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RESUMEN

Objetivo: Evaluar la inmunogenicidad humoral inducida por esquemas de vacunacion homologos
y heteroélogos mediante la comparacion de dos métodos de deteccion de anticuerpos IgG contra
el virus SARS-CoV-2. Materiales y métodos: Se determind la concentracion de anticuerpos IgG
especificos contra el dominio de union al receptor (RBD) de la proteina S del virus SARS-CoV-2.
Para ello se colectaron muestras de suero provenientes de 60 individuos que recibieron diferentes
esquemas de vacunacion contra este virus, establecidos por el sistema de salud peruano. En el
estudio se incluyeron 20 sueros colectados antes de la pandemia, almacenados en una seroteca. Se
utilizé un ensayo inmunoenzimatico tipo ELISA, considerado como prueba estandar para este tipo de
determinacion. Adicionalmente, se incluyd una prueba rapida de OJABIO (PRO) para la evaluacion
cualitativa de la respuesta de anticuerpos IgG. En el estudio se determinaron la sensibilidad, la
especificidad, el valor predictivo positivo (VPP), el valor predictivo negativo (VPN), el indice kappa
y el indice Wilson-Brown de la PRO con respecto a aquellos obtenidos mediante ELISA. Resultados:
Ambos ensayos, cualitativo (PRO) y cuantitativo (ELISA), demostraron la presencia de anticuerpos IgG
especificos contra la proteina S en el suero de todos los individuos vacunados. El resultado obtenido
mediante ELISA indico que la concentracion de IgG es independiente del esquema de vacunacion y
del tiempo transcurrido desde la Gltima dosis. Tampoco se encontraron diferencias significativas al
considerar como variable de analisis la infeccion previa con el virus. La caracterizacion de la PRO
demostroé una elevada sensibilidad y especificidad, asi como VPP y VPN adecuados. Conclusiones: Los
esquemas de vacunacion homologos y heterologos contra el SARS-CoV-2 indujeron una concentracion
y un tiempo de permanencia en circulacion similares de anticuerpos IgG con potencial capacidad
neutralizante, lo cual fue confirmado mediante un ensayo cuantitativo y otro cualitativo de alto
rendimiento. La posible influencia de los esquemas homdlogo y heterdlogo en la frecuencia de las
diferentes subclases de anticuerpos IgG constituye un aspecto de interés a explorar.

Palabras clave: SARS-CoV-2; Inmunidad Humoral; Inmunoglobulina G; Prueba de Diagnostico
Rapido; Vacunas (Fuente: DeCS Bireme).

Humoralimmunogenicity induced by homologous and heterologous
SARS-CoV-2 vaccination schedules

ABSTRACT

Objective: To evaluate the humoral immunogenicity induced by homologous and heterologous
vaccination schedules through a comparison of two methods for detecting IgG antibodies against
SARS-CoV-2. Materials and methods: Serum concentrations of specific IgG antibodies targeting
the receptor-binding domain (RBD) of the SARS-CoV-2 spike protein were measured. Samples were
collected from 60 individuals who received different COVID-19 vaccination schedules established
by the Peruvian health system. Additionally, 20 pre-pandemic serum samples were retrieved from
a serum bank. An enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), considered the reference standard
test for such measurements, was used. Additionally, OJABIO rapid diagnostic test kit (PRO) was also
employed to qualitatively assess the IgG response. The sensitivity, specificity, positive predictive
value (PPV), negative predictive value (NPV), Cohen’s kappa and Wilson-Brown interval for the PRO
tests were calculated and compared with those obtained for ELISA. Results: Both the qualitative
(PRO) and quantitative (ELISA) tests detected specific IgG antibodies against the spike protein in
all vaccinated individuals. ELISA results indicated that IgG concentrations were not affected by the
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type of vaccination schedule or the time since the last dose. Prior SARS-CoV-2 infection also had no significant effect on antibody
levels. The PRO test demonstrated high sensitivity and specificity, with adequate PPV and NPV. Conclusions: The homologous and
heterologous SARS-CoV-2 vaccination schedules induced similar IgG antibody concentrations and half-life, with potential neutralizing
capacity, as confirmed by both a quantitative assay and a high-performance qualitative assay. The potential impact of homologous
and heterologous vaccination schedules on IgG antibody subclasses remains an area of interest for further research.

Keywords: SARS-CoV-2; Immunity, Humoral; Immunoglobulin G; Rapid Diagnostic Tests; Vaccines (Source: MeSH NLM).

INTRODUCCION

En Per( se han aplicado, hasta la fecha de redactar este
documento, mas de 93 millones de dosis de vacunas contra
el SARS-CoV-2 M, Este dato es coherente con la referencia
mundial de que, en los paises con ingresos medios, se han
administrado poco mas de dos dosis de vacuna por cada 100
habitantes @. El sistema de salud peruano establecié protocolos
de vacunacién donde se incluyeron diversas plataformas
vacunales y esquemas de vacunacion, segun la disponibilidad
de vacunas, los grupos de riesgo y otros factores de relevancia
epidemioldgica durante el periodo de la pandemia ¢4. La
actual disponibilidad de vacunas y la politica del Ministerio
de Salud (Minsa) mantiene activa la campafa de inmunizacion
contra este virus, a pesar de que la situacion epidemiologica
actual permite considerar que la COVID-19 es una enfermedad
bajo control, en Per y en el mundo ¢,

Sin dejar de lado el papel fundamental de la inmunidad
celular, la respuesta inmune humoral mediada por los
anticuerpos contribuye significativamente al control de
las infecciones virales 7®. La opsonizacion, y en especial
la neutralizacién de los virus por la respuesta policlonal de
anticuerpos, contribuye a limitar la capacidad infectiva
y a reducir la carga viral 7%, La inmunidad artificial
inducida por las vacunas puede modificar la cantidad v,
particularmente, la calidad y estabilidad de los anticuerpos
especificos contra los virus, tema de particular relevancia
para comprender la proteccion contra el SARS-CoV-2 ©10,
Estudios recientes revelan la cinética de los anticuerpos
inducida por diferentes dosis de vacuna ARNm, en individuos
previamente infectados o no con el SARS-CoV-2. Se demuestra
que la infeccion previa con el virus modifica las caracteristicas
de la respuesta de anticuerpos inducida por la vacunacion y
confirma la estabilidad en el suero de los anticuerpos IgG,
especificos contra la proteina S (":12),

Sin embargo, no hay suficientes evidencias acerca de la
estabilidad de la respuesta de los anticuerpos inducidos por
los esquemas de vacunacién aplicados contra el SARS-CoV-2
en Perd, si se considera que las vacunas desarrolladas ofrecen
una inmunidad humoral transitoria. Monitorear la respuesta de
anticuerpos posvacunacion, a nivel individual y poblacional,
contribuye al disefo eficaz de las campafnas de vacunacion
que buscan el control epidemioldgico de este virus. Para
ello, es fundamental detectar anticuerpos con técnicas
convencionales de alta sensibilidad y especificidad, como el
ensayo inmunoenzimatico tipo ELISA o mediante técnicas mas
simples, como la cromatografia de anticuerpos de flujo lateral.
El objetivo de este estudio es comparar la permanencia en
el suero de anticuerpos IgG especificos contra el dominio
de union al receptor (RBD) de la proteina S del virus SARS-

CoV-2 en pacientes vacunados con esquemas homologos u
heterdlogos. Para ello, se utilizd una prueba rapida de OJABIO
(PRO) de flujo lateral que utiliza oro coloidal ¥ y la prueba de
referencia basada en un ensayo inmunoenzimatico tipo ELISA.
Adicionalmente, se comparé la especificidad, la sensibilidad,
los valores predictivos positivo y negativo, y los indices kappa
y de Wilson de estos ensayos.

MATERIALES Y METODOS

Diseno y poblacion de estudio

Se realizd un estudio observacional analitico y transversal,
donde se comparé la concentracion de anticuerpos IgG
(antiproteina S del SARS-COV-2) en sueros obtenidos de sujetos
vacunados contra el SARS-CoV-2, y otros almacenados en
una seroteca creada antes de la pandemia por la COVID-19.
El tamafo muestral se determind con el programa G*Power,
considerando un a = 0,05; un poder (1-8) = 0,80 y un tamano
del efecto de Cohen = 0,69. Como resultado, se obtuvo un
tamano muestral de 80, dividido en 20 sueros negativos y 60
participantes vacunados .

En el estudio se incluyeron personas de ambos sexos, mayores
de edad, vacunados contra el SARS-COV-2, que firmaron
voluntariamente un consentimiento informado para participar
en el estudio. Se excluyeron a aquellas personas cuyas
muestras de sangre resultaron hemolizadas, lipémicas o con
volumen insuficiente para las pruebas.

Todos los participantes vacunados habian recibido alguna de
las vacunas administradas por el Minsa de Per(: Sinopharm
(BBIBP-CorV) (5" Pfizer (monovalente BNT162b2 vy
bivalente) (9 y Moderna (ARNm-1273) (%29, | a plataformay el
esquema de vacunacion de cada individuo se corrobor6 con el
carné de vacunacion registrado en la pagina web del Minsa @".
Se selecciono a los participantes mediante un muestreo aleatorio
consecutivo. Se analizaron 60 sueros de individuos vacunados y,
ademas, 20 sueros controles negativos de una seroteca creada
en el ano 2006, donados gentilmente por el Laboratorio de
Inmunologia #108, LID de la Facultad de Ciencias e Ingenieria
de la Universidad Peruana Cayetano Heredia.

Variables y mediciones

Acada participante se le extrajo una muestra de 3 mL de sangre
periférica, la cual se colocd en un tubo sin anticoagulante.
Las muestras se dejaron reposar a temperatura ambiente por
15 minutos hasta asegurar la coagulacion. Posteriormente, se
centrifugaron a 1500 r. p. m. durante 10 minutos. Los sueros
colectados se almacenaron a -20°C hasta su uso.

Se utilizo el ensayo ELISA comercial de Epitope Diagnostics
(EDI™, marca registrada) (Ref./KT-1032, EE. UU.) para la
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deteccion cuantitativa de anticuerpos IgG especificos contra
la proteina S del SARS-COV-2, de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. El lector espectrofotométrico de microplacas
ELx800 (BioTek Instruments Inc.) se uso6 para determinar la
densidad optica en todas las reacciones. El valor umbral de
la prueba esta fijado por el fabricante en 60 U/mL. Los datos
obtenidos se analizaron con GraphPad Prism version 9.0.

La prueba cromatografica rapida para detectar anticuerpos
especificos contra la proteina S del SARS-COV-2 (PRO) se
adquirié de la empresa Wenzhou OJA Biotechnology CO. Ltd.
(OJABIO, China). PRO se basa en una inmunocromatografia
con oro coloidal que utiliza un ensayo tipo sandwich de doble
antigeno para detectar los anticuerpos. Los anticuerpos que
detecta esta prueba son especificos al RBD de la proteina S,
lo cual sugiere su potencial accion neutralizante. Se siguieron
estrictamente las indicaciones del fabricante. En este sistema,
el resultado positivo se indica con dos lineas de color purpura,
una en la linea de control de calidad (C) y otra en la linea de
deteccion (T); el resultado negativo se corresponde con una
sola linea purpura en la posicion C, mientras que el resultado
es invalido si no se observa ninguna linea.

Analisis estadistico
Se realizd un analisis de contingencia para el calculo de la
sensibilidad, la especificidad, el valor predictivo positivo (VPP)

y negativo (VPN). Se determind el indice kappa y el indice
e intervalo de confianza al 95 % (IC95 %) con el método de
Wilson-Brown. La evaluacion estadistica se realiz6 con la prueba
de Fisher, mediante el software GraphPad Prism version 9,
donde la significancia se fijo en p < 0,05.

Consideraciones éticas

Este estudio fue aprobado por el Comité Institucional de Etica en
Investigacion de la Facultad de Medicina Humana de la Universidad
de San Martin de Porres (Oficio N° 702-2022-CIEI-FMH-USMP), con
fecha 5 de julio de 2022. Todos los participantes se enrolaron en
el Centro de Investigacion de Virologia de la USMP.

RESULTADOS

Datos demogrdficos y vacunales de los participantes

En la Tabla 1 se incluyen los datos demograficos de los
participantes: edad, sexo y plataforma vacunal, en esquema
homdlogo u heterdlogo, que recibieron los participantes.
Como puede observarse, todos los participantes recibieron
alguna dosis de la plataforma de ARNm, ya sea con las vacunas
Pfizer o Moderna. En el caso de la vacuna Sinopharm, en el
Per(, su uso se priorizo para el personal de salud y los adultos
mayores, en una primera etapa de la campaia de vacunacion
contra el SARS-COV-2.

Tabla 1. Datos demograficos e historial de vacunacion contra SARS-CoV2 de los participantes incluidos en el estudio

Numero de individuos

Edad

18-40

41-75

Sexo

Diagnéstico confirmado de COVID-19
Plataforma vacunal

ARNm (esquema homologo)

Virus inactivado + ARNm (esquema heterdélogo)

Tiempo desde la Gltima dosis (meses + desviacion estandar)

Determinacion cualitativa de anticuerpos I1gG contra la
proteina S

Al utilizar el ensayo PRO para determinar la presencia de
anticuerpos 1gG contra el dominio RBD de la proteina S del
SARS-COV-2 en individuos vacunados, se encontré que 59 de
las 60 muestras de los participantes vacunados resultaron
positivas. Esta positividad fue independiente del esquema de
vacunacion y del tipo de vacuna que recibié el participante,
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Masculino Femenino

8 5
28 21
36 24
20 10

47

13

10,4 + 5,8

del tiempo transcurrido desde la Ultima dosis y de haberse
infectado o no previamente con el SARS-CoV-2. Esta prueba
cualitativa discrimind adecuadamente a los participantes
vacunados con respecto a los sueros negativos utilizados
como control. Con respecto a los 20 sueros negativos, una
muestra resultd positiva con la PRO, lo que corresponderia
posiblemente a un dato falso positivo (Figura 1).
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Figura 1. Determinacion cualitativa de anticuerpos IgG contra la proteina S de SARS-COV-2 mediante la PRO

En cada caso se muestra la imagen de la prueba realizada a
un grupo representativo de los participantes (10 sueros; panel
A) y los sueros utilizados como controles negativos (20 sueros;
panel B). El cartucho resaltado corresponde al potencial falso
positivo identificado entre los sueros control. Los codigos que
se observan corresponden a la identificacion asignada a cada
muestra.

Cuantificacion de anticuerpos contra la proteina S
utilizando el ELISA

Cuando los sueros de vacunados y controles se evaluaron por
la técnica de ELISA, se cuantificaron concentraciones de 1gG

especifica para la proteina S del SARS-COV-2 superiores a
60 U/mL, en las 60 muestras analizadas (Figura 2A). Este dato
indica que todos los sueros resultaron positivos a la dilucion de
trabajo 1:100 recomendada por el fabricante. Vale destacar
que no se detectaron diferencias significativas entre los valores
de concentracion de IgG, independientemente de haber
recibido un esquema de vacunacion homoélogo o heterologo, o
del tiempo transcurrido desde la Gltima dosis (Figura 2A'y 2B).
A diferencia de la PRO, con el ensayo ELISA no se detectd
ningun falso positivo entre los sueros control (Figura 2C).
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Figura 2. Cuantificacion de la concentracion de anticuerpos IgG especificos contra la proteina S del SARS-COV-2 mediante ELISA
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Se muestran los datos correspondientes a las muestras de los
participantes que recibieron vacunacion homoéloga (ARNm;
panel A), heterdloga (virus inactivado + ARNm; panel B)
y los sueros controles (panel C). En cada caso, los puntos
corresponden a una muestra individual evaluada, diluida 1:100.
La concentracion umbral de 1gG indicada por el fabricante es
de 60 U/mL.

Determinacion del rendimiento de la PRO con respecto al
ensayo estdandar de ELISA

Los calculos realizados en base a la tabla de contingencia
(Tabla 2) permitieron determinar que, en comparacion con el

ELISA, utilizado como estandar, la PRO presento los siguientes
valores: sensibilidad 98,3 %, especificidad 95,0 %, VPP 98,3 %,
VPN 95,0 % vy eficiencia 97,5 %. El indice de concordancia Kappa
fue de 0,93. Los indices de Wilson y los intervalos de confianza al
95,0% para lasensibilidad y el VPP fueron 0,9833 (0,9114-0,9991),
y para la especificidad y el VPN fueron 0,9500 (0,7639 - 0,9974).
El analisis de contingencia fue estadisticamente significativo
(p < 0,0001).

Tabla 2. Tabla de contingencia de la prueba cualitativa (PRO) y cuantitativa (ELISA)

Prueba de referencia ELISA (EDI™)

Positivo Negativo
Positivo 59 1 60
PRO Negativo 1 19 20
Total 60 20 N =80

PRO: prueba rapida de OJABIO; ELISA: ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas

DISCUSION

Dar seguimiento a la inmunogenicidad inducida por las vacunas
aplicadas contra el virus SARS-COV-2, asi como a la presencia
de anticuerpos con potencial accion neutralizante en el
suero, es una prioridad dentro de las estrategias de vigilancia
epidemioldgica pospandemia por la COVID-19 #2223, En Perd, la
primera vacuna aplicada a individuos con alto riesgo, incluidos
los profesionales de la salud y los adultos mayores, fue la
vacuna desarrollada por la empresa Sinopharm @3, Nuestro
grupo ha explorado la inmunogenicidad de esta y otras vacunas
anti-SARS-CoV2 aplicadas en Pert 1619, En esta oportunidad,
se evalud la concentracion de IgG especifica contra el dominio
RBD de la proteina S del virus, en individuos que recibieron un
esquema de vacunacion con plataformas homologas, es decir,
Pfizer (monovalente BNT162b2 y bivalente) y Moderna (ARNm-
1273), o plataformas heterologas, donde se combinaron
Sinopharm (BBIBP-CorV) y vacunas ARNm.

La utilizacion de la PRO disefada por OJABIO detectd la
presencia de anticuerpos IgG anti-RBD en el suero de pacientes
vacunados, independientemente del esquema de vacunacion,
homologo o heterdlogo, y del tiempo transcurrido desde la
Ultima dosis. El uso de esta prueba permitio identificar un
suero falso positivo entre los vacunados, y un falso negativo
entre los sueros provenientes de un seroteca creada antes de
la circulacion del SARS-CoV-2. El ELISA cuantitativo tampoco
discrimind a los individuos vacunados. Solo en uno de los
sueros se detecté una menor concentracion de anticuerpos I1gG
anti-RBD, pero con un valor de concentracion 2,5 veces mayor
que el umbral decretado por el fabricante.
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A diferencia de la PRO, en el ELISA no se encontraron sueros
falso negativo o falso positivo. Con estos resultados y los
calculos realizados, se determiné que la PRO posee valores de
sensibilidad y especificidad, que confirman un alto rendimiento,
los que superan el 95,0 % minimo esperado para este tipo de
pruebas ?4, El indice kappa fue de 0,93, lo que indica un
excelente nivel de concordancia con la prueba de referencia,
segun Vizcaino-Salazar GJ, 2017 @, Por su parte, los valores
predictivos (VPP y VPN) calculados corresponden con una
prueba con alta seguridad diagnéstica, y extienden el alcance
de esta prueba a la deteccién de pacientes con probabilidad
de tener COVID-19. Estos valores predictivos dependen del
medio y varian segln la prevalencia de la enfermedad en
la poblacién. Un resultado negativo determinado con la
PRO permitira descartar la enfermedad con una seguridad
razonable, en nuestro caso con una probabilidad de 95,0 %
(especificidad), con un indice de Wilson-Brown entre 76,4 % -
99,7 %. En base a la sensibilidad calculada para la PRO (98,0 %),
se podria inferir que esta prueba tiene la probabilidad
de detectar a un positivo con un nivel de confianza entre
91,1 - 99,9 %. En el caso del intervalo de confianza del indice
de Wilson-Brown, el limite inferior no supera el 95 % (minimo
requerido), por lo que se debe poner atencion a este dato.

Los resultados obtenidos por ambos métodos sugieren que la
presencia estable de anticuerpos IgG anti-RBD en el suero,
con potencial capacidad neutralizante, es independiente
del esquema de vacunacion, del tipo de vacuna, del tiempo
transcurrido desde la ultima dosis y de haber sido infectado
0 no previamente con el virus. Debe tenerse en cuenta que,
salvo un donante con dos dosis, el resto de los participantes
recibié al menos tres dosis de la vacuna. La presencia a largo
plazo de anticuerpos IgG contra la proteina S del virus se ha
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demostrado en vacunas de la plataforma ARNm, segin un
estudio que incluy6 aproximadamente 500 donantes evaluados
durante tres afnos, a lo largo de las diferentes etapas del
esquema de vacunacion . Este dato es fundamental para
reinterpretar el disefio de los esquemas de vacunacion, valorar
la inmunidad poblacional frente a este virus e incluso predecir
su evolucion bajo la presion selectiva ejercida por la respuesta
inmune 2526,

Una publicacion del ano 2022 explora la seropositividad de
individuos peruanos vacunados con la estrategia homodloga,
basada en la vacuna Sinopharm (BBIBP-CorV) @, El resultado
obtenido indica que, tres meses después de la segunda dosis,
la respuesta de anticuerpos IgG detectada por ELISA disminuye
significativamente. En este estudio, a diferencia de nuestra
investigacion, se evalud un esquema homologo basado en la
vacunacion con virus inactivado. Ademas, los anticuerpos IgG
detectados no son especificos contra la proteina S del virus,
sino contra antigenos aislados del cultivo de células Vero-81
infectadas con la variante de Wuham o con la variante Lambda.
La disminucion significativa de anticuerpos en el suero de
individuos que recibieron este esquema de vacunacion se ha
evidenciado en varios estudios, dentro y fuera de Peru @831,
Estos resultados contrastan con la estabilidad de anticuerpos
IgG anti-RBD que se detectd en la vacunacion heteréloga o la
homologa basada en ARNm.

En la presente investigacion solo se evaluo la seropositividad
utilizando una dilucion de cada suero en la prueba ELISA, segliin
indicaciones del fabricante. Esto constituye una limitacion
del estudio, ya que evaluar diferentes diluciones del suero
permitiria develar diferencias en el titulo de anticuerpos.
Estas diferencias en el titulo podrian correlacionarse con
variables como esquema de vacunacion, tiempo desde la
Ultima dosis recibida e infeccion previa con el SARS-CoV-2.
Adicionalmente, las evidencias publicadas por otros grupos de
investigacion sugieren que la determinacion de anticuerpos
anti-SARS-CoV-2 no debe limitarse a la evaluacion del IgG
total, sino que se deben explorar los subtipos de anticuerpos
IgG inducidos por las vacunas, especialmente discriminar
la proporcion de las subclases IgG1 e 1gG4 233, Lo anterior
constituye otra limitacion de nuestro estudio. En este
sentido, las vacunas anti-SARS-CoV2 basadas en ARNm han
mostrado una tendencia a incrementar la frecuencia del
isotipo antinflamatorio 1gG4, asociado al incremento a la
susceptibilidad a otras patologias y una respuesta pobre a
infecciones ¢4, No obstante, este no es un fendmeno exclusivo
de este tipo de vacunas, sino que se ha evidenciado en vacunas
contra otros patodgenos que requieren dosis repetitivas ©%.
Por Gltimo, cabe resaltar que los anticuerpos 1gG anti-RBD
detectados solo pueden considerarse potencialmente
neutralizantes, ya que se requieren otras pruebas funcionales
con el fin de evidenciar y cuantificar su capacidad para
neutralizar la infectividad del virus.

Los resultados de este estudio exponen el estado de
inmunidad contra el SARS-COV-2 en pobladores de la ciudad
de Lima, Perl, como consecuencia de la combinacion entre
la infeccion natural con el virus y la vacunacion. El analisis

Lina Laymito Chumbimuni; Julio Luque Espino; Arturo Pareja Cruz

realizado permite concluir que los individuos vacunados, con
esquemas homologo o heterdlogo, infectados previamente o
no con el SARS-CoV-2, mantienen en circulacion anticuerpos
IgG especificos para el dominio RBD de la proteina S. Estos
anticuerpos, con potencial capacidad neutralizante, se
detectaron tanto en un ensayo cuantitativo tipo ELISA como
en una prueba rapida cualitativa, cuyo elevado rendimiento
quedd demostrado en esta investigacion.
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