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RESUMEN

Objetivos: Existe escasa informacion acerca de la influencia de la respuesta inmunitaria
y de la replicacion viral en la evolucion a largo plazo de los pacientes con COVID-19.
Nuestro objetivo principal fue caracterizar la evolucion clinica, viroldgica e inmunologica
a medio y largo plazo tras la hospitalizacion por infeccion grave por SARS-CoV-2 e

identificar factores predictores de persistencia de sintomas de mayor intensidad.

Métodos: Se realizd un estudio de seguimiento en consultas, longitudinal y prospectivo
de 12 meses de duracion que incluy6 a todos los pacientes consecutivos dados de alta por
infeccion grave por SARS-CoV-2 entre el 10 de Marzo y el 30 de Junio de 2020 en el
Hospital General Universitario de Elche. Definimos infeccion grave como toda aquella
infeccion confirmada por PCR (reaccidon en cadena de la polimerasa en tiempo real), que
preciso ingreso hospitalario. Durante el seguimiento, se obtuvieron muestras seriadas de
sangre al mes 1, 2, 6 y 12 para la determinacion de anticuerpos IgG-S/IgG-N frente a
SARS-CoV-2, incluyendo la medicion a los 12 meses de su capacidad neutralizante y la
respuesta inmune celular, medida mediante la liberacion de interferon gamma especifico.
Ademas se obtuvieron muestras de exudado nasofaringeo para la cuantificacion de la
carga viral a los 1, 2 y 6 meses tras el alta. Para evaluar la persistencia de sintomas, los
pacientes cumplimentaron un cuestionario de sintomas relacionados con COVID-19
(CSCO), y se definio persistencia de sintomas de mayor intensidad como aquellos con al
menos un sintoma en alguna de las diferentes esferas del cuestionario (sintomas
respiratorios, digestivos, neuropsiquiatricos o generales) por encima del tercer cuartil de

las puntuaciones.

Resultados: Se incluyeron 146 pacientes en el seguimiento (60% varones, con una
mediana de edad de 64 afios), de los cuales un 20,6% requirieron reingreso hospitalario
en los primeros 6 meses y el 7,5% fallecieron durante el periodo del estudio. A las visitas
de los 2, 6 y 12 meses acudieron 127, 138 y 123 pacientes, cumplimentando el CSC 104,
116 y 123 pacientes, respectivamente. Se obtuvieron muestras de exudado nasofaringeo
en 146, 127 y 134 pacientes al mes 1, 2 y 6. En 134 pacientes se obtuvieron muestras de
sangre seriadas separadas mas de 6 meses, y de ellos, 123 también dispusieron de muestra
a los 12 meses. A los 2, 6 y 12 meses, un 26%, un 24 % y un 19.4% de los pacientes
persistian con sintomas de mayor intensidad, respectivamente, destacando los sintomas

de la esfera respiratoria y generales a los dos y seis meses y los generales y
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neuropsiquiatricos al afio. La carga viral en exudado nasofaringeo fue detectable en el
11,8% (mediana del ciclo umbral de la PCR o “cycle threshold” Ct=38) y 3% (mediana
de Ct=36) a los 2 y 6 meses, respectivamente. Los titulos de anticuerpos disminuyeron
gradualmente, ocurriendo la seroreversion a los 6 meses en 27 pacientes (27,6 %) para
IgG-Ny en 6 (6 %) para IgG-S, y a los 12 meses, excluyendo a los pacientes vacunados,
en 62 pacientes (60.7%) para IgG-N y en 22 (21.6%) para IgG-S. Los predictores de
persistencia de sintomas de mayor intensidad a los 2 meses (OR [95 % IC]) en el analisis
ajustado fueron tener un pico de anticuerpos IgG-S mas bajo (0,80 [0,66-0,94]) y una
mayor severidad de la enfermedad segun la escala de la OMS (2,57 [1,20-5,86]); Los
predictores a los 6 meses fueron tener un pico mas bajo de IgG-S (0,89 [0,79-0,99]) y el
sexo femenino (2,41 [1,20-4,82]); no se encontré asociaciéon con la persistencia viral
prolongada. Los predictores de persistencia de sintomas de mayor intensidad durante todo
el periodo de seguimiento (12 meses) (HR [95 % IC]) fueron tener unos titulos de
anticuerpos IgG S1/S2 de SARS-CoV-2 (0.14 [0.03-0.65]) y de anticuerpos
neutralizantes menores (0.984 [0.97-0.99]) y presentar una tendencia mayor a tener titulos
de ANA > 1/160 (3.374 [0.84-13.5]). El sexo mantuvo la significacion en el modelo
ajustado (0.275 [0.11-0.70]).

Conclusiones: Una proporcion apreciable de pacientes ingresados por COVID-19
presenta complicaciones tardias y sintomas persistentes a medio y largo plazo. Esta
persistencia de sintomas de mayor intensidad se relaciona con el sexo femenino, con una
mayor severidad inicial de la COVID-19, con menores titulos de anticuerpos IgG-S en
diferentes momentos del seguimiento, con una menor probabilidad de presentar
anticuerpos neutralizantes frente al SARS-CoV-2 y con una mayor frecuencia de
anticuerpos antinucleares al afio. No se ha observado asociacion entre la persistencia viral

y la permanencia de sintomas de mayor intensidad.
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SUMMARY

Objectives:

The relationship of host immune response and viral replication with health outcomes in
patients with COVID-19 remains to be defined. We aimed to characterize the medium
and long-term clinical, virological, and immunological outcomes after hospitalization for

COVID-19, and to identify predictors of long-COVID.

Methods:

A 12-month prospective, longitudinal study was conducted in patients discharged for
severe COVID-19 between March 10 and June 30, 2020 from Hospital General
Universitario de Elche, Spain. We defined severe COVID-19 as any infection confirmed
with RT-PCR, which required hospital admission. Serial blood samples were obtained at
1, 2, 6 and 12 months for measuring IgG-S/IgG-N antibodies against SARS-CoV-2,
including neutralizing antibodies and interferon-y release assays at 12 months.

Nasopharyngeal samples were obtained for measuring SARS-CoV-2 RNA during
hospital stay, and at 1, 2 and 6 months post-discharge. Patients filled out a COVID-19
symptom questionnaire (CSQ) at 2-month, 6-month and 12-month visits, and those with

the highest scores, defined as the top quartile in any symptom, were characterized.

Results:

Of 146 patients (60% male, median age 64 years) followed-up, 20.6% required hospital
readmission and 5.5% died. 127, 138 and 123 patients attended the 2, 6 and 12 months
visits and 104, 116 and 123 filled out the CSQ, respectively. Nasopharyngeal swab
samples were obtained in 146, 127, and 134 patients at months 1, 2, and 6. Serial blood
samples over 6 months were obtained in 134 patients, and 123 of them also had a 12-
month sample. At 2, 6 and 12 months, 26%, 24% and 19.4% patients, respectively,
reported persistent symptoms, predominantly respiratory and general symptoms at two
and six months and general and neuropsychiatric at 12 months.

SARS-CoV-2 RT-PCR was positive in NPS in 11.8% (median Ct=38) and 3% (median
Ct=36) patients at 2 months and 6 months, respectively. Antibody titers gradually waned,
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with seroreversion occurring at 6 months in 27 (27.6%) patients for N-IgG and in 6 (6%)
for S-IgG and at 12 months, excluding vaccinated patients, in 62 patients (60.7%) for N-
IgG and in 22 (21.6%) for S-IgG. Adjusted 2-month predictors of the highest CSQ scores
(OR [95%CI]) were lower peak S-IgG (0.80 [0.66—0.94]) and higher WHO severity score
(2.57 [1.20-5.86]); 6-month predictors were lower peak S-IgG (0.89 [0.79-0.99]) and
female sex (2.41 [1.20-4.82]); no association was found with prolonged viral RNA
shedding. Adjusted 12-month predictors of the highest CSQ scores (HR [95%CI]) were
lower frequency of detectable neutralizing antibodies (aHR 0.98; [95% CI], 0.97-0.99),
lower SARS-CoV-2-S1/S2 titers (aHR [95%CI] 0.14 [0.03—0.65]) and a greater tendency
to have higher frequency of positive ANA titers (>160) (3.374 [0.84-13.5]). Sex
maintained significance in the adjusted model (0.275 [0.11-0.70]).

Conclusions:

Late clinical events and persistent symptoms in the medium and long term occur in a
significant proportion of patients hospitalized for COVID-19.

The persistence of symptoms is associated with decreased levels of anti-SARS-CoV-2
anti-spike antibody response, lower frequency of detectable neutralizing antibodies,
severity of illness, and female gender. No association has been observed between viral

persistence and long-COVID.
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1. INTRODUCCION

1.1 Generalidades de la infeccion por SARS-CoV-2

El coronavirus tipo 2 responsable del sindrome respiratorio agudo severo (cominmente
conocido por su abreviatura SARS-CoV-2) es el causante de la enfermedad por
coronavirus 2019 (COVID-19). [1,2]. Inicialmente esta enfermedad se consider6 una
enfermedad respiratoria viral, dado que el pulmoén era el 6rgano primario de afectacion
[3] y por la relevancia de sus manifestaciones clinicas respiratorias, sin embargo a dia de
hoy la COVID-19 es considerada una enfermedad sistémica con un amplio espectro de
manifestaciones clinicas, [4,5] tales como fiebre, tos, disnea, astenia, mialgias, cefalea,
pérdida de olfato o gusto, dolor de garganta, congestion nasal, nduseas, vomitos y diarrea.

[6,1].

Esto es debido a que el virus penetra en la célula mediante su uniéon con el receptor de la
enzima conversora de angiotensina 2 (ACE-2), el cual se encuentra presente, no solo en
la mucosa del tracto respiratorio superior e inferior, sino también en multiples drganos
humanos, tales como corazon, estomago, intestinos, higado, bazo, sistema nervioso
central y células endoteliales de arterias y venas. [7,8]. Es la variada diversidad de
organos potencialmente afectados lo que justifica el amplio espectro clinico de la

COVID-19. [4]

A su vez, la COVID-19 también presenta un amplio rango de gravedad entre sus formas
clinicas, pudiendo ocurrir desde infecciones asintomaticas o leves, en la mayoria de los
casos (80%), hasta formas graves de neumonia (15%) potencialmente fatales (5%) [9,
10], en las que los pacientes pueden presentar hipoxia secundaria a infiltrados pulmonares

bilaterales multiples, tromboembolismos, shock y fracaso multiorganico. [11]

La utilidad de los tratamientos disponibles en la actualidad para el manejo de la COVID-
19 viene determinada por el tiempo de evolucion y severidad de la enfermedad, junto con
los factores de riesgo del paciente, disponiendo en el momento actual de farmacos

antivirales (como remdesivir, molnupiravir, nirmatrelvir/ritonavir), anticuerpos
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neutralizantes (bamlanivimab/etesevimab; casirivimab/imdevimab y sotrovimab) y
farmacos antiinflamatorios (corticoides como dexametasona) e inmunomoduladores

(tocilizumab, baricitinib). [12]

1.2 Impacto de la COVID-19

La pandemia COVID-19 ha supuesto un impacto sanitario, econémico y social sin
precedentes recientes, no comparable a otras pandemias como las de la gripe [13,14],
causando una elevada morbimortalidad en todo el mundo desde que en Diciembre de
2019 fueran identificados los primeros casos en Wuham, China. [2]. A inicios de 2022,
mas de 300 millones de casos confirmados y 5.5 millones de muertes han sido notificadas
por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) [15]. La atencién de los pacientes con
enfermedad moderada-severa y la prevencion de la transmision de la infeccion han
supuesto dos auténticos retos para la sanidad mundial, que se han tenido que afrontar de

forma prioritaria durante estos primeros afos. [16]

Sin embargo, existe evidencia creciente de que un importante porcentaje de pacientes que
han superado la fase aguda de la COVID-19 persisten con sintomas pasados semanas y
meses, lo que se conoce como COVID persistente. [17,18]. Dicha entidad fue reconocida
y codificada por la OMS como ‘“Post-COVID-19 condition” en la Clasificacion
Internacional de Enfermedades en Septiembre de 2020 [19] y redefinida posteriomente
como “long-COVID” por el NIH (National Institute of Health) como aquellas secuelas
que persisten mas alld de cuatro semanas tras la infeccion inicial en un paciente con
COVID-19 [20,21] y por el NICE (National Institute for Health and Care Excellence)
como aquellos signos o sintomas desarrollados durante o tras una infeccion por SARS-
CoV-2, que se mantienen mas alla de las 12 semanas del inicio de infeccion y que no
pueden ser explicados por un diagnostico alternativo [22]. Como podemos observar, ain
a dia de hoy no existe consenso en cuanto a la nomenclatura y definicion de dicho

sindrome.

El impacto que puede suponer para el Sistema Sanitario la asistencia de los pacientes con

COVID persistente es atin desconocido [23] y puede suponer un auténtico reto a la hora
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de compatibilizar su atencion con el resto de servicios especializados habituales
[24, 25]. Las autoridades sanitarias deberian desarrollar sistemas de gestion agil con
grupos multidisciplinares que se encarguen de la atencion de los mismos. [26] Ejemplo
de ello, ha sido la inversion del NIH de Estado Unidos de 1,15 billones de dolares y la
del Gobierno de Reino Unido de 18,5 millones de libras en la investigacion de la COVID
persistente y en la creacion de clinicas multidisciplinares especializadas en dicha entidad.

[27]

Otro problema a la vista serd la atencion de los posibles reingresos de estos pacientes
estimandose cifras de reingreso en torno a 3,5-5% en los primeros 30 dias tras el alta [28]

y de mas del 25% a los 6 meses [29].

1.3 Definicion de la COVID persistente

El cuadro caracterizado por la persistencia de sintomas pasadas las 4 semanas de la fase
aguda de la COVID-19 ha recibido multitud de términos y definiciones, tales como long-
COVID, COVID persistente, COVID prolongado, COVID crénico, sindrome
postCOVID, postCOVID crénico, long-haul COVID, late sequelae of COVID, prolonged
COVID-19, post-acute COVID-19, long-term COVID effects. [30]

La estandarizacion de la nomenclatura de dicho cuadro y el desarrollo de una definicion
operativa se ha convertido en una prioridad, para garantizar registros de calidad y una

asistencia sociosanitaria de las personas que lo presentan. [31]

Recientemente la OMS ha publicado una definicion de caso de “Post-COVID-19
condition” [32] como “aquella que ocurre en individuos con una historia de infeccion por
SARS-CoV-2 confirmada o probable, que presentan sintomas mas alla de 3 meses desde
el inicio de la infeccidon, con una duracion de al menos 2 meses de los mismos, que no
pueden ser explicados por diagndsticos alternativos.

Los sintomas mas comunes incluyen fatiga, dificultad respiratoria y deterioro cognitivo
(junto con otros sintomas variados) que generalmente suponen un gran impacto a nivel

funcional para los pacientes. Los sintomas pueden ser de nueva aparicion tras la
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recuperacion de la fase aguda o persistir desde el inico de la enfermedad. Ademas pueden
fluctuar en calidad y cantidad de forma intermitente o recurrir en el tiempo, tras un

periodo de mejora”.

Esta definicion podria resultar poco operativa, existiendo otras como por ejemplo la que
propone las guias NICE del National Institute for Health and Clinical Excellence, Scottish
Intercollegiate Guidelines Network and Royal College of General, donde se diferencia
“ongoing symptomatic COVID-19”, como la persistencia de sintomas o signos entre la
semana 4 y 12, del “sindrome post-COVID-19”, donde la persistencia de sintomas

continta mas alla de la semana 12.

Los sintomas tipicos que aparecen en la COVID persistente son fatiga o astenia, dificultad
respiratoria con tos residual, deterioro cognitivo o “brain fog”, cefalea, mareo,
palpitaciones, depresion y ansiedad, artralgias, mialgias y pérdida persistente de olfato y

gusto. [33]

Las secuelas debidas al dafio irreversible tisular, implican diferente grado de disfuncion
de los oOrganos afectados y suelen presentarse en distintos escenarios como
hospitalizaciones prolongadas en UCI, complicaciones trombo-hemorrégicas, secuelas de
la fase hiperinflamatoria aguda y del sindrome inflamatorio multisistémico [34].

Recientemente The Multi-disciplinary COVID-19 Clinic of The United States University
of Cincinnati Medical Center ha propuesto una clasificacion de 5 subtipos de secuelas de

COVID-19, atendiendo al inicio y duracion de sintomas y a su tiempo de aparicion [35].

1.4. Patogénesis de la COVID persistente

Dado que la COVID persistente se trata de una entidad de reciente aparicion, son pocos
los datos publicados sobre su patogenia, siendo ain desconocida de forma precisa.
Multiples hipotesis se han propuesto y probablemente existan diferentes mecanismos

implicados, siendo su patogénesis multifactorial.
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La persistencia del virus en reservorios tisulares, una respuesta inmunoldgica
aberrante desencadenada por la interaccion huésped-virus y el dafo tisular
desencadenado por la fase inflamatoria de la enfermedad junto con la hiperactivacion de
la coagulacion y plaquetas, [18, 36] se han implicado con un posible desarrollo de la

COVID persistente.

1.4.1 Alteraciones en la regulacion del sistema inmune

Las alteraciones del sistema inmune secundarias a la infeccion por SARS-CoV-2 podrian
contribuir a la persistencia de sintomas o COVID persistente. Esto se explicaria debido a
que la disregulacion del sistema inmune que ocurre, tanto en la respuesta inmune innata
como adaptativa debido a la infeccion [37, 38], se ha relacionado con una eliminacion
poco efectiva del virus y con la persistencia de un estado proinflamatorio prolongado.

[39]

En pacientes con COVID persistente se han descrito cambios en las subpoblaciones
linfocitarias T, tanto CD4 como CD8, déficits en linfocitos B e incrementos en los niveles
de interferéon gamma e interleucina 2 [40].

El descenso de linfocitos T CD4 junto con el incremento de linfocitos T CDS, células NK
e INF gamma se han relacionado con un perfil proinflamatorio en estos pacientes [41].
Datos de autopsias revelan importantes depodsitos de linfocitos T CD8 tanto a nivel

pulmonar como en otros 6rganos [42].

La linfopenia existente en casos de COVID-19 se ha relacionado con la severidad de la
enfermedad aguda [43-45] y con la presencia de un estado hiperinflamatorio residual [46]
debido al importante papel que desempeiian los linfocitos en la resolucioén del proceso
inflamatorio una vez finalizada la infeccion [47, 48]. Tanto las alteraciones en los niveles
de linfocitos T, como la disfuncion de los mismos, se han propuesto como posible
mecanismo promotor del desarrollo de la COVID persistente [49] al igual que ocurre en

otras enfermedades autoinmunes.

Diferentes perfiles de citoquinas se han observado segln la evolucion de los pacientes

tras la fase aguda de la enfermedad. Mientras que en los pacientes en los que persisten

31



secuelas post-COVID predominan las citocinas IL6 e IL10 [50], en los que se recuperan
sin ellas, lo hace un perfil de citocinas diferente con IL17A, IL12p70,IL1 beta, MIP 1beta

y factor de crecimiento endotelial vascular [51].

Existen en la literatura numerosos casos de enfermedades autoinflamatorias
desencadenadas por la infeccion por SARS-CoV-2. Ejemplo de ello, podrian ser los
casos de sindrome de Guillain-Barré publicados, tanto durante la fase aguda de la
COVID-19, como posteriores a la infeccion, en los que una cascada inflamatoria
desencadena el desarrollo de polineuropatia [52,53]. Otros ejemplos como la enfermedad
de Kawasaki, donde se ven afectados vasos de pequeiio y mediano calibre han sido
notificados en nifos y jévenes con COVID-19 [54].

En estos pacientes con respuestas autoinflamatorias se han descrito un perfil de citocinas
determinado por aumento de IFN gamma y de la secreciéon de IL2 y IL7 junto con la
activacion de granulocitos y la produccion de factor de necrosis tumoral alfa [37, 55] que
en ultima instancia condicionan inflamacion intravascular y angiogénesis con

coagulopatia.

1.4.2 Estado inflamatorio persistente

La respuesta inflamatoria es un mecanismo fisioldgico encargado de la defensa ante una
agresion tisular. Esta debe ocurrir con una intensidad y duracion adecuadas que permitan
la reparacion completa del tejido. [56] Sin embargo, es bien conocido que cuando la
respuesta inflamatoria se convierte en aberrante y prolongada, podria conducirnos a dafio
tisular de distintos 6rganos. [39] Es por ello que un estado inflamatorio persistente se ha
relacionado con la patogénesis de varias enfermedades autoinmunes cronicas, como la

enfermedad inflamatoria intestinal o el lupus, entre otras [57].

En la enfermedad COVID-19, una vez finalizada la fase inicial, ocurre también una
respuesta inflamatoria aberrante, conocida como “tormenta de citoquinas”, que se ha
relacionado con la inmunopatogénesis de enfermedad severa. [58]. Esta fase
hiperinflamatoria, inducida por el virus o restos del mismo, determina un estado de
activacion macrofagica mediado por la IL1 e IL6 y un elevado nivel de estrés oxidativo,

que conduce a una situacion de extrema gravedad que puede comprometer la vida de los
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pacientes. [59,60]. El distress respiratorio agudo inducido por el SARS-CoV-2 se
ha asociado con inflamacidn persistente y procoagulacion [35], lo que puede contribuir a

una recuperacion clinica incompleta.

Existen biomarcadores que permiten monitorizar el curso clinico de esta respuesta
hiperinflamatoria, como la ferritina y la proteina C reactiva, que sirven de guia en la

eleccion de tratamientos en esta fase de la enfermedad. [61]

Pasadas 2-6 semanas del inicio de la infeccidn, se ha descrito otra fase hiperinflamatoria,
conocida como sindrome inflamatorio multisistémico, [62,63] donde también
predominan los biomarcadores inflamatorios, tales como ferritina, proteina C reactiva,
dimero D e IL6. Estudios con PET-TC en pacientes con COVID persistente mas alla de
las 4 semanas, han demostrado persistencia de inflamacién tanto en vasos sanguineos
como en médula 6sea [64].

Se han detectado marcadores elevados de inflamacion y autoinmunidad en sindromes
postinfecciosos relacionados con los virus Chikungunya o Epstein-Barr, o en la

encefalomielitis midlgica [65-67].

Por todo ello, el estado de hiperinflamacion residual podria estar implicado en el

desarrollo de la COVID persistente.

1.4.3 Persistencia viral y reservorios

Es bien conocido que la COVID-19 es una enfermedad sistémica y que el virus SARS-
CoV-2 puede afectar a multiples 6rganos como corazoéon, pulmén, mucosa oronasal,
estomago, intestinos, higado, bazo, cerebro y células endoteliales de arterias y venas. [7].
La hipotesis de que los pacientes con COVID persistente puedan no ser capaces de
eliminar eficazmente el virus y que este permanezca de forma latente en reservorios
tisulares, pudiendo reactivarse periddicamente, cobra cada dia mayor fuerza. [68,41] Esta
situaciéon podria derivar en el desarrollo de una infeccion cronica con sintomas
persistentes o recurrentes. Es conocido que, al igual que el SARS-CoV-2, existen virus
que no se insertan en el DNA celular y que pueden llegar a cronificar como por ejemplo

el virus de la hepatitis C, el virus de la polio y el del Ebola [69].
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Niveles de linfocitos B y T reducidos se han correlacionado con persistencia de
diseminacion o “shedding” viral [70].

Se han notificado casos de pacientes con COVID-19 que pueden permanecer detectables
en tracto respiratorio hasta 3-4 meses desde el inicio de la infeccion. [71-74] y en muestras
de heces mas alla de las 8 semanas [75,76].

Recientemente se han encontrado en pacientes asintomaticos, restos de adcidos nucleicos
y proteinas de SARS-CoV-2 en células de intestino delgado a los 4 meses del inicio de la
infeccion [41]. El tracto digestivo, donde existe sobreexpresion de receptores ACE 2,
podria ser el escenario ideal donde se perpetie una replicacion viral mantenida, actuando

como reservorio de la infeccion.

Esta persistencia del virus podria inducir cierto nivel de activacion inmune y un estado

proinflamatorio mantenido que podria contribuir al desarrollo de la COVID persistente.

1.4.4 Papel de los autoanticuerpos reactivos

Al igual que los linfocitos T, los linfocitos B también podrian tener un papel importante
en la patogenia de este sindrome, mediante la formacion de autoanticuerpos reactivos que
interfieran en el correcto funcionamiento del sistema inmune, al interactuar con distintos
mediadores inflamatorios [77]. En pacientes con COVID moderada/severa se han
observado la presencia en suero de autoanticuerpos contra IFN, tejido conectivo y
antinucleares [78,30], mientras que en pacientes con enfermedad severa se han detectado
elevadas concentraciones de anticuerpos antifosfolipidos, hasta un 52%, los cuales se

relacionaron con mayor actividad neutrofilica y severidad de la enfermedad [79].

En un estudio publicado por Peker et al, 2021,[80] donde se media mediante
inmunofluorescencia indirecta la presencia de anticuerpos autorreactivos en suero de
pacientes con COVID-19, se detectaron anticuerpos antinucleares positivos en hasta 18%
de los mismos, destacando el patron de inmunofluorescencia antinucleolar (12%), al igual
que en otros trabajos de la literatura [81, 82, 77]. Este patron es frecuente en pacientes
con esclerosis sistémica y su afectacion pulmonar intersticial y restrictiva recuerda a la

que presentan los pacientes con COVID-19.
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La presencia de dichos autoanticuerpos podria dificultar el correcto control virologico
pudiendo favorecer el aumento de gravedad y duracion de los sintomas de la COVID-19,
promoviendo asi la aparicion de la COVID persistente, al igual que ocurre en otras

enfermedades autoinmunes [83].

1.4.5 Alteracion del sistema de coagulacién

En la enfermedad COVID-19 con difuncién multiorganica, pueden ocurrir multiples
fenémenos relacionados con disregulacion del sistema de la coagulacion, tales como
hemorragias con trombocitopenia, estados de hipercoagulabilidad, microangiopatia y
trombosis, tanto venosas como arteriales. [84-86] . Reflejo de esta situacion,
biomarcadores como el dimero D o el tiempo de protrombina muestran sus niveles
incrementados, mientras que otros como el fibrindgeno pueden acabar reduciéndose en
etapas avanzadas. [87]. La trombocitopenia inducida por SARS-CoV-2 se ha relacionado
en casos de extrema gravedad con un estado de coagulacion intravascular diseminada.

[88]

El estado de hiperinflamacion secundario a la infeccion por SARS-CoV-2 induce la
pérdida de la homeostasis vascular y la alteracion de la coagulacién, mediante la
produccion de citocinas procoagulantes [89] que conducen a la coagulacion intravascular
diseminada y la formacion de tromboembolismos de predominio pulmonar,
cardiovascular y cerebrovascular. [90,91]. Los elevados niveles de alfa2 antiplasmina,
descritos en pacientes con COVID-19, se han relacionado con una circulacion mantenida
de microtrombos resistentes a la fibrinolisis y con la perpetuacion de un estado de
hipercoagulabilidad y proinflamatorio mediante la induccioén de citocinas como la IL1,
IL6 y TNF alfa. [35]. Tanto la IL1 como la IL6 junto con el exceso de angiotensina II
permiten un incremento de la permeabilidad endotelial que condiciona un estado
protrombdtico [92] que anadido a la produccion de plasminogeno factor 1 (PAI), factor
tisular y factor de von Willebrand conducen a la endotelitis mediada por SARS-CoV-2
[93,94].
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El estado de hipercoagulabilidad, junto con la presencia de microtrombos circulantes
resistentes a la fibrinolisis, con plaquetas hiperactivadas y la alteracion del sistema
fibrinolitico por los altos niveles de alfa 2 antitripsina, se han vinculado con la patogenia

de la COVID persistente.

1.4.6 Influencia de otros factores

Otros factores se han postulado como posibles mecanismos implicados en el desarrollo

de la COVID persistente.

La disfuncion tiroidea inducida por SARS-CoV-2, se ha descrito hasta en un 15-20% de
pacientes [95, 96]. Dicha disfuncion se ha relacionado con mecanismos autoinmunitarios
mediante la pérdida del sistema de tolerancia periférico y la formacion de linfocitos T
autorreactivos que escapen de la seleccion negativa del timo, que finalmente dafiarian

tejidos propios de forma similar a como ocurre en otras enfermedades autoinmunes. [95]

La disbiosis intestinal, previamente relacionada con otros procesos inflamatorios cronicos
[97], también se ha descrito en pacientes con la COVID-19 [98, 99] y se ha relacionado
con la severidad de la enfermedad y con la persistencia de shedding viral en muestras de
heces mas alla de 6 semanas. Su implicacion en el eje cerebro-intestinal podria explicar
la persistencia de sintomas neurocognitivos e intestinales en pacientes con COVID
persistente. [97,100].

También existen otras hipotesis como el papel de los exosomas [101], la proteina spike
[102], la dieta y ciertos déficits nutricionales y los mastocitos [103], en la persistencia de

los sintomas relacionados con la COVID.

1.5. Epidemiologia de la COVID persistente

La incidencia global de la COVID persistente es dificil de determinar actualmente.
Existen diferentes factores que influyen, como son la variabilidad en la incidencia

reportada de la COVID-19 segun paises, la falta de consenso en cuanto a una definicion
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clara y operativa de esta nueva entidad y la ausencia de un sistema de vigilancia

con registros clinicos rigurosos de COVID persistente.

Atendiendo a los datos reportados por pacientes con COVID-19 a la Oficina Nacional de
Estadistica del Reino Unido en poblacion general (entre 25 y 69 afios), se estima que 1
de cada 5 personas que han pasado la COVID-19 continuaran con sintomas mas alla de
las 5 semanas y 1 de cada 10, mas alla de 12 semanas. Segln estas estimaciones, un 2%
de la poblacion britanica (1,3 millones de personas) ha desarrollado COVID persistente
y se mantienen sintomaticos en sus domicilios.

El rango de edad més afectado es de 35 a 69 afos, destacando los grupos de pacientes de
areas desfavorecidas, los trabajadores sanitarios, sociales y del area educativa y aquellos
con una condicion de salud o discapacidad que limita su actividad diaria. Ademas se
observé mayor incidencia de COVID persistente en el sexo femenino (23,6% vs 20,7%).

[104]

Revisando los resultados de estudios publicados, existe gran variabilidad en datos de
incidencia y prevalencia, en funcion del perfil del paciente que incluyen, segin la
gravedad de la infeccion por SARS-CoV-2 y de si precisaron ingreso hospitalario,

pudiendo oscilar desde el 10% [105] hasta mas del 70-80% [106-108].

1.6 Principales manifestaciones clinicas de la COVID persistente

Existe gran heterogeneidad tanto en la variedad de sintomas que pueden aparecer en
pacientes con COVID persistente como en su prevalencia. La OMS, en su documento de
consenso, considerd que los sintomas mas comunes de este sindrome son la fatiga, la
dificultad respiratoria y el deterioro cognitivo, que a su vez suponen un gran impacto en

el funcionamiento diario de los pacientes y pueden ser recurrentes o fluctuantes. [32]

La pérdida de memoria, desorientacion, dificultad para aprendizaje y concentracion son
especialmente frecuentes e importantes en pacientes con COVID persistente y suponen
una gran limitacion en su capacidad funcional diaria. Estos sintomas se han registrado en

la mayoria de pacientes, combinados con un gran componente psicologico y emocional,
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destacando la ansiedad, labilidad emocional, tristeza y el sentimiento de soledad, que

dificultan el proceso de adaptacion y aceptacion de esta nueva situacion.

La persistencia de sintomas puede ocurrir en cualquier persona, independientemente de
la edad y sexo, sin embargo, es mas prevalente en mujeres entre 35-49 afos. La duracion
del sindrome también es variada pero en la mayoria de los casos suelen persistir entre 3
y 6 meses del inicio de la infeccion. [104]. A los 6 meses tras alta, Huang et al evaluaron
1733 pacientes tras hospitalizacion y observaron que la fatiga (63%) era el sintoma mas

frecuente, seguido de insomnio (26%), depresion/ansiedad (23%) y alopecia (22%). [109]

Otros estudios han encontrado sintomas similares en el seguimiento a corto plazo. Un
estudio con 488 pacientes hospitalizados mostr6 persistencia de disnea, tos y pérdida de
olfato y gusto en un 32% a los 60 dias del alta [110], otro estudio con 110 pacientes y 90
dias de seguimiento mostrd que la fatiga y disnea fueron los sintomas mas frecuentes

(39%) seguidos de insomnio (24%), dolor toracico (12%) y tos (11%). [107]

1.6.1. Sintomas pulmonares

El pulmon es el 6rgano primario de afectacion de la COVID-19 [111], por ello la mayoria
de pacientes que desarrollan la COVID persistente experimentan sintomas respiratorios
tales como disnea, tos y dolor toracico [112, 109], junto con limitaciones para el ejercicio
fisico, medidos por una reduccion significativa de la distancia recorrida en el test de la

marcha de 6 minutos en comparacion con el estdndar habitual. [109]

Diferentes estudios han demostrado que la disnea es el sintoma pulmonar predominante
pudiendo afectar en torno a un 43%-50% de los pacientes a los 60-100 dias del inicio de
la infeccion. [112]. Registros del Reino Unido muestran que en torno a un 36% de
pacientes con COVID persistente refieren esta sensacion de disnea o dificultad
respiratoria. [104]

La disnea no es exclusiva de los pacientes con secuelas pulmonares, dado que esta puede
aparecer en pacientes sin signos de dafio pulmonar permanente [107] y en pacientes que

desarrollaron infeccion aguda leve por SARS-CoV-2 [113].
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La reduccion de la capacidad de difusion, los cambios fibréticos pulmonares y la
dependencia de la oxigenoterapia domiciliaria son las principales secuelas a nivel
pulmonar [114]. Alteraciones radioldgicas pulmonares y deterioro de la funcidén
respiratoria se ha observado en 71% y 25% de pacientes supervivientes de la COVID-19

alos 3 meses [115] y en torno a 50% a los 6 meses [109].

Los mecanismos que pueden estar relacionados con estos sintomas son el dafio directo
producido por la presencia de microtrombos a nivel pulmonar [116], la replicacion viral
en las células endoteliales que condiciona una reaccion inflamatorio intensa [117] y los
elevados niveles de IL6 que pueden conducir al desarrollo de fibrosis a nivel pulmonar
[118].

La fibrosis de los tejidos es secundaria al proceso de vasoconstriccion determinado por la
elevacion de los niveles de angiotensina II, debido a la reduccion del numero de

receptores ACE-2 por su unién al virus en las células endoteliales vasculares [91].

Los cambios fibréticos residuales pulmonares, previamente descritos en autopsias, se
pudieron observar también mediante TC realizados en pacientes recuperado a los meses
del inicio de la infeccién. Un estudio en China revel6 la presencia de lesiones fibroticas
pulmonares en hasta un 50% de 349 pacientes evaluados [109]. En otras cohortes de
pacientes leves-moderados también se han encontrado restos fibrdticos a los 3 meses en

hasta un 25% de los casos. [115]
El papel de los fAirmacos antifibréticos e incluso del trasplante pulmonar, en pacientes

con extensas lesiones fibroticas residuales por COVID-19 es poco conocido, existiendo

un nimero limitado de pacientes en el mundo que lo han recibido [119].

1.6.2 Sintomas generales

La astenia, fatiga y dificultad para el ejercicio son los sintomas generales mas frecuentes,
pudiendo ocurrir entre el 50-80% de los casos.

Estos sintomas junto con la disautonomia y las alteraciones neuropsiquidtricas recuerdan
a los sintomas de otras entidades como el sindrome de fatiga cronica o la encefalomielitis

midlgica [120,121].
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Los mecanismos que pueden estar relacionados con estos sintomas generales son la
disregulacion de la respuesta inflamatoria, una combinacion de factores que afectan al

sistema nervioso central y periférico [122] y factores psicologicos. [123,124]

La fatiga o astenia que experimentan los pacientes con COVID persistente se manifiesta
como un cansancio continuo que afecta a su motivacion y energia. Sintomas similares
ocurrieron durante afios en pacientes que superaron la infeccion por el coronavirus tipo 1
0 SARS-CoV. [125,126]. Los registros del Reino Unido muestran que mas de la mitad de
pacientes con la COVID persistente experimentan esta sensacion de fatiga continua

(51%). [104]

No obstante, atribuir a la COVID persistente dichos sintomas solo debe realizarse cuando
se hayan descartado otras potenciales causas, como podrian ser sindrome constitucionales
o linfoproliferativos, sobre todo en los pacientes en los que se acompafien otros sintomas

como anorexia, pérdida de peso, sudoracion o fiebre.

1.6.3 Sintomas musculoesqueléticos

Las manifestaciones musculoesqueléticas pueden aparecer tanto en la fase aguda de

COVID-19 como en la COVID persistente.

En cohortes de pacientes infectados por SARS-CoV-2 que ademds presentaban otras
enfermedades reumaticas, se han observado que precediendo a los sintomas respiratorios,

estos pacientes exhibian debilidad, dolores musculares y articulares [127,128].

En la COVID persistente, los sintomas mas frecuentes son las artralgias (en torno a 10-
50%) y las mialgias (20-30%), seguidos de calambres, contracturas musculares, atrofia y
debilidad muscular [129]. Estos sintomas implican un deterioro funcional que afecta a su

capacidad laboral y calidad de vida.

Otra de las posible complicaciones relacionadas con el tratamiento con corticoides en la

COVID-19 es la necrosis avascular 6sea [130,131].
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Al igual que anteriormente, dado que la infeccion por SARS-CoV-2 puede actuar
de desencadenante de enfermedades autoinmunes, sera preciso realizar una anamnesis y
exploracion exhaustiva sobre las caracteristicas del dolor, el nimero y localizacion de las
articulaciones afectadas, valorando si presentan un patron de afectacion inflamatorio o

mecanico.

El papel de la rehabilitacion precoz y personalizada podria reducir las secuelas en este

perfil de pacientes [132].

1.6.4 Sintomas dermatologicos

La aparicion de lesiones cutaneas se han descrito tanto en la fase aguda de la COVID-19

como en la COVID persistente. [133]
En este ultimo, erupciones papuloescamosas o eritema pernio, la alopecia transitoria en

forma de efluvio telogeno y las aftas orales se han descrito en al menos un tercio de

pacientes. [134]

1.6.5 Sintomas cardiovasculares

Se han propuesto diferentes mecanismos que podrian explicar una posible afectacion del
miocardio y del pericardio, como la citotoxicidad directa del virus debido a la
sobreexpresion del receptor ACE-2 en tejido cardiaco [135], una respuesta inmune local
intensa en los cardiomiocitos [136], la disregulacion del sistema renina angiotensina
aldosterona mediado por el receptor ACE-2 y la inflamacion persistente debido a la

disregulacion del sistema inmune.

El dafio cardiaco y la elevacion de niveles de troponina que se puede ver en pacientes con
la COVID-19, puede perpeturarse en los pacientes con la COVID persistente, como
mostr6 una cohorte de 100 pacientes a los 71 dias del inicio de la infeccion, en los que un
78% y un 60% presento alteraciones cardiacas e inflamacidon miocardica, respectivamente

[137]. Un estudio con 143 pacientes mostré la persistencia de dolor toracico,
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posiblemente relacionado con miocarditis, en un 21,7% a los dos meses del inicio de la

infeccion [112].

El dolor toracico, la disnea, y las palpitaciones recurrentes son los sintomas cardioldgicos
mas frecuentes en pacientes con la COVID persistente. También se han descrito casos de
miocarditis residual en pacientes jovenes tras COVID-19 de baja severidad [138] y casos
de disfuncién autondmica, responsables de cuadros como el sindrome de taquicardia

ortostatica postural [139].

1.6.6 Sintomas digestivos

El virus SARS-CoV-2 puede replicar eficientemente en el estomago e intestinos
[140,141] debido a los altos niveles de expresion del receptor ACE-2 en dichos tejidos.

Esto permite una liberacion de virus en heces incrementada.

Los sintomas gastrointestinales, tales como la pérdida de apetito, nauseas, vomitos o
diarreas pueden afectar en torno a 10-20% de pacientes con la COVID-19 [142,143] y en
torno a un 30-35% de pacientes con COVID persistente [ 144]. La diarrea y las molestias

abdominales intermitentes son los sintomas digestivos mas frecuentes.
La persistencia de estos sintomas, en combinacion con datos de alarma como la presencia

en heces de sangre o moco, nos deben invitar a completar un estudio digestivo para

descartar otras causas.

1.6.7 Sintomas otorrinoloringoldgicos y oftalmoldgicos

A nivel oftalmoloégico, los hallazgos mas frecuentes asociados a la COVID-19 son las
conjuntivitis, la hiperemia conjuntival y la quemosis. [145] Los alteraciones retinianas
que afectan a la microvasculatura incluyen microhemorragias y manchas algodonosas, y
pueden persistir tras seis meses de la infeccion aguda por SARS-CoV-2 [146].
Alteraciones en la vision leves o sensacion de vision borrosa se puede ver en uno de cada

5 pacientes con COVID persistente.
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El dolor de garganta también se ha descrito hasta en un 20% de estos pacientes.
Alteraciones auditivas, tinnitus y vértigos episddicos han sido descritas en pacientes con

la COVID persistente. [147]

1.6.8 Sintomas neuropsiquiatricos

Existe evidencia del neurotropismo y de la capacidad de replicacion del virus SARS-
CoV-2 anivel cerebral, sobre todo en tronco-encéfalo por la sobreexpresion de receptores
ACE-2 [148,149].

La neuropatologia de la COVID persistente se podria explicar por la neurotoxicidad
directa del virus, junto con la presencia de trombos en la microvasculatura y por la
inflamacion residual persistente [150].

La disfuncion del tronco-encéfalo se ha propuesto como una posible teoria de persistencia

de sintomas neurolédgicos y cardiovasculares en la COVID-19 [151].

La pérdida de gusto y olfato (11-45.1%) [152,153] y la cefalea de predominio
frontoparietal se han descrito en pacientes recuperados de COVID-19. Estos sintomas y
otros como pérdida de memoria y fatiga se han relacionado con alteraciones metabolicas
y estructurales cerebrales en paciente con COVID persistente. También los sintomas de
deterioro cognitivo como la pérdida de memoria, desorientacion, dificultad para
aprendizaje y concentracion son especialmente frecuentes e importantes en estos
pacientes. El insomnio se ha descrito hasta en un 40% de los mismos. [154]. El delirium
puede aparecer en un 20-30% de pacientes hospitalizados por la COVID-19 y se ha
relacionado como un predictor de sintomas neuropsiquiatricos especialmente en adultos

de edad avanzada [155].

Los trastorno de la esfera psiquidtrica, como ansiedad, depresion, trastornos del animo y
estrés postraumaticos son frecuentes en pacientes COVID persistente, a los 6 meses en
una cohorte de 236.379 pacientes, un tercio presentaron alguno de estos diagnosticos.
[156,157]. Biomarcadores inflamatorios como la IL6, IL1B, TNF alfa ¢ INF se han
identificado como mediadores implicados en la depresion asociada al COVID persistente.

[158]
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1.6.9 Sintomas endocrinologicos

Tiroiditis de Hashimoto, subagudas, enfermedad de Graves y crisis de tirotoxicosis [159]
se han descrito en pacientes recuperados tras la fase aguda de la COVID-19, [160] debido
a la potencial implicacion del virus SARS-CoV-2 en el desarrollo de disfunciones

tiroideas [161].

La pérdida de densidad mineral dsea y la osteoporosis se han relacionado con el uso de
corticoides mantenidos, el déficit de vitamina D y la inmovilizacion de estos pacientes.

[162]

1.6.10 Sintomas renales

No esté clara la afectacion a largo plazo a nivel renal por la COVID-19. Algunos estudios
han reportado hasta un 35 % de pacientes COVID persistente a los 6 meses del alta que
presentan descensos en su funcion renal, pero su relevancia clinica estd ain por

demostrar. [109]

1.7 Factores de riesgo de la COVID persistente

Mientras que algunos de los factores de riesgo de la fase aguda de la COVID-19 son bien
conocidos, como la edad avanzada, el sexo masculino y la presencia de comorbilidad tipo
obesidad, hipertension, enfermedad cardiovascular y respiratoria, la enfermedad
oncologica, los trasplantados y enfermos autoinmunes que reciben altas dosis de
corticoides y rituximab [163-165], los factores de riesgo de la COVID persistente no estan

tan bien definidos.
En una revision de 10 estudios longitudinales [166] donde evaluaban los principales

factores de riesgos de desarrollo de la COVID persistente, observaron que tanto la edad,

el peor estado mental prepandémico (trastornos psiquidtricos previos), una peor situacion
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de salud general y el asma eran factores de riesgo de desarrollarlo. No lo fueron sin
embargo el sexo masculino, obesidad, diabetes y la enfermedad cardiovascular.
La edad mayor de 70 afios, el nimero de sintomas, las comorbilidades y el sexo femenino

si se identificaron en una cohorte de 4000 pacientes [167].

La severidad de infeccion aguda se esperaba que predijese el desarrollo de COVID
persistente, sin embargo a dia de hoy, varios estudios no han encontrado relacion [168] y
existe evidencia de que muchos pacientes con COVID-19 asintomaticos o leves también
presentan persistencia de sintomas. [169,170]. No obstante el numero de sintomas
iniciales (5 o mas y 10 o mas) si se ha postulado como un predictor de persistencia de
enfermedad [171].

En otros estudios, con pacientes que presentaron mayor severidad de la COVID-19, con
estancias en UCI prolongadas y ventilaciéon mecénica, si se observd mayor riesgo de
desarrollar sintomas persistentes en relacion con dafio tisular en 6rganos o secuelas

[172,173] y mayor grado de afectacion funcional, con peor calidad de vida [174].

También se han relacionado ciertos biomarcadores con el desarrollo de la COVID
persistente, siendo los maés frecuentes, niveles elevados de PCR y dimero D y la
linfopenia, aunque en otros estudios no se han encontrados estas diferencias [175].
Niveles elevados del cociente nitrogeno urea (BUN) y del dimero D se han relacionado
con mayor riesgo de disfuncién pulmonar en pacientes COVID persistente a los 3 meses
del alta [115]. Dimero D, IL 6 y PCR también se han relacionado con mayor riesgo de
lesiones pulmonares a los dos meses [176,177].

Biomarcadores como la procalcitonina y el recuento de neutréfilos se asociaron a mayor
riesgo de lesiones en corazdn, rifidn e higado a los 2-3 meses del alta [173] y la linfopenia

con mayor probabilidad de sintomas persistentes [106].

Los datos del registro de Reino Unido sin embargo no encuentra diferencias en cuanto a
edad, puesto que el rango con mayor riesgo de COVID persistente es entre 35-49 afios
(26,8%) , seguido de 50-69 anos (26.1%). [104] El sexo femenino si se ha relacionado
con mayor riesgo de persistencia de sintomas (23.6%) al igual que en otros estudios en
los que se observo mayor riesgo de persistencia de sintomas a las 10 semanas del alta en
mujeres y en personas con historia de ansiedad o depresion [123, 168] y a los meses en

mujeres [172,178].
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En series de casos, la vacunacion se ha relacionado como factor protector de la COVID

persistente pudiendo mejorar o incluso resolver los sintomas persistentes a largo plazo

[107].

1.8 Pronostico y manejo de la COVID persistente

Hasta la fecha no existe tratamiento especifico de la misma, las opciones que disponemos
son el tratamiento sintomatico, la rehabilitacion precoz y el soporte psicologico-

psiquiatrico.[17]

En términos de prondstico de la COVID persistente, mas alla de los sintomas residuales
y de su posible limitacion funcional, se espera que la mayoria de los pacientes se
recuperen de forma adecuada y paulatina, presentando un buen prondstico global, sin
aparicion de complicaciones futuras potencialmente letales. No obstante, la falta de
seguimiento e informaciéon publicada a largo plazo, nos impide sacar conclusiones

robustas en el momento actual.
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2. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Dos afios después de la descripcion del primer brote de la COVID-19 [2], ain quedan por
responder numerosas preguntas sobre esta enfermedad. A diferencia de las fases iniciales
[179], los datos que disponemos a largo plazo de la infeccion por SARS-CoV-2 son

limitados.

En una proporcién significativa de pacientes, los sintomas persisten mas alla del tercer
mes desde el inicio de la infeccidon, sin poder ser explicados por otro diagnostico
alternativo. Dicha condicion ha sido definida por la Organizacion Mundial de la Salud
como “Post-COVID-19 condition” o COVID persistente siendo la fatiga, la dificultad
respiratoria y el deterioro cognitivo los sintomas mas comunes con un importante impacto
sobre la capacidad funcional diaria de quienes los padecen [32]. Otros sintomas como
cefalea, mareo, palpitaciones, depresion, ansiedad, artromialgias y pérdida persistente de

olfato y gusto aparecen con frecuencia en este sindrome. [33]

Los mecanismos patogénicos involucrados, incluido el papel de la diseminacion viral, la
cinética de anticuerpos y su actividad neutralizante y la respuesta inmune celular, todavia

no son bien conocidos.

Se han propuesto diferentes hipodtesis que tratarian de explicar la patogénesis de la
COVID persistente, entre ellas, la persistencia del virus en reservorios tisulares, una
respuesta inmunoldgica aberrante desencadenada por la interacciéon huésped-virus y el
dano tisular desencadenado por la fase inflamatoria de la enfermedad junto con la

hiperactivacion de la coagulacion y las plaquetas [18, 36].

Aun no se ha definido detalladamente la dindmica del SARS-CoV-2 a largo plazo,
incluida la persistencia de la diseminacion viral o “viral shedding”, la incidencia de
repuntes virales tardios o reinfecciones, y su relacion con la evolucion clinica de los

pacientes.

Existen casos publicados en los que el virus puede permanecer detectable en tracto
respiratorio e intestino delgado durante meses desde el inicio de la infeccion [72-76], aun
estando los pacientes asintomaticos [41]. El tracto digestivo, donde existe una importante

sobreexpresion de receptores ACE-2 (el receptor de entrada del virus en la célula), podria
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ser el escenario ideal donde se perpetuase una replicacion viral mantenida, actuando como
reservorio de la infeccion. Esta persistencia del virus podria inducir cierto nivel de
activaciéon inmune y un estado proinflamatorio mantenido que podria contribuir al

desarrollo de la COVID persistente.

Es bien conocido que un estado de hiperinflamacion residual podria conducir al dafio
tisular de distintos organos [39]. Estudios con PET-TC en pacientes con COVID
persistente, han confirmado la persistencia de inflamacion residual tanto en vasos

sanguineos como en médula 6sea mas alla de las 4 semanas.[64].

El estado de hipercoagulabilidad, junto con la presencia de microtrombos circulantes
resistentes a la fibrinolisis, con plaquetas hiperactivadas y la alteracion del sistema
fibrinolitico por los altos niveles de alfa 2 antitripsina, se han vinculado con este sindrome

[180].

Desde la perspectiva inmunolégica, otra pregunta relevante atafie a la durabilidad de la
respuesta de anticuerpos y de la inmunidad celular y al impacto de la intensidad y

duracion de estas respuestas en la evolucion de los pacientes.

Algunos estudios han demostrado una respuesta de anticuerpos duradera en pacientes con
COVID-19 severa que requieren hospitalizacion, en contraste con la rapida disminucion
de anticuerpos reportada en pacientes con COVID-19 leve [181-183]. De hecho, la
gravedad de la enfermedad se ha asociado con la magnitud y duracion de la respuesta de

anticuerpos [184].
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3. HIPOTESIS

Algunos pacientes con COVID-19 contintan con sintomas a largo plazo. Los pacientes
con sintomas persistentes pueden tener caracteristicas demograficas, clinicas, virologicas
e inmunologicas diferenciales. Es posible por ello identificar determinantes del desarrollo

de persistencia de sintomas de mayor intensidad.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

El objetivo general ha sido caracterizar la evolucion a largo plazo desde el punto de vista
clinico, virologico e inmunolodgico, de los pacientes ingresados por infeccién grave por
SARS-CoV-2 e identificar predictores de persistencia de sintomas de mayor intensidad

tras superar la fase aguda de la enfermedad.

4.2 Objetivos especificos

Los objetivos especificos fueron los siguientes:

» Evaluar la persistencia y la intensidad de sintomas generales (astenia, mialgias,
cefalea, sudoracion, anosmia, ageusia, alopecia), neuropsiquidtricos (depresion y
ansiedad, pérdida de memoria), respiratorios (tos, disnea, expectoracion, dolor de
garganta, congestion nasal) y gastrointestinales (nduseas, vomitos, diarrea, dolor
abdominal) a los 2, 6 y 12 meses.

* Caracterizar la presentacion clinica inicial de la COVID-19 y la dindmica
evolutiva de los biomarcadores inflamatorios y protrombdticos plasmaticos
durante la fase aguda de la enfermedad y a los 1, 2, 6 y 12 meses y explorar su
relacion con la persistencia de los sintomas de mayor intensidad.

* Investigar la dindmica del aclaramiento viral durante la fase aguda de la
enfermedad y la persistencia de genoma viral en muestras de exudado
nasofaringeo (diseminacion viral o shedding viral) tras un mes, 2 y 6 meses y
explorar su relacion con la persistencia de los sintomas de mayor intensidad.

* Determinar la respuesta inmune adaptativa humoral (respuesta seroldgica) a los
1, 2, 6 y 12 meses, junto con su capacidad neutralizante a los 12 meses y la
respuesta inmune celular (liberacion de interferon gamma) a los 12 meses en
pacientes con y sin sintomas de mayor intensidad y su posible relacion con la

persistencia de los mismos.
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5. METODOLOGIA

5.1 Diseiio del estudio

Estudio longitudinal prospectivo con un seguimiento de 12 meses de pacientes con
infeccion grave por SARS-CoV-2 en seguimiento en consultas externas de la Unidad de

Enfermedades Infecciosas del Hospital General Universitario de Elche (Alicante).

5.2 Poblacion del estudio

Todos los pacientes ingresados en el Hospital General Universitario de Elche por
COVID-19 entre el 10 de marzo y el 30 de junio de 2020 fueron incluidos en el estudio y
fueron seguidos posteriormente en consultas externas de la Unidad de Enfermedades
Infecciosas hasta el 30 de junio de 2021, fecha de censura administrativa del conjunto de

datos del estudio.

Los casos incluidos en el estudio presentaron una infeccion grave por SARS-CoV-2, que
requirio6 ingreso hospitalario, confirmada microbiolégicamente en la mayoria de los casos
mediante la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (PCR) a partir de muestras

de hisopos nasofaringeos y en una minoria, en muestras fecales.

Los pacientes fallecidos durante el ingreso hospitalario o que se perdieron
administrativamente sin recibir ninguin seguimiento en consulta no fueron incluidos en el
estudio. Se excluyeron también pacientes que rechazaron el seguimiento en consulta por
motivo de traslados de ciudad, dificultad para la movilidad o por motivos personales.
Ademas se excluyeron pacientes de los que no se disponia de un conjunto minimo basico
de datos para poder clasificarlos, como por ejemplo la ausencia o cumplimentacion
incorrecta de los cuestionarios de sintomas.

Antes de comenzar, la investigacion fue aprobada por el Comité Etico de Investigacion
Clinica (CEIC) del Hospital General Universitario de Elche y todos los sujetos incluidos

firmaron un consentimiento informado.
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5.3 Registro de los datos

Los pacientes hospitalizados con COVID-19 fueron manejados de acuerdo con un
protocolo hospitalario local predefinido que incluia los procedimientos diagnosticos y
terapéuticos durante la estancia hospitalaria [185]. Este protocolo consistié en la
recoleccion estandarizada de variables clinicas y muestras seriadas de sangre y
nasofaringeas, obtenidas en diferentes momentos de la estancia hospitalaria para
mediciones bioquimicas y seroviroldgicas.

Una vez dados de alta, el seguimiento de los pacientes se centralizaba a nivel ambulatorio
en la Unidad de Enfermedades Infecciosas. Al igual que otros autores [58], nos centramos
en tres periodos de la linea temporal post-aguda de la COVID-19, el “ongoing COVID-
19” 0 la COVID-19 sintomatica en curso, que incluye sintomas y anomalias presentes de
4 a 12 semanas después de la fase aguda de COVID-19, y el COVID persistente, que
incluye sintomas y anomalias que persisten mas alla de las 12 semanas desde el inicio de
la fase aguda de la COVID-19, diferenciando un primer periodo hasta los 6 meses y un
segundo periodo hasta los 12 meses.

Se programaron visitas presenciales durante el periodo agudo de la COVID-19 (visita
telefonica de seguimiento a las 48 horas y presencial a las 4 semanas-primer mes del alta)
y posteriormente, visitas presenciales a los 2 meses, en este documento también
denominadas “a medio plazo”y alos 6 y 12 meses del alta, también denominadas “a largo
plazo”.

En cada visita, se obtuvieron muestras de sangre y nasofaringeas para mediciones
bioquimicas y serovirologicas (Figura 1). También se concertaron visitas telefonicas y
presenciales no previstas en el protocolo a peticion de los pacientes.

En las visitas a los 2, 6 y 12 meses, se les ofrecio a los pacientes que completaran un
cuestionario de autoevaluacion de sintomas relacionados con la COVID-19 (CSC-1) que
inicialmente incluia 11 items (astenia; mialgias; cefalea; disnea; sintomas digestivos
[nauseas/vomitos/diarrea]; ageusia/anosmia; congestion nasal, odinofagia; tos
;sudoracion; fiebre) que tenian que calificar utilizando una escala de intensidad creciente
de 10 puntos (donde Oes laausencia del sintoma y 10 seriala maxima intensidad
percibida del sintoma). Posteriormente, en base a los avances en el conocimiento de la
sintomatologia de la COVID persistente se afiadieron 5 nuevos items (dificultad para la
concentracion o pérdida de memoria; insomnio; ansiedad/depresion; palpitaciones;

alopecia) al cuestionario para la visita de 12 meses (CSC-2).
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Para caracterizar la persistencia de los sintomas, y como prueba de robustez,
definimos tres categorias diferentes de la puntuacion del CSC: una puntuacion de al
menos un punto (en cualquier sintoma del CSC); una puntuacion igual o superior a la
mediana (mediana del CSC), y una puntuacion por encima del tercer cuartil (puntuacion
mas alta del CSC) en cualquiera de los items. Las puntuaciones también se clasificaron
en categorias leves (1 a 4 puntos), moderadas (5 a 7 puntos) y graves (8 a 10 puntos).

En los pacientes que faltaron a las citas programadas, se intentd contactar con ellos via
telefonica y se revisd cuidadosamente su historia médica electronica para asegurar el
estado de salud de los pacientes.

Los fallecimientos, reingresos hospitalarios y las asistencias al Servicio de Urgencias que
ocurrieron durante el periodo de seguimiento de los primeros 6 meses se revisaron y
registraron en el conjunto de datos.

El periodo del estudio tuvo lugar entre 2020 y 2022. La variable principal del estudio, la
persistencia de sintomas de mayor intensidad, se analiz6 a los 2, 6 y 12 meses. Otras
variables secundarias como el % de pacientes que desarrollaron anticuerpos para SARS-
CoV-2 (seroconversion) y el % de pacientes que los perdieron (seroreversion) también
fueron analizados al mes, 2, 6 y 12 meses. El % de pacientes con PCR para SARS-CoV-
2 positiva en exudado nasofaringeo se analizd al mes, 2 y 6 meses, mientras que el % de
pacientes con anticuerpos con capacidad neutralizante, con respuesta celular mediante
liberacion de IFN o con autoanticuerpos antinucleares se analizaron inicamente en el mes

12.

5.4 Variables predictoras

Como variables predictoras de persistencia de sintomas de mayor intensidad se analizaron

las siguientes:

* Variables demogréficas y clinicas a la entrada en el estudio:
El sexo, la edad y la gravedad de la infecciéon por SARS-CoV-2 seglin la escala de
severidad de la OMS, la necesidad de ingreso en UCI, el indice SAFI (cociente de
saturacion de oxigeno y fraccion inspirada de oxigeno), la severidad de afectacion

radioldgica y la duracion de los sintomas antes del ingreso hospitalario.
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* Variables de respuesta virologica al mes 1, 2 y 6 meses (persistencia de PCR
SARS-CoV-2 positiva en exudado nasofaringeo)
El analisis de PCR para SARS-CoV-2 se realizo por medio de un kit disponible
comercialmente (AllplexTM 2019-nCoV Assay, Seegene, Seul, Corea) que se dirigio a
los genes E, RARP y N.

* Variables de respuesta inmunoldgica al mes 1, 2, 6 y 12 meses: respuesta humoral
(titulo de anticuerpos) y respuesta celular (liberacion de interferén gamma, solo a

los 12 meses) y presencia de autoanticuerpos (mes 12).

La deteccion de anticuerpos especificos contra el SARS-CoV-2 se realizd con tres
técnicas de inmunoensayo diferentes para la deteccion de IgG contra la proteina de la
nucleocapside interna (IgG-N) y contra el dominio S1 de la proteina spike, IgG contra el

dominio S1/S2 y anticuerpos neutralizantes.

Los niveles plasmaticos de anticuerpos IgG contra la proteina de la nucleocapside interna
(IgG-N) del SARS-CoV-2 (Anti-SARS-CoV-2-NCP IgG ELISA, Euroimmun, Lubeck,
Alemania) y el dominio S1 de superficie de la proteina spike (IgG-S) (Anti-SARS-CoV-
2 IgG ELISA, Euroimmun, Lubeck, Alemania) se midieron al mes 1,2,6 y 12, utilizando
kits de EIA semicuantitativos comerciales en un instrumento automatizado (sistema
ELISA Dynex DS2®). Los niveles de anticuerpos se evaluaron calculando la relacion
entre la densidad optica (DO) de la muestra del paciente y la DO del calibrador (DO de
la muestra/DO del calibrador = S/CO [absorbancia/limite]). Los resultados se
interpretaron de acuerdo con los siguientes criterios: el ratio <1,1 se defini6 como
negativo y el ratio >1,1 como positivo. A los 12 meses se midieron los niveles plasmaticos
de anticuerpos IgG contra el dominio S1/S2 utilizando kits de inmunoensayo comerciales
(ensayo LIISON® SARS-CoV-2 S1/S2 IgG, DiaSorin, Saluggia, Italia) en una
plataforma automatizada (LIAISON® XL Analyzer). Los resultados se interpretaron de
acuerdo con los siguientes criterios: la razén <15 se definié como negativa y la razon >=

15 como positiva.
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La deteccion de anticuerpos neutralizantes contra el SARS-CoV-2 (NAc) se realizd
solo en la visita de 12 meses, con un instrumento automatizado (sistema ELISA Dynex
DS2®) mediante una prueba de anticuerpos neutralizantes sustituta (SARS-CoV-2
NeutraLISA, Euroimmun, Liibeck, Alemania), que determina el efecto inhibidor de los
anticuerpos que pueden competir con el receptor biotinilado de la célula huésped (ACE2)
por la unién a S1/RBD (porcentaje de inhibicion, %IH). Los resultados se interpretaron

de la siguiente manera: %IH <35 se considero negativo y %IH >35 se considerd positivo.

La respuesta celular del SARS-CoV-2 se midi6 mediante un ensayo de liberacién de
interferon-y cuantitativo especifico (IGRA) siguiendo las instrucciones de fabricacion
(conjunto de tubos de estimulacion SARS-CoV-2 IGRA, Euroimmun, Liibeck,
Alemania). En resumen, la sangre heparinizada con litio de cada paciente se incubo 21 h
a 37 °C en los tres tubos suministrados: tubo blanco para el fondo individual de IFN-y y
tubo de mitégeno para la secrecion de IFN-y inespecifico como controles, y tubo de
estimulacion recubierto con antigenos del SARS -Proteina de punta Cov-2 para la
secrecion especifica de IFN-y. El IFN-y liberado en el plasma obtenido después de la
centrifugacion de los tres tubos se cuantifico luego mediante ELISA (Human interferon-
gamma ELISA, Euroimmun, Liibeck, Alemania) en un instrumento automatizado
(sistema ELISA Dynex DS2®). Los resultados se interpretaron de la siguiente manera:
IFN-y[SARS-CoV-2] - IFN-y[en blanco] <100 mIU/mL se considerd negativo, 100-200
se consider6 limite y >200 se consider6 positivo. El limite superior de cuantificacion
alcanzado fue de 5000 mIU/mL. Las concentraciones de IFN-y por encima de la curva de

calibracion se definieron como >5000 mIU/mL.

* Variables de respuesta biologica al mes 1, 2, 6 y 12 meses: biomarcadores
inflamatorios y protomboticos (proteina C reactiva, interleucina 6 o IL-6, dimero

Dy ferritina).

* Variables psicologicas y psiquidtricas (valoracién de sintomas de depresion y

ansiedad en el CSC).

¢ Otras variables de riesgo:
o Comorbilidad (presencia de al menos alguna comorbilidad, indice Charlson,

enfermedad pulmonar obstructiva cronica, cardiopatia isquémica cronica,
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HTA, diabetes mellitus o toma de farmacos antidiabéticos. Se define la
diabetes como una glucemia mantenida > 126 mg/dl).

o Tabaquismo en activo: definido como consumo de, al menos, 1 cigarrillo en
los ultimos 30 dias.

o Tratamiento recibido (tratamiento inmunomodulador:

corticoides/tocilizumab).

5.5 Analisis estadistico

Las variables continuas se expresan como mediana + percentiles 25 y 75 (Q1, Q3), y las
variables categdricas como porcentajes. Se utiliz6 la prueba de Wilcoxon o la t de Student
para comparar variables continuas, y la prueba de chi-cuadrado o exacta de Fisher para la
comparacion de variables categoricas entre pacientes con y sin sintomas persistentes.

Se utilizaron modelos de regresion logistica binomial para identificar predictores de
persistencia de sintomas de mayor intensidad a los 2, 6 y 12 meses. Las covariables con
un valor de p <0,05 en la comparacion univariante entre grupos y variables clinicamente
relevantes se incluyeron en andlisis multivariados. Para comparar las curvas de carga
viral, niveles de anticuerpos y biomarcadores entre grupos, se utilizaron modelos mixtos
aditivos generalizados. Las interpolaciones en los graficos se realizaron con splines
cubicos. Se realiz6 un andlisis de la curva de caracteristicas operativas del receptor (ROC)
para encontrar el nivel sérico mas discriminativo de anticuerpos anti-SARS-CoV-2 que
predice la persistencia de los sintomas a los 2 y 6 meses. El analisis estadistico se realizo
utilizando R-project version 3.6.2.

Salida prematura del estudio: Se previd que los pacientes permanecieran en el estudio
durante los 12 meses de seguimiento. Se entendié como salida prematura: 1) salida
voluntaria por revocacion del consentimiento o traslado del paciente, y 2) exitus durante

el seguimiento.
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6. RESULTADOS

6.1 Caracteristicas basales de los pacientes

Durante el periodo de estudio, un total de 166 pacientes fueron hospitalizados con
infeccion grave por SARS-CoV-2, 23 (13,8%) ingresaron en UCIl y 12 (7,2%) fallecieron
durante su estancia hospitalaria. De los 154 pacientes que recibieron el alta hospitalaria,
8 fueron pérdidas de seguimiento (de los cuales se lograron recuperar 4 para la visita de
seguimiento de 12 meses), y los 146 restantes aceptaron el seguimiento en consultas de
la Unidad de Enfermedades Infecciosas.

Durante los 12 meses de seguimiento, 8 pacientes fallecieron en los primeros 6 meses y
3 entre el sexto y duodécimo mes. Ademas 16 pacientes no completaron el seguimiento
anual por presentar dificultades para la movilizacion (8 pacientes), por traslado de ciudad
(5) o por motivos personales (3). Por tanto, 138 y 123 pacientes completaron las visitas
de seguimiento de sexto y duodécimo mes, respectivamente. El diagrama de flujo de los
pacientes se muestra en la Figura 1.

Ciento cuatro, 116 y 123 pacientes completaron el CSC a los 2, 6 y 12 meses,
respectivamente. De los 123 pacientes que completaron el cuestionario de sintomas a los
12 meses, 21 (17.1%) fueron excluidos debido a que habian recibido vacunacion de
SARS-CoV-2 previa a la visita 'y 30 (24.4%) porque no disponiamos de resultados de sus
cuestionarios a los 6 y 12 meses inclusive, resultando en un total de 72 pacientes sobre
los que se realizo el andlisis de persistencia de sintomas de mayor intensidad de forma
mantenida durante todo el afio de seguimiento.

Las caracteristicas basales de los 146 pacientes inicialmente incluidos se muestran en la
Tabla 1. La mediana de edad fue de 64 afios, 88 (60,3%) eran hombres y el 72,6% tenia
comorbilidades coexistentes. Las caracteristicas clinicas en el momento del ingreso y la
terapia administrada durante la estancia en el hospital se detallan en la Tabla 1.

Las caracteristicas de los 72 pacientes sobre los que se analiz6 la persistencia de sintomas
de mayor intensidad de forma mantenida tanto al sexto como duodécimo mes se detallan
en la Tabla 2.

Definimos persistencia de sintomas de mayor intensidad como presentar algin sintoma

del CSC por encima del tercer cuartil de puntuaciones.
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6.2 Resultados clinicos y bioldgicos

Durante los primeros seis meses de seguimiento, 30 pacientes (20.6%) fueron
reingresados (Tabla 3). Los motivos mas frecuentes de reingreso hospitalario fueron las
exacerbaciones de enfermedades subyacentes (23 eventos en 13 pacientes, 8,9%), las
infecciones bacterianas (12 en 5 pacientes, 3,4%), las complicaciones trombo-
hemorragicas (9 en 9 pacientes, 6,1%) y la persistencia de sintomas residuales
relacionados con la COVID-19 (8 en 6 pacientes, 4,1%).

Ocho (5,5%) pacientes fallecieron durante los primeros 6 meses y 3 durante los siguientes
6 meses. La informacion detallada de las causas de las muertes intrahospitalarias y tras el
alta se muestran en la Tabla 3.

En la visita a los dos y seis meses, se observaron sintomas persistentes de mayor
intensidad en un 26% y 24% de los pacientes, respectivamente, ocurriendo sintomas
generales, gastrointestinales y respiratorios de intensidad moderada-severa en el 9,6 %,
7.4 %y 2,9 % de los pacientes a los dos meses, y en el 7,8 %, 4,3 % y 1,0 % de los
pacientes a los 6 meses. En la Figura 2a se puede observar la evolucion del grado de
intensidad de los sintomas en los diferentes periodos (al ingreso, a los 2 y 6 meses) y en
la Figura 2b, la intensidad de los sintomas a los 12 meses.

Los sintomas mas frecuentes a los 2 y 6 meses fueron fatiga (12.5% y 10.3%,
respectivamente), mialgias (7.6% y 6.9%) y disnea (6.7% y 4.3%).

Del total de 72 pacientes que cumplimentaron el CSC a los 6 y 12 meses, 14 (19.4%)
persistieron con sintomas de mayor intensidad en ambas visitas, siendo los sintomas mas
frecuentes astenia (15.3%), mialgias, falta de concentraciéon y pérdida de memoria
(13.9%), insomnio (12.5%) y cefalea (11.1%). Un 18.1% de los pacientes presentaron
dos o mas sintomas de mayor intensidad durante todo el periodo de seguimiento. La
informacion detallada de la sintomatologia persistente a largo plazo se muestran en la

Tabla 4.

En los primeros 6 meses, los biomarcadores inflamatorios séricos (ferritina, [L-6, dimero
D y PCR) mostraron una disminucion inicial durante el seguimiento, seguido de una
estabilizacion posterior. La disminucion inicial mas marcada se observo en la PCR.

Los cambios temporales en los niveles de los biomarcadores durante los primeros 9 meses

se muestran en la Figura 3ab.
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6.3 Resultados viroldgicos

La deteccion de ARN del SARS-CoV-2 se mantuvo durante una mediana (Q1-Q3) de 13
dias (2,2-33,8) (Tabla 1), lo que resulté en una proporcidon de pacientes que tuvieron un
resultado negativo de la PCR en visitas de seguimiento a los 2 y 6 meses del 88% y 97%,

respectivamente.

La proporcion de pacientes que mantuvieron resultados positivos en la PCR de SARS-
CoV-2 fue de 40/146 (27%; mediana [Q1-Q3] del Ct = 34 [31-37]), 15/127 (11,8%;
mediana del Ct = 38 [37,25-39]) y 4/134 (3,0% ; mediana del Ct = 36 [36-36]) en las
visitas del mes 1, 2 y 6, respectivamente.

Los resultados de la PCR de SARS-CoV-2 durante el seguimiento se muestran en la

Figura 4.

6.4 Resultados serologicos

La mediana de tiempo (Q1-Q3) desde el inicio de la enfermedad hasta la seropositividad
fue de 12 (8-15) dias. El pico de IgG-S fue signifcativamente mayor en comparacion con
el de IgG-N (mediana de 5,9 frente a 4,1 de absorbancia/punto de corte [S/CO]; p<0,001,
respectivamente) (Tabla 1). La Figura 5 muestra los valores S/CO de IgG-S y IgG-N de
todas las determinaciones de los pacientes del estudio a lo largo de los primeros 9 meses
de seguimiento.

Los titulos de anticuerpos disminuyeron gradualmente y un total de 29 pacientes (28,7
%) seronegativizaron para IgG-N o IgG-S durante los primeros 6 meses de seguimiento:
23 negativizaron solo IgG-N, 2 IgG-S solo y 4 ambas, IgG-N y IgG-S.

La mayoria de los casos de seroreversion mencionados ocurrieron en la visita de los 6
meses (25/29 pacientes [86,2%]).

En el periodo entre 6 y 12 meses, un total de 21 pacientes recibieron la vacuna de SARS-
CoV-2, la mayoria recibieron la vacuna Pfizer y solo la primera dosis (20 pacientes). Un
paciente recibid una dosis de la vacuna Astra-Zeneca. A los 12 meses, excluyendo a los
pacientes vacunados, ocurrid la seroreversion en 62 pacientes (60.7%) para IgG-N y en
22 (21.6%) para IgG-S, observandose titulos detectables de IgG-S a los 12 meses en 80
pacientes (78.4%).
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En los pacientes que mostraron persistencia de sintomas de mayor intensidad se
observaron menores titulos de IgG-S en diferentes momentos durante el seguimiento,
incluida una tendencia a menores titulos a los 12 meses (mediana de 49 frente a 96.3 de
AU/MLI; p=0,06, respectivamente) y una menor frecuencia de anticuerpos neutralizantes
(42.9% vs 79.3%; p=0.007) y mayor de anticuerpos antinucleares al ano (57.1% vs
29.31%; p=0.049).

6.5 Caracterizacion vy predictores de persistencia de sintomas a los 2 meses

A los dos meses del alta, un numero significativo de pacientes (76 [73%]) presentaron
algin sintoma de cualquier intensidad en el CSC, siendo fatiga (54,8%), mialgia (30,8%),
disnea (26,9%) y tos (25%) los mas frecuentes.

Los sintomas de mayor intensidad referidos por los pacientes (por encima del Q3) en los
CSC fueron fatiga (12,5 %), mialgia (7,6 %) y disnea (6,7 %).

En la Tabla 5 se muestran las caracteristicas de los pacientes que presentaron las

puntuaciones mas elevadas en el cuestionario de sintomas COVID a los 2 meses.

En el andlisis univariante, se observo que los pacientes con sintomas persistentes de
mayor intensidad eran con mayor frecuencia fumadores activos (p=0,013), habian
presentado infiltrados pulmonares bilaterales al ingreso (p=0,015), habian tenido niveles
de ferritina al ingreso menores (p=0,002), y una tendencia a niveles de PCR mas bajos
(p =0,055), y habian recibido tocilizumab con menor frecuencia (p=0,013) durante el
episodio agudo de COVID-19. Sin embargo, no se encontraron diferencias entre grupos
en los valores del Ct de la PCR al ingreso (E-gen, 29,1 [26,5-32,8] vs. 29,7 [26,2-34,3];
p=0,909), en el tiempo hasta la negativizacion de la PCR (8 vs. 13 dias; p=0,237), en la
proporcion de pacientes que mantuvieron la PCR positiva en las visitas de 1 mes (19 %
frente a 35 %; p=0,174) y de 2 meses (7,4 % frente a 16,8 %; p=0,375) (Tabla 5), y en
los valores del Ct de la PCR al mes (gen E, 35 [33,0-36,0] frente a 36 [31,5-37,5];
p=0,754) o a los 2 meses (gen E, 38,5 [38,2-38,8] vs 38,0 [37,0-39,0]; p=1.000).

En los pacientes que presentaron sintomas de mayor severidad en el cuestionario a los
dos meses, se observo que mostraban una peor respuesta de anticuerpos contra el SARS-
CoV-2, como refleja el mayor tiempo hasta alcanzar la seroconversion de IgG-S o IgG-

N (mediana de 16 frente a 11 dias; p = 0,012), una pendiente menos pronunciada hasta
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alcanzar los niveles maximos de anticuerpos (+0,4 [0-0,5] vs. +1,0 [0,5-3,2]
cambio en S/CO por dia; p<0,001) y un valor pico de IgG-S mas bajo (4,1 vs. 6,4 S/CO
;p=0.002) (Tabla 5 y Figura 3).
En consecuencia, una menor proporcion de los pacientes con sintomas de mayor
intensidad a los 2 meses, presentd seroconversion para IgG-S e I[gG-N (55,6 % frente a
86,7 %; p = 0,002).
El analisis de la curva ROC mostré que los pacientes con un valor de IgG-S por debajo
de 5,4 S/CO al primer mes tras el alta tenian mas probabilidades de tener sintomas de
mayor intensidad a los 2 meses con un area bajo la curva (ABC) [IC 95 %] de 0,66 [0,54—
0,79]. (Figura 6).

A los 2 meses se observaron dindmicas diferentes en las trayectoria de algunos
biomarcadores inflamatorios entre el grupo de pacientes con sintomas de mayor
intensidad y el resto. En los més sintomaticos, se aprecié una tendencia a niveles mas
bajos de PCR en los momentos iniciales, observando posteriormente una inversion de los
niveles en las visitas al 1 mes y 2 meses en relacion con el resto de pacientes. (Figura 3 y

Tabla 5).

En el analisis de regresion logistica multivariante que incluy6 la edad, el sexo, el indice
de comorbilidad de Charlson, la puntuacion de la escala ordinal de gravedad de la OMS,
los valores méaximos de IgG-S, los resultados de PCR SARS-CoV-2 positiva al mes y el
uso de tocilizumab, se observéd que un pico de IgG-S mas bajo (OR [IC del 95 %] 0,80
[0,66—0,94]) y una mayor severidad en la escala de la OMS (2,57 [1,20-5,86] por cada
punto de aumento) se comportaban como predictores independientes de persistencia de
sintomas de mayor intensidad a los 2 meses. (Figura 7a).

Los analisis de sensibilidad realizados utilizando la mediana de las puntuaciones del CSC
o la presentacion de al menos un sintoma en el CSC para la clasificacion de los pacientes

mostraron tendencias similares (Figura 8ab).
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6.6 Caracterizacion vy predictores de persistencia de sintomas a los 6 meses

Ciento dieciséis personas aceptaron voluntariamente completar el cuestionario de
sintomas en la visita realizada a los 6 meses.

Los sintomas de mayor intensidad (por encima del Q3) referidos por los pacientes en los
CSC del sexto mes fueron fatiga (10,3 %), mialgia (6,9 %), disnea (4,3 %), tos (4,3 %) y

congestion nasal (4,3 %).

En el andlisis univariante los pacientes con sintomas de mayor intensidad a los 6 meses
mostraron niveles menores de PCR al ingreso y una tendencia a un pico mas bajo de IgG-

S (Tabla 6).

En el analisis de regresion logistica multivariante incluyendo las mismas variables que en
la visita de 2 meses, se observo que un pico de IgG-S mas bajo (OR [IC 95%] 0,89 [0,79-
0,99]) y el sexo femenino (2,41 [1,20-4,82]) se comportaron como predictores de
persistencia de sintomas de mayor intensidad en los cuestionarios a los 6 meses (Figura
7b).

Los analisis de sensibilidad realizados utilizando la mediana de las puntuaciones del CSC
o la presentacion de al menos un sintoma en el CSC para la clasificacion de los pacientes

mostraron tendencias similares (Figura 8cd).

6.7 Caracterizacion y predictores de persistencia de sintomas a los 12 meses

A los 12 meses, de los 72 pacientes con informacion clinica de los CSC tanto a los 6 como
a los 12 meses, 14 (19.4%) fueron los que presentaron mayor intensidad de los sintomas
en ambas visitas, siendo astenia (15.3%), mialgias, falta de concentracion y pérdida de
memoria (13.9%), insomnio (12.5%) y cefalea (11.1%) los mas frecuentes.

Un total de 13 pacientes (18.1%) presentaron al menos 2 o mas sintomas al afio del alta
hospitalaria. En la tabla 4 se muestra la informacion detallada de la sintomatologia

persistente tras un afio de seguimiento.

En el analisis univariante, se observo que los pacientes con sintomas persistentes a 12

meses eran con mayor frecuencia mujeres (p=0.04), fumadores activos (p=0.02), habian
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presentado mayor gravedad de la enfermedad inicial en la escala de severidad de
OMS (p=0.02), tenian menores titulos de anticuerpos neutralizantes (p=0.007) y
mostraban una tendencia mayor a ingresar en UCI (p=0.07) y a un menor titulo de IgG
S1/S2 de SARS-CoV-2 (p=0.066) [Tabla 2]
En el analisis multivariante ajustando por sexo e ingreso en UCI (no se pudo incluir en
el mismo modelo la escala de severidad de la OMS debido a multicolinearidad), los
predictores de persistencia de sintomas de mayor intensidad al afio fueron un menor titulo
de IgG S1/S2 de SARS-CoV-2 (HR [IC del 95 %] 0,14 [0,03-0,65]; p=0.012) y menores
titulos de anticuerpos neutralizantes (HR [IC del 95 %] 0,98 [0,97-0,99]; p=0.023), ser
fumador activo (HR [IC del 95 %] 12.02 [1.5-94.5]; p=0.018) y una tendencia a tener
titulos de ANA>1/160 (HR [IC del 95 %] 3.37 [0.8—13.5]; p=0.087).
Tanto el sexo (HR [IC del 95 %] 0,28 [0,1-0,7] p=0.007), como el ingreso en UCI (HR
[IC del 95 %] 5.05 [1.6—15.8]; p=0.005) y la severidad en la escala de la OMS (HR [IC
del 95 %] 2.22 [1.4-3.5]; p=0.001) se mantuvieron significativas en el modelo ajustado
[Figura 9ab y Tabla 2].
No se observo asociacion entre la persistencia de los sintomas y la respuesta inmune

celular a SARS-CoV-2 medida con IGRA (Tabla 2).

La proporcion de pacientes con titulos de anticuerpos antinucleares (ANA) >160 fue
mayor entre los pacientes que presentaron mayor intensidad de los sintomas en ambas
visitas (57.1% vs 29.3%, p=0.04). Las diferencias entre los grupos se mantuvieron,
aunque atenuadas tras el ajuste [HR (95% CI) 3.374 (0.84-13.57), p=0.087] (Tabla 2).

Los patrones de ANA maés frecuentes entre los pacientes con mayor intensidad de los
sintomas fueron nucleolar y homogéneo, encontrandose en 6 (42.9%) y 2(14.3%)

pacientes.

En la Figura 9c-f pueden observarse las trayectorias de las concentraciones plasmaticas
de los biomarcadores (PCR, dimero D, linfocitos y cociente neutréfilos/linfocitos)
durante el seguimiento. Los niveles de PCR y dimero D se mantuvieron mas elevados en
los pacientes con sintomas de mayor intensidad a los 12 meses (p<0.01), mientras que los
linfocitos mostraron valores inferiores tanto al inicio como finalmente en los ltimos
meses del estudio (p<0.01). A los 12 meses las diferencias en los biomarcadores no fueron
estadisticamente significativas, aunque las curvas de PCR y dimero D mostraron

dindmicas diferentes (p<0.01).
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7. DISCUSION

En esta cohorte donde se evaluaron los resultados clinicos, serologicos y virologicos de
los pacientes ingresados en el hospital por COVID-19 durante un periodo de seguimiento
de 12 meses, se observo una alta frecuencia de eventos clinicos tras el alta hospitalaria.
La mayoria de estos eventos estuvieron relacionados con las comorbilidades subyacentes
de los pacientes, las infecciones bacterianas secundarias y las complicaciones asociadas
a la COVID-19, incluidos los eventos trombo-hemorragicos. Un 26% de los pacientes
mostraron sintomas persistentes de mayor intensidad a los 2 meses y un 24% a los 6
meses. Durante el afio de seguimiento, 14 (19.4%) pacientes de los 72 con datos
disponibles a 6 y 12 meses mostraron persistencia mantenida de sintomas de mayor

intensidad.

La persistencia de sintomas se asocié con un perfil seroldgico, inflamatorio y clinico
distinto, que diferia segun el periodo de seguimiento y la duracioén de los sintomas. Los
pacientes que presentaron sintomas persistentes de mayor intensidad tanto a medio como
a largo plazo, mostraron una respuesta de anticuerpos inicial y a largo plazo mas débil y
unos niveles mayores de inflamacion residual durante los meses de seguimiento, con una
tendencia a atenuarse al afio. Los sintomas persistentes a medio plazo (2 meses) se
asociaron con mayores niveles de inflamacion en los meses 1 y 2 tras el alta, con un menor
titulo de IgG-S, con una mayor severidad de la enfermedad inicial seglin la escala de la
OMS y tendieron a ocurrir mas en las mujeres. El sexo femenino se mostr6é ademas como
predictor de la persistencia de sintomas a 6 y 12 meses, al igual que unos menores titulos
de anticuerpos IgG S1/S2 de SARS-CoV-2 y de anticuerpos neutralizantes y una
tendencia mayor a tener titulos de ANA > 1/160 (tanto en el andlisis crudo como tras

ajustar por sexo e ingreso en UCl/escala de severidad de la OMS).

Desde la perspectiva viroldgica, tras observar una mediana de duracion de excrecion viral
de alrededor de 2 semanas, se encontrd que un 12% de los pacientes mantenian la PCR a
los 2 meses positiva, lo que sugiere replicacion viral persistente. A los 6 meses, sin

embargo, solo cuatro pacientes (3%) mantuvieron la PCR positiva.

79



A nivel seroldgico, los anticuerpos IgG-S fueron los que alcanzaron los titulos mas
elevados, observando posteriormente una disminucion gradual tanto de IgG-S como de
IgG-N. Se observo seroreversion de IgG-N en més de una cuarta parte de los pacientes a
los 6 meses del alta y en un 60% a los 12 meses, pero esto fue poco frecuente con los
anticuerpos IgG-S (6 % a los 6 meses y 21.6% a los 12), los cuales son potencialmente
neutralizantes, lo que reforzaria la presencia de una respuesta de anticuerpos duradera en
pacientes con COVID grave que requieren hospitalizacion, en contraste a la rapida
disminucién de anticuerpos reportada en pacientes con COVID leve [109,181,182]. De
hecho, la gravedad de la enfermedad se ha asociado con la magnitud y la duracion de la

respuesta de anticuerpos [183].

En la actualidad, la patogenia y la duracion de este sindrome multisistémico siguen sin
conocerse en profundidad. Los datos sobre COVID persistente con un seguimiento tan
prolongado son escasos [184]. Nuestros datos sugieren una participacion de la respuesta
de anticuerpos en el desarrollo de la COVID persistente. En este estudio, la persistencia
de sintomas de mayor intensidad tanto a medio (2 meses) como a largo plazo (6 meses y
12 meses) se asocid con unos titulos mas bajos de IgG-S y con un menor nivel de
anticuerpos neutralizantes a los 12 meses. En pacientes con sintomas a medio plazo (2
meses) se observod adicionalmente una respuesta retardada de anticuerpos, esta ultima
también demostrando ser un predictor de la persistencia de sintomas severos en el analisis

multivariante.

Algunos estudios experimentales han demostrado que, ademds de la respuesta de las
células T, la IgG y los anticuerpos neutralizantes son cruciales para controlar las
infecciones virales [186,187]. Ademas de la actividad antimicrobiana, los anticuerpos
contribuyen a modular la respuesta inflamatoria a través del receptor Fc-gamma, los
receptores toll-like y la activacion del complemento, todos ellos induciendo la secrecion
o represion de diversos mediadores proinflamatorios y antiinflamatorios [188-191]. La
infeccion aguda severa por SARS-CoV-2 se ha asociado con una destruccion de los
centros germinales en los ganglios linfaticos y con una reduccidon considerable de las
células B que expresan Bcl-6, lo que conlleva una disregulacion de la inmunidad humoral
especifica frente a SARS-CoV-2 y podria contribuir a la persistencia de inflamacion
sistétmica [192]. Los pacientes que desarrollaron sintomas persistentes de mayor

intensidad en nuestro estudio tuvieron una COVID mas grave y podrian haber tenido un
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efecto lesivo de mayor intensidad y/o duracion sobre los centros germinales, lo que
podria implicar una peor recuperacion de la inmunidad protectora contra el SARS-CoV-
2.
La COVID se ha asociado con reducciones de las concentraciones de la subclase de
inmunoglobulina IgG3, tanto durante la fase de infeccion aguda como a los 6 meses [193].
La IgG3, junto con la IgGl, constituyen las respuestas de anticuerpos predominantes
contra varias enfermedades virales, incluido el SARS-CoV-2 [194]. Ademas, en pacientes
con COVID persistente de 3 meses se ha descrito una disfuncion de neutrofilos que tendia
a interferir con la produccion de anticuerpos neutralizantes anti-SARS-CoV-2-S1 [195].
Una respuesta inmunitaria humoral deteriorada, particularmente cuando involucra los
anticuerpos neutralizantes protectores, podria favorecer la infeccion persistente por
SARS-CoV-2 o el reservorio antigénico [196], asi como la estimulacion inmunitaria, la
inflamaciéon mantenida y la autorreactividad [188], que pueden contribuir a Ia
perpetuacion de los sintomas. En consecuencia, una respuesta humoral deficitaria podria
estar relacionada con la mayor frecuencia de niveles positivos de anticuerpos
antinucleares (ANA) en nuestros pacientes con COVID persistente tras 1 afio.
Se han detectado ANA positivos en hasta el 50 % de los pacientes con infeccién aguda
por SARS-CoV-2 [77,81] pero, por el contrario, los datos a largo plazo son limitados y
contradictorios [197,198]. En nuestro estudio se observd una elevada proporcion de
pacientes con ANA a titulos altos (>160) en los pacientes persistentemente sintomaticos,
mayor que en el resto de pacientes (57.1% vs 29.3%, p=0.04), destacando por encima del
resto el patron antinucleolar, el cual estd implicado en la patogenia de la esclerosis
sistémica donde la afectacion pulmonar intersticial y restrictiva recuerda a la que
presentan algunos pacientes con COVID persistente. Nuestros resultados estan en linea
con los hallazgos de SeeBle et al, quienes describieron una mayor proporcion de ANA
positivos 12 meses después del diagndstico de COVID-19, particularmente en asociacion

con sintomas neurocognitivos [197].

En nuestra cohorte no encontramos que existiera una asociacion entre la persistencia de
los sintomas y la respuesta celular de los linfocitos T medida mediante liberacién de
interferon-y a los 12 meses. En otros estudios se ha observado que los niveles de células
T CD8+ citotoxicas aumentan y se activan en pacientes con COVID persistente hasta 8
meses después de la infeccion aguda [199, 200], y la activacion de estas células T CD8+

se ha asociado con autoinmunidad [201, 202] y con mayor capacidad para producir
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mediadores inflamatorios [203]. Nuestros resultados si sugieren una inflamacion crénica
mantenida durante un afio en pacientes con COVID persistente, siendo el periodo mas

largo descrito hasta ahora [199,51].

Tanto los efectos antivirales como los inmunomoduladores de los anticuerpos frente a
SARS-CoV-2 podrian haber estado involucrados en la mejor recuperacion clinica de los
pacientes que presentaron niveles altos de anticuerpos en nuestra cohorte. Los efectos
protectores de las inmunoglobulinas son en realidad la base para el uso de plasma de
convaleciente [204, 205] y de los anticuerpos monoclonales neutralizantes contra la
proteina spike del SARS-CoV-2 [206] para tratar pacientes en la fase aguda de la COVID-
19.

Potencialmente, los anticuerpos monoclonales o los refuerzos (“booster”) de la respuesta
de anticuerpos con la vacunacion podrian ser una estrategia para prevenir la COVID
persistente en pacientes con titulos bajos de anticuerpos. Esta hipotesis precisa atin mas

investigacion.

La COVID persistente se asocio en nuestro estudio con caracteristicas diferenciales en la
respuesta inmune innatay adaptativa, que consisten en una respuesta inflamatoria inicial
en la fase aguda mas débil, como lo demuestran los niveles basales mas bajos de PCR y
ferritina. Estos hallazgos son coherentes con la menor respuesta de anticuerpos observada
en este grupo de pacientes y respaldan la correlacion descrita entre los niveles de
anticuerpos 'y los biomarcadores de inflamacion [207]. Una respuesta
inmunitaria/inflamatoria menos intensa puede provocar un control deficiente o
incompleto de la replicacion viral y, finalmente, mayores secuelas y sintomas a largo
plazo. Por otro lado, las potentes respuestas inmunitarias innatas y adaptativas durante la
infeccion aguda podrian conducir potencialmente a un control mas eficaz de la
enfermedad y una menor inflamacion residual e incidencia de secuelas posteriores.
Curiosamente, los pacientes con sintomas duraderos de mayor intensidad mostraron una
inflamacion residual persistente a largo plazo, con una tendencia a atenuarse. En otros
sindromes postinfecciosos relacionados con los virus Chikungunya o Epstein-Barr, o en
la encefalomielitis mialgica se han descrito también marcadores elevados de inflamacion

y autoinmunidad [65-67].
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Ademas de la respuesta inmune, también se han observado factores demograficos
y clinicos que actuarian como predictores de la COVID persistente.
Los sintomas persistentes a largo plazo (6 meses y 12 meses) se asociaron con el sexo
femenino, un hallazgo también respaldado por otros estudios [184, 208].
Una mayor gravedad de la enfermedad inicial demostrd ser un predictor de sintomas
persistentes a medio y largo plazo. Se esperaria que la enfermedad grave y la respuesta
hiperinflamatoria que ocurre en la fase tardia indujeran una mayor lesion de 6rganos, lo
que podria estar asociado con una mayor incidencia de secuelas, una hipotesis respaldada
por la mayor prevalencia de sintomas persistentes encontrados en pacientes con COVID-
19 ingresados en la UCI [109, 172]. Aunque también se ha descrito COVID persistente
en pacientes con formas leves de COVID en la fase aguda, en los pacientes criticos se
han observado con mayor frecuencia dafios estructurales subyacentes que contribuyen a
explicar los sintomas [209], y hasta el 80% de ellos desarrollan deterioro fisico, cognitivo
o de salud mental que persisten mas alla del alta hospitalaria [210].
En nuestro analisis a los 12 meses, si se observé que la gravedad de la enfermedad fue un
predictor de sintomas de mayor intensidad mantenidos a largo plazo, en linea con los

resultados de Huang et al. [109].

Nuestro estudio incluye datos a muy largo plazo sobre COVID persistente, sobre la que
actualmente existe todavia escasa informacion. La principal innovacién de nuestra
investigacion ha sido el hallazgo de la importancia de la respuesta de anticuerpos en la
patogenia de la COVID persistente, y la asociacion de la misma con una respuesta mas
débil de anticuerpos contra el SARS-CoV-2 en los pacientes en los que persistian los
sintomas de mayor intensidad, tanto en titulo como en capacidad neutralizante. La
implicacion de la respuesta inmune humoral como potencial mecanismo etiopatogénico
de persistencia de sintomas supone una novedad, hasta donde sabemos previamente no
publicada en la COVID persistente. Otro dato sobre el que existe poca informacion es la
prevalencia de titulos positivos de ANA en pacientes con persistencia de sintomas a muy
largo plazo. En nuestro estudio se observo una elevada proporcion de pacientes con titulos
de anticuerpos antinucleares positivos (=160) en este grupo de pacientes persistentemente

sintomadticos, siendo mayor que en el resto de pacientes (57.1% vs 29.3%, p=0.04).
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El tamafo de la muestra es una limitacion del estudio. Dado que la COVID persistente es
un sindrome heterogéneo, las asociaciones encontradas pueden diferir segin la naturaleza
de los sintomas analizados. Otra posible limitacién es que para analizar la COVID
persistente no existe una definicion operativa de caso “COVID persistente”. Nosotros nos
centramos en los pacientes que notificaron puntuaciones mas elevadas en los
cuestionarios clinicos, para identificar aquellos sintomas que tenian mas probabilidades
de ser significativos para los pacientes y evitar la sobrerrepresentacion de los casos de
COVID persistente. Por lo tanto, aquellos pacientes con sintomas mas leves no estarian
representados. Sin embargo, para minimizar esta limitacion, realizamos analisis de
sensibilidad que incluyeron pacientes con cualquier sintoma, o aquellos con una
puntuacién por encima de la mediana, los cuales mostraron resultados similares a los que
analizamos en este estudio (mayores del tercer cuartil de puntuaciones del CSC). Para
algunas de las figuras, las lineas de interpolacion en ciertos intervalos se desarrollaron
con un nimero relativamente bajo de datos. Las principales fortalezas de nuestro estudio
son su disefio longitudinal con una incorporacion de pacientes de forma consecutiva, que
proporciona datos longitudinales a largo plazo de una cohorte de pacientes tras ingreso
por COVID-19 con un seguimiento estrecho y exhaustivo, y con una caracterizacion

integral de las respuestas inmunitarias a los 12 meses.

En conclusion, los pacientes con sintomas persistentes de mayor intensidad de 1 afio de
duracion exhiben un fenotipo inmunologico diferencial que incluye niveles reducidos de
anticuerpos neutralizantes y anti-proteina S de SARS-CoV-2, mayores niveles de
autoinmunidad y una inflamacion cronica de bajo grado que tiende a atenuarse. Aunque
estos hallazgos atin no se han confirmado en cohortes de mayor tamafio, pueden contribuir

a profundizar en la patogénesis de la COVID persistente.
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8. CONCLUSIONES

Una proporcion apreciable de los pacientes ingresados por COVID-19 presenta
sintomas persistentes a los dos y seis meses del alta (principalmente respiratorios

y generales) y en menor medida al afio (generales y neuropsiquiatricos).

El sexo femenino y una mayor severidad inicial de la COVID-19 se relacionan

con la persistencia de sintomas de mayor intensidad.

Los pacientes con sintomas persistentes de mayor intensidad muestran niveles
mayores de biomarcadores inflamatorios (dimero D y PCR) durante los primeros
12 meses tras la infeccion, aunque las diferencias tienden a atenuarse con el paso

del tiempo.

Aunque en la mayoria de los pacientes la deteccion del virus en el tracto
respiratorio superior se negativiza en las primeras dos semanas, a los dos meses
aln se detecta el genoma virico por PCR en una minoria de los pacientes. No se
ha observado asociacion entre la persistencia viral y la permanencia de sintomas

de mayor intensidad.

La persistencia de sintomas de mayor intensidad se asocia con menores titulos de
anticuerpos anti-proteina S en diferentes momentos del seguimiento y con una
menor probabilidad de presentar anticuerpos neutralizantes frente al SARS-CoV-

2 y una mayor frecuencia de anticuerpos antinucleares al afio.
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ABSTRACT

Background: The relationship of host immune response and viral replication with health
outcomes in patients with COVID-19 remains to be defined. We aimed to characterize
the medium and long-term clinical, virological, and serological outcomes after

hospitalization for COVID-19, and to identify predictors of long-COVID.

Methods: Prospective, longitudinal study conducted in COVID-19 patients confirmed by
RT-PCR. Serial blood and nasopharyngeal samples (NPS) were obtained for measuring
SARS-CoV-2 RNA and S-IgG/N-IgG antibodies during hospital stay, and at 1, 2 and 6
months post-discharge. Genome sequencing was performed where appropriate. Patients
filled out a COVID19-symptom-questionnaire (CSQ) at 2-month and 6-month visits, and

those with highest scores were characterized.

Results: Of 146 patients (60% male, median age 64 years) followed-up, 20.6% required
hospital readmission and 5.5% died. At 2-months and 6-months, 9.6% and 7.8% patients,
respectively, reported moderate/severe persistent symptoms. SARS-CoV-2 RT-PCR was
positive in NPS in 11.8% (median Ct=38) and 3% (median Ct=36) patients at 2-months
and 6-months, respectively, but no reinfections were demonstrated. Antibody titers
gradually waned, with seroreversion occurring at 6 months in 27 (27.6%) patients for N-
IgG and in 6 (6%) for S-IgG. Adjusted 2-month predictors of the highest CSQ scores (OR
[95%CI]) were lower peak S-IgG (0.80 [0.66-0.94]) and higher WHO-severity-score
(2.57 [1.20-5.86]); 6-month predictors were lower peak S-IgG (0.89 [0.79-0.99]) and
female sex (2.41 [1.20-4.82]); no association was found with prolonged viral RNA
shedding.

Conclusions: Long-COVID is associated with weak anti-SARS-CoV-2 antibody

response, severity of illness and female gender. Late clinical events and persistent
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symptoms in the medium and long term occur in a significant proportion of patients
hospitalized for COVID-19.

Keywords: SARS-CoV-2, COVID-19, long COVID, antibody response, viral shedding.

119



INTRODUCTION

One year after the COVID-19 outbreak was first described [1], several questions about
the disease remain to be answered. In contrast to the initial phases [2], long-term data
following SARS-CoV-2 infection are limited. Dynamics of SARS-CoV-2 in the long-
term, including the persistence of viral shedding, the incidence of late viral rebounds or
reinfections, and their relationship with the clinical evolution of patients have not been
defined. From the immunological perspective, another relevant question refers to the
durability of the antibody response, and the impact of the intensity and duration of
response on patients’ outcomes. In a significant proportion of patients, symptoms persist
after hospital discharge for more than 2 months, which has been defined as long-COVID
[3-5]. In addition to a more comprehensive characterization of the syndrome, the
pathogenic mechanisms involved, including the role of viral shedding and the antibody
kinetics, need to be determined. Acute respiratory distress induced by SARS-CoV-2 has
been associated with persistent inflammation and pro-coagulation [6], which might
potentially contribute to incomplete recovery, but the kinetics of inflammation and

coagulation biomarkers after prolonged follow-up have not been disclosed.

We have longitudinally followed a cohort of patients hospitalized with COVID-19 who
have been thoroughly investigated over a 6-month period after discharge. Our objective
was to characterize the medium and long-term clinical, virological, and immunological

outcomes, and to identify evolutionary trajectories and predictors of long-COVID.
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METHODS

Study design, patients and study procedures

This prospective, longitudinal study was carried out at Hospital General Universitario de
Elche, Spain. All patients admitted for COVID-19 between March 10" and June 30",
2020, were included in the analysis and were followed-up until 31* December, 2020, the
administrative censoring date of the study dataset. Cases included in the study were
microbiologically confirmed through real-time polymerase chain reaction (RT-PCR)

from nasopharyngeal swab samples in most cases and from fecal samples in 8.

Hospitalized COVID-19 patients were managed according to a predefined local protocol
that included the diagnostic and therapeutic procedures during hospital stay [7]. This
protocol consisted on the standardized collection of clinical variables and serial blood and
nasopharyngeal sampling, obtained at different time-points during hospital stay for

biochemical and sero-virological measurements.

Once discharged, patients’ follow-up was centralized at the Infectious Diseases Unit
Outpatients’ clinic. Like other authors [8] we have focused on two periods of the post-
acute COVID-19 timeline, the ongoing symptomatic COVID-19, which includes
symptoms and abnormalities present from 4—12 weeks beyond acute COVID-19, and the
post-COVID-19 syndrome, which includes symptoms and abnormalities persisting or
present beyond 12 weeks of the onset of acute COVID-19. Accordingly, face-to-face
visits were scheduled in the ongoing symptomatic COVID-19 period (one and two
months visits, herein also “mid-term”) and in the post-COVID-19 period (six-month

visits, herein also “long-term”) after discharge. On each visit, blood and nasopharyngeal
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samples were obtained for biochemical and sero-virological measurements (Figure S-1).
Phone and face-to-face visits not foreseen in the protocol were also appointed at the

patients’ request.

At 2-month and 6-month visits, patients were offered to fill out a self-administered, self-
rated COVID-19 symptom questionnaire (CSQ, Annex 1) in which they had to grade 11
items using a 10-point increasing intensity scale (O=absence of the symptom and 10=the
maximum perceived intensity of the symptom). To characterize the persistence of
symptoms, and as a test for robustness, we defined three different categories of the CSQ
score: a score of at least one point (any symptom-CSQ); a score equal or more than the
median (median-CSQ); a score above the third quartile (highest CSQ score) in any of the
CSQ items. Scores were also classified into mild (1-4 points), moderate (5-7 points) and

severe (8-10 points) categories.

In patients who missed scheduled appointments, an attempt was made to contact them by
phone and their electronic medical records were carefully scrutinized to ensure the vital
status of the patients. Hospital readmissions occurring during the 6-month follow up

period were reviewed and recorded in the dataset.

SARS-CoV-2 RNA and antibody measurements.

RT-PCR analysis for SARS-CoV-2 was performed by means of a commercially available

kit (AllplexTM 2019-nCoV Assay, Seegene, Seoul, Korea) which targeted the E, RdRP,
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and N genes. Suspected SARS-CoV-2 reinfection was defined according to the CDC
criteria [9]. Briefly, subjects with detected SARS-CoV-2 RNA more than 90 days after
the first detection of SARS-CoV-2 RNA, whether or not symptoms were present, and if
detected by RT-PCR, only considering if Ct value was less than 33 or if Ct value was
unavailable. Genome sequencing of SARS-CoV-2 was performed on NPS samples
following ARTIC amplicon sequencing protocol for Minlon version V3 (see
Supplementary material for full description). IgG antibody plasma levels against the
SARS-CoV-2 internal nucleocapsid (N) protein (N-IgG) (Anti-SARS-CoV-2-NCP IgG
ELISA, Euroimmun, Lubeck, Germany) and surface S1 domain of the spike protein (S-
IgG) (Anti-SARS-CoV-2 IgG ELISA, Euroimmun, Lubeck, Germany) were measured
using commercial semi-quantitative EIA kits in an automated instrument (Dynex DS2®

ELISA system). More procedures details can be found elsewhere [7].

Statistical analyses

Continuous variables are expressed as median + 25th and 75th percentiles (Q1, Q3), and
categorical variables as percentages. Wilcoxon or Student's t-test were used to compare
continuous variables, and the chi-square or Fisher's exact test for categorical variables
comparison among patients with and without persistent symptoms. To compare the
curves of viral load, antibody levels and biomarkers between groups, generalized additive
mixed models were used. Interpolations in the graphs were carried out with cubic splines.
Covariates with a p-value <0.05 in the crude comparison between groups and clinical
relevant variables were included in multivariate analyses. Binomial logistic regression
models were used to identify predictors of persistence of symptoms at 2 and 6 months. A

receiver operating characteristic (ROC) curve analysis was performed to find the most
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discriminative serum level of anti-SARS-CoV-2 antibodies predicting persistence of
symptoms. Statistical analysis was performed using R-project version 3.6.2.

RESULTS

Patient’s characteristics

A total of 162 patients were hospitalized with SARS-CoV-2 infection, 23 (14%) were
admitted to the ICU and 12 (7.4%) died during hospital stay. After hospital discharge, 4
patients were lost to follow-up. Flow chart of patients is shown in Figure S-2. One

hundred and four and 116 patients completed the SCQ at 2 and 6 months, respectively.

Baseline characteristics of the 146 included patients are shown in Table S-1. Median age
was 64 years, 88 (60.3%) were male, and 72.6% had coexisting comorbid diseases.
Clinical status on admission and therapy administered during hospital stay are detailed in

Table S-1.

Clinical and biological outcomes

During follow-up 30 patients (20%) were readmitted to hospital (Table S-2). The most
frequent reasons for hospital readmission were underlying disease exacerbation (23
events in 13 patients, 8.9%), bacterial infection (12 in 5 patients, 3.4%),
thrombohemorrhagic events (9 in 9, 6.1%), and persistent COVID-19 symptoms (8 in 6,
4.1%) patients. Eight (5.5%) patients died. Detailed information of causes of in-hospital

and after-discharge deaths are shown in Table S-2.

Persistent symptoms of moderate or severe intensity at the 2-month visit were observed

in 9.6%, 7.4% and 2.9% patients for general, gastrointestinal and respiratory symptoms,
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respectively, and in 7.8%, 4.3% and 1.0% patients, respectively, at the 6-month visit

(Figure 1).

Serum inflammatory biomarkers showed an initially steep and later flatter substantial
decrease during follow-up, followed by stabilization or non-significant ulterior increase.
The most prominent initial decrease was observed with C-reactive protein (CRP).
Temporal changes in the levels of several biomarkers throughout the study period are

shown in Figure 1.

Virological outcomes

SARS-CoV-2 RNA shedding lasted a median of 13 (2.2-33.8) days in those with the last
RT-PCR test negative (Table S-1), resulting in a proportion of patients who tested
negative at 2-month and 6-month follow-up visits of 88% and 97%, respectively. Viral
RNA shedding of low intensity was detected in some patients in subsequent
nasopharyngeal tests beyond the acute phase of the disease. Thus, 40/146 (27%; median
[Q1-Q3] Ct=34 [31-37]), 15/127 (11.8%; median Ct=38 [37.25-39]) and 4/134 (3.0%;
median Ct=36 [36-36]) individuals tested positive at month 1, 2 and 6 visits, respectively.
SARS-CoV-2 RT-PCR results during follow-up are displayed in Figure 2a. ~ Although
none of the four patients with positive SARS-CoV-2 RNA at month 6 met the criteria for
reinfection [9], sequencing could be performed in three of them for whom paired stored
samples were available. Patients’ age ranged from 44 to 73 years, two were men and two
had subjacent comorbidities (breast cancer in remission in one patient and epilepsy and
mental retardation in another). Two patients received immunomodulatory therapy (high-
dose corticosteroids or interferon-fB-1b) during COVID-19 hospital admission. The same

clade 20B (lineage B.1.1) was present in all cases (see Figure S-3 for phylogenetic
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assignment of the samples and current notable variants). In two patients, the clade showed
the same hallmark single nucleotide variants (individuals #88 and #95, Table S-3), and in
the third patient, two new mutations were detected in the most recent sample (a K374R
substitution in the N gene and an A222V substitution in the S gene), probably developed

due to persistent infection.

Serological outcomes

Median [Q1-Q3] time from illness onset to seropositivity was 12 (8-15) days. Peak S-1gG
was significantly higher compared to N-IgG (median 5.9 vs 4.1 absorbance/cut-off
[S/CO]; p<0.001, respectively) (Table S-1). Figure 2b shows S-IgG and N-IgG S/CO

values of all determinations of the study patients over time.

Antibody titers gradually waned, and 29 (28.7%) patients became seronegative for either
N-IgG or S-IgG during follow-up: 23 for N-IgG alone, 2 for S-IgG alone, and 4 for both
N-IgG and S-IgG. The majority of cases of seroreversion were observed at the 6-month

visit (25/29 [86.2%] patients).

Characterization and predictors of short-term persistence of symptoms.

A significant number (76 [73%]) of patients scored any symptom-CSQ, being fatigue
(54.8%), myalgia (30.8%), dyspnoea (26.9%) and cough (25%) the most frequent. The
most frequent symptoms reported by patients with the highest CSQ scores were fatigue

(12.5%), myalgia (7.6%) and dyspnoea (6.7%).
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Table 1 shows the characteristics of the patients with the highest CSQ scores at 2 months.
In the univariate analysis, they were more frequently active smokers (p=0.013), had more
frequently bilateral lung infiltrates (p=0.015), exhibited at hospital admission lower
baseline ferritin levels (p=0.002), a trend to lower CRP (p=0.055) and had received less

frequently tocilizumab (p=0.013) during the acute episode of COVID-19.

No differences were found between groups in the Ct values on admission (E-gene, 29.1
[26.5-32.8] vs 29.7 [26.2-34.3]; p=0.909), time to first negative RT-PCR results (8 vs 13
days; P=0.237), the proportion of individuals who tested positive beyond 1-month (19%
vs 35%; p=0.174) and 2-month (7.4% vs 16.8%; p=0.375) visits (Table 1), and in the Ct
values at 1-month (E-gene, 35 [33.0-36.0] vs 36 [31.5-37.5]; p=0.754) or 2-month (E-

gene, 38.5 [38.2-38.8] vs 38.0 [37.0-39.0]; p=1.000) visits.

There was a weaker antibody response against SARS-CoV-2 in the highest CSQ scores
group, consisting of a longer time to either S-IgG or N-IgG seroconversion from illness
onset (median 16 vs 11 days; p=0.012), a flatter slope (+0.4 [0-0.5] vs +1.0 [0.5-3.2]
change in S/CO per day; p<0.001) until reaching peak levels, and lower peak S-IgG value
(4.1 vs 6.4 S/CO; p=0.002) (Table 1 and Figure 3). Accordingly, fewer patients within
the highest CSQ scores showed seroconversion at 2 months for S-IgG and for N-IgG

(55.6% vs 86.7%; p=0.002).

Receiver operating characteristic (ROC) curve analysis showed that a SARS-CoV-2 S-
IgG value below 5.4 S/CO at 1-month post-discharge predicted the highest CSQ scores

at 2 months with an AUC [CI 95%] of 0.66 [0.54-0.79] (Figure S-4).
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A differential profile in the dynamics of CRP levels was observed according to group,
with a trend to lower levels at baseline in individuals with highest CSQ scores, and
subsequent inversion in the trend at 1-month and 2-month visits (Figure 3 and Table 1).
Baseline ferritin levels were higher in the group with highest CSQ scores. No differences

were found in other inflammatory biomarkers among groups.

In the multivariate logistic regression analysis including age, sex, Charlson comorbidity
index, WHO severity ordinal scale score, peak S-IgG values, testing positive for SARS-
CoV-2 RT-PCR at 1-month visit and tocilizumab use, we found that a lower peak in
SARS-CoV-2 S-IgG value (OR [95% CI] 0.80 [0.66-0.94]), and a higher WHO severity
scale score (2.57 [1.20-5.86] per point increase) were independent predictors of the
highest CSQ scores at 2-months after discharge (Figure 4a). Sensitivity analyses with the
outcomes median-CSQ score or any symptom-CSQ showed similar trends (Figure S-5 a-

b).

Characterization and predictors of long-term persistence of symptoms.

One hundred and sixteen individuals, including 85 who also had completed the survey at
two months, voluntarily agreed to fill out the CSQ at the 6-month visit. The most frequent
symptoms reported by patients with the highest CSQ scores were fatigue (10.3%),

myalgia (6.9%), dyspnoea (4.3%), cough (4.3%) and nasal congestion (4.3%).

Patients with the highest CSQ scores showed lower CRP levels on admission and a trend

to lower peak S-IgG value (Table 1).
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In the multivariate logistic regression analysis including the same variables as in 2-month
visit, a lower peak in SARS-CoV-2 S-IgG (OR [95% CI] 0.89 [0.79-0.99]) and female
sex (2.41 [1.20-4.82] were predictors of the highest CSQ scores at the 6-month visit
(Figure 4b). Sensitivity analyses with median-CSQ score and any symptom-CSQ showed
similar trends (Figure S-5 c-d).

DISCUSSION

In this closely followed-up cohort evaluating the clinical, serological and virological
outcomes of patients admitted to hospital for COVID-19 during a 6-month period, we
observed a high frequency of clinical events following hospital discharge. Most of these
events were related to patients’ underlying comorbidities, secondary bacterial infections
and recurrence or complications associated with COVID-19, including
thrombohemorrhagic events. A proportion of patients reported persistent symptoms in the
medium (2-month) and half of them in the long-term (6-month). Chronic persistence of
symptoms was associated with a distinct ~ serological, inflammatory and clinical profile,
which differed according to duration of symptoms. Patients with the highest CSQ scores
both in the mid-term and long-term exhibited a weaker initial antibody response and
lower inflammation during the acute phase of the disease. Lasting symptoms in the mid-
term were associated with persistent inflammation at months 1 and 2 after discharge and

higher WHO severity score. Female sex predicted long-term complaints.

Patients included in this longitudinal study were comprehensively monitored. From the
virological perspective, after a median duration of viral shedding of around two weeks,
we found evidence of prolonged viral replication, as shown by persistent RT-PCR test
positivity (or re-positivity) two months after discharge in 12% of the patients, but only

four cases had a RT-PCR positive in the very late phases of follow-up. Interestingly, most
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patients with late RT-PCR positivity had high Ct values, and none of them fulfilled the
CDC criteria for potential reinfection [9]. Moreover, genotypic sequencing confirmed the
same clade in all analyzed samples, suggesting that they represented persistent

infection/reactivation.

S-IgG antibodies reached higher titers, followed by a gradual decline of both S-IgG and
N-IgG. Seroreversion was observed for N-IgG titers in more than one fourth of patients
at 6 months after discharge, but it was infrequent with the potentially neutralizing S-IgG
antibodies, which implies a durable antibody response in patients with severe COVID
requiring hospitalization, in contrast to the rapid waning of antibodies reported in patients
with mild COVID [10-12]. Severity of disease has actually been associated with the

magnitude and duration of the antibody response [13].

While long-COVID is increasingly being described after acute infection, the pathogenesis
and duration of this multifaceted syndrome remain unknown. Data about long-COVID
with such a lengthy follow-up are very scarce [14]. Our data suggest an involvement of
the antibody response in the occurrence of long-COVID. The highest CSQ scores in the
medium and long term were associated with a lower peak of S-IgG, and in patients with
mid-term symptoms a delayed antibody response was additionally observed, the latter
also showing to be a predictor of the highest CSQ scores in multivariate analysis (data
not shown). Experimental studies have demonstrated that, in addition to T-cell response,
IgG and neutralizing antibodies are crucial to control viral infections [15,16]. Besides the
antimicrobial activity, antibodies contribute to modulate the inflammatory response via
the Fc-gamma receptor, toll-like receptors and activation of the complement, all of them

inducing the secretion or repression of various pro-inflammatory and anti-inflammatory
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mediators [17-20]. Both the antiviral and the immunomodulatory effects of antibodies
might have been involved in the enhanced recovery of patients with higher antibody
levels in our cohort. The protective effects of immunoglobulins are actually the basis for
the use of convalescent plasma [21,22] or neutralizing monoclonal antibodies against
SARS-CoV-2 spike protein [23] to treat patients with acute COVID-19. Unfortunately,
no patient in our study was treated with convalescent plasma or neutralizing monoclonal
antibodies to test this hypothesis. Monoclonal antibodies or boosting the antibody
response with vaccination might be potential strategies to prevent long-COVID in

patients with low antibody titers. This hypothesis warrants further research.

Post-COVID syndrome was associated with additional distinctive innate and adaptive
immune traits, consisting of a weaker initial inflammatory response, as shown by lower
baseline levels of CRP and ferritin. This is aligned with the poorer antibody response
observed in this subset of patients, and supports the correlation described between
antibody levels and inflammation biomarkers [24]. A less intense immune/inflammatory
response may lead to impaired or incomplete control of viral replication and eventually
greater long-term sequelae and symptoms. On the other hand, potent innate and adaptive
immune responses during acute infection might potentially lead to a more efficient control
of illness and lower residual inflammation and incidence of subsequent sequelae.
Interestingly, patients with mid-term lasting symptoms showed persistent residual
inflammation. Elevated markers of inflammation and autoimmunity have been reported
in post-infectious syndromes linked with Chikungunya or Epstein-Barr viruses, or in

myalgic encephalomyelitis [25-27].
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Besides the immune response, demographic and clinical factors were found to be
predictors of long-COVID. Long-term persistent symptoms were associated with female
sex, a finding also supported by other studies [14,28]. Higher severity of disease showed
to be a predictor of mid-term persistent symptoms. Severe disease and the
hyperinflammatory response occurring in the late phase would be expected to induce
greater organ injury, which might be associated with higher incidence of sequelae, as
supported by the higher prevalence of persistent symptoms found in patients with
COVID-19 admitted to the ICU [14,29]. Although post-discharge complaints have also
been described in patients with milder forms of COVID, critically-ill patients have more
frequently shown subjacent structural causes contributing to explain the symptoms [30],
and up to 80% of them develop physical, cognitive or mental health impairments that
persist beyond hospital discharge [31]. Differences in patients’ characteristics and in the
intensity of symptoms might have contributed to the higher degree of reversibility
potentially occurring in our patients, in whom severity of disease did not show to be a

predictor of long-term high-score symptoms compared to the results of Huang et al [14].

The sample size is a limitation of the study. Long-COVID is a heterogeneous syndrome
and the associations found might differ according to the nature of the symptoms analyzed.
We focused on subjects reporting the highest scores in the questionnaire to identify those
symptoms that were more likely to be meaningful to patients and avoid overrepresentation
of long-COVID cases. However, sensitivity analyses including patients with any
symptom, or those with a score above the median, showed similar results. For some of
the figures, the interpolation lines in certain intervals were developed with relatively low
number of data. Strengths are the longitudinal design with consecutive sampling, close

monitoring and thorough investigations conducted in the patients.
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In conclusion, long-term follow-up of patients hospitalized for COVID shows a high
frequency of clinical events after hospitalization, a durable antibody response of S-1gG,
and frequent RT-PCR test positivity/re-positivity occurring beyond two months after
acute infection, but with no evidence of reinfection. Persistent symptoms are common in
the medium and long term. Gender, severity of illness and the immune response are
associated with long-COVID, but with different implication according to the temporality
of symptoms. The antibody response predicts both mid-term and long-term clinical
outcomes, and consequently the use of monoclonal antibodies or boosting the antibody

response with vaccination might be potential strategies to prevent long-COVID.
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Table 1. Clinical, sero-virological variables and serum biomarkers according to the persistence of
symptoms at two and six months after hospital admission for COVID-19.

Symptoms at 2 months

Symptoms at 6 months

Yes* No P value Yes* No P value
| | | 1
Patients, no. 27 (26) 77 (74 - 28 (24 88  (76) -
| | | | | | 1
Male sex 12 (44 51 (66) 0.066 14 (50) 55 (62.5) 0.274
Age, years 65 (55-75) 64 (53-76) 0.860 66 (56-76) 65 (54-76) 0.747
Current smoking 5 (20) 2 (3 0.013 1 (3.8 10 (12.2) 0.291
Comorbidity, no. (%)
Any comorbidity# 18 (67) 52 (68) 1.000 20 (714 63 (71.6) 1.000
CCI, median (Q1, Q3) points 2 (14 3 (15 0.793 3 (15 3 (1-5) 0.718
Cardiovascular disease 6  (22.2) 14 (182) 0.777 6 (214 20 (23) 1.000
Hypertension 5 (18.5) 23 (30) 0.319 7 (25 20 (227 0.801
Diabetes 6  (22.2) 13 (16.9) 0.568 8  (28.6) 19  (21.6) 0.451
Chronic obstructive lung disease 1 3.7 6 (8 0.674 3 (10.7) 5 5.7 0.398
Symptoms duration, median (Q1, Q3) 6  (3-11) 8 (41D 0.577 75  (4.8-10) 7 (3-11) 0.895
No. of symptoms on admission 3 (2-4) 3 (24 0.654 3 (2-5) 3 (1-4) 0.425
Maximum WHO severity score 4 44 4 (44 0.578 4 44 4 (44 0.844
SpO2/FI02 on admission 354 (339-457) 350  (339-381) 0.613 350 (321-457) 350 (340-440) 0.958
Bilateral lung infiltrates in CR 19 (76) 70 (94.6) 0.015 23 (85) 74 (91.4) 0.462
Length of hospital stay, days 10 (7-14) 11 (8-14) 0.494 11 (7-14) 11 (7-16) 0.354
5 (18.5) 6 (7.8) 0.148 3 (10.7) 12 (13.6) 1.000
Admission to ICU
Treatments
Dexamethasone /Methylprednisolone 3 (11.1) 14 (18.2) 0.549 4 (143) 16 (18.2) 0.778
Tocilizumab 9 (333) 48 (62.3) 0.013 15 (53.6) 43 (48.9) 0.829
Sero-virological features
SARS-CoV-2 viral quantification 1726 (170-13869) 4914 (400-41608) 0.262 1481  (262-10379) 2592 (160-21023) 0.900
Time to viral clearance 8 (1-15) 13 (3.5-26.5) 0.237 8  (1-21.5) 13 (2-28) 0.511
RT-PCR SARS-CoV-2 positive, n (%)
21 month 5 (185) 27 (351 0.174 10 (35.7) 24 (27.3) 0.466
>92 months 2 (74 13 (16.8) 0.375 5 (17.9) 13 (14.8) 0.808
Time to Seroconversion® 16 (11.5-28) 11 (8-13) 0.012 12 (9-16.8) 12 (8-15) 0.413
SARS-CoV-2 IgG-S
Seropositivity at 1 month, n (%) 14 (56) 64 (86.5) 0.003 17 (68) 58 (72.5) 0.800
Seropositivity at 2 month, n (%) 15 (55.6) 65  (86.7) 0.002 17 (68) 61 (72.6) 0.801
Seropositivity at 6 month, n (%) 16 (59.3) 65  (85.5) 0.007 19 (73.1) 62 (72.9) 1.000
Peak*, serum concentration (S/CO) 41  (0.1-6.2) 6.4  (45-1.5) 0.002 51 (22-6.1) 63  (2.6-7.2) 0.055
Trough* serum concentration (S/CO) 3.5 (2.0-45) 3.8 (2.4-47) 0.346 39 (2.0-48) 37 (2247 0.987
SARS-CoV-2 IgG-N
Seropositivity at 1 month, n (%) 14 (56) 64 (86.5) 0.003 17 (68) 59 (74) 0.613
Seropositivity at 2 month, n (%) 15 (55.6) 65  (86.7) 0.002 17 (68) 61 (72.6) 0.801
Seropositivity at 6 month, n (%) 16 (59.3) 65  (85.5) 0.007 19  (73) 61 (71.8) 1.000
Peak*, serum concentration (S/CO) 3.6 (0.1-5.0) 43 (3549 0.210 3.8 (1.8-47) 41  (2.6-4.8) 0.563
Trough* serum concentration (S/CO) 23 (1927 20  (14-2.6) 0.171 1.7 (1.3-2.6) 22 (1.5-2.7) 0.124
Inflammatory biomarkers
Serum C-reactive protein, mg/L
On admission 253 (3.5-59) 49.2  (23.2-104.3) 0.055 21.6 (2.5-45.4) 475 (15.3-130.6) 0.014
1 month 1.3 (0.2-12.6) 02  (0.2-0.8) 0.001 0.8  (0.2-4.0) 03 (0.2-24) 0.215
2 months 1.7 (0.7-10.9) 03 (0.2-1.0) 0.001 1.0 (0.3-42) 04  (0.2-4.8) 0.357
6 months 14 (0.8-9.4) 0.7  (03-2) 0.012 1.0 (0.7-7.2) .1 (0.3-3.1) 0.227
Serum IL-6, pg/mL
On admission 15.1  (4.9-72) 27 (12-91.3) 0.193 135  (7.5-47.5) 283  (11.4-94.6) 0.099
1 month 77 (3.4-52.5) 19.9  (3.4-493) 0.682 18.1  (3.5-75.6) 13.8  (3.3-48) 0.504
2 months 46 (24-12.1) 55 (2.6-23.8) 0.450 51 (25-21.0) 58  (2.5-22.6) 0.820
6 months 3.7 (2240 29  (1.8-5.1) 0.454 3.6 (1.5-6.8) 31 (1.8-5.2) 0.965
Serum Ferritin, ng/mL
On admission 164 (85-462) 398 (235-589) 0.002 193 (127-498) 358  (205-597) 0.132
1 month 129 (60-311) 181  (98-291) 0.219 100 (53-256) 195 (106-364) 0.020
2 months 66 (50.4-182.2) 126 (63-199) 0.294 58 (37-130) 140 (68-213) 0.008
6 months 57 (19-109) 77 (38-129) 0.233 53 (23-88) 76 (32-130) 0.239
Serum D-dimer, mcg/mL
On admission 0.7  (0.4-1.5) 0.6 (04-1.2) 0.784 0.7  (0.4-13) 0.8  (0.4-1.9) 0.656
1 month 0.7 (0.3-1.7) 04  (0.2-0.8) 0.071 04  (0.3-0.8) 0.6  (0.2-1.4) 0.764
2 months 0.6  (0.3-1.4) 04  (0.2-0.7) 0.069 0.5  (0.3-0.8) 0.5 (0.2-0.9) 0.746
6 months 04  (0.3-0.7) 04  (0.2-0.7) 0.378 04  (0.3-0.8) 03 (0.2-0.7) 0.160
NLR
On admission 3.5 (2.7-6.5) 50  (2.9-6.7) 0.536 3.6 (2.9-53) 50  (3.1-6.6) 0.076
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1 month 18 (1.3-2.2) 17 (1.3-2.4) 0.758 20 (1.5-28) 17 (1126 0.163
2 months 20 (1.5-2.6) 17 (1.3-2.3) 0.326 22 (13-28) 18 (13-24) 0310
6 months 21 (1.7-32) 19 (1.5-2.3) 0.160 20 (1.8-2.6) 20 (1.4-2.7) 0338

*Patients were allocated in the symptomatic group if the score on any of the symptoms in CSQ was in the top quartile
of these symptoms’ group scores. #This category included at least one of the following: diabetes, cardiovascular
(including hypertension) respiratory, kidney, neurological disease, cirrhosis or malignant neoplasm. & From illness
onset and considering either S-IgG or N-IgG. CSQ, Covid-19 symptoms questionnaire; CCI, Charlson Comorbidity
Index score; SpO2/F102, Pulse oximetry saturation to fraction of inspired oxygen ratio; CR, Chest radiography; ICU,
Intensive care unit; Q1, first quartile; Q3, third quartile; S/CO, absorbance/cut-off; IL-6, Interleukin-6; NLR,
Neutrophil-to-Lymphocyte Ratio. Summary statistics are provided as medians with interquartile ranges or numbers
with percentages as appropriate.
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FIGURES.

Figure 1. Temporal changes in symptom scores and serum levels of biomarkers
during follow-up. Panel A shows the scores of self-reported general, respiratory and
gastrointestinal symptoms included in the COVID-19 symptoms questionnaire at
baseline, two months and six months. Panels B-E represent the temporal changes in the
serum levels of C-reactive protein (Panel B), interleukin-6 (Panel C), ferritin (Panel D)

and D-dimer (Panel E) since COVID-19 diagnosis.
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Panel A: General symptoms include fatigue, myalgia, sweating, headache; respiratory
symptoms include cough, difficulty breathing, nasal congestion, sore throat, anosmia;
gastrointestinal symptoms include diarrhea, vomiting, abdominal pain. *Pearson’s Chi-
squared test P-value <0.05. Panels B-E: Each dot represents a serum biomarker value
in an individual subject since hospital admission, with interpolation line and 90%

confidence interval. Biomarkers normal ranges: C-reactive protein, below 5 mg/L; IL-6,
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below 7 pg/mL; ferritin, normal ranges values depend on patient’s sex and age (17-464
nr/mL for men older than 20 years and 6-137 ng/mL and 11-264 ng/mL for women
between 20-50 and older than 50 years old, respectively); D-dimer, below 0.5 pg/mL.

Abbreviations: IL-6, interleukin-6.
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Figure 2. SARS-CoV-2 sero-virological changes during follow up. Panel A: SARS-
CoV-2 RT-PCR test results during follow-up in the entire cohort. Panel B: Temporal
changes in anti-SARS-CoV-2 surface S1 domain of the spike protein and nucleocapsid

protein IgG antibodies.

120 150 180
Days since SARS-CoV-2 infection

o log[SIgG(SICOI]  + log{ N4GGISCO)]

SARS-CoV-2 IgG (S/CO)

Panel A: Each horizontal level represents the RT-PCR SARS-CoV-2 results for each
patient in the cohort throughout follow-up, since the first positive result to the last
available one. Red dots represent positive results and green dots negative results. Black

dots mark those patients who died and time of death since the first positive SARS-CoV-
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2 RT-PCR result. Colored lines join two consecutive dots in the same patient with the
same result and less than 90 days between dots. Patient #143 moved to another country
after discharge. Patients #139, #142 and #145 could only be reached by phone. Patients
#136 and #137 refused to have a new nasopharyngeal sample taken but agreed to
continue with the clinical follow-up. RT-PCR, reverse transcriptase-polymerase chain
reaction. Panel B: Each dot represents an S-IgG (continuous line and circle symbols) or
N-IgG (dashed line and plus symbols) value in an individual subject, with interpolation
line and 90% confidence interval

Abbreviations: S/CO, absorbance/cut-off; S-IgG, S-IgG antibody against the SARS-
CoV-2 surface S1 domain of the spike protein; N-IgG, antibody against the SARS-

CoV-2 internal nucleocapsid protein.
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Figure 3. Temporal changes in SARS-CoV-2 IgG antibodies and serum
inflammatory biomarkers during follow-up by symptomatic status. Serum levels of
S-1gG (panel A), N-IgG (panel B), C-reactive protein (Panel C), interleukin-6 (Panel
D), ferritin (Panel E) and D-dimer (Panel F) during follow up. Dashed lines and plus
symbols represent individuals with the highest scores in COVID-19 symptoms
questionnaire; continuous lines and circle symbols represent all other patients filling

the questionnaire.
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Abbreviations: S-IgG, IgG antibody against the SARS-CoV-2 surface S1 domain of the
spike protein; N-IgG, IgG antibody against the SARS-CoV-2 internal nucleocapsid
protein; S/CO, absorbance/cut-off. P-value for the comparison between groups

according to the score in COVID-19 symptoms questionnaire.
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Figure 4. Predictors of the highest scores in COVID-19 symptoms
questionnaire in multivariate regression logistic model at two-month and six-

month follow-up. Panel A represents 2-month, and panel B 6-month follow-up.

A B
WHO severity ordinal scale score - |—0—| 2.57(12-586) * |—4—| 1.16 (0,73-1,84 )
Tocilizumab use (Yes)- |-0—-| 0.44 (0,14-131) - }——o—i 15(0.72-3.10)
Sex (Female)- I 2.88 (0,96-9,39 ) - }—v—i 2.41(1,204,82) *
Peak S-1gG SICO- H 0.8(0,66-0,94 ) * - H 0.89(0,79-0,99) *
Charlson Comorbidity Index = I-% 0.95(0,63-1,36 ) I'-v-l 1.03 (0.82-1.28 )
Age- 1(0,95-1,07 ) - 0.99 ( 0,96-1,03 )
1st-month SARS-CoV-2 RT-PCR (positive) - |—'—| 1.08 (0,29-3,72 ) b |—*—| 1.23 (0.60-2.52)
0 5 10 15 0 2 4 6
OR OR

Abbreviations: WHO, World Health Organization; S-IgG, IgG antibody against the
SARS-CoV-2 surface S1 domain of the spike protein; S/CO, absorbance/cut-off; RT-

PCR, reverse transcriptase-polymerase chain reaction. *P value <0.05.
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11. ANEXO II: TABLAS Y FIGURAS

Tabla 1. Caracteristicas basales, clinicas, seroviroldgicas y de biomarcadores de los
146 pacientes en seguimiento y principales eventos clinicos ocurridos durante los

primeros seis meses de seguimiento.

Variable
"Pacientes, n. (%) ' 146 (100) '
I Sexo masculino I 88 (60.3) I
Edad, afios 64 (54-76)
Fumador activo 12 (8.8)
Comorbilidad
Cualquier comorbilidad 106 (72.6)
Indice Comorbilidad Charlson, mediana (Q1,Q3) puntos 3 (1-5)
Enfermedad cardiovascular 31 (21.2)
Hipertension arterial 32 (21.9)
Diabetes mellitus 33 (22.6)
Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica 8 (5.5)
Duracion de sintomas, mediana (Q1, Q3) 7 (3-10.5)
Numero de sintomas al ingreso 3 (2-4)
Maximo de la escala severidad de OMS 4 (4-4)
SpO2/F102 al ingreso 350 (339.3-452.4)
Infiltrados pulmonares bilaterales en RT 122 (89.1)
Duracion de estancia hospitalaria, dias 11 (8-15)
Tratamientos
Dexametasona/Metilprednisolona 23 (15.8)
Tocilizumab 73 (50)
Caracteristicas sero-virologicas
Cuantificacion viral nasofaringea SARS-CoV-2 2227 (149 - 23382)
SARS-CoV-2 “Cycle threshold” 34.7 (27-40)
Tiempo hasta el aclaramiento viral 13 (2.2-33.8)
PCR SARS-CoV-2 positiva, n (%)
>1 mes 40 (27.4)
>2 meses 15 (11.8)
>6 meses 4 (3.0
Tiempo hasta la seroconversion, dias 12 (8-15)
SARS-CoV-2 IgG-S
Seropositividad a mes 1, n (%) 93 (70.5)
Seropositividad a mes 2, n (%) 96 (70.6)
Seropositividad a mes 6, n (%) 99 (71.2)
Concentracion sérica pico (S/CO) 5.9 (0.3-7.1)
Concentracion sérica valle (s/CO) 3.9 (2.1-4.7)
SARS-CoV-2 IgG-N
Seropositividad a mes 1, n (%) 94 (71.2)
Seropositividad a mes 2, n (%) 96 (70.6)
Seropositividad a mes 6, n (%) 98 (70.5)
Concentracion sérica pico (S/CO) 4.1 (0.3-4.9)
Concentracion sérica valle (s/CO) 2.2 (1.5-2.8)
Eventos clinicos durante seguimiento
Exitus 8 (5.48)
Persistencia de cualquier sintomas*
A los 2 meses 27 (25.9)
A los 6 meses 28 (24.1)
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Biomarcadores inflamatorios
Proteina-C-Reactiva suero, mg/L

Al ingreso 39.1 (15.2-89.9)
1 mes 0.3 (0.2-2.1)
2 meses 0.5 (0.2-4.2)
6 meses 1 (0.4-5.1)

IL-6 suero, pg/mL 25.1 (10.9-73.6)
Al ingreso 15.6 (3.5-54.9)
1 mes 5.2 (2.2-20.5)
2 meses 3 (1.8-5.1)
6 meses

Ferritina suero, ng/mL 354 (174-579)
Al ingreso 181 (90-346)
1 mes 121 (52-208)
2 meses 75 (31-134)
6 meses

Dimero D suero, mcg/mL 0.7 (0.4-1.7)
Al ingreso 0.4 (0.2-1.3)
1 mes 0.4 (0.3-0.8)
2 meses 0.4 (0.2-0.7)
6 meses

Cociente neutrofilos/linfocitos 4.5 (2.9-6.5)
Al ingreso 1.7 (1.2-2.7)
1 mes 1.8 (1.3-2.6)
2 meses 2.0 (1.4-2.9)
6 meses

*Pacientes con una puntuacion >del tercer cuartil en cualquiera de los items del cuestionario de sintomas. RT,
radiografia de toérax. Q1, primer cuartil; Q3, tercer cuartil; IL-6, Interleucina-6; SpO2, saturaciéon de oxigeno
pulsimétrica; FiO2, Fraccion inspirada de oxigeno; S/CO, “absorbance/cut-off”’; Los resultados se proporcionan como
medianas con rangos intercuartilicos o niimeros con porcentajes, seglin corresponda. Las PCR SARS-CoV-2 estaban
disponibles en 146, 127 y 134 pacientes al 1, 2 y 6 mes.
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Tabla 2. Caracteristicas basales, clinicas, serovirologicas y de biomarcadores de
acuerdo a la persistencia mantenida de sintomas durante los doce meses de
seguimiento tras COVID-19.

Sintomas persistentes a los 6 y 12 meses

Si* No P Hazard Ratio P
valor  ajustado 95% IC  ajustada
| | | | | | 1
Pacientes, n. 14 (19.4) 58 (80.6) -
| | | | | | 1

Sexo masculino 5(35.7) 39(67.2) 0.037 0.28 (0.11-0.70) 0.007
Edad, aflos 59.5(53-71) 60 (52-71) 0.938 - -
Fumador activo 3(25) 1(2) 0.021  12.02 (1.52-94.51) 0.01
Comoribilidad, n. (%) - -

Cualquier comorbilidad # 10 (71.4) 38 (65.5) 0.761

ICC, mediana (Q1, Q3) puntos 2 (1-3.5) 2 (1-3) 0.800

Enfermedad Cardiovascular 3 (21.4) 10 (17.2) 0.708

Hipertension arterial 8 (57.1) 23 (39.7) 0.368

Diabetes mellitus 3 (21.4) 8 (13.8) 0.438

EPOC 0 (0) 2 (3.4) 1.000
Escala de severidad de 1a OMS 0.021 2.22(1.41-3.50) 0.001

3 puntos 9 (64.3) 53 (91.4)

4 puntos 1 (7.1 0(0)

5 puntos 0 (0) 1(1.7)

6 puntos 4 (28.6) 4(6.9)
Infiltrados bilaterales en RT 12 (85.7) 54 (93.1) 0.330 - -
Duracion de estancia hospitalaria, dias 11 (7-28.5) 11 (9-16) 0.852 - -
Ingreso en UCI 4 (28.6) 5(8.6) 0.065 5.05(1.62-15.76) 0.005
Tratamiento inmunomodulador 9 (64.3) 40 (69) 0.756 - -

Caracteristicas inmunitarias

SARS-CoV-2 IgG S1/S2, AU/MI 49 (16-96) 96.3 (46.4-133) 0.066  0.14 (0.03-0.65) 0.012
SARS-CoV-2 IgG ELISA, serum conc. 1.9 (1-4.3) 3.3 (1.9-4.6) 0.252 - -
SARS-CoV-2-NeutraLISA, %IH 27.3 (16-75) 69.7 (39-83) 0.155 - -
SARS-CoV-2-NeutraLISA positivo 6 (42.9) 46 (79.3) 0.007  0.98(0.97-0.99)  0.023
SARS-CoV-2 IGRA, mIU/mL 1067(341-1920) 1184 (544-2027)  0.739 - -
SARS-CoV-2 IGRA positivo, n(%) 11 (78.6) 49 (86) 0.524 - -

Marcadores inflamatorios a 12 meses

Proteina C reactiva suero, mg/L 1.8 (0.6-5.1) 1(0.6-3.4) 0.825 - -

IL-6 suero, pg/mL 3.6 (3.4-5.9) 3.4 (2.5-4.9) 0.466

Ferritin suero, ng/mL 49.3 (29-93.8) 66.2 (37.9-124) 0.453

Dimero-D suero, mcg/mL 0.4 (0.2-0.8) 0.3 (0.2-0.4) 0.234

Cociente neutrifilos/linfocitos 3.4 (3.1-4.6) 3.8 (3.1-4.5) 0.890

Nadir de linfocitos 0.6 (0.5-0.9) 0.9 (0.7-1.2) 0.065
Anticuerpos antinucleares >1/160,n 8(57.1) 17 (29.3) 0.049  3.37(0.84-13.57) 0.087
(%)
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*Los pacientes fueron clasificados en el grupo de persistencia de sintomas tanto en el cuestionario a los 6 como a los
12 meses presentaban algun sintoma por encima del cuartil 3. #En comoribilidad se incluye: diabetes, enfermedad
cardiovascular, respiratoria, renal y neuroldgica, cirrosis o cancer. ICC, indice de Comorbilidad de Charlson; RT,
Radiografia de torax; UCI, Unidad de Cuidados Intensivos; Q1, primer cuartil; Q3, tercer cuartil; AU/mL (arbitrary
units per mililiters), BAU/mL (binding antibody units), %IH (inhibition percentage), IGRA (Interferon-Gamma
Release Assays); mIU/MI ; IL-6, Interleucina-6. Los resultados se proporcionan como medianas con rangos
intercuartilicos o nimeros con porcentajes, segiin corresponda.

Tabla 3. Causas de mortalidad intrahospitalaria y ambulatoria, reingresos

hospitalarios y asistencias a Urgencias en los 166 pacientes con COVID-19

ingresados en el Hospital General Universitario de Elche entre el 1 de marzo y el 30

de junio de 2020.

Eventos
Exitus Reingresos Asistencia a
hospitalarios Urgencias €
Intrahospitalarios Tras el alta

Todas las causas, n. 12 11 30/54 58/117
Infeccién bacteriana, n. 6 5 5/12 11/27
Exacerbacion de enfermedad de base,n 4 5 13/23 16/31
Complicaciones trombohemorragicas,n 2 1 9/9 9/9
Relacionadas con COVID-19, n. - 0 6/8 14/14
Desconocidas/Otras, n. 2/2 23/36

& Cada una de estas dos columnas muestra el nimero de pacientes (izquierda) y el niimero de eventos (derecha).

Algunos pacientes tuvieron mas de un evento.
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Tabla 4. Caracteristicas clinicas de los pacientes con persistencia de sintomas de

mayor intensidad al afio del alta.

Variable

I
Pacientes con cuestionario disponible a 6 y 12 72 (100)
meses, n.
Sintomaticos a los 6 y 12 meses 14 (19.4)
Resto de pacientes 58 (80.6)
I T
Sintomas persistentes a 12 meses
Astenia 11 (15.3)
Mialgias 10 (13.9)
Falta de concentracion/Pérdida de memoria 10 (13.9)
Insomnio 9 (12.5)
Cefalea 8 (11.1)
Disnea 6 (8.3)
Sintomas digestivos (nduseas/vomitos/diarrea) 6 (8.3)
Ansiedad/depresion 6 (8.3)
Palpitaciones 6 (8.3)
Ageusia/anosmia 5 (6.9)
Congestion nasal 4 (5.6)
Odinofagia 4 (5.6)
Alopecia 4 (5.6)
Tos 3 42
Sudoracién 3 42)
I T
Numero de sintomas por paciente
1 sintoma 1 (1.4)
2 sintomas 2 (2.8)
3 sintomas 2 (2.8)
4 sintomas 3 42
5 0 mas sintomas 6 (8.3)
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Tabla 5. Caracteristicas basales, clinicas, serovirologicas y de biomarcadores segin

persistencia de sintomas a los dos meses del ingreso hospitalario por COVID-19

Sintomas a los 2 meses

Si* No P
valor
| | | |
Pacientes, n. 27 (26) 77 (74) -
| | | | | |
Sexo masculino 12 (44) 51  (66) 0.066
Edad, afios 65 (55-75) 64 (53-76) 0.860
Fumador activo 5 (20) 2 (3 0.013
Comorbilidad, n. (%)
Cualquier comorbilidad # 18 (67) 52 (68) 1.000
ICC, mediana (Q1, Q3) puntos 2 (14 3 (1-5) 0.793
Enfermedad Cardiovascular 6 (22.2) 14 (18.2) 0.777
Hipertension arterial 5 (18.5) 23 (30) 0.319
Diabetes mellitus 6 (22.2) 13 (16.9) 0.568
EPOC 1 3.7 6 (8 0.674
Duracioén de sintomas, mediana (Q1, Q3) 6 (3-11) 8 (4-11) 0.577
Numero de sintomas al ingreso 3 (24 3 (24 0.654
Maximo de la escala severidad de OMS 4 (44 4 (4-4) 0.578
SpO2/F102 al ingreso 354  (339-457) 350 (339-381) 0.613
Infiltrados bilaterales en RT 19 (76) 70  (94.6) 0.015
Duracion de estancia hospitalaria, dias 10 (7-14) 11 (8-14) 0.494
Ingreso en UCI 5 (18.5) 6 (7.8) 0.148
Treatmentos
Dexametasona/Metilprednisolona 3 (11.1) 14 (18.2) 0.549
Tocilizumab 9 (33.3) 48  (62.3) 0.013
Caracteristicas sero-virologicas
Cuantificacion viral nasofaringea 1726 (170-13869) 4914  (400-41608) 0.262
Tiempo hasta el aclaramiento viral 8 (1-15) 13 (3.5-26.5) 0.237
PCR SARS-CoV-2 positiva, n (%)
>1 mes 5 (18.5) 27 (35.1) 0.174
>2 meses 2 (7.4) 13 (16.8) 0.375
Tiempo hasta la seroconversiéon & 16 (11.5-28) 11 (8-13) 0.012
SARS-CoV-2 IgG-S
Seropositividad a 1 mes, n (%) 14 (56) 64 (86.5) 0.003
Seropositividad a 2 meses, n (%) 15 (55.6) 65 (86.7) 0.002
Seropositividad a 6 meses, n (%) 16 (59.3) 65 (85.5) 0.007
Pico*, concentracion sérica (S/CO) 4.1 (0.1-6.2) 64 (4.5-7.5) 0.002
Valle* concentracion sérica (S/CO) 3.5 (2.04.5) 3.8 (2.4-4.7) 0.346
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SARS-CoV-2 IgG-N
Seropositividad a 1 mes, n (%)
Seropositividad a 2 meses, n (%)
Seropositividad a 6 meses, n (%)
Pico*, concentracion sérica (S/CO)
Valle* concentracion sérica (S/CO)

Biomarcadores inflamatorios

Proteina-C-reactiva suero, mg/L
Al ingreso
1 mes
2 meses
6 meses
IL-6 suero, pg/mL
Al ingreso
1 mes
2 meses
6 meses

Ferritin suero, ng/mL
Al ingreso
1 mes
2 meses
6 meses
Dimero D suero, mcg/mL
Al ingreso
1 mes
2 meses
6 meses
Cocientes neutréfilos/linfocitos
Al ingreso
1 mes
2 meses
6 meses

14
15
16
3.6
23

253
1.3
1.7
1.4

15.1
7.7
4.6
3.7

164
129
66
57

0.7
0.7
0.6
0.4

3.5
1.8
2.0
2.1

(56)
(55.6)
(59.3)
(0.1-5.0)
(1.9-2.7)

(3.5-59)
(0.2-12.6)
(0.7-10.9)
(0.8-9.4)

(4.9-72)
(3.4-52.5)
(2.4-12.1)
(2.2-4.7)

(85-462)
(60-311)
(50.4-182.2)
(19-109)

(0.4-1.5)
(0.3-1.7)
(0.3-1.4)
(0.3-0.7)

(2.7-6.5)
(1.3-2.2)
(1.5-2.6)
(1.7-3.2)

64
65
65
43
2.0

49.2
0.2
0.3
0.7

27
19.9
5.5
2.9

398
181
126

77

0.6
0.4
0.4
0.4

5.0
1.7
1.7
1.9

(86.5)
(86.7)
(85.5)
(3.5-4.9)
(1.4-2.6)

(23.2-104.3)
(0.2-0.8)
(0.2-1.0)
(0.3-2)

(12-91.3)
(3.4-49.3)
(2.6-23.8)
(1.8-5.1)

(235-589)
(98-291)
(63-199)
(38-129)

(0.4-1.2)
(0.2-0.8)
(0.2-0.7)
(0.2-0.7)

(2.9-6.7)
(1.3-2.4)
(1.3-2.3)
(1.5-2.3)

0.003
0.002
0.007
0.210
0.171

0.055
0.001
0.001
0.012

0.193
0.682
0.450
0.454

0.002
0.219
0.294
0.233

0.784
0.071
0.069
0.378

0.536
0.758
0.326
0.160

*Los pacientes fueron clasificados en el grupo de sintomaticos si presentaban algun sintoma por encima del cuartil 3.
#En comoribilidad se incluye: diabetes, enfermedad cardiovascular, respiratoria, renal y neuroldgica, cirrosis o cancer.
& Desde el inicio de la enfermedad y considerando IgG-S o IgG-N. ICC, indice de Comorbilidad de Charlson; RT,
Radiografia de torax; UCI, Unidad de Cuidados Intensivos; Q1, primer cuartil; Q3, tercer cuartil; IL-6, Interleucina-6.
S/CO, absorbance/cut-off . Los resultados se proporcionan como medianas con rangos intercuartilicos o nimeros con
porcentajes, seglin corresponda.
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Tabla 6. Caracteristicas basales, clinicas, serovirologicas y de biomarcadores segin

persistencia de sintomas a los seis meses del ingreso hospitalario por COVID-19

Sintomas a los 6 meses

Si* No P valor
| | 1
Pacientes, n. 28 (24) 88 (76) -
| | | 1
Sexo masculino 14 (50) 55 (62.5) 0.274
Edad, afios 66 (56-76) 65 (54-76) 0.747
Fumador activo 1 (3.8 10 (12.2) 0.291
Comorbilidad, n. (%)
Cualquier comorbilidad # 20 (71.4) 63 (71.6) 1.000
ICC, mediana (Q1, Q3) puntos 3 (1-5) 3 (1-5) 0.718
Enfermedad Cardiovascular 6 (21.4) 20 (23) 1.000
Hipertension arterial 7 (25) 20 (22.7) 0.801
Diabetes mellitus 8 (28.6) 19 (21.6) 0.451
EPOC 3 (10.7) 5 (5.7 0.398
Duracioén de sintomas, mediana (Q1, Q3) 7.5 (4.8-10) 7 (3-11) 0.895
Numero de sintomas al ingreso 3 (2-9) 3 (14 0.425
Maximo de la escala severidad de OMS 4 (44 4 (44 0.844
SpO2/F102 al ingreso 350 (321-457) 350 (340-440) 0.958
Infiltrados bilaterales en RT 23 (89) 74 (91.4) 0.462
Duracion de estancia hospitalaria, dias 11 (7-14) 11 (7-16) 0.354
Ingreso en UCI 3 (10.7) 12 (13.6) 1.000
Treatmentos
Dexametasona/Metilprednisolona 4 (14.3) 16 (18.2) 0.778
Tocilizumab 15 (53.6) 43 (48.9) 0.829
Caracteristicas sero-virologicas
Cuantificacion viral nasofaringea 1481 (262-10379) 2592 (160-21023) 0.900
Tiempo hasta el aclaramiento viral 8 (1-21.5) 13 (2-28) 0.511
PCR SARS-CoV-2 positiva, n (%)
>1 mes 10 (35.7) 24 (27.3) 0.466
>2 meses 5 (17.9) 13 (14.8) 0.808
Tiempo hasta la seroconversiéon & 12 (9-16.8) 12 (8-15) 0.413
SARS-CoV-2 IgG-S
Seropositividad a 1 mes, n (%) 17 (68) 58 (72.5) 0.800
Seropositividad a 2 meses, n (%) 17 (68) 61 (72.6) 0.801
Seropositividad a 6 meses, n (%) 19 (73.1) 62 (72.9) 1.000
Pico*, concentracion sérica (S/CO) 51 (2.2-6.1) 63 (2.6-7.2) 0.055
Valle* concentracion sérica (S/CO) 39 (2.04.8) 3.7 (2.2-4.7) 0.987
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SARS-CoV-2 IgG-N
Seropositividad a 1 mes, n (%)
Seropositividad a 2 meses, n (%)
Seropositividad a 6 meses, n (%)
Pico*, concentracion sérica (S/CO)
Valle* concentracion sérica (S/CO)

Biomarcadores inflamatorios
Proteina-C-reactiva suero, mg/L
Al ingreso
1 mes
2 meses
6 meses
IL-6 suero, pg/mL
Al ingreso
1 mes
2 meses
6 meses

Ferritin suero, ng/mL
Al ingreso
1 mes
2 meses
6 meses
Dimero D suero, mcg/mL
Al ingreso
1 mes
2 meses
6 meses
Cocientes neutréfilos/linfocitos
Al ingreso
1 mes
2 meses
6 meses

17
17
19
3.8
1.7

21.6
0.8
1.0
1.0

13.5
18.1
5.1
3.6

193
100
58
53

0.7
0.4
0.5
0.4

3.6
2.0
2.2
2.0

(68)
(68)
(73)
(1.8-4.7)
(1.3-2.6)

(2.5-45.4)
(0.2-4.0)
(0.3-4.2)
(0.7-7.2)

(7.5-47.5)
(3.5-75.6)
(2.5-21.0)
(1.5-6.8)

(127-498)
(53-256)
(37-130)
(23-88)

(0.4-1.3)
(0.3-0.8)
(0.3-0.8)
(0.3-0.8)

(2.9-5.3)
(1.5-2.8)
(1.3-2.8)
(1.8-2.6)

59
61
61
4.1
2.2

47.5
0.3
0.4
1.1

28.3
13.8
5.8
3.1

358
195
140

76

0.8
0.6
0.5
0.3

5.0
1.7
1.8
2.0

(74)
(72.6)
(71.8)
(2.6-4.8)
(1.5-2.7)

(15.3-130.6)
(0.2-2.4)
(0.2-4.8)
(0.3-3.1)

(11.4-94.6)
(3.3-48)
(2.5-22.6)
(1.8-5.2)

(205-597)
(106-364)
(68-213)
(32-130)

(0.4-1.9)
(0.2-1.4)
(0.2-0.9)
(0.2-0.7)

(3.1-6.6)
(1.1-2.6)
(1.3-2.4)
(1.4-2.7)

0.613
0.801
1.000
0.563
0.124

0.014
0.215
0.357
0.227

0.099
0.504
0.820
0.965

0.132
0.020
0.008
0.239

0.656
0.764
0.746
0.160

0.076
0.163
0.310
0.338

*Los pacientes fueron clasificados en el grupo de sintomaticos si presentaban algun sintoma por encima del cuartil 3.
#En comoribilidad se incluye: diabetes, enfermedad cardiovascular, respiratoria, renal y neuroldgica, cirrosis o cancer.
& Desde el inicio de la enfermedad y considerando IgG-S o IgG-N. ICC, indice de Comorbilidad de Charlson; RT,
Radiografia de torax; UCI, Unidad de Cuidados Intensivos; Q1, primer cuartil; Q3, tercer cuartil; IL-6, Interleucina-6.
S/CO, absorbance/cut-off . Los resultados se proporcionan como medianas con rangos intercuartilicos o nimeros con

porcentajes, seglin corresponda.
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Figura 1. Diagrama de flujo de pacientes con COVID-19 ingresados en el Hospital
General Universitario de Elche entre el 1 de marzo y el 30 de junio de 2020.
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Figura 2a. Evolucion temporal de los sintomas durante los primeros 6 meses se
seguimiento. Se observan las puntuaciones de los sintomas generales, respiratorios
y gastrointestinales recogidos en los cuestionarios de sintomas de COVID-19 al

inicio, a los dos meses y a seis meses.

General symptoms* Respiratory symptoms* Gastrointestinal symptoms*
100% = 100% - 100% - - _
N N . . . -
50% = 50% = 50% =
25% = 25% = 25% =
0% = 0% = 0% =
. L . . . . . 1 .
Baseline 2 months visit 6 months visit Baseline 2 months visit 6 months visit Baseline 2 months visit 6 months visit

No symptoms (0) Il Mild (1-4) ] Mocerate (5-7) | Severe (8-10)

Figura 2b. Intensidad de los sintomas generales, respiratorios, gastrointestinales y
neuropsiquiatricos a los 12 meses entre los pacientes en los que se analizo la

persistencia de sintomas mantenida durante todo el afio de seguimiento.

. No symptoms (0)
0 wia (1)

Symptoms*

100% -

75% -
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Figura 3a. Evolucion temporal de los biomarcadores séricos durante los primeros 6
meses se seguimiento. Se muestran los cambios en los niveles séricos de proteina C
reactiva (B), interleucina-6 (C), ferritina (D) y dimero D (E) desde el diagnostico de

COVID-19.
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Figura 3b. Diferencias entre el grupo con sintomas de mayor severidad y el resto en
la evolucion temporal de los biomarcadores y anticuerpos antiSARS-CoV-2 IgG-S y

N durante los primeros 6 meses de seguimiento.
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A continuacion se muestran los niveles séricos de IgG-S (panel A), IgG-N (panel B), proteina C reactiva
(panel C), interleucina-6 (panel D), ferritina (panel E) y dimero D (panel F) durante el seguimiento. Las
lineas discontinuas y los simbolos de cruz representan a las personas con las puntuaciones mas altas en el
cuestionario de sintomas de COVID-19; las lineas continuas y los simbolos circulares representan a todos
los demas pacientes que completan el cuestionario. IgG-S, anticuerpo IgG contra el dominio S1 de la
superficie del SARS-CoV-2 de la proteina spike; N-IgG, anticuerpo IgG contra la proteina de la
nucleocapside interna del SARS-CoV-2; S/CO, absorbancia/punto de corte. Valor p para la comparacion

entre grupos segun la puntuacion en cuestionarios. S/CO positivo >1,1
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Figura 4. Dinamica temporal virologica del SARS-CoV-2 en los pacientes con

COVID-19 durante el seguimiento.
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A continuacién se muestran los resultados de PCR SARS-CoV-2 durante el seguimiento en los 146 pacientes del
estudio. Cada fila representa los resultados de las PCR SARS-CoV-2 de cada paciente en el tiempo desde el primer
resultado de PCR disponible. Los puntos rojos representan resultados positivos de PCR y los verdes, negativos. Los
puntos negros representan a los éxitus, la fecha que ocurrid y el tiempo desde el primer resultado positivo en PCR. Las
lineas coloreadas unen dos puntos consecutivos con el mismo resultado de PCR con menos de 90 dias entre ambos. El
paciente #143 se traslad6 a otro pais tras el alta. Los pacientes #139, #142, y #145 solo pudieron ser contactados por
teléfono. Los pacientes #136 and #137 rechazaron nueva muestra nasofaringea pero permitieron continuar con el

seguimiento en consultas.
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Figura 5. Dinamica temporal seroldgica en los pacientes con COVID-19 durante el

seguimiento. Evolucion de los niveles de IgG-S e IgG-N.
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A continuacion se muestran los cambios temporales en IgG-S1 ¢ IgG-N. Cada punto representa un valor de IgG-S
(linea continua y simbolos circulares) o IgG-N (linea discontinua y simbolos cruz) en un paciente, con una linea de
interpolacion y un intervalo de confianza del 90%. S/CO, absorbancia/punto de corte; IgG-S, anticuerpo 1gG-S contra
el dominio S1 de superficie de la proteina spike del SARS-CoV-2; IgG-N, anticuerpo contra la proteina de la
nucleocapside interna del SARS-CoV-2. S/CO positivo >1,1
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Figura 6. Curva ROC de los valores del pico de IgG-S anti-SARS-CoV-2 en el

primer mes para la prediccion de persistencia de sintomas a los dos meses.

1.0

0.8

5.436 (0.632, 0.704)

06
I

AUC: 0.663 (0.535-0.790)

Sensitivity

0.4

02

0.0

T T T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
1 - Specificity

ROC: Curva ROC “Receiver operating characteristics”; AUC, Area bajo la curva o “area under the curve”.

Figura 7a y 7b. Predictores de persistencia de sintomas a los 2 y 6 meses de

seguimiento mediante modelo logistico de regresion multivariante.
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El panel A representa el analisis multivariante a los 2 meses, y el B, a los 6 meses. WHO, Organizaciéon Mundial de la
Salud “World Health Organization”; S- IgG, IgG antibody against the SARS-CoV-2 surface S1 domain of the spike

protein; S/CO, “absorbance/cut-off”; RT-PCR, PCR “reverse transcriptase-polymerase chain reaction”. *Pvalor<0.05
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Figura 8a-d. Analisis de sensibilidad para predictores, en modelo logistico de
regresion multivariante, utilizando la mediana de los sintomas o cualquier valor en
algun sintoma, a los dos (paneles A y B, respectivamente) y seis (paneles C y D,

respectivamente) meses de seguimiento.

A
WHO severity ordinal scale score - |—0—| 2.57(1,32-549)
— 093 (0,34-2,54)

Tocilizumab use (Yes)-

Peak 8-1gG S/CO- 0.79 (0,67-0,91)

=
Sex (Female)-  H-e——— 1.59(0,62-4,18 )
H
Charlson Comorbidity Index - IO 0.77 ( 0,51-1,06 )
Age- 1.04 (0,99-1,11)

1st-month SARS-CoV-2 RT-PCR (positive) - I-'-—' 0.56 ( 0,19-1,61)

0 5 10 15 20
OR

WHO severity ordinal scale score - I--0—| 1.39(0,71-2,96 )

Tocilizumab use (Yes)-  |-—— 1.15(0,36-3,68 )

Sex (Female)- | | 3.67 (1,21-12,88) *
Peak S-IgG S/CO- § 0.92(0,81-1,04)
Charlson Comorbidity Index - |-i-| 1.05(0,74-1,59 )
Age- 1.03(0,97-1,09)

1st-month SARS-CoV-2 RT-PCR (positive)-  |-s—] 0.8 (0,27-2,44 )

0 5 10 15 20
OR

WHO severity ordinal scale score - |-0—| 1.34(0,64-2,73 )

Tocilizumab use (Yes)-  f—e———— 2.2(0,72-7,36 )

Sex (Female)- | | 7.22(2,48-23,68 )
Peak S-IgG S/CO- 0.92 (0,78-1,07 )
Charlson Comorbidity Index - »] 1.13(0,78-1,63)
Age- 0.98 (0,92-1,04 )

1st-month SARS-CoV-2 RT-PCR (positive)-  4— 0.92 (0,3-2,84 )

0 10 20 30

OR
D
WHO severity ordinal scale score - |—l—| 1.08 ( 0,54-2,29 )
Tocilizumab use (Yes)-  |———— 1.01(0,32-321)
Sex (Female)- { 3.08 (1,01-1040) *
Peak $-1gG S/CO- M 1.04(0,9-1,2)

Charlson Comorbidity Index - fo4 0.9(061-1.28)

Age- ¥ 1.05(1,00-1,12)
1st-month SARS-CoV-2 RT-PCR (positive)-  |—e————— 1.27 (0,41-3,96 )

5

OR

167



Figura 9a y 9b. A. Diferencias entre el grupo de pacientes con sintomas persistentes
a largo plazo y el resto, en la evolucion temporal de IgG-S al ingreso, mes 1, mes 2,

mes 6 y mes 12. B. Diferencias entre grupos en capacidad neutralizante a los 12

meses.
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Figura 9c-f. Evolucion temporal de los biomarcadores séricos durante todo el
periodo de seguimiento. Se muestran los cambios en los niveles séricos de proteina
C reactiva, dimero D, cociente neutroéfilos/linfocitos y linfocitos desde el diagnostico

de COVID-19, separados por grupos de pacientes con sintomas persistentes de

mayor intensidad frente al resto de pacientes.
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