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Resumen

El virus SARS-COV-2 que causa la enfermedad COVID-19 fue declarado
pandemia el 11 marzo de 2020. La alta tasa de morbilidad y de mortalidad ha
convertido a la COVID-19 en una gran prioridad de salud publica global. Debido a
la urgente necesidad de limitar la propagacion del virus, se desarrollaron vacunas
eficaces, entre ellas las vacunas cubanas SOBERANA 01, 02 y Plus. En marzo de
2021 comenzo un estudio de intervencion comenzando por los trabajadores de la
Salud, y en noviembre se decidi6 aplicar una dosis de refuerzo. Esta investigacion
tuvo como objetivo evaluar la respuesta Inmune humoral posterior a la reactivacion
con la vacuna SOBERANA 01 en Trabajadores del Instituto de Medicina Tropical
Pedro Kouri (IPK). Se estudiaron 418 muestras de sangre total y suero, colectadas
1 mes después de la reactivacion. Para conocer la presencia del anticuerpo anti-
SARS-CoV-2 se utilizé un ensayo inmunocromatogréafico de flujo lateral, donde el
0,23% fueron positivas a la inmunoglobulina M (IgM) y el 957% a la
inmunoglobulina G (IgG) y el ensayo UMELISA SARS-COV-2 IgG con el cual se
confirmo la presencia de anticuerpos IgG en el 99,5% de las muestras analizadas.
Se relaciond la presencia de anticuerpos con variables sociodemograficas y
clinico-epidemioldgicas. Se correlacionaron la edad, el sexo y el color de la piel,
sin encontrarse diferencia estadisticamente significativa (p>0,05). Los
antecedentes patologicos personales y la ingestion de medicamentos tampoco
presentaron significacion estadistica entre los positivos y negativos en cuanto al
anticuerpo 1gG. En cuanto a los antecedentes de padecer de COVID-19, si
encontramos diferencia estadisticamente significativa entre los positivos y los
negativos (p<0,05) con el ensayo inmunocromatografico. Los trabajadores del IPK
desarrollaron una respuesta inmune humoral adecuada a la reactivacion con la

vacuna SOBERANA 01 y avalan su uso en esta poblacién de riesgo.



Glosario de términos

IPK: Instituto de Medicina Tropical Pedro Kouri

OMS: Organizacion mundial de la Salud.

FDA: Agencia de Administracion de medicamentos y alimentos.
MINSAP: Ministerio de salud publica.

IFV: Instituto Finlay de Vacunas

CECMED: Centro para el Control Estatal de la Calidad de los Medicamentos
Equipos y Dispositivos Médicos

LNRVR-Laboratorio nacional de virus respiratorios

SARS- COV- 2: Coronavirus del tipo 2 causante del sindrome respiratorio severo.
COVID - 19: Enfermedad causada por coronavirus de 2019.
SARS: Sindrome respiratorio severo.

MERS-COV: Coronavirus del sindrome de Oriente Medio.

ARN: Acido ribonucleico.

ADN: Acido desoxirribonucleico

ACE 2: Enzima convertidora de angiotensina 2.

RCP - RT: Reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real.
ELISA: Ensayo inmunoenzimético de adsorcion.

ME: microscopio electronico

RBD: Dominio de unién al receptor

ORF: Marco abierto de lectura

ACE2: Enzima convertidora de angiotensina

TMPRRSS2: Proteasa transmembrana serina 2

IgM: Inmunoglobulina M.

IgG: Inmunoglobulina G.

IL: Interleuquina.

TNF: factor de necrosis tumoral.

(NFkB): factor nuclear kappa B
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I. Introduccién

Las infecciones virales emergentes y reemergentes constituyen amenazas
continuas para la salud del humano a nivel global. Los coronavirus, son un grupo
diverso de virus que infectan a muchos animales diferentes y pueden causar

infecciones respiratorias de leves a graves en los seres humanos. (1)

En el siglo XXI la emergencia de dos coronavirus altamente patdogenos de origen
zoonatico, convirtieron a los coronavirus emergentes en una nueva preocupacion
para la salud publica mundial: en 2002 y 2012, respectivamente, el coronavirus del
Sindrome Respiratorio agudo severo (SARS-CoV) y el coronavirus del Sindrome
Respiratorio del Oriente Medio (MERS-CoV), emergieron en humanos y causaron

enfermedades respiratorias graves, con alta mortalidad. (2)

Un nuevo coronavirus el SARS-CoV-2, surgio a fines de 2019 en Wuhan, provincia
de Hubei en China, provocé un brote de neumonia viral inusual, altamente
transmisible y patégeno que amenazé la salud humana y condujo la seguridad
publica a una emergencia sanitaria mundial de salud sin precedente, para
convertirse en una pandemia. (3,4) Antes del mes de diciembre de 2019 fueron
detectados en Wuhan, China grupos de casos de neumonia de etiologia
desconocida y el 9 de enero de 2020, un nuevo coronavirus, 2019-nCoV (nombre
temporal), fue oficialmente identificado como el agente causal de estos brotes de
neumonia viral en Wuhan. (5) En las siguientes semanas, el virus se propag6
rapidamente dentro de China, y un incremento en el nimero de casos aparecié en
otros paises. El 30 de enero de 2020, el Comité Internacional de Emergencia de
Reglamentaciones de Salud Publica considero suficientes los criterios para
considerarlo una Emergencia de Salud Publica Internacional de Preocupacion. (6,
7) La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) nombré la enfermedad COVID-19
el 11 febrero de 2020 (8) y el mismo dia el virus fue nombrado SARS-COV-2 por el
Comité Internacional en la Taxonomia de Virus (9) Posteriormente, un grupo de
virdlogos en China sugirié renombrar al virus como SARS-COV-2 y se mantendria
el nombre de la OMS a la enfermedad que causa, la COVID-19.(10) El 11 de

marzo de 2020, la OMS caracterizé a la COVID-19 como una pandemia.(11) En
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Cuba, coincidiendo con esta fecha se reportaron los primeros casos confirmados
de COVID-19, informado por el Laboratorio Nacional de Referencia de Virus
Respiratorios (LNRVR) del Instituto de Medicina Tropical Pedro Kouri (IPK),
correspondiente a tres turistas italianos (Lombardia) que presentaban
sintomatologia respiratoria (12,13). Fue declarada por autoridades del Ministerio
de Salud Publica (MINSAP) del pais el comienzo de la fase de transmision
autoctona limitada el 7 de abril de 2020. (13)

La elevada tasa de morbilidad y mortalidad proporcioné la investigacién acelerada
del SARS-CoV-2 globalmente, lo que permitié la produccién de vacunas acortando
los procesos de produccion no experimentados en el pasado, y el desarrollo de
ensayos clinicos a nivel mundial que permitieran conocer la respuesta de
anticuerpos protectores frente a las vacunas desarrolladas. En julio de 2021 eran
ya cuatro las vacunas aprobadas para su uso por parte de la OMS, la Agencia
Europea de Medicamentos y la Agencia Federal de Administracion de Alimentos y

Medicamentos de los Estados Unidos (FDA, del inglés, Food and Drug

Administration): Comirnaty® de Pfizer BioNTech, Spikevax® de Moderna,
Vaxzevria® de AstraZeneca y COVID-19 Vaccine® de Janssen (14)

Cuba desarrollo 5 candidatos vacunales, entre ellos, el instituto Finlay de vacunas
(IFV) como titular de las vacunas SOBERANAS, y el Centro de Ingenieria
Genética y Biotecnologia como titular de la vacuna Abdala (CIGB). El 26 de marzo
de 2021 ya se estaban realizando ensayos de fase 3 con SOBERANA 02 y
Abdala. (15) El Centro de control estatal de medicamentos y dispositivos médicos
(CECMED) debido la alta tasa de incidencia de casos, autoriz6 el uso de
emergencia del candidato vacunal SOBERANA 02 que empez6 con los
trabajadores de la Salud que estaban en la primera linea de atencién al paciente.
Ese estudio empezé en la Habana como un estudio de intervencion que finalizo en
mayo. (15) Actualmente el 90,3% de la poblacion cubana posee el esquema

completo de vacunacion.

Los niveles o titulos de anticuerpos se utilizan como biomarcadores sustitutos de

la eficacia de la vacuna. Se espera una caida en los niveles de anticuerpos
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lentamente con el tiempo después de la vacunacion. Se han observado hallazgos
similares después de la administracion de vacunas contra el COVID-19 (16). Sin
embargo, no hay datos suficientes para sugerir que esta caida se correlaciona con
una disminucion en la proteccién contra el virus SARS-COV-2 (correlatos de
proteccién). Como resultado, el correlato de proteccién y un umbral protector de
los niveles de anticuerpos para la vacuna COVID-19 es actualmente desconocido
(17)

La estimacion de la eficacia de las vacunas en los estudios y paises ha sido dificil
desde que comenzaron a circular variantes. De hecho, la inmunidad debida a las
vacunas Yy/o infeccidn natural, el comportamiento de la poblacién y las politicas de
salud publica varian enormemente entre paises y las medidas de eficacia se ven
afectados por estas variaciones, asi como por la disminucién de la inmunidad con
el tiempo. Esta disminucion de la inmunidad ha sido confirmada en varios estudios
observacionales que reportan una disminucion de la eficacia contra la infeccion 5-
6 meses después de la segunda dosis, aunque esta disminucién ha sido menos
pronunciada para hospitalizaciones o evolucion a una forma grave de la
enfermedad. (18)

El 30 de julio de 2021, Israel se convirti6 en el primer pais en dar una dosis de
refuerzo de Pfizer contra COVID-19 a todas las personas mayores de 60 afios que
habian sido inmunizados al menos 150 dias antes. A las 2 semanas después la
dosis de refuerzo, hubo una probabilidad 11,4 veces mayor de infeccion y una
probabilidad >10 veces menor de enfermedad grave. Contra la variante Delta, la
eficacia de la tercera dosis de Pfizer fue de aproximadamente 95%, valor similar a
la eficacia de la vacuna original, que se habia reducido de 85% a 75% contra

formas severas. (19)

Del mismo modo, los datos de Spikevax 1 (Moderna) mostraron que una dosis de
refuerzo aumento los titulos de neutralizacion contra el tipo salvaje (3,8 veces),
variantes beta (32 veces) y variante delta (42 veces) en comparacion con los

titulos posteriores a la segunda dosis. (20)
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Con la llegada de la variante Omicron los institutos titulares de las vacunas
cubanas concluyeron que la respuesta inmune de las vacunas cubanas también
disminuia, en un aproximado de ocho meses después de completado el esquema
de vacunacion. La estrategia de dosis de refuerzo fue concebida entre el Minsap y
BioCubaFarma donde se utilizaria una estratificacion por grupos de riesgo: la
Prioridad 1 serian los trabajadores de la salud y BioCubaFarma, trabajadores del
turismo, aduana (fronteras), transportistas, maestros y profesores, combatientes

del Minint y el Minfar.

El IPK comenzoé a aplicar la dosis de refuerzo en noviembre-diciembre de 2021. El
propésito de esta investigacion fue evaluar la respuesta Inmune humoral posterior
a la reactivacion con la vacuna SOBERANA 01 en Trabajadores del IPK 1 mes

después de aplicado el refuerzo.

I.1 Planteamiento del Problema

¢” Cual sera la respuesta inmune humoral de los trabajadores del Instituto de

Medicina Tropical Pedro Kouri posterior a la reactivacion con SOBERANA 01”?

[I. Objetivos:
II.1. Objetivo general:

Evaluar la respuesta Inmune humoral posterior a la reactivacién con la vacuna
SOBERANA 01 en Trabajadores del IPK, 2022.

[1.2. Objetivos especificos

1- Determinar la frecuencia de anticuerpos anti-SARS-CoV-2 posterior a la

reactivacion en Trabajadores del IPK, 2022.

2- Relacionar la presencia de anticuerpos con variables sociodemograficas y

clinico-epidemioldgicos.
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[ll. Revision bibliogréfica:

[ll.1. Caracteristicas generales de los coronavirus: SARS-COV-2
[ll. 1.1. Taxonomia y Filogenia

Los Coronavirus pertenecen a la subfamilia Orthocoronavirinae, comunmente
conocidos como coronavirus, pertenecen al Grupo IV de virus monocatenario
positivo, al PhylumRibovira, Orden Nidovirales, y suborden Coronidovirineae,
familia Coronaviridae, y la principal subfamilia Coronavirinae que se subdivide
sobre la base del analisis filogenético en los géneros Alphacoronavirus (aCoV),
Betacoronavirus (B-CoV), subgénero Sarbecovirus, especie virus SARS,
Gammacoronavirus (y-CoV) y Deltacoronavirus (6-CoV) que contienen 17,12,2y 7

especies unicas, respectivamente (ICTV 2020). (21)

Los coronavirus en general, reciben su nombre del latin cérona, que significa
corona, debido a que la superficie del virus presenta proyecciones en su envoltura
observadas al microscopio electronico (ME) en forma de anillo que les confiere el

aspecto de una corona solar. (22)

El analisis filogenético de todo el genoma muestra que el SARS-CoV-2 esta
agrupado con el SARS-CoV y los coronavirus relacionados con el SARS (SARSr-
CoV), que se encuentran en los murciélagos, lo que lo coloca en el subgénero
Sarbecovirus del género Betacoronavirus (linaje B). Dentro de este clado, el
SARS-CoV-2 se agrupa en un linaje distinto junto con cuatro coronavirus aislados
de murciélago herradura (RaTG13, RmYNO02, ZC45 y ZXC21), asi como un nuevo
coronavirus identificado recientemente en pangolines, que se agrupan en paralelo
al SARS-COV-2. (23) En figura 1 se puede observar el arbol filogenético de

coronavirus.
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Figura 1. Arbol filogenético de los coronavirus. En azul aparecen los coronavirus
qgue producen resfriados. En rojo, se muestran los coronavirus zoonoticos de
importancia medica y en verde los coronavirus de murcielagos. En negro aparecen
otros coronavirus en animales. Los numeros cerca de los nodos del arbol

corresponden al soporte estadistico o valor de “bootstrap” .(24)

15



[ll. 1.2. Estructura y composicion

Los coronavirus (CoVs) son particulas envueltas, con simetria icosaédrica y un
diametro aproximado entre 80 a 220 nm, constituidos por una sola cadena de ARN
(acido ribonucleico), de sentido positivo, monocatenario, no segmentado (+ssRNA)
de aproximadamente 26 a 32 kDa de tamafio, con 29 903 nucleétidos, uno de los
genomas de mayor tamafio conocidos. El viribn de los coronavirus tiene un
nucleocdpside compuesta por acido ribonucleico y la nucleocépside, proteina
fosforilada (N), la cual se inserta en la bicapa fosforilada al amparo de las
espiculas de proteina. La proteina de la membrana (M), es una glicoproteina
transmembrana, tipo Il de 20 a 35 kDa, que forma la matriz en contacto con la
nucleocépside y la proteina de envoltura (E) ubicadas entre la proteina de la
espicula (S) (del inglés, spike) de 180 a 220 kDa. Esta es responsable de la unién
al receptor y facilita su fusién con la membrana célula huésped. Los CoVs son

nombrados asi, basados en su apariencia caracteristica de corona (Figura 2). (25)

Algunos CoVs especificamente los miembros de Betacoronavirus subgrupo A,

también llamado subgénero Embecovirus; tienen también en la superficie una

proteina adicional mas corta llamada esterasa-hemaglutinina. (26,27)
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RNA viral i
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Proteina de membsana (M)

Figura 2. (A) Microfotografia del viriobn del CoVs. (B) Esquema de la estructura del
SARS-CoV-2, donde se destacan las proteinas estructurales S, E, M al interior de

la envoltura esta la nucleocapside viral. (24)

I1.2. Genoma:

El genoma del SARS-CoV-2 esta constituido por ARN monocatenario no
segmentado de cadena sencilla, con polaridad positiva, (+ssRNA) y con una
longitud aproximada de 30000 ribonucleétidos (30kb). El genoma del SARS-CoV-2

consta de dos regiones, las no codificantes (UTR, de inglés untranslated region)

en los extremos 5'y 3'y 12 marcos de lectura abiertos (ORF, de inglés, Open

Reading Frames) que codifican para 27 proteinas. La mayoria de las proteinas

codificadas en dichos ORFs (16 proteinas) no forman parte de la estructura del
virion, y por lo tanto se denominan no estructurales (NS) (Figura 3). La mayoria de
estas proteinas NS del SARS-CoV-2, tienen una identidad de secuencia de
aminoacidos superior al 85% con el SARS-CoV. El genoma cuenta con un
extremo 5' no codificante, el cual tiene un gorro o cap (capuchén metilado) y un
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extremo 3' con una cola de poli (A), que le permiten actuar como ARN mensajero
(ARNm) (28,29).

La otra tercera parte del genoma, hacia el extremo 3', contiene los ORFs
correspondientes a las proteinas estructurales (S, E, M y N) y otras nueve
proteinas pequenas, las proteinas accesorias.

I 1a
Offe
|1JHF 10
i

[N

| ¢ ORFon
ORF3s | ORFm

0 5.000 10.000 15.000 20.000 25.000 s 29.903 bp

DR
ORFib
| M

o =l

ORfib

Figura 3. Estructura del genoma del SARS-CoV-2; dos tercios del ARN viral,
ubicados en el extremo 5' (ORF1a y ORF 1b), generan dos poliproteinas NS lay
lab. La parte restante del genoma del virus codifica para otras proteinas de
funcién desconocida, y para las cuatro proteinas estructurales: la S (spike), la E

(envoltura), la M (membrana) y la N (nucleocapside). (24)
[11.2.1 Ciclo Replicativo Viral

Para iniciar la infeccién, la proteina S se une al receptor en la célula, la enzima
convertidora de angiotensina 2 (ACE2) para unirse a las células del hospedero en
las células epiteliales. La proteina S es encendida por una serina proteasa celular
(TMPRSS2), en dos subunidades, S1 y S2. La subunidad S1 contiene el dominio
de unién al receptor (RBD, del n inglés Receptor Binding Domain), y la subunidad

S2 contiene una molécula que determina la fusion a la membrana celular (30).
Luego de su entrada a la célula, mediante la formacion de una endosoma, el virus
es desenvuelto y el ARN viral es liberado al citoplasma, para iniciarse en los
ribosomas la traduccion. De los genes ORF la y 1b, codifican proteinas, las
cuales realizan la replicacién del genoma viral (Figura 4). (24) Las proteinas

estructurales codificadas hacia el extremo 3' son traducidas a partir de ARNms
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transcritos desde la hebra de polaridad negativa, que se forma durante la
replicacion del genoma viral. Estas proteinas estructurales son posteriormente
ensambladas con el genoma viral, en las membranas celulares internas del
reticulo endoplasmatico y aparato de Golgi, formandose las nuevas particulas
virales. Finalmente, las vesiculas que contienen los nuevos viriones se fusionan
con la membrana celular para liberar los virus al exterior de la célula, proceso

llamado exocitosis. (30)

*O

ol rec u‘l('
ACEZ?

TMPRSS2

Endosoma
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de la
orwoltura

T o o = = VYRS

Iraducecion ORF 12/0ORF1b Ersamblape
T e 2y g e
[ERRIEE == S VWAV — AV, —

Figura 4. Ciclo replicativo del SARS-CoV-2. (24)

[11.3. Caracteristicas clinicas y epidemiologicas.

El curso de la COVID-19 es variable y va desde la infeccion asintomatica, hasta la
neumonia grave que requiere ventilacion asistida y es frecuentemente fatal. La

forma asintomatica y las presentaciones leves son mas comunes en nifios,
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adolescentes y adultos jovenes. En tanto que las formas graves se observan mas
en los adultos mayores de 65 afios con antecedentes patoldgicos personales tales
como la diabetes, enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC), hipertension,
enfermedades cardiovasculares, entre otras; y el fendmeno senescencia que
afecta las personas mayores.(31) Los sintomas mas comunes son fiebre, tos seca,
mialgia, cefalea, fatiga, disnea y otros sintomas de afectacion del tracto
respiratorio alto, como dolor de garganta, congestion nasal y rinorrea, se
presentan en menos del 15% de los casos. Estos sintomas digestivos se
correlacionan con una frecuencia de deteccidén y carga viral mayor en la materia
fecal, asi como las alteraciones de los sentidos del gusto (ageusia) y del olfato

(anosmia). (32)

Entre las complicaciones mas comunes de la COVID-19 se menciona la
neumonia, presente virtualmente en todos los casos graves, el sindrome de
dificultad respiratoria del adulto (SDRA), la miocarditis, el dafio renal agudo y las

sobreinfecciones bacterianas, frecuentemente en la forma de choque séptico. (33)

El nuevo coronavirus SARS-CoV-2, surgi6 a fines de 2019 en Wuhan, provincia de
Hubei en China, provocdé un brote de neumonia viral inusual, altamente
transmisible y patégeno que amenazé la salud humana y condujo la seguridad
publica a una emergencia sanitaria mundial de salud sin precedente, para

convertirse en una pandemia. (3,4)

Antes del mes de diciembre de 2019 fueron detectados en Wuhan, China grupos
de casos de neumonia de etiologia desconocida y el 9 de enero de 2020, un
nuevo coronavirus, 2019-nCoV (nombre temporal), fue oficialmente identificado

como el agente causal de estos brotes de neumonia viral en Wuhan. (5)

El 11 de febrero de ese mismo afio el comité de taxonomia lo nombro SARS-CoV-
2 y la OMS lo renombré la enfermedad COVID-19, producida por el SARS-CoV-2.
El virus es adquirido de una persona a otra, a través de la tos o el estornudo; y las
gotas flugge pueden alcanzar hasta 90 cm de distancia. Otra via de gran
importancia, es el contacto directo de personas sanas con las mucosas 0

secreciones de pacientes con fomites. (34) La transmision puede ocurrir por via
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aérea a distancia mediante goticas de pequefio tamafio con capacidad para llegar
al alveolo pulmonar, que pueden alcanzar hasta docenas de metros en pacientes
hospitalizados a los que se les realiza aspiracion de secreciones respiratorias. La
via fecal-oral podria ser otra ruta de transmisién, pero aun no se disponen
estudios sobre impacto esta ruta de contagio. (35) La COVID-19 afecta a todas las
edades se presenta de forma leve en nifios, adolescentes y adultos jévenes. No
obstante, puede ser severa en personas con antecedentes patologicos
personales, y el periodo de incubacion es de 4 dias con un rango de 2 a 14 dias.
(36)

[11.4. Situacién epidemioldgica y circulacion de variantes del SARS-CoV-2 en
Cuba.

El 11 de marzo en Cuba fueron detectados los primeros casos, se trataba de 3
turistas italianos provenientes de la ciudad de Lombardia, Italia. El diagnéstico fue
realizado por el Laboratorio Nacional de Referencia de Virus Respiratorios
(LNRVR) del Instituto de Medicina Tropical Pedro Kouri (IPK). ElI 7 de abril 2020
fue declarada por autoridades del Ministerio de Salud Publica (MINSAP) del pais
el comienzo de la fase de transmisién autéctona limitada. (13) Con la llegada de la
variante delta, se produjo un aumento sostenido de pacientes infectados con el
SARS-CoV-2 y de fallecidos. Cuba presentaba la situacion mas compleja debido al
incumplimiento de las medidas sanitarias, la movilidad de la poblacién y la
presencia de la variante delta considerada como la méas transmisible. El MINSAP
pasoé a ejecutar el plan intersectorial, que habia elaborado dos meses antes junto
con la Defensa Civil, aprobado por las autoridades centrales del gobierno a finales
de enero 2021. En este plan, denominado Plan de Enfrentamiento a la COVID-19,
se establecid entre las principales prioridades el fortalecimiento de la vigilancia
epidemioldgica nacional para una identificacion temprana de los casos. Asi, se
procedié a la investigaciébn y seguimiento de todos los contactos familiares,
vecinos con la colaboracion de los estudiantes de medicina que hacian la
pesquisa casa por casa Yy participaran también diferentes organizaciones masas,
los centros de trabajo seguian el protocolo establecido por el MINSAP. Se incluyé

Su seguimiento en centros de aislamiento y hospitales previamente identificados
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en el territorio nacional. (37) También mediante los medios de difusion informando
los casos y las medidas a seguir personalmente por el director de epidemiologia. A
todas las personas que pudieron haber contraido la COVID-19, y a sus contactos,
se les realiza la prueba molecular de reaccién en cadena de la polimerasa en
tiempo real (PCR-RT), que identifica la presencia del virus en muestras de
secrecion orofaringea. El IPK coordino y entreno a los profesionales de la red de
laboratorios de salud publica en el pais, a través de los cuales se encuentra

descentralizada la capacidad de diagndstico de la COVID-19. (37,38)

En Cuba se presentaron tres olas epidémicas, la primera desde el 11 de marzo
hasta el 19 de julio del 2020, con un pico de 847 casos activos. La segunda desde
principios de septiembre hasta el 19 de noviembre, con un pico de 676 casos
activos y la tercera desde esa fecha hasta julio del 2021 que tuvo los peores
indicadores. Se incrementaron notablemente las pruebas diagnésticas y las
muestras en los laboratorios de biologia molecular de las provincias mas
afectadas. (38)

A nivel mundial, se han identificado cinco variantes de preocupacion: alfa, beta,
gamma, delta, y Omicrén; adicionalmente, existen actualmente dos variantes de
interés (VOI): Lambda y Mu. En febrero de 2020, Cuba establecié la vigilancia de
laboratorio para el SARS CoV-2, incluida la vigilancia gendémica, la que permitié
determinar la presencia de la variante D614G en los primeros casos importados y
autoctonos. Este variante viral siguio circulando en 2020. La distribucion de las
variantes cambié con el tiempo segun el surgimiento y expansion de aquellos con
la mayor ventaja evolutiva. A fines de diciembre de 2020, cuatro variantes, D614G,
Alfa, Beta y A.2.5, fueron detectados en el pais, con predominio de D614G. En
enero de 2021, se detectaron seis variantes mas incluyendo la cepa original de
Wuhan, B.1.575.1, Zeta/P2, asi como los patrones mutacionales 1, 2 y 3. La
D614G aumento siendo del 82,3% en enero. Dos nuevas variantes (patron 4 y
B.1.623) se detectaron en febrero, acompanadas de un aumento en la deteccion
de la variante beta (14,9%). Aunque la variante D614G fue aun circulando

ampliamente, su deteccidn disminuy6 en ese periodo. (38, 39)
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En marzo, se detect6é la variante B.1.1.519 y en este momento, Beta y D614G
circularon con similar frecuencia. De abril a mayo se observdé un aumento en la
circulacion de Beta. Ademas, se detectaron las variantes Gamma/P1, B.1.1.523 y
Delta (B.1.617.2) por primera vez en abril. Delta aumentd rapidamente y ya para
septiembre, el 100% de las muestras estudiadas se clasificaron como Delta. En
paralelo, la variante Beta disminuyé del 60,58% en mayo a 5,93% en agosto. (38,
39)

Se informaron multiples variantes en la mayoria de las provincias cubanas; sin
embargo, Beta, detectada inicialmente en La Habana a finales de diciembre fue
progresivamente extendiéndose a otras provincias. Por otro lado, Delta, primero
detectado en la provincia de Matanzas, en dos meses se extendié rapidamente al
resto de las provincias. La introduccion de ambas variantes Beta y Delta en una
provincia se llevé a cabo acompafiado por un rapido aumento en la incidencia de
casos. La variante Alfa fue primero detectada en diciembre, en febrero se detecto
nuevamente en La Habana y un mes después en Santiago de Cuba y no es hasta
abril que se registran casos con esta variante se reportaron en otras provincias.
Sin embargo, esta variante no fue asociada a un brote en ninguna de estas
provincias. La variante A.2.5, descrita originalmente en California, EE. UU. fue
identificada en Cuba a finales de diciembre de 2020. (38, 39).

El primer caso de COVID-19 atribuido a la variante 6micron fue detectado en Cuba
durante la episemana 48 de 2021, solo unos dias después que la OMS declar6
esta variante como de preocupacion. Inicialmente, esta variante fue detectada en
viajeros, provenientes principalmente de paises africanos o los EE. UU. donde
esta variante ya habia sido reportada. Todos los aislamientos cubanos fueron
clasificados como BA.1. Como en otros paises, émicron surgié en Cuba cuando
delta era la variante circulante predominante y lo desplazé rapidamente, debido a
su mayor tasa de transmision, infectividad y evasion de la inmunidad inducida por
vacunas. En ese momento, Cuba estaba en una situacion y contexto
epidemioldgico favorable con bajas cifras de nuevos casos y numero

extremadamente bajo de muertes principalmente debido a los altos niveles de
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inmunidad atribuible a la alta cobertura de vacunacién y a la inmunidad natural
adquirida como consecuencia de una infeccién previa durante la ola delta. Cuando
se detectd dmicron en Cuba el 91,1% de las personas en Cuba habian recibido al
menos una dosis de las vacunas cubanas Abdala 0 SOBERANA vy el 83% de ellos
habian completado el calendario de vacunacion de 3 dosis. Sélo el 3,9% tenia

recibié una cuarta dosis (de refuerzo).

Un resumen del parte del cierre del 18 de noviembre de 2022 en Cuba concluye
que se han diagnosticado 1 millén 111 mil 345 pacientes con la enfermedad, se
acumulan 8 mil 530 fallecidos con una letalidad de 0,77% vs 1,03% en el mundo y
1,58% en las Américas; (40)

[11.5. Diagnéstico Virolégico del SARS-COV-2

En la practica diaria, la sospecha de infeccion respiratoria por SARS-CoV-2 esta
basada en la incidencia alta, los datos epidemiologicos, asi como las
manifestaciones clinicas y radioldgicas. El diagnostico para la confirmacion de la
infeccion viral est4 basado en el uso de las herramientas de biologia molecular.
(41) El aislamiento viral en cultivos celulares puede realizarse utilizando las lineas
Vero y Huh7, seguido de la identificacion mediante inmunofluorescencia

empleando anticuerpos especificos contra la NP. (42)

El empleo de los ensayos serologicos podria ser util para conocer los casos
asintomaticos y para los estudios de seroprevalencia dentro de una poblacién
determinada. Inicialmente, se desarroll6 una prueba de ELISA para detectar IgM e
IgG contra la proteina NP del SARS-CoV-2. Este tenia el inconveniente de que
podia informar resultados falsos positivos, debido a la reactividad cruzada contra
otros CoVs que causan resfriado comuan. En la actualidad el diagnostico serolégico
(ELISA para IgG e IgM) se disefi6 utilizando la NP del coronavirus del murciélago
que presenta una identidad genética del 92% y no muestra reactividad cruzada
con la del resto de los CoVs (43,44,45). En general, los estudios realizados hasta
ahora, con los estuches comerciales disponibles y las pruebas de ELISA,
muestran que la seroconversion (IgM e IgG) ocurre en los primeros 7 dias de

iniciados los sintomas en el 40% a 50% de los pacientes, y para el dia 15 en casi
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el 100% de ellos, aunque los resultados informan gran variabilidad en cuanto al
momento de aparicibn de los anticuerpos y en cuanto a la sensibilidad y
especificidad. (45,46)

Esta prueba molecular demuestra ser la ideal en la fase temprana, en tanto que la
serologica tiene mayor utilidad en la fase mas avanzada. Sin embargo, debido a
gue en muchas ocasiones es dificil determinar en qué fase se encuentra el
paciente, la combinacibn de ambas pruebas mejoraria la probabilidad de un

diagndstico eficaz y oportuno de la infeccion. (46)

Desde el comienzo del brote epidémico se utilizé la secuenciacion del genoma
viral como método para conocer las variantes virales circulantes. Esta técnica
permitié identificar tempranamente la circulacion y diseminacion de las variantes
D614G, Beta, Delta y finalmente Omicron. Esta técnica y requiere de un

equipamiento costoso. (47)

También se ha desarrollado pruebas serologicas rapidas con sensibilidades y
especificidades variables. Las pruebas rapidas basada en el andlisis
inmunocromatogréafico con flujo lateral en fase solida, para la deteccion rapida y
diferenciada de los anticuerpos IgG y IgM contra el nuevo CoVs en sangre, plasma
0 suero sanguineo. La inmunocromatografica es una de las técnicas de
inmunodiagnadstico, cuyas principales ventajas son la simplicidad y rapidez de la
prueba, estudios epidemiologicos, desventajas menor sensibilidad y falsos

negativos. (48)

Un afio después de la detencion de los primeros casos de COVID-19 en Cuba, el
centro de inmunoensayo (CIE) obtuvo el registro sanitario del UMELISA SARS-
CoV-2 IgG, esta prueba es basada en la tecnologia SUMA un sistema
ultramicroanalitico de ELISA modificado, una prueba de diagnostico de la
enfermedad, con materiales biolégicos nacionales. Por tanto, se desarrollaron
estuches dirigidos a determinar IgM, IgG y anticuerpos totales, ademas de evaluar

la respuesta a los candidatos vacunales cubanos y a las vacunas. (14)
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[11.6. Respuesta Inmune al SARS-CoV-2 y patogenesis

La respuesta inmune es la primera linea de defensa contra los patdégenos y
eliminacion viral, pero para el SARS-CoV-2 la cinética de la respuesta antiviral en
los infectados es uno de los elementos esenciales, que condicionan la severidad
de la enfermedad con la aparicion de la tormenta de citocinas. Esto se debe a una
desregularizacion inmune como uno de los mecanismos para el dafio a nivel de
organos. (49,50)

[11.6.1. Respuesta Inmune innata

Los receptores celulares (de reconocimiento de patégenos) reconocen algunos
componentes virales para generar una respuesta antiviral, esta interaccion induce
la activacion de la via de los interferones como el factor regulador del interferon 3
(IRF3) y el factor regulador del interferon 7 (IRF7); con su consecuente
translocacion del factor nuclear kappa B (NFkB) y la proteina activadora (AP-1).
Estos estimulan la expresién de genes, que codifican muchas de las proteinas
necesarias para la inflamacion, tales como factor de necrosis tumoral (TNF),
citoquinas (IL-1, IL-6 e IL-12) y quimioquinas (CCL2 y CXCLS8), las que promueven
la produccién de interferén tipo | (IFN-a e IFN-b) (49). Estos limitan la replicacién
viral, promoviendo la fagocitosis por los macréfagos, y facilitando la proteccion de
células no infectadas. Los CoVs estan particularmente adaptados para evadir la
respuesta inmune. Los patrones moleculares asociados a patdégenos (PMAP)
estdn asociados a la proteina "S” que se une al receptor ACE2 de la célula
huésped, y se fusiona con la membrana celular. Asi se forma una endosoma,
donde el virus ingresa junto con su ARN a la célula infectada. Los PAMPs son
reconocidos por receptores tipo toll (TLR) presentes en endosomas como TLR3,
TLR7, TLR8 y TLR9. (50) Este evento de reconocimiento lleva a la activacién de
varias vias de sefializacion y de factores de transcripcion, como el NFkB y la AP-1.
La activacion excesiva del sistema inmune innato causa la denominada “tormenta
de citoquinas” y ocasiona dafio del sistema microvascular y activa el sistema de
coagulacion y la inhibicibn de la fibrinolisis. La coagulacién intravascular
diseminada, conduce a un trastorno generalizado de la microcirculacién que

conlleva al fallo multiorganico y muerte. (51)
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[11.6.2. Respuesta inmune adaptativa

Cuando la inmunidad innata no puede contener la infeccion, se pone en marcha la
inmunidad adaptativa que genera 2 tipos de respuesta: la respuesta inmunitaria
celular, mediada por linfocitos T y la respuesta inmune humoral mediada por
anticuerpos (linfocitos B). (52)

En la respuesta inmune humoral los antigenos virales son reconocidos por los
anticuerpos contra la proteina S (0 sus subunidades: S1 y el fragmento que
incluye la RBD), y la proteina N. Los anticuerpos totales o los diferentes isotipos
IgM suelen aparecer entre los dias 5-7 tras la infeccion, mientras que los de tipo
IgG son detectables a las dos semanas tras la infeccion, con un valor maximo al
dia 21. (52,53) Los de tipo IgA tienen una cinética de aparicion similar a la IgM,
pero pueden detectarse durante un periodo de tiempo mas largo. Sin embargo,
una de las caracteristicas de la infeccidbn por el SARS-CoV-2 es que los
anticuerpos IgM, IgA e IgG pueden ser detectados tanto de forma secuencial como
simultanea. En cuanto al momento y duracion de la seroconversion (cambio de
IgM a 1gG), depende sobre todo del tiempo transcurrido tras la infeccion, de su
gravedad y del antigeno utilizado para la determinacion, pudiendo detectarse la
presencia de IgM en ocasiones hasta dos meses tras el comienzo de los sintomas.
(53)

La respuesta inmune especifica celular consiste en la activacion de linfocitos T
especificos frente al SARS-CoV-2, y esta constituida por diferentes componentes
celulares en los que se encuentran: Linfocitos TCD3+ CD4+, linfocitos TCD3+
CD8+y linfocitos B. En un subgrupo de enfermos con infeccion por SARS-CoV-2 la
activacion de ambos tipos de linfocitos, parece ser desproporcionada siendo esta
mayor en aquellos con manifestaciones clinicas graves, la linfopenia es una de las

caracteristicas comun en estos pacientes. (54)

I11.7. Vacunas anti-SARS-CoV- 2.

En el afio 2020 con la emergencia del nuevo CoVs la elevada tasa de morbilidad y
mortalidad proporciono lineas de investigacion aceleradas a nivel mundial, lo que

permitid la produccion de vacunas acortando los procesos de produccion no
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experimentados en el pasado. Igualmente, se desarrollaron ensayos clinicos que
permitieran conocer la respuesta de anticuerpos protectores frente a las vacunas
desarrolladas. A finales de 2020 comenzaron las campafias masivas de
vacunacion, priorizando a los mas vulnerables en varios paises. En julio de 2021
eran ya cuatro las vacunas aprobadas para su uso por parte de la OMS y la
Agencia Europea de Medicamentos, y la Agencia Federal de Administracion de
Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA, del inglés, Food_and Drug
Administration) Comirnaty® de la PfizerBionTech, Spikevax® de Moderna,

Vaxzevria® de AstraZeneca y COVID-19 Vaccine® de Janssen (55). Existen otras
16, que fueron aprobadas en diferentes paises fuera de la Unidon Europea (UE).
De las 29 vacunas en fase Illl, cinco utilizan una plataforma de vectores de
adenovirus no replicativas, diez utilizan la tecnologia clasica de la inactivacion
virica, cuatro de ARN mensajero envuelto en una cobertura lipidica, nueve estan
basadas en subunidades proteicas y la Ultima es una vacuna ADN. En estos
estudios se ha medido la inmunidad humoral y celular, que ha sido satisfactoria
(56).

I11.7.1. Vacunas Cubanas

Con la llegada del SARS-CoV-2 que causa la COVID-19, Cuba puso en practica la
produccion de sus propias vacunas. Décadas de experiencia e inversion en los
sectores biotecnoldgico y farmacéutico, que en sus primeras etapas conté con el
apoyo de la Organizacibn de las Naciones Unidas y otras organizaciones
internacionales. Esto permiti6 a la industria dirigir recursos de forma rapida y
eficaz hacia el desarrollo de vacunas de emergencia. El Instituto Finlay de
vacunas (IFV) ante la situaciébn de emergencia global, la experiencia en la
investigacion de vacunas profilacticas y la revision de disefios de ensayos clinicos
internacionales en vacunas especificas anti-SARS-CoV-2, desarroll6 de manera
acelerada los candidatos vacunales cubanos SOBERANAS (SOBERANA 01, 02 y
Plus). (57,58) Las vacunas SOBERANA Plus y 01 han sido concebidas como
vacuna de refuerzo con capacidad de reactivar la respuesta inmune preexistente y
con potencial proteccion a la reinfeccién a nuevas cepas, tanto en convalecientes

y personas inmunizadas con otras vacunas. (59) En la evaluacién los resultados
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de la reactogenicidad y la inmunogenicidad de cada vacuna fueron satisfactorios.
El 20 de agosto 2021 el Centro Estatal de control de Medicamentos (CECMED),

autorizo los ensayos clinicos de emergencia a las vacunas SOBERANAS. (60)

El Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia (CIGB) es la entidad titular de la
vacuna Abdala. El candidato vacunal tiene como principio activo la proteina
recombinante, molécula que ha sido expresada en la levadura Pichia pastoris y
adyuvada en hidroxido de aluminio. En estudios clinicos Fase I/l en 792
voluntarios ABDALA, generd un elevado nivel de seroconversion de anticuerpos
anti-RBD en mas del 90% de los individuos vacunados, con edades entre 19 y 80
aflos de edad, tan solo 14 dias luego de la ultima inmunizacion. Ademas, se ha
evidenciado la funcionalidad de los anticuerpos inducidos, existiendo una
correlacion positiva en ensayos de inhibiciéon de la unién al receptor del virus
SARS-CoV-2 y en estudios de neutralizacion viral. La vacuna Abdala demostré
una eficacia de 92.28% en la reduccion del riesgo de padecer enfermedad
sintomatica por COVID-19, en comparacién con el grupo placebo, esta vacuna es
eficaz y cumple con los requisitos exigidos por la OMS. (61) El candidato vacunal
Mambisa es un candidato que se administra de forma intranasal como aerosol, y
forma parte de un proyecto de investigacion China-Cuba denominado pan-corona,
gue busca una vacuna recombinante que incluya los antigenos conservados en

los CoVs de modo que induzca una respuesta inmune frente a este reto viral. (61)

Un cuadro describiendo las principales vacunas internacionales y cubanas se

muestra en anexo 1.
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IV. Materiales y métodos
IV.1. Disefio general del estudio

Se realizd un estudio descriptivo con componente analitico para evaluar la
respuesta Inmune humoral posterior a la reactivacibn con la vacuna
SOBERANA 01 en Trabajadores del IPK, 2022.

IV.2. Universo de estudio

El universo del estudio estuvo conformado por trabajadores del IPK vacunados
con una dosis de refuerzo en el periodo noviembre y diciembre 2021. La
muestra fue colectada 1 mes después de la reactivacion. Se incluyeron en el
estudio 418 individuos. Se invitd a todos los trabajadores del IPK a participar de

forma voluntaria, entregando su consentimiento informado. (Anexo 2)

IV.2.1 Muestras

Se colectaron muestras de sangre total y suero de 418 individuos mediante

puncion venosa.

Criterio de inclusion: Todos los trabajadores que dieron su consentimiento

informado para la colecta de muestra un mes posterior a la reactivacion.

Criterio de exclusion: Los trabajadores con enfermedades cronicas no
compensadas, o enfermedad aguda en el momento de la reactivacién o los que no

dieron su consentimiento informado.

I\V.2.2 Operacionalizacién de las variables

Se tomaron las variables identificadas en la base de datos del IPK, descritas a

continuacion:
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Tabla 1. Operacionalizacién de las variables

Variables. Operacionalizacion
Tipo de Escala Descripcion
variable
Edad Cuantitativa — 19 a 30afios Segun edad afios cumplido
continua - 3la40afios
— 41 a 50 afios
— 51 a60 afos
— 61a70afios
— 71 a80afios
Sexo Cualitativa - Masculino Segun constitucion genética
nominal —  Femenino Bioldgica
Dicotémica
Color de piel Cualitativa — Blanco Segun la raza
nominal - Negro
politémica —  Mestizo
APP Cualitativa - HTA Segln padecimiento
nominal —  Asma bronquial
Politomica —  Diabetes Mellitus
—  Alergia
—  Enfermedad de la glandula
tiroidea
- Cancer
—  Enfermedad cardiaca
Tratamiento Cualitativa —  Enalapril Segun el medicamento
nominal - Hidroclorotiazida
Politémica - Amlodipino
- Captopril
—  Salbutamol
—  Metformina
— Insulina
—  Loratadina
—  Benadrilina
—  Levotiroxina
- Acido félico
Antecedentes de COVID-19 Cualitativa - Si Segun enfermedad
entre la vacunacién y la nominal -  No
dosis de refuerzo Dicotomica
Respuesta inmune en Cualitativa —  Positivo Segun los resultados
vacunados prueba nominal —  Negativo
inmunocromatogréfica(lgG) Dicotomica
Respuesta inmune en Cualitativa —  Positivo Segun los resultados
vacunados UMELISA SARS- | nominal - Negativo
COV-2 1gG Dicotémica
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IV.2.3 Métodos e instrumentos de recolecciéon de datos

La recoleccion de la informacion se realizé a partir de encuestas del personal de
salud del IPK. Se crearon bases de datos en formato Microsoft Excel 97-2003 con
la informacion de las variables, que se declaran en operacionalizacion de las

variables.

Para el analisis de los datos y dar respuesta a los objetivos de esta investigacion
se crearon tablas de frecuencia absoluta y relativa para las variables cualitativas y
graficos de barra. Se utilizé el paquete estadistico IBM SPSS Versién 25 para
Windows. Para la relacion entre variables se empled la prueba Chi- cuadrado de

Pearson con el nivel de significacion <0.05.

IV.4. Consideraciones éticas

Toda la informacion utilizada en el estudio se conservd bajo los principios de
méaxima confiabilidad, y en ningin caso se reflejé la identidad de las personas. El
uso de la misma fue Unicamente con fines cientificos. Todos los procedimientos
seran realizados segun lo aprobado por los Comités Internacionales para ensayos
en humanos, como la Declaracién de Helsinki y la Asamblea Médica Mundial,
2000 (62), asi como a las normas y criterios éticos establecidos en los cédigos
nacionales de ética y regulaciones legales vigentes en Cuba, y forma parte de la
investigacion “Estudio clinico, epidemiolégico e inmunolégico en vacunados con
SOBERANA 02 o Abdala " (CEI-IPK 22-21).

IV.4.1 Medidas de bioseguridad

Las muestras fueron recolectadas por personal especializado cumpliendo las
normas de bioseguridad, el uso de batas sanitarias, gorro, guantes protectores
oculares, (gafas) protectores faciales (careta), higiene de las manos con
soluciones desinfectantes (hipoclorito y alcohol), etc. (63). Las muestras fueron
transportadas y guardadas en empaques cumpliendo las normas de bioseguridad
establecidas (64), los ensayos inmunocromatograficos y el UMELISA SARS-COV-
2 lgG fueron realizados por personal calificado, siguiendo las normas de

bioseguridad.
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IV.5. Metodologia:
IV.5.1. Ensayo inmunocromatogréfico

El ensayo inmunocromatografico de flujo lateral es una prueba diagndstica para
detencién cualitativa de anticuerpos. De la firma REALY TECH, China contiene
una almohadilla coloreada, que contiene antigenos recombinantes de SARS-CoV-
2 y un anticuerpo de control, ambos conjugados con oro coloidal. Ademas,
contiene una tira de membrana de nitrocelulosa que contiene dos lineas de prueba
(lineas M y G) y una linea de control (linea C). La linea M esta recubierta
previamente con anticuerpos para la deteccién de IgM anti-SARS-CoV-2, la linea
G esta recubierta previamente con anticuerpos para la deteccion de IgG anti-
SARS-CoV-2, y la linea C esta recubierta previamente con un anticuerpo de la

linea de control.

La muestra es colocada en el casete, 1 gota de suero y una gota de tampdn. La
IgM anti-SARS-CoV-2, si esta presente en la muestra, se unira a los conjugados
SARS-CoV-2, formando una linea M coloreada y la IgG anti-SARS-CoV-2, si esta
presente en la muestra, se unira a los conjugados SARS-CoV-2, formando una

linea G coloreada.
Interpretacion de los resultados

1- POSITIVO IgM: aparece la linea de color en la regién de linea de control (C) y
una linea de color aparece en la linea de prueba de la regién IgM. El resultado es
positivo para los anticuerpos COVID-19-IgM y es indicativo de infeccion primaria
por SARS-CoV-2.

2-POSITIVO IgG: aparece la linea de color en la regiéon de linea de control (C) y
una linea de color aparece en la region de la linea de prueba IgG. El resultado es

positivo para los anticuerpos COVID-19-IgG.

3- POSITIVO IgG e IgM aparece la linea de color en la region de linea de control
(C), apareceran lineas de dos colores en las regiones de linea de prueba IgG y
IgM.
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4- NEGATIVO: aparece la linea de color en la region de la linea de control (C). No

aparece ninguna linea en la prueba en regiones de linea 1gG o IgM.

5- NO VALIDO: No aparece una linea en la region C.

Presentacion:
Kit de 25 Pruebas

$10 Atern

1
£50 ameen

$10 eien

Positivos

Negativo

s Componentes del Kit de Prueba:
25 casettes de prueba
25 lancetas

i 25 pipetas de pléastico
o 25 almohadillas de alcohol ”mm
- RN .
_—

ek
-
=
=

1 buffer (reactivo)
1 manual de instrucciones

Invalidos

(A) (B)

Figura 5: (A) Interpretacion de los resultados de los ensayos
inmunocromatogréficos. (B) Ensayo inmunocromatogréfico de la firma la REALY
TECH, CHINA.

IV.5.2. UMELISA SARS-CoV-2 IgG

Es un ensayo inmunoenzimatico indirecto, para la detencidén cualitativa anticuerpo
IgG al SARS-COV-2 en suero o plasma. Usa como fase sdlida placas de
ultramicroELISA revestidas con una proteina recombinante y péptidos sintéticos
representativos de las regiones inmunodominantes de las proteinas S y N del
SARS-CoV-2.
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En el UMELISA SARS-COV-2 IgG las muestras se incuban en los pocillos de las
tiras y, si contienen anticuerpos especificos, estos se fijan a los antigenos del
recubrimiento. La realizacion de lavados posteriores elimina los componentes de
la muestra no fijados. Posteriormente se afiade el conjugado anti-lgG humana /
fosfatasa alcalina, el cual se unir4 a los anticuerpos fijados en la reaccién anterior,
un nuevo lavado eliminard el conjugado en exceso al afiadir un sustrato
fluorigénico (4-metilumbeliferil fosfato), este sera hidrolizado y la intensidad de la
fluorescencia emitida permitira detectar la presencia de anticuerpos al virus SARS-

COV-2 en las muestras.
Procedimiento técnico:

1.- Preparacion de las muestras y controles. Los controles se presentan en el
estuche listo para el uso. Las muestras de suero o plasma se diluyen 1:21 con la

solucion de trabajo R2 (5 uL de suero o plasma + 100 pL de la solucion).

2.- Adicion de las muestras y controles a la tira de reaccion. Coloque 10 pL de las
muestras previamente diluidas y de los controles sobre los pocillos de la placa de

reaccion, de acuerdo con el siguiente esquema de distribucién:

El Control Positivo (P) y el Control Negativo (N) deben afiadirse de forma manual

con una pipeta de precision. Como Blanco (B) utilice la solucion R2 de trabajo.

Se recomienda evaluar las muestras por duplicado. Si utiliza el programa
UMELISA SARS-CoV-2 IgG para la interpretacion automética de los resultados,
debe colocar en las posiciones 1y 2 la primera muestra, en las posiciones 3y 4 la

segunda y asi sucesivamente.
3.- Incubacién de las muestras y controles.

Incube las tiras durante 30 minutos a 37 °C en camara humeda previamente

equilibrada a esa temperatura.
4.- Lavado.

Utilice un lavador de la tecnologia SUMA. Lave las tiras de reaccion 4 veces.

Verifique el llenado total del pocillo con la solucién R1 de trabajo (28 6 30 uL). La
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solucion debe permanecer como minimo 30 segundos en los pocillos en cada

lavado. Después de la Ultima aspiracion seque las tiras sobre papel absorbente.
5.- Adicién del conjugado.

Con una punta nueva extraiga del frasco de conjugado el volumen necesario a
emplear segun el nimero de tiras del ensayo y depositelo en un recipiente limpio.

Afiada 10 pL del conjugado en cada pocillo de las tiras de reaccion.
6.- Incubacioén del conjugado.

Incube las tiras de reaccion 30 minutos a 37°C en camara humeda previamente

equilibrada a esa temperatura.

7.- Lavado.

Lave las tiras de reaccion segun se describe en el acapite 4.
8.- Adicion del sustrato.

Coloque 10 pL de sustrato convenientemente diluido en cada pocillo de las tiras de

reaccion.
9.- Incubacién del sustrato.

Incube 30 minutos en camara humeda a temperatura entre 20 - 25°C. En estas
condiciones se garantiza una sefal de fluorescencia del Control Positivo entre 100
y 180 unidades. Sin embargo, debido a las variaciones de temperatura se
recomienda que cada laboratorio establezca su propio tiempo de incubacion

Optimo.
10- Lectura.

Realice la lectura de la intensidad de la fluorescencia emitida en cada

determinacion utilizando un lector de la serie SUMA.

La validacion, interpretacion de resultados y su impresion, son efectuados

automaticamente por el lector SUMA con el programa UMELISA SARS-CoV-2 IgG
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0 pueden hacerse manualmente por el operador siguiendo las instrucciones que

se describen a continuacion.
Control de la calidad

Las condiciones minimas requeridas para asegurar la calidad del ensayo son las

siguientes:

a) Al menos uno de los duplicados del Blanco (B1 o B2) debe tener un valor de

fluorescencia menor de 10 unidades.

b) Al menos uno de los duplicados del Control Negativo (N1 o N2) debe presentar

una fluorescencia que no supere en mas de 10 unidades a la media del Blanco.

c) Al menos uno de los duplicados del Control Positivo (P1 o P2) debe tener un
valor de fluorescencia entre 100 y 180 unidades.

d) (NN - BB) /(P - BB) < 0,1 Donde:
NN: Valor promedio del Control Negativo.
BB: Valor promedio del Blanco.

P: Menor valor de fluorescencia de los duplicados del Control Positivo que se

encuentre dentro de los limites de calidad.
Nivel de corte

Las muestras se consideran positivas cuando:
((Fi-BB)/ (P -BB))> 0,180

Fi = Fluorescencia de la muestra.

Para definir de una forma rapida el nivel de corte cuando no se dispone del
programa automatico, se calcula el valor de fluorescencia correspondiente

empleando para ello la siguiente formula:
Fnc = 0,180 (P-BB) + BB

Donde:
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Fnc = Valor de fluorescencia correspondiente al nivel de corte.
Interpretacion de los resultados

- Si se obtienen valores menores que el nivel de corte la muestra se considera no
reactiva ("NEGATIVA").

- Si una muestra presenta valores mayores o iguales que el nivel de corte se
considera reactiva ("POSITIVA").

Se recomienda que toda muestra con resultado "POSITIVO" se repita antes de

realizar una interpretacion, utilizando la fuente original.

Las muestras que hayan sido encontradas repetidamente reactivas tienen una alta
probabilidad de contener anticuerpos al SARS-CoV-2, especialmente si provienen
de poblacion que ha estado en contacto con pacientes infectados con el virus o

reside en zonas con circulacion del mismo, o ha viajado a estas.
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Flujograma:

Para una mejor comprension de la investigacién se muestra un diagrama de flujo

que resume la estrategia seguida.

Flujograma de Trabajo

Frecuencia de
anticuerpos anti-SARS-
CoV-2 en individuos
vacunados

Relacionar la presencia de Muestra:
anticuerpos con variables sangre totaly Suero
sociodemograficas y
clinico- epidemiologicas

soclodemograficos Clinico- epidemiologico

s Ry oo
IYRACTNG raow DOME

APP, Tratamiento
Antecedentes de
COVID-19

| Edad, Sexo, color de

Figura 6. Flujograma de trabajo.
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V. Resultados

Los trabajadores de salud publica entraron en la fase Il de los ensayos clinicos de
las vacunas SOBERANAS, y fueron los primeros en ser vacunados en la
estrategia de intervencion. Los trabajadores del IPK estuvieron en la primera linea
de enfrentamiento al virus en los laboratorios y en la atencion al paciente, por
tanto, fueron el grupo de mayor exposicion al virus. La vacunacion de los
trabajadores del IPK se realiz6 casi en su totalidad con el esquema de tres dosis
(0-28-56 dias) de los candidatos vacunales SOBERANA 02 y SOBERANA plus, y
como refuerzo a los 6 meses con SOBERANA 01. Estéd investigacion es una
necesidad para los servicios de salud, ya que se necesita conocer la
inmunogenicidad y efectividad de las vacunas cubanas después del refuerzo, y asi

evitar las complicaciones, entrada a las unidades de terapia intensiva y muerte.

De esta forma se incorporaron al estudio todos los individuos con un esquema
completo de vacunaciéon. El estudio estuvo conformado por 418 muestras de
sangre total y suero agrupados segun los ensayos. La toma de muestra sanguinea
post reactivacion se efectud tras 1 mes de haber recibido la dosis de reactivacion.
En este estudio se determind la frecuencia de anticuerpos anti-SARS-CoV-2 en
individuos vacunados (con esquema completo de vacunacién y una dosis de
refuerzo) y se relaciond la presencia de anticuerpos con variables

sociodemograficas y clinico-epidemioldgicas.
Descripcidn de la poblacion de estudio

En la Tabla 2 se muestran los vacunados por variables sociodemogréficas, se
observa que la mayor proporcién es de personas gue estan entre 51 y 60 afios de
edad: 141 (33,7%), que predominan las mujeres: 312 (75%) y el color de piel
blanca: 208 (50,5%).
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Tabla 2. Distribucion de los trabajadores del IPK segun las variables
sociodemogréficas, 2022.

Variable Categorias Numero Frecuencia
(%)
Sexo Masculino 104 25,0
Femenino 312 75,0
Color de la piel Blanca 208 50,5
Negra 77 18,7
Mestiza 127 30,8
Grupo de Edad 19-30 67 16,0
31-40 64 15,3
41-50 99 23,7
51-60 141 33,7
61-70 35 8,4
71-80 12 2,9
Total 418 100

En la Tabla 3 se muestran los antecedentes patologicos personales (APP) mas
frecuentes, entre ellos se encuentra la hipertension arterial (HTA) 140 (33,5%),
asma bronquial 46 (11,0%), diabetes mellitus 34 (8,1%), alergia 28 (6,7%) vy
enfermedades de la glandula tiroides 18 (4,3%). Otros APP que se encontraron en
menor frecuencia (entre 2 y 0.5%) fueron migrana (2,1%), gastritis (1,9%), hernias
(1,2%), enfermedad renal cronica, VIH positivo y artritis (0,9%), obesidad,
sicklemia, lupus, ulcera duodenal, epilepsia (0,7%) y Enfermedad Pulmonar
Obstructiva Crénica (EPOC) y glaucoma (0,5%). Ciento setenta y uno (40,3%) de

los trabajadores de la salud no presentaron APP.
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Tabla 3. Distribucion de Antecedentes Patologicos Personales en Trabajadores del
IPK, 2022.

APP Frecuencia %

HTA Si 140 33,5

No 278 66,5

Asma Bronquial Si 46 11,0
No 372 89,0

Diabetes Mellitus Si 34 8,1
No 384 91,9

Alergia Si 28 6,7

No 390 93,3

Enfermedad de la Si 18 4,3
glandulatiroidea No 400 95,7
Cancer Si 9 2,2

No 409 97,8

Enfermedad Si 8 19
Cardiaca No 410 98,1
Total 418 100,0

En la Figura 7 se observan que la ingestion de medicamentos mas frecuentes se
corresponde igualmente con los antecedentes patolégicos personales mas
frecuentes de la poblacion de estudio. Para la HTA la enalapril 19.1%,
hidroclorotiazida 11,1%, amlodipino 6,6% y captopril 2.6%, para el asma bronquial
el salbutamol 4%, para la diabetes mellitus la metformina 4.7% y la insulina 0,9%,
para la alergia la benadrilina 0.5% y la loratadina 2.6%, y para la enfermedad

tiroidea la levotiroxina soédica 2.6%
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Distribucion de Medicamentos por APP
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Figura 7. Distribucion de ingestion de Medicamentos en Trabajadores del IPK
segun APP, 2022.

En la Tabla 4 se muestra la frecuencia de trabajadores 75 (18%) que se

enfermaron de COVID-19 entre la vacunacion primaria y el refuerzo.

Tabla 4. Antecedentes de COVID-19 entre las primeras dosis de vacuna y la

reactivacion.
Antecedentes de COVID-19 Frecuencia (%)
Si 75 18
No 343 82,0
Total 418 100

En la Tabla 5 se muestra la frecuencia de anticuerpos anti-SARS-CoV-2 en
trabajadores del IPK posterior a la reactivacion. Mediante el ensayo
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inmunocromatografico se obtuvo que la IgM solo fue positiva en 1 caso, el cual no
va a ser objeto de andlisis en este estudio, por el contrario, la IgG tuvo mas
resultados positivos 400/418 (95,7%) al igual que el UMELISA SARS-COV-2 IgG,
404/406 (99,5%).

Tabla 5. Frecuencia de anticuerpos anti-SARS-CoV-2 posterior a la reactivaciéon en
Trabajadores del IPK, 2022.

Negativo Positivo Total
Método N % N % N %
Ensayo lgM 417 99,8 1 0,2 418 100,0
inmunocromatografico IgG 18 43 400 957 418 100,0
UMELISA SARS-COV-2 2 0,5 404 99,5 406 100,0

I9G

Relacionar la presencia de anticuerpos con variables sociodemograficas y

clinico- epidemiolégicas.

Como se observa en la Tabla 6 con el ensayo inmunocromatografico, 301 (75,6%)
fueron mujeres que resultaron positivas al ensayo de anticuerpo IgG, la mayoria
de trabajadores fueron de color de la piel blanca 197 (49,9%), y 132 (33,0%)
presentaron edades comprendidas entre 51 y 60 afios (p>0,05), no hubo
diferencia estadisticamente significativa entre los positivos y negativos con el

anticuerpo IgG.

Con el ensayo UMELISA SARS-COV-2 IgG, 304 (76%) mujeres fueron positivas a
IgG, 199 (50%) fueron de color de piel blanca, predomino de 51 a 60 afios 138
(34,2%) (p>0,05) sin significacién estadistica entre positivos y negativos con el

anticuerpo IgG.
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Tabla 6. Correlacion de las variables sociodemogréficas y los resultados con los
ensayos inmunocromatografico y UMELISA SARS-COV-2 IgG.

Ensayos
Inmunocromatografico UMELISA Chi-cuadrado p-valor
Positivo Negativo Total Positivo Negativo Total Inmunocromatografico UMELISA
Sexo Masculino 97 7 104 98 0 98 0,164 0,422
Femenino 301 11 312 304 2 306
Color Blanca 197 11 208 199 1 200 0,423 0,749
de Negra 74 3 77 73 0 73
piel  Mestiza 124 3 127 126 1 127
Grupo 19-30 66 1 67 63 0 63 0,282 0,314
de 31-40 62 2 64 62 0 62
Edad 41-50 97 2 99 96 1 97
51-60 132 9 141 138 0 138
61-70 32 3 35 34 1 35
71-80 11 1 12 11 0 11
Total 400 18 418 404 2 406

Fuente: Modelo de recogida de datos. p*Chi-Cuadrado.

En la tabla 7 se muestra que los antecedentes patolégicos personales analizados
con los ensayos inmunocromatografico y el UMELISA SARS-COV-2 (P>0,05) no
hay diferencia entre los que dieron positivos y los negativos en cuanto al

anticuerpo IgG.

Tabla 7. Correlacién de los APP y los resultados con los ensayos inmunocromatografico
y UMELISA SARS-COV-2 IgG.

Ensayos
Inmunocromatografico UMELISA Chi-cuadrado p-valor
Positivo Negativo Total Positivo Negativo Total Inmunocromatografico UMELISA
HTA Si 133 7 140 137 0 137 0,620 0,312
No 267 11 278 267 2 269
Asma Si 44 2 46 43 0 43 0,988 0,626
Bronquial No 356 16 372 361 2 363
Diabetes  Si 32 2 34 34 0 34 0,637 0,668
Mellitus  No 368 16 384 370 2 372
Alergia  Si 27 1 28 27 0 27 0,843 0,705
No 373 17 390 377 2 379
Enfermedad  Sij 16 2 18 18 0 18 0,146 0,760
dela No 384 16 400 386 2 388
glandula
tiroidea
Cancer Si 9 0 9 9 0 9 0,520 0,831
No 391 18 409 395 2 397
Enfermedad Si 7 1 8 8 0 8 0,249 0,841
Cardiaca
Total 400 100,0% 18 100,0% 418 100,0%

Fuente: Modelo de recogida de datos. p*Chi-Cuadrado.
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En la tabla 8 se muestra la distribucién de la ingestion de medicamentos y su
correlacion con el ensayo inmunocromatografico y UMELISA SARS-COV-2 IgG,
se observa que no hay diferencias estadisticamente significativas entre los que

dieron positivos y los que dieron negativos al anticuerpo 1gG (p>0,05).

Tabla 8. Correlacion de la ingestion de medicamentos y los resultados con los

ensayos inmunocromatografico y el UMELISA SARS-COV-2 IgG.

0,489
0,532
0,700
0,822
0,789
0,747
0,888
0,822
0,921
0,813

0,841

Ensayo
Chi-cuadrado p-valor
Inmunocromatografico UMELISA
Positivo Negativo Total Positivo Negativo Total Inmunocromatografico UMELISA

Enalapril Si 75 5 80 78 0 78 0,341
No 325 13 338 326 2 328

Hidroclorotiazida Si 64 2 66 66 0 66 0,578
No 336 16 352 338 2 340

Amlodipino Si 27 1 28 28 0 28 0,843
No 373 17 390 376 2 378

Captopril Si 9 1 10 10 0 10 0,369
No 391 17 408 394 2 396

Salbutamol Si 14 0 14 14 0 14 0,419
No 386 18 404 390 2 392

Metformina Si 19 2 21 20 0 20 0,227
No 381 16 397 384 2 386

Insulina Si 4 0 4 4 0 4 0,670
No 396 18 414 400 2 402

Loratadina Si 10 0 10 10 0 10 0,497
No 390 18 408 394 2 396

Benadrilina Si 2 0 2 2 0 2 0,764
No 398 18 416 402 2 404

Levotiroxina Si 10 1 11 11 0 11 0,428
No 390 17 407 393 2 395

Acido Félico Si 9 0 9 8 0 8 0,520
No 391 18 409 396 2 398
Total 400 18 418 404 2 406

Fuente: Modelo de recogida de datos. p*Chi-Cuadrado

En tabla 9 se muestra la correlacién entre el antecedente de padecer COVID-19
entre la primo vacunacion y el refuerzo. Con el ensayo inmunocromatografico 75
(18,5%) fueron positivas, se encontr0 diferencia estadisticamente significativa
entre los positivos y los negativos en cuanto al anticuerpo 1gG. (p<0,05). Con el
UMELISA SARS-COV-2, 74 (18,2%) fueron positivas, y no se encontré
significacion estadistica (p>0,05).
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Tabla 9. Correlacion de los Antecedentes de COVID-19 y los resultados con los
ensayos inmunocromatografico y UMELISA SARS-COV-2 IgG.

Inmunocromatografico

Positivo ~ Negativo Total

UMELISA Chi-cuadrado p-valor

Positivo Negativo Total Inmunocromatografico UMELISA

Padeci6 Si 75 0 75
gﬁyel?alg 325 18 343
primo

vacunacion
y el

refuerzo
Total 400 18 418

74 0 74 0,043 0,503
330 2 332

404 2 406

Fuente: Modelo de recogida de datos. p*Chi-Cuadrado
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VI. Discusién

Las infecciones virales emergentes y reemergentes constituyen amenazas
continuas para la salud del humano a nivel global. En el siglo XXI la emergencia
de coronavirus altamente patégenos de origen zoondético, los convirtieron en una

nueva preocupacion para la salud publica mundial. (1)

La elevada tasa de morbilidad y mortalidad proporcioné la investigacién acelerada
del SARS-CoV-2 globalmente, que permitié la produccion de vacunas acortando
los procesos de produccidon no experimentados en el pasado. Ademas, se
desarrollaron ensayos clinicos a nivel mundial, que permitieran conocer la

respuesta de anticuerpos protectores frente a las vacunas. (14)

Tan temprano como julio de 2021, cuatro vacunas fueron aprobadas para su uso
por parte de la OMS, la Agencia Europea de Medicamentos y la FDA: Comirnaty®
de la Pfizer BionTech, Spikevax® de Moderna, Vaxzevria® de AstraZeneca y
COVID-19 Vaccine® de Janssen. (15) Posteriormente, fueron aprobadas nuevas
vacunas entre ellas Sputnik V, CoronaVac, Sinopharm, Cansino Bioldgicals,

EpiVacCorona, entre otras.

Cuba desarrollo 5 candidatos vacunales: SOBERANA 01, 02 y Plus, Abdala y
Mambisa. A fines de marzo ya se estaban realizando ensayos de fase Ill con
SOBERANA 02 y Abdala. (16) Debido a la alta tasa de incidencia de casos, el
CECMED autorizé el uso de emergencia de los candidatos vacunales SOBERANA
02, que empezo con los trabajadores de la Salud que estaban en la primera linea

de atencion al paciente.

Los trabajadores de la salud pertenecen a grupos de alto riesgo, por ejemplo, el
riesgo de ser positivo para SARS-CoV-2 fue mayor entre los trabajadores de
primera linea (definidos como aquellos con contacto directo con el paciente), que
entre la comunidad en general, y el riesgo de ingreso hospitalario entre los
trabajadores de la puerta de entrada (definidos como paramédicos o trabajadores
en otros especialidades de recepcion aguda) y personal expuesto a
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procedimientos generadores de aerosoles, fue mayor que entre otros trabajadores
de atencién médica de primera linea. (66)

Los adultos que trabajan en los entornos de alto riesgo, incluidos los trabajadores
de la salud, son actualmente elegibles para un refuerzo de la vacuna COVID-19 en
algunos paises, incluidos los EE.UU., Reino Unido, Alemania e ltalia. Sin embargo,

la evidencia que respalda esta politica es controversial. (66)

Los trabajadores de la salud deben vacunarse, ya que ellos tienen el deber ético
general de proteger a los demas y a la vez cuidarse, para poder brindar ayuda a
los demas. Este precepto no es nuevo, ya que muchos trabajadores de la salud se
les exige estar vacunados contra la influenza, hepatitis B, y otras enfermedades

infecciosas. (67)

La aplicacion de las vacunas a nivel global significo la realizacién de estudios de
seguimiento de la inmunidad inducida por las vacunas y su efectividad. Se observo
que los titulos de anticuerpos neutralizantes disminuyeron con el tiempo para
ambos tipos: Vacunas de ARNmM y vacunas de vectores virales como la
Ad26.COV2- Vacuna S (J&J/Janssen). Otros estudios, por el contrario, observaron
que la inmunidad mediada por células se mantuvo 6 meses, después de la
segunda dosis. Por lo tanto, la cuestién de una tercera la dosis o el refuerzo cobré

fuerzas. (68)

Esta disminucién de la inmunidad ha sido confirmada en varios estudios
observacionales que reportan una disminucién de la eficacia contra la infeccién 5-
6 meses después de la segunda dosis, aunque esta disminucién ha sido menos
pronunciada para hospitalizaciones o evolucibn a una forma grave de la
enfermedad. ¢Cual seria entonces la eficacia de una dosis de refuerzo? Los
primeros datos inmunolégicos mostraron que una inyeccion de refuerzo de vacuna
ARNm, induciria titulos de anticuerpos neutralizantes sustancialmente mas altos
contra el virus SARS-CoV-2 de tipo salvaje, asi como contra las variantes Beta y
Delta, en comparacion con los niveles informados después de la segunda dosis de
vacuna. De hecho, la media geométrica de los titulos de neutralizacion después de

la dosis 3 de la vacuna Comirnaty (Pfizer-BioNTech) aumentd 5 veces mas (en
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personas de 18 a 55 afos) y a mas de 7 veces (en personas de 65 a 85 afos)
contra el virus de tipo salvaje. Asi mismo, mas de 15 veces mayor (en personas de
18 a 55 afos) y a mas de 20 veces (en personas de 65 a 85 afnos) frente a las
variantes Beta; y mas de 5 veces mayor (en personas de 18 a 55 afos) y a mas

de 12 veces mayor (en personas de 65 a 85 afos) contra la variante Delta. (69)

En este estudio se evaluaron las respuestas de anticuerpos IgG en trabajadores
del IPK. Un mes posterior a la reactivacion, se encontré una positividad del 95,7%
de anticuerpos 1gG con el ensayo inmunocromatogréafico de flujo lateral Realy
Tech. En un estudio similar realizado en los Estados Unidos, utilizando la vacuna
Pfizer, en trabajadores de la salud, se obtuvo con el ensayo EASY CHECK
COVID-19 IgM/IgG una positividad de un 95% en cuanto al anticuerpo IgG. (70).
En un estudio analogo al nuestro en la ciudad de Pretoria, Sudafrica y utilizando el
ensayo inmunocromatografico ORIENT GENE COVID-19, se obtuvo que el 82,3%
de trabajadores de la salud de la universidad de Pretoria fueron positivos a
anticuerpos 1gG. Los trabajadores fueron vacunados con las vacunas Johnson &
Johnson, Pfizer y AstraZeneca. Se decidié poner una dosis de refuerzo por la
llegada de la variante Omicron, que se convirtié rapidamente en la variante
infecciosa dominante en ese pais. (71) Ambos estudios internacionales muestran

resultados similares a los obtenidos en el presente estudio.

En la presente investigacion con el ensayo UMELISA SARS-COV-2 IgG, se
encontr6 una positividad del 99,5%, mas elevado que con el ensayo
inmunocromatografico. Esto se explica ya que las técnicas inmunoenzimaticas son
mas sensibles que las de flujo lateral. Si bien los ensayos inmunocromatograficos
poseen multiples ventajas: son rapidos y sencillos (resultados en 15 minutos),
pueden realizarse en variedad de muestras clinicas (plasma, suero, sangre), son
ensayos no instrumentales, que no necesitan equipamiento o infraestructuras
costosas y personal minimamente calificado, son menos sensibles que los
inmunoenzimaticos. En tanto, los sistemas UMELISA por su parte utilizan las
ventajas de la reaccion de afinidad alta, entre la estreptavidina y la biotina que

amplifican la fluorescencia, son altamente sensibles vy especificos,
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semiautomaticos, y poseen un equipamiento instrumental que permite el calculo,
validacion e interpretacion de los resultados de forma automatica. A esto se une
que la técnica SUMA es de factura nacional, lo cual hace mas atrayente su uso a

nivel de la red nacional de salud.

Un reporte previo en ltalia, en el hospital Peschiera del Garda usando el
inmunoensayo Diasorin Trimeric spike IgG Liaison XL (Diasorin Saluggia, Italia) y
la vacuna BNT162b2 de Pfizer/BioNtech, se alcanzé un 100% de positividad a los
anticuerpos IgG después del refuerzo. Estos resultados son similares a los
obtenidos en nuestro estudio y ambos constituyen garantias del uso de dichas
vacunas en la proteccion de los trabajadores de la salud, que estan en la primera

linea de atencion a pacientes afectados de COVID-19. (72)

En un estudio de cohorte prospectivo en trabajadores de la salud en un centro
meédico terciario de Tel Aviv, Israel, con el ensayo ADVIA Centaur SARS-Cov-2
IgG (Siemens), se detectd una positividad a los 42 dias después de la dosis de
refuerzo con BNT162b2 de Pfizer/BioNtech del 98,6% al anticuerpo IgG anti-S1-
RBD medible por el ensayo. (73)

En Turquia, los trabajadores de la salud del Hospital Universitario Dokus Eylu,
recibieron Coronavac como esquema de vacunacion primaria. La dosis de
refuerzo se realiz6 en dos grupos: Coronavac o0 BNT162b2 de Pfizer/BioNtech
(esquema de vacunacién heterélogo). Se alcanzé una positividad del 99% en los
trabajadores vacunados. El ensayo para medir los anticuerpos fue el SARS-CoV-2
IgG 1l QUANT (Abbot, Diagnostis) usando el analizador Architect. (74)

Resultados preliminares de un estudio clinico en curso sobre la eficacia de una
dosis de refuerzo de la vacuna de ARNm de Pfizer, entre los trabajadores de la
salud en el Hospital de Enfermedades Infecciosas en Varsovia, mostré un
incremento estadisticamente significativo en el porcentaje de individuos que tenian
titulos altos de anticuerpos S-RBD (de 23, 21% to 109, 99%; p = 0.00001),
independientemente del contacto previo con el virus. Esto puede indicar una
mayor proteccion tanto frente a la enfermedad, como al curso severo de la misma.
(75)
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Los estudios en trabajadores de la salud en ltalia, Israel, Turquia y Polonia
mencionados anteriormente, muestran resultados similares a los obtenidos en el
presente estudio. Los mismos se realizaron con vacunas reconocidas

internacionalmente lo cual constituye un aval a las vacunas cubanas SOBERANA.

Dos trabajadores del IPK fueron negativos a anticuerpos UMELISA SARS-CoV-2
IgG, es decir, un mes después de la reactivacion no desarrollaron anticuerpos.
Ambos tenian mas de 40 afos y el andlisis de los APP arrojé que uno de los no
respondedores era hipertenso y el otro no tenia APP. Las personas mayores de 40
afos tienen los titulos de anticuerpos mas bajos, en comparacion con adultos
jovenes. Este hallazgo puede explicarse en parte por la inmunocenescencia, que
es un término definido como la capacidad reducida de combatir infecciones que se

produce a medida que envejecemos. (76)

En el ensayo inmunocromatografico y el ensayo UMELISA SARS-CoV-2 IgG
predominé el sexo femenino en la positividad, la mayoria de trabajadores con
resultados positivos fueron de color de piel blanca, y presentaron edades
comprendidas entre 51 y 60 anos. Una cantidad significativa de evidencias,
demuestran que las diferencias fisiologicas basadas en el sexo influyen en la
respuesta inmunitaria del hospedador a las infecciones. Se plantea que los genes
ligados al cromosoma X y las hormonas sexuales, controlan los aspectos de las
respuestas innatas y adaptativas a la infeccion. (77) Similar experiencia en cuanto
al sexo, ha sido observada con otras vacunas cubanas de igual disefio, por

ejemplo, con la vacuna anti-hepatitis B. (78)

En un estudio de trabajadores de la salud de Japén con el ensayo de
electroquimioluminiscencia Elecsys Anti-SARS-CoV-2 S (Elecsys, Roche
Diagnostics KK, Tokio, Japo6n) y usando dos vacunas: el esguema homologo
BNT162b2, y el refuerzo con protocolo heter6logo BNT162b2 o mRNA-1273, se
observo que la positividad predominé en el sexo femenino (66,6% y 58%) con el
esquema homologo y heterbélogo respectivamente. El color de la piel no se
destacd, ya que todos los participantes eran asiaticos y con rango de edad de

41,4-42 afnos respectivamente. (79)
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En otro estudio de trabajadores de la salud en la Universidad de Medicina de
Estambul-Cerrahpasa, Turquia, con las vacunas Coronavac y BNT162b2 y con la
metodologia electroquimioluminescencia (CMIA), predominaron las mujeres (58%)
con una edad media de 40 afios. Se observé que después del refuerzo, hubo un
aumento de la seropositividad de un 99%, lo que significa que las mujeres tienen
mayor respuesta de IgG a la vacuna que los hombres. (80)

En la presente investigacion, analizando los APP con los ensayos
inmunocromatografico y UMELISA SARS-Cov-2 IgG, se observo que predomind la
HTA, el asma bronquial y la diabetes mellitus. Las vacunas cubanas estimulan una
respuesta inmune independientemente de los APP, ya que no hubo diferencias
estadisticamente significativas entre los positivos y los negativos; en cuanto al

anticuerpo IgG.

En un estudio en Polonia en trabajadores de la salud del Hospital de
Enfermedades Infecciosas de Varsovia, los anticuerpos se midieron utilizando el
ensayo Maglumi SARS-CoV-2 IgG (contra la proteina N, indicativo de la
enfermedad) y el ensayo Maglumi SARS-CoV-2 S-RBD-IgG (RBD indicativo a la
vacuna). Los aspectos patolégicos personales que mas se destacaron fueron:
HTA, asma bronquial, diabetes mellitus tipo II, hipertiroidismo y obesidad. Estos
tuvieron un 99% de positividad en cuanto al anticuerpo IgG con la vacuna de
refuerzo BNT162b2, no hubo significacién estadistica en cuanto a los resultados

positivos y negativos, similar a los obtenidos en la presente investigacion. (75)

En una investigacion en Indonesia en trabajadores del Hospital General Dr.
Soetemo en Surabaya, y usando la metodologia Elecsys Anti-SARS-CoV S, de
Roche Diagnostics, Alemania; se determind que los APP estaban asociados a la
respuesta de IgG. Se constaté que habia una fuerte tendencia a la disminucion de
la respuesta inmune en aquellos trabajadores con APP de HTA. Aqui se plantea
que son determinantes importantes de respuesta de anticuerpo mas baja y son
recurrentes de la enfermedad. En este estudio la vacuna inactivada Coronavac fue

la empleada. Sin embargo, el asma, alergia, la diabetes mellitus, el cancer,
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enfermedad pulmonar y la incidencia de enfermedad recurrente no presentaron

diferencias significativas en cuanto a la presencia de anticuerpos. (81)

En un estudio en Israel con la vacuna BNT162b2 de refuerzo en trabajadores del
Hospital Ramban Health Care Campus, Haifa, con el ensayo LIAISION SARS-
CoV-2 Trimeric S IgG (DiaSorin, Saluggia, Italia), encontraron una positividad del
95% de anticuerpos IgG en los trabajadores con APP (enfermedades cardiacas y
tabaquismo), no se detectaron titulos bajos y en los vacunados no se encontro el
APP de HTA (81,82) En la presente investigacion la ingestion de medicamentos no
se correlaciond con la positividad en cuanto al anticuerpo IgG con los ensayos
inmunocromatograficos y UMELISA SARS-CoV-2 IgG. Los medicamentos para la
presion arterial: enalapril, hidroclorotiazida, amlodipino y captopril no influyeron

significativamente en la presencia de anticuerpos.

El antecedente de padecer COVID-19 entre la primo vacunacion y el refuerzo, se
identific6 en los trabajadores  estudiados, utilizando el ensayo
inmunocromatografico, 75 trabajadores (18.9%) fueron positivas encontrando
diferencias estadisticamente significativa entre los positivos y los negativos en
cuanto al anticuerpo 1gG. (p<0,05). En tanto, con el UMELISA SARS-CoV-2, 74
(18.2%) fueron positivas sin significacion estadistica (p>0,05). Este resultado se
debe que en la diagonal principal de cada tabla, es donde se reflejan las
diferencias. En la tabla 9 hacia la izquierda los valores 75 y 18, son los que hacen
la diferencia. Sin embargo, en la misma tabla hacia la derecha, practicamente

todos los individuos son positivos lo que significa que no hay diferencia.

En un estudio en los trabajadores del Hospital Niguarda en Milan, Italia, que
recibieron una dosis de refuerzo con BNT162b2, se emple6 el ensayo SARS-CoV-
2 Il QUANT quimioluminescentes (CMIA). En el mismo, el 19% de los trabajadores
se enfermaron de COVID-19 entre la primovacunacion y el refuerzo; la positividad
del anticuerpo IgG fue de 99% y se encontré que la positividad se asocio con un

riesgo menor de enfermedad sintomatica. (83)

En otra investigacion realizada en trabajadores de un Hospital en el Centro Médico

de Universitario Hamburburg-Eppendorf Alemania, con el ensayo Elecys Roche,
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después de las dos dosis, hubo trabajadores que padecieron COVID-19 después
de la primovacunacion con AstraZeneca. Los autores consideraron que los
individuos vacunados con dos dosis, tuvieron una disminucion de la proteccion a
los 6 meses. Estos individuos después de 6 meses se vacunaron con una dosis de
refuerzo, con las vacunas BNT162b2 y mARN12 o sea con un régimen de
vacunacion heterdloga; logrando niveles de anticuerpo anti-S1-RBD-SARS-CoV-2
mas altos; alcanzando un 98% de positividad al anticuerpo IgG. No se observé

diferencias significativas con las vacunas empleadas en el refuerzo (P>0.05). (84)
VI.1. Consideraciones generales

Una caracteristica importante del momento donde transcurrié este estudio fue el
escenario epidémico y la capacidad de los servicios de salud: saliendo de la ola de
la variante Delta, la cual ocasiono un incremento de casos confirmados y, por
tanto, de la enfermedad severa y fallecimiento. La situacién puso en tension los
servicios de salud y los recursos disponibles tanto materiales como humanos,
expresados en déficit de medicamentos, entre ellos el oxigeno medicinal e
insumos médicos. Luego en marzo 2022, se produjo una ola epidémica mucho
méas pequefia debido a la entrada de la variante Omicron al pais, pero las
condiciones de los servicios de salud fueron mas favorables, en medio de una
poblacion vacunada y con dosis de refuerzo. Otra caracteristica importante fue el
establecimiento de medidas no farmacolégicas implementadas en todo el periodo
analizado. Durante la ola de Delta se mantuvo el cierre de instituciones como las
escuelas, centros recreativos, entre otros. El periodo de la ola de Omicron tuvo
como caracteristica, la reapertura de todos los servicios y flexibilizacion en el

control de viajeros provenientes del exterior.

Es importante también mencionar que, dentro de las caracteristicas de la
poblacion cubana, se encuentra la confianza en los productos biotecnolégicos de
produccion nacional. Un conjunto de acciones permitié que el MINSAP acometiera
con éxito el estudio de intervencidén en trabajadores de la salud, y luego en los

meses de noviembre-diciembre aplicara la dosis de refuerzo con igual éxito.
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Los resultados obtenidos en la presente investigacion, marcada por la elevada
positividad a los anticuerpos IgG anti-SARS-CoV-2, en muestras colectadas 1 mes
después del refuerzo, aumenta aun mas la confianza de nuestro pueblo y confirma
gue la estrategia llevada a cabo en el estudio de intervencidon en los trabajadores
de la salud fue acertada. Ademas, se confirmd que las vacunas cubanas
SOBERANA 01, 02 y Plus son capaces de inducir una respuesta inmune
adecuada, comparable con las vacunas disponibles comercialmente en la
actualidad. El presente trabajo constituye un aval del uso de las vacunas cubanas

en personal de riesgo.
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VII. Conclusiones

e En la poblacion estudiada predomino el sexo femenino, el color de piel
blanca y el rango la edad entre 51 a 60 afios.

e Los APP mas frecuentes fueron la HTA, Asma bronquial, diabetes mellitus,
alergia y las enfermedades de la glandula tiroidea.

e La primo vacunacion con SOBERANA, probablemente indujo inmunidad
protectora ya que la mayoria de los trabajadores no refiri6 antecedentes de
COVID-19 antes del refuerzo.

e Se demuestra la inmunogenicidad del esquema de vacunacion y el refuerzo
en los trabajadores estudiados, ya que en la mayoria se detectaron
anticuerpos IgG anti-SARS-CoV-2 tanto por el ensayo
inmunocromatografico como por UMELISA SARS-CoV-IgG.

e La respuesta de anticuerpos IgG anti-SARS-CoV-2 en los trabajadores con
refuerzo se indujo independientemente de las caracteristicas socio-
demogréficas, los APP y la ingestion de los medicamentos estudiados.

e El antecedente de COVID-19 podria influir positivamente en los titulos de
anticuerpos IgG  anti-SARS-CoV-2 detectados por el ensayo

inmunocromatografico IgG.
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VIIl. Recomendaciones

Cuantificar los anticuerpos presentes en las muestras estudiadas, para
establecer los correlatos de proteccion contra el SARS-CoV-2.

Identificar las clases o subclases de anticuerpos neutralizantes a las
diferentes variantes de SARS-CoV-2, que estén relacionados con una
respuesta inmune efectiva y prolongada.

Profundizar acerca de la respuesta inmune celular al virus SARS-COV-2.
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ANEXO 1.

Algunas caracteristicas de las principales vacunas internacionales y cubanas.

Vacuna
Oxford
University/AstraZeneca
AZD1222
Moderna
MRNA-1273
Pfizer/BioNTech
BNT162b2
Gamaleya
Sputnik V
Sinovac Biotech.Ltda

Coronavac

Sinopharm
Johnson & Johnson
JINJ-78436735
Ad26.COV2. S
CanSino Biologics
Ad5-nCoV/Convidicea

SOBERANA 01

Instituto Finlay de vacunas

SOBERANA 02
Instituto Finlay de vacunas

SOBERANA Plus
Instituto Finlay de vacunas
ABDALA
Centro de Ingenieria Genética y

Biotecnologia

Pais Tipo

Adenovirus de chimpancé

Uk/Suiza modificado o ChAdOx1
USA 2RNAs mensajeros de
proteinas virales S
1RNA mensajero de viral S
USA/Alemania
2 adenovirus Vectoriales de la
Russia proteina viral s /AD26 y AD5
China Virus inactivado
Cepa Czo cultivada en Células
Vero
China Virus inactivado
USA/Belgica Adenovirus no replicante

China/Canada Adenovirus no replicante
Cuba Dominio de unién al receptor
ACE2 (RBD)S1 (VME) de
meningococo serogrupo B
Cuba Dominio de union al receptor
ACE?2 (RBD) de la proteina
conjugado covalentemente al
toxoide tetanico (RBD-TT)

Cuba Dominio de unién al receptor
ACE?2 (RBD) de la proteina
Cuba Dominio de unién al receptor
ACE?2 (RBD) de la proteina
expresada en la levadura
Pichia pastoris y adyuvada en

hidréxido de aluminio.
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Intervalo

Dosis por dias

21

21

21

15

21

21

21

15

21

21

21

14



ANEXO 2

CONSENTIMIENTO INFORMADO

El médico Dr. / Dra. me ha informado verbal y
con documento escrito acerca del estudio en el que participaré. Me ha dado la
oportunidad de reflexionar sobre mi decision. Entiendo la informaciéon que se me
ha proporcionado.

Por la presente otorgo voluntariamente mi consentimiento a la participacion en el
ESTUDIO CLINICO, EPIDEMIOLOGICO E INMUNOLOGICO EN VACUNADOS
CON SOBERANA 02 O ABDALA.

Sé que mi consentimiento puede ser retirado en cualquier momento sin necesidad
de explicar, que el médico del estudio podra detener mi participacion si mi salud
pudiera verse afectada por mi participacion en el estudio y que cualquier causa de
retiro no perjudicara mi derecho a la asistencia médica que necesite.

Comprendo los beneficios, las incomodidades y los riesgos del estudio. Tengo el
derecho de ser notificado de cualquier nueva informacion que pueda ser de
importancia para mi continuacién en el estudio. Si tengo cualquier preocupacion
puedo ponerme en contacto con el médico en cualquier momento.

Me comprometo a seguir las instrucciones de los médicos del estudio. Le
informaré inmediatamente de cualquier alteracion que observe o sienta durante
todo el tiempo que dure el estudio. Debo consultar con el médico antes de recibir
cualquier otro tratamiento médico (excepto en casos de emergencia en que debo
acudir inmediatamente a los servicios de urgencia hospitalarios).

Convengo que las muestras de sangre y mis datos podran utilizarse en el estudio.
Los resultados de la investigacion pueden ser publicados sin que se me
identifique.

Declaracion sobre el registro y la transmision de la informacién médica y sobre la
inspeccion del informe médico:

Otorgo mi consentimiento para que la informacion médica sobre mi persona se
pueda registrar confidencialmente por el IPK y el personal del estudio. El IPK
puede utilizar los datos solamente en una forma anonima en la cual no sea posible
identificarme.

Nombre y Apellidos del Voluntario Firma Fecha
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Nombre y Apellidos del Médico Firma Fecha

|P<

Instituto
Pedro Kouri

INFORMACION AL VOLUNTARIO

Los coronavirus son una familia grande de virus alguno de los cuales producen
enfermedad en el hombre (catarro comun). Recientemente se describié la COVID-
19 causada por el virus SARS CoV-2 el cual se clasifica como un nuevo
coronavirus que se ha extendido por todas las regiones geogréficas incluyendo
nuestro pais donde se reportan casos incluyendo fallecidos. Hoy se reconocen
diferentes versiones del virus asociadas a mayor transmision y severidad clinica

Frente a esta emergencia, el Ministerio de Salud Publica de Cuba trabaja
intensamente por controlar su diseminacion y ha favorecido el desarrollo de varias
vacunas que se estan aplicando en campafas de vacunacién masivas a la
poblacién

Al ser la Covid-19 una entidad nueva, se requiere profundizar en la respuesta de
anticuerpos que se produce por una infeccion natural o por vacuna frente a varias
variantes del virus. Por otra parte, se requiere medir cuan efectivas son las
vacunas en la prevencion y control de COVID-19

El Instituto de Medicina Tropical "Pedro Kouri® (IPK) es Centro de Referencia
Nacional y Regional para el estudio de virus respiratorios y entre ellos SARS CoV-
2 y ha estado desarrollando estudios de importancia cientifica y social sobre estas
enfermedades.

La investigacién “ESTUDIO CLINICO, EPIDEMIOLOGICO E INMUNOLOGICO
EN VACUNADOS CON SOBERANA 02 O ABDALA?” tiene como objetivo principal
profundizar en el conocimiento de COVID-19 en Cuba para su mejor manejo
clinico, diagnéstico y vigilancia de laboratorio. Particularmente, la investigacion se
dirige a profundizar en el impacto de la vacunacién con las vacunas Abdala y
Soberana 02 para conocer el desarrollo de anticuerpos anti SARS CoV-2 en los
vacunados. En una muestra de los participantes se estudiara la capacidad de los
anticuerpos de neutralizar varias variantes de preocupacion del virus.

Esta investigacion es de gran importancia ya que permitira fortalecer las acciones
para un mejor enfrentamiento de la enfermedad, su control y prevencion logrando
ademas un mejor conocimiento de la misma y del impacto de la vacunacion.

Para ello se requiere la colecta de 2 muestras de sangre de 5ml cada una que no
representa un riesgo para su salud ni la de su familia.
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Estas muestras seran utilizadas para estudiar la presencia de anticuerpos al virus
SARS CoV-2. En un grupo de los voluntarios participantes del estudio se
determinara ademas la capacidad neutralizante de sus anticuerpos a las variantes
D614G, Beta y Delta del virus. Esta seleccion se realizara aleatoriamente por lo
gue puede que su muestra no quede incluida en el segundo estudio.

Asi mismo, sus muestras formaran parte de un banco de sueros para estudios
posteriores de evaluacion de pruebas diagndsticas y estudios para conocer los
mecanismos patogénicos de la enfermedad. En este caso se le contactara de
nuevo para recibir de Ud. su consentimiento.

Usted puede retirarse del estudio en cualguier momento sin que esto tenga
repercusion en la atencion de salud que recibe. Por otra parte, garantizamos la
confidencialidad de sus datos y la confidencialidad en su identidad.

Contactos para mayor informacion:

Los médicos cuyos nombres se indican abajo estardn a cargo de Ud. en este
estudio. Si usted tiene cualquier preocupaciéon o pregunta, no dude en contactar a
uno/a de los doctores.

Investigadores principales: Dra. Maria G. Guzman Tirado, Dra. Mayling Alvarez,
Dr Jorge Fraga, Dra. Vivian Kouri, Dra. Licel Rodriguez, Dra. Ana B. Pérez, Dra.
Niurka Molina

Teléfonos: 7255-3161 y 7255-3556

Instituto de Medicina Tropical Pedro Kouri (IPK) y Ministerio de Salud Publica de
Cuba (MINSAP)
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