EVALUACION DE LA RESPUESTA DE ANTICUERPOS NEUTRALIZANTES A LA VACUNA
SPUTNIK V EN UNA COHORTE EN CORDOBA Y EVALUACION DE LAS PROPIEDADES
NEUTRALIZANTES DE ANTICUERPOS NATURALES Y VACUNALES FRENTE A LA VARIANTE
MANAOS.
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Se evalud la respuesta de anticuerpos tipo IgG totales anti S y anticuerpos neutralizantes
(AcNT) a la vacuna Sputnik V en 800 muestras tomadas a una cohorte de 285 personas en
la ciudad de Cérdoba. Las muestras fueron tomadas en tres momentos diferentes: una
muestra basal previo a lo colocacién de la vacuna (en los casos en que fue posible), una
muestra luego de la primera dosis de la vacuna (dia 14) y una muestra luego de la segunda
dosis correspondiente (dia 42 desde la 1er dosis). El promedio de la edad de las personas
que conforman la cohorte es de 39,24 (+9,76), con un minimo de 20 afios y un maximo de
65 afios. El 26,67% de ellos (n=76) tuvieron exposicién previa al virus SARS-CoV-2.

La determinacién de anticuerpos tipo IgG contra la proteina S del virus se realizé mediante
las técnicas COVIDAR IgG (Laboratorio Lemos S.R.L.) y SARS-CoV-2 IgG Il Quant (Abbott).
Las muestras que resultaron discordantes o negativas se evaluaron por

inmunofluorescencia indirecta “in house” (IFl). La capacidad neutralizante de los



anticuerpos en las muestras de las personas vacunadas se evalud por una técnica de
Neutralizacidn por reduccién de placas (TNRP) frente al virus salvaje SARS-CoV-2 (hCoV-
19/Argentina/PAIS-G0001/2020, GISAID ID: EPI_ISL_499083) utilizando células Vero Cl76
(ATCC CRL-587). Los anticuerpos neutralizantes fueron titulados, estableciéndose como el
titulo a la maxima dilucion del plasma con capacidad de neutralizar al menos el 80% de las
Unidades Formadoras de Placa (UFP) inoculadas, como previamente ha sido descripto
(Blanco y col., 2021)

Los resultados se describen en tablas y gréficos con frecuencias absolutas y porcentajes.
Para probar asociaciones se realizaron pruebas Chi cuadrado de independencia (con
correccidon de Montecarlo). El analisis de la variacién de los AcNT en el tiempo se realizé con
Test de Wilcoxon (apareado) y Test de Friedman. Se utilizaron los soft R-Medic (Mangeaud
y col., 2018) e InfoStat (Di Rienzo y col., 2020) y en todos los casos el nivel de significacion
fue del 5%.

Los resultados de la deteccién de anticuerpos tipo IgG contra SARS-CoV-2 en las muestras
basales previas a la vacunacion, a los 14 dias (1er dosis), y 42 dias (2da dosis) de la vacuna

SPUTNIK V se muestran en la tabla 1.

MUESTRA basal DIiA 14 DIiA 42
Anticuerpos N % N % N %
Negativo 183 74,69 39 14,5 1 0,35
Positivo 62 25,31 230 85,5 284 99,65
NR 40 - 16 - 0 -
TOTAL 245 269 285

Tabla 1. Deteccidn de anticuerpos tipo IgG contra SARS-CoV-2 en la muestra basal, a los 14 y
42 dias luego de la primera dosis de la vacuna. NR= No Realizado. TOTAL= indica nimero de
muestras procesadas en cada tiempo.

La presencia y el titulo de los anticuerpos con propiedades neutralizantes para el virus en

los mismos tiempos (muestra basal, 14 dias y 42 dias) se muestran en la figura 1.
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Figura 1. Distribucidon de los titulos de AcNT contra el virus en las muestras: basal, 14 dias (1er dosis)
y 42 dias (2da dosis) de la vacuna.

Se analizd la cohorte de personas vacunadas diferenciando los que habian tenido infeccion
confirmada por SARS-CoV-2 previo a la vacunacién, de quienes no la habian tenido,
obteniéndose los siguientes resultados:

De los 76 individuos con infeccién previa a la vacunacion, 68 fueron evaluados para
anticuerpos anti-SARS-CoV-2, resultando positivos el 91,2% (62/68) de ellos. 57 de estas
muestras fueron estudiadas por TNRP, detectandose AcNT en el 93% (53/57) (Mediana 1/20
(Q1: 1/10; Q3: 1/40; Moda 1/20). Respecto de la deteccion de anticuerpos tipo IgG totales
a los 14 dias luego de la primera dosis de la vacuna se observaron diferencias significativas
entre los vacunados con infeccion previa y los que solo recibieron la vacuna (p<0,001),
mientras que a los 42 dias no hubo diferencias significativas entre ambos grupos (p=0,546).
El andlisis de las frecuencias de los titulos AcNT en las personas que habian tenido infeccién
previa comparado con los que no estuvieron expuestos previo a la vacunacidon, mostrd
diferencias significativas tanto a los 14 dias (Chi2: 203.72; p<0,001) como a los 42 dias (Chi2:
190,47; p<0,001). Asi, a los 14 dias la mayor parte de los no expuestos (88,61%) no tenian
anticuerpos neutralizantes luego de recibir la primera dosis de la vacuna, mientras que de

las personas con infeccion previa sélo el 8,70% eran negativos luego de la primera dosis.



Ademds, a los 42 dias en ambos grupos se reducen los negativos a un 30,43% y 2,63%
respectivamente.

El titulo de los AcNT se incrementa significativamente del dia 14 al dia 42 post vacunacion
para las personas solo vacunadas y sin infeccidn previa (p<0,001), mientras que la Mediana
a los 14 dias es de <1/10; a los 42 dias la Mediana es 1/10.

Sin embargo, en el grupo de personas con infeccidn previa, el maximo valor se obtiene a los
14 dias post vacunacion. La Mediana basal es de 1/20, a los 14 dias presenta una Mediana
de 1/320 y a los 42 dias la Mediana desciende a 1/160; siendo estas diferencias todas

significativas (p<0,001). Figura 2.
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Figura 2. Distribucién de las frecuencias de los titulos de AcNT en las personas vacunadas con
infeccidn previa y sin exposicion previa al virus. Cohorte de 285 personas vacunadas.

Los resultados muestran una buena respuesta en la producciéon de anticuerpos IgG contra
SARS-CoV-2 en la cohorte de 285 personas inmunizadas con la vacuna Sputnik V. Si bien el
91,2% de los individuos que habia tenido exposicion previa al virus tenia anticuerpos anti-
SARS-CoV-2 en la muestra basal (62/285), aqui se evidencia que al dia 14, luego de la
primera dosis de la vacuna, el 85,5% de la cohorte tenia anticuerpos contra el virus y al dia

42, luego de recibir la segunda dosis, el 99,65% tenia anticuerpos, resultando negativo solo



un individuo. Estos resultados son concordantes con los obtenidos y comunicados en dos
informes previos de personas vacunadas en Cérdoba y Buenos Aires.

Los resultados demuestran la importancia de administrar la segunda dosis de la vacuna a
quienes no han tenido exposicidn previa al virus, ya que no solo la proporcidn de individuos
con anticuerpos IgG totales anti S es mayor, sino que también el titulo de AcNT se
incrementa significativamente en este grupo al dia 42 post vacunacién. Al dia 14 la mayoria
de las personas de este grupo (88,61%) no tenian anticuerpos neutralizantes y luego de
recibir la segunda dosis la situacién se invierte, si bien, un 30,43% permanece sin
anticuerpos neutralizantes detectables. En contraste con esto, en el grupo de individuos
con infeccidn previa a la vacunacién se observoé que los mayores titulos de AcNT se obtienen
luego de la primera dosis de la vacuna (dia 14) y luego decaen pese a recibir la segunda
dosis. Esto ultimo, corrobora que la segunda dosis de la vacuna en este grupo seria
prescindible desde el punto de vista de la respuesta humoral, y especificamente, para la
produccién de anticuerpos con propiedades neutralizantes frente al virus.

Evaluacion de la respuesta de los anticuerpos neutralizantes frente a la variante Manaos

Con el objetivo de determinar la capacidad neutralizante frente a la variante Manaos (linaje
P.1) de los anticuerpos generados como resultado de infecciones naturales por el virus
SARS-CoV-2 cepa wild type pandémica y de los anticuerpos vacunales generados luego de
la inmunizacién con la vacuna Sputnik V, se evaluaron muestras de plasma
correspondientes a 157 personas correspondientes a las siguientes categorias:

Grupo 1- Recuperados de infeccion natural por SARS-CoV-2 cepa wild type B.1 (N=44);
Grupo 2- Individuos recuperados de infeccién natural por SARS-CoV-2 cepa wild type B.1
que recibieron 1 dosis de la vacuna Sputnik V (N= 30); Grupo 3- Individuos recuperados de
infeccion natural por SARS-CoV-2 cepa wild type B.1 que recibieron 2 dosis de la vacuna
Sputnik V (N= 37); Grupo 4- Individuos vacunados con 1 dosis de Sputnik V (N=10) sin
exposiciéon previa al virus; Grupo 5- Individuos vacunados con 2 dosis de Sputnik V (N=36)
sin exposicidon previa al virus.

Los ensayos para la determinacién de la capacidad neutralizante de los anticuerpos en las

muestras de plasma mencionadas frente a la variante Manaos se realizaron mediante una



técnica de Neutralizacién por reduccién de placas (TNRP) frente al virus salvaje SARS-CoV-
2 linaje P.1 (hCoV19/Argentina/PAIS-G0234/2021, GSAID ID: EPI_ISL_2037442), aislado
recientemente en el Instituto de Virologia “Dr. J. M. Vanella”, FCM, UNC, Cérdoba. Se
utilizaron células Vero CI76 (ATCC CRL-587). Los anticuerpos neutralizantes fueron titulados,
estableciéndose como el titulo a la maxima dilucion del plasma con capacidad de neutralizar
al menos el 80% de las UFP inoculadas como ya fue descripto (Blanco y col., 2021). En
paralelo, se ensayaron las propiedades neutralizantes de la muestras frente a la cepa wild
type linaje B.1 (hCoV-19/Argentina/PAIS-G0001/2020, GISAID, ID: EPI_ISL_499083) como se
describid anteriormente.

Con el objetivo de comparar los titulos de AcNT frente a ambas variantes virales se
realizaron graficos y Test de los signos de Wilcoxon. Se utilizé el soft InfoStat y el nivel de
significacién fue del 5%. Para comparar la capacidad neutralizante de los anticuerpos frente
a la variante Manaos entre los diferentes grupos, se realizé la prueba de Kruskal Wallis.

En todas las categorias evaluadas se observd neutralizacion de la variante P.1, aunque
algunas muestras con anticuerpos neutralizantes contra la cepa wild type B.1 fueron
negativas al enfrentarlas a la variante Manaos. Ademas, si consideramos todas las muestras
en su conjunto, se observé una mayor capacidad neutralizante frente a la cepa wild type
qgue frente a la P.1, diferencia que fue estadisticamente significativa (p<0,001). Asi, si bien
ambas Medianas del titulo de AcNT son iguales (1/80), el cuartilo 1 es 1/40 y 1/20 para las

variantes wild type B.1 y Manaos, respectivamente.

Variantes Min Q1 Mediana Q3 Max Valor p
virales
Wild type 1/10* 1/40 1/80 1/320 >1/640 <0.001
linaje B.1
Manaos <1/10 1/20 1/80 1/320 >1/640
linaje P.1

Tabla 2. Comparacion de la capacidad neutralizante de los anticuerpos frente a las cepas wild type
linaje B.1y Manaos P.1. *Titulo de AcNT.



Cuando se analizaron las muestras por categoria, se observo que los anticuerpos mostraron
una capacidad neutralizante significativamente mayor frente a la variante wild type que
frente a la Manaos en los grupos de personas recuperadas de infeccidén natural por SARS-
CoV-2 cepa pandémica (p=0.0112) y en las personas que habian sido vacunadas con dos
dosis pero no tenian exposicion previa al virus (p<0.001), no observandose diferencias para

las demas categorias (Tabla 3, Figura 3).

Variantes Valor
Categorias virales Min Ql Mediana Q3 Max p
Recuperados de .
Wild type 1/10* | 1/40 1/80 1/160 1/640 0,0112
infeccion (B.1)
Manaos <1/10 | 1/20 1/40 1/160 >1/640
Recuperados de
infeccion (B.1) +1 | g type 1/40 | 1/320 | 1/320 | >1/640 | >1/640 | 0,37
dosis de vacuna
Manaos 1/40 | 1/160 1/320 1/640 1/640
Recuperados de
infeccién (B.1) +2 | Wild type 1/10 | 1/160 1/160 1/320 | >1/640 | 0,3062
dosis de vacuna
Manaos 1/40 | 1/160 1/320 1/640 >1/640
Vacunados 1 dosis | ;4 e 1/10 | 1/10 1/20 1/40 1/40 | 0,169
sin exposicion
Manaos <1/10 | <1/10 1/10 1/40 1/40
Vacunados 2 dosis | Wild type 1/10 | 1/20 1/40 1/80 | 1/320 | <0,001
sin exposicion
Manaos <1/10 | 1/10 1/20 1/40 1/320

Tabla 3. Comparacién de la capacidad neutralizante frente a la variante Manaos linaje P.1y a la
variante wild type B.1 de los anticuerpos generados como resultado de infecciones naturales por el
virus SARS-CoV-2 cepa wild type pandémica y de los anticuerpos vacunales generados luego de la
inmunizacion con la vacuna Sputnik V. *Titulo de AcNT.
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Figura 3. Comparacion de la capacidad neutralizante frente a la variante Manaos linaje P.1y a la variante wild type
B.1 de los anticuerpos generados como resultado de infecciones naturales por el virus SARS-CoV-2 cepa wild type

pandémica y de los anticuerpos vacunales generados luego de la inmunizacion con la vacuna Sputnik V.

Grupo 1- Recuperados de infeccion natural por SARS-CoV-2 cepa wild type B.1 (N=44); Grupo 2- Individuos
recuperados de infeccion natural por SARS-CoV-2 cepa wild type B.1 que recibieron 1 dosis de la vacuna Sputnik V
(N=30); Grupo 3- Individuos recuperados de infeccidn natural por SARS-CoV-2 cepa wild type B.1 que recibieron 2
dosis de la vacuna Sputnik V (N= 37); Grupo 4- Individuos vacunados con 1 dosis de Sputnik V (N=10) y sin

exposicidn previa; Grupo 5- Individuos vacunados con 2 dosis de Sputnik V y sin exposicién previa (N=36).

Las letras diferentes representan diferencias significativas <0,0001 entre los grupos para neutralizar a la variante
Manaos. Los asteriscos muestran los grupos en los cuales hay diferencias significativas para neutralizar la cepa wild

type versus la Manaos *<0,05; **<0,01.

Cuando se hace el analisis reagrupando las categorias en 3:

1- Recuperados de infeccién natural por SARS-CoV-2 cepa wild type B.1; 2- Recuperados de
infeccion natural por SARS-CoV-2 cepa wild type B.1 y haber recibido una o dos dosis de la
vacuna Sputnik V; y 3- Haber sido vacunado con una o dos dosis de la vacuna Sputnik Vy no
tener exposicidn previa al virus. Se observé una capacidad neutralizante significativamente
mayor frente a la cepa B.1 para los grupos de individuos recuperados de la infeccidn por el
virus wild type y para el grupo de individuos vacunados sin exposicién previa al virus, no

habiendo diferencias en el grupo de individuos vacunados previamente expuestos (Tabla 4,

Figura 4).



Variantes Valor
Categorias virales Min Q1 Mediana Q3 Max p
Recuperados de .
Wild type 1/10* | 1/40 1/80 1/160 1/640 | 0,0112
infeccién (B.1)
Manaos <1/10 | 1/20 1/40 1/160 >1/640
Recuperados de
infecciéon (B.1) +1
Wild type 1/10 | 1/160 1/320 1/640 >1/640 | 0,5587
o 2 dosis de
vacuna
Manaos 1/40 | 1/160 1/320 1/640 >1/640
Vacunados con 1 o
2 dosis y sin Wild type 1/10 1/20 1/20 1/80 1/320 | 0,0004
exposicion previa.
Manaos <1/10 | <1/10 1/20 1/40 1/320

Tabla 4. Comparaciéon de la capacidad neutralizante frente a la variante Manaos linaje P.1y a la
variante wild type B.1 de los anticuerpos generados como resultado de infecciones naturales por el
virus SARS-CoV-2 cepa wild type pandémica y de los anticuerpos vacunales generados luego de la
inmunizacion con la vacuna Sputnik V. *Titulo de AcNT.

Al comparar la capacidad de los anticuerpos presentes en cada grupo para neutralizar a la
variante Manaos, se observé que no hay diferencias entre haber sido vacunado con una
dosis o dos dosis de la vacuna en personas sin exposicion previa al virus, ni entre las
condiciones de haber tenido exposicién previa y haber sido vacunado luego con una dosis
o con dos dosis de la vacuna. Si bien, si hay diferencias significativas en la capacidad
neutralizante de los anticuerpos al comparar las categorias anteriores mencionadas con la
condicién de ser un recuperado de infeccidon natural por SARS-CoV-2 cepa wild type B.1
(Figura 3).

Al realizar el andlisis reagrupando, se observd que hay diferencias significativas en la
capacidad de los anticuerpos presentes en cada grupo para neutralizar a la variante
Manaos, entre las tres categorias: 1- Recuperados de infeccién natural por SARS-CoV-2

cepa wild type B.1; 2- Recuperados de infeccion natural por SARS-CoV-2 cepa wild type B.1



y haber recibido una o dos dosis de la vacuna Sputnik V; y 3- Haber sido vacunado con una

o dos dosis de la vacuna Sputnik V y no tener exposicidn previa al virus.

* B o *% A
»1/640 A - tesssesseee .
1/640 4 CITT] . LLAdL L] L T R T T T T
1320 1 CIITITY LALl] LI L T e R LT PPYTTI I I I . .
11160 4 TEERRAERERERNEERY (LRI LI I LR L) LI23]
1/80 Sesssnsasens sassnsncs sEsesne sreses sessseses e
=
g
‘é 1/40 . LI T - reee LTI TS srersseetee
E
[
120 LI sesasses SEEREIEREEIIIES T
110 LT *e80e . LLIIITTI) (LTI
<1/10 4 b LT T T
Wild type B.A Manaos P.1 Wild type B.1 Manaos P.1 Wild type B.1 Manaos P.1

Figura 4. Comparacion de la capacidad neutralizante frente a la variante Manaos linaje P.1y a la variante wild type
B.1 de los anticuerpos generados como resultado de infecciones naturales por el virus SARS-CoV-2 cepa wild type

wa

pandémica y de los anticuerpos vacunales generados luego de la inmunizacién con la vacuna Sputnik V.

Grupo 1- Recuperados de infeccidn natural por SARS-CoV-2 cepa wild type B.1; Grupo 2- Recuperados de infeccion
natural por SARS-CoV-2 cepa wild type B.1 y haber recibido una o dos dosis de la vacuna Sputnik V; y Grupo 3-

Haber sido vacunado con una o dos dosis de la vacuna Sputnik V y no tener exposicidn previa al virus.

Las letras diferentes representan diferencias significativas <0,0001 entre los grupos para neutralizar a la variante
Manaos. Los asteriscos muestran los grupos en los cuales hay diferencias significativas para neutralizar la cepa wild

type versus la Manaos *<0,05; **<0,01.

Principales conclusiones

Los resultados muestran una buena respuesta en la produccidn de anticuerpos IgG contra

SARS-CoV-2 en la cohorte de 285 personas inmunizadas con la vacuna Sputnik V. Se

evidencia que al dia 14, luego de la primera dosis de la vacuna, el 85,5% de la cohorte tenia

anticuerpos contra el virus y al dia 42, luego de recibir la segunda dosis, el 99,65% tenia
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anticuerpos, resultando negativo solo un individuo (teniendo en cuenta que de la cohorte
76 personas vacundas habian tenido una infeccion previa a la vacunacion y que al menos el
91,2% de ellas tenia anticuerpos previos a la vacunacion). Los resultados demuestran la
importancia de administrar la segunda dosis de la vacuna a quienes no han tenido
exposicién previa al virus, ya que no solo la proporcion de individuos con anticuerpos IgG
totales anti S es mayor, sino que también el titulo de anticuerpos neutralizantes (AcNT) se
incrementa significativamente en este grupo al dia 42 post vacunacién. Contrario a esto, en
el grupo de individuos con infeccion previa a la vacunacidn se observé que los mayores
titulos de AcNT se obtienen luego de la primera dosis de la vacuna (dia 14) y luego decaen,
demostrando que la segunda dosis de la vacuna en este grupo seria prescindible desde el
punto de vista de la respuesta humoral, y especificamente, para la produccién de
anticuerpos con propiedades neutralizantes frente al virus.

Con el objetivo de determinar la capacidad neutralizante frente a la variante Manaos (linaje
P.1) de los anticuerpos generados como resultado de infecciones naturales por el virus
SARS-CoV-2 cepa wild type pandémica y de los anticuerpos vacunales generados luego de
la inmunizacién con la vacuna Sputnik V, se evaluaron muestras de plasma
correspondientes a 157 personas (entre las cuales hay muestras de individuos recuperados
de infeccion natural por SARS-CoV-2 cepa wild type B.1 y de personas vacunadas con
Sputnik V que tenian o no exposicidn previa al virus). En todas las categorias evaluadas se
observé neutralizacidn de la variante Manaos, aunque algunas muestras con anticuerpos
neutralizantes contra la cepa wild type B.1 fueron negativas al enfrentarlas a la variante
Manaos. se observé que los anticuerpos mostraron una capacidad neutralizante
significativamente mayor frente a la variante wild type que frente a la Manaos en los grupos
de personas recuperadas de infeccidon natural por SARS-CoV-2 cepa pandémica (p=0.0112)
y en las personas que habian sido vacunadas con dos dosis pero no tenian exposicion previa

al virus (p<0.001).
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