 de febrero del 2021. Para la primera
semana de junio del 2022 se habian administrado cerca de 84 millones de dosis de
vacunas. La vacuna de virus completo inactivado CoronaVac (Sinovac Life
Sciences, Beijing, China) y la BNT162b2 (Pfizer-BioNTech), una vacuna basada en
ARNmM que codifica el gen completo de la proteina S del SARS-CoV-2, son las dos
principales vacunas administradas en el pais representando el 31,5% y el 30,3% de
las dosis, respectivamente. Ademas, las vacunas ChAdOx1 (Oxford-AstraZeneca)
y Ad26.COV2.S — Janssen (Johnson & Johnson) que se basan en vectores
adenovirales incompetentes para la replicacion, que expresan una variante de la
proteina S del SARS-CoV-2 representan el 155% y 8,5% de las dosis
administradas, respectivamente. Finalmente, la vacuna mRNA-1273 (Moderna),
otra vacuna de ARNm que codifica el gen S del SARS-CoV-2, representa el 14,2%
de las dosis administradas en el pais. Sin embargo, alrededor de 36 millones de
personas han recibido el esquema primario de vacunaciéon de dos dosis de
CoronaVac, BNT162b2, ChAdOx1 o Moderna, y una dosis de Ad26.COV2.S,
mientras que aproximadamente 13 millones han recibido una dosis de refuerzo con
la misma vacuna (homodloga) o una diferente al esquema primario (heteréloga)

[11,12].
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Por otro lado, se ha evidenciado que los titulos de anticuerpos totales contra el
SARS-CoV-2 son significativamente mas altos en individuos con historia previa de
COVID-19 y posteriormente vacunados con CoronaVac o BNT162b2, [44,45]. La
inmunidad humoral conferida por la combinacion de infeccion previa y vacunacion
se conoce como inmunidad hibrida [46]. En Colombia, estudios de seroprevalencia
antes y al inicio del programa de vacunacion, evidenciaron seropositividades contra
el virus entre el 26 al 68% [47,48], por lo cual, se espera un porcentaje importante de
individuos con inmunidad hibrida en la medida en que avance el programa nacional
de vacunacion contra el COVID-19, no obstante, se desconoce la capacidad de

escape a este tipo de inmunidad de las variantes que circulan en el pais.

4.5 Impacto socioecondmico del COVID-19 en Colombia

La pandemia de COVID-19 ademas del evidente impacto en la salud humana,
también ha tenido un fuerte impacto socioeconémico. La combinaciéon de medidas
estrictas de distanciamiento social y confinamientos adoptados por los gobiernos
mundiales al inicio de la pandemia durante la fase de contencién, resultaron
efectivas en aspectos como la reduccion la transmision de la enfermedad, prevenir
el colapso de los servicios de salud y reducir la mortalidad [49]. Sin embargo como
anuncio tempranamente la OMS, en America Latina y el Caribe, estas medidas
tuvieron un fuerte impacto negativo en el sector de servicios donde la poblacion
mayoritaria esta compuesta por trabajadores informales con capacidad de ahorro
limitada y ausencia seguros de desempleo [50]. En Colombia se estimé que de los
13.3 millones de trabajadores confinados, el 70% eran informales, aunque se
registraron diferencias regionales en pérdidas econOmicas por las medidas de
aislamiento que oscilaron entre el 5.4% del producto interno bruto (PIB) en la region
del Amazonas, hasta el 6.3% del PIB en el eje cafetero y Antioquia, cifras

equivalentes a mas de 48 y 65 trillones de pesos colombianos [51].

Respecto al gasto en salud durante la pandemia por COVID-19 un estudio de la
Asociacion Nacional de Empresarios -ANDI- y la Universidad de Antioquia con base
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en datos del Fondo Monetario Internacional, estim6 que desde marzo del 2020 a
marzo del 2021, Colombia destiné recursos del Fondo de Mitigacion de
Emergencias (FOME) con los que incrementd el gasto fiscal en un 1.4% ($15,89
billones de pesos) del PIB para el sector salud buscando afrontar la emergencia
mediante la implementacion de medidas como la ampliacion de la oferta de servicios
de salud incluidas y unidades de cuidados intensivos (UCI), compra de equipos
biomedicos e insumos de laboratorio para el diagéstico y vigilancia epidemioldgica,

asi como la adquisicién de vacunas contra el SARS-CoV-2 entre otros [52].

Cerca del 30% de los recursos del FOME, unos 4.7 billones de pesos, fueron
destinados a la adquisicion de vacunas contra el SARS-CoV-2 [52]. Dicha inversion,
segun estudios del Observatorio Nacional de Salud del INS result6 altamente costo-
efectiva en términos de afios de vida saludable perdidos (AVISA), al estimar que
desde el inicio de la pandemia hasta principios de agosto de 2021, la carga de la
enfermedad por COVID-19 disminuyd desde 2,4 millones de AVISA, a menos de
2,15 millones de AVISA si no se hubiera vacunado la poblacién [53]. Adicionalmente,
el estudio estimé que los gastos directos de la pandemia (representados en el
manejo pacientes sintomaticos, hospitalizados, UCI y muertes por COVID-19), se
redujeron desde $18.680 millones por dia en un escenario sin inmunizacion, a
$14.535 millones en el escenario de vacunacion para el tercer pico de la pandemia,
donde se presentd el mayor numero de casos de COVID-19 en el pais [54] con una
cobertura de vacunacion del 28.6% de la poblacién [11]. No obstante, para el cuarto
pico entre diciembre de 2021 y febrero de 2022, donde se esperaba una cobertura
de vacunacion del 70%, el estudio estim6 un gasto diario de $2.640 millones, en

contraste con los $35.203 millones en el escenario sin vacunacion [53].

4.6 Impacto en la Salud

Aungue el conjunto de las medidas de distanciamiento social, farmacoldgicas y no
farmacoldgicas, tuvo un impacto positivo en la mitigacion del impacto de la

pandemia en la salud de la poblacién colombiana, para el 14 de diciembre de 2022
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se habian confirmado por laboratorio 6.317.010 casos de infectados y 141.881
fallecidos a causa del COVID-19 en el pais [3]. Ademas, de acuerdo con los reportes
de la situacién del COVID-19 en Colombia por la OPS [55], para el periodo del 22 al
29 de Junio del 2021, durante el tercer pico epidémico, se presento el mayor numero
de casos de COVID-19 en la historia de la pandemia del pais [3], el porcentaje de
hospitalizacion fue del 0,5%, el cual para el 2022 descendié progresivamente al
0,1% durante el cuarto pico entre el 18 de enero al 3 de febrero, hasta el 0,01%
durante el quinto pico epidémico con el historico del menor registro de casos de
COVID-19 en el pais entre el 30 de junio y el 7 de Julio. Respecto a los casos que
requirieron hospitalizacién en UCI, los porcentajes fueron del 0,1% para el tercer y
cuarto pico, y del 0.01% para el quinto pico [55]. Curiosamente, las proporciones de
hospitalizaciones durante los periodos del valle epidémico previo a cada pico fueron
relativamente iguales al pico posterior y siguieron la misma tendencia de

disminucién en funcion del tiempo [55].

La disminucién de los porcentajes de hospitalizacién e internacién en UCI por
COVID-19 en funcion del tiempo coincidié con el programa de vacunacion masiva
en Colombia que inicié a mediados de febrero del 2021 [11]. Esto se observé también
a escala global y demostro la efectividad de las vacunas genéticas y de virus
inactivados para proteger contra la severidad y letalidad por COVID-19 [56,57]. NO
obstante, desde el inicio de la pandemia se identificd que los individuos mayores de
60 afios de edad constituyen la mayoria de los casos severos Yy fallecimientos por
COVID-19 [58], en los cuales, la presencia de comorbilidades como enfermedades
renales, cardiovasculares, diabetes y la obesidad aumentan las posibilidades de un
desenlace severo o fatal [53,58,59].

La hipertension arterial fue una de las comorbilidades mas frecuentes entre los
pacientes con COVID-19 severo en el mundo al inicio de la pandemia, no obstante,
la implementacion medidas de salud publica, como la priorizacion de los pacientes
con hipertension en los servicios de salud y el plan nacional de vacunacién,
contribuyeron a disminuir la asociacion entre hipertension arterial y severidad del

COVID-19 en el segundo afio de la pandemia [60]. Lo anterior demuestra la
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efectividad de las medidas de salud publica basadas en la vacunacion y seguimiento
de casos de COVID-19 en el control de la mortalidad asociada, sin embargo, se
deben aplicar mas esfuerzos para controlar la dispersion de variantes con
predominio local asi como monitorear las respuestas de nAbs a variantes
emergentes de SARS-CoV-2 en la poblacion vacunada con el fin de mejorar las

estrategias de vacunacion.

5. OBJETIVOS

General

Evaluar la capacidad de escape de las variantes de SARS-CoV-2 representativas
del periodo 2021-2022 en Colombia frente a anticuerpos de individuos con

inmunidad humoral hibrida y heteréloga.
Especificos

1. Establecer un repositorio de aislamientos del SARS-CoV-2 con linajes de alto
impacto durante la pandemia de COVID-19 en Colombia de utilidad en el
desarrollo de pruebas de neutralizacion de anticuerpos.

2. Determinar el efecto de la inmunidad humoral hibrida y heteréloga sobre la
capacidad neutralizante contra variantes del SARS-CoV-2 con mutaciones
asociadas al escape de anticuerpos neutralizantes.

3. Describir el patron de isotipos de inmunoglobulinas para SARS-CoV-2 en

individuos con inmunidad hibrida y heterdloga.
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6. METODOLOGIA

6.1. Poblacion de estudio

Para el aislamiento de las variantes del SARS-CoV-2 de alto impacto en Colombia,
se consultaron las variantes con mayor porcentaje de prevalencia durante el periodo
marzo 2020 a enero del 2022 que se reportaron en el micrositio de datos de
genomas del SARS-CoV-2 del INS (www.ins.gov.co/Noticias/Paginas/coronavirus-

genoma.aspx). Posteriormente, se seleccionaron muestras de hisopados

nasofaringeos de individuos captados durante el programa nacional de vigilancia
gendmica del SARS-CoV-2 en Colombia [54], con RT-PCR positiva para el SARS-
CoV-2 con Ct menor 25 como criterio de inclusién, secuenciacién del genoma

completo y asignacion de linajes PANGOLIN (v.3.1.20).

Para la determinacion de las respuestas de nAbs contra las variantes del SARS-
CoV-2, se evaluaron muestras de individuos sin historial de COVID-19 inmunizados
con un esquema primario de las vacunas BNT162b2, CoronaVac, ChAdOx1 o
Ad26.COV2.S. Adicionalmente, se evaluaron las respuestas de nAbs en individuos
con y sin historial de COVID-19 que recibieron una dosis de refuerzo adicional al
esquema primario de vacunacion. Se evaluaron muestras de por lo menos 20
individuos con esquemas primarios, 20 individuos con refuerzo 20 individuos

vacunados con historial de infeccién por SARS-CoV-2.

6.2. Seleccién de muestras

Las muestras de hisopados nasofaringeas empleadas para el aislamiento viral
fueron recolectadas entre marzo de 2020 y febrero de 2022 en el marco del
programa nacional de vigilancia genomica del SARS-CoV-2 y el proyecto
CORHUCO aprobado por el Comité de Etica del INS (CEMIN)-10-2020. Las
muestras de sueros fueron recolectadas en la ciudad de Bogota, de individuos con

consentimiento informado por escrito aprobado por el Comité de Etica INS (CEMIN)-
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10-2020, (CEMIN)-04-2021 y (CEMIN)-019-2021. Se recolecté una muestra de
sangre (7 ml) de cada participante mediante venopuncién. Las muestras de sangre
fueron centrifugadas, luego se almacenaron 2 mL de suero en viales y se
congelaron a -70 °C hasta su procesamiento. Las muestras de suero se recolectaron
entre marzo de 2020 y mayo de 2022.

Para la estandarizacion de los ensayos de microneutralizacion se emplearon cinco
muestras de suero de individuos convalecientes no vacunados (n = 5; todos
hombres, rango de edad de 26 a 46 afios), con diagnostico de COVID-19 confirmado
por RT-PCR en tiempo real. Posteriormente se evaluaron sueros de cuatro cohortes
de individuos (mujeres y hombres entre 18 y 81 afios) inmunolégicamente naive
(no expuestos previamente) al SARS-CoV-2, que recibieron esquemas primarios de
las vacunas de 1) BNT162b2 (Pfizer), 2) ChAdOx1 (AstraZeneca), 3) CoronaVac
(Sinovac) o 4) Ad26.COV2.S (Janssen), las cuales consistieron en una o dos dosis
de acuerdo con las recomendaciones establecidas por cada fabricante [8]. Las tres
primeras cohortes recibieron un esquema de inmunizacion de dos dosis con
intervalos de cuatro semanas. La cuarta cohorte solo recibi6 una dosis como
esquema primario. Para las primeras 3 cohortes (Pfizer, AstraZeneca y Sinovac), se
incluyeron muestras de suero recolectadas 13 semanas después de recibir la
primera dosis (que corresponde a 9 semanas después de la segunda dosis) de
BNT162b2, CoronaVac y ChAdOx1. Mientras que las muestras de pacientes
vacunados con Ad26.COV2.S se recolectaron 20 semanas después de recibir una
dosis de esta vacuna (Tabla 1). Adicionalmente, se evaluaron muestras de
individuos inmunoldgicamente naive al SARS-CoV-2, a los 30 dias de recibir una
dosis de refuerzo homodlogo o heterélogo posterior al esquema primario de
vacunacion (Tabla 1). Se excluyeron personas con infeccion previa o en curso por
SARS-CoV-2 durante el seguimiento clinico, o con presencia de anticuerpos totales
contra el SARS-CoV-2 en el momento de la administracion de la primera dosis de

la vacuna.

Finalmente, se evaluaron muestras de individuos con historial de infeccién en

cualguier momento del esquema de vacunaciéon que recibieron esquemas primarios
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de la vacuna BNT162b2 y una dosis de refuerzo heterdlogo con la vacuna ChAdOx1
0 Ad26.COV2.S (Tabla 1).

Para los individuos inmunizados con las vacunas BNT162b2, ChAdOx1 vy
Ad26.COV2.S que codifican el gen completo de la proteina S del SARS-CoV-2, el
historial de infeccion se verificd por la presencia de anticuerpos contra la proteina
de la nucleocapside (N) del SARS-CoV-2 ya que estos son detectables tras la
infeccién o vacunacion con CoronaVac. La inmunidad hibrida en vacunados con
CoronaVac se confirmo6 en individuos que reportaron infeccion por el virus tras
recibir la vacuna y con diagnostico confirmado por RT-qPCR. Para todos los
individuos vacunados, se evalud la presencia de anticuerpos anti-S antes de la

vacunacion con el fin de confirmar infecciones previas.

Tabla 1. Grupos de individuos con diferentes esquemas de vacunaciéon contra el SARS-CoV-2 e
historial de infeccién

Esquema primario (EP) Inmunidad homdloga o heteréloga Inmunidad hibrida
(naive) (naive) (con historial de infeccion)
N Rango N Rango N Rango
Esquema edad EP + edad EP + edad
(M/H)* (afios) refuerzo (M/H)* (afios) refuerzo (M/H)* (afios)
31 BNT162b2 @ BNT162b2 0
+ +
BNT162b2 ———— 23-62 ChAdOxls 26 -63 ChAdoxls 25-63
(3/28) (15/5) (30/10)
30 BNT162b2 + 20 BNT162b2 + 30
CoronaVac @21) 18 - 58 MRNA-1273 (14/6) 24 -65 mRNA-1273 (24/6) 30 -64
31 ChAdOx1-s 19
ChAdOx1-s ———————— 50-81 — 66-73 - -
e (1417) +ChAdOX1-s — (13/6)
26 CoronaVac + 15
Ad26.COV2.S ———— 21-61 ——— 60-85 - -
(10/16) BNT162b2 (8/7)

*M: mujeres H: hombres

6.3. METODOLOGIA ASOCIADA AL OBJETIVO 1

6.3.1. Aislamiento viral y preparacion de lotes virales

Se emplearon muestras de hisopado orofaringeo positivas por RT-PCR para SARS-
CoV-2 con un Crt inferior a 25 y con asignacion de linaje del SARS-CoV-2 segun

descripcion previa [29]. Cada espécimen se filtr6 con una membrana de 0,22 um 'y
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se inocul6 por duplicado. Se sembraron células Vero (rifidn de mono verde africano)
E6 (ATCC CRL-1586™) en 5 mL de medio esencial minimo (MEM), suplementado
con 2% de SFB inactivado, 1 pg/mL de penicilina/estreptomicina y glutamina al 1%,
a una densidad de 5x10° células por frasco de cultivo T-25 e incubadas a 37°C en
atmosfera de CO2 al 5%, durante 1-2 dias, hasta alcanzar la confluencia para la
inoculacion. La inoculacion de las células se realizé segun lo descrito por To, Kay
colaboradores [61], cada frasco se inoculé con 0,25 ml de la muestra (dilucién 1:2

en MEM) durante 60 minutos a 37°C, luego se afiadieron 4 mL de MEM.

El efecto citopéatico (EC) inducido por el virus se examing diariamente hasta
observar EC durante 7 dias. Posteriormente, los sobrenadantes de cultivo con las
particulas virales se recolectaron en tubos cénicos de 50 mL y se centrifugaron a
400g por 5 minutos a 4°C para precipitar detritos celulares. Seguidamente la
fraccion liquida se filtr6 con una membrana de 0.2 um. El filtrado se distribuy6 en
alicuotas de 500 pL en tubos de 1.5 mL cada una, y se almacenaron a -70°C para
su uso posterior. Todos los ensayos con virus SARS-CoV-2 infeccioso se realizaron
en el laboratorio de biocontencion nivel 3 del INS.

Los lotes de aislamiento viral se identificaron con un cédigo de 9 caracteres asi: el
prefijo LVSC2 (acronimo de lote viral de SARS-CoV-2) seguido de 9 digitos
alfanuméricos (p.ej. COV-VG-0001), que corresponden con el cddigo del biobanco
previamente asignado a dichas muestras. El lote resultante de la propagacion se
marco con el sufijo P2, indicativo del nUmero de pase. La informacién sobre la
identificacion de los lotes y cantidad de viales producidos se registré en el formato
magnético “Base de datos de agentes de riesgo laboratorio BSL-3” FOR-R03.3103-
002 del sistema integrado de gestion (SIG) del INS. Posteriormente se tomaron
alicuotas de cada lote viral para la secuenciacion del genoma completo con el fin
verificar la correspondencia con el linaje asignado originalmente a la muestra desde
donde se obtuvo el aislamiento y descartar la presencia de nuevas mutaciones

asociadas al pasaje por cultivo celular.
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6.3.2. Secuenciacion del genoma completo de los aislamientos virales

El ARN viral se obtuvo utilizando el estuche ExiPrep™ Viral RNA en el sistema
automatizado de extraccion de acidos nucleicos ExiPrep™48 Dx (Bioneer Corp,
Yuseong-gu, Republic of Korea) y la deteccién de ARN del SARS-CoV-2 se realiz6
mediante RT-PCR en tiempo real utilizando el estuche SuperScript 11l Platinum One-
Step Quantitative RT-PCR (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU),
siguiendo el protocolo Charité-Berlin [62] para la amplificacion de los genes E
(ensayo de deteccién de betacoronavirus) y RdRp (SARS-CoV-2 ensayos
confirmatorios). Las muestras de ARN positivas para el SARS-CoV-2 se procesaron
para la secuenciacion del genoma viral completo [29] siguiendo el método de ensayo
MEN-R03.3103-006 disponible en el SIG del INS. Para esto, se uso el protocolo de
secuenciacion en la plataforma Oxford Nanopore de la red ARTIC (LoCost - ver3) a
partir de amplicones generados con una ADN polimerasa de alta fidelidad Q5® (New
England Biolabs Inc., UK), para evitar la introduccion de mutaciones artificiales. Los
amplicones fueron empleados en la preparacién de librerias de secuencia utilizando
el estuche de ligacion de ADN gendmico (SQK-LSK109; Oxford Nanopore
Technologies), y la secuenciacion se realizdé utilizando una celda de flujo
FLOMIN106D (R9.5) en un equipo GridlON (Oxford Nanopore Technologies,
Oxford, UK).

6.3.3. Ensamblaje de secuencias gendmicas y analisis filogenéticos

La asignacién de bases a las lecturas de secuencias (Basecalling) se realizd
mediante el software Guppy versidon 3.2.2 (Oxford Nanopore Technologies),
posteriormente las lecturas de cada aislamiento se “desmultiplexaron” y se
recortaron los extremos de baja calidad usando Porechop version 0.3.2_pre. Las
lecturas procesadas se alinearon contra el genoma de referencia de SARS-CoV-2
(GenBank NC_045512.2) mediante el uso de la alineacion Smith-Waterman de
Burrows-Wheeler Aligner [63]. El llamado de variantes nucleotidicas se realiz6
cuando se encontraron profundidades superiores o iguales a 200X para el
polimorfismo y luego se generd la secuencia consenso utilizando Nanopolish

version 0.13.2 como se describid [29].
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Para el analisis filogenético de las secuencias consenso de los aislamientos virales
se usaron 1856 secuencias de infecciones por SARS-CoV-2 en Colombia de la base
de datos GISAID (del inglés Global Initiative on Sharing All Influenza Data)
reportadas en el marco de la vigilancia genémica en el pais. El conjunto de datos
de secuencia se alined con el software MAFFT v7 [64]. La alineacion se curd
manualmente para eliminar los UTR y corregir posibles desalineaciones. Se
eliminaron las secuencias con una cobertura del genoma inferior al 90%, asi como
las secuencias idénticas redundantes. El conjunto de datos alineado contuvo
secuencias con representantes de cada linaje circulando en Colombia hasta febrero
del 2022 en cada region. Se realizd una reconstruccion del arbol de méaxima
verosimilitud con el modelo de sustitucion de nucle6tidos GTR+F+1+G4 usando
IQTREE. El modelo de sustitucion se seleccioné de acuerdo con el puntaje BIC més
bajo utilizando el buscador de modelos IQTREE [64]. El soporte de rama se estimé
con 1000 réplicas de una prueba de relacion de verosimilitud aproximada similar a

Sh (sH-aLRT) y 1000 réplicas de arranque ultrarrapidas.

Finalmente, se contrastaron los linajes obtenidos contra las secuencias y linajes
reportados en la plataforma GISAID para verificar que correspondieran con el linaje

asignado originalmente a la muestra desde donde se obtuvo el aislamiento.

6.3.4. Analisis molecular de primeros protocolos de rRT-PCR para la
deteccién del SARS-CoV-2 disponibles en el sitio web de OMS

Un total de 39 secuencias de cebadores y sondas de 13 protocolos internos de rRT-
PCR para la deteccion de SARS-CoV-2 publicados en el sitio web de la OMS [65],
se alinearon con la secuencia de referencia derivada del primer caso confirmado en
Wuhan, provincia de Hubei, China, y denominada cepa Wuhan-1 (Numero de
acceso de GenBank: NC_045512.2). Los protocolos se dirigieron a 13 regiones del
genoma diferentes dentro de los genes Orflab (Nsp9, Nsp10, Nsp11, RdRp, ExoN),
E (Envoltura) y N (Nucleocéapside), entre los cuales, el 61,5% (8 de 13) de los
ensayos fueron dirigidos al gen N. Posteriormente, se alinearon las secuencias de
los primeros 30 genomas del SARS-CoV-2 obtenidas en Colombia con los
oligonucleotidos de los protocolos OMS usando la herramienta Muscle [66],
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integrada en el software MEGA X [67]. Se generaron matrices de sustitucion de los
genomas colombianos respecto del genoma de referencia (NC_045512) a nivel de
nucleotidos y aminodacidos para los 13 protocolos de rRT-PCR publicados en el sitio

web de la OMS, aportados por varias instituciones alrededor del mundo.

6.3.5. Evaluacion del impacto en la salud de las primeras VOl y VOC que
dominaron picos epidémicos de COVID-19 en Colombia

Se incluyeron datos clinicos de 535 casos de COVID-19 con asignacion de linaje
del SARS-CoV-2, procedentes de 27 departamentos colombianos que representan
el 80% del territorio. Entre el total de casos, 303 correspondieron a pacientes que
sobrevivieron y muestreados entre junio de 2020 a agosto de 2021, mientras que
232 correspondieron a casos fatales muestreados principalmente durante el tercer
pico epidémico entre abril y julio de 2021. Los datos clinicos (sintomas,
comorbilidades, edad, sexo y antecedentes de tabaquismo) de los pacientes con
COVID-19 se obtuvieron de la base de datos oficial del sistema de vigilancia en
salud publica (SIVIGILA) del Instituto Nacional de Salud - Colombia. Los resultados
clinicos de COVID-19 se clasificaron en asintomaticos, sintomaticos, graves
(cuando el paciente estaba hospitalizado) y fallecidos segun el espectro de casos
de COVID-19 descrito anteriormente [68]. Las asociaciones entre los resultados
clinicos con las condiciones de salud y los linajes del SARS-CoV-2 se analizaron
mediante despegamiento multidimensional (MDU) usando la herramienta Prefscal
(IBM SPSS Statistics), donde los sintomas, las comorbilidades, el sexo, la edad, el
historial de tabaquismo y el linaje del SARS-CoV-2 se calificaron como atributos de
los resultados clinicos de COVID-19 segun los datos recopilados de cada paciente.

6.3.6. Titulacion de virus mediante la determinacién de dosis infecciosa
media de cultivo de tejidos (TCID50)

Los titulos de virus se determinaron mediante el método de punto final de dosis
infecciosa de cultivo de tejidos (TCID50). Se sembraron 7,5 x 103 células Vero E6
en 100uL en placas de 96 pocillos de 16 a 24 h antes de la infeccion. Luego, se
realizaron diluciones seriadas del virus desde 10! a 101°, y se agregaron 100 pL
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de cada dilucién al pozo respectivo (se realizaron ocho repeticiones para cada
dilucion) y se incubaron a 37 °C con atmosfera de CO2 al 5% durante 5 dias.
Posteriormente, el titulo viral se estim6 mediante el método de Reed y Muench [69].
Todos los ensayos con virus SARS-CoV-2 infecciosos se realizaron en el laboratorio
de biocontencion nivel 3 del INS.

6.4. METODOLOGIA ASOCIADA AL OBJETIVO 2

6.4.1. Neutralizacién del SARS-CoV-2 con suero de individuos vacunados
contra el COVID-19

El titulo de anticuerpos neutralizantes contra el SARS-CoV-2 en individuos
convalecientes y vacunados se determind mediante ensayos de microneutralizacion
(MN). La dilucién que neutralizo el efecto citopético en el 50% de los pozos (MN50)
se calculo por el método de Reed y Muench [69]. Para esto, se adapto la metodologia
publicada por Algaissi y Hashem [70]. Brevemente, la presencia de anticuerpos
neutralizantes se evalué por medio de diluciones seriadas 1:2 de muestras de suero
en las que previamente se inactivé el complemento mediante calentamiento a 56°C
por 30 minutos. Las diluciones fueron incubadas con 120 TCID50 de cada variante
del virus en MEM suplementado con FBS al 2% durante una hora a 37 °C.
Posteriormente, la suspensién se transfiri6 a una monocapa de 7,5 x 10° células
Vero E6 y se incub6 a 37°C con 5% de CO2zdurante 5 dias.

Cada muestra se evalud en pozos por triplicado. Como control negativo se utilizd
una muestra con reactividad negativa para antigenos N y S del SARS-CoV-2 del
banco de suero del 2020 previo al programa de vacunacion y al brote de COVID-19

en el pais.

6.4.2. Evaluacion de anticuerpos totales IgM/IgG contra las proteinas
espicula (S) y nucleocépside (N) del SARS-CoV-2

La presencia de anticuerpos anti-S totales (IgG/IgM) antes de la vacunacion se
verifico mediante el ensayo SARS-CoV-2 Total (COV2T, Siemens Healthcare
Diagnostics Inc., Nueva York, NY, EE. UU.) (Tabla complementaria S1). La
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presencia de anticuerpos IgG anti-nucleoproteina durante el seguimiento clinico de
individuos vacunados con BNT162b2, ChAdOx1, Ad26.COV2.S se verifico
mediante el ELISA cualitativo ID Screen SARS-CoV-2-N IgG Indirect (ID Vet,
Montpellier, France), siguiendo las instrucciones del fabricante (Tabla
complementaria S1). Posteriormente, la concentracion de anticuerpos IgG anti-S
se analizé mediante el ensayo SARS-CoV-2 IgG (sCOVG, Siemens Healthcare
Diagnostics Inc., Nueva York, NY, EE. UU.) en la plataforma ADVIA Centaur XPT
(Siemens) (Tabla complementaria S1). El valor indice de corte se defini6 como
reactivo = 1,0 U/mL. Los valores indice se expresaron en unidades de anticuerpos
de union por mililitro (BAU/mL) utilizando el factor de conversion estandar de la OMS

de 21,8, segun lo determinado para los ensayos de Siemens [71].

6.5. METODOLOGIA ASOCIADA AL OBJETIVO 3

6.5.1. Identificacion de anticuerpos IgM e IgG contra antigenos del SARS-
CoV-2

Se emplearon dos paneles MILLIPLEX® SARS-CoV-2 Antigen (Millipore Sigma),
para detectar la presencia de anticuerpos IgG (ref: HC19SERG1-85K) e IgM (ref:
HC19SERM1-85K) contra las subunidades S1, S2 y RBD de la proteina S, y contra
la proteina N de del SARS-CoV-2. El ensayo consiste en microesferas marcadas
con un “codigo” de fluorescencia y conjugadas con los antigenos del SARS-CoV-2.
Brevemente, 25 L de muestras de suero diluidas (1:100) fueron incubadas con las
microesferas conjugadas con los antigenos S1, S2, RBD o N. Los complejos fueron
lavados e incubados con un anticuerpo de deteccion (anti-IgG o IgM) conjugado con
ficoeritrina. La fluorescencia emitida por los complejos fue leida en el equipo
Luminex® TM 200 (Luminex Corp). Los paneles incluyen 4 perlas control que
consisten en 1 control de ensayo negativo y tres microesferas de control de
fluorescencia baja, media y alta; son combinadas las perlas conjugadas con los
antigenos S1, S2, RBD o N. Debido a que la prueba arroja datos en bruto medidos
como Intensidad de Fluorescencia Media (MFI), se utilizaron muestras con
reactividad negativa para antigenos del SARS-CoV-2 del banco de suero del 2020

previo al programa de vacunacion y al brote de COVID-19 en el pais para definir el
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umbral de deteccion para la presencia de los anticuerpos de interés en las diferentes

muestras como se describio6 [72].

6.5.2. Anédlisis estadisticos

Las diferencias entre las medias geométricas de los titulos de neutralizacién (GMT)
para BNT162b2, CoronaVac, ChAdOx1 y Ad26.COV2.S frente a cada variante del
SARS-CoV-2 se determinaron mediante la prueba de Kruskal-Wallis, seguida de la
prueba post hoc de Dunn para comparaciones multiples donde el valor de p de <0,05
se considero estadisticamente significativo. Se asigno un valor arbitrario de 5 a las
muestras con MN50 <10. El analisis estadistico se realizé con GraphPad PRISM
6.0.1 (GraphPad Software, San Diego CA, EE. UU).

Se emplearon curvas ROC para establecer los umbrales putativos en los ensayos
MILLIPLEX® de antigenos del SARS-CoV-2 para discriminar muestras con
reactividad positiva y negativa. Se emplearon 4 muestras con reactividad negativa
para antigenos N y S (determinadas como se explico en el numeral 6.4.2) para
establecer los puntos de corte experimentales.

Las diferencias estadisticas de las concentraciones medias de isotipos de
anticuerpos entre los grupos de pacientes segun las vacunas recibidas se evaluaron
mediante la prueba de Kruskal-Wallis, seguida de la prueba post-hoc de Dunn
empleando el software GraphPad PRISM 6.0.1 (GraphPad Software, San Diego CA,
EE. UU).
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7. RESULTADOS

7.1. Genomas del SARS-CoV-2 en Colombia mostraron variabilidad
genética en algunas regiones blanco para el diagnéstico de COVID-
19.

El alineamiento de las primeras 30 secuencias del virus en Colombia con los 39
oligonucledtidos publicados por la OMS, realizado durante la fase de contencién
de la pandemia, evidenci6o desapareamientos con al menos una secuencia
colombiana (Tabla 2). Los sitios conflictivos en las secuencias primer/sonda se
debieron a 1) desapareamiento entre el oligonucleétido y las secuencias
colombianas y de referencia o 2) desapareamiento entre el oligonucle6tido y una

0 mas secuencias colombianas.

Ademas, la posicion del codon del ultimo nucleétido en el extremo 3' de cada
oligonucledtido analizado se identificé de acuerdo con el marco de lectura abierto
correspondiente. El extremo 3' de 11 oligonucleétidos correspondia a la posicion
del primer coddn, otros 11 cebadores tenian extremos 3' ubicados en la posicion
del segundo codon y el extremo 3' de 4 oligonucle6tidos alineados con la
posicion del tercer codon (Tabla 1). Notablemente, el extremo 3' de los
oligonucledtidos CDC 2020 (EE. UU.) 2019-nCoV N1-F, CDC 2020 (EE. UU.)
2019-nCoV N3-F, CDC 2020 (EE. UU.) 2019-nCoV N3-R y Hong Kong (2020)
HKU-NR se alinearon con la posicion del tercer codon de sus ORF
correspondientes. Dos de estos cebadores fueron los cebadores sentido y
antisentido propuestos para amplificar un blanco especifico (CDC 2020 (EE.
UU.) 2019-nCoV N3) en el gen N, lo que hace que este protocolo sea muy
susceptible a resultados falsos negativos a medida que aumenta la variabilidad
genética viral. Los resultados detallados de este analisis fueron publicados en la

revista Infection, Genetics and Evolution de la editorial Elsevier [73].
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Tabla 2. Regiones blanco y conflictos de disefio de los cebadores y sondas analizados segun la

diversidad genética de las cepas colombianas de SARS-CoV-2.

. X Coordenadas Posicién del codon al .
Gen Blanco Primer/Sonda L. 2 \ Genomas con desapareamientos
genémicas extremo 3
Pasteur 2020(France)nCoV I1P2-12669Fw 12690-12707 1 Ninguno
Pasteur 2020(France)nCoV IP2-12696bProbe 12717-12737 NA Ninguno
Pasteur 2020(France)nCoV IP2-12759Rv 12797-12780 2 Ninguno
Zhu 2020 CDC-China Set I(ORFlab) fw 13342-13362 2 Ninguno
Zhu 2020 CDC-Set | Probe(ORF1ab) 13377-13404 NA hCoV/Colombia/Antioquia/79253/2020
ORFlab Zhu 2020 CDC-China Set I(ORFlab) Rv 13460-13442 1 Ninguno
Corman Berlin(2020) RdRP SARSr-F2 15431-15452 2 hCoV/Colombia/Valle del Cauca/79943/2020
Corman Berlin(2020) RdRP SARSr-P2 14470-15494 NA Ninguno
Corman Berlin(2020) RdRP SARSr-R1 15530-15505 1 Todos los 30 genomas colombianos
Hong Kong(2020) HKU-ORF1b-nsp14F 18778-18797 2 Ninguno
Hong Kong(2020) HKU-ORF1b-nsp141P 18849-18872 NA Ninguno
Hong Kong(2020) HKU-ORF1b-nsp14R 18909-18889 1 Ninguno
Corman Berlin(2020) E Sarbeco F1 26269-26294 2 Ninguno
GenE Corman Berlin(2020) E Sarbeco P1 26362-26357 NA Ninguno
Corman Berlin(2020) E Sarbeco R1 26381-26360 2 Ninguno
CDC 2020(USA) 2019-nCoV N1-F 28287-28306 3 Ninguno
CDC 2020(USA) 2019-nCoV N1-P 28309-28332 NA Ninguno
CDC 2020(USA) 2019-nCoV N1-R 28356-28335 2 Ninguno
DMC-MH 2020(Thailand)WH-NIC N-F 28320-28338 2 Ninguno
DMC-MH 2020(Thailand)WH-NIC N-P 28341-28356 NA Ninguno
DMC-MH 2020(Thailand)WH-NIC N-R 28376-28358 1 Ninguno
CDC 2020(USA) 2019-nCoV N3-F 28681-28702 3 Ninguno
CDC 2020(USA) 2019-nCoV N3-P 28704-28727 NA Ninguno
CDC 2020(USA) 2019-nCoV N3-R 28752-28732 3 Ninguno
Corman Berlin(2020) N Sarbeco F1 28706-28724 1 Ninguno
Corman Berlin(2020) N Sarbeco P1 28753-28777 NA Ninguno
Corman Berlin(2020) N Sarbeco R1 28833-28814 1 Ninguno
hCoV/Colombia/Bogota/78390/2020
Gen N hCoV/Colombia/Valle del Cauca/81279/2020
Zhu 2020 CDC-China Set Il Fw(N) 28881-28902 2 hCoV/Colombia/Valle del Cauca/81251/2020
hCov/Colombia/Quindio/79911/2020
hCoV/Colombia/Quindio/80663/2020
Zhu 2020 CDC-China Set Il Probe(N) 28934-28953 NA Ninguno
Zhu 2020 CDC-China Set Il Rv(N) 28979-28958 1 Ninguno
Nao 2020(Japan)NIID 2019-nCOV N F2 29125-29144 1 Ninguno
Nao 2020(Japan)NIID 2019-nCOV N P2 29222-29241 NA Ninguno
Nao 2020(Japan)NIID 2019-nCOV N R2 29299-29280 2 Ninguno
Hong Kong(2020) HKU-NF 29145-29166 2 Ninguno
Hong Kong(2020) HKU-NP 29179-29198 NA Genoma referencia y los 30 genomas
Hong Kong(2020) HKU-NR 29254-29236 3 Ninguno
CDC 2020(USA) 2019-nCoV N2-F 29164-29183 1 Ninguno
CDC 2020(USA) 2019-nCoV N2-P 29188-29210 NA Todos los 30 genomas colombianos

CDC 2020(USA) 2019-nCoV N2-R

29230-29213

Ninguno

1Los nombres se asignaron tal como se publicaron en linea en el sitio web de la OMS.2 Coordenadas estimadas a partir del

alineamiento a la secuencia de referencia NC_045512.2

7.2.

Variantes que dominan picos epidémicos tienen alto impacto en la
morbimortalidad por COVID-19 a pesar de su clasificacion VOC o

VOl

El analisis de 535 casos de SARS-CoV-2 procedentes de 27 departamentos

colombianos sugirié que los hombres tienden a desarrollar COVID-19 mas grave,

y los resultados graves o fatales fueron tipicamente para pacientes mayores de
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60 afios con comorbilidades que incluyen EPOC, enfermedad cardiaca,
enfermedad renal, obesidad, asma y antecedentes de tabaquismo. Ademas,
aunqgue se identificaron 39 linajes de SARS-CoV-2 entre los 535 casos, solo 9
linajes representaron el 88,5% de los casos (Tabla 3), donde las variantes Mu y
Gamma se asociaron con el 69% y el 18% de los casos fatales, respectivamente.
El diagrama de MDU agrup6 a los fallecidos y las variables estrechamente
asociadas, incluido el grupo de edad “>60 afios”, seguido de antecedentes de
tabaquismo y diabetes, EPOC, asma, céncer, enfermedades cardiacas y
renales. Los linajes B.1.621 (Mu) y P1 (Gamma), también se incluyeron en este
grupo, seguidos por C37 (Figura 1).

Ademas, los resultados sintomaticos y graves se agruparon con el grupo de edad
“41-60 afos”, hipertension y sintomas comunes de COVID-19. Las variables
sexo masculino y obesidad se graficaron juntas a distancias aproximadamente
iguales del eje fallecido-grave-sintoméatico. Finalmente, el resultado asintomatico
se agrupo con los grupos de edad mas jovenes (0-20 y 21-40 afios), los linajes
SARS-CoV-2 B.1.420, B.1.1.348, B.1.111, B.1.1. 7, y sexo femenino. Los
resultados de este estudio fueron publicados en la revista International Journal

of Infectious Diseases de la editorial Elsevier [74].
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Figura 1 Grafico de desplegamiento multidimensional para desenlaces y condiciones de salud de
COVID-19 y linajes de SARS-CoV-2. Las variables mas cercanas entre si sugieren una mayor
asociacion. Los diamantes grises delineados en rojo representan resultados clinicos (asintomaticos,

sintomaticos, graves y fallecidos), los circulos representan linajes de SARS-CoV-2, sintomas, sexo,
grupos de edad y comorbilidades.
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Tabla 3 Resumen de datos de pacientes con COVID-19

Characteristics

Desenlace fatal

No Si
Edad, afios, n (%)
0-20 31(10,2) 1(0,4)
21-40 102 (33,7) 8(3,4)
41-60 97 (32,0) 19 (8,2)
>61 73 (24,1) 204 (87,9)
Sexo
Femenino 138 (45,5) 95 (40,9)
Masculino 165 (54,5) 137 (59,1)
Linaje, n (%)
B.1 61(20,1) 4(1,7)
B.1.1 16 (5,3) 0(0,0)
B.1.1.348 39 (12,9) 1(0,4)
B.1.1.7 9(3,0) 2(0,9)
B.1.111 60 (19,8) 1(0,4)
B.1.420 31(10,2) 0(0,0)
B.1.621 14 (4,6) 160 (69,0)
C37 0(0,0) 9(3,9)
P.1 25(8,3) 41(17,7)
Otros linajes 48 (15,8) 14 (6,0)
Sintomas clinicos, n (%)
Tos 159 (52,5) 147 (63,4)
Fiebre 125(41,3) 92 (39,7)
Odinofagia 125 (41,3)  92(39,7)
Adinamia 97 (32,0) 37 (15,9)
Miocarditis 0(0,0) 1(0,4)
Septicemia 0(0,0) 6 (2,6)
Falla respiratoria 2(0,7) 21(9,1)
Rinorrea 39 (12,9) 28 (12,1)
Conjuntivitis 5(1,7) 5(2,2)
Dolor de Cabeza 92 (30,4) 54 (23,3)
Diarrea 26 (8,6) 22 (9,5)
Disgeusia 30 (11,4) 1(9,1)
Comorbilidades, n (%)
Asma 1(0,3) 6 (2,6)
EPOC 7(2,3) 39 (16,8)
Diabetes 19 (6,3) 48 (20,7)
Enfermedad cardiaca 9 (3,0) 31(13,4)
Cancer 1(0,3) 10 (4,3)
Obesidad 11 (3,6) 20 (8,6)
Enfermedad renal 7(2,3) 24 (10,3)
Fumador 4(1,3) 17 (7,3)
Hipertension 33(10,9) 6 (2,6)
Tuberculosis 0(0,0) 0(0,0)
VIH 0(0,0) 1(0,4)
Hipotiroidismo 1(0,3) 8(3,8)
Alzheimer 1(0,3) 6(2,8)
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7.3. Aislamiento y titulacion exitosa de linajes del SARS-CoV-2 en células
Vero EG6.

Los ensayos de aislamiento del virus resultaron exitosos en mas del 50% de las
muestras de hisopado nasofaringeo y en todos los casos de aislamiento positivo se
observo induccion de EC caracterizado por redondeamiento y desprendimiento
celular desde el primer pase entre el dia 3 y 5 post inoculacion (Figura 2). Estos
ensayos permitieron obtener 9 lotes de aislamientos del SARS-CoV-2 con titulos
entre 1,3 x10°y 2,6 x10°® TCID50/mL cuyos linajes coincidieron con los identificados
previamente en la muestra de hisopado nasofaringeo y correspondieron a un linaje
Ay siete linajes B (Tabla 4). Cabe resaltar que la circulacién de estos linajes en
Colombia, se reporté en el marco de la vigilancia gendémica liderada por nuestro
grupo de investigacion entre marzo del 2020 a enero del 2022 [3].

El aislamiento de la muestra EPI_ISL_498169 clasificado en el linaje A.1, presento
s6lo 2 mutaciones en las proteinas NS8 y NSP1 con respecto al genoma referencia
de Wuhan y fue el Gnico aislamiento incluido en este estudio que no presenta la
mutacion caracteristica D614G en la proteina S. El aislamiento de la muestra
EPI_ISL_526969 clasificado en el linaje B.1.420 presentd la mutacion D614G en la
proteina S caracteristica de los linajes B.1 ademas de un patron de mutaciones en
otras proteinas que incluyeron, N A119T, NSP12 A43S, NSP12 P323L. Los dos
aislamientos de las muestras EPI_ISL 526971 (B.1.111 [I]) y EPI_ISL_ 794659
(B.1.111 [ll]), aunque compartieron el patrén de mutacion caracteristico del linaje
B.1.111 (Spike D614G, NS3 Q57H y NSP12 P323L), también presentaron varias
mutaciones divergentes entre las que se destacan la presencia de dos mutaciones
adicionales en la proteina S (T8591 y W152R) en el aislamiento EPI_ISL_794659.

Cabe destacar que el aislado de la muestra EPI_ISL_1092007 actualmente
asignado al linaje B.1 (Pango v.4.1.3 PLEARN-v1.17) fue uno de los primeros linajes
con la mutacién E484K en la proteina S detectados en el pais entre diciembre 26
del 2020 y enero 14 del 2021. Para esa fecha, multiples estudios sugirieron que la
mutacion E484K estaba asociada al escape de anticuerpos neutralizantes de
individuos con historial de infeccion por SARS-CoV-2 (pacientes convalecientes),
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por lo cual nuestro grupo propuso la reasignacion de linaje y evaluacion de
anticuerpos neutralizantes en sueros de pacientes convalecientes [20]. Los 4
aislamientos restantes correspondieron a linajes designados como VOI o VOC por
la OMS, entre los cuales, el aislamiento de la muestra EPI_ISL_1821065 clasificado
en el linaje B.1.621 fue detectado en enero de 2021 y propuesto como variante de
interés (VOI) por nuestro grupo de investigacion [19], 0 que repercutid en su
designacion como variante Mu por la OMS en agosto 30 del 2021 [5]. El aislamiento
de la muestra EPI_ISL_ 2500971, clasificado en el linaje P.1, fue importado a
Colombia desde la frontera amazoénica con Brasil a finales de enero del 2021
aunque fue detectado por primera vez en la region amazonica del Brasil en
noviembre del 2020 y designado como la VOC gamma en enero del 2021 [75]. Esta
variante llamo la atencion de las autoridades de salud publica brasilefias por poseer
un perfil Unico de 10 mutaciones en la proteina S que definieron el linaje (L18F,
T20N, P26S, D138Y, R190S, K417T, E484K, N501Y, H655Y, and T10271), incluida
la triada E484K, K417T y N501Y asociada con una mayor unién al receptor humano
ACE?2 [76].

El aislamiento de la muestra EPI_ISL_7314401 fue clasificado en el linaje B.1.617.2,
detectado originalmente en el estado de Maharashtra en la India en octubre del 2020
[75,77]y designado como la VOC Delta en mayo del 2021 [75]. Entre las 8 mutaciones
presentes en la proteina S caracteristicas de este linaje [78], diferentes estudios
sugieren que un conjunto Unico de mutaciones (T478K, P681R y L452R) lo hacen
excepcionalmente infeccioso y poco susceptible a los anticuerpos neutralizantes de
personas previamente infectadas o vacunadas [79]. No obstante, esta variante se
disperso por todo el mundo y se diversifico en mas de 200 sublinajes [80], de los
cuales casi 100 fueron detectados en Colombia, aunque cinco de ellos (AY.20,
AY.25, AY.26, AY.3, AY.5) con mayor frecuencia [54]. El sublinaje dominante, en el
pais fue AY.25 por lo cual, en este estudio se buscdé obtener un aislamiento

perteneciente a este sublinaje.

Finalmente, el aislamiento de la muestra EPI_ISL 9433093 fue clasificado en el

linaje B.1.1.529 designado como la variante Omicron el 26 de noviembre del 2021
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[5]. El origen de esta variante, inicialmente considerado africano, actualmente no es
claro, ya que aparentemente los primeros casos reportados en Africa eran viajeros
internacionales y una semana antes del anuncio de Africa se supo que los Paises
Bajos tenian un paciente positivo de la variante Omicron [81]. Entre todas las VOC
reportadas hasta finales diciembre del 2022, Omicron es la Unica variante que
circula en el mundo [5], ademas, la VOC con mayor acumulacion de mutaciones, en
todo el genoma, incluida la proteina S en la cual, las primeras secuencias reportadas
presentaron al menos 20 mutaciones [82] que le confieren mayor transmisibilidad y
resistencia parcial a la inmunidad inducida por las vacunas COVID-19 [81]. Para
finales de diciembre del 2022 esta variante se diversifico en mas de 300 sublinajes
y se ha dispersado por 202 paises incluido Colombia [80] donde dominé el cuarto
pico epidémico a finales de enero del 2022 con la presencia méas de 50 sublinajes,
entre los cuales, BA.1 fue el mas representativo [3] y corresponde al aislamiento
obtenido en este estudio. El sublinaje BA.1 se caracteriza por un perfil de 32
mutaciones en la proteina S, incluidas al menos tres deleciones (DEL69/70,
DEL143/145 y DEL212) y cinco mutaciones de interés (K417N, S477N, E484A,
N501Y y P681H). Curiosamente, la mutacion E484K, que se ha considerado un
determinante importante del escape de los nAb provocados por la vacuna, esta
ausente en la variante Delta, mientras que la forma alternativa E484A esta presente

en el aislamiento de Omicron incluido en este estudio.
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Figura 2. a) y c) Imagenes representativas del efecto citopéatico en células Vero E6 causado por el
SARS-CoV-2 en al dia 3 post inoculacion con una muestra de hisopado nasofaringeo con diagnéstico
positivo para SARS-CoV-2 por RT-PCR (protocolo de Berlin) con un valor Ct para el gen RdRp
inferior a 25. b) y d) Control celular negativo de infeccién (Mock). Las imagenes a y b fueron tomadas
en magnificacion 10X, mientras que c y d en magnificacion 4x en un microscopio invertido (Carl
Zeiss™, Primovert) con cdmara digital de 8 megapixeles (ZEISS Axiocam 208 Color)
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Tabla 4. Banco de aislamientos virales del SARS-CoV-2

Linaje Pango*
(designacion OMS)

GISAID ID
(muestra cruda)

GISAID ID
(aislado del SARS-
CoV-2)

Sustituciones aminoacidicas

Titulo
(TCID50
/mL)

A1

EPI_ISL_498169

EPI_ISL_16314505

NS8 L84S, NSP1 G105S

3,91 x10°

B.1.420

EPI_ISL_526969

EPI_ISL_16314501

Spike D614G; N A119T, NSP12 A43S, NSP12

P323L

3,0x105

BA1[]

EPI_ISL_526971

EPI_ISL_16314507

Spike D614G; N M234l, NS3 Q57H, NSP3
S1285F, NSP12 P323L

4,67 x105

B.A111[I]

EPI_ISL_794659

EPI_ISL_16314506

Spike D614G, Spike T859I, Spike W152R; N
T2051, NS3 Q57H, NS3 72231, NSP1 [114T, NSP5
K90R, NSP6 A136V, NSP12 P323L

3,2x105

B.1
(B1+L249S+E484K)

EPI_ISL_1092007

EPI_ISL_16314499

Spike D614G, Spike E484K, Spike L249S; N
T2051, NS3 Q57H, NS6 118V, NS7a L17F, NS7b
A15S, NSP5 V1571, NSP12 P323L, NSP13 L325F,
NSP13 71531, NSP15 V314F, NSP16 G213N

4,53x105

P.1 (Gamma)

EPI_ISL_2500971

EPI_ISL_16314500

Spike D138Y, Spike D614G, Spike E484K, Spike
H655Y, Spike K417T, Spike L18F, Spike N501Y,
Spike P26S, Spike R190S, Spike T20N, Spike
T10271, Spike V1176F; N D415G, N G204R, N
P8OR, N R203K, NS3 S253P, NS8 E92K, NSP1
P8OL, NSP3 K977Q, NSP3 S370L, NSP3 T1303],
NSP3 V1253F, NSP6 F108del, NSP6 G107del,
NSP6 S106del, NSP13 E341D

2,6 x108

B.1.621 (Mu)

EPI_ISL_1821065

EPI_ISL_16314504

Spike D614G, Spike D950N, Spike E484K, Spike
ins145N, Spike N501Y, Spike P681H, Spike
R346K, Spike T951, Spike Y144T, Spike Y145; N
T2051, NS3 Q57H, NS3 V2561, NS8 P38S, NS8
Q72R, NS8 S67F, NS8 T11K, NSP3 A562T, NSP3
T237A, NSP3 T7201, NSP4 T4921, NSP6 Q160R,
NSP12 P323L, NSP13 P419S

2,57x108

AY.25.1 (Delta)

EPI_ISL_7314401

EPI_ISL_16314502

Spike D614G, Spike D950N, Spike L452R, Spike
P681R, Spike T19R, Spike T478K, Spike V1065L;
M I82T, N D63G, N D377Y, N G215C, N R203M,
NS3 E239Q, NS3 S26L, NS7a T1201, NS7a V82A,
NS7b T401, NSP3 A488S, NSP3 D410G, NSP3
P1228L, NSP3 P1469S, NSP4 T492], NSP4
V167L, NSP6 C197F, NSP6 T77A, NSP12 G671S,
NSP12 P323L, NSP13 P77L, NSP13 P172S,

NSP14 A394V

3,6 x10°

BA.1 (Omicron)

EPI_ISL_9433093

EPI_ISL_16314503

Spike A67V, Spike D614G, Spike D796Y, Spike
E484A, Spike G142D, Spike G446S, Spike G496S,
Spike H69del, Spike HB55Y, Spike L981F, Spike
N440K, Spike N501Y, Spike N679K, Spike N764K,
Spike N856K, Spike N969K, Spike P681H, Spike
Q493R, Spike Q498R, Spike Q954H, Spike
S477N, Spike T951, Spike T478K, Spike T547K,
Spike V70del, Spike \/143del, Spike Y144del,
Spike Y145del, Spike Y505H, E T9I, M A63T, M
D3V, M Q19E, N E31del, N G204R, N P13L, N
R32del, N R203K, N S33del, NSP3 A1892T, NSP3
K38R, NSP3 12661, NSP3 S1265del, NSP4
T4921, NSP5 P132H, NSP6 G107del, NSP6 1189V,
NSP6 L105del, NSP6 S106del, NSP12 P323L,

NSP14 142V

1,3 x10°

*Pango v.3.1.20 2022-02-02
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7.2Los titulos de nAbs en sueros de convalecientes son menores contra
B.1+L249S+E484K relativo a variantes sin la mutacion E484K

Los resultados de tres ensayos independientes evidenciaron que los sueros de
individuos convalecientes del COVID-19 neutralizan diferentes aislamientos del
SARS-CoV-2 (Figura 3a). Los titulos neutralizantes contra los aislamientos de los
linajes B.1+L249S+E484K fueron 1,5, 1,9, 2,1y 1,3 veces menores que frente a A.1,
B.1.420, B.1.111-1 y B.1.111-1l, respectivamente (Figura 3b). Ademas, los titulos
neutralizantes para la variante B.1.111-1l fueron 1,6 veces menores en relacion con
la variante B.1.111.1 (P < 0,0001) (Figura 3B). Finalmente, no se observaron
diferencias significativas entre los titulos de anticuerpos neutralizantes entre los
linajes A1 y B sin la mutacion E484K (Figura 3B). Estos resultados fueron

publicados en la revista Virus Research de la editorial Elsevier [83].
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Figura 3. Comparacion de los titulos de anticuerpos neutralizantes en individuos convalecientes no
vacunados contra el SARS-CoV-2. a) Titulos neutralizantes de sueros convalecientes contra los
linajes SARS-CoV-2 A.1, B.1.420, B.1.111 y B.1+L249S+E484K. b) Diferencias entre los titulos de
anticuerpos neutralizantes relativo a B.1+L.249S+E484K. *suero negativo historico.
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7.3Los titulos de anticuerpos IgG anti-S inducidos por las vacunas contra el
SARS-CoV-2 se correlacionan con los titulos de anticuerpos
neutralizantes

No se observaron diferencias significativas entre los titulos de IgG anti-S de unién
provocados por Ad26.COV2.S, ChAdOx1 y CoronaVac. Sin embargo, los titulos
inducidos por BNT162b2 fueron significativamente mas altos que los de las otras
tres vacunas (Figura 4). Notablemente, 14 de los 31 individuos vacunados con
BNT162b2 tenian titulos de anticuerpos por encima de la linealidad del método
(>2180 BAU/mL). Por lo tanto, debido a que se asignd un valor arbitrario de 3270
BAU/mL a esas muestras, es probable que se hayan subestimado los titulos de
anticuerpos IgG anti-S. Los titulos de anticuerpos neutralizantes inducidos por
BNT162b2, CoronaVac, ChAdOx1 y Ad26.COV2.S contra B.1.111, Mu y P.1 se
correlacionaron con los titulos de anticuerpos IgG anti-S. Sin embargo, los nAb
provocados por BNT162b2 y Ad26.COV2.S contra la variante de Omicron no
mostraron correlacion con los titulos de anticuerpos IgG anti-S. Tampoco se observé
correlacion entre anticuerpos IgG anti-S y nAbs inducidos por BNT162b2 contra la
variante Delta (Tabla 5).

Tabla 5. Comparacién de los titulos de anticuerpos IgG anti-S y neutralizantes en individuos con
esquemas primarios de vacunas contra el SARS-CoV-2.

MGTA
Vacuna (BAU/mL)/(95% Comparaciones Spearman r* Valor p
Cl)
MN50B.1.111 0,674 <0,0001
1353 MN50 Gamma (P.1) , . 0,533 0,002
Titulo anti-S 1gG
BNT16b2 (959,9 - 1907) MN50 Mu (B.1.621) (BAU/mL) 0,511 <0,003
MN50 Delta (AY.25) 0,258 0,161
MN50 Omicron (BA.1) -0,089 0,6302
MN50B.1.111 0,709 <0,0001
111,3 MN50 Gamma (P.1) , . 0,453 0,0118
Titulo anti-S 1gG
CoronaVac (76,31-162,4) MN50 Mu (B.1.621) (BAU/mL 0,627 <0,0002
MN50 Delta (AY.25) 0,58 0,0008
MN50 Omicron (BA.1) 0,478 0,0075
MN50B.1.111 0,656 <0,0001
198 MN50 Gamma (P.1) , . 0,773 <0,0001
Titulo anti-S IgG
ChAdOx1-s (113,8 —345) MN50 Mu (B.1.621) (BAU/mL 0,723 <0,0001
MNS50 Delta (AY.25) 0,8 <0,0001
MN50 Omicron (BA.1) 0,575 0,0013
MN50B.1.111 0,625 0,0008
78.36 MN50 Gamma (P.1) , . 0,725 <0,0001
Titulo anti-S IgG
Ad26.COV2.S (53,2—-115,4) MN50 Mu (B.1.621) (BAU/mL 0,597 0,0016
MN50 Delta (AY.25) 0,779 <0,0001
MN50 Omicron (BA.1) 0,389 0,054

MGTA: media geométrica de los titulos de anticuerpos IgG anti-S del SARS-CoV-2. MN50: titulo medio de
neutralizacién. *Dos colas
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7.4Respuestas reducidas de nAbs contra variantes emergentes del SARS-
CoV-2 en individuos con esquemas primarios de BNT162b2, CoronaVac,
ChAdOx1y Ad26.COV2.S

Los ensayos de microneutralizacion con sueros de individuos vacunados con
BNT162b2, ChAdOx1 y Ad26.COV2.S revelaron una reduccion general de las
GMTs contra B.1.621 (Mu), AY.25.1 (Delta) y BA.1 (Omicron), en relacion con
B.1.111 y P.1 (Gamma) (Figura 5a). Por el contrario, las GMTs para CoronaVac
fueron significativamente méas bajas para Mu y Omicron Unicamente (Figura 5b).
Por lo tanto, mientras que las GMTs calculadas pera las cuatro vacunas contra
B.1.111 y Gamma oscilaron entre 51,7 y 401,3 y 65 y 139 respectivamente, para
Mu, Delta y Omicron oscilaron entre 7,2y 27, 15,8 y 47 y 15,6 y 62, respectivamente
(Tabla 6). Estas reducciones fueron notables contra Mu y Omicron en individuos
vacunados con BNT162b2 y CoronaVac, seguidas por las respuestas de nAbs

contra Delta en individuos vacunados con ChAdOx1-s y Ad26.COV2.S, ya que las
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GMTs y las tasas de seropositividad para estas dos variantes fueron las méas bajas
entre todas las vacunas y variantes probadas (Tabla 6). Los titulos de anticuerpos
neutralizantes de todas las vacunas evaluadas se distribuyeron uniformemente
contra AY.25.1 (Delta) debido a que solo se observaron ligeras diferencias
significativas en los GMT entre CoronaVac y Ad26.COV2.S (Figura 4a). Ademas,
la respuesta de nAb mas alta fue inducida por BNT162b2 contra B.1.111 (Figura
5b), seguida de ChAdOx1 y Ad26.COV2.S contra Gamma (Figura 5b). Finalmente,
la vacuna ChAdOx1 mostré el mejor desempefio contra Mu, ya que la GMT y la tasa
de seropositividad contra esta variante fueron mas altas en contraste con las otras
vacunas (Figuras 5ay 5b). Estos resultados fueron publicados en dos articulos, en

la revista Vaccines de la editorial MDPI [84,85].
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Tabla 6. Resumen de las respuestas de anticuerpos contra variantes del SARS-CoV-2 en individuos
con esquemas primarios de vacunacion contra el SARS-CoV-2

B.1.111 P.1 B.1.621 B.1.617.2 B.1.1.529
Vacuna . L.
(virus ancestral) (Gamma) (Mu) (Delta AY.25) (Omicron BA.1)
T 4 BNT162b2 100% (31/31) 100% (31/31)  32,2% (10/31) 90,3% (28/31) 41,2% (13/31)
asa de
seropositividad* % .Coronavac 100% (30/30)  100% (30/30)  63,3% (19/30)  96,6% (29/30) _73,3% (22/30)
(no. positivo/total) ChAdOx1-s 100% (31/31)  100% (31/31)  87% (27/31)  74,2% (23/31)  89,3% (25/28)
Ad26.COV2.S 100% (26/26) 100% (26/26)  80,7% (21/26) 65,4% (17/26) 96,2% (25/26)
401,3 94,02 7,2 25,3 9
BNT162b2
(288,0-559,2) (63,61 —139) (5,8-8,9) (19-34) (18,9-33,9)
51,7 65,7 12,9 47,1 15,6
CoronaVac
GMT (95% Cl) (42,6 — 124,5) (42,2 -102,1) (8,9-18,7) (30,4-72,9) (10,7 -22,9)
121,6 176,7 27,6 39,2 20,3
ChAdOx1-s
(79,2 - 186.8) (118 — 264,6) (19,2 -139,5) (21,6 -71,4) (15,4-26,7)
106,1 139,8 18,8 15,8 62,1
Ad26.COV2.S
73,9-152.2) (87,4—223.6) (11,6-30,5) (9,6 - 23,6) (36,7-10,1)
Dismi on d BNT162b2 - 4,26 55,71 15,8 15,8
sminucion & - e onavac ; 0,78 4 11 3,3
GMT relativo a
B.1.111 ChAdOx1-s - 0,91 4,4 3,1 5,9
Ad26.COV2.S - 0,75 5,6 6,7 1,7

*Titulo MN50 210

7.5Las respuestas de nAbs contra las variantes Mu y Omicron incrementan
dependiendo del esquema primario y la dosis refuerzo

Los ensayos de neutralizacion con sueros de individuos que fueron inmunizados
con una dosis de refuerzo revelaron diferentes aumentos en los titulos de
anticuerpos neutralizantes contra las variantes Mu y Omicron (Figura 6). Los
individuos con esquema primario ChAdOx1-s que recibieron una dosis de refuerzo
con la misma vacuna ChAdOx1-s, no presentaron aumentos significativos en los
titulos de nAbs contra las variantes evaluadas, con respecto a los individuos que
sélo recibieron el esquema primario de ChAdOx1-s (Figura 6a). No obstante, se
observé una reduccion de la seropositividad contra Omicron desde el 89% hasta el
52,6% y un ligero incremento de la seropositividad contra la variante Mu con
respecto al grupo con esquema primario de ChAdOx1-s (Tablas 6y 7). En contraste,
los individuos con inmunidad heteréloga (por recibir dosis de refuerzo con vacunas
diferentes al esquema primario), mostraron incrementos significativos en los titulos

de nAbs y la seropositividad contra las variantes Mu y Omicron comparado con los
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individuos con esquemas primarios de BNT162b2 o CoronaVac (Figura 6b-d y
Tablas 6-7). Notablemente, para el grupo con el esquema CoronaVac+BNT162b2,
los titulos de nAbs contra B.1.111 aumentaron 18,14 veces respecto al grupo de
individuos con esquema primario de CoronaVac. En menor escala, los titulos de
nAbs contra Mu y Omicron en este grupo también incrementaron significativamente
comparado con el grupo de individuos con esquema primario de CoronaVac, para
Mu incrementaron significativamente hasta 9 veces, mientras que para Omicron el
aumento fue de 3,38 (Figura 6b y Tabla 7). Ademas, se observo un aumento en la
seropositividad desde el 63% al 100% contra Mu, mientras que para Omicron
aumento desde el 73% al 80% (Tablas 6y 7).

Finalmente, los grupos de individuos con esquema primario de BNT162b2 que
recibieron una dosis refuerzo de ChAdOx1-s (Figura 6¢), o mMRNA-1273 (Figura 6d),
no mostraron incrementos significativos de los titulos neutralizantes contra la
variante B.1.111 y la seropositividad se mantuvo en el 100% de los individuos (Tabla
7). No obstante, los titulos neutralizantes contra las variantes Mu y Omicron
incrementaron significativamente hasta 20 y 50 veces respectivamente, en los
individuos con una dosis refuerzo de ChAdOx1-s, mientras que los individuos con
una dosis refuerzo de mRNA-1273 incrementaron significativamente los titulos
neutralizantes contra Mu y Omicron hasta 68,5 y 97 veces, respectivamente (Tabla
7).
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s vs. individuos con esquema ChAdOx1-s + ChAdOx1-s, (b) Comparacion de GMTs de individuos con
esguema primario CoronaVac vs individuos con esquema CoronaVac + BNT162b2, (c) Comparacion
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Tabla 7. Resumen de las respuestas de anticuerpos contra variantes del SARS-CoV-2 en individuos

inmunizados con una dosis de refuerzo.

Esquema de vacuna primaria

+ refuerzo

B.1.111

(virus ancestral)

B.1.621
(Mu)

B.1.1.529

(Omicron BA.1)

BNT162b2 + ChAdOx1-s

100% (20/20)

100% (20/20)

100% (20/20)

Tasa de
. BNT162b2 + mRNA-1273 100% (20/20) 100% (20/20) 100% (20/20)
seropositividad* %
i, ChAdOx1-s +ChAdOx1-s 100% (19/19) 94,7% (18/19)  52,6% (10/19)
(no. positivo/total)
CoronaVac + BNT162b2 93,3% (14/15)  100% (15/15)  80% (12/15)
BNT162b2 + ChAdOx1-s 266,7 144,2 457,1
(185 - 384, 4) (94 - 221) (300,2 - 696)
BNT162b2 + mRNA-1273 879 493,4 876,9
GMT (591,2-1307)  (288,7 - 843) (531 - 1448)
95% Cl
(85% CI) ChAdOX1-s +ChAdOx1-s 125,2 64,44 19,98
(58,4—286,1) (35,79 - 116) (8,4 - 47,4)
CoronaVac + BNT162b2 937,6 117,1 22,77
(304,4 - 2888)  (63,5-215,9) (20,3 -137,3)
L ., BNT162b2 + ChAdOx1-s - 1,85 0,58
Disminucion de
. BNT162b2 + mRNA-1273 - 1,78 1,00
GMT relativo a
B.1.111 ChAdOx1-s +ChAdOx1-s - 2,00 6,47
o CoronaVac + BNT162b2 - 8,01 17,77
BNT162b2 + ChAdOx1-s 0,66 20,03 50,79
Incremento de GMT
R BNT162b2 + mRNA-1273 2,19 68,53 97,43
relativo a esquema
. . ChAdOx1-s +ChAdOx1-s 1,06 2,33 0,98
primario
CoronaVac + BNT162b2 18,14 9,08 3,38

*Titulo MN50 210

7.6Individuos con esquemas BNT162b2+ChAdOx1-s o BNT162b2+mRNA-
1273 presentan mejor desempefio de respuestas de nAbs contra Omicron

Entre los grupos de individuos que recibieron una dosis refuerzo, se observo que el
grupo de vacunados con el esquema no heter6logo ChAdOx1-s+ChAdOx1-s, tendid
a presentar los niveles mas bajos de nAbs contra B.1.111, Mu y Omicron, aunque
esto no fue significativo en todas las comparaciones (Figura 7a). Mientras que las
respuestas de nAbs contra Mu fueron comparables entre los grupos ChAdOx1-
s+ChAdOx1-s, CoronaVac+BNT162b2 y BNT162b2+ChAdOx1-s, el grupo
BNT162b2+mRNA-1273 presento titulos significativamente mas altos contra esta
variante (Figura 7a). Por otro lado, los dos grupos con esquema primario BNT162b2
gue recibieron una dosis refuerzo de ChAdOx1-s 0 mMRNA-1273 presentaron niveles

de nAbs comparables contra Omicron, pero significativamente mas altos que los
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observados en los grupos ChAdOx1-s+ChAdOx1-s y CoronaVac+BNT162b2 contra

esta variante (Figura 7a).

Adicionalmente, los grupos de individuos con esquemas ChAdOx1-s+ChAdOx1-s,
BNT162b2+ChAdOx1-s 0 BNT162b2+mRNA-1273 presentaron respuestas de nAbs
contra Mu en niveles comparables a los observados contra el linaje control B.1.111
(Figura 7b), con excepcion del grupo CoronaVac+BNT162b2, en el cual se
observaron niveles de nAbs significativamente mas altos contra B.1.111 comparado
con Mu y Omicron (Figura 7b).

Finalmente, no se observaron diferencias significativas entre los niveles de nAbs
contra B.111, Mu y Omicron en el grupo BNT162b2+mRNA-1273. Este grupo de
individuos, seguido por el grupo con el esquema BNT162b2+ ChAdOx1-s, presentd
los titulos mas altos de nAbs contra Omicron en niveles comparables a los
observados contra el linaje control B.1.111. En contraste los grupos ChAdOx1-
s+ChAdOx1-s y CoronaVac+BNT162b2 presentaron niveles significativamente mas

bajos de nAbs contra Omicron comparado con B.1.111 (Figura 7b).
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Figura 7. Respuestas de anticuerpos neutralizantes contra variantes del SARS-CoV-2 en individuos
inmunizados con esquemas primarios (dos dosis) mas una dosis refuerzo de ChAdOx1-s + ChAdOx1-
s, CoronaVac + BNT162b2, BNT162b2 + ChAdOx1-s 0 BNT162b2 + mRNA-1273. (a) Comparacion
de GMTs entre esquemas dosis-refuerzo por variante y (b) comparacién de GMTs entre variantes
de SARS-CoV-2 esquema. *: p < 0,01, **: p < 0,001, ***: p < 0,0001. n.s: no significativo. LOD: limite
de deteccion.
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7.7Las respuestas de nAbs contra Omicron no difieren entre individuos con
inmunidad heterdloga e hibrida-heter6loga

Debido a la imposibilidad de controlar el tipo de vacuna para la aplicacion de la dosis
de refuerzo, los estudios de respuestas de nAbs contra B.1.111, Mu y Omicron en
individuos con inmunidad heterdloga e hibrida se realizaron en dos grupos de
individuos que recibieron como esquema primario comun, dos dosis de la vacuna
BNT162b2. EIl factor diferenciante fue la dosis de refuerzo que consistié en una
dosis de ChAdOx1-s para el primer grupo, y una dosis de mRNA-1273 para el
segundo grupo. A su vez, cada grupo se diferencié en dos subgrupos con y sin

historial de infeccién por SARS-CoV-2 en algin momento del seguimiento.

Para estas comparaciones, la seropositividad en todos los grupos fue del 100%.
Adicionalmente, los individuos del grupo heter6logo BNT162b2+ChAdOx1-s
presentaron titulos de nAbs significativamente méas bajos contra B.1.111 y Mu
comparado con los individuos del mismo grupo con inmunidad hibrida. Igualmente,
los titulos de nAbs contra B.1.111 y Mu de este grupo resultaron significativamente
mas bajos que los observados en los grupos BNT162b2+mRNA-1273 con, y sin
inmunidad hibrida. En contraste, no se observaron diferencias significativas en los
nAbs contra B.1.111, Mu y Omicron entre los grupos BNT162b2+ mRNA-1273 con
y sin inmunidad hibrida. Notablemente, las respuestas de nAbs contra Omicron
fueron uniformes entre los grupos de inmunizados ya que no se observaron
diferencias significativas en los titulos de nAbs contra esta variante entre los grupos
BNT162b2+ChAdOx1-s y BNT162b2+mRNA-1273 con y sin inmunidad hibrida
(Figura 8).
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Figura 8. Comparacion de respuestas de anticuerpos neutralizantes contra variantes del SARS-CoV-
2 entre individuos con inmunidad heter6loga e hibrida-heter6loga. La inmunidad heterdloga fue
inducida por esquemas primarios (dos dosis) mas refuerzo (una dosis) de BNT162b2+ChAdOx1-s o
BNT162b2+ mRNA-1273, y la inmunidad hibrida-heteréloga fue inducida por los mismos esquemas
de vacunacién ademas de la confirmacién de infeccién por SARS-CoV-2 en algin momento del
seguimiento. *: p < 0,01, **: p < 0,001, ***: p < 0,0001. n.s: no significativo. LOD: limite de deteccién.

7.8Niveles comparables de anticuerpos IgG contra las subunidades S1, S2y
el RBD de la proteina S del SARS-CoV-2 entre individuos con inmunidad
hibrida y heteréloga

El estudio de inmunoglobulinas G y M contra la proteina N y las subunidades S1,
S2 y el RBD de la proteina S se realiz6 en los mismos individuos con inmunidad
hibrida y heterdloga que recibieron el esquema primario comun de dos dosis de la
BNT162b2 y una dosis de refuerzo con ChAdOx1-s o mMRNA-1273. Inicialmente se
evidencio que los grupos de individuos presentaron respuestas de anticuerpos IgG
contra las subunidades S1, S2 y el RBD de la proteina S, debido a que las
intensidades de fluorescencia medias (MFI) contra estos antigenos estuvieron por
encima del umbral de deteccion (Figura 9ay Tabla 8). No se observaron diferencias
significativas en las comparaciones de niveles anticuerpos 1gG contra S1 entre los
grupos de individuos con inmunidad heterdloga (BNT162b2+ChAdOx1-s o
BNT162b2+mRNA-1273) contra su respectivo grupo hibrido. Igualmente, no se
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observaron diferencias significativas entre los niveles de anticuerpos IgG contra S1
entre los grupos con inmunidad hibrida, asi como entre el grupo hibrido
BNT162b2+ChAdOx1-s contra el grupo heterdlogo BNT162b2+mRNA-1273 (Figura
9a). En contraste, los individuos del grupo BNT162b2+ChAdOx1-s, presentaron
niveles significativamente mas bajos comparado con los grupos BNT162b2+mRNA-
1273 hibrido y heterdlogo.

Por otro lado, los grupos de individuos con inmunidad heteréloga presentaron
niveles de anticuerpos IgG contra S2 significativamente mas bajos que los
observados en sus respectivos grupos hibridos. Sin embargo, no se observaron
diferencias significativas en la comparacion de los niveles de anticuerpos IgG contra
S2 entre grupos con inmunidad hibrida, al igual que entre los grupos con inmunidad
heterdloga (Figura 9a).

Notablemente, las respuestas de anticuerpos IgG contra el RBD de la proteina S
fueron uniformes para todas las comparaciones entre los grupos de individuos con
inmunidad heteréloga y sus respectivos grupos con inmunidad hibrida, al no

observarse diferencias significativas (Figura 9a).

Para las comparaciones de anticuerpos IgG contra la proteina N, los grupos de
individuos con inmunidad heter6loga mostraron niveles de MFI por debajo del
umbral de deteccion (Figura 9a). Este resultado fue consistente con lo esperado
para los individuos sin historial de infeccién por SARS-CoV-2 y corrobor6 que las
repuestas de anticuerpos en estos individuos fueron inducidas por la inmunizacién
contra la proteina S del SARS-CoV-2 que esta codificada en las vacunas
BNT162b2, ChAdOx1-s y mRNA-1273. Por otro lado, consistente con lo esperado
en individuos con historial de infeccion por SARS-CoV-2 donde se generan
anticuerpos contra la proteina N que hace parte de la particula viral, los grupos de
individuos con inmunidad hibrida presentaron valores MFI medios por encima del
umbral de deteccién y ademas no presentaron diferencias significativas entre si,
para las respuestas de anticuerpos IgG contra la proteina N (Figura 9a). En general,
las respuestas de anticuerpos IgG contra S1, S2 y RBD para todos los grupos de
inmunizados estuvieron por encima de 16384 MFI con excepcion del grupo

62



BNT162b2+ChAdOx1-s heterdlogo que presentd valores medios de MFI contra S2
por encima de 8192 (Figura 9a y Tabla 9). No obstante, las respuestas de
anticuerpos IgG contra la proteina N en los grupos con inmunidad hibrida fueron

mas bajos al observarse valores medios de MFI entre los 4096 y 8192 (Figura 9a).

7.9Baja correlacion entre titulos de nAbs contra Omicron, frente a
anticuerpos IgG anti-S1, S2, Ny RBD en individuos con inmunidad hibrida
y heterdloga

En general, no se observé uniformidad de correlaciones entre los niveles de
anticuerpos IgG anti-S1, S2, N y RBD frente a nAbs contra B.1.111, Mu y Omicron

en los grupos con inmunidad hibrida y heteréloga (Tabla 9).

En las comparaciones de anticuerpos IgG anti-S1 se observé correlacién con los
nAbs contra B.1.111 y Mu, en los grupos BNT162b2+ChAdOx1-s hibrido vy
heter6logo (Tabla 9). Adicionalmente, en el grupo BNT162b2+mRNA-1273 hibrido,
se observo correlacion entre los nAbs contra las tres variantes del SARS-CoV-2 y
anticuerpos IgG anti-S1, mientras que en el grupo BNT162b2+mRNA-1273
heter6logo, solo se observo correlacion entre nAbs contra Mu y anticuerpos 1gG
anti-S1 (Tabla 9).

Para las comparaciones de anticuerpos IgG anti-S2, estos se correlacionaron con
los nAbs contra Mu de los grupos BNT162b2+ChAdOx1-s y BNT162b2+mRNA-1273
heterdlogos, y con los nAbs contra Omicron en el grupo BNT162b2+mRNA-1273
hibrido.

Por otro lado, los niveles de anticuerpos IgG anti-N se correlacionaron sélo con los
nAbs contra Mu 'y Omicron en el grupo BNT162b2+mRNA-1273 hibrido. Finalmente,
los anticuerpos IgG anti-RBD sdélo se correlacionaron con los nAbs contra Mu en los
grupos BNT162b2+ChAdOx1-s y BNT162b2+mRNA-1273 heterdlogos.

7.10 Bajas respuestas de anticuerpos IgM contra antigenos del SARS-CoV-2
en individuos con inmunidad hibrida y heterdloga.

Las respuestas de anticuerpos IgM contra los 4 antigenos evaluados (S1, S2, RBD

y N) fueron mas bajas que las respuestas de anticuerpos IgG en todos los grupos
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de inmunizados, lo cual se evidencio en valores inferiores de MFI y seropositividad
para anticuerpos IgM (Tabla 6). Por ejemplo, en las respuestas de anticuerpos IgM
para la subunidad S1, los valores MFI medios en todos los grupos estuvieron por
debajo de 327. Aunque los grupos de individuos con inmunidad hibrida tendieron a
presentar valores MFI més altos, solo se observaron diferencias significativas entre
el grupo BNT162b2+mRNA-1273 hibrido con el grupo BNT162b2+ChAdOx1-s no
hibrido (Figura 9b). Curiosamente, entre los 4 antigenos evaluados, la
seropositividad para anticuerpos IgM fue mayor contra la proteina S1 y resulté del
100% en los grupos con inmunidad hibrida y del 80 y 90% para los grupos no
hibridos BNT162b2+ChAdOx1-s y BNT162b2+mRNA-1273 respectivamente (Tabla
8). Por otro lado, no se observaron diferencias significativas en los niveles de
anticuerpos IgM contra S2, RBD vy la proteina N, entre los grupos de inmunizados
(Figura 9b). Aunque los valores MFI medios en los grupos con inmunidad hibrida
estuvieron apenas por encima del limite de deteccién para estos tres antigenos, la
seropositividad fue ligeramente superior en los grupos con inmunidad hibrida
oscilando entre el 1,6% y 16% comparado con su respectivo grupo sin inmunidad
hibrida. Finalmente, se observd que los grupos BNT162b2+ChAdOx1l-s y
BNT162b2+mRNA-1273 sin inmunidad hibrida presentaron valores MFI medios
para anticuerpos IgM por debajo del umbral de deteccion. Sin embargo, los valores
MFI medios de IgM para la proteina N, estuvieron ligeramente por encima del umbral
de deteccion en ambos grupos sin inmunidad hibrida. Debido a que las respuestas
de anticuerpos IgG contra la proteina N en los mismos pacientes fueron mas
consistentes con los perfiles esperados para individuos con y sin historial de
infeccion, estos resultados sugieren que los umbrales de deteccién de anticuerpos
IgM para la proteina N fueron subestimados pese a que fueron estimados a partir
de muestras del banco de sueros del 2020, previos al programa de vacunacion y al
brote de COVID-19 en el pais.

Por lo tanto, debido a que los grupos de individuos con y sin inmunidad hibrida no
presentaron diferencias en los niveles de anticuerpos IgM para la proteina N, los
resultados sugieren que los individuos con inmunidad hibrida conservan respuestas

de anticuerpos IgM muy bajas o nulas contra esta proteina.
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Igualmente, los resultados sugieren respuestas de anticuerpos IgM muy bajas o
nulas contrael RBD y la subunidad S2 en todos los grupos evaluados, debido a que
los valores MFI medios para estos antigenos estuvieron por debajo del umbral de
deteccion en los grupos sin inmunidad hibrida, y a que no se observaron diferencias

significativas con sus grupos correspondientes.
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Figura 9. Ensayos de unién de anticuerpos basado en microesferas multiplex para medir la
respuesta de anticuerpos IgG (a) e IgM (b), contra 4 antigenos del SARS-CoV-2 (S1, S2, RBD y NP)
en individuos con inmunidad heteréloga inducida por esquemas primarios (dos dosis) mas refuerzo
(una dosis) de BNT162b2+ChAdOx1-s o BNT162b2+ mRNA-1273. Las lineas punteadas (rojas para
esquemas BNT162b2+ChAdOx1-s con Yy sin inmunidad hibrida) y azules (esquemas
BNT162b2+mRNA-1273 con y sin inmunidad hibrida) indican el umbral de positividad determinado
mediante curvas ROC. MFI: Intensidad de fluorescencia media determinada usando la sustraccion
del pozo de fondo para eliminar las sefiales no especificas. *: p < 0,01, **: p < 0,001, ***: p < 0,0001.
n.s: no significativo.
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Tabla 8. Umbral de positividad, sensibilidad y especificidad de los ensayos Milliplex de anticuerpos

contra antigenos del SARS-CoV-2.

Media
Esquema Anticuerpo  Antigenos Umbral Sensibilidad Especificidad Tipo de Seropositividad Geomé::rica
MF o o inmunida o
a P & (MF) (%) (%) inmunidad (%)

(MFI)
s1 977 100 100 hibrida 100 19672
no-hibrida 100 18998
BNT162b2 52 > 4316 100 100 hibrida 100 19731
N lgG no-hibrida 100 12726
ChAdOX1-s RBD > 8363 100 100 hibrida 100 21839
no-hibrida 100 22512

N 14> 9667 100 hibrida 96,6 7060

! no-hibrida 15 542,1
s1 - 7933 100 100 hibrida 100 21360
no-hibrida 100 21037
BNT162b2 52 >7941 100 100 hibrida 100 20716
N lgG no-hibrida 100 17954
MRNA-1273 RBD  >10648 101 100 hibrida 100 22837
no-hibrida 100 22834

N 1581 8667 100 hibrida 86,6 5241

! no-hibrida 15 631,5

s1 >13825 88 75 hibrida 100 240,1

’ no-hibrida 80 101,5

BNT162b2 52 >473,8 64 75 hibrida 46,6 439,9
. lgM no-hibrida 30 260,1
ChAdOx1-s RBD  >9388 50 100 hibrida >33 1229
no-hibrida 40 728,2

N 4264 6667 s hibrida 66,6 623,5

! ! no-hibrida 65 548,8

51 - 3995 o N hibrida 100 327,7

’ no-hibrida 90 164,6

BNT162b2 52 >453,8 64 75 hibrida 366 4156
. lgM no-hibrida 35 285,8
MRNA-1273 RBD  >943,8 54 100 hibrida 26,6 1244
no-hibrida 40 770

N 4231 o N hibrida 56,6 552,7

! no-hibrida 50 453
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Tabla 9. Comparacién de los titulos de anticuerpos IgG anti-S1, S2, N y RBD contra anticuerpos

neutralizantes en individuos con inmunidad hibrida y heteréloga contra el SARS-CoV-2.

Esquema Comparacion Spearman r* valor p
BNT162b2 + MN50 B.1.111 0,3918 0,0478
ChAdOx1-s MN50 Mu (B.1.621) 0,4256 0,019
Hyb MN50 Omicron (BA.1) 0,2163 0,2597
MN50 B.1.111 0,6006 0,0051
Bé\'hlldsoz)gz_ s+ MNS50 Mu (B.1.621) 0,6568 0,0017
MN50 Omicron (BA.1) Anti-S1 1gG (MFI) 0,1089 0,6672
BNT162b2 + MN50 B.1.111 0,4053 0,0292
mMRNA-1273 MN50 Mu (B.1.621) 0,8691 < 0,0001
Hyb MN50 Omicron (BA.1) 0,8073 < 0,0001
MN50 B.1.111 0,3693 0,1592
i':{Tle_zlez?; MN50 Mu (B.1.621) 0,8375 < 0,0001
MN50 Omicron (BA.1) 0,2878 0,2468
BNT162b2 + MN50 B.1.111 0,365 0,0667
ChAdOx1-s MN50 Mu (B.1.621) 0,2293 0,2228
Hyb MN50 Omicron (BA.1) -0,04587 0,8132
MN50 B.1.111 0,4108 0,072
Bg'hlldeoszlz_; MNS50 Mu (B.1.621) 0,581 0,0072
MN50 Omicron (BA.1) Anti-S2 1gG (MFI) -0,2924 0,239
BNT162b2 + MN50 B.1.111 0,1925 0,3172
MRNA-1273 MN50 Mu (B.1.621) 0,4174 0,0217
Hyb MN50 Omicron (BA.1) 0,3722 0,0428
MN50 B.1.111 0,1674 0,5332
i"gNllf_zf;; MN50 Mu (B.1.621) 0,6078 0,0045
MN50 Omicron (BA.1) 0,3834 0,1163
BNT162b2 + MNS50 B.1.111 0,4534 0,02
ChAdOx1-s MN50 Mu (B.1.621) 0,3502 0,0578
Hyb MN50 Omicron (BA.1) 0,3663 0,0507
MNS50 B.1.111 -0,3274 10,1588
N MNS0 Mu (B.1.621) -0,4348  0,0554
MN50 Omicron (BA.1) Anti-N 126 (MFI) -0,2142 0,3934
BNT162b2 + MNS50 B.1.111 0,1248 0,5187
mMRNA-1273 MN50 Mu (B.1.621) 0,5226 0,0031
Hyb MN50 Omicron (BA.1) 0,6473 0,0001
MNS50 B.1.111 -0,05531 0,7912
Ianl\}l?Tle_ZleZ?;r MN50 Mu (B.1.621) 0,147 0,5362
MN50 Omicron (BA.1) -0,07585 0,7649
BNT162b2 + MNS50 B.1.111 0,365 0,0667
ChAdOX1-s MN50 Mu (B.1.621) 0,2293 0,2228
Hyb MN50 Omicron (BA.1) -0,04587 0,8132
MN50 B.1.111 0,4108 0,072
Bé\'hlldeoszlz_; MN50 Mu (B.1.621) 0,581 0,0072
MN50 Omicron (BA.1) Anti-RBD 1gG (MFI) -0,2924 0,239
BNT162b2 + MN50 B.1.111 0,1925 0,3172
MRNA-1273 MN50 Mu (B.1.621) 0,4174 0,0217
Hyb MN50 Omicron (BA.1) 0,3722 0,0428
MN50 B.1.111 0,1674 0,5332
?n'\gNl/f_zlt;; MINS0 Mu (B.1.621) 0,6078 0,0045
MN50 Omicron (BA.1) 0,3834 0,1163

MFI: intensidad de fluorescencia media. MN50: titulo medio de neutralizacién *dos colas
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8. DISCUSION

En el marco de la vigilancia gendmica en Colombia se depositaron secuencias
de genomas completos del SARS-CoV-2 desde tan solo tres semanas a partir
del primer caso confirmado de COVID-19 en el pais [18], lo cual permitié
determinar tempranamente la diversidad genética de los linajes del SARS-CoV-
2 que circularon en el pais [29], asi como la emergencia e introduccion de nuevos

linajes con potencial riesgo para la salud publica mundial [3,19,20].

Para la puesta en marcha de los ensayos de secuenciacion era indispensable
contar con un método que no se viera afectado por la variabilidad genética del
virus, asi reduciendo el numero de muestras con resultado negativo falso o un
Cr por encima del criterio de inclusion. Los resultados del andlisis molecular de
los primeros protocolos de rRT-PCR demostraron que los primeros casos
importados del virus en Colombia ya habian acumulado mutaciones en
posiciones nucleotidicas blanco de los protocolos desarrollados por el CDC-
Chinay la universidad de Hong Kong y, en consecuencia, era importante evaluar
periodicamente los sitios blanco para el diagnostico molecular usando la
informacion de las secuencias disponibles para verificar su potencial efecto en

el desempefio de las pruebas [73].

Adicionalmente el analisis molecular de los primeros protocolos para el
diagnéstico del SARS-CoV-2 disponibles en el sitio web de la OMS fue
fundamental en la seleccion del protocolo de Berlin para la deteccion de las
proteinas RdRp y E [62], como la prueba de tamizaje molecular para el
diagnéstico del SARS-CoV-2 en las muestras para secuenciacion del genoma
completo y aislamiento viral. Notablemente, el surgimiento de las VOI/VOC no
implico mayores pérdidas de sensibilidad de esta prueba y continuo siendo de
utilidad en multiples estudios en todo el mundo donde el protocolo de Berlin es

la prueba referencia para el diagnostico molecular del SARS-CoV-2 [86-88].
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Posterior al primer afio de pandemia, durante el tercer pico epidémico de COVID-
19, entre abril a agosto del 2021, se registro el mayor numero de casos y muertes
por COVID-19 en toda la historia de la pandemia en el Colombia [3]. Este pico
fue dominado por la variante Mu que se asocié a mas del 70% de los casos,
seguido por la variante Gamma [3]. El analisis de los casos de COVID-19 sugiere
una asociacion entre mayor edad, sexo, comorbilidades y peor evolucion clinica
de la COVID-19 [74]. Ademas, las variantes Mu y Gamma se asociaron con el
69% y el 18% de los fallecidos, respectivamente. Estas cifras fueron
comparables con la proporcidon de linajes circulantes durante el tercer pico
epidémico en Colombia [3]. Por lo tanto, los resultados sugieren que la
concentracion de pacientes fallecidos alrededor de estas dos variantes sea una
consecuencia directa de su mayor representatividad durante el tercer pico
epidémico. Varios estudios han reportado hallazgos similares con la edad
avanzada y comorbilidades, como céancer, hipertension, EPOC, diabetes,
enfermedades cardiovasculares y renales, como los factores mas asociados con
la mortalidad en pacientes con COVID-19 [89]. El predominio de variantes locales
y Su asociacion con alta carga de morbilidad y mortalidad fue descrito en Peru
con la VOI Lambda, que alcanzé el 70% de los casos durante el segundo pico
epidémico, a pesar de la co-circulacion de las VOC Alfa y Gamma [90]. En este
contexto, los ejemplos dados por las variantes Lambda y Mu prueban claramente
que los linajes dominantes de SARS-CoV-2 tienen gran impacto en la
morbimortalidad a pesar de su clasificacion VOI.

La vigilancia gendmica a nivel global revelé la aparicibn de variantes con
mutaciones en la proteina S, el blanco principal de los nAbs [91]. Los resultados
de los ensayos de neutralizacion del SARS-CoV-2 sugieren que la mutacion
E484K en B.1+L249S+E484K reduce el titulo neutralizante de los sueros
convalecientes, comparado con los linajes A.1, B.1.420, B.1.111, todos ellos sin
la mutacion E484K. En linea con otros estudios, la sola presencia de la mutacion
E484K fue suficiente para reducir la actividad neutralizante de sueros de
individuos convalecientes o que recibieron el esquema primario de dos dosis de

la vacuna BNT162b2 [92]. Ademas, la resistencia a nAbs en otros linajes
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portadores de esta mutacion se ha descrito en las variantes B.1.1.7, B.1.351 y
P.1 SARS-Cov-2 [22,93]. También se observo un titulo de nAbs ligeramente mas
alto contra B.1.111-1 en comparacion con B.1.111-1l; esto podria explicarse por
la presencia de dos mutaciones adicionales (T8591 y W152R) en la proteina S
de B.1.111-Il, debido a que la presencia de mutaciones en las mismas posiciones
se ha reportado de forma independiente en la VOI B.1.526 (lota) y B.1.429 [94,95].

Si bien los ensayos de neutralizacién evidenciaron titulos de anticuerpos de
neutralizacion significativamente mas bajos contra B1+L249S+E484K en sueros
convalecientes, los datos epidemiol6gicos moleculares indican que no hay un

aumento en la tasa de transmisibilidad asociada con este nuevo linaje [3,83].

En diciembre de 2020 comenzaron las vacunaciones masivas contra el SARS-
CoV-2 en todo el mundo, lo que redujo la tasa de hospitalizaciones y muertes
relacionadas con la COVID-19 [14,96,97]. Sin embargo, la aparicién de VOCy VOI
desafié la eficacia de las vacunas COVID-19 disponibles, y la vigilancia de su
desemperfio se convirtid6 en una prioridad. Un indicador del efecto protector de
las vacunas actuales sobre variantes emergentes es evaluar su capacidad de
inducir anticuerpos neutralizantes, por lo cual, la vigilancia de laboratorio debe
incluir estudios en diferentes poblaciones humanas y variantes del SARS-CoV-
2 para estimar la efectividad global de las vacunas contra el SARS-CoV-2 [98].

Este estudio presenta la primera evaluacion de las respuestas de nAb contra las
variantes del SARS-CoV-2 de mayor prevalencia en Colombia en individuos con
esquemas primarios de BNT162b2, CoronaVac, ChAdOx1 Ad26.COV2. S,
cuatro de las principales vacunas contra el COVID-19 administradas en el pais

[99].

Estos resultados muestran que las vacunas de virus inactivados y las vacunas
genéticas que codifican la proteina S en Adenovirus o ARNm inducen diferentes
niveles de nAbs contra las variantes del SARS-CoV-2 con alto impacto
epidemioldgico, como Mu, Delta y Omicron. En este estudio, las respuestas de

nAbs después de esquemas primarios de BNT162b2, CoronaVac, ChAdOx1 o
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Ad26.COV2.S fueron significativamente més bajas frente a la VOI Mu y las VOC
Delta y Omicron, comparado con B.1.111 y Gamma, lo que podria implicar una

eficacia reducida general de estas vacunas contra el COVID-19.

Ademas, se observaron diferencias entre los titulos de nAbs inducidos por
diferentes plataformas de vacunas. En particular, las variantes Gamma, Mu y
Omicron mostraron menos resistencia a los nAbs inducidos por las vacunas
ChAdOx1 o Ad26.COV2.S basadas en vectores adenovirales, mientras que las
respuestas de nAbs contra Delta fueron mayores en los vacunados con

CoronaVac.

El estado de estabilizacion de la proteina S del SARS-CoV-2 puede explicar las
diferencias en los titulos de anticuerpos neutralizantes provocados por el virus
completo inactivado y las vacunas genéticas. Por ejemplo, el proceso de
fabricacion de la vacuna CoronaVac incluye beta-propiolactona para inactivar las
particulas virales y varios pasos de purificacion que aumentan la eliminacién de
S1 del trimero S en los viriones del SARS-CoV-2, lo cual altera la conformacion
de la proteina S y su presentacion al sistema inmune. Estos factores pueden

contribuir a las variaciones en las eficacias reportadas para esta vacuna [8,12].

Por otro lado, la vacuna de ARNm BNT162b2, contiene mutaciones
estabilizadoras destinadas a prevenir la inestabilidad conformacional de la
proteina Sy el posterior desprendimiento no deseado de la subunidad S1 [8]. Sin
embargo, nuestros resultados sugieren que esta optimizacion de la secuencia
no previene el escape de varias variantes del SARS-CoV-2 de los nAbs

pI’OVOC&dOS por esta vacuna.

Ademas, la vacuna adenoviral Ad26.COV2.S contiene mutaciones
estabilizadoras de S para mantener su conformacion de prefusion, mientras
ChAdOx1 carece de mutaciones estabilizadoras de S. No obstante, ambas
plataformas usan secuencias de péptido sefial en el extremo N-terminal de S.
Ad26.COV2.S utiliza la secuencia de sefial de la proteina S del SARS-CoV-2
original, mientras que ChAdOx1, utiliza una forma extendida de la secuencia de
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sefial del activador del plasminégeno tisular (tPA) corriente arriba de la

secuencia sefal de la proteina S original [8].

Por lo tanto, mientras que las respuestas mas altas de nAbs provocadas por las
vacunas genéticas, probablemente dependan de la presentacion de una forma
estable de la proteina S como antigeno para el sistema inmunitario, el mejor
rendimiento de las vacunas de vectores de adenovirus en relacion con las
vacunas de ARNm podria deberse a diferencias en la estabilidad de la expresion

del antigeno en el tiempo [g].

De acuerdo con estos hallazgos, los estudios en individuos vacunados con
BNT162b2, ChA-dOx1y CoronaVac evidenciaron respuestas de nAbs reducidas
contra Gamma, Delta y Omicron, en comparacion con una variante ancestral
portadora de la mutacion D614G, aunque estas reducciones fueron notables

para Omicron [98).

Ademas, los individuos con dos dosis de la vacuna BNT162b2 mostraron una
disminucién en los titulos de anticuerpos neutralizantes contra las variantes
Gamma, Alpha, Delta y Mu, luego de un mes de vacunacion con una reduccion
notable en los titulos contra las variantes Delta y Mu [100]. De manera similar, los
estudios en pacientes con dos dosis de BNT162b2 o CoronaVac informaron
respuestas bajas o indetectables de nAbs contra Omicron en relaciéon con la
variante ancestral [13,101]. Ademas, varios estudios demostraron que los titulos
de nAbs disminuyeron drasticamente después de seis meses para Gamma,

Alpha, Delta, Mu y Omicron [100,101].

Los factores genéticos, epidemioldgicos y del huésped pueden contribuir a la
notoria capacidad de las variantes para escapar de los nAbs. Aunque se han
descrito mas de 30 mutaciones en el gen S de Omicron, se comparte un perfil
de mutaciones con Mu (T95I, R346K, N501Y y P681H) y Delta (L452R, T478K 'y
P681H) [102].

Multiples estudios respaldan el papel de algunas de estas mutaciones en la

evasion inmune y una mayor capacidad de transmision. La mutacion T95I
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combinada con G142D se asoci0 con cargas virales mas altas y se predijo que
reduciria la capacidad de neutralizacion de los sueros postvacunados al afectar
la unién de nAbs a los epitopos 4-8 (7L2E) y 4A48 (7C2L) en el extremo N-
terminal dominio (NTD) [103]. La mutacion R346K también se asocio con la
resistencia a los nAb de clase 2 al reducir la capacidad de unién al RBD [104,105].

Finalmente, las mutaciones L452R, T478K y N501Y se asociaron con la
resistencia a los nAbs y una mayor afinidad de union al receptor ACE2, lo que
aumentd la transmisibilidad viral [103,106-108]. Por lo tanto, es posible que las
respuestas reducidas de nAbs contra Mu, Delta y Omicron encontradas en este

estudio, puedan explicarse parcialmente por estas mutaciones.

Por otro lado, a pesar de mdltiples estudios que muestran respuestas
diferenciales de nAbs inducidas por la vacuna contra las variantes del SARS-
CoV-2, el impacto del titulo de nAbs en el resultado clinico no se comprende
completamente. Andrews, et al (2022) [109] informaron una disminucién
significativa de la eficacia de la vacuna con el tiempo contra Delta y Omicron (las
variantes mas predominantes ultimamente) después de dos dosis de BNT162b2
0 ChAdOx1. Este estudio encontré una reduccion de la eficacia de BNT162b2
contra la infeccién con Delta del 90,9 % a las cuatro semanas de la segunda
dosis, al 62,7 % a las 25 semanas. Sin embargo, la eficacia contra la infeccion
con Omicron disminuy6 del 65,5 % a las cuatro semanas desde la segunda dosis
a solo el 8,8 % a las 25 semanas. Ademas, la eficacia de ChAdOx1 contra la
infeccién por Delta disminuy6 del 82,8 % a las cuatro semanas al 43,5 % a las
25 semanas, mientras que la eficacia contra Omicron disminuy6 del 48,9 % a las
cuatro semanas a ningun efecto a las 20 semanas [109], lo cual es consistente

con nuestros resultados.

Por otro lado, en los individuos que recibieron dosis de refuerzo se observé un
incremento de las respuestas de nAbs contra Mu y Omicron, las variantes del
SARS-CoV-2 que dominaron el tercer y cuarto pico epidémico del COVID-19
(Tabla 7). Los incrementos en los titulos de nAbs contra Mu y Omicron

dependieron del esquema de refuerzo heterdlogo, y fueron mas pronunciados
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en los individuos con esquemas BNT162b2+mRNA-1273, seguido de
BNT162b2+ChAdOx1-s y CoronaVac+BNT162b2. Notablemente, los individuos
con esquema de refuerzo homadlogo (ChAdOx1-s + ChAdOx1-s), no presentaron

aumentos significativos en los nAbs respecto al esquema primario.

Barros-Martins et al (2021) [110], estudiaron las respuestas de nAbs contra las
VOC Alpha, Gamma y Beta en un modelo de neutralizacién con sustitutos de
virus (SVNT), en individuos con esquema primario ChAdOx1-s y refuerzo
homélogo (ChAdOx1-s) o heter6logo (BNT162b2). Similar a lo hallado en el
presente estudio, Barros-Martins et al (2021), evidenciaron a las tres semanas
post-refuerzo, que los individuos con refuerzo homélogo no presentaron
incrementos significativos en los titulos de nAbs contra las VOC, en contraste
con los individuos con refuerzo heter6logo que incrementaron las respuestas de
nAbs contra todas las VOC [110]. Desafortunadamente, para el presente estudio
no se disponia de individuos con el esquema ChAdOx1l-s+ BNT162b2 para

realizar comparaciones.

Atmar et al (2022) [16] realizaron estudios en individuos con esquemas primarios
de Ad26.COV2.S, mRNA-1273 o BNT162b2 que recibieron dosis de refuerzo
homélogas o heter6logas de estos tres tipos de vacunas, evidenciando al mes
post-refuerzo, que los refuerzos homélogos aumentaron los titulos de nAbs entre
4 a 20 veces, mientras que los refuerzos heterdlogos aumentaron los titulos
entre 6 a 73, comparado con el esquema primario [16]. Si bien, los resultados
anteriormente descritos coinciden con la tendencia de mayores titulos de nAbs
en individuos con inmunidad heter6loga hallada en el presente estudio, las
diferencias observadas posiblemente se atribuyan a 1) El grupo de refuerzo
homologo ChAdOx1-s + ChAdOx1-s no fue incluido en el estudio de Atmar, y 2)
el estudio de Atmar se realizd en el modelo de lentivirus pseudotipados con la
proteina S del SARS-CoV-2 y 3) las variantes de la proteina S comparadas
fueron, un control con la mutacién D614G contra versiones de la proteina S con
el set de mutaciones de las variantes Deltay B.1.351 (beta) [16]. Adicionalmente,

una revision sistematica y meta-analisis sobre efectividad de las dosis de
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refuerzo homodlogas o heterélogas contra las variantes Alfa, Beta, Delta y
Omicron, concluy6 que los titulos de nAbs para diferentes variantes de SARS-
CoV-2 fueron mas altos en el grupo de refuerzo heterélogo en comparacién con
el grupo de refuerzo homologo. Ademas, sugirieron que el refuerzo heterélogo
fue més efectivo en la prevencién de la infeccién, el COVID-19 sintomatico y la

hospitalizacion y muerte por COVID-19 [111].

Los resultados del estudio de comparacién entre las respuestas de nAbs en
individuos con inmunidad heteréloga e hibrida-heteréloga mostraron que para el
grupo BNT162b2+mRNA-1273, los titulos de nAbs contra la variante ancestral
(B.1.111), Mu y Omicron (BA.1) no difieren respecto al mismo esquema con
inmunidad hibrida, mientras que en el grupo BNT162b2+ChAdOx1-s, esto solo
se cumplié contra la variante Omicron. Esto sugiere que la potencia de las
respuestas neutralizantes tras la exposicion natural al SARS-CoV-2 es afectada
por el esquema de refuerzo. Poco se sabe de las respuestas de nAbs entre
individuos con inmunidad heterdloga e hibrida-heter6loga, no obstante, se
evidencié que individuos con inmunidad hibrida estan mas protegidos de la
infeccion con la variante Omicron que los individuos con dosis refuerzo [112].
Estudios en adultos mayores con esquemas primarios y homodlogos de
BNT162b2 o CoronaVac, sugieren que los individuos con inmunidad hibrida
tienen mayores titulos de nAbs contra Omicron que aquellos con inmunidad solo
por vacunas [113]. En contraste, Cervantes-Luevano, et al (2022) [114], reportaron
qgue individuos convalecientes del COVID-19 que posteriormente recibieron un
esquema primario de Ad5-nCoV (Cansino), presentaron a los 20-40 dias pos-
refuerzo, niveles de nAbs contra las variantes Alpha, Delta, y Epsilon,
comparables con individuos sin historial de infeccién con esquema heterdlogo
Ad5-nCoV (Cansino)+Ad2-6.COV2-S. Esto sugiere que el refuerzo con vacunas
heter6logas podria inducir inmunidad contra el SARS-CoV-2 equivalente a la
inmunidad hibrida [114], un escenario que también podria deducirse de los

resultados del presente estudio.
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Curiosamente, en el presente estudio no se observaron diferencias en los niveles
de anticuerpos IgG contra la subunidad S1 y RBD de la proteina S del SARS-
CoV-2 en los dos grupos de individuos con inmunidad heterdloga e hibrida-
heterdloga. Estos resultados concuerdan con las respuestas de nAbs contra
B.1.111, Mu y Omicron en los grupos con esquema heterélogo
BNT162b2+mRNA-1273 y su contraparte hibrido-heterélogo, aunque contrastan
con las respuestas de nAbs contra B.1.111 y Mu en los grupos con esquema
heter6logo BNT162b2+ChAdOx1-s y su contraparte hibrido-heter6logo. La
subunidad S1 contiene el RBD que abarca los residuos 331 a 524 de la proteina
S [115], donde se encuentra el motivo de unién al receptor (RBM) que se une
directamente al receptor celular ACE2 [116]. Diversos estudios sefalan que el
RBD es el principal blanco de los nAbs [117-119], sin embargo, la acumulacién de
mutaciones en ésta region como, K417T/N, T478K E484K/A y N501Y en
multiples VOl y VOC ha reducido la eficacia de las vacunas contra el SARS-CoV-
2 evaluadas en este estudio, debido a que fueron disefiadas antes de la
emergencia de variantes con estas mutaciones [116,117]. En este contexto, es
importante tener en cuenta que el panel MILLIPLEX® SARS-CoV-2 Antigen
empleado en este estudio para detectar anticuerpos IgG contra los antigenos del
SARS-CoV-2, estid basado en la cepa referencia de Wuhan, por lo cual, los
niveles de anticuerpos contra estos antigenos no necesariamente reflejan
niveles de nAbs, lo cual concuerda con la escasa correlacion entre nAbs y

anticuerpos contra RBD hallada en este estudio.

Finalmente, aunque los niveles altos de nAbs se correlacionan positivamente
con la proteccion contra COVID-19 y la efectividad de la vacuna [14,120], queda
por determinar el titulo protector de los anticuerpos neutralizantes. Lau et al.
reportaron que un titulo de inhibicién de la hemaglutinacion de 1:40 protege de
la infeccion por influenza [121]. Ademas, Gharbharan A. et al., sugieren que un
titulo de 1:80 o superior después de la transfusion de plasma convaleciente para
el tratamiento de COVID-19 inhibe el crecimiento viral in vitro en un 95% [122].
Por estas razones, en este trabajo se propone la hipotesis de que un titulo de

1:80 o superior puede proteger contra la progresion a enfermedad grave, lo que,
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por razones de salud publica deberia lograrse preferentemente mediante la
vacunacion. Sin embargo, algunos receptores de vacunas con respuestas de
nAbs deficientes o inexistentes pueden desarrollar inmunidad celular protectora
después de la exposicién al SARS-CoV-2. Ademas, las mutaciones asociadas
con la resistencia a nAbs no siempre dan como resultado una evasion importante
de una respuesta especifica de la célula, lo que puede disminuir la gravedad de
la infeccion. Por lo tanto, aun es necesario realizar investigaciones que estudien
tanto la inmunidad celular como la humoral para proporcionar un perfil mas

completo de la respuesta inmune a nuevas variantes [123,124].

Sin embargo, este estudio tiene varias limitaciones, incluyendo el seguimiento
de los participantes entre 9 y 13 semanas posteriores al esquema de
inmunizacion, por lo que se las respuestas de nAbs a largo plazo, no fueron
estimadas. Ademas, el tamafio de la muestra pequefio con heterogeneidad
demografica, la ausencia de muestras de la poblacion pediatrica o adolescente
y la falta de informacién sobre la contribucién de las respuestas de célulasBo T
frente a las variantes estudiadas. Finalmente, aunque hubiera sido interesante
caracterizar también las respuestas inmunitarias en cohortes de personas
inmunizadas con esquemas hibrido-heterélogos de CoronaVac, ChAdOx1-s

Ad26.COV2.S, dichas cohortes no estuvieron disponibles para éste estudio.
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. CONCLUSIONES

Con este trabajo se logro establecer un biobanco de linajes del SARS-CoV-
2 con caracterizacion de genoma completo, disponible para el desarrollo de
multiples estudios tales como evolucién viral, dindmicas de interaccion virus-
hospedero, respuesta inmune celular y desarrollo de tratamientos y vacunas.

Hasta la fecha del presente documento, éste es el Unico estudio que
determina de manera simultanea el perfil de resistencia a nAbs inducidos por
esquemas primarios de las vacunas de Pfizer, Sinovac, AstraZeneca y
Janssen contra las 4 variantes de mayor impacto en Colombia y demuestra
que las variantes Mu, Delta y Omicron presentan alta resistencia a los nAbs
inducidos por estas vacunas

Este trabajo contribuye al entendimiento del impacto de la variante Mu en
Colombia al reportar su alta resistencia a nAbs generados por vacunas y
asociacion al pico epidémico con mayor numero de muertes por COVID-19
en Colombia.

El refuerzo heterdlogo permite recuperar los titulos de nAbs contra Omicron
y Mu a niveles comparables a los inducidos contra el linaje control que carece
de mutaciones asociadas el escape de nAbs, y a niveles comparables con
los individuos con inmunidad hibrida.

Resultados conjuntos: Anticuerpos neutralizantes y anticuerpos contra
antigenos del SARS-CoV-2 sugieren neutralizacion mediada principalmente
por anticuerpos IgG.

Las estrategias de laboratorio empleadas en este estudio son un modelo para
el establecimiento de estrategias de vigilancia y caracterizacion de virus
emergentes en el pais, que permitieron el fortalecimiento de las capacidades
técnico-cientificas para dar respuesta ante futuros brotes de
microorganismos que requieran manejo en laboratorios de alta contencién.
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10. COMUNICACION Y APROPIACION PUBLICA DE LOS
RESULTADOS
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10.2 Presentaciones en congresos y otros eventos cientificos

Evento Nombre Institucién
LVII CONGRESO NACIONAL Impacto de la diversificacion de ASOCIACION
variantes del SARS- CoV-2 en el escape  COLOMBIANA
Y VIII INTERNACIONALDE . .
CIENCIAS BIOLOGICAS a anticuerpos neutralizantes durante la DE CIENCIAS
pandemia de covid-19 en Colombia. BIOLOGICAS
Respuesta de anticuerpos neutralizantes
. contra variantes del sars-cov-2 en Sociedad
I);?(é\t/cl)lloc?ggreso Chileno de individuos vacunados con bnt162b2, Chilena de
g Coronavac, chadox1 y ad26.Cov2.S en Infectologia
colombia
s VIGILANCIA GENOMICA DEL SARS- Instituto
IXN\g' Encuentro Cientifico del -5\ 5. IMPACTO EN LA SALUD Nacional de
PUBLICA COLOMBIANA. Salud
Estandarizacién de un ensayo de
XVII Encuentro Cientifico del mmrongutrgpzamoq para la . Inst|.tuto
INS determinacion de titulos neutralizantes Nacional de
en sueros convalecientes contra linajes  Salud
del SARS-CoV-2
X Simposio Colombiano de Disminucion del tltu_lo neutralizante en Asociacion
. P sueros de convalecientes y vacunados .
Virologia y V Congreso o Colombiana de
. : ) . contra el SARS-CoV-2 frente a linajes . .
Latinoamericano de Virologia Virologia

Departamento de Quimica del

Recinto Universitario de
Mayagiiez

Seminario de Topicos
Avanzados en Biologia
Molecular del Doctorado en
Ciencias de la Salud

Simposio Internacional “El
Genoma de SARS-CoV2, su
evolucion y epidemiologia en
América Latina”

Mes de la Ciencia y la

Tecnologia 2020, BLAA - UAN:

Biotecnologia: una ciencia de
colores

del virus con la mutacién E484K.

La secuenciacién como una herramienta
de alarma temprana ante epidemias en
Colombia

Fundamento tecnologia Oxford
Nanopore: Aplicacion en la
secuenciacion del SARS-CoV-2 en
Colombia

Aplicacion de estudios gendmicos de
SARSCoV-2 en Colombia” / “Application
of SARS-CoV-2 genomic studies in
Colombia

La secuenciacidon como una herramienta
de alerta temprana ante las epidemias
en Latinoamérica.

Universidad de
Puerto Rico —
Mayaguez

Universidad
Antonio Narifio
— Doctorado en
Ciencias

Divisiéon de
Ciencias de
Centro
Internacional
de la Papa

Banco de la
republica
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10.3 Premios y distinciones

PREMIO ACADEMIA NACIONAL DE MEDICINA A LA INVESTIGACION
CIENTIFICA 2022, por el trabajo de investigacién: “Evolucion de las variantes
genéticas del SARS-CoV-2y su asociacion con larespuestainmune adquirida
durante la pandemia en Colombia” Marcela Maria Mercado Reyes, Diego Alvarez
Diaz, Katherine Laiton Donato, Carlos Franco Mufioz, Héctor Ruiz, José Usme Giro,
Jonnathan Reales, Diego Prada, Sheryll Corchuelo, Maria Teresa Herrera
Sepulveda, et al. Programa Nacional de Caracterizacion Gendémica de SARS-COV-
2, liderado por el grupo de Gendmica de Microorganismos Emergentes. Instituto
Nacional de Salud. Bogota, D.C., October 27th 2022.

Mencion de honor en los premios de la Fundacion Alejandro Angel Escobar
en Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales — 2022 por el trabajo Evolucion de las
variantes genéticas del SARS-CoV-2 y su asociacion con la respuesta inmune
adquirida durante la pandemia en Colombia. Marcela Maria Mercado Reyes, Diego
Alvarez Diaz, Katherine Laiton Donato, Carlos Franco Mufioz, Héctor Ruiz, José
Usme Giro, Jonnathan Reales, Diego Prada, Sheryll Corchuelo, Maria Teresa
Herrera Sepulveda, et al. Gendmica de Microorganismos Emergentes. Instituto
Nacional de Salud. Bogota, D.C., October 05th 2022.

Reconocimiento por su contribucién cientifica para la secuenciacion del
primer genoma de SARS-COV-2 en Colombia, en marzo de 2020. Instituto
Nacional de Salud. Bogota, D.C., April 5th de 2022

82



11. CONSIDERACIONES AMBIENTALES

Durante la ejecucion del proyecto se produjeron algunos residuos quimicos y
organicos de interés sanitario y ambiental. La gestion integral de estos residuos en
Su generacion, segregacion, almacenamiento, inactivacion, recoleccion, transporte,
tratamiento y disposicion final se realiz6 mediante los lineamientos de los Decretos
2676 de 2000, 4126 de 2005 y 1669 de 2002, del Ministerio del Medio Ambiente y
el Manual de Gestidn Integral de Residuos del Instituto Nacional de Salud — INS
(INT-A05.0000-007). Este estudio no generd alteraciones significativas en el

ambiente.

12. CONSIDERACIONES DE BIOSEGURIDAD

En esta investigacion se trabajé con el patdgeno SARS-CoV-2 causante de COVID-
19, el cual, de acuerdo al Manual de Bioseguridad del INS, c6digo MNL A01-0000-
001, se considera perteneciente al grupo de riesgo 3 para trabajo en el laboratorio.
Los ensayos de propagacion y neutralizacion del virus se realizaron en el area de
procedimientos EXP-14/BSL-3 ubicada en la zona de cuarentena de ABSL-2
bioterio de barrera - ABSL-2/BSL-2 del Instituto Nacional de Salud de Colombia
(INS), con el fin de aumentar la contencién de las areas dando cumplimiento a varios
aspectos considerados para areas destinadas como riesgo biolégico 3 como el
SARS-CoV-2. Esta area cuenta con zonas independientes y control de acceso
restringido para uso exclusivo, redundancia en unidades de extraccién con filtracion
HEPA vy areas sin recirculacion de aire (100% exterior). El area es sellable y cuenta
con mecanismos de descontaminacion por nebulizacion y equipos como cabina de
seguridad biolégica y autoclave para neutralizacion de desechos. Los profesionales
a cargo de la manipulacién los aislamientos del SARS-CoV-2 cuentan con
entrenamiento en practicas de laboratorio BSL-3 y usan elementos de bioseguridad
y proteccion personal de barrera. En el laboratorio de biocontencion trabajan
siempre en equipos de dos personas. El ingreso al area de procedimientos EXP-
14/BSL-3 se realizo desde el vestuario del bioterio de barrera - ABSL-2/BSL-2 donde
se retiraron la ropa de la calle hasta quedar en ropa interior y vistieron un overol de

tela quirurgica. En la precamara del area de procedimientos EXP-14/BSL-3 se
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vistieron con los demas elementos de proteccion que incluyeron, proteccion de
cabeza (cofia), proteccion respiratoria (Trajes envolventes PAPR (powered air-
purifying respirator y mascarillas N-95), overol antifluido Tyvek, y proteccion de

manos (doble guante en cada mano) y proteccion de pies (polainas y botas de hule).

13. CONSIDERACIONES ETICAS

Este proyecto estd enmarcado en el programa nacional de vigilancia gendmica
liderado por el INS, y las muestras que conforman la coleccion de hisopados
nasofaringeos y sueros fueron colectadas en el marco de los proyectos CORHUCO
aprobado por el comité de ética del INS, CEMIN-04-2020, y “Evaluacion de la
inmunidad pos-inmunizacion contra el SARS-CoV-2 en una cohorte de trabajadores
de la salud, Colombia 2021” con comité de ética CEMIN-04-2021 y “Evaluacién de
la respuesta inmune contra el SARS-CoV-2 en una cohorte de poblacion colombiana
inmunizada con las vacunas incluidas dentro del Plan Nacional de vacunacion en
Colombia, 20217, con comité de ética CEMIN-19-2021.

En cuanto a normatividad nacional, se tuvo en cuenta la resolucién N° 8430 de 1993
en la cual se establecen las normas académicas, técnicas y administrativas para la
investigacion en salud, articulo 11 del capitulo 1 (De los aspectos éticos de la
investigacion en seres humanos) se establece que la investigacion realizada en este
proyecto esta clasificada en la categoria de investigacion sin riesgo dado que no se
realizé ninguna intervencion o modificacién intencionada de las variables biolégicas,
fisioldgicas, sicolégicas o sociales de los individuos que participaron en el estudio,
sino que se utiliz6 el Biobanco del grupo de Gendmica de Microorganismos

Emergentes del INS.

En este proyecto se tuvieron en cuenta los principios éticos generales promulgados
en la Declaracion de Helsinki adoptada por la 64va Asamblea Médica Mundial,
Fortaleza, Brazil, Octubre 2013 (https://www.wma.net/policies-post/wma-
declaration-of-helsinki-ethical-principles-for-medical-research-involving-human-

subjects/) asi como la Guia 11 (RECOGIDA, ALMACENAMIENTO Y USO DE
MATERIALES BIOLOGICOS Y DATOS RELACIONADOS) del Consejo de las
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Organizaciones Internacionales de Ciencias Médicas (CIOMS por sus siglas en
ingles) (https://cioms.ch/wp-content/uploads/2017/01/WEB-CIOMS-
EthicalGuidelines.pdf).

En esta investigacion se hizo uso de la informacion asociada a los sueros que
reposan en el Biobanco del grupo de Gendmica de Microorganismos Emergentes,

como historias clinicas, hallazgos clinicos y de los consentimientos informados.

Para garantizar la anonimizacion de las muestras, se empleo el cédigo de Biobanco
previamente asignado a dichas muestras y a los datos clinicos del paciente. El
codigo consta de 6 caracteres asi: BB (acronimo de Biobanco) seguido de 4 digitos
numeéricos (p.e BB0O0O1).
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