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RESUMEN EN CASTELLANO:

Introduccidn. La inmunidad mediada por células T es crucial para la proteccidn contra la COVID-
19 grave. Se desconoce el rendimiento de los ensayos de liberacién de IFN-y (IGRA) especificos

del SARS-CoV-2 para medir las respuestas de las células T durante una infeccién aguda grave.

Métodos. Realizamos un andlisis longitudinal prospectivo de pacientes hospitalizados por
COVID-19 confirmado. Al ingreso, se midid un IGRA para SARS-CoV-2 cuantitativo
estandarizado especifico del SARS-CoV-2. El seguimiento durd 90 dias. Se incluyeron 248
pacientes; 181 (73%) estaban vacunados, 142 (57,3%) estaban infectados con la variante

Omicron y 106 (42,7%) estaban infectados con la variante Delta.

Resultados. El resultado de IGRA para SARS-CoV-2 fue positivo (>200 mUI/mL) en 125 (50,5%)
pacientes, y de ellos, 44 (35,2%) mostraron una respuesta concomitante de IFN-y inducida por
mitdgenos. En comparacidn con los pacientes con resultados negativos y dudosos, aquellos con
IGRA para SARS-CoV-2 positivo eran mds jovenes y mostraron una menor frecuencia de
comorbilidades coexistentes, una mediana mas baja del indice de comorbilidad de Charlson,
una menor frecuencia de puntuacion de gravedad de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
>4, mayores valores del cociente saturacion arterial periférica de oxigeno y fraccién inspirada
de oxigeno (Sp0O2/Fi02) al ingreso, mayores respuestas de anticuerpos S-IgG y N-IgG y menor
mortalidad a los 28/60/90 dias. Estos hallazgos fueron consistentes tanto para las variantes
Omicron como para Delta. Se observaron patrones similares a los descritos anteriormente en
el subconjunto de pacientes con IGRA para SARS-CoV-2 positivo y respuestas indeterminadas
inducidas por mitégenos, asi como en aquellos que exhibian respuestas positivas tanto
especificas del SARS-CoV-2 como de mitégenos. Veintiocho (11,3%) pacientes tuvieron
resultados limite (100-200 mUIl/mL) de IGRA para SARS-CoV-2 y compartieron varias
similitudes con pacientes con IGRA para SARS-CoV-2 negativo. En un modelo de Cox ajustado,
se encontro que un resultado negativo de IGRA para SARS-CoV-2 era un predictor
independiente de mortalidad. Utilizando un analisis de la curva de caracteristicas operativas
del receptor (ROC), encontramos que un valor de IFN-y de 150 mUI/mL se identificé como el
punto de corte dptimo para predecir la mortalidad, con una sensibilidad del 79% [intervalo de
confianza (IC) del 95%: 61-93], 61% (IC 95% 55-68) especificidad, 18% (IC 95% 15-22) valor
predictivo positivo, 96% (IC 95% 93-98) valor predictivo negativo y un area bajo la curva (AUC)

del 70%.
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Conclusiones. La inmunidad preexistente contra el SARS-CoV-2 esta fuertemente asociada con
el desenlace clinico de los pacientes que requieren ingreso hospitalario por COVID-19. Las
personas que muestran respuestas tanto de células T como de anticuerpos tienen el riesgo mas
bajo de experimentar un desenlace clinico desfavorable. El patrén de comportamiento del
ensayo fue similar independientemente de los resultados de mitégenos o de la presencia de

las variantes Delta u Omicron.

Palabras clave. Inmunidad celular; COVID-19; IGRA; mortalidad; Omicron; Delta;

Enfermedades infecciosas; Variante.
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RESUMEN EN INGLES (ABSTRACT):

Introduction. T cell-mediated immunity is crucial for protection against severe COVID-19. The

performance of SARS-CoV-2-specific IFN-y release assays (IGRA) in measuring T cell responses

during severe acute infection remains unknown.

Methods. We conducted a prospective longitudinal analysis of hospitalized patients with
confirmed COVID-19. A standardized quantitative SARS-CoV-2-specific IGRA was measured at
admission. Follow-up lasted 90 days. Two hundred forty-eight patients were included; 181
(73%) were vaccinated, 142 (57.3%) were infected with Omicron variant and 106 (42.7%) with

Delta variant.

Results. SARS-CoV-2-IGRA was positive (>200 mIU/mL) in 125 (50.5%) patients, and 44 (35.2%)
showed concomitant mitogen-induced IFN-y response. Compared to patients with negative and
indeterminate results, those with positive IGRA were younger, showed lower frequency of
coexisting comorbidities, lower median Charlson comorbidity index, lower frequency of World
Health Organization (WHO) severity score >4, higher peripheral arterial oxygen saturation to
fraction of inspired oxygen (SpO2/Fi02) ratio values at admission, higher S-IgG and N-IgG
antibody responses, and lower 28/60/90-day mortality. These findings were consistent for both
Omicron and Delta variants. Similar patterns were observed in the subset of patients with
positive SARS-CoV-2-IGRA and indeterminate mitogen-induced responses, as well as in those
exhibiting both SARS-CoV-2-specific and mitogen-positive responses. Twenty-eight (11.3%)
patients had borderline (100-200 mIU/mL) SARS-CoV-2-IGRA results and shared several
similarities with IGRA-negative patients. In an adjusted Cox model, negative SARS-CoV-2-IGRA
result was found to be an independent predictor of mortality. Using receiver operating
characteristic (ROC) curve analysis, an IFN-y value of 150 mIU/mL was identified as the optimal
cut-off point for predicting mortality, with 79% sensitivity [95% confidence interval (Cl): 61-93],
61% (95% CI 55-68) specificity, 18% (95% Cl 15-22) positive predictive value, 96% (95% Cl 93-

98) negative predictive value, and area under the curve (AUC) of 70%.

Conclusions. Pre-existing immunity against SARS-CoV-2 is strongly associated with patient
outcomes in people requiring hospitalization for COVID-19. Individuals showing both T cell and
antibody responses have the lowest risk of adverse outcomes. The assay behavior pattern was

similar regardless of mitogen results or the presence of Delta or Omicron variants.

Keywords. T-cell immunity; COVID-19; IGRA; mortality; Omicron; Delta; Infectious diseases;
Variant.
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2. INTRODUCCION
2.1. CARACTERISTICAS DEL SARS-COV-2

2.1. Caracteristicas generales del virus SARS-CoV-2

El virus Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2), es el causante de la
enfermedad conocida como COVID-19, que fue declarada pandemia por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) en marzo de 2020 [1]. Pertenece a la familia Coronaviridea, dentro
del género Betacoronavirus y guarda similitudes genéticas con otros coronavirus zoonéticos

descritos en las dos ultimas décadas como el SARS-CoV y el MERS-CoV [2].

2.1.1 Fstructura viral

El SARS-CoV-2 es un virus con envoltura externa que tiene un genoma de ARN monocatenario
de sentido positivo de alrededor de 30 kb [3]. Su estructura consta, ademas, de cuatro
proteinas estructurales principales. Estas proteinas son: i) la proteina de la espicula (S) es la
encargada de unirse al receptor y de fusionar membranas; constituye el blanco principal de los
anticuerpos neutralizantes y es fundamental en el desarrollo de vacunas [4]; ii) la proteina de
la envoltura (proteina E) juega un papel importante en el proceso de ensamblaje y liberacion
del virus, iii) la proteina de la membrana (proteina M) es la mds abundante en la superficie del
virus y juega un papel en la formacién de su estructura [5] y iv) la proteina de la nucleocdpside
(proteina N) se une al ARN viral y desempenia un papel crucial en el proceso de

empaquetamiento del material genético del virus [6] (Figura 1).

2.1.2 Ciclo de replicacién

El virus SARS-CoV-2 penetra en las células del cuerpo humano al interactuar la proteina Sy el
receptor de la enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2) [6]. Después de fusionarse las
membranas y liberarse el material genético viral en el citoplasma, comienza la traduccién de
las poliproteinas virales y la replicacion del ARN gendmico. Las nuevas particulas virales se
forman en el reticulo endopldsmico y el aparato de Golgi antes de ser liberadas mediante

exocitosis [6, 7].
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Non-structural proteins

Figura 1. Genoma y ciclo de vida del SARS-CoV-2.
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ERGIC, compartimento intermedio reticulo endoplasmico-Golgi; ExoN, exonucleasa; HEL, helicasa; Macl, macrodominio 1;

NendoU, endoribonucleasa especifica de uridina; NiRAN, nucleotidiltransferasa asociada a la ARN polimerasa dependiente de

ARN de nidovirus; NMT, guanina-N7-metiltransferasa; OMT, 2'-O-metiltransferasa; PL2, proteasa similar a papaina 2; RBD,

dominio de unioén al receptor; RdRp, ARN polimerasa dependiente de ARN; SUD, dominio Unico del SARS; +ss, cadena sencilla

de sentido positivo; TM, transmembrana; Ubl1, dominio similar a ubiquitina 1; UTR, regidn no traducida.
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En la Figura 1, se observa la organizacion del genoma del coronavirus 2 del sindrome
respiratorio agudo severo (SARS-CoV-2), con dominios funcionales mostrados en rectangulos
ylos principales objetivos farmacolégicos resaltados en el recuadro. La primera parte del ARN
gendmico del SARS-CoV-2, que codifica proteinas no estructurales (NSPs), puede traducirse
directamente en dos poliproteinas (una poliproteina es una cadena Unica de polipéptidos
unidos por enlaces peptidicos covalentes), pplay pplab, donde un cambio de marco de lectura

-1 entre el marco de lectura abierto 1a (ORF1a) y ORF1b produce diferencias en la traduccion.

Las dos poliproteinas son escindidas por proteasas virales, una proteasa similar a la papaina
(PLpro) y una proteasa similar a 3C (3CLpro), para generar 16 NSPs y formar la maquinaria de
replicacion y transcripcion. Los dominios con funcién importante dentro de cada NSP se
muestran en la estructura del genoma. Los tres primeros cortes peptidicos son realizados por
PLpro. Los restantes son escindidos por 3CLpro (también conocida como proteasa principal). La
segunda parte del genoma de ARN codifica principalmente cuatro proteinas estructurales: la
proteina de la espicula (S), la proteina de membrana (M), la proteina de la envoltura (E) y la
proteina de la nucleocapside (N). Ademds de estas proteinas estructurales, también se

codifican varias proteinas accesorias.

Asimismo, en la Figura 1b se presenta el ciclo de vida del SARS-CoV-2, incluyendo entrada viral,
replicacion y transcripcidon, ensamblaje y liberacidn. En la estructura nativa del SARS-CoV-2, las
proteinas S pueden tener conformaciones de prefusion y posfusiéon. El SARS-CoV-2 entra en las
células huésped a través de una via de endocitosis mediada por interacciones entre la proteina
S y ACE2. El ARN viral entra en el citoplasma tras la entrada, y luego ORFla u ORFlab es
traducido por el ribosoma del huésped. Las poliproteinas virales se escinden en NSPs y se
ensamblan en los complejos de replicacion y transcripciéon. Los ARNm virales subgendmicos
(después del capping) actuan como plantillas para la traduccidon de proteinas virales. Los
viriones progenie se ensamblan en el reticulo endoplasmico y el aparato de Golgi.

Posteriormente, los viriones son exocitados para completar el ciclo de vida.

2.1.3 Diversidad genética

El virus SARS-CoV-2 ha mostrado una notable habilidad para mutar y evolucionar desde su
aparicion. Se han detectado diversas cepas que presentan distintas caracteristicas de contagio
y gravedad como las cepas Alfa, Beta, Gamma, Delta y Omicron [8]. Su capacidad de mutacidn
puede provocar la aparicién de nuevas variantes mas agresivas o no cubiertas por las actuales

vacunas, planteando desafios en cuanto al diagnodstico, tratamiento y prevencion de la COVID-
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19 [9].
2.1.4 Tropismo tisular

Si bien el SARS-CoV-2 afecta principalmente al sistema respiratorio, se ha comprobado su
capacidad para infectar diversas clases de células y tejidos distintos al epitelio pulmonar.
Ademas, también se ha identificado su presencia en células del endotelio, musculo cardiaco,
rifdn, sistema nervioso y tracto gastrointestinal. Esto podria explicar la variedad de sintomas

clinicos que se manifiestan en los pacientes afectados por la COVID-19 [10].

La comprensién de los aspectos generales del SARS-CoV-2 es esencial para crear estrategias
diagndsticas efectivas y medidas preventivas y terapéuticas eficientes. Entre estas estrategias,
es posible incluir la evaluacién de la respuesta inmune mediante pruebas como la liberacién de
interferén-gamma que se aborda en esta investigacion y que nos permitiria conocer la

respuesta inmunoldgica y la evolucidn clinica en pacientes con esta infeccién.

2.2. Epidemiologia del SARS-CoV-2

La epidemiologia del SARS-CoV-2 ha sido investigada en profundidad desde el comienzo de la
crisis de COVID-19. Este apartado aborda los aspectos clave de la propagaciéon y el impacto

global del virus.

2.2.1 Origen y propagacion inicial

El virus SARS-CoV-2 fue descubierto por primera vez en Wuhan (China), en diciembre de 2019
[11]. Aunque todavia se estd investigando su origen exacto, se cree que proviene de un
reservorio animal posiblemente relacionado con murciélagos y un huésped intermediario aun
sin identificar definitivamente [12]. Debido al rdpido alcance global de la enfermedad
desencadenada por este virus, surgid una accidon inmediata por parte de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), declarando una emergencia sanitaria mundial el 30 de enero de

2020y catalogandola como pandemia el 11 de marzo del mismo afio [1, 13].

2.2.2 Transmision

En cuanto a la transmisién, el SARS-CoV-2 se propaga mayormente a través de gotas
respiratorias y aerosoles en espacios cerrados y mal ventilados [14]. También es posible la
transmisidén por superficies contaminadas [15]. El periodo de incubacion promedio se situa

alrededor de 5 a 6 dias, pero puede extenderse desde 1 hasta 14 dias [16].

2.2.3 Tasa de reproduccidn basica (R0O) v efectiva (Rt)



La tasa de reproduccion basica (RO) inicial del SARS-CoV-2 se estimé entre 2 y 3, indicando que
cada persona infectada podia contagiar, en promedio, a 2-3 personas en una poblacién
totalmente susceptible [17]. Sin embargo, la tasa de reproduccion efectiva (Rt) ha variado
significativamente a lo largo del tiempo y entre diferentes regiones, influenciada por factores
como las medidas de control, la inmunidad de la poblacién y la aparicion de nuevas variantes

con caracteristicas diferentes a la primera cepa del SARS-CoV-2 [18].

2.2.4 Variantes de preocupacion

La evolucidén del virus SARS-CoV-2 ha generado diversas variantes, algunas de las cuales la OMS
ha etiquetado como “variantes de preocupacion", debido a su mayor capacidad de contagio,
virulencia o resistencia a la inmunidad [19]. Las variantes Alfa (B.1.1.7), Beta (B.135), Gamma
(P.1), Delta (B.617.2), y Omicron (B.1.529 y sublinajes), han tenido impactos significativos en el

desarrollo de la pandemia en distintos momentos y lugares [20].

2.2.5 Impacto a nivel mundial v la carga de enfermedades

La crisis sanitaria originada por la pandemia de COVID-19 ha tenido un impacto a nivel global
nunca antes visto en la salud publica y en la economia mundial. Hasta octubre de 2023, se han
registrado mas de 770 millones de casos confirmados y mas de 6,9 millones de fallecimientos
en todo el mundo [21]. No obstante, se estima que los verdaderos nimeros de contagios y
defunciones son considerablemente superiores debido al subregistro y las limitaciones en la

capacidad para realizar pruebas en varios paises [22].

2.2.6 Factores de riesgo v poblaciones vulnerables

Algunos sectores de la poblacién tienen mas probabilidades de sufrir enfermedad grave y
fallecimiento a causa de COVID-19. Entre los factores de riesgo se encuentran la edad avanzada
y la presencia de enfermedades cronicas previas (como problemas cardiacos o respiratorios

cronicos), asi como la obesidad, enfermedades respiratorias crénicas o inmunosupresiéon [23].

2.2.7 Estrategias de control v prevencién

Desde el inicio de la pandemia, fue evidente que se necesitaban medidas drdasticas para evitar
la propagacion del virus. Entre estas medidas, se incluyd el uso de mascarillas, el correcto
lavado de manos, el distanciamiento social y restricciones a la movilidad de las personas, entre
otras. También ha sido fundamental la creacién y distribucidon de vacunas a partir del final del

afio 2020 para disminuir los efectos mortales asociados a la COVID-19.
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A medida que la pandemia evoluciona hacia una fase endémica, los principales desafios
incluyen la vigilancia continua de nuevas variantes, la adaptacion de las estrategias de
vacunacion, el manejo de las secuelas a largo plazo (sindrome conocido como Long COVID-19)

y el fortalecimiento de los sistemas de salud global para futuras amenazas pandémicas [26].

2.3. Respuesta del sistema inmunitario adaptativo v generacion de anticuerpos contra el SARS-
oV-2

0

La respuesta del sistema inmunitario adaptativo es fundamental para proteger al cuerpo contra
el SARS-CoV-2. Destaca por su capacidad de ser especifica y formar una memoria inmunoldgica
duradera al activar tanto la respuesta de anticuerpos (inmunidad humoral) como la respuesta

de células T (inmunidad celular).

2.3.1 Respuesta de las células T: Linfocitos T CD4+

Las células T CD4+ juegan un rol crucial en la regulacién de la respuesta inmune adaptativa
frente al SARS-CoV-2. Estas células producen citocinas que favorecen la diferenciacion de
células By la generacién de anticuerpos [28]. Ademas, ayudan a la activacion y mantenimiento
de las células T CD8+ [29] y pueden tener funciones efectoras directas contra las células

infectadas [30].

Se ha observado que las células T CD4+, dirigidas contra el SARS-CoV-2, identifican
principalmente determinantes de las proteinas de la espicula (S), la nucleocdpside (N), y la

membrana (M).

2.3.2 Respuesta de las células T: Linfocitos T CD8+

Las células T CD8+ citotoxicas desempefian un papel fundamental en la eliminacién de las
células infectadas por un virus [32]. Estas células son esenciales para combatir las infecciones
virales. Son las responsables de detectar y eliminar las células que muestran péptidos virales
dentro del complejo MHC de clase | [33] y producen citocinas antivirales como IFN-y y TNF-a

[33, 34].

Se ha confirmado en investigaciones que las células T CD8+ dirigidas frente al SARS-CoV-2 se
focalizan principalmente en epitopos de las proteinas S, N y M del virus. Este patrén es similar

al de las células T CD4+ [35].

2.3.3 Respuesta de las células B v generacidn de anticuerpos
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La respuesta de las células B y la produccién de anticuerpos son elementos fundamentales en
la respuesta inmune adaptativa contra el SARS-CoV-2. Este proceso destaca por ser especifico

y tener la capacidad de crear una memoria inmunoldgica duradera.

2.3.4 Activacion y diferenciacion de células B

Entre sus funciones esta el reconocimiento de antigenos por parte de las células B, se produce
cuando sus receptores (BCR) identifican los antigenos del virus [36]. Ademas, la activacién de
las células B necesita dos seiiales distintas, el reconocimiento del antigeno y la ayuda de las

células T CD4+ foliculares (Tfh) [37].

Los linfocitos B activados se desplazan a los foliculos linfoides para crear centros germinales,
aqui experimentan hipermutacién somatica y seleccion de afinidad, lo que resulta en la
produccién de anticuerpos de alta afinidad [38]. Las células B pueden transformarse en células

plasmaticas que fabrican anticuerpos o en células B de memoria [39].

2.3.5 Cinética de la produccidén de anticuerpos

La produccion de anticuerpos en respuesta al SARS-CoV-2 sigue un patron de evolucion
predecible. Los anticuerpos de tipo IgM suelen ser los primeros en manifestarse, siendo
detectables entre 3y 7 dias después de que comienzan los sintomas. Tienden alcanzar su punto
mas alto alrededor de las 2 0 3 semanas y después disminuyen rapidamente [40]. En cuanto a
las 1gGs, suelen aparecer aproximadamente una semana después de que comienzan los
sintomas y aumentan durante las siguientes 2 o 3 semanas y pueden permanecer por un largo
periodo de tiempo incluso anos [41]. Por ultimo, las IgA son importantes en la inmunidad de
las mucosas, incluyendo el tracto respiratorio. Se detectan temprano en la infeccion y pueden

persistir durante varias semanas [42].

2.3.6 Especificidad de los anticuerpos
Los anticuerpos se dirigen contra distintas regiones del SARS-CoV-2:

1. Proteina de la espicula (S): Es el objetivo principal de los anticuerpos neutralizantes.
Dentro de la proteina S, el dominio de unién al receptor (RBD) es particularmente
importante [43].

2. Proteina de la nucleocapside (N): Genera una fuerte respuesta de anticuerpos, aunque

éstos no son neutralizantes [44].
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3. Otras proteinas: Se han detectado anticuerpos contra otras proteinas virales como la
proteina de la envoltura (E) y la proteina de la membrana (M), aunque en menor medida

[45].

2.3.7 Funciones de los anticuerpos

Los anticuerpos que combaten el SARS-CoV-2 desempefian mdultiples roles, como la
neutralizacion viral: los anticuerpos neutralizantes que se dirigen especialmente al RBD de la
proteina S tienen la capacidad de evitar que el virus ingrese a las células al interrumpir su union
con el receptor ACE2 [46]. Asi como la opsonizacion, que es un proceso en el que los
anticuerpos cubren las particulas virales para ayudar a que sean identificadas y eliminadas por
células fagociticas segun estudios previos [47]. También efectian la activacion del
complemento los complejos antigeno-anticuerpo, que desencadenan la respuesta del sistema
de complementos, produciendo lisis viral y aumento de la inflamacion [48]. La citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpos (ADCC) ocurre cuando los anticuerpos unidos a células

infectadas pueden reclutar células NK para eliminar estas células infectadas [49].

2.3.8 Variabilidad en la respuesta de anticuerpos

La produccion de anticuerpos puede diferir ampliamente entre personas debido a diversos
factores como: i) la gravedad del cuadro clinico, que puede influir en la intensidad y duracion
de las respuestas de anticuerpos [50]; ii) Los individuos de edad avanzada pueden tener
respuestas de anticuerpos menos eficaces [51]. iii) el estado del sistema inmunoldgico, que
puede influir en la eficacia y cantidad de los anticuerpos generados [52] o iiii) las variantes
virales y sus mutaciones pueden tener un impacto en como los anticuerpos preexistentes

reconoceran la proteina S [53].

2.3.9 Durabilidad de la respuesta de anticuerpos

La durabilidad de la respuesta de anticuerpos tiene implicaciones significativas en la pandemia
de COVID-19. Observamos que los anticuerpos IgG anti-S y anti-N tienen cinéticas distintas,
evidenciadas por una mayor durabilidad de los primeros. Los niveles de anticuerpos IgG contra
el SARS-CoV-2 siguen siendo detectables por al menos 12 meses después de la infeccidn
grave/moderada en la mayoria de las personas [54]. Aunque los niveles de anticuerpos

circulantes pueden disminuir con el tiempo, las células B de memoria pueden proporcionar una
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respuesta rapida ante una reexposicién al virus [55]. Se han encontrado células plasmaticas de
largos periodos en la médula ésea de personas que se han recuperado del COVID-19, lo que

indica la posibilidad de una continua produccion de anticuerpos [56].

2.3.10 Implicaciones para el diagndstico v las vacunas

La comprensidon de cémo las células B responden y producen anticuerpos tiene implicaciones
significativas, como, por ejemplo, permite realizar pruebas seroldgicas generando
conocimiento de la cinética y especificidad de los anticuerpos frente al SARS-CoV-2 [57].
También estd implicada en el desarrollo de vacunas contra este virus, que se centran
principalmente en estimular la produccion de anticuerpos que puedan neutralizar la proteina
S [58]. En cuanto a las terapias centradas en anticuerpos monoclonales terapéuticos se
fundamentan en el conocimiento de los anticuerpos neutralizantes de mayor eficacia [59].
Finalmente, la evaluacion de lainmunidad se basa en la medicién de anticuerpos como un signo
de proteccion del sistema inmunoldgico; sin embargo, todavia no se ha determinado
completamente la correlacidn exacta entre los niveles de anticuerpos y la proteccidn contra

infecciones [60].
2.4. Vacunacion contra el SARS-CoV-2

La administracion de vacunas contra el SARS-CoV-2 ha sido una pieza clave en la batalla contra
la pandemia de COVID-19. Desde la rapida creacién de las primeras vacunas hasta su
distribucién a nivel mundial, este procedimiento ha sido un punto de inflexién en el campo de

la medicina y la salud publica.

2.4.1 Desarrollo de vacunas

La creacion de vacunas contra el SARS-CoV-2 destacd por su rapidez excepcional. En menos de
un ano desde la deteccién del virus, se logrd desarrollar y autorizar diversas vacunas para uso
de emergencia. Este procedimiento, habitualmente extenso, se vio agilizado gracias a la
cooperacion cientifica e institucional a nivel global, a una inversidén econdmica sustancial y a la

implementacién de tecnologias revolucionarias [61].

Las plataformas mds importantes empleadas en la creacién de vacunas contra el SARS-CoV-2
incluyen:

1. Vacunas de ARNm: Utilizan ARN mensajero encapsulado en nanoparticulas lipidicas para
instruir a las células a producir la proteina S del virus, induciendo una respuesta inmune [62].

2. Vacunas de vectores virales: Emplean virus modificados genéticamente (como
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adenovirus) para transportar genes que codifican la proteina S del SARS-CoV-2 [63].
3. Vacunas de subunidades proteicas: Contienen fragmentos purificados de proteinas
virales, generalmente la proteina S [64].

4, Vacunas inactivadas: Utilizan virus SARS-CoV-2 completos pero inactivados [65].

2.4.2 Eficacia v efectividad

Los estudios clinicos de fase 3 han confirmado una eficiencia notable de las vacunas en la
prevencion de casos graves de COVID-19y en la reduccion de hospitalizaciones y fallecimientos.
Por poner un ejemplo ilustrativo: las vacunas basadas en ARNm demostraron una eficiencia

superior al 90 % en la prevencién de contagios sintomaticos [66].

2.4.3 Respuesta del sistema inmunoldgico

La vacunacion contra el virus del COVID-19 induce tanto respuestas humorales como celulares.
El papel clave en la prevencidn de la infeccion lo desempefian los anticuerpos neutralizantes
gue se enfocan principalmente en la proteina Spike (S). A pesar de ello, la respuesta de las
células T también resulta crucial, especialmente para garantizar una proteccién duradera y

efectiva frente a las variantes virales [67].

Se han encontrado células T CD4+ y CD8+ especificas de SARS-CoV-2 en personas vacunadas, lo
que contribuye a la inmunidad protectora. Estas células pueden identificar varios epitopos
virales, no solo los de la proteina S, lo que podria ofrecer una proteccion mas amplia contra las

variantes emergentes [68].

2.4.4 Desafios v posibles escenarios a venir

A pesar de los logros alcanzados en las campafias de vacunacion, la aparicidén de variantes del
SARS-CoV-2 con mayor transmisibilidad o potencial de escape inmunolégico ha planteado
preocupaciones sobre la eficacia a largo plazo de las vacunas actuales [69]. En relacion a la
duraciéon de la inmunidad, aunque los datos iniciales son prometedores, alin se desconoce la
duracion exacta de la proteccidn conferida por las vacunas, lo que podria requerir dosis de
refuerzo periddicas [70]. Ademas, el acceso equilibrado y justo en todo el mundo sigue siendo
un desafio ético y de salud publica, con una distribucién desigual de vacunas entre naciones de
ingresos altos y bajos [71]. También la resistencia a la vacunacién en ciertos sectores de la

poblacién es un desafio para lograr la inmunidad colectiva [72].

El futuro de la vacunacidon contra el SARS-CoV-2 probablemente incluira el desarrollo de
vacunas de segunda generacidn que puedan ofrecer una proteccidn mas amplia contra
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multiples variantes, asi como formulaciones que induzcan una inmunidad mas duradera o que

sean mas faciles de distribuir y administrar en entornos de recursos limitados.

En resumen, la vacunacion contra el SARS-CoV-2 ha evidenciado ser un instrumento eficiente
en la batalla contra la pandemia de COVID-19. No obstante, la investigacion constante acerca
de la reaccion inmunolégica generada por las vacunas incluyendo el analisis de la respuesta de
células T sigue siendo fundamental para perfeccionar las estrategias de vacunacién y abordar

los desafios por venir.

2.5. Métodos para medir la inmunidad frente a SARS-CoV-2

La medicidon precisa y confiable de la medida de la inmunidad contra el SARS-CoV-2 se ha
posicionado como un elemento clave en la batalla contra la pandemia de COVID-19. Esta
evaluacidn no solo resulta crucial para entender la respuesta tanto individual como poblacional
ante la infeccidn y las vacunas, sino que también desempefia un rol vital en las decisiones de
salud publica y en la formulacién de estrategias terapéuticas y preventivas. Los enfoques
empleados para evaluar la respuesta inmune se centran mayormente en dos aspectos
fundamentales del sistema inmunoldégico: la inmunidad humoral que involucra a los

anticuerpos y la inmunidad celular coordinada por las células T.
2.5.1. Medicidn de la inmunidad humoral

La evaluacion de la respuesta inmunitaria humoral se centra en detectar y cuantificar los
anticuerpos especificos contra el SARS-CoV-2 creados por células B del sistema inmunolégico
que desempefian un papel crucial en neutralizar el virus y prevenir la reinfeccion. Los métodos
mdas comunmente utilizados para medir la inmunidad humoral incluyen pruebas de union de

anticuerpos y pruebas de neutralizacion.

2.5.1.1 Ensayos de unidn de anticuerpos

Para detectar si hay anticuerpos especificos contra el SARS-CoV-2 en muestras de sangre o
suero es crucial realizar estos ensayos, en algunos casos es posible cuantificar los niveles

presentes de manera precisa y fiable. Entre las técnicas mas utilizadas se encuentran:

1. El ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzima (ELISA) es una técnica muy utilizada y versatil
para detectar anticuerpos en diferentes contextos médicos y se ha adaptado rdpidamente para
la deteccion de anticuerpos relacionados al virus SARS-CoV-2, especialmente dirigidos hacia las
proteinas S del virus y de la nucleocapside. Los antigenos virales se fijan en una superficie sélida

como una placa de microtitulacidén y cuando se agrega la muestra del paciente, los anticuerpos
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existentes se unen a los antigenos previamente fijados.

Después se incluye un segundo anticuerpo marcado con una enzima que se une a los
anticuerpos presentes en el paciente. Por ultimo, se introduce un sustrato que la enzima
transformara en una sefial visible, generalmente un cambio de color, que puede ser evaluado
y cuantificado. El ensayo ELISA ofrece la ventaja de ser capaz de identificar distintas clases de
anticuerpos (como 1gG, IgM, IgA), dependiendo del disefio utilizado en la prueba. Esta
caracteristica resultar muy util para determinar el orden cronolégico de la respuesta
inmunoldgica; normalmente los anticuerpos IgM son los primeros en aparecer, seguidos por
los IgG que suelen perdurar por mas tiempo en el organismo humano. La alta precision y
selectividad del método ELISA y su capacidad para analizar multiples muestras al mismo tiempo
lo convierten en una herramienta imprescindible para estudios epidemiolégicos a gran escala

[73].

2. Inmunoensayos quimioluminiscentes (CLIA): Los CLIA representan una evolucion de los
principios del ELISA, ofreciendo una mayor sensibilidad y un rango dinamico mas amplio. En
estos ensayos, los antigenos virales se unen a particulas magnéticas. Tras la adicion de la
muestra del paciente y la unién de los anticuerpos, se introduce un anticuerpo secundario
marcado con una enzima. La diferencia clave radica en el uso de un sustrato
quimioluminiscente que, al reaccionar con la enzima, produce luz en lugar de un cambio de
color. La mayor ventaja de los analisis CLIA radica en su alta sensibilidad para detectar niveles
muy bajos de anticuerpos. Asimismo, estos sistemas suelen estar automatizados, lo que
facilitan el procesamiento de una gran cantidad de muestras con poca intervencion humana.
Estos aspectos los convierten en herramientas especialmente utiles para entornos de

laboratorio que requieren un alto rendimiento [74].

3. Las pruebas rdpidas de flujo lateral son también conocidas como pruebas rapidas de
anticuerpos y han ganado popularidad por su facilidad de uso y la rapidez en la obtencién de
resultados que ofrecen. Estas pruebas funcionan a través de un proceso de filtracion en el que
una muestra de sangre, suero o plasma se coloca en una tira reactiva y circula por ésta por
capilaridad. Si en dicha muestra se encuentran anticuerpos, estos se uniran a antigenos virales
conjugados a particulas coloreadas. Los anticuerpos anti-humanos capturan este complejo mas
tarde en la linea de prueba y generan una linea que se puede ver facilmente. Si bien estas
pruebas son rapidas (entregando resultados en 10-30 minutos) y faciles de utilizar sin la
necesidad de equipo especializado; por lo general tienen una sensibilidad y especificidad

menores en comparacion a ELISA o CLIA.
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Ademas, suelen ser cualitativas o semi-cuantitativas lo que restringe su utilidad para una
evaluacidn precisa de los niveles de anticuerpos; no obstante, su facilidad de uso las vuelve
valiosas en entornos de atencion primaria o estudios de campo donde el acceso a laboratorios
equipados es limitado [75].

2.5.1.2 Ensayos de neutralizacion

Mientras que los ensayos de unidn de anticuerpos detectan la presencia de anticuerpos que se
unen al virus, los ensayos de neutralizacion van un paso mas alla al evaluar la capacidad
funcional de estos anticuerpos para prevenir la infeccidn viral. Estos ensayos son cruciales para

entender la eficacia protectora de la respuesta inmune.

1. Ensayos de neutralizacion mediante reduccién de placas (PRNT): Se consideran los ensayos
PRNT como la forma mds precisa de medir los anticuerpos neutralizantes presentes en una
muestra bioldgica determinada. El procedimiento implica la combinacién del suero del paciente
junto a una cantidad especifica de virus activos conocidos. En esta mezcla se agrega células
susceptibles a ser infectadas por el virus que no ha sido neutralizado y formar placas. Un andlisis
comparativo entre el nimero de placas resultantes en este ensayo y un control libre de
anticuerpos sirve para evaluar el nivel de neutralizacion logrado. Aunque el examen PRNT
ofrece datos importantes sobre la capacidad de neutralizacién de los anticuerpos, presenta
varias restricciones en términos practicos. En efectividad, necesita virus vivos y requiere
instalaciones de nivel 3 de bioseguridad, lo que lo convierte en un proceso laborioso que puede
tardar varios dias en arrojar resultados. Estos obstaculos han sido el motor detras del desarrollo

de opciones mas seguras y rapidas [76].

2. El ensayo de neutralizacion de pseudovirus: implica el uso de virus modificados que llevan la
proteina S del SARS-CoV-2 pero que no son infecciosos para realizar pruebas experimentales.
Estos pseudovirus estan disefiados para incluir un gen informador que facilita la medicion de la
infeccion. Similar al método PRNT mencionado anteriormente, se combina el suero del
paciente previamente a la adicion de los pseudovirus a células susceptibles. Una ventaja
destacada de este enfoque es su viabilidad en laboratorios de nivel 2 de bioseguridad, ademas

es mas eficiente en tiempo que el PRNT tradicional y permite una mayor productividad [77].

3. El ensayo de neutralizacion basado en células (cPass): Esta nueva prueba evalla la capacidad
de bloquear la unién entre el dominio de unién al receptor (RBD) de la proteina Sy el receptor

ACE2. Su principal ventaja es que no necesita virus vivos ni cultivos celulares, lo que lo convierte
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en una opcidn mas segura y rapida que las pruebas tradicionales de neutralizacién. El cPass ha
llamado la atenciéon como una forma prometedora de detectar anticuerpos neutralizantes de
manera mas accesible a gran escala [78].

2.5.2 Medicion de la inmunidad celular

La evaluacion de la inmunidad contra el SARS-CoV-2 se ha centrado principalmente en la
medicion de anticuerpos; sin embargo, se esta reconociendo cada vez mas la importancia de la
respuesta inmunoldgica mediada por células T. Estas células desempefian un papel
fundamental en coordinar la defensa del organismo y en eliminar directamente las células
infectadas por el virus. La valoracién de la inmunidad celular resulta especialmente relevante
ya que algunos estudios sugieren que puede perdurar mas tiempo que la respuesta de

anticuerpos en ciertos individuos.

2.5.2.1 Ensayo de liberacidn de interferdn gamma (IGRA)

El IGRA ha sido adaptado de su uso original en el diagndstico de tuberculosis para evaluar la
respuesta de células T especificas contra el SARS-CoV-2. En este tipo de ensayo, se activan
células T de sangre periférica mediante antigenos especificos del SARS-CoV-2, generalmente
péptidos derivados de las proteinas S y N. Si las células T especificas estan presentes, éstas

generaran interferon gamma (IFN-y) en respuesta a la estimulacion.

El proceso implica incubar sangre completa o células mononucleares de sangre periférica junto
a los antigenos virales durante un periodo de 16 a 24 horas. Posteriormente se cuantifica la

cantidad de IFN-y producido mediante ELISA.

Una ventaja importante del IGRA es su capacidad para detectar la inmunidad celular, que
puede ser mds duradera que la respuesta de anticuerpos y puede estar presente incluso en
individuos que no han desarrollado una respuesta de anticuerpos detectable. Sin embargo, el
IGRA presenta ciertas limitaciones puesto que implica el procesamiento rapido de las muestras,
ademas es mas complejo y costoso que las pruebas seroldgicas tradicionales. Por otro lado, la
interpretacion de los resultados puede resultar complicada debido a la variabilidad en Ila

respuesta de las células T entre diferentes personas [79].

2.5.2.2 Citometria de flujo

La citometria de flujo es una herramienta muy util que posibilita la descripcién minuciosa de
grupos particulares de células T y B relacionadas al virus especifico en cuestidon. En el contexto

de la pandemia de COVID-19 se ha empleado para analizar la incidencia y caracteristicas de las
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células T relacionadas al SARS-CoV-2. Por lo general, las células mononucleares de la sangre
periférica se exponen a antigenos virales y luego se marcan utilizando anticuerpos
fluorescentes que reconocen marcadores de superficie celular y citocinas intracelulares. Esto
facilita la identificacion y conteo de diversos subconjuntos de células T (como CD4 +y CD8 +) y
la evaluacion de su capacidad para producir multiples citocinas al mismo tiempo. La mayor
ventaja de la citometria de flujo radica en su habilidad para ofrecer datos detallados acerca de
los fenotipos celulares y su funcionamiento [80].

El ambito de la evaluacion de la respuesta inmunoldgica al SARS-CoV-2 esta en continua
evolucidn, surgiendo nuevas tecnologias y enfoques emergentes que prometen brindar un

mayor entendimiento de la respuesta inmunoldgica.

2.6. Definicion de criterios de infeccidn por COVID-19

2.6.1. Criterios clinicos

La definicion de los criterios de infeccion por COVID-19 ha evolucionado a lo largo de Ila
pandemia, reflejando los avances en el conocimiento cientifico sobre el SARS-CoV-2 y las
mejoras en las capacidades diagndsticas. Es crucial establecer criterios claros y estandarizados
para garantizar una identificacion precisa de los casos, lo que es fundamental para el manejo
clinico, la vigilancia epidemioldgica y las estrategias de control de la enfermedad. Los pacientes
con COVID-19 experimentan diversos grados de gravedad, y el 80% de ellos tienen una
infeccion leve. Aproximadamente el 15% de los casos desarrollan una enfermedad grave
caracterizada por disnea, hipoxia y cambios pulmonares en las imagenes; el 5% estan
gravemente enfermos, con insuficiencia respiratoria por sindrome de dificultad respiratoria
aguda (SDRA), shock y/o disfuncién multiorganica [81]. La activacidn excesiva de linfocitos y el
aumento de mediadores proinflamatorios en pacientes con COVID-19 promueven el dafio
inmunomediado. El proceso hace que una enfermedad leve aumente en gravedad, y la
afectacidn de un solo drgano progrese a disfuncion organica multiple en el SARS-CoV-2 (MODS-
CoV-2). En casos graves, la enfermedad puede provocar SDRA, choque séptico, acidosis
metabdlica, disfuncion de la coagulacién y sindrome de Modulopatia Disminuida (SDMO). Las
personas mayores con inmunidad reducida y comorbilidades son mas susceptibles a
infecciones graves. La edad media de las personas afectadas por complicaciones graves
relacionadas con la COVID-19 oscila entre los 49 y los 56 afios [82]. A medida que progresan los

sintomas, los pacientes pueden desarrollar neumonia con SDRA, que requiere cuidados
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intensivos. Los nifios suelen ser asintomaticos o presentar sintomas leves. Los hombres vy las
mujeres tienen la misma susceptibilidad a la infeccion; sin embargo, los pacientes varones
tienen un mayor riesgo de sufrir peor prondstico [83]. Los sintomas incluyen fiebre, fatiga, tos
seca, anorexia, mialgia, disnea y produccion de esputo. La tasa de mortalidad aumenta con la
edad, con un aumento significativo por encima de los 80 afios. La tasa de mortalidad también
aumenta con las comorbilidades, como la diabetes, la enfermedad cardiaca, la enfermedad
renal cronica, la enfermedad pulmonar crénica y otros factores sociodemograficos. También se
ha descubierto que un mayor riesgo de infecciéon por SARS-CoV-2 se asocia a otras
comorbilidades como hipertensién (27-30%), diabetes (19%) y enfermedad cardiaca coronaria
(6-8%). Los estudios también han demostrado que los pacientes con COVID-19 grave
desarrollan SDRA (67,3%), lesion renal aguda (28,9%), funciéon hepatica anormal (28,9%) y
lesion cardiaca (23,1%) [84].

2.6.2. Criterios de laboratorio

2.6.2.1 Reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR)

Las técnicas de deteccion de acidos nucleicos (TAAN), son altamente sensibles y especificas y
se han convertido en los métodos de referencia en el diagndstico de las infecciones por SARS-
CoV-2. En general, las TAAN detectan dianas especificas de SARS-CoV-2 incluidas en regiones
codificantes de tres de las cuatro proteinas estructurales del virus: espicula (S), envuelta (E) y
nucleocapside (N); asi como en regiones que codifican proteinas no estructurales como el gen
RdRP (RNA-dependent RNA polymerase), y/o las regiones ORFlab (Open Reading Frame 1ab)
y ORF8. Las distintas plataformas aprobadas estan disefiadas para detectar dos o mas de estas

dianas, en diferentes combinaciones segun los fabricantes [85].
2.6.2.2 Deteccidn de antigenos virales

En la actualidad, se han desarrollado dos grandes grupos de técnicas de deteccién de antigeno
(TDAg) de SARS-CoV-2. Las mas usadas se basan en la inmunocromatografia o inmunoensayos
de flujo lateral (IEFL), pero mas recientemente se estan comercializando inmunoensayos
basados en técnicas de quimioluminiscencia (CLIA) o enzimoinmunoensayo (EIA), de uso por el
momento menos extendido. Tanto los IEFL como las TDAg automatizadas se basan en la
deteccién de la nucleoproteina viral (proteina N). Su empleo en las pruebas de antigeno viene
avalado por su abundancia en el virion (=1000 copias que conforman la nucleocapside
helicoidal), su longitud de 419 aminoacidos que sustenta varios determinantes antigénicos y
por el hecho de que es una proteina interna en el virién y no unida a membrana, lo que facilita

el proceso de extraccidn [86]. La sensibilidad de la prueba de antigeno depende en gran medida
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de la carga virica (cycle threshold [Ct] en PCR), la edad y |la presencia y duracién de los sintomas.
La sensibilidad mas alta de la prueba de antigeno se observé en pacientes sintomaticos,
mayores de 50 anos y asociados con un mayor riesgo de infectividad (Ct<25), alcanzando el

100% en este escenario [87].

2.6.2.3 Deteccidn de la respuesta inmune

Las pruebas seroldgicas para detectar la presencia de anticuerpos contra el SARS-CoV-2 tienen
como objetivo identificar una infeccidn previa por SARS-CoV-2 o vacunacion y pueden ayudar

a confirmar la presencia de la infeccidn actual [88].

2.7. Clasificacion de pacientes afectados por COVID-19 segun la gravedad

La crisis sanitaria del COVID-19 ha planteado un reto sin precedentes para los sistemas de salud
en todo el mundo; no solo debido a su rapida propagacidn sino también por la amplia gama de
sintomas clinicos que puede mostrar esta enfermedad. Desde casos sin sintomas hasta
situaciones criticas que exigen cuidados intensivos; la COVID-19 ha revelado ser una
enfermedad compleja y polifacética. En este escenario actual; la clasificacion de los pacientes
segun la gravedad de su estado se ha convertido en un recurso esencial para el tratamiento

clinico; la distribucion equitativa de recursos y las decisiones terapéuticas.

Varias entidades de salud como la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) o los Institutos
Nacionales de Salud (NIH) de Estados Unidos han desarrollado sistemas de clasificaciéon para
estandarizar el abordaje de la atencion médica y facilitar la comparacion en investigaciones
médicas. A pesar de algunas diferencias leves entre ellas, estas clasificaciones suelen coincidir
al agrupar a los pacientes en categorias que van desde asintomaticos o afectados levemente
hasta aquellos en estado critico. La OMS presenta una clasificacién que diferencia entre
enfermedad leve, moderada, grave y critica [89]. En el extremo mas leve del espectro se
encuentran pacientes que, si bien estan infectados y pueden contagiar, muestran sintomas
minimos o incluso son asintomaticos. Estos individuos por lo general no necesitan ser
hospitalizados, pero su identificacion y su separacion son fundamentales para frenar la

propagacion del virus.

La categoria de enfermedad leve abarca pacientes que experimentan sintomas como fiebre,
tos, fatiga, pérdida del sentido del gusto y el olfato, y otros sintomas no especificos. A pesar de
que estos pacientes pueden sentir malestar considerablemente, no muestran sefales de
neumonia o hipoxia. El tratamiento para estos casos generalmente se realiza de forma

ambulatoria y se enfoca en el autocuidado, el control de los sintomas y la observacién de signos
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de empeoramiento [23, 88].

La transicién a una etapa de enfermedad moderada representa un punto critico significativo
en el diagndstico médico de los pacientes afectados por esta condicion especifica. Durante esta
fase particular de la enfermedad respiratoria en discusidén actualmente se puede observar la
presencia de signos clinicos caracteristicos o hallazgos radioldgicos indicativos de neumonia;
no obstante, es importante destacar que la saturacion de oxigeno en sangre (Sp02) se
mantiene por encima del 90% sin requerir asistencia adicional. La atencidn y vigilancia médica
en estos casos deberd ser mas detallada y cercana para garantizar una evolucién clinica
favorable del paciente bajo consideracién. En funcion de los elementos individuales que
conforman el perfil de riesgo de cada paciente diagnosticado en este estadio y tomando en
cuenta los recursos sanitarios disponibles en cada caso particular podria ser necesario

considerar la hospitalizacion como medida preventiva o terapéutica adecuada.

La progresion hacia una enfermedad grave se manifiesta mediante sintomas de neumonia
severos como una frecuencia respiratoria mayor a 30 respiraciones por minuto y dificultades
para respirar significativas o un nivel de oxigeno en sangre por debajo del 90% en condiciones
normales de aire ambiente. Estos pacientes suelen necesitar oxigenoterapia y una supervisién

constante debido al riesgo de empeorar rapidamente y llegar a un estado critico.

La clasificacién mas grave en el ambito de la salud es la enfermedad critica que abarca pacientes
gue han sufrido complicaciones potencialmente mortales como el sindrome de dificultad
respiratoria aguda, sepsis o disfuncion multiorganica grave que necesitan atencién
especializada y cuidados intensivos que pueden incluir soporte respiratorio y otras medidas

vitales de apoyo.

Es crucial sefialar que la transicidn entre estas clasificaciones no sigue un patréon lineal ni
predecible en todos los casos. Algunos pacientes pueden experimentar un empeoramiento
repentino de su condiciéon, pasando de una enfermedad inicialmente leve a un estado critico
en tan solo dias o incluso horas. Este aspecto particular del COVID-19 resalta la necesidad de

mantener una vigilancia constante y reevaluar regularmente la condiciéon del paciente.

2.7.1 Factores de riesgo v comorbilidades

Ademas de los signos y sintomas clinicos existentes, hay varios factores extra que afectan la
gravedad y el prondstico de COVID-19. La edad avanzada se ha identificado de manera
consistente como un factor de riesgo importante para el desarrollo de la enfermedad grave y
la mortalidad. Los mecanismos subyacentes detrds de esta vulnerabilidad relacionada con
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el envejecimiento son diversos, incluyendo una disminucién global en la funcién inmunoldgica,
una mayor prevalencia de comorbilidades y posiblemente una mayor expresién del receptor
ACE2, el punto de entrada del virus en las células humanas.

Las enfermedades preexistentes como las enfermedades cardiovasculares y la diabetes tienen
un papel importante en determinar la gravedad del COVID-19 [90]. Estas condiciones no solo
aumentan el riesgo de complicaciones graves al contraer la infeccidn, sino que también pueden

dificultar el tratamiento clinico y empeorar la respuesta inflamatoria relacionada al virus.

2.7.2 Biomarcadores v prongdstico

En el campo de la investigacion clinica se han identificado diversos biomarcadores que estan
relacionados a un mayor riesgo de desarrollar enfermedades graves en el futuro. Un ejemplo
de ello es la presencia comun de linfopenia en casos severos y su asociacién a un peor
prondstico. Asimismo, se ha observado que elevaciones en marcadores inflamatorios, como la
proteina C reactiva y el dimero D entre otros, estan ligados a la gravedad de la enfermedad y
son indicadores de resultados desfavorables [91]. Estos marcadores biolégicos no solamente
brindan datos prondsticos importantes, sino que también ofrecen visiones sobre la
fisiopatologia de la enfermedad, indicando un estado de inflamacidn excesiva y trastornos de

coagulacién en los casos mas severos.

2.7.3 Herramientas de evaluacion y prediccidon

El avance en la creacién de herramientas predictivas ha sido un tema de gran interés desde que
comenzé la pandemia. Ejemplos como el COVID-GRAM, que utiliza 10 variables para predecir
el desarrollo de enfermedad critica, y el 4C Mortality Score, desarrollado en el Reino Unido para
predecir la mortalidad hospitalaria, representan esfuerzos para sistematizar la evaluacion del
riesgo [92,93]. Aunque estas herramientas son valiosas en su propdsito original, es importante
tener en cuenta que su interpretacidon debe estar siempre enmarcada dentro del contexto

clinico individual y las condiciones locales.

2.7.4 Implicaciones para el sistema sanitario

La precisa estratificacion de los pacientes conforme a la gravedad tiene implicaciones que
trascienden el manejo clinico individualmente considerado. En el ambito de la salud publica
permite una asignacion mas efectiva de recursos al priorizar la atencion intensiva, asi como las
intervenciones mas agresivas para aquellos en mayor riesgo de resultados negativos. Para la
investigacion médica proporciona un marco estdndar para evaluar nuevos tratamientos

comparando resultados entre diversos estudios y poblaciones.
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2.7.5 Evolucion v adaptacidn del sistema de clasificaciéon

Con el desarrollo de la pandemia se ha ampliado nuestro conocimiento sobre la enfermedad y
como resultado también han evolucionado los enfoques para su clasificaciéon. El surgimiento
de nuevas variantes virales ha generado interrogantes acerca de la pertinencia de las
clasificaciones actuales y si es necesario realizar ajustes para reflejar posibles modificaciones

en la manifestacion clinica o el avance de la enfermedad.

2.8. Liberacion de interferén gamma

El interferon gamma (IFN-y) es una citocina de suma importancia en la coordinacién de la
respuesta inmunoldgica, especialmente en la proteccidon contra patégenos que se replican
dentro de las células como virus y ciertas bacterias. Su participacion en la defensa inmunoldgica
ante el SARS-CoV-2 ha adquirido una relevancia extraordinaria durante la pandemia de COVID-
19, no solo por su papel defensivo sino también por su potencial como indicador bioldgico en

pruebas de diagndstico y de seguimiento.
Caracteristicas y atributos del interferon gamma.

El IFN-y es una proteina dimérica producida mayoritariamente por las células T CD4+, llamadas
helper 1 (Th1), células T CD8+, conocidas como citotodxicas, y células Natural Killer (NK). Su
estructura molecular le permite unirse especificamente a receptores especificos presentes en
una amplia gama de células del sistema inmunoldgico y otros tipos celulares. Esta interaccion
desencadena una serie de sefiales dentro de la célula que resultan en la activacion de multiples

genes relacionados directamente al sistema inmunoldgico [94].

La versatilidad de IFN-y en la regulacion de la respuesta del sistema inmunolégico es notable y
relevante, destacando entre sus diversas funciones la activacién de los macroéfagos para
mejorar su capacidad fagocitica y microbicida que resultan fundamentales en la eliminacién
efectiva de agentes patégenos intracelulares. Adicionalmente, IFN-y promueve la presentacién
de antigenos al incrementar la expresion de moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad (CMH) tanto de clase | como Il en las células encargadas de presentarlos.
Esta medida aumentara notablemente la aptitud del sistema inmunoldgico para identificar y

reaccionar ante agentes extrafios [95-96].

En el ambito de la respuesta inmunoldgica adaptativa, el IFN-y desempefia un papel
fundamental para orientar el desarrollo de células T CD4+ hacia el fenotipo Th1l. Esta inclinacién

hacia la respuesta Thl resultan especialmente vital para combatir virus y otros agentes
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patdgenos que infectan las células. Adicionalmente, el IFN-y posee una accidn antiviral efectiva,
al activar un mecanismo que inhibir la replicacién y difusion viral en células infectadas y vecinas

[97, 98].

La regulacién de la respuesta inflamatoria es otra funcién crucial del IFN-y. Controla la
produccién de otras citocinas y quimiocinas, afectando asi el reclutamiento y activacién de
diferentes células del sistema inmunoldgico. Esta capacidad para coordinar la respuesta
inmunoldgica convierte al IFN-y en un componente fundamental en la proteccién del cuerpo,
aungue también significa que su desregulacidon puede contribuir a enfermedades inflamatorias

y autoinmunidad [99].

2.8.1 Liberacion de interferén gamma en la infeccién por SARS-CoV-2

En el contexto particular de la pandemia la liberacion de IFN-y se ha revelado como un
componente crucial de la respuesta inmune. Investigaciones mas recientes han confirmado que
la generacion del IFN-y se lleva a cabo en diferentes etapas de la infeccidn y por diversos tipos

celulares; cada uno presenta implicaciones criticas para el desarrollo de la enfermedad.

En las primeras etapas de la infeccion por el virus SARS-CoV-2 se ha observado que las células
NK producen IFN-y rapidamente. Esta reaccion inicial forma parte de la primera linea de
defensa contra el virus y ayuda a limitar su propagacion inicial. La rapidez y eficiencia de esta
respuesta temprana de IFN-y puede ser crucial en el control inicial de la enfermedad vy
potencialmente en la gravedad posterior de la misma [100]. A medida que la respuesta inmune
adaptativa se desarrolla, las células T especificas contra SARS-CoV-2 toman el relevo en la
produccién de IFN-y. Estas células reconocen antigenos virales presentados por células
infectadas o células presentadoras de antigenos, y responden produciendo IFN-y junto con
otras citocinas. Esta produccion de IFN-y por células T especificas es fundamental para la

eliminacion eficaz del virus y para la generacidon de una memoria inmunoldgica duradera [101].

Un descubrimiento importante en el ambito de la investigacion sobre la COVID-19 ha sido notar
diferencias en los niveles de produccién de IFN-y entre pacientes que padecen la enfermedad
de forma leve y aquellos que la sufren de manera grave. Diversas investigaciones han sefialado

gue los pacientes afectados gravemente por la COVID-19 suelen exhibir una respuesta
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comprometida o tardia en cuanto al IFN-y, a diferencia de quienes desarrollan formas leves de
la enfermedad. Este hallazgo insinda que la capacidad para generar una respuesta sélida de
IFN-y podria ser un factor determinante en el control de la infeccidon y en la prevencion de

complicaciones severas [102].

La memoria inmunoldgica impulsada por IFN-y también ha sido objeto de una investigacion
exhaustiva. Observaciones posteriores en pacientes recuperados de COVID-19 han indicado
que las células T de memoria especificas para el SARS-CoV-2 conservan su capacidad de
producir IFN-y varios meses después de la infeccion. Esta durabilidad en la respuesta del IFN-y
resulta alentadora desde la perspectiva de la inmunidad a largo plazo y tiene considerables

implicaciones para el disefio y evaluacién de vacunas [103].

La prueba de liberacién de interferon gamma (IGRA), adaptada al ambito de la COVID-19, ha
surgido como un método importante para estudiar la respuesta inmunoldgica celular frente al
SARS-CoV-2. El principio del IGRA para SARS-CoV-2 se basa en la activacion de las células T de
la sangre periférica utilizando antigenos especificos del SARS-CoV-2 y la medicion de la
produccién de IFN-y resultante. Este método facilita la deteccién y medicion de la respuesta de
las células T especificas contra el virus, ofreciendo una visidn sobre la inmunidad celular que

complementa los datos obtenidos de las pruebas seroldgicas convencionales [104].

Las aplicaciones del IGRA en el contexto de la COVID-19 son variadas y poseen un prometedor
potencial. Uno de los aspectos mas relevantes la evaluacién de la respuesta inmune celular
después de contraer la enfermedad natural o recibir la vacuna. Esto resultaria especialmente
util ya que los niveles de anticuerpos pueden decrecer a lo largo del tiempo, mientras que la
inmunidad a través de las células T tiende a ser mds perdurable. El IGRA también se ha
mostrado eficaz para identificar la presencia previa de SARS-CoV-2 en situaciones donde la
respuesta de los anticuerpos es minima o no detectable. Esto es especialmente Util en personas

asintomaticas o con sintomas leves [105, 106].

Una de las ventajas del IGRA es su alta especificidad para la respuesta inmunoldgica contra el
SARS-CoV-2. Al emplear antigenos virales especificos en el analisis es capaz de diferenciar la
respuesta frente al SARS-CoV-2 y la respuesta ante otros coronavirus estacionales de manera
efectiva. Ademas de esto, el IGRA tiene la capacidad de identificar una respuesta inmunolégica
celular aun en ausencia de anticuerpos detectables, lo cual lo convierte en una herramienta

valiosa para evaluar la inmunidad en poblaciones donde la seroprevalencia es baja [107].
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Sin embargo, el IGRA también tiene ciertas restricciones que es necesario tener en cuenta. El
ensayo implica un procesamiento rapido de las muestras lo que puede resultar complicado
logisticamente en algunos contextos. Asimismo, la interpretacion de los resultados puede ser

dificil debido a la variabilidad natural en la respuesta de las células T entre personas [108].

2.8.2 Implicaciones clinicas v de investigacion

La comprensién del papel de IFN-y en la COVID-19 tiene repercusiones significativas tanto en
la practica clinica como en la investigacion médica. En el ambito clinico, vigilar la liberacién de
IFN-y puede ofrecer informacion importante sobre la calidad y duracion de la respuesta del
sistema inmunoldgico celular; esto resulta especialmente relevante para el seguimiento de
pacientes recuperados y para evaluar a largo plazo la efectividad de las vacunas [109]. En la
creacion de vacunas contra el COVID-19, el analisis de la produccion de IFN-y ha adquirido
relevancia en las pruebas de eficiencia. Se considera que la habilidad de una vacuna para
estimular una reaccion solida en células T generadoras de IFN-y es un signo positivo de su
capacidad para desarrollar una proteccion duradera [110]. Desde un punto de vista de
evaluacion del riesgo, la cantidad de IFN-y producido podria ser util para reconocer a los
pacientes en mayor riesgo de desarrollar una enfermedad grave en el futuro. Estos datos
podrian resultar utiles al momento de tomar decisiones sobre tratamientos y cuidados clinicos
[111]. La exploracion del rol de IFN-y en la COVID-19 también ha motivado la investigacion de
terapias que se basan en interferones. Algunos estudios han investigado el potencial uso de
IFN-y u otros tipos de interferones como tratamiento para la COVID-19; los resultados iniciales
sugieren un beneficio posible sobre todo cuando se administran al principio de la enfermedad

[112].

La liberacidén de interferon gamma es fundamental para la respuesta inmunoldgica ante el
SARS-CoV-2 vy tiene implicaciones que van desde la enfermedad hasta el desarrollo de
herramientas diagndsticas y terapéuticas. El analisis de |la produccion de IFN-y, especialmente
a través de pruebas como el IGRA, proporciona una ventana Unica para comprender la

inmunidad celular en relacién a la COVID-19.

2.9. Descripcion de la prueba de liberacion de interferén gamma como método diagndstico

La prueba de liberacidon de interferén gamma (IGRA), conocida en inglés como IGRA test
(Interferon Gamma Release Assay), se ha convertido en una herramienta valiosa para
diagnosticar y evaluar la respuesta inmunoldgica celular al SARS-CoV-2. Inicialmente concebida

para identificar la tuberculosis latente, esta prueba se ha adaptado rapidamente para ser
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utilizada en el contexto de la COVID-19, proporcionando una visidn Unica sobre la inmunidad

desencadenada por las células T.

2.9.1 Principio de la prueba

El IGRA se fundamenta en la premisa de que las células T de memoria generaran IFN-y como
parte de su respuesta inmunoldgica al entrar en contacto nuevamente con antigenos
especificos del patdgeno previamente reconocidos por ellas. En el contexto del COVID-19, la
prueba evalua la liberacidn de IFN-y por parte de las células T al ser estimuladas por antigenos

especificos del SARS-CoV-2 [113].
Metodologia

El proceso estandar para llevar a cabo una prueba de IGRA implica seguir los pasos que se

detallan a continuacién [114]:

1. Obtencion de la muestra: Se extrae sangre completa del paciente, generalmente
utilizando tubos especiales que contienen anticoagulantes y que pueden incluir los antigenos

especificos del SARS-CoV-2.

2. Estimulacién antigénica: La sangre se incuba con péptidos antigénicos derivados de
proteinas del SARS-CoV-2, tipicamente de la proteina de la espicula (S) y de la nucleocdpside

(N). Se incluyen también controles positivos (generalmente fitohemaglutinina) y negativos.

3. Incubacién: Las muestras se incuban durante 16-24 horas a 37°C, permitiendo que las

células T especificas, si estan presentes, produzcan IFN-y en respuesta a los antigenos.

4. Cuantificacion de IFN-y: Después de la incubacion, se separa el plasma y se mide la
concentracion de IFN-y, generalmente mediante un ensayo de inmunoabsorcion ligado a

enzimas (ELISA).

5. Interpretacion de resultados: Se calcula la diferencia entre la cantidad de IFN-y
producida en respuesta a los antigenos del SARS-CoV-2 y el control negativo. Un resultado se

considera positivo si esta diferencia supera un umbral predeterminado.

2.9.2 Aplicaciones para el diagndstico de la enfermedad por coronavirus

El IGRA tiene varios usos posibles en el contexto de la COVID-19, como la evaluacion de la

inmunidad celular que sirve para identificar y medir la reaccién de las células T ante el SARS-
CoV-2; esto complementa los datos obtenidos de las pruebas seroldgicas que evalian los
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niveles de anticuerpos [115]. También puede reconocer a personas que han estado en contacto
previo al SARS-CoV-2 aunque no haya una respuesta detectable de anticuerpos, lo cual
resultaria especialmente beneficiosos en situaciones de infecciones asintomaticas o leves
[116]. Permite la monitorizacidn de la respuesta inmunolégica después de la vacunacidn
ofreciendo detalles sobre la intensidad y persistencia de la reaccién del sistema inmunolégico

a nivel celular desencadenada por las vacunas contra la COVID-19 [117].

Al emplear antigenos particulares del SARS-CoV-2 en las pruebas de IGRA se logra una alta
especificidad al detectar la respuesta inmunoldgica frente a este virus [109, 118]. La evaluacion
de la inmunidad celular ofrece datos acerca de la reaccién de las células T que puede resultar
mas perdurable y sdlida que la respuesta de los anticuerpos [119]. Ademas, no se ve afectado
por haber recibido vacunas que no sean de virus completo, lo que resulta util para diferenciar
entre la inmunidad generada por la infeccion natural y la vacunacién en diversas situaciones

[120].

El estudio sobre el IGRA para el SARS-CoV-2 estd avanzando rapidamente. Se estan llevando a
cabo investigaciones para mejorar la eleccién de antigenos, estandarizar los procedimientos y
establecer relaciones mas precisas entre los resultados de las pruebas y la inmunidad [121].
Ademas, se estan examinando versiones simplificadas de la prueba que podrian facilitar su uso
en entornos donde los recursos son limitados. La combinacién del IGRA junto a otras formas
de diagndstico como las pruebas seroldgicas y moleculares podria ofrecer una vision mas
amplia del estado inmunoldgico de una persona frente al SARS-CoV-2. Esto resultaria crucial no
solo en el tratamiento clinico personalizado sino también en investigaciones epidemioldgicas y

el seguimiento de la efectividad de las vacunas en el futuro.

2.10. Identificacion de biomarcadores utiles para predecir la evolucion clinica en COVID-19

La busqueda de marcadores bioldgicos fiables para predecir la evolucion clinica de pacientes
afectados por COVID-19 ha sido objeto de una extensa investigacion desde el comienzo de la
pandemia mundial provocada por dicho virus SARS-CoV-2. Estos indicadores no solo son utiles
para determinar el riesgo que enfrentan los pacientes, sino que también pueden orientar en la
toma de decisiones terapéuticas y en la asignacion éptima de recursos disponibles en el ambito
médico. A continuacidn, se detalla un andlisis sobre los marcadores bioldgicos mas

significativos identificados hasta ahora.
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2.10.1. Marcadores inflamatorios

Proteina C reactiva (PCR): La PCR es un marcador de inflamacién aguda que ha demostrado ser
un predictor util de la gravedad de la COVID-19. Niveles elevados de PCR se han asociado con

un mayor riesgo de progresion a enfermedad grave y necesidad de ventilacion mecanica [122].

Interleucina-6 (IL-6): La IL-6 es una citocina proinflamatoria clave en la "tormenta de citocinas"
observada en casos graves de COVID-19. Niveles elevados de IL-6 se han correlacionado con

una mayor gravedad de la enfermedad y un peor prondstico [123].

Ferritina sérica: La ferritina, ademas de su papel en el metabolismo del hierro, actia como un
reactante de fase aguda. Niveles elevados de ferritina se han asociado con un mayor riesgo de

SDRA y mortalidad en pacientes con COVID-19 [124].

2.10.2. Marcadores de coagulacion

Dimero D: El dimero D, un producto de degradacion de la fibrina, ha emergido como un
importante biomarcador en COVID-19. Niveles elevados de dimero D se han asociado con un

mayor riesgo de trombosis, necesidad de ingreso en UCI y mortalidad [125].

Tiempo de protrombina (TP) y Tiempo parcial de tromboplastina activada (TTPa): Alteraciones
en estos parametros de coagulaciéon pueden indicar coagulopatia asociada a COVID-19, que se

ha relacionado con un peor prondstico [126].

2.10.3. Marcadores hematoldgicos

Recuento de linfocitos: La linfopenia es un hallazgo comun en pacientes con COVID-19 grave.
Un recuento bajo de linfocitos se ha asociado con un mayor riesgo de progresion a enfermedad

grave y mortalidad [127].

Ratio neutréfilos-linfocitos (NLR): Un NLR elevado se ha propuesto como un marcador de
inflamacién sistémica y se ha asociado con un peor prondstico en pacientes con COVID-19

[128].

2.10.4. Marcadores bioguimicos

Lactato deshidrogenasa (LDH): Niveles elevados de LDH se han asociado con dafio tisular y se
han correlacionado con un mayor riesgo de progresion a enfermedad grave y mortalidad en

COVID-19 [129].
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Troponina cardiaca: La elevacidn de troponina, indicativa de dafio miocdrdico, se ha asociado
con un mayor riesgo de complicaciones cardiacas y mortalidad en pacientes con COVID-19

[130].

Creatinina y urea: La elevacién de estos marcadores de funcién renal se ha asociado con un

mayor riesgo de lesién renal aguda y mortalidad en COVID-19 [131].

2.10.5. Otros biomarcadores

Procalcitonina: Aunque tipicamente asociada con infecciones bacterianas, la elevacion de
procalcitonina en COVID-19 se ha relacionado con un mayor riesgo de infeccion bacteriana

secundaria y peor prondstico [132].

Angiotensina Il: Algunos estudios han sugerido que los niveles de angiotensina Il podrian ser
utiles para predecir la gravedad de la COVID-19, dada la interaccion del SARS-CoV-2 con el

sistema renina-angiotensina-aldosterona [133].

Es fundamental destacar que si bien estos biomarcadores han mostrado su eficacia en distintas
investigaciones; su analisis debe llevarse a cabo considerando la situacion clinica del paciente
de manera integral. Aspectos como el momento en que se toman las muestras, las condiciones
médicas concurrentes del paciente y las diferencias en los procedimientos de laboratorio

pueden afectar a los resultados obtenidos.

La investigacion sobre biomarcadores para COVID-19 esta avanzando rapidamente y se estan

explorando nuevos campos de interés, como:

¢ La aplicacién de métodos de aprendizaje automatico para detectar relaciones complejas en

informacion de biomarcadores.

e Investigar biomarcadores gendmicos y transcriptdmicos que puedan anticipar la

vulnerabilidad o la gravedad de una enfermedad.

¢ E| disefio de pruebas en el punto de atencién (point-of-care testing) que posibilitan la
evaluacién rapida de diversos biomarcadores en entornos clinicos.

En definitiva, descubrir y confirmar biomarcadores utiles para predecir la evolucidn clinica del
COVID-19 es un area de estudio importante y cambiante. A pesar de que se han hecho
progresos notables, se requiere mas investigacion para perfeccionar y validar estos
biomarcadores en distintas poblaciones y escenarios clinicos, buscando mejorar el tratamiento

de pacientes y los resultados médicos finales [134, 135, 136].
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3. HIPOTESIS

La prueba de liberacion de interferon gamma estandarizada para la deteccion de la respuesta
de células T después de la infeccién o vacunacién en pacientes hospitalizados con COVID-19
realizada durante la fase aguda sera una herramienta util para clasificar correctamente a los
pacientes seguln su pronostico. Serda capaz de identificar a los pacientes con mayores
probabilidades de muerte, lo que permitira adoptar medidas terapéuticas y preventivas

especificas.
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4. OBJETIVOS

El objetivo general fue la caracterizacion y la evaluacién del rendimiento prondstico de la
prueba IGRA para SARS-CoV-2 en pacientes con infeccion aguda por SARS-CoV-2 que necesitan

ingreso hospitalario.

Los objetivos especificos fueron:

e Describir las respuestas del IGRA para SARS-CoV-2 en pacientes hospitalizados con

COVID-19 y en el subgrupo de pacientes que habia sido previamente vacunado.

e Evaluar la relacion del IGRA para SARS-CoV-2 con las caracteristicas demograficas y
clinicas de los pacientes, con los niveles de anticuerpos especificos frente al SARS-CoV-

2, las poblaciones linfocitarias y los biomarcadores de inflamacidn.

e Comparar en pacientes hospitalizados con COVID-19 la respuesta del IGRA para SARS-
CoV-2 entre los vacunados y no vacunados y entre los infectados por la variante Delta y

la variante Omicron.

e Comparar las caracteristicas clinicas de los pacientes con IGRA para SARS-CoV-2 positivo

y mitdégeno negativo y los que tienen ambas pruebas negativas.

e Evaluarlarelacion de la respuesta del IGRA para SARS-CoV-2 con la mortalidad a 28 dias

de los pacientes hospitalizados con COVID-19.

e Evaluar el estado inmunoldgico celular y humoral preexistente en pacientes

hospitalizados previamente vacunados como factor predictivo de la mortalidad.
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5. MATERIALY METODOS

5.1. Disefio
Se trata de un estudio de cohortes longitudinal prospectivo en pacientes hospitalizados con
COVID-19 en un periodo de un afio a los que se les realiza en el momento del ingreso un estudio

de la respuesta de IFN-y especifica del SARS-CoV-2.

5.2 Sujetos y ambito de estudio

El ambito del estudio comprende el Hospital General Universitario de Elche. Se incluyeron
pacientes que requirieron ingreso hospitalario por infeccion respiratoria aguda por SARS-CoV-2
entre julio de 2021 y abril de 2022. Los criterios de inclusion fueron la infeccién por SARS-CoV-
2 microbiolégicamente confirmada, hallazgos anormales en la radiografia de térax y/o criterios
de gravedad, incluida la saturacion de oxigeno <93 % y la puntuacion CURB-65 para la gravedad
de la neumonia 22. Los datos clinicos y las muestras de sangre se recolectaron de acuerdo con
un protocolo predefinido aprobado por el Comité Institucional COVID-19 (59, 60). El protocolo
incluyo la recoleccion estandarizada de variables clinicas, muestras nasofaringeas (NPS) para
SARS-CoV-2 y muestras de sangre seriadas obtenidas al ingreso y cada 48 h durante la estancia
hospitalaria para analisis de sangre de rutina y medicion de biomarcadores, incluidos los niveles
de interleucina-6 (IL-6), ferritina, proteina C reactiva (PCR), dimero D, recuentos de linfocitos y
poblaciones linfocitarias (Citdmetro de flujo AQUIOS CL, Beckman Coulter, EE. UU.). La prueba
QuantiFERON-TB Gold Plus (Qiagen, Hilden, Alemania) se realizé al ingreso para la deteccién
de infeccion tuberculosa latente, siguiendo las instrucciones del fabricante. Las muestras de

suero para medir los niveles de anticuerpos contra el SARS-CoV-2 se congelaron a -80°C.

Los pacientes recibieron terapia antiviral y/o inmunomoduladora que contenia dexametasona
+ remdesivir + tocilizumab + baricitinib segun criterios preespecificados (60, 61). Todos los

pacientes recibieron profilaxis antitrombdtica con enoxaparina.

El estudio fue aprobado por el Comité Etico Institucional como parte del proyecto COVID-19
Elx/Espafia con nimero de referencia del Comité Etico Pl 105/2021. Para este estudio no se
requiriéo consentimiento informado por escrito para participar de acuerdo con la legislacion

nacional y los requisitos institucionales.
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5.3 Materiales e instrumentos

Para la medicion de anticuerpos especificos contra el SARS-CoV-2 y ensayos de liberacion de
IFN-y, se extrajo sangre en tubo de suero sin aditivos y en tubo de heparina de litio,
consecutivamente. La muestra de suero se utilizd para realizar los ELISA de anticuerpos anti-
IgGS y anti-IgGN. Se usd sangre completa del tubo de heparina de litio para la incubacion del

ensayo de IGRA para SARS-CoV-2 dentro de 4 horas siguientes a la extraccion de sangre.

Ensayo de liberacion de SARS-CoV-2 IFN-y

La respuesta celular del SARS-CoV-2 se midié utilizando un ensayo de liberacion de interferén-y
cuantitativo especifico en sangre total siguiendo las instrucciones del fabricante (Quan-T-Cell
SARS-CoV-2, Euroimmun, Libeck, Alemania). La sangre de cada paciente se incub6 21 ha 37 °C

en los tres tubos suministrados:

(1) Tubo blanco: El tubo no contiene ninglin componente activador de las células inmunoldgicas
para no inducir ninguna secrecion de interferén gamma. El plasma obtenido aqui sirve para la
determinacién del fondo del interferon gamma individual y éste debe sustraerse de las otras

dos condiciones.

(2) Tubo de mitégeno para la secrecién inespecifica de IFN-y, como control para verificar si la
muestra contiene células inmunes en cantidad suficiente y con una capacidad suficiente para

ser activado.

(3) Tubo de estimulacién recubierto con componentes del dominio S1 de la secuencia original

de la proteina espiga del SARS-CoV-2, para la secrecidn especifica de IFN-y.

Después de centrifugar los tres tubos, la concentracidn obtenida de IFN-y liberado en la fraccién
plasmatica se midié mediante un ensayo inmunoabsorbente (Quan-T-Cell ELISA, Euroimmun,

Libeck, Alemania).

Deteccidon de anticuerpos especificos del SARS-CoV-2

Determinacion de niveles de 1gG contra la proteina de la espicula del virus SARS-CoV-2.

Los niveles séricos de anticuerpos IgG contra la proteina de la espicula (TrimericS-1gG) se

cuantificaron utilizando un inmunoensayo cuantitativo comercial (ensayo LIAISON SARS-CoV-2
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TrimericS 1gG; DiaSorin, Saluggia, Italia) en una plataforma automatizada LIAISON XL.

Determinacion de niveles de IgG contra la Nucleocaside del virus SARS-CoV-2.

Los niveles séricos de IgG contra la proteina interna de la nucleocapside (N) (N-1gG) se midieron
mediante un inmunoensayo quimioluminiscente semicuantitativo (SARS-CoV-2 IgG, Abbott

Laboratories) en un sistema automatizado Alinity.

Caracterizacion de variantes de SARS-CoV-2

El NPS con PCR positiva para SARS-CoV-2 (Cobas 6800, Roche, Suiza) se caracterizé mediante
secuenciacidon o PCR multiple segln la disponibilidad de recursos. La secuenciacién del genoma
se realizé siguiendo el protocolo de secuenciacidon de amplicén ARTIC para MinlON version V3
descrito en trabajos anteriores [61]. La caracterizacion mediante PCR multiplex se realizé con
Novaplex SARS-CoV-2 Variants-VIl Assay (Seegene, Korea), dirigida especificamente al gen
RdRp y las mutaciones E484A, HV69/70del y N501Y, siguiendo el protocolo del fabricante, en

un CFX96 termociclador en tiempo real (Bio-Rad).

5.4. Analisis estadistico

Para la comparacion de grupos en variables continuas se utilizé la prueba de Mann-Whitney-
Wilcoxon o la t de Student, segun el resultado del contraste de normalidad de Shapiro Wilks.
Para las variables categoricas, las comparaciones se realizaron mediante la prueba de chi-
cuadrado y exacta de Fisher para mas de 2 categorias y variables dicotémicas, respectivamente.
La correlacion entre las respuestas de IFN-y y los niveles de anticuerpos y biomarcadores se
evalué con el coeficiente de Pearson. Utilizamos modelos de regresién de riesgos
proporcionales de Cox ajustados multivariables para evaluar la asociacion de los resultados de
IGRA para SARS-CoV-2 con la mortalidad incorporando covariables de interés. Los analisis
estadisticos se realizaron con el software R version 4.0.3 (R Foundation for Statistical

Computing).
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6.1. RESULTADOS ARTICULO I: Integrating SARS-CoV-2-specific interferon-

y release assay testing in the evaluation of patients hospitalized with
COVID-19.

Poblacion de estudio

Durante el periodo de estudio (julio de 2021-abril de 2022), 248 pacientes ingresados en el
hospital cumplieron los criterios de inclusion en el estudio. La variante SARS-CoV-2 fue Omicron
en 142 (57,3%) pacientes y Delta en 106 (42,7%); en 155 (62,5%) se confirmd mediante
secuenciacion del genoma, en 74 (29,8%) mediante PCR multiple y en 19 (7,7%) casos, con un
umbral del ciclo (Ct) de la PCR de transcripcion inversa en tiempo real (RT-PCR) con valores
altos (235), se asumid en base a la variante prevalente que circulaba en nuestro Departamento
de Salud en el momento de la infeccidn. Un total de 172 (69,4%) pacientes tuvieron una
respuesta positiva de anticuerpos TrimericS-IgG. Las caracteristicas de los pacientes al ingreso

se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas de los pacientes hospitalizados por COVID-19 segun la presencia de respuesta

celular frente a SARS-CoV-2 en el momento del ingreso hospitalario.

Caracteristicas Negativo IGRA Positivo IGRA Dudoso IGRA

(<100 miU/mL)  (>200 mIU/mL) :ﬁ?}ﬁs Total P Valor
No, % 95 (38.3) 125 (50.4) 28 (11.3) 248
Sexo, masculino 54 (56.8) 64 (51.2) 16 (57.1) 134 (54.0) 0.672
Edad, afios 77 (58-85) 62 (49-79) 76 (63-83) 70 (52-83) 0.001
Blanco, no hispano 87 (91.6) 109 (87.2) 25 (89.3) 221 (89.1) 0.613
indice de Charlson 4 (2-7) 3(1-6) 4 (3-7) 4 (1-6) 0.078
N2 de comorbilidades * 2 (0-4) 1(0-3) 2.5(1-3) 2 (0-4) 0.056
Diabetes 27 (28.4) 27 (21.6) 6(21.4) 60 (24.2) 0.506
Insuficiencia cardiaca congestiva 8(8.4) 14 (11.2) 5(17.9) 27 (10.9) 0.821
Enfermedad arterial coronaria 15 (15.8) 12 (9.6) 3(10.7) 30(12.1) 0.411
/;:rt :tff :VZZEI o de accidente o ¢ 3 12 (9.6) 2(7.1) 20(8.1) 0.673
Enfermedad arterial periférica 5(5.3) 9(7.2) 1(3.6) 15 (6.0) 0.803
Enfermedad pulmonar 21 (22.1) 25 (20.0) 7 (25.0) 53 (21.4) 0.775
Enfermedad renal crénica 20(21.1) 16 (12.8) 6(21.4) 42 (16.9) 0.201
Neoplasia maligna 12 (12.6) 17 (13.6) 4 (14.3) 33 (13.3) 0.965
Condiciéon inmunosupresora £ 9(9.5) 18 (14.4) 6(21.4) 33 (13.3) 0.214
Infeccion previa por COVID-19 1(1.1) 5(4.0) 3(10.7) 9(3.6) 0.046
Estado vacunal
No vacunado 28(29.5) 33(26.4) 6 (21.4) 67 (27.0) 0.706
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Vacunado # 67 (70.5) 92 (73.6) 22 (78.6) 181 (73.0)

Dias desde la ultima dosis de vacuna 119 (68-186) 95 (59-175) 110 (81-175) 100 (67-178) 0.252
Presentacion clinica

:;2:3 cifis:geretzlo inicio de los sintomas 5 (3-7) 6(3-8) 5 (2-7) 5 (3-7) 0.632
Cociente SpO2/FiO2 al ingreso 343 (283-354) 354 (343-462) 346 (294-417) 350 (309-457) 0.001
Escala de gravedad WHO 4(3.1-4.1) 4 (3.0-4.0) 4 (3.9-4.0) 4(3.1-4.1) 0.386
Escala de gravedad WHO >4 12 (12.6) 4(3.2) 2(7.1) 18(7.3) 0.022
:'a‘;'l';;ar:g: pulmonares bilaterales en ;. ) 62 (49.6) 12 (42.9) 118 (47.6) 0.568
Datos microbiolégicos

Variante SARS-CoV-2, Omicron 58 (61.1) 69 (55.2) 15 (53.6) 142 (57.3) 0.611
\;gl?or umbral de ciclo (Ct) mas bajo en 22 (17-26) 23 (19-28) 23 (19-29) 22 (18-29) 0.202
IgG-Trimérica$, BAU/mL 143 (5-2535) 1090 (81-3650) 261 (6-2218) 581 (10-3278) 0.053
lgG-Triméricas, Positivo 56 (58.9) 99 (79.2) 17 (60.7) 172 (69.4) 0.003
IgG-TriméricaS >264 BAU/mL 45 (47.4) 82 (65.6) 14 (50.0) 141 (56.9) 0.019
IgG-N, Positivo 8 (8.4) 23 (18.4) 3(10.7) 34(13.7) 0.095
IGRA SARS-CoV-2, miU/mL 10 (0.5-43) 635 (337-1752) 163 (139-173) 206 (26-636) <0.001
IGRA SARS-CoV-2, Positivo 0(0) 125 (100) 0(0) 125 (50.4) <0.001
IGRA Mitégeno-SARS-CoV-2 & Positivo 12 (12.6) 44 (35.2) 6(21.4) 62 (25.0) <0.001
ggg%eaf/'gtfntiFERON'TB' Positivo 22164 (91.7) 105/110(95.5)  25/26 (96.2) 207/220 (94.1) 0.692
QuantiferonTB, Positivo 3(3.5) 4(3.6) 1(3.7) 8(3.6) 1.000
Antivirales/inmunomoduladores

Remdesivir 79 (83.2) 98 (78.4) 24 (85.7) 201(81.0) 0.573
Anticuerpos monoclonales 4(4.2) 2(1.6) 0(0) 6 (2.4) 0.399
Tocilizumab o baricitinib 59 (62.1) 85 (68.0) 19 (67.9) 163 (65.7) 0.656
Outcomes

Estancia hospitalaria, dias 5(3.5-9) 5(3-7) 7 (4-8) 5(3-8) 0.171
Ingreso en UCI 7(7.4) 3(2.4) 2(7.1) 12 (4.8) 0.147
Mortalidad a los 28 dias 15 (15.8) 5(4.0) 4(14.3) 24 (9.7) 0.006
Mortalidad a los 60 dias 19 (20.0) 10 (8.0) 5(17.9) 34 (13.7) 0.025
Mortalidad a los 90 dias 21(22.1) 10 (8.0) 5(17.9) 36 (14.5) 0.009

Las variables continuas se expresan como mediana (rango intercuartilico). Las variables categoricas se expresan como nudmero
(porcentaje). *Esta categoria incluyd las siguientes condiciones médicas subyacentes: diabetes mellitus, enfermedad cardiaca crénica,
enfermedad renal crénica, enfermedad hepatica crénica, enfermedad neuroldgica crénica, enfermedad pulmonar crénica, neoplasias y
condiciones inmunosupresoras. £Esta categoria incluyé VIH, trasplante de drgano sélido o médula dsea, neoplasia hematoldgica activa,
inmunosupresidn o quimioterapia activa. #De 181 pacientes vacunados, 103 (57%) tenian la pauta completa y 78 (43%) habian recibido
dosis de refuerzo. &Se definié como resultado positivo segun el fabricante: IFN-y[mitégeno] — IFN-y[blanco] = 400 mUl/mL. Los datos se
presentan como n (%) salvo que se indique lo contrario. IGRA, ensayo de liberacién de interferén gamma frente a SARS-CoV-2; cociente
Sp02/Fi02, cociente entre saturacion de oxigeno y fraccidn inspirada de oxigeno; IgG-Trimérica$, niveles séricos de inmunoglobulina G

contra la proteina espicular trimérica; BAU, Unidades de Anticuerpos de Unién; UCI, unidad de cuidados intensivos.
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Caracterizacion del ensayo de liberacion de IFN-y del SARS-CoV-2 en personas hospitalizadas

por COVID-19

El resultado de IGRA para SARS-CoV-2 fue positivo (>200 mUI/mL) en 125 (50,5%) pacientes.
Los pacientes con resultados positivos de IGRA para SARS-CoV-2 mostraron un perfil clinico
diferencial (Tabla 1). En comparacion con los pacientes con resultados negativos o dudosos,
aquellos con IGRA para SARS-CoV-2 positivo eran mads jovenes, mostraron una menor
frecuencia de comorbilidades coexistentes, una mediana mas baja del indice de comorbilidad
de Charlson (CCl), una menor frecuencia de puntuacién de gravedad de la OMS > 4 y un mayor
cociente saturacion arterial periférica de oxigeno y fraccion inspirada de oxigeno (Sp0O2/Fi02)

al ingreso (Tabla S5).

Tabla S5. Caracteristicas de los pacientes hospitalizados por COVID-19 segun la presencia de

respuesta celular frente a SARS-CoV-2 en el momento del ingreso hospitalario.

Caracteristicas Negativo/ Dudoso Positivo IGRA

IGRA ($200 mlU/mL)  (>200 mIU/mL)) Lisicl P Valor
No, % 123 (49.6) 125 (50.4) 248
Sexo, masculino 70 (56.9) 64 (51.2) 134 (54.0) 0.376
Edad, afios 76 (59-85) 62 (49-79) 70 (52-83) <0.001
Blanco, no hispano 112 (91.1) 109 (87.2) 221 (89.1) 0.416
indice de Charlson 4 (2-7) 3(1-6) 4 (1-6) 0.024
Numero de comorbilidades * 2 (1-4) 1(0-3) 2 (0-4) 0.024
Diabetes 33 (26.8) 27 (21.6) 60 (24.2) 0.375
Insuficiencia cardiaca congestiva 18 (14.6) 12 (9.6) 30(12.1) 0.247
Enfermedad arterial coronaria 13 (10.6) 14 (11.2) 27 (10.9) 1.000
Antecedente de accidente cerebrovascular 8 (6.5) 12 (9.6) 20 (8.1) 0.485
Enfermedad arterial periférica 6 (4.9) 9(7.2) 15 (6.0) 0.596
Enfermedad pulmonar 28 (22.8) 25 (20.0) 53 (21.4) 0.644
Enfermedad renal cronica 26 (21.1) 16 (12.8) 42 (16.9) 0.092
Neoplasia maligna 16 (13.0) 17 (13.6) 33 (13.3) 1.000
Condiciéon inmunosupresora £ 15 (12.2) 18 (14.4) 33 (13.3) 0.709
Infeccion previa por COVID-19 4(3.3) 5 (4.0) 9(3.6) 1.000
Estado vacunal
No vacunado 34 (27.6) 33 (26.4) 67 (27.0)
Vacunado # 89 (72.4) 92 (73.6) 181 (73.0) 0887
Dias desde la ultima dosis de vacuna 12 (73-184) 95 (59-175) 110 (67-178) 0.117
Presentacion clinica
Dias desde el inicio de los sintomas hasta el 5(3-7) 6 (3-8) 5(3-7) 0.377
ingreso
Cociente SpO2/FiO2 al ingreso (*100) 3.4(2.8-4.1) 3.5(3.4-4.6) 3.5(3.0-4.6) <0.001
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Escala de gravedad WHO 4.0(3.1-4.1) 4.0 (3.0-4.0) 4.0(3.1-4.1) 0.187
14 (11.4) 4(3.2) 18 (7.2) 0.03
Escala de gravedad WHO >4 56 (45.5) 62 (49.6) 118 (47.6) 0.298
Datos microbiolégicos
Variante SARS-CoV-2, Omicron 73 (59.3) 69 (55.2) 142 (57.3) 0.524
Valor umbral de ciclo (Ct) mas bajo en PCR 22 (17-29) 23 (19-28) 22 (18-29) 0.130
IgG-TriméricaS, BAU/mL 173 (4.8-2535) 1090 (81-3650) 581 (10-3278) 0.015
IgG-Triméricas, Positivo 73 (59.3) 99 (79.2) 172 (69.4) 0.001
lgG-TriméricaS >264 BAU/mL 59 (48.0) 82 (65.6) 141 (56.9) 0.007
IgG-N, Positivo 11 (8.9) 23 (18.4) 34 (13.7) 0.041
IGRA SARS-CoV-2, miU/mL 22 (0.5-80) 635 (337-1752) 206 (26-636) <0.001
IGRA Mitégeno-SARS-CoV-2 & Positivo 18 (14.6) 44 (35.2) 62 (25.0) <0.001
Mitégeno QuantiferonTB 8.6 (2.4-10.0) 9.8 (3.4-9.9) 9.7 (3.2-10.0) 0.827
QuantiferonTB, Positivo 4 (3.5) 4 (3.6) 8(3.6) 0.902
Outcomes
Estancia hospitalaria, dias 6 (4-9) 5(3-7) 5(3-8) 0.092
Ingreso en UCI 9(7.3) 3(2.4) 12 (4.8) 0.083
Mortalidad a los 28 dias 19 (15.4) 5(4.0) 24 (9.7) 0.002
Mortalidad a los 60 dias 24 (19.5) 10 (8.0) 34 (13.7) 0.010
Mortalidad a los 90 dias 6(21.1) 10 (8.0) 36 (14.5 0.004

Las variables continuas se expresan como mediana (rango intercuartilico). Las variables categéricas se expresan como nimero
(porcentaje). *Incluye las siguientes condiciones médicas subyacentes: diabetes mellitus, enfermedad cardiaca croénica,
enfermedad renal crénica, enfermedad hepdtica cronica, enfermedad neuroldgica crénica, enfermedad pulmonar crénica,
neoplasias y condiciones inmunosupresoras. £Incluye: VIH, trasplante de érgano sélido o médula dsea, neoplasia hematoldgica
activa, inmunosupresién o quimioterapia activa. #De 181 pacientes vacunados, 103 (57%) tenian la pauta completay 78 (43%)
habian recibido dosis de refuerzo. &Se definié como resultado positivo segun el fabricante: IFN-y[mitégeno] — IFN-y[blanco] >
400 mUI/mL. Los datos se presentan como n (%) salvo que se indique lo contrario. IGRA, ensayo de liberacién de interferén
gamma frente a SARS-CoV-2; cociente SpO2/Fi02, cociente entre saturacion de oxigeno y fraccidn inspirada de oxigeno; IgG-
Trimérica$, niveles séricos de inmunoglobulina G contra la proteina espicular trimérica; BAU, Unidades de Anticuerpos de
Union; UCI, unidad de cuidados intensivos.

Las respuestas positivas de TrimericS-IgG y N-IgG fueron mas frecuentes entre los pacientes
con IGRA para SARS-CoV-2 positivo, sin diferencias segun los valores de Ct del SARS-CoV-2.
Hubo una leve correlacién entre los valores de TrimericS-1gG e IGRA para SARS-CoV-2, con una
p =0,17 (P <0,001) (Figura 2). Esta correlacién no alcanzé significacién estadistica en el grupo
de pacientes que fallecieron (p = 0,017; P = 0,935). El QuantiFERON-TB fue positivo en el 3,6%
de los pacientes e indeterminado en el 5,9% (de ellos, el 0,4% tuvo un resultado positivo del
mitégeno IGRA para SARS-CoV-2y el 2,2% tuvo un valor positivo para el SARS-CoV-2 especifico).
La prueba de mitégeno del QuantiFERON-TB fue positiva en el 94,1% de los pacientes
evaluados, sin diferencias en relacién con los resultados de IGRA para SARS-CoV-2. Los
resultados respecto a la evolucién de los pacientes difirieron segun el estado de IGRA para

SARS-CoV-2, con una menor mortalidad a los 28, 60 y 90 dias después del ingreso hospitalario
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en los pacientes positivos para IGRA para SARS-CoV-2 y una tendencia a una menor admisién a

la unidad de cuidados intensivos (UCI) (P = 0,083) (Tabla 1).

Figura 2. Correlacion de los niveles de interferon-y con biomarcadores inflamatorios vy

anticuerpos IgG anti-espicula en personas hospitalizadas por COVID-19. Fuente: Elaboracién

propia.
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IL-6, Interleucina-6; PCR, Proteina C reactiva; Linfocitos, recuento total de linfocitos periféricos; S-IGRA, IGRA SARS-CoV-2; M-
IGRA, respuesta IGRA inespecifica (mitdgeno); 1gG-TriméricaS, niveles séricos de inmunoglobulina G contra la proteina S
trimérica.

La tabla 2 muestra los resultados de IGRA para SARS-CoV-2 segun recuentos de linfocitos y
niveles de biomarcadores. El IGRA para SARS-CoV-2 positivo se asocid con un mayor recuento
total de linfocitos periféricos, células B, células T y células T CD4+ y una tendencia a un menor
numero de células natural killer (NK). Menos de un tercio de los pacientes con células T de
menos de 200/l mostraron resultados positivos de IGRA para SARS-CoV-2, y el 91,4% de ellos
mostraron un resultado negativo para el mitégeno de IGRA para SARS-CoV-2. De los
biomarcadores medidos, el IGRA para SARS-CoV-2 positivo se asocio con niveles mas altos de
Interleucina-6 (IL-6) y una tendencia a niveles mas bajos de ferritina al ingreso. Hubo una

correlacion leve y negativa de la respuesta de IFN-y con la proteina C reactiva y el dimero D (p

=-0,11, P <0,05 en ambos casos; Figura 2).
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Table 2. Recuento linfocitario y niveles de biomarcadores al ingreso.

Caracteristicas Negativo IGRA Positivo IGRA Dudoso IGRA
Total P Valor

(<100 miU/mL)  (>200 mIU/mL)  (100-200 miU/mL)
ReCUeNTo GeTIMTOCIToS perirericos, — - (419-951) 795 (498-1070) 763 (544-957) 694 @oL 8
células/pL 1013)
Recuento de linfocitos
periféricos, categorias,
células/pL
<100 1(1.1) 1(0.8) 0(0.0) 2(0.8)
100-199 2(2.1) 4(3.3) 0(0.0) 6(2.5)
200-500 35(37.2) 27 (22.0) 5(19.2) 67 (27.6) 0.161
>500 56 (59.6) 91 (74.0) 21 (80.8) 168 (69.1)
Recuento de Linfocitos T, 505 o)1 666  468(314-739) 503 (406-598) 435(281-660)  0.013
células/pL
Recuento de linfocitos T,
categoria, células/pL
<100 3(3.2) 2(1.6) 0(0.0) 5(2.1)
100-199 19 (20.2) 9(7.3) 2(7.7) 30 (12.3)
200-500 40 (42.6) 54 (43.9) 11 (42.3) 105 (43.2) 0.081
>500 32 (34.0) 58 (47.2) 13 (50.0) 103 (42.4)
CD4+ T-cell count, cells/uL 193 (110-327) 277 (153-414) 342 (272-373) 240 (146-376) 0.003
Recuento de linfocitos T CD4+,
células/pL
<100 19 (20.2) 16 (13.0) 2(7.7) 37 (15.2)
100-199 29 (30.9) 30 (24.4) 2(7.7) 61 (25.1)
200-500 34 (36.2) 54 (43.9) 20 (76.9) 108 (44.4) 0.012
>500 12 (12.8) 23(18.7) 2(7.7) 37(15.2
Cociente CD4+/CD8 1.4 (0.9-2.3) 1.6 (1.0-2.4) 2.0 (1.3-2.8) 1.6 (1.0-24)  0.102
Recuento de linfocitos B,
células/uL 54 (23-89) 65 (38-126) 58 (36-103) 60 (28-113) 0.033
Linfocitos NK/pL 23 (14-34) 19 (12-29) 21 (14-30) 20 (13-31) 0.076
Interleucina-6, pg/mL 29 (6-131) 41 (16-134) 80 (42-280) 42 (12-139) 0.026
Proteina C reactiva, mg/L 49 (23-103) 53 (24-88) 47 (29-104) 50 (24-97) 0.930
Dimero D, pug/mL 0.8 (0.4-2.3) 0.7 (0.4-1.1) 0.7 (0.5-1) 0.7 (0.4-1.4) 0.316
Ferritina, ng/mL 248 (104-519) 199 (100-441) 431 (167-609) 231(108-503) 0.075

Las variables continuas se expresan como mediana (rango intercuartilico). Las variables categdricas se expresan como nimero

(porcentaje).

En la Tabla S1 se muestra el rendimiento de la prueba IGRA para SARS-CoV-2 segun los datos
demograficos y clinicos de los pacientes. Los resultados fueron consistentes con los descritos
anteriormente. No hubo diferencias en los resultados de IGRA para SARS-CoV-2 segun la
variante del SARS-CoV-2. Los pacientes que murieron en cada uno de los periodos definidos del
estudio mostraron una mayor frecuencia de IGRA para el SARS-CoV-2 negativo, y se observo la

misma tendencia con el ingreso en la UCI.
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Table S1. Resultados del ensayo de liberacién de interferon-y frente a SARS-CoV-2 segun las

caracteristicas de los pacientes en el momento del ingreso hospitalario por COVID-19.

. N (%) IGRA N (%)
Total Mediana (Q1- positivo IGRA-
Caracteristicas Q3) del valorde P P il
N (%) IGRA (mUI/mL) (>200 Mitogeno
muUl/mL) positivo
N 248 206 (26-636) 125 (50.4) 62 (25.0)
Sexo, Masculino 134 (54.0) 185 (24-585) 64 (47.8) 27 (20.1)
0.674 0.376 0.077
Femenino 114 (46.0) 249 (30-714) 61 (53.5) 35 (30.7)
Edad, <65 afios 114 (46.0) 303 (56-1348) 69 (60.5) 31(27.2)
<0.001 0.004 0.467
>65 afios 134 (54.0) 145 (13-430) 56 (41.8) 31(23.1)
Raza, Blanco no hispano 221 (89.1) 185 (19- 638) 109 (49.3) 56 (25.3) 0.818
0.350 0.416
otras 27 (10.9) 246 (77-578) 16 (59.3) 6(22.2)
indice de Charlson, <4 119 (48.0) 269 (55-1167) 68 (57.1) 29 (24.4)
0.004 0.043 0.884
>4 129 (52.0) 163 (10-463) 57 (44.2) 33(25.6)
N2 de comorbilidades*,
<2 156 (62.9) 254 (44-775) 0.043 86 (55.1) 0.066 37(23.7) 0548
>2 92(37.1) 154 (10-542) 39 (42.4) 25 (27.2)
Diabetes, Si 60 (24.2) 163 (14-542) 27 (45.0) 17 (28.3)
0.172 0.375
No 188 (75.8) 233 (32-741) 98 (52.1) 45 (23.9)
Insuficiencia  cardiaca
congestiva, Si 27 (10.9) 221 (44-844) 14 (51.9) 7 (25.9)
No 221 (89.1) 203 (27-627) 0.625 111 (50.2) 1.000 55 (24.9) 1.000
Enfermedad arterial
coronaria, Si 30(12.1) 98 (6-573) 12 (40.0) 6 (20.0)
No 218 (87.9) 239 (40-637) 0.136 113 (51.8) 0.247 56 (25.7) 0.654
Antecedente accidente
cerebrovascular, Si 20(8.1) 309 (54-761) 12 (60.0) 7 (35.0)
No 228 (91.9) 198 (22-629) 0.483 113 (49.6) 0.485 55 (24.1) 0.288
Enfermedad arterial
periférica, Si 15 (6.0) 275 (59-519) 9 (60.0) 3 (20.0)
No 233 (94.0) 198 (22-638) 0.731 116 (49.8) 0.596 59 (25.3) 0.768
Enfermedad pulmonar,
Si 53 (21.4) 184 (4-528) 25 (47.2) 12 (22.6)
No 195 (78.6) 212 (41-704) 0.258 100(51.3)  0.644  50(25.6) 0.723
Enfermedad renal
crénica, Si 42 (16.9) 148 (12-274) 16 (38.1) 10 (23.8)
No 206 (83.1) 247 (34-842) 0.023 109 (52.9)  0.092  52(25.2) 1.000
Neoplasia maligna, Si 33 (13.3) 212 (30-467) 17 (51.5) 7(21.2)
No 215 (86.7) 203 (25-651) 0.795 108 (50.2) 1.000 55 (25.6) 0.671
Condicidn
inmunosupresorag, Si 33 (13.3) 272 (42-588) 18 (54.5) 8(24.2)
No 215 (86.7) 198 (25-637) 0.569 107 (49.8) 0.709 54 (25.1) 1.000
Infeccion  previa por
COVID-19, Si 9 (3.6) 209.(156-339) 5 (55.6) 1(11.1)
No 239 (96.4) 203(21-671) 0.782 120 (50.2) 1.000 61 (25.5) 0.457
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Estado vacunal,

Vacunado 181 (73.0) 221 (33-635) 0.649 92 (50.8) 0.887 51 (28.2) 0.069
No vacunado 67 (27.0) 183 (15-644) 33 (49.3) 11 (16.4)
Presentacion clinica

Dias desde el inicio de

los sintomas hasta el

ingreso =6 134 (54.7) 191 (18-585) 65 (48.5) 41 (30.6)

<6 111 (45.3) 246 (45-722) 0.353 59 (53.2) 0.522 21 (18.9 0.040
ﬁ?gcrfsrl,tggg 2/Rozal 138 (55.6) 159 (14-490) 57 (41.3) 24 (17.4

>350 110 (44.4) 303 (56-1141) 0.002 68 (61.8) 0.001 38 (34.5 0.003
Escala de gravedad

WHO, <4 143 (57.7) 237 (25-775) 73 (51.0) 44 (30.8)

>4 105 (42.3) 182 (27-528 0.458 52 (49.5) 0.898  18(17.1) 0.017
Infiltrados pulmonares

bilaterales en

radiograffa, Yes 18 (47.6) 232 (40-720) 62 (52.5) 21(17.8)

No 130 (52.4) 184 (18-611) 0.441 63 (48.5) 0528  41(31.5) 0.013
Datos microbiolégicos

Variante  SARS-CoV-2,

Omicron 142 (57.3) 191 (11-561) 69 (48.6) 39 (27.5

Delta 106 (42.7) 253 (47-916) 0.095 56 (52.8) 0.524 23 (21.7 0.374
Valor umbral de ciclo

(Ct) mas bajo en PCR,

<20 84 (33.9) 153 (10-407) 43 (40.2) 21 (19.6)

>20 164 (66.1) 256 (45-713) 0.037 82 (58.2) 0.007 41(29.1) 0.104
IgG-Trimérica$ Positivo

Si 172 (69.4) 277 (46-871) <0.00 99 (57.6) 50 (29.1)

No 76 (30.6) 85 (4-273) il 26 (34.2) 0.001  12(15.8) 0.027
IgG-TriméricaS >264

BAU/mL,

Si 141 (56.9) 293 (49-1087) 82 (58.2) 41(29.1)

No 107 (43.1) 145 (6-343) 0.001 43 (40.2) 0.007  21(19.6) 0.104
IgG-N Positivo, Si 34 (13.7) 488 (131-1347) 23 (67.6) 5 (14.7)

No 214 (86.3) 182 (18-572) 0.005 102 (47.7) 0.041  57(26.6) 0.199
Mitégeno-TB-

Quantiferon, <0.5 13 (5.9) 92 (4-704) 5(38.5) 1(7.7)

>0.50 207 (94.1) 209 (38-637) 0.327 105 (50.7) 0.569 52 (25.1) 0.197
Valores de laboratorio

Interleucina-6,  pg/mL

(-Inf,15] 68 (27.4) 115 (14-431) 29 (42.6) 12 (17.6

(15, Inf] 180 (72.6) 243 (45-856) 0.057 96 (53.4) 0.155 50 (28.1 0.138
Proteina C reactiva,

mg/L <20 51 (20.6) 135 (10-925) 25 (49.0) 14 (27.5)

>20 197 (79.4) 209 (42-627) 0.677 100 (50.8) 0.876 48 (24.4) 0.717
Dimero D, ug/mL, <0,7 118 (48.0) 239 (45-1047) 62 (52.5) 34 (28.8)

>0,7 128 (52.0) 183 (19-498)  0.150 62 (48.4) 0527  28(21.9) 0.241
Ferritina, ng/mL, <200 109 (44.0) 254 (16-739) 60 (55.0) 36 (33.0)

>200 139 (56.0) 180 (43-545) 0.716 65 (46.8) 0.203  26(18.7) 0.012




Recuento total de
linfocitos,  células/uL,

<700 123 (50.6) 161 (18-508 54 (43.9) 20 (16.3)

>700 120 (49.4) 268 (47-943) 0.058 69 (57.5) 0.040 41 (34.2) 0.002
Recuento de linfocitos B

cells /uL, <65 136 (56.2) 169 (16-496) 62 (45.6) 29 (21.3)

>65 106 (43.8) 271 (52-1141) 0.012 61 (57.5) 0.071 32(30.2) 0.136
Recuento de linfocitos

T, células/pL <500 140 (57.6) 171 (18-464) 65 (46.4) 20 (14.3)

>500 103 (42.4) 275 (47-1137)  0.033 58 (56.3) 0.153  41(39.8)  <0.001
Recuento de linfocitos T

CD4, células/p <200 98 (40.3 150(12-491) 46 (46.9) 13 (13.3)

>200 145 (59.7) 268 (48-874 0.017 77 (53.1) 0363  48(33.1)  <0.001
Antivirales/inmunomo

duladores

Remdesivir, Yes 201 (81.0) 185 (29-635) 98 (48.8) 50 (24.9)

No 47 (19.0) 252 (25-634) 0.730 27 (57.4) 0332  12(25.5) 1.000
Anticuerpos

monoclonales, Si 6(2.4) 6 (1.4-349) 2(33.3) 1(16.7)

No 242 (97.6) 211 (31-637) 0.205 123 (50.8) 0.445  61(25.2) 1.000
Tocilizumab/baricitinib,

Si 163 (65.7) 229 (45-650) 85 (52.1) 38 (23.3)

No 85 (34.3) 182 (8-618) 0.259 40 (47.1) 0.504 24 (28.2) 0.441
Outcomes

Estancia hospitalaria, <4

days 108 (43.5) 277 (44-1156) 61 (56.5) 33 (30.6)

>4 days 140 (56.5) 171 (14-518) 0.020 64 (45.7) 0.098 29 (20.7) 0.103
Muerte

intrahospitalaria, Si 21(8.5) 10 (0.5-56) <0.00 3(14.3) <0.00 0(0.0)

No 227 (91.5) 248 (43-722) 1 122 (53.7) 1 62 (27.3) 0.003
Ingreso en UCI, Si 12 (4.8) 54 (22-200) 3(25.0) 1(8.3)

No 236 (95.2) 225 (28-674) 0.126 122 (51.7) 0.083 61 (25.8) 0.304
Mortalidad a los 28 dias,

Si 24(9.7) 20 (2-145) 5(20.8) 1(4.2)

No 224 (90.3) 247 (43-713) 0.001 120 (53.6) 0.002 61 (27.2) 0.012
Mortalidad a los 60 dias,

Si 34(13.7) 52 (5-299) 10 (29.4) 5(14.7)

No 214 (86.3) 247 (43-730) 0.006 115 (53.7) 0.010 57 (26.6) 0.199
Mortalidad a los 90 dias,

Si 36 (14.5) 49 (4-278) 10 (27.8) 6 (16.7)

No 212 (85.5) 250 (43-741) 0.002 115 (54.2) 0.004 56 (26.4) 0.297

Las variables continuas se expresan como mediana (rango intercuartilico). Las variables categdricas se expresan como nimero
(porcentaje). *Esta categoria incluye las siguientes condiciones médicas subyacentes: diabetes mellitus, enfermedad cardiaca
crénica, enfermedad renal crénica, enfermedad hepética crénica, enfermedad neuroldgica cronica, enfermedad pulmonar
cronica, neoplasias y condiciones inmunosupresoras. £Esta categoria incluye: VIH, trasplante de érgano sélido o médula ésea,
neoplasia hematoldgica activa, inmunosupresion o quimioterapia activa. &Se definid como resultado positivo segun el
fabricante: IFN-y[mitégeno] — IFN-y[blanco] = 400 mUI/mL. Los datos se presentan como n (%) salvo que se indique lo contrario.
IGRA, ensayo de liberacion de interferon gamma frente a SARS-CoV-2; cociente SpO2/FiO2, cociente entre saturacion de
oxigeno y fraccion inspirada de oxigeno; IgG-Trimérica$S, niveles séricos de inmunoglobulina G contra la proteina espicular
trimérica; BAU, Unidades de Anticuerpos de Unidn; UCI, unidad de cuidados intensivos.
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Se habian vacunado un total de 181 (73%) pacientes. No hubo diferencias significativas en la

positividad de IGRA para SARS-CoV-2 segun el estado de vacunacidn o los dias desde la ultima

dosis de vacuna. Los pacientes vacunados eran mayores, tenian un indice de comorbilidad de

Charlson mas alto y una mayor carga de comorbilidades, y mostraron una tendencia a una

mayor frecuencia de mitégeno positivo (Tabla S2).

Table S2. Caracteristicas de los pacientes hospitalizados por COVID-19 segun el estado vacunal

en el momento del ingreso.

Caracteristicas No vacunado Vacunado Total P Valor
No. (%) 67 (27.0) 181 (73.0) 248

Sexo, masculino 32 (47.8) 102 (56.4) 134 (54.0) 0.253
Edad, afios 66 (48-79) 74 (54-83) 70 (52-83) 0.045
Blanco, no hispano 59 (88.1) 162 (89.5) 221 (89.1) 0.819
indice de comorbilidad de Charlson 3 (0-5) 4(1-7) 4(1-6) 0.004
Numero de comorbilidades* 1(0-3) 2 (0-4) 2 (0-4) 0.073
Diabetes 9(13.4) 51(28.2) 60 (24.2) 0.019
Insuficiencia cardiaca congestiva 5(7.5) 22 (12.2) 27 (10.9) 0.363
Enfermedad arterial coronaria 10 (14.9) 20(11.0) 30(12.1) 0.390
ciféicri‘i??ctﬁlar e accidente 4 (6.0) 16 (8.8) 20(8.1) 0.603
Enfermedad arterial periférica 2(3.0) 13(7.2) 15 (6.0) 0.367
Enfermedad pulmonar 15 (22.4) 38 (21.0) 53 (21.4) 0.862
Enfermedad renal crénica 6 (9.0) 36 (19.9) 42 (16.9) 0.055
Neoplasia maligna 4 (6.0) 29 (16.0) 33 (13.3) 0.056
Condicion inmunosupresorat 3 (4.5) 30 (16.6) 33 (13.3) 0.011
Infeccion previa por COVID-19 0(0) 9 (5.0) 9(3.6) 0.118
Presentacion clinica

Dias desde el inicio de los sintomas hasta 7.0 (4.0-8.0) 5.0 (3.0-7.0) 5.0 (3.0-7.0) 0.009
el ingreso

Cociente SpO2/FiO2 al ingreso 3460 (275-452) 350 (309-457) 350 (302-457) 0.109
Escala de gravedad de la OMS 4.0(3.1-4.1) 4.0(3.1-4.1) 4.0(3.1-4.1) 0.420
r';;::;:ﬁ: pulmonares bilaterales en /) o) 5, 77 (42.5) 118 (47.6) 0.067
Datos microbioldgicos

Variante SARS-CoV-2, Omicron 39 (58.2) 103 (56.9) 142 (57.3) 0.886
Valor umbral de ciclo més bajo en PCR 23.8(19.0-28.8) 22.1(17.7-27.3) 22.3(18.0-28.5) 0.186
IgG-TriméricaS, BAU/mL 4.8 (4.8-15) 1710 (266-5670) 581 (10-3278) <0.001
1gG-Triméricas, Positivo 14 (20.9) 158 (87.3) 172 (69.4) <0.001
IgG-Trimérica$S >264 BAU/mL 5(7.5) 136 (75.1) 141 (56.9) <0.001
IgG-N, Positivo 11 (16.4) 23(12.7) 34 (13.7) 0.533
IGRA SARS-CoV-2, mUl/mL 183 (15-644) 221 (33-635) 206 (26-636) 0.649
IGRA SARS-CoV-2, Positivo 33 (49.3) 92 (50.8) 125 (50.4) 0.887
IGRA Mitégeno-SARS-CoV-2,& Positivo 11 (16.4) 51(28.2) 62 (25.0) 0.069

Valores de laboratorio
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Interleucina-6, pg/mL 45 (21-140) 42 (12-139) 42 (12-139) 0.531
Proteina C reactiva, mg/L 48 (26-92) 52 (23-98) 50 (24-97) 0.839
Dimero D, pug/mL 0.7 (0.5-1.4) 0.8 (0.4-1.4) 0.7 (0.4-1.4) 0.833
Ferritina, ng/mL 296 (150-624) 221 (99-487) 238 (109-511) 0.051
CZTS;E?E de linfocitos periféricos, oo 4041021) 699 (487-999) 604 (461-1013)  0.428
Recuento de linfocitos B, células/uL 71 (38-105) 54 (25-117) 60 (28-113) 0.143
Recuento de linfocitos T, células/pL 366 (255-598) 455 (304-703) 435 (281-660) 0.094
Recuento de linfocitos T CD4, células/pL 214 (127-371) 249 (154-376) 240 (146-376) 0.384
Cociente de linfocitos CD4/CD8 1.9 (1.1-2.6) 1.5(1.0-2.3) 1.6 (1.0-2.4) 0.107
Antivirales/inmunomoduladores

Remdesivir 57 (85.1) 144 (79.6) 201 (81.0) 0.367
Anticuerpos monoclonales 1(1.5) 5(2.8) 6(2.4) 1.000
Tocilizumab o baricitinib 45 (67.2) 118 (65.2) 163 (65.7) 0.880
Resultados

Estancia hospitalaria, dias 6.0 (4.0-8.0) 5.0 (3.0-8.0) 5.0 (3.0-8.0) 0.478
Ingreso en UCI 4 (6.0) 8(4.4) 12 (4.8) 0.739
Mortalidad a los 28 dias 7 (10.4) 17 (9.4) 24 (9.7) 0.811
Mortalidad a los 60 dias 7 (10.4) 27 (14.9) 34 (13.7) 0.413
Mortalidad a los 90 dias 8(11.9) 28 (15.5) 36 (14.5) 0.548

Las variables continuas se expresan como mediana (rango intercuartilico). Las variables categdricas se expresan como nimero
(porcentaje). *Esta categoria incluye: diabetes mellitus, enfermedad cardiaca crénica, enfermedad renal crénica, enfermedad
hepatica cronica, enfermedad neuroldgica crénica, enfermedad pulmonar crénica, neoplasias y condiciones
inmunosupresoras. £Esta categoria incluye: VIH, trasplante de érgano sélido o médula 6sea, neoplasia hematoldgica activa,
inmunosupresion o quimioterapia activa. &Se definidé como resultado positivo segun el fabricante: IFN-y[mitégeno] — IFN-
v[blanco] = 400 mUI/mL. Los datos se presentan como n (%) salvo que se indique lo contrario. IGRA, ensayo de liberacidn de
interferon gamma frente a SARS-CoV-2; cociente SpO2/Fi02, cociente entre saturacion de oxigeno y fraccion inspirada de
oxigeno; 1gG-TriméricaS, niveles séricos de inmunoglobulina G contra la proteina espicular trimérica; BAU, Unidades de
Anticuerpos de Unién; UCI, unidad de cuidados intensivos.

En el analisis por variante del SARS-CoV-2, los pacientes infectados con la variante Delta eran
significativamente mas jévenes y mostraron una menor carga de comorbilidad, una menor
frecuencia de vacunacion y un mayor nimero de dias desde el inicio de los sintomas (Tabla S3).
Cuando se compararon los resultados positivos y negativos de IGRA para el SARS-CoV-2 en
pacientes con las variantes Omicron y Delta por separado, los patrones fueron similares a los
observados en toda la cohorte (Tabla 3). Entre los pacientes infectados con la variante Delta,
los individuos con un resultado negativo de IGRA para el SARS-CoV-2 mostraron una tasa de
mortalidad a los 28 dias que fue el doble que aquellos con un resultado positivo (13,5 % frente

a 5,4 %), aunque la diferencia no alcanzo la significacién estadistica.
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Tabla 3. Caracteristicas de los pacientes hospitalizados con la variante Omicron o Delta, segtin

la presencia de respuesta celular frente a SARS-CoV-2 en el momento del ingreso.

DELTA OMICRON
Caracteristica Negativo IGRA Positivo IGRA P Valor Negativo IGRA Positivo IGRA P Valor
n (%) 50 (47.2) 56 (52.8) 73 (51.4) 69 (48.6)
Sexo, masculino 37 (74.0) 24 (42.9) 0.002 33 (45.2) 40 (58.0) 0.135
Edad, afios 67 (55-80) 56 (49-72) 0.006 81 (60-86) 73 (51-83) 0.014
indice de comorbilidad de
Charlson 3(1-7) 2 (1-3) 0.036 5(3-7) 5(1-7) 0.622
Numero de
comorbilidades* 1(0-4) 0.5 (0-2) 0.011 2 (1-4) 2 (0-4) 0.714
Diabetes 16 (32.0) 8 (14.3) 0.037 17 (23.3) 19 (27.5) 0.570
Insuficiencia  cardiaca 5 ¢ ) 4(7.1) 1.000 10 (13.7) 10 (14.5) 1.000
congestiva
Enfermedad arterial ¢ 15 0) 3(5.4) 0.301 12 (16.4) 9 (13.0) 0.640
coronaria
Antecedente de 360 2(3.6) 0.665 5 (6.8) 10 (14.5) 0.176
accidente cerebrovascular
Enfermedad  arterial 5 5 1) 1(18) 0-341 3(4.1) 8 (11.6) 0.122
periférica
Enfermedad pulmonar 7 (14.0) 9(16.1) 0.793 21 (28.8) 16 (23.2) 0.567
Enfermedad renal crénica 10 (20.0) 4(7.1) 0.082 16 (21.9) 12 (17.4) 0.533
Neoplasia maligna 5 (10.0) 5(8.9) 1.000 11 (15.1) 12 (17.4) 0.821
Condicion . 3(6.0) 5(8.9) 0.720 2 (1-4) 2. (0-4) 0.714
inmunosupresora
Infeccion  previa  por
COVID.1S 3(6.0) 0 3(6.0) 1(1.4) 5(7.2) 0.109
Estado vacunal
Dias desde la Ultima dosis ;4 g4 140 128 (62-180) 0% 104 (73-188) 84 (56-157) 0.084
de vacuna
No vacunado 12 (24.0) 16 (28.6) 0.662 22 (30.1) 17 (24.6) 0.573
Pauta completa 38 (76.0) 40 (71.4) 51 (69.9) 52 (75.4)
Presentacion clinica
Dias desde el inicio de los ¢ 5 7, 6 (4-7) 0.923 4(2-7) 4(2-8) 0.363
sintomas hasta el ingreso
Cociente SpO2/Fi02 al  5,¢ 351 450)  350(327-462) 0.119 343 (274-408) 354 (343-462)  0.003
Ingreso
Escala de gravedad de la 0.044 6(8.2) 2(2.9)
OMS >4 8(16.0) 2 (3.6) 0.276
Infiltrados  pulmonares
bilaterales en radiografia 25 (50.0) 33 (58.9) 0.110 31 (42.5) 29 (42.0) 0.926
Datos microbioldgicos
Valorumbraldeciclomas 3 14 55 25 (21-29) 0.565 20 (17-27) 21 (18-28) 0.159
bajo en PLK
196 (10-5495) 515 (85-4140)  0.521 143 (5-1800) 1470 (57- 0.006
1gG-TriméricaS, BAU/mL 2920)
IgG-Triméricas, Positivo 32 (64.0) 46 (82.1) 0.047 41 (56.2) 53 (76.8) 0.013
1gG-TriméricaS >264 0.242
BAU/mL 24 (48.0) 34 (60.7) 35 (47.9) 48 (69.6) 0.011

80



IgG-N, Positivo 6 (12.0) 11 (19.6) 0.305 5(6.8) 12 (17.4) 0.070
IGRA SARS-CoV-2, 863 (343- 575 (337-
mUl/mL 45 (12-113) 1838) <0.001 11 (0.5-63) 1400) <0.001
IGRA  Mitdgeno-SARS- 3 (6.0) 20 (35.7) <0.001 15 (20.5) 24 (34.8) 0.063
CoV-2,% Positivo

Valores de laboratorio

Interleucina-6, pg/mL 60 (12-147) 42 (24-116) 0.985 30 (6-140) 36 (11-143) 0.668
Proteina C reactiva, mg/L 64 (29-99) 60 (32-98) 0.927 39 (19-104) 40 (21-75) 0.628
Dimero D, pg/mL 0.7 (0.5-1.1) 0.6 (0.4-1.0) 0.169 0.9 (0.4-2.2) 0.8 (0.5-1.4) 0.547
Ferritina, ng/mL 418 (229-598) 293 (154-535)  0.262 173 (91-529) 164 (80-321)  0.263
Recuento de linfocitos o) 40900 823 (19 (456 633 (457-962) 708 (492-978)  0.470
periféricos, células/uL 1212)

Recuento de linfocitos B, o 55 14q) 64(36-110)  0.679 49 (19-85) 69(40-133)  0.005
células/uL
CZF&:‘:;‘JE de linfocitos T, 374 554.567) 562 (329-830)  0.024 440 (261-574) 425 (314-709)  0.444
Recuento de linfocitos T
CD4+, células/uL 206 (99-357) 326 (157-473)  0.003 231 (149-369) 214 (151-371) 0.861
Cociente de linfocitos
CDA+/CDS 1.1(0.7-2.2) 1.6 (1.0-2.4) 0.143 1.9 (1.1-2.4) 1.8 (1.2-2.3) 0.788
Antivirales/inmunomodu

ladores

Remdesivir 43 (86.0) 43 (76.8) 0.320 60 (82.2) 55 (79.7) 0.831
Anticuerpos 0 1(1.8) 1.000 4 (5.5) 1(1.4) 0.230
monoclonales

Tocilizumab o baricitinib 40 (80.0) 44 (78.6) 1.0 38 (52.1) 41 (59.4) 0.402
Resultados

Estancia hospitalaria 5(3-7) 4 (3-7) 0.594 6 (4-10) 5(3-7) 0.115
Mortalidad a los 28 dias 5(13.5) 3(5.4) 0.370 13 (17.8) 2(2.9) 0.005
Mortalidad a los 60 dias 6 (16.2) 4(7.1) 0.358 17 (23.3) 6(8.7) 0.023
Mortalidad a los 90 dias 6 (16.2) 4(7.1) 0.358 19 (26.0) 6(8.7) 0.008

Las variables continuas se expresan como mediana (rango intercuartilico). Las variables categoéricas se expresan como nimero
(porcentaje). *Esta categoria incluye: diabetes mellitus, enfermedad cardiaca crénica, enfermedad renal crénica, enfermedad
hepdtica crénica, enfermedad neuroldgica cronica, enfermedad pulmonar crénica, neoplasias y condiciones
inmunosupresoras. £Esta categoria incluye: VIH, trasplante de érgano sélido o médula ésea, neoplasia hematoldgica activa,
inmunosupresion o quimioterapia activa. &Se definié como resultado positivo segun el fabricante: IFN-y[mitégeno] — IFN-
y[blanco] = 400 mUI/mL. Los datos se presentan como n (%) salvo que se indique lo contrario. IGRA, ensayo de liberacidn de
interferon gamma frente a SARS-CoV-2; cociente SpO2/FiO2, cociente entre saturacidon de oxigeno y fraccidn inspirada de
oxigeno; 1gG-TriméricaS, niveles séricos de inmunoglobulina G contra la proteina espicular trimérica; BAU, Unidades de
Anticuerpos de Unién; UCI, unidad de cuidados intensivos.

Tabla S3. Caracteristicas de los pacientes hospitalizados por COVID-19 segun la variante de
SARS-CoV-2 en el momento del ingreso.

Caracteristica Variante Delta Variante Omicron  Total P Valor
N (%) 106 (42.7) 142 (57.3) 248

Sexo, masculino 61 (57.5) 73 (51.4) 134 (54.0) 0.369
Edad, afios 61 (50-76) 77 (57-85) 70 (52- 83) <0.001
Blanco, no hispano 91 (85.8) 130 (91.5) 221 (89.1) 0.216
indice de comorbilidad de Charlson 2 (1-5) 5(2-7) 4 (1-6) <0.001
Numero de comorbilidades* 1(0-3) 2 (0.2-4) 2 (0-4) <0.001
Diabetes 24 (22.6) 36 (25.4) 60 (24.2) 0.655
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Insuficiencia cardiaca congestiva 7 (6.6) 20 (14.1) 27 (10.9) 0.067
Enfermedad arterial coronaria 9(8.5) 21 (14.8) 30(12.1) 0.169
Antecedente de accidente cerebrovascular 5(4.7) 15 (10.6) 20(8.1) 0.105
Enfermedad arterial periférica 4 (3.8) 11(7.7) 15 (6.0) 0.282
Enfermedad pulmonar 16 (15.1) 37 (26.1) 53 (21.4) 0.042
Enfermedad renal crénica 14 (13.2) 28 (19.7) 42 (16.9) 0.231
Neoplasia maligna 10 (9.4) 23 (16.2) 33 (13.3) 0.134
Condicién inmunosupresorat 8(7.5) 25 (17.6) 33 (13.3) 0.023
Infeccion previa por COVID-19 3(2.8) 6(4.2) 9(3.6) 0.736
Estado vacunal

No vacunado 28 (26.4) 39 (27.5) 67 (27.0) 0.886
Dias desde la ultima dosis de vacuna 129 (69-180) 94 (67-176) 110 (67-178) 0.239
Presentacion clinica

Dias desde el inicio de los sintomas hasta el 6 (4-7) 4(2-7) 5(3-7) 0.004
ingreso

Cociente SpO2/FiO2 al ingreso 346 (306-457) 350 (300-452) 350 (302-457) 0.984
Escala de gravedad de la OMS 40(3.1to4.1) 3.9(3.0to0 4.0) 40(3.1to4.1) 0.287
Infiltrados pulmonares bilaterales en radiografia 58 (54.7) 60 (42.3) 118 (47.6) 0.098
Datos microbioldgicos

Variante SARS-CoV-2, Omicron 0 142 142

Valor umbral de ciclo mas bajo detectado en PCR 24 (19-30) 21 (18-28) 22 (18-29) 0.040
Tiempo de muestreo desde el ingreso, dias 1(1-2) 1(1-1) 1(1-1) 0.050
IgG-TriméricaS, BAU/mL 488 (18-4748) 745 (8-2308) 581 (10-3278)  0.455
1gG-Triméricas, Positivo 78 (73.6) 94 (66.2) 172 (69.4) 0.265
1gG-TriméricaS >264 BAU/mL

IgG-N, Positivo 17 (16.0) 17 (12.0) 34 (13.7) 0.359
IGRA SARS-CoV-2, mUl/mL 253 (47-916) 191 (11-561) 206 (26-636) 0.095
IGRA SARS-CoV-2, Positivo 56 (52.8) 69 (48.6) 125 (50.4) 0.524
IGRA Mitégeno-SARS-CoV-2,% Positivo 23 (21.7) 39 (27.5) 62 (25.0) 0.374
Valores de laboratorio

Interleucina-6, pg/mL 49 (18-133) 34 (8-140) 42 (12-139) 0.133
Proteina C reactiva, mg/L 61 (29-99) 39 (20-89) 50 (24-97) 0.019
Dimero D, pg/mL 0.6 (0.4t0 1.0) 0.8(0.5t0 1.9) 0.7(0.4to1.4) 0.016
Ferritina, ng/mL 378 (163-546) 172 (84- 462) 238 (109-511)  <0.001
Recuento total de linfocitos, células/uL 798 (456-1066.0) 673 (461-973.5) 694 (461- 0.213
Recuento de linfocitos B, células/pL 59 (32-109) 60 (24-114) 60 (28-113) 0.580
Recuento de linfocitos T, células/pL 452 (280-738) 430 (285-626) 435 (281-660) 0.446
Recuento de linfocitos T CD4, células/pL 264 (140-414.0) 225 (150-370.8) 240 (146-376)  0.702
Cociente de linfocitos CD4/CD8 1.4 (0.9to 2.3) 1.8(1.2to 2.4) 1.6(1.0to2.4) 0.042
Antivirales/inmunomoduladores

Remdesivir 86 (81.1) 115 (81.0) 201 (81.0) 1.000
Anticuerpos monoclonales 1(0.9) 5(3.5) 6(2.4) 0.243
Tocilizumab o baricitinib 84 (79.2) 79 (55.6) 163 (65.7) <0.001
Resultados

Estancia hospitalaria, dias 45(3.0t0 7.0) 6.0 (4.0to 8.0) 5.0(3.0to 8.0) 0.197
Ingreso en UCI 8(7.5) 4(2.8) 12 (4.8) 0.132
Mortalidad a los 28 dias 9(8.5) 15 (10.6) 24 (9.7) 0.667
Mortalidad a los 60 dias 11 (10.4) 23 (16.2) 34 (13.7) 0.198
Mortalidad a los 90 dias 11 (10.4) 25 (17.6) 36 (14.5) 0.145

Las variables continuas se expresan como mediana (rango intercuartilico). Las variables categdricas se expresan como nimero
(porcentaje). * Esta categoria incluye: diabetes mellitus, enfermedad cardiaca crénica, enfermedad renal crénica, enfermedad
hepatica crénica, enfermedad neuroldgica crénica, enfermedad pulmonar crénica, neoplasias y condiciones inmunosupresoras.
£ Esta categoria incluye: VIH, trasplante de érgano sélido o médula dsea, neoplasia hematoldgica activa, inmunosupresién o
quimioterapia activa. & Se definié como resultado positivo segun el fabricante: IFN-y[mitégeno] — IFN-y[blanco] = 400 mUI/mL.
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Los datos se presentan como n (%) salvo que se indique lo contrario. IGRA, ensayo de liberacidn de interferén gamma frente a
SARS-CoV-2; cociente Sp0O2/Fi02, cociente entre saturacidn de oxigeno y fraccion inspirada de oxigeno; IgG-Trimérica$, niveles
séricos de inmunoglobulina G contra la proteina espicular trimérica; BAU, Unidades de Anticuerpos de Unién; UCI, unidad de
cuidados intensivos.

Resultados dudosos del ensayo de liberacion de IFN-y del SARS-CoV-2

Un total de 28 (11,3%) pacientes mostraron resultados IGRA para el SARS-CoV-2 dudosos (100
a 200 mUI/mL). Compartieron varias similitudes con los pacientes con IGRA para el SARS-CoV-
2 negativo en caracteristicas demograficas, carga de comorbilidad y respuestas de anticuerpos
TrimericS-1gG y N-IgG, aunque exhibieron recuentos mas altos de células Ty células T CD4+, asi
como valores de ferritina e IL-6 mas altos, mostrando este ultimo los valores numéricos mas
altos observados entre los grupos, y mayor frecuencia de COVID-19 previo (Tabla 1). Las tasas
de frecuencia de ingreso a la UCl y de mortalidad a los 28, 60 y 90 dias también fueron similares

a las de los pacientes con IGRA para el SARS-CoV-2 negativo para el SARS-CoV-2.
Respuestas de IFN-y a mitégenos (no especificos)

De 125 pacientes con IGRA para el SARS-CoV-2 positivo 44 (35,2 %) tuvieron una respuesta
positiva concomitante de IFN-y inducida por mitégenos. Estos pacientes mostraron una
puntuacion de gravedad mas baja de la OMS, un indice de Saturacion periférica de oxigeno/
Fraccién inspirada de oxigeno (SpO2/Fi02) (Sp0O2/Fi02) inicial mas alto, una mayor frecuencia
de vacunacion y un mayor niumero de linfocitos T totales, y de linfocitos T CD4 que aquellos con
solo respuestas de IFN-y especificas del SARS-CoV-2 (Tabla 4). Las caracteristicas de los 81
(64,8%) pacientes con IGRA para el SARS-CoV-2 positivo con respuesta indeterminada inducida
por mitégenos se compararon con las de los pacientes con IGRA para el SARS-CoV-2 negativo.
Mostraron numerosas similitudes con el grupo general de pacientes con IGRA para el SARS-
CoV-2 positivo en términos demograficos, comorbilidades, criterios de gravedad al ingreso y

respuestas de anticuerpos TrimericS-1gG y N-1gG.

También mostraron una mortalidad mas baja en todos los momentos (Tabla 4). La comparacion
de pacientes con IGRA para el SARS-CoV-2 positivo y respuestas de IFN-y especificas o no
especificas, con pacientes con IGRA para el SARS-CoV-2 negativo, mostré resultados similares
(Tabla 4). Se obtuvo una segunda muestra para IGRA para el SARS-CoV-2 de 53 pacientes
durante el seguimiento [mediana Q1-Q3, 54 (48-57) dias]. De 41 (77,3%) pacientes con
respuesta mitégena inicial indeterminada, 36 (87,8%) cambiaron a respuesta positiva, y de 23

con respuesta especifica negativa inicial, 13 (57%) cambiaron a respuesta positiva.
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Tabla 4. Caracteristicas de los pacientes hospitalizados por COVID-19 con IGRA para el SARS-

CoV-2 positivo y concomitante IGRA Mitégeno-SARS-CoV-2 positivo.

Caracteristica S-IGRA(+)& S-IGRA (+)& M- P! S-IGRA (-) p? p3
IGRA (-)
M-IGRA (4}

n (%) 44 (31.7) 81 (46.0) 95 (68.3)

Sexo, masculino 20 (45.5) 44 (54.3) 0.356 54 (56.8) 0.273 0.763
Edad 62 (48-79) 62 (50-79) 0.924 77 (58-85) 0.011 0.001
indice de comorbilidad de Charlson 2 (1-6) 2 (1-6) 0.697 4(2-7) 0.243 0.032
Ndmero de comorbilidades* 1(0-4) 1(0-3) 0.910 2 (0-4) 0.186 0.111
Diabetes 11 (25.0) 16 (19.8) 0.503 27 (28.4) 0.838 0.219
Insuficiencia cardiaca congestiva 5(11.4) 9(11.1) 1.000 8(8.4) 0.549 0.614
Enfermedad arterial coronaria 5(11.4) 7 (8.6) 0.752 15 (15.8) 0.608 0.176
Antecedente de accidente 6 (13.6) 6(7.4) 0.342 6(6.3) 0.195 0.775
Enfermedad arterial periférica 2 (4.5) 7 (8.6) 0.491 5(5.3) 1.000 0.389
Enfermedad pulmonar 7 (15.9) 18 (22.2) 0.498 21 (22.1) 0.498 1.000
Enfermedad renal crénica 4(9.1) 12 (14.8) 0.416 20 (21.1) 0.096 0.330
Neoplasia maligna 5(11.4) 12 (14.8) 0.786 12 (12.6) 1.000 0.826
Condicién inmunosupresoraf 6(13.6) 12 (14.8) 0.550 9(9.5) 0.558 0.352
Infeccion previa por COVID-19 1(2.3) 4(4.9) 0.656 1(1.1) 0.534 0.182
Estado vacunal

Dias desde la ultima dosis de 83(54-157) 99 (64-179) 0.317 119 (68-186) 0.149 0.496
No vacunado 6(13.6) 27 (33.3) 0.047 28 (29.5) 0.056 0.626
Presentacion clinica

Dias desde el inicio de sintomas 5 (2-7) 6 (3-8) 0.195 5(3-7) 0.545 0.174
Cociente Sp0O2/Fi02 al ingreso 452 (350- 350 (323-457) 0.005 343 (275-413) <0.001 0.036
Escala de gravedad de la OMS >4 1(2.3) 3(3.7) 0.038 12 (12.6) 0.001 0.323
Infiltrados pulmonares bilaterales 16 (36.4) 46 (56.8) 0.220 44 (46.3) 0.374 0.115
Datos microbiolégicos

Variante SARS-CoV-2, Omicron 24 (54.5) 45 (55.6) 1.000 58 (61.1) 0.578 0.540
Valor umbral de ciclo mas bajo en 23 (18-26) 24 (19-30) 0.198 22 (17-26) 0.262 0.100
IgG-TriméricaS, BAU/mL 1420 (334- 608 (19-2800) 0.087 143 (4.8-2535) 0.008 0.152
IgG-Triméricas, Positivo 39 (88.6) 60 (74.1) 0.067 56 (58.9) <0.001 0.039
lgG-TriméricaS >264 BAU/mL 33(75.0) 49 (60.5) 0.007 45 (47.4) 0.003 0.096
IgG-N, Positivo 4(9.1) 19 (23.5) 0.055 8(8.4) 1.000 0.007
IGRA SARS-CoV-2, mUl/mL 1269 (551- 521 (310-1334) <0.001 10 (0.5-43) <0.001 <0.001
Valores de laboratorio

Interleucina-6, pg/mL 45 (16-177) 37 (16-106) 0.330 29 (6-131) 0.125 0.290
Proteina C reactiva, mg/L 48 (22-74) 54 (26-97) 0.220 49 (23-103) 0.292 0.828
Dimero D, pg/mL 0.5(0.3-1.0) 0.8(0.5-1.2) 0.012 0.8 (0.4-2.3) 0.014 0.660
Ferritina, ng/mL 175 (97- 279 (117-545) 0.009 248 (104-519) 0.023 0.598
Recuento de linfocitos periféricos, 835  (655- 712 (420-980) 0.008 606 (419-951) <0.001 0.414
Recuento de linfocitos B, células/uL 77 (41-147) 64 (37-120) 0.296 54 (23-89) 0.010 0.052
Recuento de linfocitos T, células/uL 636  (429- 405 (270-591) 0.001 367 (224-566) <0.001 0.269
Recuento de linfocitos T CD4+, 371  (192- 211 (145-359) 0.001 193 (110-327) <0.001 0.206
Cociente de linfocitos CD4+/CD8 2.0(1.3-25) 1.5(1.0-2.2) 0.100 1.4 (0.9-2.3) 0.051 0.519
Antivirales/inmunomoduladores

Remdesivir 35(79.5) 63 (77.8) 0.664 79 (83.2) 0.639 0.444
Anticuerpos monoclonales 43 (97.7) 1(1.2) 0.578 91 (95.8) 1.000 0.376
Tocilizumab o baricitinib 15 (34.1) 25 (30.9) 0.630 36 (37.9) 0.709 0.345
Resultados

Mortalidad a los 28 dias 1(2.3) 4(4.9) 0.656 15 (15.8) 0.021 0.027
Mortalidad a los 60 dias 4(9.1) 6(7.4) 0.740 19 (20.0) 0.142 0.018
Mortalidad a los 90 dias 4(9.1) 6(7.4) 0.740 21 (22.1) 0.095 0.011
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P! para la comparacion de resultados de mitdégeno positivo y negativo entre pacientes SARS-CoV-2 IGRA-(+). P2 para la
comparacion de pacientes IGRA(+) y mitdgeno(+) con pacientes IGRA(-). P3 para la comparacidén de pacientes IGRA( +) y
mitégeno(-) con pacientes IGRA(-). Las variables continuas se expresan como mediana (rango intercuartilico). Las variables
categoricas se expresan como numero (porcentaje). *Esta categoria incluye: diabetes mellitus, enfermedad cardiaca croénica,
enfermedad renal crénica, enfermedad hepatica crénica, enfermedad neuroldgica crénica, enfermedad pulmonar crénica,
neoplasias y condiciones inmunosupresoras. £Esta categoria incluye: VIH, trasplante de érgano sélido o médula ésea, neoplasia
hematoldgica activa, inmunosupresion o quimioterapia activa. &Se definié como resultado positivo segun el fabricante: IFN-
y[mitégeno] — IFN-y[blanco] = 400 mUI/mL. Los datos se presentan como n (%) salvo que se indique lo contrario. IGRA, ensayo
de liberacion de interferén gamma frente a SARS-CoV-2; cociente SpO2/FiO2, cociente entre saturacion de oxigeno y fraccion
inspirada de oxigeno; IgG-TriméricaS, niveles séricos de inmunoglobulina G contra la proteina espicular trimérica; BAU,
Unidades de Anticuerpos de Unién; UCI, unidad de cuidados intensivos.

Rendimiento del ensayo de liberacion de IFN-y del SARS-CoV-2 para predecir la evolucion de

los pacientes hospitalizados por COVID-19

Un total de 24 (9,7%) pacientes fallecieron en los 28 dias posteriores al ingreso hospitalario. Las
caracteristicas de los pacientes segun los resultados de la enfermedad se muestran en la Tabla
S4. La mortalidad se asocié con una edad mas avanzada, una mayor carga de comorbilidad, una
mayor gravedad de la enfermedad, una menor frecuencia de tratamiento con remdesivir y
niveles mas altos de todos los biomarcadores. En un modelo de Cox ajustado por edad, carga
de comorbilidad, puntuacion de gravedad de la OMS, respuesta humoral de TrimericS-1gG
positiva, recuentos de linfocitos y terapia con remdesivir, el IGRA para el SARS- CoV-2 negativo

fue un predictor independiente de mortalidad (Tabla 5).

Tabla S4. Analisis univariante de la mortalidad a los 28 dias en pacientes hospitalizados por

COVID-19.

Caracteristica Muerte 28 dias No muerte 28 dias Total P Value
n (%) 24(9.7) 224 (90.3) 248

Sexo, masculino 11 (45.8) 123 (54.9) 134 0.519
Edad, afios 87 (81-89) 66 (51-81) 70 (52-83) <0.001
indice de comorbilidad de Charlson 7 (5-9) 3(1-6) 4 (1-6) <0.001
Numero de comorbilidades* 4 (2-5) 1(0-3) 2 (0-4) <0.001
Diabetes 8(33.3) 52(23.2) 60 (24.2) 0.315
Insuficiencia cardiaca congestiva 4 (16.7) 23 (10.3) 27 (10.9) 0.310
Enfermedad arterial coronaria 9(37.5) 21 (9.4) 30(12.1) 0.001
Antecedente de accidente cerebrovascular 5(20.8) 15 (6.7) 20 (8.1) 0.032
Enfermedad arterial periférica 2(8.3) 13 (5.8) 15 (6.0) 0.645
Enfermedad pulmonar 5(20.8) 48 (21.4) 53 (21.4) 1.000
Enfermedad renal crénica 9(37.5) 33 (14.7) 42 (16.9) 0.009
Neoplasia maligna 7 (29.2) 26 (11.6) 33 (13.3) 0.025
Condicion inmunosupresoraf 4 (16.7) 29 (12.9) 33 (13.3) 0.538
Infeccion previa por COVID-19 0 9 (4.0) 9(3.6) 1.000
Estado vacunal
Dias desde la ultima dosis de vacuna 118 (85-61) 105 (66-179) 110 (67-78) 0.475
No vacunado 7 (29.2) 60 (26.8) 67 (27.0) 0.811
Pauta completa 17 (70.8) 164 (73.2) 181 (73.0)
Presentacion clinica
Dias desde el inicio de sintomas 4(3-8) 5(3-7) 5(3-7) 0.563
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Cociente SpO2/FiO2 al ingreso 2.7 (2.3-3.5) 3.5(3.1-4.6) 3.5(3.0-4.6) 0.563
Escala de gravedad de la OMS >4 5(20.8) 13 (5.8) 18(7.3) 0.020
Infiltrados pulmonares bilaterales 12 (50.0) 106 (47.3) 118 (47.6) 0.615
Datos microbiolégicos

Variante SARS-CoV-2, Omicron 15 (62.5) 127 (56.7) 142 (57.3) 0.667
Valor umbral de ciclo més bajo en PCR 22 (17-26) 23 (18-29) 22 (18-29) 0.319
IgG-TriméricaS, BAU/mL 978 (5-5673) 580 (14-2808) 581 (10-3278) 0.994
1gG-Triméricas, Positivo 14 (58.3) 158 (70.5) 172 (69.4) 0.246
lgG-TriméricaS >264 BAU/mL 13 (54.2) 128 (57.1) 141 (56.9) 0.830
IgG-N, Positivo 4(16.7) 30 (13.4) 34 (13.7) 0.753
IGRA SARS-CoV-2, mUl/mL 20 (2-145) 247 (43-713) 206 (26-636) 0.001
IGRA SARS-CoV-2, Positivo 5(20.8) 120 (53.6) 125 (50.4) 0.002
IGRA Mitégeno-SARS-CoV-2,& Positivo 1(4.2) 61 (27.2) 62 (25.0) 0.012
Mitégeno-QuantiFERON-TB, mediana(RIC) 7.0 (1.1-9.8) 9.7 (3.4-10.0) 9.7 (3.2-10.0) 0.143
Valores de laboratorio

Interleucina-6, pg/mL 140 (55-450) 38 (11-123) 42 (12-139) <0.001
Proteina C reactiva, mg/L 75 (45-159) 48 (22-93) 50 (24-97) 0.022
Dimero D, pug/mL 1.1(0.7-3.6) 0.7 (0.4-1.3) 0.7 (0.4-1.4) 0.001
Ferritina, ng/mL 620 (190-910) 229 (101-489) 238 (109-511) 0.003
Recuento  de linfocitos periféricos, 681 (429-962) 697 (462-1024) 694 (461-1013) 0.532
Recuento de linfocitos B, células/pL 29 (20-59) 61 (31-117) 60 (28-113) 0.015
Recuento de linfocitos T, células/pL 455 (269-574) 431 (281-684) 435 (281-660) 0.686
Recuento de linfocitos T CD4, células/pL 257 (160-382) 239 (145-376) 240 (146-376) 0.903
Cociente de linfocitos CD4/CD8 1.6 (1.1-2.1) 1.6 (1.0-2.4) 1.6 (1.0-2.4) 0.799
Antivirales/inmunomoduladores

Remdesivir 15 (62.5) 186 (83.0) 201 (81.0) 0.025
Anticuerpos monoclonales 0 (0.0) 6(2.7) 6(2.4) 1.000
Tocilizumab o baricitinib 12 (50.0) 151 (67.4) 163 (65.7) 0.113

Las variables continuas se expresan como mediana (rango intercuartilico). Las variables categoéricas se expresan como nimero
(porcentaje). *Esta categoria incluye: diabetes mellitus, enfermedad cardiaca crénica, enfermedad renal crénica, enfermedad
hepatica cronica, enfermedad neuroldgica crénica, enfermedad pulmonar crénica, neoplasias y condiciones
inmunosupresoras. £Esta categoria incluye: VIH, trasplante de érgano sélido o médula 6sea, neoplasia hematoldgica activa,
inmunosupresion o quimioterapia activa. &Se definidé como resultado positivo segun el fabricante: IFN-y[mitégeno] — IFN-
v[blanco] = 400 mUI/mL. Los datos se presentan como n (%) salvo que se indique lo contrario. IGRA, ensayo de liberacidn de
interferon gamma frente a SARS-CoV-2; cociente SpO2/Fi02, cociente entre saturacion de oxigeno y fraccion inspirada de
oxigeno; 1gG-TriméricaS, niveles séricos de inmunoglobulina G contra la proteina espicular trimérica; BAU, Unidades de
Anticuerpos de Unidn; UCI, unidad de cuidados intensivos.

Ademas, la carga de comorbilidad y una puntuacién de gravedad de la OMS > 4 también se
identificaron como predictores independientes de mortalidad. La sensibilidad de un resultado
negativo de IGRA para SARS-CoV-2 para predecir la mortalidad fue del 63% [intervalo de
confianza (IC) del 95%: 57—-69], especificidad del 54% (IC del 95 %: 48—60), valor predictivo
positivo (VPP) 16% (IC 95% 11-21), y valor predictivo negativo (VPN) 96% (IC 95% 93-98).
Usando una curva de caracteristicas operativas del receptor (ROC), un valor de corte de IFN-y
de 150 mUI/mL tuvo una sensibilidad del 79% (IC 95% 61-93), una especificidad del 61% (IC
95% 55-68), 18 % (IC 95% 15-22) VPP, 96% (IC 95% 93-98) VPN y area bajo la curva (AUC) del

70% para predecir mortalidad (Figura 3).
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Tabla 5. Modelo de Cox ajustado de predictores de mortalidad a los 28 dias en pacientes

hospitalizados por COVID-19.

Variable HR no ajustado (IC 95%) P no ajustado HR ajustado (IC 95%) P ajustado
Edad >64 afios 9.51 (2.24-40.43) p=0.002 1.99 (0.43-9.29) 0.381
indice de Charlson 1.32 (1.18-1.48) p<0.001 1.42 (1.18-1.69) <0.001
Escala de gravedad WHO>4 4.02 (1.50-10.78) p=0.006 3.34 (1.14-9.74) 0.028
IGRA SARS-CoV-2 Positivo 0.24 (0.09-0.65) p=0.005 0.24 (0.08-0.75) 0.009
IGRA SARS-CoV-2 Borderline 0.88 (0.29-2.65) p=0.817 1.04 (0.33-3.28) 0.946
IgG-TriméricaS Positivo 4.02 (1.50-10.78) p=0.006 0.47 (0.18-1.22) 0.122
Recuento de linfocitos periféricos

(log 10), células/pL 0.45 (0.18-1.14) p=0.093 0.92 (0.35-2.38) 0.857
Remdesivir 0.36 (0.16-0.83) p=0.016 0.41 (0.17-0.97) 0.053

HR, razén de riesgo (hazard ratio); IC, intervalo de confianza

Figura 3. Curva ROC (caracteristica operativa del receptor) para evaluar el rendimiento del
ensayo de interferén-y frente a SARS-CoV-2 en la prediccion de la mortalidad a los 28 dias.

Fuente: Elaboracidn propia.

100
|

80

150.3 (61.2%, 79.2%)

60

Sensitivity (%)

40

20

I I I
100 50 0]

Specificity (%)

87



Figura 4. Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier a los 28 dias segun las variables de interés.
Fuente: Elaboracidn propia.
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6.2. ARTICULO II: T-Cell Immunity Against Severe Acute Respiratory
Syndrome Coronavirus 2 Measured by an Interferon-y Release Assay Is
Strongly Associated with Patient Outcomes in Vaccinated Persons
Hospitalized with Delta or Omicron Variants

Descripcion de la poblacion de estudio

De 537 pacientes ingresados en el hospital debido a COVID-19 confirmado por PCR durante el
periodo del estudio (julio de 2021-abril de 2022), 393 (73,2%) habian recibido alguna dosis de
la vacuna contra el SARS-CoV-2. Entre ellos, 181 (46,1%) cumplieron los criterios de elegibilidad
y fueron incluidos en el estudio. La mediana de tiempo desde la ultima dosis de vacuna hasta
el ingreso hospitalario fue de 110 dias (rango intercuartilico [RIC], 67-178 dias), sin diferencias
significativas entre las vacunas de ARNm y las de vectores virales. La variante del SARS-CoV-2
(103 Omicron, 78 Delta) se confirmé mediante secuenciacién del genoma en 115 (64%) casos y
mediante PCR multiple en 53 (29%) casos, y en 13 (7%) casos con valores altos del umbral del
ciclo de PCR de transcripcién inversa en tiempo real (RT-PCR) (Ct>35), se asumié en base a la
variante prevalente que circulaba en nuestro Departamento de Salud en el momento de la

infeccion.

La Tabla suplementaria 1 resume las caracteristicas iniciales, la vacunacion y el estado clinico
al ingreso, la terapia administrada durante la estancia hospitalaria y los resultados de los
pacientes. Veinticinco (13,8%) pacientes murieron por cualquier causa desde el ingreso
hospitalario hasta el dia 28 o requirieron ingreso en UCI. Se recogieron muestras para medir las
respuestas inmunitarias del SARS-CoV-2 con una mediana de 1 dia (RIC, 1 -1) después del
ingreso hospitalario, 6 dias (RIC, 4-8) después del inicio de los sintomas y 3,7 meses (RIC 2,3-6)

después de la ultima dosis de vacuna (Tabla suplementaria 1).

Tabla S-1. Caracteristicas de los pacientes hospitalizados por COVID-19.

Caracteristica Total

n (%) 181

Sexo, masculino 102 (56.4)
Edad, mediana (RIC), afios 74 (55-83)
Blanco, no hispano 162 (89.5)
indice de comorbilidad de Charlson, mediana (RIC) 4(1-7)
Numero de comorbilidades*, mediana (RIC) 2(1-3)
Diabetes 51(28.2)
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Insuficiencia cardiaca congestiva

22 (

Enfermedad arterial coronaria 20 (11 )
Antecedente de accidente cerebrovascular 16 (8.8)
Enfermedad arterial periférica 13(7.2)
Enfermedad pulmonar 38 (21)
Enfermedad renal crénica 36 (19.9)
Neoplasia maligna 29 (16.0)
Condicién inmunosupresora 30 (16.6)
Neoplasia hematoldgica activa 12 (6.6)
Recibiendo inmunosupresion 8 (4.4)
Quimioterapia activa 6(3.3)
Trasplante de érgano sélido o médula dsea 3(1.7)
VIH 1(0.6)
Infeccion previa por COVID-19 9 (5.0)
Estado vacunal Tipo de vacuna:
BNT162b2 (Pfizer-BioNTech) 125 (69.1)
mRNA-1273 (Moderna) 23 (12.7)
AZD1222 (Oxford-AstraZeneca) 13(7.2)
Ad26.COV2.S (Janssen-Johnson & Johnson) 20 (11)
Dias desde la ultima dosis de vacuna, mediana (RIC) 110 (67-178)
Recepcion de dosis de refuerzo® 78 (43.1)
Presentacion clinica

Dias desde el inicio de sintomas hasta el ingreso, mediana (RIC) 5 (3-7)
Cociente Sp0O2/FiO2 al ingreso, mediana (RIC) 350 (309-457)
Escala de gravedad de la OMS, mediana (RIC) 4 (3-4)
Infiltrados pulmonares bilaterales en radiografia 77 (42.5)
Datos microbiolégicos

Variante SARS-CoV-2, Omicron 103 (56.9)
Valor umbral de ciclo més bajo detectado en PCR, mediana (RIC) 22 (18-27)
Tiempo de muestreo desde el ingreso, mediana (RIC), dias 1(1-1)

IgG-TriméricaS, mediana (RIC), BAU/mL

1710 (266-5670)

IgG-Triméricas, Positivo 158 (87.3)
IgG-TriméricaS >264 BAU/mL 136 (75.1)
IgG-N, Positivo 23 (12.7)
IGRA SARS-CoV-2, mediana (RIC), mUl/mL 221 (33-635)
IGRA SARS-CoV-2, Positivo 92 (50.8)
IGRA Mitégeno-SARS-CoV-2,% Positivo 51(28.2)
Valores de laboratorio disponibles

Interleucina-6, pg/mL 42 (12-139)
Proteina C reactiva, mg/L 52 (23-98)
Dimero D, pg/mL 0.8 (0.4-1.4)

Ferritina, ng/mL

Recuento de linfocitos periféricos, células/uL
Recuento de linfocitos B, células/uL
Recuento de linfocitos T, células/uL

Recuento de linfocitos T CD4, células/uL

221 (99-487)
699 (487-999)
54 (25-117)
455 (304-703)
249 (154-376)



Cociente de linfocitos CD4/CD8 1.5(0.98-2.29)

Terapia antiviral e inmunomoduladora

Remdesivir 144 (79.6)
Anticuerpos monoclonales 5(2.8)
Tocilizumab o baricitinib 118 (65.2)
Dexametasona o metilprednisolona” 172 (95%)
Resultados

Estancia hospitalaria, mediana (RIC), dias 5(3-8)
Muerte intrahospitalaria 13(7.2)
Mortalidad o ingreso en UCI a los 28 dias 25 (13.8)
Mortalidad a los 28 dias 17 (9.4)
Mortalidad a los 60 dias 27 (14.9)
Mortalidad a los 90 dias 28 (15.5)

*Esta categoria incluye las siguientes condiciones médicas subyacentes: diabetes mellitus, enfermedad cardiaca cronica,
enfermedad renal crénica, enfermedad hepatica crénica, enfermedad neuroldgica crénica, enfermedad pulmonar crénica,
neoplasias y condiciones inmunosupresoras. #Vacunacion primaria completa mas dosis de refuerzo. &Se definié como
resultado positivo segun el fabricante: IFN-y[mitégeno] — IFN-y[blanco] 2400 mUI/mL. ~En la mayoria de los casos (146/172,
84,9%) se administro al ingreso hospitalario con una mediana (RIC) de 1 (1-1) dia antes de la prueba IGRA. Los datos se
presentan como n (%) salvo que se indique lo contrario. IGRA, ensayo de liberacién de interferéon gamma frente a SARS-CoV-
2; RIC, rango intercuartilico; cociente SpO2/FiO2, cociente entre saturacion de oxigeno y fraccion inspirada de oxigeno; I1gG-
Trimérica$, niveles séricos de inmunoglobulina G contra la proteina espicular trimérica; BAU, Unidades de Anticuerpos de
Union; UCI, unidad de cuidados intensivos.

Un total de 158 de los 181 pacientes (87,3%) tenian anticuerpos detectables contra el SARS-
CoV-2, 92 (50,8%) mostraron respuesta de células T especificas en IGRA para SARS-CoV-2 y 87

(48,1%) tenian tanto anticuerpos como respuesta de células T.

Caracteristicas de los pacientes segiin inmunidad humoral y celular preexistente al SARS-

CoV-2

La Tabla suplementaria 2 muestra las caracteristicas de los pacientes agrupados segun si tenian
o no anticuerpos frente a la Spike (TrimericS-1gG). Los pacientes seronegativos tenian mas
probabilidades de tener condiciones de inmunodepresién, tenian valores Ct de RT-PCR mas
bajos y tenian menos probabilidades de tener IGRA para SARS-CoV-2 positivo y N-IgG positivo.
También tenian recuentos mas bajos de linfocitos periféricos totales, células B y células T CD4,
con un mayor porcentaje de células T CD8 y una proporcion mas alta del cociente CD4/CD8. No
se observaron otras diferencias significativas en la presentacion clinica o los resultados segln

la seropositividad (Tabla suplementaria 2).
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Tabla S-2. Caracteristicas de los pacientes hospitalizados por COVID-19 segun la presencia de

respuesta humoral frente a SARS-CoV-2 en el momento del ingreso.

Caracteristica Negativo TrimericS-IgG  Positivo TrimericS-IgG Total P Valor
n (%) 23 (12.7) 158 (87.3) 181

Sexo, masculino 14 (60.9) 88 (55.7) 102 (56.4) 0.822
Edad, mediana (RIC), afios 63 (54-82) 74 (55-84) 74 (55-83) 0.346
indice de comorbilidad de Charlson,

mediana (RIC) 4(2-6.5) 4(1-7) 4(1-7) 0.899
(I:IU'CTero de comorbilidades*, mediana 2 (1-4) 2(0-3) 2 (1-3) 0.234
Diabetes 8 (34.8) 43 (27.2) 51(28.2) 0.463
Insuficiencia cardiaca congestiva 4(17.4) 18 (11.4) 22 (12.2) 0.491
Enfermedad arterial coronaria 3(13) 17 (10.8) 20(11) 0.724
Antecedente de accidente cerebrovascular 1 (4.3) 15 (9.5) 16 (8.8) 0.698
Enfermedad arterial periférica 1(4.3) 12 (7.6) 13(7.2) 1.000
Enfermedad pulmonar 6(26.1) 32(20.3) 38 (21) 0.584
Enfermedad renal crénica 8(34.8) 28 (17.7) 36 (19.9) 0.089
Neoplasia maligna 5(21.7) 24 (15.2) 29 (16) 0.379
Condicién inmunosupresorat 10 (43.5) 20 (12.7) 30 (16.6) 0.001
Infeccion previa por COVID-19 0(0) 9(5.7) 9(5) 0.606
Estado vacunal

g;a;a‘:ff; C')a ultima ddgis de vacuna;, i op @) 116 (67-181) 110 (67-178) 0.251
Recepcidon de dosis de refuerzo® 11 (47.8) 67 (42.4) 78 (43.1) 0.657
Presentacion clinica

ir?giizsiie:::d?alni;i(irc)de sintomas hasta el 5 (4-7) 4.5(2-7) 5(3-7) 0.699
(Efge”te SpO2/Fi02 al ingreso, mediana 5,5 52 455) 350 (314-457) 350 (309-457) 0598
Escala de gravedad de la OMS 4 (3-4) 4 (3-4) 4 (3-4) 0.270
r!ﬁ:;ﬂ?as pulmonares  bilaterales en ) g, 5) 65 (41.1) 77 (42.5) 0.494
Datos microbiolégicos

Variante SARS-CoV-2, Omicron 12 (52.2) 91 (57.6) 103 (56.9) 0.657
Valor umbral de ciclo mas bajo detectado

en PCR, mediana (RIC) 18 (16-25) 22 (18-28) 22 (18-27) 0.023
Tiempo de mu’estreo desde el ingreso, 1(1-1) 1(1-1) 1(1-1) 0544
mediana (RIC), dias

lgG-Trimérica$, mediana (RIC), BAU/mL 4.8 (4.8-14) 1920 (733-6325) 1710 (266-5670)  <0.001
IgG-Triméricas, Positivo 0(0) 158 (100) 158 (87.3)

lgG-TriméricaS >264 BAU/mL 0(0) 136 (86.1) 136 (75.1) <0.001
IgG-N, Positivo 0(0) 23 (14.6) 23 (12.7) 0.049
IGRA SARS-CoV-2, mediana (RIC), mUl/mL 27 (6-174) 265 (45-704) 221 (33-635) 0.005
IGRA SARS-CoV-2, Positivo 5(21.7) 87 (55.1) 92 (50.8) <0.001
IGRA Mitégeno-SARS-CoV-2,% Positivo 3(13) 48 (30.4) 51(28.2) 0.003
Valores de laboratorio

Interleucina-6, pg/mL 41 (11-143) 43 (12-138) 42 (12-139) 0.696
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Proteina C reactiva, mg/L 33 (21-68) 55 (24-100) 52 (23-98) 0.296
Dimero D, pg/mL 0.8 (0.5-1.4) 0.7 (0.4-1.4) 0.8 (0.4-1.4) 0.794
Ferritina, ng/mL 182 (85-532) 223 (100-474) 221 (99-487) 0.976
Recuento  de linfocitos  periféricos, o3 333 g7s) 748 (516-998) 699 (487-999)  0.012
células/uL

Recuento de linfocitos B, células/uL 18 (5-52) 59 (29-118) 54 (25-117) <0.001
Recuento de linfocitos T, células/uL 331 (206-499) 467 (326-711) 455 (304-703) 0.029
Recuento de linfocitos T CD4, células/uL 164 (75-293) 262 (160-387) 249 (154-376) 0.005
Porcentaje de linfocitos T CD8, % 29.2 (22.3-41.4) 22.8 (16.8-31.9) 23.4(17.2-33.5)  0.012
Cociente de linfocitos CD4/CD8 1.0 (0.62-1.54) 1.6 (1.02-2.36) 1.5(0.98-2.29) 0.002
Antivirales/inmunomoduladores

Remdesivir 20(87) 124 (78.5) 144 (79.6) 0.421
Anticuerpos monoclonales 4(17.4) 1(0.6) 5(2.8) 0.001
Tocilizumab o Baricitinib 15 (65.2) 103 (65.2) 118 (65.2) 1.000
Resultados

Estancia hospitalaria, mediana (RIC), dias 7 (4-10) 5(3-8) 5(3-8) 0.075
Muerte intrahospitalaria 3(13) 10 (6.3) 13(7.2) 0.218
Mortalidad o ingreso en UCI a los 28 dias 6(26.1) 19 (12.0) 25 (13.8) 0.099
Mortalidad a los 28 dias 3(13) 14 (8.9) 17 (9.4) 0.458
Mortalidad a los 60 dias 4(17.4) 23 (14.6) 27 (14.9) 0.754
Mortalidad a los 90 dias 4(17.4) 24 (15.2) 28 (15.5) 0.761

*Esta categoria incluye las siguientes condiciones médicas subyacentes: diabetes mellitus, enfermedad cardiaca cronica,
enfermedad renal crénica, enfermedad hepatica crénica, enfermedad neuroldgica crénica, enfermedad pulmonar crdnica,
neoplasias y condiciones inmunosupresoras. £Esta categoria incluye: VIH, trasplante de érgano sélido o médula dsea, neoplasia
hematoldgica activa, inmunosupresion o quimioterapia activa. #Vacunacién primaria completa mas dosis de refuerzo. &Se
definié como resultado positivo seguin el fabricante: IFN-y[mitégeno] — IFN-y[blanco] 2400 mUI/mL. Los datos se presentan
como n (%) salvo que se indique lo contrario. IGRA, ensayo de liberacion de interferon gamma frente a SARS-CoV-2; RIC, rango
intercuartilico; cociente SpO2/Fi02, cociente entre saturacion de oxigeno y fraccion inspirada de oxigeno; IgG-Trimérica$,
niveles séricos de inmunoglobulina G contra la proteina espicular trimérica; BAU, Unidades de Anticuerpos de Unién; UCI,
unidad de cuidados intensivos.

Las caracteristicas de los individuos segun la reactividad especifica de las células T frente al
IGRA para SARS-CoV-2 se muestran en la Tabla 1. Los pacientes con resultados negativos de
IGRA para SARS-CoV-2 eran significativamente mayores y tendian a tener una puntuacién del
indice de Comorbilidad de Charlson (CCl) mds alta. No hubo diferencias significativas entre
ambos grupos en cuanto a su estado de vacunacidn, infeccidon previa por SARS-CoV-2 o tiempo
desde la aparicion de los sintomas hasta el ingreso hospitalario. En comparacién con los
pacientes que mostraron respuestas especificas de células T con IGRA para SARS-CoV-2,
aquellos con resultados negativos de IGRA para SARS-CoV-2 tenian una peor situacion clinica al
ingreso, con una relacién SpO2/Fi02 mas baja y una puntuacion en la escala prondstica ordinal
de 7 puntos de la OMS mas alta, y tenian niveles mas bajos de linfocitos periféricos y células B,

recuentos de células T y de células T CD4. Ademas, tenian mas probabilidades de necesitar
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ingreso en la UClI o morir por cualquier causa hasta el dia 28, y tenian una mortalidad
significativamente mayor a los 28, 60 y 90 dias. Se observaron tendencias similares al comparar
solo a pacientes infectados con la variante Omicron (Tabla suplementaria 3) y cuando sélo las
personas que exhibian respuestas positivas de células T especificas (IGRA para SARS-CoV-2) y
liberacion inespecifica de IFN-y (mitogeno-SARS-CoV- 2 IGRA) se incluyeron en el andlisis (Tabla

suplementaria 4).

Tabla 1. Caracteristicas de los pacientes hospitalizados por COVID-19 segun la presencia de

respuesta celular frente a SARS-CoV-2 en el momento del ingreso.

Caracteristica Negativo IGRA Positivo IGRA Total P Valor
n (%) 89 (49.2) 92 (50.8) 181

Sexo, masculino 53 (59.6) 49 (53.3) 102 (56.4) 0.454
Edad, mediana (RIC), afios 78 (60-85) 65 (51-80) 74 (55-83) 0.002
Blanco, no hispano 83 (93.3) 79 (85.9) 162 (89.5) 0.168
indice de comorbilidad de Charlson,

mediana (RIC) 5(2-7) 3(1-7) 4(1-7) 0.060
NuUmero de comorbilidades*, mediana 2 (1-4) 2(0-3) 2 (1-3) 0.156
(RIC)

Diabetes 26 (29.2) 25(27.2) 51(28.2) 0.869
Insuficiencia cardiaca congestiva 10 (11.2) 12 (13.0) 22 (12.2) 0.821
Enfermedad arterial coronaria 11 (12.4) 9(9.8) 20 (11) 0.640
Antecedente de accidente

cerebrovascular 7 (7.9) 9(9.8) 16 (8.8) 0.795
Enfermedad arterial periférica 6(6.7) 7(7.6) 13(7.2) 1.000
Enfermedad pulmonar 20 (22.5) 18 (19.6) 38 (21) 0.716
Enfermedad renal crénica 22 (24.7) 14 (15.2) 36 (19.9) 0.137
Neoplasia maligna 14 (15.7) 15 (16.3) 29 (16.0) 1.000
Condicién inmunosupresorat 14 (15.7) 16 (17.4) 30 (16.6) 0.843
Infeccion previa por COVID-19 4 (4.5) 5(5.4) 9 (5.0) 1.000
Estado vacunal

D|a§ desde la ultima dosis de vacuna, 112 (73-184) 95 (59-174) 110 (67-178) 0.125
mediana (RIC)

Recepcidn de dosis de refuerzo® 39 (43.8) 39 (42.4) 78 (43.1) 0.881
Presentacion clinica

.D|as desde c?l inicio de sintomas hasta el 5 (2-7) 5(3-7) 5(3-7) 0.626
ingreso, mediana (RIC)

(slocc)'e”te Sp02/Fi02 al ingreso, mediana 33 ;53 3oy 354 (343-462) 350 (309-457)  <0.001
Escala de gravedad de la OMS, mediana 4 (a-a) 4(3-4) 4.(3-4) 0.001
(RIC)

Infllltradc,)s pulmonares bilaterales en 38 (42.7) 39 (42.4) 77 (42.5) 0.254
radiografia

Datos microbioldgicos

Variante SARS-CoV-2, Omicron 51 (57.3) 52 (57.3) 103 (56.9) 1.000
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Valor umbral de ciclo mas bajo detectado

en PCR, mediana (RIC) 22 (17-28) 23 (18-27) 22 (18-27) 0.351
Tierr)po de mu?streo desde el ingreso, 1(1-1) 1(1-1) 1(1-1) 0.749
mediana (RIC), dias

IgG-Trimérica$S, mediana (RIC), BAU/mL 1600 (63-4970) 1820 (601-5933) 1710 (266-5670)  0.060
lgG-Triméricas, Positivo 71 (79.8) 87 (94.6) 158 (87.3) 0.003
IgG-TriméricaS >264 BAU/mL 59 (66.3) 77 (83.7) 136 (75.1) 0.009
IgG-N, Positivo 10 (11.2) 13 (14.1) 23 (12.7) 0.657
r'ﬁi/;mL SARS-CoV-2,  mediana  (RIC), 5 5 5 g¢) 631 (338-1729) 221 (33-635) <0.001
IGRA SARS-CoV-2, Positivo 0(0) 92 (100) 92 (50.8)

IGRA Mitégeno-SARS-CoV-2,% Positivo 13 (14.6) 38 (41.3) 51(28.2) <0.001
Valores de laboratorio

Interleucina-6, pg/mL 44 (9-141) 41 (14-138) 42 (12-139) 0.748
Proteina C reactiva, mg/L 50 (23-104) 53 (25-85) 52 (23-98) 0.786
Dimero D, pg/mL 0.8 (0.5-2.1) 0.7 (0.4-1) 0.8 (0.4-1.4) 0.099
Ferritina, ng/mL 371 (113-539) 182 (97-350) 221 (99-487) 0.035
CZTS;?;‘;‘: delinfocitos  periféricos, ¢,y (458926 797 (542-1165) 699 (487-999)  0.036
Recuento de linfocitos B, células/uL 48 (22-87) 64 (30-137) 54 (25-117) 0.018
Recuento de linfocitos T, células/uL 410 (294-559) 511 (350-778) 455 (304-703) 0.018
Recuento de linfocitos T CD4, células/uL 226 (123-359) 289 (177-414) 249 (154-376) 0.025
Cociente de linfocitos CD4/CD8 1.4 (0.84-2.30) 1.6 (1.06-2.29) 1.5 (0.98-2.29) 0.263
Antivirales/Inmunomoduladores

Remdesivir 73 (82) 71(77.2) 144 (79.6) 0.464
Anticuerpos monoclonales 4 (4.5) 1(1.1) 5(2.8) 0.206
Tocilizumab o baricitinib 57 (64) 61 (66.3) 118 (65.2) 0.758
Resultados

Estancia hospitalaria, mediana (RIC), dias 6 (4-9) 4 (3-7) 5(3-8) 0.039
Muerte intrahospitalaria 12 (13.5) 1(1.1) 13(7.2) 0.001
Mortalidad o ingreso en UCl a los 28 dias 20 (22.5) 5(5.4) 25 (13.8) 0.001
Mortalidad a los 28 dias 14 (15.7) 3(3.3) 17 (9.4) 0.005
Mortalidad a los 60 dias 19 (21.3) 8(8.7) 27 (14.9) 0.021
Mortalidad a los 90 dias 20 (22.5) 8(8.7) 28 (15.5) 0.013

*Esta categoria incluye las siguientes condiciones médicas subyacentes: diabetes mellitus, enfermedad cardiaca cronica,
enfermedad renal crénica, enfermedad hepatica crénica, enfermedad neuroldgica crénica, enfermedad pulmonar crénica,
neoplasias y condiciones inmunosupresoras. £Esta categoria incluye: VIH, trasplante de érgano sélido o médula ésea, neoplasia
hematoldgica activa, inmunosupresion o quimioterapia activa. #Vacunacidn primaria completa mas dosis de refuerzo. &Se
definié como resultado positivo segun el fabricante: IFN-y[mitdgeno] — IFN-y[blanco] = 400 mUI/mL. Los datos se presentan
como n (%) salvo que se indique lo contrario. IGRA, ensayo de liberacion de interferon gamma frente a SARS-CoV-2; RIC, rango
intercuartilico; cociente SpO2/Fi02, cociente entre saturacion de oxigeno y fraccion inspirada de oxigeno; IgG-Trimérica$,
niveles séricos de inmunoglobulina G contra la proteina espicular trimérica; BAU, Unidades de Anticuerpos de Unién; UCI,
unidad de cuidados intensivos.
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Tabla S-3. Caracteristicas de los pacientes hospitalizados por la variante Omicron, segtn la
presencia de respuesta celular frente a SARS-CoV-2 en el momento del ingreso.

Caracteristica Negativo IGRA Positivo IGRA Total P Valor
n (%) 51 (49.5) 52 (50.5) 103

Sexo, masculino 25 (49) 30 (57.7) 55 (53.4) 0.432
Edad, mediana (RIC), afios 82 (62-86) 76 (57-85) 79 (59-85) 0.100
(Lnlt(:l:i)ce de comorbilidad de Charlson, mediana 5 (3-7) 5 (1-8) 5(2-7) 0.963
Ndmero de comorbilidades*, mediana (RIC) 2 (1-4) 3(1-4) 3(1-4) 0.438
Diabetes 13 (25.5) 18 (34.6) 31(30.1) 0.391
Insuficiencia cardiaca congestiva 8(15.7) 10(19.2) 18 (17.5) 0.796
Enfermedad arterial coronaria 6(11.8) 8(15.4) 14 (13.6) 0.775
Antecedente de accidente cerebrovascular 4(7.8) 8(15.4) 12 (11.7) 0.358
Enfermedad arterial periférica 3(5.9) 6 (11.5) 9(8.7) 0.488
Enfermedad pulmonar 15 (29.4) 13 (25) 28 (27.2) 0.662
Enfermedad renal crénica 12 (23.5) 10 (19.2) 22 (21.4) 0.637
Neoplasia maligna 10 (19.6) 10 (19.2) 20 (19.4) 1.000
Condicion inmunosupresorag 11 (21.6) 11 (21.2) 22 (21.4) 1.000
Infeccion previa por COVID-19 1(2.0) 5(9.6) 6(5.8) 0.205
Estado vacunal

(i:: desde la ultima dosis de vacuna, mediana 104 (73-188) 85 (58-158) 95 (67-177) 0.113
Recepcion de dosis de refuerzo# 33 (64.7) 33 (63.5) 66 (64.1) 1.000
Presentacion clinica

nl?;adsi:s:?:;él)mmlo de sintomas hasta el ingreso, 3 (2-6) 4(2-7) 4(2-7) 0.413
Cociente Sp0O2/FiO2 al ingreso, mediana (RIC) 343 (281-389) 354 (343-462) 350 (306-455) 0.005
Escala de gravedad de la OMS 4 (3-4) 4 (3-4) 4 (3-4) 0.024
Infiltrados pulmonares bilaterales en radiografia 20 (39.2) 19 (36.5) 39 (37.9) 0.784
Datos microbiolégicos

Variante SARS-CoV-2, Omicron 51 (100) 52 (100) 103 (100) 0.657
Valor umbral de ciclo mas bajo detectado en PCR,

mediana (RIC) 20 (17-26) 21 (18-28) 20 (17-27) 0.312
(‘I;Iecr;'j;;?aje muestreo desde el ingreso, mediana 1(1-1) 1(1-1) 1(1-1) 0.618
lgG-Trimérica$, mediana (RIC), BAU/mL 1260 (63-2955) 1820 (833-5078) 1610 (380-4280)  0.017
IgG-Triméricas, Positivo 41 (80.4) 50 (96.2) 91 (88.3) 0.015
lgG-Trimérica$S >264 BAU/mL 35 (68.6) 47 (90.4) 82 (79.6) 0.007
IgG-N, Positivo 4(7.8) 7 (13.5) 11 (10.7) 0.526
IGRA SARS-CoV-2, mediana (RIC), mUIl/mL 14 (0.5-66) 623 (338-1185) 209 (14-623) <0.001
IGRA SARS-CoV-2, Positivo 0(0) 52 (100) 52 (50.5)

IGRA Mitégeno-SARS-CoV-2,& Positivo 12 (23.5) 22 (42.3) 34 (33.0) 0.059
Valores de laboratorio

Interleucina-6, pg/mL 33 (6-130) 34 (10-138) 33 (7-139) 0.864
Proteina C reactiva, mg/L 35(17-105) 42 (20-76) 38 (18-94) 0.901
Dimero D, pg/mL 1(0.4-2.3) 0.8 (0.5-1.3) 0.9 (0.5-1.9) 0.470
Ferritina, ng/mL 173 (82-531) 126 (66-280) 149 (73-441) 0.182
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Recuento de linfocitos periféricos, células/puL 644 (473-946) 720 (510-981) 697 (486-962) 0.461
Recuento de linfocitos B, células/uL 39 (17-76) 63 (25-143) 52 (23-117) 0.033
Recuento de linfocitos T, células/uL 442 (304-559) 458 (346-711) 447 (318-632) 0.356
Recuento de linfocitos T CD4, células/uL 236 (155-366) 239 (177-374) 236 (158-371) 0.605
Cociente de linfocitos CD4/CD8 1.6 (0.99-2.38) 1.7 (1.19-2.29) 1.7 (1.08-2.35) 0.657
Antivirales/Inmunomoduladores

Remdesivir 41 (80.4) 41 (78.8) 82 (79.6) 1.000
Anticuerpos monoclonales 4(7.8) 0(0) 4(3.9) 0.057
Tocilizumab o Baricitinib 27 (52.9) 30(57.7) 57 (55.3) 0.694
Resultados

Estancia hospitalaria, mediana (RIC), dias 6 (4-10) 5(3-7) 6 (3-8) 0.325
Muerte intrahospitalaria 7 (13.7) 0 (0.0) 7 (6.8) 0.006
Mortalidad o ingreso en UCI a los 28 dias 9(17.6) 2(3.8) 11 (10.7) 0.028
Mortalidad a los 28 dias 8(15.7) 2(3.8) 10(9.7) 0.052
Mortalidad a los 60 dias 12 (23.5) 6 (11.5) 18 (17.5) 0.126
Mortalidad a los 90 dias 13 (25.5) 6(11.5) 19 (18.4) 0.080

*Esta categoria incluye las siguientes condiciones médicas subyacentes: diabetes mellitus, enfermedad cardiaca cronica,
enfermedad renal crénica, enfermedad hepatica crénica, enfermedad neuroldgica crénica, enfermedad pulmonar crénica,
neoplasias y condiciones inmunosupresoras. £Esta categoria incluye: VIH, trasplante de érgano sélido o médula ésea, neoplasia
hematoldgica activa, inmunosupresion o quimioterapia activa. #Vacunacidn primaria completa mas dosis de refuerzo. &Se
definié como resultado positivo segun el fabricante: IFN-y[mitégeno] — IFN-y[blanco] > 400 mUI/mL. Los datos se presentan
como n (%) salvo que se indique lo contrario. IGRA, ensayo de liberacién de interferén gamma frente a SARS-CoV-2; RIC, rango
intercuartilico; cociente SpO2/Fi02, cociente entre saturacién de oxigeno y fraccion inspirada de oxigeno; IgG-Trimérica$,
niveles séricos de inmunoglobulina G contra la proteina espicular trimérica; BAU, Unidades de Anticuerpos de Unién; UCI,

unidad de cuidados intensivos.

Tabla S-4. Caracteristicas de los pacientes hospitalizados por COVID-19 segun la presencia o

ausencia de respuestas celulares especificas e inespecificas frente a SARS-CoV-2 en el momento

del ingreso.

Caracteristica Negativo IGRA Positivo IGRA & Positivo Mitogen IGRA  Total P Valor
n (%) 89 (70.1) 38(29.9) 127

Sexo, masculino 53 (59.6) 19 (50) 72 (56.7) 0.335
Edad, mediana (RIC), afios 78 (60-85) 64 (51-80) 75 (58-84) 0.013
indice de comorbilidad de
Charlson 5(2-7) 4(1-8) 5(2-7) 0.294
N2 de comorbilidades* 2 (1-4) 2 (0-4) 2 (1-4) 0.608
Diabetes 26 (29.2) 11 (28.9) 37(29.1) 1.000
Insuficiencia cardiaca congestiva 10 (11.2) 5(13.2) 15 (11.8) 0.769
Enfermedad arterial coronaria 11 (12.4) 5(13.2) 16 (12.6) 1.000
Antecedente de  accidente 7(7.9) 4(10.5) 11(8.7) 0.732
cerebrovascular

Enfermedad arterial periférica 6 (6.7) 2 (5.3) 8(6.3) 1.000
Enfermedad pulmonar 20 (22.5) 6 (15.8) 26 (20.5) 0.477
Enfermedad renal crénica 22 (24.7) 4(10.5) 26 (20.5) 0.093
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Neoplasia maligna 14 (15.7) 5(13.2) 19 (15.0) 0.792
Condicion inmunosupresorat 14 (15.7) 6 (15.8) 20 (15.7) 1.000
Infeccion previa por COVID-19 4 (4.5) 1(2.6) 5(3.9) 1.000
Estado vacunal

Dias desde la dltima dosis de 1) (53 109, 85 (58-158) 95 (67-177) 0.113
vacuna, mediana (RIC)

Recepcidn de dosis de refuerzo## 39 (43.8) 15 (39.5) 54 (42.5) 0.698
Presentacion clinica

Dias desde el inicio de sintomas

4.5 (2-7 - - .

hasta el ingreso, mediana (RIC) (2-7) 5(27) 5 (2-7) 0913
Cociente Sp02/Fi02 al ingreso, 5,5 g3 354 452 (350-462) 346 (305-452)  <0.001
mediana (RIC)

Escala de gravedad de la OMS 4 (4-4) 3 (3-4) 4 (3-4) 0.001
Infiltrados pulmonares
bilaterales en radiografia 38 (42.7) 14 (36.8) 52 (40.9) 0.475
Datos microbioldgicos

Variante SARS-CoV-2, Omicron 51 (57.3) 22 (57.9) 73 (57.5) 1.000
Valor umbral de ciclo mas bajo
detectado en PCR, mediana (RIC) 22 (17-28) 22 (18-26) 22 (17-27) 0.467
Tiempo de muestreo desde el

1(1-1 - - .

ingreso, mediana (RIC), dias (2-1) L1 1(1-1) 0.621
IgG-Triméricas, mediana (RIC), ;¢4 (63 4970) 2045 (669-5458) 1690 (194-5215)  0.089
BAU/mL

1gG-Triméricas, Positivo 71 (79.8) 37 (97.4) 108 (85) 0.013
IgG-TriméricaS >264 BAU/mL 59 (66.3) 33(86.8) 92 (72.4) 0.018
IgG-N, Positivo 10 (11.2) 3(7.9) 13 (10.2) 0.753
IGRA SARS-CoV-2, mediana (RIC), 3 4 < g¢) 1410 (578-2469) 67 (11-356) <0.001
mul/mL

IGRA SARS-CoV-2, Positivo 0(0) 38 (100) 38(29.9) <0.001

o } Vo8

IGRA ~ Mitogeno-SARS-COV-2% 15 14 ) 38 (100) 51 (40.2) <0.001
Positivo
Valores de laboratorio

Interleucina-6, pg/mL 44 (9-141) 49 (17-180) 45 (12-159) 0.318
Proteina C reactiva, mg/L 50 (23-104) 8 (24-74) 50 (23-98) 0.427
Dimero D, pg/mL 0.8 (0.5-2.1) 0.6 (0.4-1.0) 0.7 (0.4-1.7) 0.037
Ferritina, ng/mL 371(113-539) 182 (98-307) 227 (100-489) 0.017
Recuento  de linfocitos o,/ 1oq 956 804 (596-1445) 690 (486-996)  0.009
periféricos, células/uL

Recuento de finfocitos B, 45 55 g7) 74 (38-145) 54 (23-108) 0.021
células/pL

Recuento de linfocitos T, 414 (294559 631 (412-1039) 454 (302-720)  0.004
células/uL

R to de linfocitos T CD4

ecuento de fintocttos ' 226(123-359) 370 (178-529) 249 (151-381)  0.003
células/uL

Cociente de linfocitos CD4/CD8 1.4 (0.8-2.3) 2.0 (1.3-2.6) 1.6 (1.0-2.3) 0.068
Antivirales/Inmunomoduladores

Remdesivir 73 (82.0) 32 (84.2) 105 (82.7) 1.000
Anticuerpos monoclonales 4 (4.5) 1(2.6) 5(3.9) 1.000
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Tocilizumab o Baricitinib 57 (64.0) 26 (68.4) 83 (65.4) 0.688

Resultados

(:g”;'lzs hospitalaria, mediana ¢ (; g) 437 5(3-8) 0.090
Muerte intrahospitalaria 12 (13.5) 0(0.0) 12 (9.4) 0.018
Mortalidad o ingreso en UCl a los

28 dias 20 (22.5) 2(5.3) 22 (17.3) 0.021
Mortalidad a los 28 dias 14 (15.7) 1(2.6) 15 (11.8) 0.038
Mortalidad a los 60 dias 19 (21.3) 4 (10.5) 23 (18.1) 0.209
Mortalidad a los 90 dias 20(22.5) 4(10.5) 24 (18.9) 0.142

*Esta categoria incluye las siguientes condiciones médicas subyacentes: diabetes mellitus, enfermedad cardiaca crénica,
enfermedad renal crénica, enfermedad hepatica crénica, enfermedad neuroldgica crénica, enfermedad pulmonar crdnica,
neoplasias y condiciones inmunosupresoras. £Esta categoria incluye: VIH, trasplante de 6rgano sélido o médula dsea, neoplasia
hematoldgica activa, inmunosupresion o quimioterapia activa. #Vacunacion primaria completa mas dosis de refuerzo. &Se
definié como resultado positivo seguin el fabricante: IFN-y[mitégeno] — IFN-y[blanco] = 400 mUIl/mL. Los datos se presentan
como n (%) salvo que se indique lo contrario. IGRA, ensayo de liberacidn de interfer6n gamma frente a SARS-CoV-2; RIC, rango
intercuartilico; cociente SpO2/Fi02, cociente entre saturacion de oxigeno y fraccion inspirada de oxigeno; IgG-Trimérica$,
niveles séricos de inmunoglobulina G contra la proteina espicular trimérica; BAU, Unidades de Anticuerpos de Unidn; UCI,
unidad de cuidados intensivos.

La Tabla 2 muestra las caracteristicas de los pacientes (n = 87) que tenian tanto anticuerpos
contra el SARS-CoV-2 como respuestas especificas de células T. En comparacién con los casos
con respuesta de anticuerpos Unicamente (n = 71), los individuos con ambas respuestas
inmunes eran mas jovenes, tenian un mejor estado clinico al ingreso con una relacién
Sp02/Fi02 mas alta y una puntuacion en la escala ordinal de 7 puntos de la OMS mas baja, y
tenian mas probabilidades de estar vivos a los 28, 60 y 90 dias después de la hospitalizacion
(Tabla 2). Tenian un mayor recuento de células B, sin diferencias significativas en los recuentos
de linfocitos totales y de células T. Se observd una tendencia similar en los resultados clinicos
cuando solo se incluyeron en el andlisis pacientes que presentaban respuesta positiva de
células T especificas (IGRA) y liberacion inespecifica de IFN-y (mitégeno IGRA), con recuentos
significativamente mayores de subpoblaciones de linfocitos (recuentos de células B [P = 0,047],
células T[P=0,027] y células T CD4 [P = 0,044]) en aquellos que mostraban TrimericS-IgG, IGRA
para SARS-CoV-2 y mitdgeno-IGRA positivos, que en aquellos con TrimericS-1gG positivo e IGRA

para SARS-CoV-2 negativo (Tabla suplementaria 5).
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Tabla 2. Caracteristicas de los pacientes hospitalizados por COVID-19 con respuesta de
anticuerpos positiva frente a SARS-CoV-2 segln la presencia de respuesta celular en el

momento del ingreso.

Caracteristica Positivo SARS-CoV-2 TrimericS-IgG Total P Valor
Negativo IGRA Positivo IGRA
n (%) 71 (44.9) 87 (55.1) 158
Sexo, masculino 41 (57.7) 47 (54) 88 (55.7) 0.748
Edad, mediana (RIC), afios 78 (62-86) 68 (52-81) 74 (55-84) 0.002
indice de comorbilidad de Charlson, mediana
(RIC) 5 (2-8) 3(1-7) 4(1-7) 0.073
Numero de comorbilidades*, mediana (RIC) 2 (1-4) 2 (0-3) 2 (0-3) 0.392
Diabetes 18 (25.4) 25(28.7) 43 (27.2) 0.720
Insuficiencia cardiaca congestiva 7 (9.9) 11 (12.6) 18 (11.4) 0.624
Enfermedad arterial coronaria 9(12.7) 8(9.2) 17 (10.8) 0.607
Antecedente de accidente cerebrovascular 6(8.5) 9(10.3) 15 (9.5) 0.789
Enfermedad arterial periférica 5(7) 7 (8) 12 (7.6) 1.000
Enfermedad pulmonar 15 (21.1) 17 (19.5) 32 (20.3) 0.844
Enfermedad renal cronica 15 (21.1) 13 (14.9) 28 (17.7) 0.403
Neoplasia maligna 12 (16.9) 12 (13.8) 24 (15.2) 0.659
Condiciéon inmunosupresoraf 7(9.9) 13 (14.9) 20 (12.7) 0.471
Infeccion previa por COVID-19 4 (5.6) 5(5.7) 9(5.7) 1.000
Estado vacunal
gia;a::?‘;fc)'a ltima dosis de vacuna, 154 (70.195) 101 (65-177) 116(67-181) 0267
Recepcidn de dosis de refuerzo# 31 (43.7) 36 (41.4) 67 (42.4) 0.872
Presentacion clinica
irl?;;ie;:i:ﬁi;n(:;g) de sintomas hasta el 4(2-7) 5(3-7) 4.5(2-7) 0391
Cociente SpO2/FiO2 al ingreso, mediana (RIC) 343 (291-354) 354 (343-462) 350 (314-457) <0.001
Escala de gravedad de la OMS, mediana (RIC) 4 (4-4) 4 (3-4) 4 (3-4) 0.027
r;”(j:g;:ﬁ; pulmonares  bilaterales en g 39 4 37 (42.5) 65 (41.1) 0.243
Datos microbiolégicos
Variante SARS-CoV-2, Omicron 41 (57.7) 50 (57.5) 91 (57.6) 1.000
Valor umbral de ciclo mas bajo detectado en
PCR, mediana (RIC) 22 (18-29) 23 (18-27) 22 (18-28) 0.911
Tiempo de ml’Jestreo desde el ingreso, 1(1-1) 1(1-1) 1(1-1) 0.967
mediana (RIC), dias
IgG-Trimérica$S, mediana (RIC), BAU/mL 1930 (604-6230) 1910 (790-6530) 1920(733-6325) 0.860
IgG-Triméricas, Positivo 71 (100) 87 (100) 158 (100)
IgG-Trimérica$S >264 BAU/mL 59 (83.1) 77 (88.5) 136 (86.1) 0.362
IgG-N, Positivo 10 (14.1) 13 (14.9) 23 (14.6) 1.000
IGRA SARS-CoV-2, mediana (RIC), mUl/mL 42 (0.5-89) 635 (344-1597) 265 (45-704) <0.001
IGRA SARS-CoV-2, Positivo 0(0) 87 (100) 87 (55.1) <0.001
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IGRA Mitégeno-SARS-CoV-2,& Positivo 11 (15.5) 37 (42.5) 48 (30.4) <0.001
Valores de laboratorio

Interleucina-6, pg/mL 45 (10-127) 40 (13-139) 43 (12-138) 0.928
Proteina C reactiva, mg/L 60 (25-107) 54 (24-88) 55 (24-100) 0.621
Dimero D, pg/mL 0.8 (0.5-2.1) 0.7 (0.4-1) 0.7 (0.4-1.4) 0.149
Ferritina, ng/mL 371 (118-531) 183 (98-350) 223 (100-474) 0.059
Recuento de linfocitos periféricos, células/uL 694 (502-961) 796 (562-1080) 748 (516-998) 0.288
Recuento de linfocitos B, células/uL 50 (26-97) 65 (39-137) 59 (29-118) 0.050
Recuento de linfocitos T, células/uL 452 (304-586) 511 (350-748) 467 (326-711) 0.129
Recuento de linfocitos T CD4, células/uL 240 (155-371) 285 (177-414) 262 (160-387) 0.270
Cociente de linfocitos CD4/CD8 1.7 (0.99-2.40) 1.6 (1.05-2.29) 1.6 (1.02-2.36) 0.944
Antivirales/Inmunomoduladores

Remdesivir 57 (80.3) 67 (77) 124 (78.5) 0.699
Anticuerpos monoclonales 1(1.4) 0(0) 1(0.6) 0.449
Tocilizumab o baricitinib 45 (63.4) 58 (66.7) 103 (65.2) 0.738
Resultados

Estancia hospitalaria, mediana (RIC), dias 6 (3-8) 4 (3-7) 5(3-8) 0.168
Muerte intrahospitalaria 9(12.7) 1(1.1) 10 (6.3) 0.005
Mortalidad o ingreso en UCI a los 28 dias 14 (19.7) 5(5.7) 19 (12.0) 0.012
Mortalidad a los 28 dias 11 (15.5) 3(3.4) 14 (8.9) 0.011
Mortalidad a los 60 dias 15 (21.1) 8(9.2) 23 (14.6) 0.042
Mortalidad a los 90 dias 16 (22.5) 8(9.2) 24 (15.2) 0.026

*Esta categoria incluye las siguientes condiciones médicas subyacentes: diabetes mellitus, enfermedad cardiaca crénica,
enfermedad renal crénica, enfermedad hepatica crénica, enfermedad neuroldgica crénica, enfermedad pulmonar crénica,
neoplasias y condiciones inmunosupresoras. £Esta categoria incluye: VIH, trasplante de érgano sélido o médula dsea, neoplasia
hematoldgica activa, inmunosupresion o quimioterapia activa. #Vacunacién primaria completa mas dosis de refuerzo. &Se
definié como resultado positivo seguiin el fabricante: IFN-y[mitdgeno] — IFN-y[blanco] = 400 mUIl/mL. Los datos se presentan
como n (%) salvo que se indique lo contrario. IGRA, ensayo de liberacidon de interferén gamma frente a SARS-CoV-2; RIC, rango
intercuartilico; cociente SpO2/Fi02, cociente entre saturacion de oxigeno y fraccion inspirada de oxigeno; IgG-Trimérica$,
niveles séricos de inmunoglobulina G contra la proteina espicular trimérica; BAU, Unidades de Anticuerpos de Unidn; UCI,

unidad de cuidados intensivos.

Tabla S-5. Caracteristicas de los pacientes con IgG-TriméricaS positiva frente a SARS-CoV-2

segun la presencia de respuestas celulares especificas e inespecificas en el momento del

ingreso.

Caracteristica

Positivo SARS-CoV-2 TrimericS-IgG

Total P Valor
IGRA Negativo  IGRA Positivo & Mitégeno IGRA Positivo

n (%) 71 (65.7) 37 (34.3) 108

Sexo, masculino 41 (57.7) 19 (51.4) 60 (55.6) 0.547
Edad, mediana (RIC), afios 78 (62-86) 65 (51-80) 76 (58-85) 0.013
indice de comorbilidad de Charlson 5 (2-8) 4(1-8) 5(2-8) 0.344
N2 de comorbilidades*, 2 (1-4) 2 (0-4) 2 (1-4) 0.992
Diabetes 18 (25.4) 11 (29.7) 29 (26.9) 0.652
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Insuficiencia cardiaca congestiva 7 (9.9) 5(13.5) 12 (11.1) 0.624
Enfermedad arterial coronaria 9(12.7) 8(9.2) 17 (10.8) 0.607
Antecedente de accidente
6 (8.5) 4(10.8) 10 (9.3) 1.000
cerebrovascular
Enfermedad arterial periférica 5(7) 2 (5.4) 7 (6.5) 1.000
Enfermedad pulmonar 15(21.1) 6(16.2) 21 (19.4) 0.616
Enfermedad renal crénica 15 (21.1) 4(10.8) 19 (17.6) 0.286
Neoplasia maligna 12 (16.9) 5(13.5) 17 (15.7) 0.784
Condicién inmunosupresoraf 7(9.9) 6 (16.2) 13 (12) 0.362
Infeccion previa por COVID-19 4 (5.6) 1(2.7) 5(4.6) 0.659
Estado vacunal
Dias desde la dltima dosis de .5 20 196) g6 (59-158) 118 (67-181) 0.184
vacuna, mediana (RIC)
Recepcion de dosis de refuerzo# 31 (43.7) 14 (37.8) 45 (41.7) 0.681
Presentacion clinica
Dias desde el inicio de sintomas
4(2-7 . - .
hasta el ingreso, mediana (RIC) (2-7) >(27) 4(2-7) 0.845
Cociente SpO2/Fi02 al i
ociente SpO2/Fi02 al ingreso, 343 591354) 457 (350-462) 350 (309-452)  <0.001
mediana (RIC)
Escala de gravedad de la OMS 4 (4-4) 3 (3-4) 4 (3-4) 0.001
Inf||tr:ados ’pulmonares bilaterales 28 (39.4) 14 (37.8) 42 (38.9) 0.490
en radiografia
Datos microbiolégicos
Variante SARS-CoV-2, Omicron 41 (57.7) 22 (59.5) 63 (58.3) 1.000
Valor umbral de ciclo mas bajo
22 (18-29 - - .
detectado en PCR, mediana (RIC) ( ) 23 (18-26) 22 (18-28) 0.919
Tiempo de muestreo desde el 1(1-1) 1(1-1) 1(1-1) 0.453
Ingreso, mediana (RIC), dias
IgG-TriméricaS, mediana (RIC), 1930 (604-
BAU/mL 6230) 2270 (840-5690) 1985 (623-6190) 0.851
IgG-Triméricas, Positivo 71 (100) 37 (100) 108 (100)
lgG-TriméricaS >264 BAU/mL 59 (83.1) 33(89.2) 92 (85.2) 0.570
1gG-N, Positivo 10 (14.1) 3(8.1) 13 (12.0) 0.536
IGRA SARS-CoV-2, mediana (RIC), ;) ;¢ g9) 1353 (575-2375) 111 (17-578) <0.001
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IGRA SARS-CoV-2, Positivo 0(0) 37 (100) 37 (34.3)

;ﬁ;ﬁvo Mitdgeno-SARS-CoV-2& 1) (155 37 (100) 48 (44.4) <0.001
Valores de laboratorio

Interleucina-6, pg/mL 45 (10-127) 51 (17-182) 45 (14-163) 0.352
Proteina C reactiva, mg/L 60 (25-107) 43 (23-73) 54 (24-99) 0.252
Dimero D, pg/mL 0.8 (0.5-2.1) 0.6 (0.4-1.0) 0.7 (0.4-1.6) 0.066
Ferritina, ng/mL 371(118-531) 182 (98-320) 225 (100-487) 0.022
CZTS";?;‘:&’ de linfocitos periféricos, ¢\ 50> 961) 803 (595-1403) 742 (534-999)  0.088
Recuento de linfocitos B, células/uL 50 (26-97) 76 (42-152) 59 (28-117) 0.047
Recuento de linfocitos T, células/uL 452 (304-586) 606 (397-948) 468 (312-738) 0.027
Recuento de linfocitos T CD4,

células/ul 240 (155-371) 370 (178-507) 288 (161-389) 0.044
Cociente de linfocitos CD4/CD8 1.7 (1.0-2.4) 2.0(1.3-2.4) 1.7 (1.1-2.4) 0.462
Antivirales/Inmunomoduladores

Remdesivir 57 (80.3) 31(83.8) 88 (81.5) 0.796
Anticuerpos monoclonales 1(1.4) 0(0) 1(0.9) 1.000
Tocilizumab o Baricitinib 45 (63.4) 25 (67.6) 70 (64.8) 0.832
Resultados

(isltca)?zigs hospitalaria, mediana 6(3-8) 4(3-7) 5 (3-8) 0302
Muerte intrahospitalaria 9(12.7) 0(0.0) 9(8.3) 0.026
Mortalidad / UCI a los 28 dias 14 (19.7) 2 (5.4) 16 (14.8) 0.051
Mortalidad a los 28 dias 11 (15.5) 1(2.7) 12 (11.1) 0.055
Mortalidad a los 60 dias 15(21.1) 4 (10.8) 19 (17.6) 0.286
Mortalidad a los 90 dias 16 (22.5) 4(10.8) 20 (18.5) 0.193

*Esta categoria incluye las siguientes condiciones médicas subyacentes: diabetes mellitus, enfermedad cardiaca crénica,
enfermedad renal crénica, enfermedad hepatica crénica, enfermedad neuroldgica crénica, enfermedad pulmonar crénica,
neoplasias y condiciones inmunosupresoras. £Esta categoria incluye: VIH, trasplante de 6rgano sélido o médula dsea, neoplasia
hematoldgica activa, inmunosupresion o quimioterapia activa. #Vacunacion primaria completa mas dosis de refuerzo. &Se
definié como resultado positivo segun el fabricante: IFN-y[mitégeno] — IFN-y[blanco] = 400 mUI/mL. Los datos se presentan
como n (%) salvo que se indique lo contrario. IGRA, ensayo de liberacidn de interfer6n gamma frente a SARS-CoV-2; RIC, rango
intercuartilico; cociente SpO2/Fi02, cociente entre saturacién de oxigeno y fraccion inspirada de oxigeno; IgG-Trimérica$,
niveles séricos de inmunoglobulina G contra la proteina espicular trimérica; BAU, Unidades de Anticuerpos de Unidn; UCI,
unidad de cuidados intensivos.
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La Tabla 3 muestra las caracteristicas de las personas segun la mortalidad a los 28 dias o la
necesidad de ingreso en la unidad de cuidados intensivos (UCI). Los pacientes que murieron
por cualquier causa en los siguientes 28 dias o que necesitaron ingreso en la UCI eran mayores
y tenian mas afecciones médicas subyacentes, con un indice de comorbilidad de Charlson mas
alto. Tenian un peor estado clinico al ingreso, con una relacién SpO2/Fi0O2 mas baja y una
puntuacion en la escala ordinal de 7 puntos de la OMS mas alta, tenian niveles mas altos de
biomarcadores inflamatorios (IL-6, PCR vy ferritina) y recibian con menos frecuencia terapia
antiviral con remdesivir. En comparacion con los casos con un resultado favorable, tenian
menos probabilidades de tener una respuesta inespecifica de IFN-y y respuesta de células T
especifica en el IGRA para SARS-CoV-2, y tuvieron respuestas de IFN-y cuantitativamente mas
bajas (Tabla 3 y Tabla suplementaria 6). No hubo diferencias significativas entre estos grupos

en los niveles de anticuerpos contra el SARS-CoV-2 o en los recuentos de linfocitos.

Tabla 3. Andlisis univariante de la mortalidad o ingreso en UCI a los 28 dias en pacientes

hospitalizados por COVID-19.

Caracteristica No Mortalidad/Ingreso  Mortalidad/Ingreso Total P Valor
en UCI 28 dias en UCI 28 dias

n (%) 156 (86.2) 25 (13.8) 181

Sexo, masculino 88 (56.4) 14 (56.0) 102 (56.4) 1.000
Edad, mediana (RIC), afios 70 (52-83) 82 (74-89) 74 (54-83) 0.002
indice de comorbilidad de Charlson 3(1-7) 7 (5-9) 4(1-7) <0.001
N2 de comorbilidades* 2 (0-3) 3(2-4) 2 (1-3) 0.001
Diabetes 38 (24.4) 13 (52) 51 (28) 0.008
Insuficiencia cardiaca congestiva 19 (12.2) 3(12) 22 (12.2) 1.000
Enfermedad arterial coronaria 11(7.1) 9(36) 20 (11) <0.001
e deasidnie 50 i om0
Enfermedad arterial periférica 11(7.1) 2(8) 13(7.2) 0.696
Enfermedad pulmonar 32 (20.5) 6 (24) 38 (21) 0.791
Enfermedad renal crénica 26 (16.7) 10 (40) 36 (19.9) 0.013
Neoplasia maligna 22 (14.1) 7 (28.0) 29 (16.0) 0.136
Condicién inmunosupresoraf 25 (16) 5 (20) 30 (16.6) 0.572
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Infeccion previa por COVID-19 9(5.8) 0(0) 9 (5.0) 0.614
Estado vacunal

Dias desde la dltima dosis de vacuna, ;47 (56 140 112 (80-156) 110 (67-178) 0.988
mediana (RIC)

Recepcidn de dosis de refuerzo# 66 (42.3) 12 (48) 78 (43.1) 0.666
Presentacion clinica

Dias desde el inicio de sintomas hasta
el ingreso, mediana (RIC) >(37) 6(3-8) 5(3-7) 0.339
Cocient Sp02/Fi02 I

ociente  SpO2/Fi a INBreso, 350 (339-462) 280 (238-346) 350 (309-457)  <0.001

mediana (RIC)

Escala de gravedad de la OMS, mediana 4(3-) 4(4-5) 4(3-4) <0.001
(RIC)

Inf.iltradcl)s pulmonares bilaterales en 64 (41) 13 (52) 77 (42.5) 0.498
radiografia

Datos microbiolégicos

Variante SARS-CoV-2, Omicron 51 (57.3) 52 (57.3) 134 (56.9) 1.000
Valor umbral de ciclo mas bajo
detectado en PCR, mediana (RIC) 2 (18:28) 21 (16-25) 22.(18:27) 0.213
Tiempo de muestreo desde el ingreso,

mediana (RIC), dias 1(1-1) 1(1-1) 1(1-1) 0.148
IgG-TriméricaS, mediana (RIC), BAU/mL 1610 (312-4910) 2320 (43-8000) 1710 (266-5670)  0.744
IgG-Triméricas, Positivo 139 (89.1) 19 (76) 158 (87.3) 0.099
IgG-TriméricaS >264 BAU/mL 119 (76.3) 17 (68) 136 (75.1) 0.454
1gG-N, Positivo 18 (11.5) 5(20) 23 (12.7) 0.327
IGRA  SARS-CoV-2, mediana (RIC), ,qq 14 713) 45 (4-145) 221 (33-635) 0.001
mul/mL

IGRA SARS-CoV-2, Positivo 87 (55.8) 5 (20) 92 (50.8) 0.001
IGRA Mitégeno-SARS-CoV-2,& Positivo 49 (31.4) 2(8) 51(28.2) 0.026
Valores de laboratorio

Interleucina-6, pg/mL 36 (9-111) 152 (41-409) 42 (12-139) 0.001
Proteina C reactiva, mg/L 47 (21-88) 96 (47-163) 52 (23-98) 0.003
Dimero D, pg/mL 0.7 (0.4-1.3) 1(0.6-4.4) 0.8 (0.4-1.4) 0.007
Ferritina, ng/mL 184 (94-435) 774 (468-921) 221 (99-487) <0.001
Recuento de linfocitos periféricos,  ¢qq (499.9q0) 739 (400-990) 699 (487-999)  0.673

células/pL

105



Recuento de linfocitos B, células/uL 55(26-117) 51 (21-119) 54 (25-117) 0.585

Recuento de linfocitos T, células/uL 460 (304-714) 428 (277-565) 455 (304-703) 0.451

Recuento de linfocitos T CD4,

259 (155-380) 240 (128-365) 249 (154-376) 0.472

células/pL

Cociente de linfocitos CD4/CD8 1.5(0.92-2.33) 1.3(0.99-2.19) 1.5(0.98-2.29) 0.434
Antivirales/Inmunomoduladores

Remdesivir 128 (82.1) 16 (64) 144 (79.6) 0.058
Anticuerpos monoclonales 4(2.6) 1(4.0) 5(2.8) 0.529
Tocilizumab o baricitinib 104 (66.7) 14 (56) 118 (65.2) 0.366

*Esta categoria incluye las siguientes condiciones médicas subyacentes: diabetes mellitus, enfermedad cardiaca cronica,
enfermedad renal crénica, enfermedad hepatica crénica, enfermedad neuroldgica crénica, enfermedad pulmonar crénica,
neoplasias y condiciones inmunosupresoras. £Esta categoria incluye: VIH, trasplante de érgano sélido o médula ésea, neoplasia
hematoldgica activa, inmunosupresion o quimioterapia activa. #Vacunacidn primaria completa mas dosis de refuerzo. &Se
definié como resultado positivo segun el fabricante: IFN-y[mitégeno] — IFN-y[blanco] = 400 mUI/mL. Los datos se presentan
como n (%) salvo que se indique lo contrario. IGRA, ensayo de liberacion de interferon gamma frente a SARS-CoV-2; RIC, rango
intercuartilico; cociente SpO2/Fi02, cociente entre saturacién de oxigeno y fraccion inspirada de oxigeno; IgG-Trimérica$,
niveles séricos de inmunoglobulina G contra la proteina espicular trimérica; BAU, Unidades de Anticuerpos de Union; UCI,
unidad de cuidados intensivos.

Tabla S-6. Respuesta celular al SARS-CoV-2 en funcidn de la mortalidad a los 28 dias o el ingreso
en la UCI en personas hospitalizadas con COVID-19.

Caracteristica No mortalidad o UCI Mortalidad o UCI'28 Total P Valor
28 dias dias

n (%) N=156 (86.2) N=25 (13.8) N=181
IGRA SARS-CoV-2, Positivo # 87 (55.8) 5 (20) 92 (50.8)
Limite 18 (11.5) 4 (16) 22 (12.2) 0.002
Negativo 51(32.7) 16 (64) 67 (37)
IGRA SARS-CoV-2 mediana 268 (44-713) 45 (4-145) 221 (33-635) 0.001
IGRAMIit-SARS-CoV-2, Positivo & 49 (31.4) 2(8) 51(28.2) 0.026
IGRA  Mitégeno-SARS-CoV-2 115 (21-601) 14 (0-52) 77 (14-479) <0.001
# IGRA SARS-CoV-2 Positivo N=87 (94.6) N=5 (5.4) N=92
Positivo Mit IGRA 36 (41.4) 2 (40) 38 (41.3)
IGRA SARS-CoV-2 mediana 1410 (585-2500) 1444 (1004-1884) 1410 (578-2469)  0.844
IGRA Mit, mediana 1745 (765-2500) 1674 (1236-2112) 1745 (777-2500)  0.948
IGRA Mit Indeterminado n (%) 51 (58.6) 3 (60) 54 (58.7)
IGRA, mediana 467 (309-807) 449 (355-659) 458 (309-837) 0.806
IGRA Mit, mediana 71 (24-179) 15 (7-34) 65 (21-168) 0.108

#Se definié como resultado positivo segln el fabricante: IFN-y[SARS-CoV-2] — IFN-y[blanco] >200 mUI/mL. &Se definié como
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resultado positivo segun el fabricante: IFN-y[mitégeno] — IFN-y[blanco] 2400 mUI/mL. Los datos se presentan como n (%) salvo
que se indique lo contrario. IGRA, ensayo de liberacién de interferén gamma frente a SARS-CoV-2; RIC, rango intercuartilico;
UCI, unidad de cuidados intensivos.

Las correlaciones de las respuestas humorales y celulares con los biomarcadores inflamatorios
y el recuento de linfocitos se muestran en la Figura 1 suplementaria y en la Tabla 7
suplementaria.

Figura S-1: Correlacién de las respuestas humoral y celular con biomarcadores inflamatorios y
recuentos linfocitarios en pacientes hospitalizados por COVID-19. Fuente: Elaboracién propia.
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Tabla S-7. Correlacién de biomarcadores con respuestas inmunes mediadas por anticuerpos y células

T en pacientes hospitalizados por COVID-19.

Coeficiente de Coeficiente de Coeficiente de

correlacion (IC 95%) * correlacion (IC 95%) * correlacion (IC 95%) *

Variable P P P
IGRA Mitégeno IGRA TrimericS-IgG

Interleucina-6 -0.090 (-0.212,0.035)  0.159 -0.026 (-0.150, 0.100)  0.689 -0.009 (-0.133,0.116)  0.892

Proteina C reactiva -0.112 (-0.233, 0.013)  0.079 -0.068 (-0.191, 0.057)  0.287 0.067 (-0.058, 0.190) 0.293
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Dimero D -0.107 (-0.229,0.018)  0.093  -0.080 (-0.203,0.045) 0.211  0.000 (-0.125, 0.124) 0.998
Ferritina -0.100 (-0.223,0.026) 0.120  -0.138(-0.259,-0.012) 0.032  0.120(-0.006, 0.242) 0.061

Recuento linfocitario 0.097 (-0.028, 0.220) 0.127  0.160 (0.035-0.279) 0.012  0.085(-0.041, 0.207) 0.185

*Coeficiente de correlacion de Pearson. IgG-TriméricaS, niveles séricos de inmunoglobulina G contra la proteina espicular
trimérica; IGRA, ensayo de liberacion de interferon gamma frente a SARS-CoV-2; IC, intervalo de confianza.

Las asociaciones ajustadas y no ajustadas con la muerte por cualquier causa desde el ingreso
hospitalario hasta el dia 28 o la necesidad de UCI en los modelos de regresion de riesgos
proporcionales de Cox se muestran en las Tablas suplementaria 8 y 4, respectivamente. Los
factores significativamente asociados con un mayor riesgo de muerte a los 28 o la necesidad
de UCI en el modelo ajustado final incluyeron una puntuacién CCl mas alta y una relacion
Sp02/Fi02 mas baja al ingreso. Mientras que la infeccidon causada por una variante de Omicron,
tener respuesta positiva de IGRA para SARS-CoV-2, y tener respuesta positiva de anticuerpos
se asociaron con mejores resultados respecto a mortalidad (Tabla 4). Se observaron tendencias
similares para los desenlaces clinicos desfavorables (Tabla suplementaria 9). También se llevé
a cabo un analisis multivariable ampliado post hoc que incluyé todos los biomarcadores
inflamatorios con significacidn estadistica (p < 0,10) en andlisis univariantes (IL-6, PCR, ferritina
y dimero D). En este modelo (Tabla suplementaria 10), la IL-6 y la ferritina fueron predictores

adicionales de mortalidad a los 28 dias o ingreso a la UCI.
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Tabla 4. Asociaciones no ajustadas y ajustadas con la mortalidad a los 28 dias o ingreso en UCI

en personas hospitalizadas por COVID-19.*

HR no ajustado P Valor HR ajustado (95% P Valor
(95% Cl) ql)

Caracteristicas
Edad, afios 1.04 (1.01-1.07) 0.003 0.99 (0.95-1.03) 0.678
Sexo femenino 1.04 (0.47-2.29) 0.927 1.64 (0.69-3.94) 0.266
indice de comorbilidad de 1.24 (1.11-1.39) <0.001 1.29 (1.09-1.52) 0.003
Charlson#
Cociente Sp0O2/Fi02 al ingreso 2.80 (1.92-4.08) <0.001 2.26 (1.46-3.50) <0.001
Variante SARS-CoV-2, Omicron 0.55 (0.25-1.20) 0.133 0.40 (0.18-0.90) 0.027
IgG-S Trimérica, Positiva 0.44 (0.17-1.09) 0.077 0.34 (0.12-0.96) 0.041
IGRA SARS-CoV-2, Positivo 0.22 (0.08-0.58) 0.002 0.33(0.12-0.95) 0.040
Remdesivir 0.41 (0.18-0.94) 0.034 0.54 (0.21-1.37) 0.197

* Las estimaciones se obtuvieron mediante el ajuste de modelos de regresion de riesgos proporcionales de Cox multivariables
con ajuste multivariable. Se realizé el ajuste para edad (por afio de incremento), sexo, indice de comorbilidad de Charlson (por
unidad de incremento), cociente SpO2/FiO2 (por disminucion de 100 unidades), variante de SARS-CoV-2, TrimericS-1gG (punto
de corte para positividad 233.8 BAU/mL), IGRA (punto de corte para positividad >200 mlU/mL) y uso de remdesivir. # Las
estimaciones fueron similares cuando el indice de comorbilidad de Charlson fue reemplazado por el nimero de comorbilidades
(aHR 1.43 [1.04-1.97]; p=0.027). UCI, unidad de cuidados intensivos; HR, razén de riesgo; IC, intervalo de confianza; cociente
Sp02/Fi02, cociente entre saturacion de oxigeno y fraccion de oxigeno inspirado; TrimericS-1gG, niveles séricos de
inmunoglobulina G contra la proteina espicular trimérica; IGRA, ensayo de liberacién de interferén gamma para SARS-CoV-2.
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Tabla S-8. Asociaciones no ajustadas con la mortalidad o ingreso en UCI a los 28 dias en

pacientes hospitalizados por COVID-19.

110

Caracteristica HR no ajustada (IC95%) P Valor
Sexo femenino 1.03 (0.47-2.26) 0.947
Edad, mediana (RIC), afios 1.04 (1.01-1.07) 0.003
indice de comorbilidad de Charlson, mediana  1.24 (1.11-1.39) <0.001
(RIC)

Numero de comorbilidades, mediana (RIC) 1.60(1.22-2.11) <0.001
Infeccion previa por COVID-19 0.00 (0.00-2°) 0.997
Estado vacunal

Dias desde la ultima dosis de vacuna, mediana  1.00 (1.00-1.00) 0.739
(RIC)

Recepcion de dosis de refuerzo# 0.80 (0.36-1.75) 0.570
Presentacion clinica

Dias desde el inicio de sintomas hasta el ingreso,  0.92 (0.49-1.72) 0.790
mediana (RIC)

Cociente SpO2/FiO2 al ingreso, mediana (RIC) 2.80 (1.92-4.08) <0.001
Escala de gravedad de la OMS, mediana (RIC) 11.1(5.8-21.2) <0.001
Infiltrados pulmonares bilaterales en radiografia 0.39 (0.09-1.66) 0.200
Datos microbiolégicos

Variante SARS-CoV-2, Omicron 0.55 (0.25-1.20) 0.140
Valor umbral de ciclo mas bajo detectado en PCR,  0.96 (0.90-1.02) 0.232
mediana (RIC)

IgG-TriméricaS, mediana (RIC), BAU/mL 1.00 (1.00-1.00) 0.057
IgG-Triméricas, Positivo 0.42 (0.17-1.04) 0.061
IgG-TriméricaS >264 BAU/mL 0.66 (0.29-1.54) 0.338
IgG-N, Positivo 1.78 (0.67-4.74) 0.250
IGRA SARS-CoV-2, mediana (RIC), mUl/mL 1.00 (1.00-1.00) 0.040
IGRA SARS-CoV-2, Positivo 0.22 (0.08-0.58) 0.003
IGRA Mitdgeno-SARS-CoV-2,& Positivo 0.21 (0.05-0.88) 0.033
Valores de laboratorio

Interleucina-6, pg/mL 1.21(1.08-1.36) 0.001
Proteina C reactiva, mg/L 1.96 (1.27-3.01) 0.002
Dimero D, pg/mL 1.71(0.92-3.19) 0.089
Ferritina, ng/mL 1.11 (1.07-1.15) <0.001
Recuento de linfocitos periféricos, células/pL 1.00 (0.96-1.05) 0.900
Recuento de linfocitos B, células/uL 1.00 (1.00-1.00) 0.910
Recuento de linfocitos T, células/uL 1.00 (1.00-1.00) 0.632
Recuento de linfocitos T CD4, células/uL 1.00 (1.00-1.00) 0.500
Cociente de linfocitos CD4/CD8 0.88 (0.63-1.22) 0.432
Antivirales/inmunomoduladores

Remdesivir 0.41 (0.18-0.94) 0.034
Anticuerpos monoclonales 1.54 (0.21-11.11) 0.675
Tocilizumab o baricitinib 0.66 (0.30-1.45) 0.295




*Las estimaciones se obtuvieron mediante regresidén de riesgos proporcionales de Cox no ajustada. La razén de riesgo (HR)
para variables ordinales y cuantitativas se expresé como sigue: edad (por afio de incremento), indice de comorbilidad de
Charlson (por unidad de incremento), nimero de comorbilidades (por unidad de incremento), cociente SpO2/FiO2 (por
disminucién de 100 unidades), escala de gravedad de la OMS (por unidad de incremento), IgG-Trimérica$S (punto de corte para
positividad >33,8 BAU/mL), IGRA (punto de corte para positividad >200 mUI/mL), interleucina-6 (por incremento de 1 log10
pg/mL), proteina C reactiva (por incremento de 100 mg/L), dimero D (por incremento de 10 mg/mL), ferritina (por incremento
de 100 ng/mL), y recuento de linfocitos periféricos (por incremento de 100 células/mL). HR, razén de riesgo; IC, intervalo de
confianza; cociente SpO2/Fi02, cociente entre saturacion de oxigeno y fraccidn inspirada de oxigeno; IgG-Triméricas, niveles
séricos de inmunoglobulina G contra la proteina espicular trimérica; IGRA, ensayo de liberacién de interferon gamma frente a
SARS-CoV-2.

Tabla S-9. Asociaciones ajustadas con la mortalidad a los 28, 60 y 90 dias en pacientes

hospitalizados por COVID-19. *

Caracteristica Mortalidad global 28 dias Mortalidad global 60 dias Mortalidad global 90 dias

N=181 aHR (95% ClI) P valor aHR (95% Cl) P valor aHR (95% Cl) P valor
Edad, afios 1.00 (0.95-1.06)  0.887 1.03(0.98-1.08) 0.205 1.03(0.98-1.08) 0.256
Sexo femenino 1.67 (0.57-4.96) 0.352 1.01(0.44-2.32) 0974 1.10(0.49-2.47)  0.822
C'Eg::onde comorbilidad ‘de ;o315 192) <0.001*  1.34(113-159) <0.001* 1.36(1.15-161) <0.001*
Cociente SpO2/FiO2 al ingreso  3.28 (1.82-5.90)  <0.001*  2.08(1.28-3.36) 0.003*  2.08 (1.30-3.34)  0.002*
Variante SARS-CoV-2, Omicron  0.78 (0.27-2.23)  0.642 0.85(0.36-1.99) 0707  0.90(0.39-2.09) 0.803
IgG-Triméricas, Positivo 0.37(0.08-1.68)  0.199 0.66(0.21-2.06) 0477  0.68(0.22-2.10) 0.500
IGRA SARS-CoV-2, Positivo 0.22 (0.06-0.86)  0.030* 0.43(0.17-1.07) 0069  0.38(0.15-0.93) 0.034*
Remdesivir 0.50(0.17-1.45)  0.199 0.56(0.24-1.30) 0.177  0.50(0.22-1.13)  0.093
Recuento de linfocitos  1.03 (0.98-1.08)  0.222 1.01(0.97-1.05) 0.693 1.01 (0.97-1.05)  0.680
periféricos

*Las estimaciones se obtuvieron mediante modelos de regresion de riesgos proporcionales de Cox multivariable con ajuste
multivariable. El ajuste se realizd para edad (por afio de incremento), sexo, indice de comorbilidad de Charlson (por unidad de
incremento), cociente SpO2/Fi02 (por disminucion de 100 unidades), variante SARS-CoV-2, IgG-TriméricaS (punto de corte
para positividad >33,8 BAU/mL), IGRA (punto de corte para positividad >200 mUI/mL), uso de remdesivir y recuento de
linfocitos periféricos (por incremento de 100 células/mL). aHR, razén de riesgo ajustada; IC, intervalo de confianza; cociente
Sp02/Fi02, cociente entre saturacion de oxigeno y fraccion inspirada de oxigeno; IgG-TriméricaS, niveles séricos de
inmunoglobulina G contra la proteina espicular trimérica; IGRA, ensayo de liberacidn de interferén gamma frente a SARS-CoV-
2.

Tabla S-10. Asociaciones ajustadas con la mortalidad o ingreso en UCl a los 28 dias en pacientes

hospitalizados por COVID-19.*

Caracteristica HR Ajustado (95% CI) P Valor
Edad, afos 0.98 (0.93-1.02) 0.247
Sexo femenino 1.32 (0.51-3.37) 0.565
indice de comorbilidad de 1.23(1.03-1.47) 0.021
Charlson

Sp02/Fi02 2.37 (1.40-4.03) 0.001
Variante SARS-CoV-2, Omicron 0.51(2.15-1.21) 0.126
IgG-Triméricas, Positivo 0.19 (0.06-0.60) 0.005
IGRA SARS-CoV-2, Positivo 0.27 (0.08-0.89) 0.032
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Remdesivir 0.45 (0.15-1.38) 0.165

Recuento de linfocitos periféricos  1.05 (0.99-1.10) 0.068
Interleucina-6 3.26 (1.51-7.04) 0.003
Proteina C reactiva 1.23 (0.66-2.31) 0.520
Dimero D 1.23 (0.66-4.52) 0.755
Ferritina 1.08 (1.03-1.14) 0.002

*Las estimaciones se obtuvieron mediante modelos de regresidn de riesgos proporcionales de Cox multivariable con ajuste
multivariable. El ajuste se realizd para edad (por afio de incremento), sexo, indice de comorbilidad de Charlson (por unidad de
incremento), cociente SpO2/FiO2 (por disminucion de 100 unidades), variante SARS-CoV-2, IgG-Trimérica$S (punto de corte
para positividad 233,8 BAU/mL), IGRA (punto de corte para positividad >200 mUI/mL), uso de remdesivir, recuento de linfocitos
periféricos (por incremento de 100 células/mL), interleucina-6 (por incremento de 1 log10 pg/mL), proteina C reactiva (por
incremento de 100 mg/L), dimero D (por incremento de 10 mg/mL) y ferritina (por incremento de 100 ng/mL). aHR, razén de
riesgo ajustada; IC, intervalo de confianza; cociente SpO2/Fi02, cociente entre saturacion de oxigeno y fraccidn inspirada de
oxigeno; IgG-TriméricaS, niveles séricos de inmunoglobulina G contra la proteina espicular trimérica; IGRA, ensayo de
liberacidn de interferén gamma frente a SARS-CoV-2.

Para evaluar los posibles efectos aditivos de las respuestas celulares y de anticuerpos sobre la
proteccion frente a una evolucion clinica desfavorable ajustamos los modelos de Cox
incorporando las 3 variables que reflejan combinaciones de diferentes métricas de ambas
respuestas: (1) respuesta de anticuerpos negativa, (2) respuesta de anticuerpos positiva y
respuesta celular T-negativa, y (3) respuestas positivas de anticuerpos y células T. Encontramos
que la puntuacién del CCl (indice de riesgo ajustado [aHR], 1,27 [IC del 95%, 1,07-1,51]; P =
0,006), el numero de comorbilidades (aHR, 1,45 [IC 95%, 1,04— 2,01]; P = 0,026), cociente
Sp02/Fi02 al ingreso (aHR, 2,36 [IC95%, 1,51-3,67]; P <0,001) y la variante Omicron del SARS-
CoV-2 (aHR, 0,38 [IC 95%, 0,17-0,87]; P = 0,022) se asociaron significativamente con la
mortalidad a los 28 dias o el ingreso en la UCI después de la hospitalizacion, pero la asociacidon
mas fuerte se observo para las respuestas compuestas positivas de anticuerpos y células T (aHR,
0,16 [IC 95%, 0,05-0,58]; P = 0,005) (Figuras 1y 2 y Tabla suplementaria 11). Se observaron

tendencias similares para los desenlaces clinicos desfavorables (Tabla suplementaria 12).
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Figura 1. Predictores de mortalidad o ingreso en UCI a los 28 dias en pacientes hospitalizados

por COVID-19. Fuente: Elaboracion propia.

Variable Hazard ratio aHR (95% Ci) P value
Age - 1.00 (.96, 1.04) 870
Sex Male * Reference

Female >—§—.—< 1.49 (.63, 3.51) .364
Charlson comorbidity index* EFI4 1.27 (1.07,1.51) .006
SpO,FiO, ratio § —— 2.36 (1.51, 3.67) <.001
SARS-CoV-2 variant Delta l Reference

Omicron — é 0.38 (.17, 0.87) .022
Immune responses TrimericS-1gG(-) i Reference

TrimericS-lgG(+) & IGRA(-) » 0.37 (.12, 1.10) 073

TrimericS-IgG(+) & IGRA(+) E 0.16 (.05, 0.58) .005
Remdesivir No * Reference

Yes '—.—El 0.61 (.25, 1.51) 286
Peripheral lymphocyte count :. 1.02 (.98, 1.07) 290
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* Las estimaciones se obtuvieron mediante un modelo de regresién de riesgos proporcionales de Cox multivariable que
incorpora edad (por afio de incremento), sexo, indice de comorbilidad de Charlson (por unidad de incremento), cociente
Sp02/Fi02 (por disminucién de 100 unidades), variante SARS-CoV-2, uso de remdesivir y las tres variables que reflejan
combinaciones de métricas de ambas respuestas inmunes: respuesta de anticuerpos negativa (Ab-), respuesta de anticuerpos
positiva y respuesta de células T negativa (Ab+T-), y respuesta de anticuerpos positiva y respuesta de células T positiva (Ab+T+).
*Las estimaciones fueron similares cuando el indice de comorbilidad de Charlson fue reemplazado por el nimero de
comorbilidades (aHR 1,43 [1,04-1,98]; p=0,028). aHR, razén de riesgo ajustada; UCI, unidad de cuidados intensivos; cociente
Sp02/Fi02, cociente entre saturacion de oxigeno y fraccion inspirada de oxigeno; IgG-TriméricaS, niveles séricos de
inmunoglobulina G contra la proteina espicular trimérica; IGRA, ensayo de liberacion de interferén gamma frente a SARS-CoV-

2.
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Figura 2. Curva de supervivencia del efecto de la inmunidad humoral y celular sobre la

mortalidad a 28 dias o el ingreso en la unidad de cuidados intensivos (UCI) estimada mediante

el modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox. Fuente: Elaboracién propia.

o e =
[ ~ o
S

o
o

Probability of Event-Free Survival

o
o
o

Days from hospital admission

Death or ICU admission TrimericS-IgG(-) = TrimericS-IgG(+) & IGRA(-) = TrimericS-lgG(+) & IGRA(+)
= N
_|_—I_

A
5 4
0 4
5 4

0 10 20 30

*P = 0.004 para la comparacion de la curva de supervivencia acumulada [TrimericS-1gG(+) e IGRA(+)] con la curva [TrimericS-
IgG(-)]. AP = 0.175 para la comparacion de la curva de supervivencia acumulada [TrimericS-1gG(+) e IGRA(-)] con la curva
[TrimericS-1gG(-)]. Abreviaturas: UCI, unidad de cuidados intensivos; IGRA, ensayo de liberacidn de interferén gamma para el
coronavirus 2 del sindrome respiratorio agudo grave; TrimericS-1gG, niveles séricos de inmunoglobulina G contra la proteina
espicular trimérica.

Tabla S-11. Predictores de mortalidad a los 28 dias o ingreso en UCI en personas hospitalizadas

por COVID-19 incluyendo combinaciones de respuestas inmunes.*
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Caracteristicas

Mortalidad global a los 28 dias o ingreso en UCI

N=181 Nmortalidad o UCI/Ncohorte  aHR (95% CI) p
Edad, afos 0.99 (0.96-1.03) 0.763
Sexo femenino 1.52 (0.63-3.70) 0.351
indice de comorbilidad de Charlson 1.29(1.09-1.52) 0.002
Cociente Sp0O2/Fi02 al ingreso 2.28 (1.49-3.49) <0.001
Variante SARS-CoV-2, Omicron 0.40 (0.18-0.90) 0.028
Respuestas inmunes
IgG-S Trimérica negativa & IGRA negativo  6/18 (33.3%) reference reference
IgG-S Trimérica negativa & IGRA positivo  0/5 (0%) 0.00 (0.00-=0) 0.997
IgG-S Trimérica positiva & IGRA negativo  14/71 (19.7%) 0.24 (0.08-0.76) 0.015
1gG-S Trimérica positiva & IGRA positivo 5/87 (5.7%) 0.10 (0.03-0.38) <0.001



Remdesivir 0.49 (0.19-1.00) 0.137

Recuento de linfocitos periféricos

1.03 (0.98-1.07) 0.250

* Las estimaciones se obtuvieron mediante un modelo de regresién de riesgos proporcionales de Cox multivariable que
incorpora edad (por afio de incremento), sexo, indice de comorbilidad de Charlson (por unidad de incremento), cociente
Sp02/Fi02 (por disminucion de 100 unidades), variante de SARS-CoV-2, uso de remdesivir, linfocitos totales (por incremento
de 100 células/uL) y CUATRO variables que reflejan combinaciones de métricas de ambas respuestas inmunes: respuesta de
anticuerpos negativa y respuesta de células T negativa (Ab-T-), respuesta de anticuerpos negativa y respuesta de células T
positiva (Ab-T+), respuesta de anticuerpos positiva y respuesta de células T negativa (Ab+T-), y respuesta de anticuerpos
positiva y respuesta de células T positiva (Ab+T+). aHR, razén de riesgo ajustada; UCI, unidad de cuidados intensivos; cociente
Sp02/Fi02, cociente entre saturacion de oxigeno y fraccién de oxigeno inspirado; 1gG-S Trimérica, niveles séricos de
inmunoglobulina G contra la proteina spike trimérica; IGRA, ensayo de liberacidn de interferén gamma para SARS-CoV-2.

Tabla S-12. Predictores de mortalidad a los 28, 60 y 90 dias en personas hospitalizadas por
COVID-19.*

Caracteristicas

Mortalidad global 28 dias

Mortalidad global 60 dias

Mortalidad global 90 dias

N=181 aHR (95% Cl) p aHR (95% Cl) p aHR (95% ClI) p
Edad, afios 1.00 (0.95-1.06) 0.978 1.03 (0.99-1.09) 0.177 1.03 (0.98-1.08) 0.228
Sexo femenino 1.73 (0.58-5.13)  0.327 1.02 (0.44-2.35) 0.960 1.12 (0.49-2.52) 0.792
indice de comorbilidad de Charlson 1.50(1.20-1.88) <0.001* 1.31(1.11-1.55) 0.001* 1.34(1.13-1.57) <0.001*
Cociente SpO2/FiO2 al ingreso 3.31(1.81-6.04) <0.001* 2.06 (1.27-3.36) 0.004* 2.06 (1.27-3.33)  0.003*
Variante SARS-CoV-2, Omicron 0.71(0.25-2.06)  0.533 0.79 (0.35-1.85) 0.586 0.83(0.36-1.94)  0.669
1gG-S Trimérica positiva & IGRA negativo

0.55(0.12-2.45) 0.435 0.79 (0.24-2.55) 0.690 0.85(0.27-2.74)  0.789
1gG-S Trimérica positiva & IGRA positivo 0.15(0.02-0.95)  0.044* 0.42 (0.12-1.53) 0.189 0.40 (0.11-1.45) 0.164
Remdesivir 0.59 (0.21-1.70)  0.329 0.62 (0.27-1.44) 0.269 0.56 (0.25-1.26)  0.160
Recuento de linfocitos periféricos 1.03(0.98-1.08) 0.235 1.01 (0.97-1.06) 0.691 1.01(0.97-1.05) 0.684

* Las estimaciones se obtuvieron mediante un modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox multivariable que
incorpora edad (por afio de incremento), sexo, indice de comorbilidad de Charlson (por unidad de incremento), cociente
Sp02/Fi02 (por disminucién de 100 unidades), variante de SARS-CoV-2, uso de remdesivir, recuento de linfocitos periféricos
(por incremento de 100 células/mL) y las tres variables que reflejan combinaciones de métricas de ambas respuestas inmunes:
respuesta de anticuerpos negativa (Ab-), respuesta de anticuerpos positiva y respuesta de células T negativa (Ab+T-), y
respuesta de anticuerpos positiva y respuesta de células T positiva (Ab+T+). aHR, razén de riesgo ajustada; UCI, unidad de
cuidados intensivos; cociente SpO2/Fi02, cociente entre saturacion de oxigeno y fraccién de oxigeno inspirado; 1gG-S
Trimérica, niveles séricos de inmunoglobulina G contra la proteina spike trimérica; IGRA, ensayo de liberacion de interferén
gamma para SARS-CoV-2.
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7. DISCUSION

Nuestro estudio es el primero en evaluar el papel de las respuestas de las células T en la
gravedad de la enfermedad en el momento agudo de la COVID-19. Ademas del diseno
prospectivo con un seguimiento estrecho y prolongado de los participantes, el estudio tiene
varias fortalezas, incluido el uso de métricas objetivas para evaluar la gravedad de la
enfermedad y la utilizacién de plataformas seroldgicas validadas, que miden tanto los
anticuerpos como la inmunidad de las células T contra el SARS-CoV-2, para evaluar con
precision las respuestas inmunes humorales y celulares. La confirmacion de la variante del
SARS-CoV-2 con métodos moleculares en el 93% de los casos es otro de los puntos fuertes de
este estudio. También es importante destacar que la validacién de nuestros resultados sobre
el rendimiento de un IGRA estandarizado para SARS-CoV-2 en otras cohortes de pacientes
vacunados y no vacunados con COVID-19 grave en el momento del ingreso hospitalario
potencialmente podria permitir un manejo personalizado del paciente basado en los

resultados.

La principal implicacién de nuestros hallazgos sobre la inmunidad preexistente y el riesgo de
mala evolucion clinica en pacientes vacunados es que medir la inmunidad puede agregar valor
a la evaluacién clinica actual basada en la edad y las comorbilidades. Nuestros resultados
sugieren que, con la apariciéon de nuevas variantes, la presencia de anticuerpos podria ser
insuficiente para estimar el grado de proteccién de una persona frente a un mal prondstico o
la muerte. Para caracterizar mejor la magnitud de la inmunidad protectora y la identificacion
de pacientes con alto riesgo de progresion, puede ser importante medir tanto la produccion de
anticuerpos como las respuestas de las células T. Otros pasos para utilizar estas pruebas para
estimar el grado de proteccidon de una persona frente a una mala evolucion incluyen definir

umbrales en una practica rutinaria estandarizada y evaluar su desempefio en la practica clinica.

Utilizando un IGRA para SARS-CoV-2 especifico, nuestro estudio revela una proporcién
sustancial de resultados negativos al ingreso entre pacientes hospitalizados por COVID-19
durante la era de la vacunacion. La edad avanzada, una mayor carga de comorbilidad, una
mayor gravedad de la enfermedad, un menor recuento total de linfocitos T y la ausencia de
infeccion previa se asociaron con una mayor frecuencia de resultados negativos de IGRA para

SARS-CoV-2. Sin embargo, el estado de vacunacion no afectd la probabilidad de resultados
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negativos de IGRA para SARS-CoV-2. Ni los resultados de mitégenos ni la presencia de la
variante Omicron o Delta del SARS-CoV-2 afectaron al desempefio de la prueba. La respuesta

negativa al IFN-y del SARS-CoV-2 al ingreso predijo un aumento de la mortalidad.

En el estudio de pacientes vacunados hospitalizados por COVID-19 causado por las variantes
Delta y Omicron, la inmunidad de células T preexistente contra el SARS-CoV-2 se asocio
fuertemente con los resultados de los pacientes. Las personas que mostraban respuestas tanto
de anticuerpos como de células T tenian el menor riesgo de mortalidad o ingreso en la UCI, lo
gue sugiere que la doble contribucién de la inmunidad humoral y celular es importante para
prevenir la progresion de la enfermedad. Informes anteriores habian documentado que la
enfermedad grave por COVID-19 entre personas completamente vacunadas ocurria con mayor
frecuencia entre aquellos con factores de riesgo de enfermedad grave, incluida la edad
avanzada y afecciones de salud subyacentes, pero se desconocia la importancia de la

inmunidad al SARS-CoV-2 en la proteccion contra malos resultados.

El IGRA para SARS-CoV-2 comercial utilizado en este estudio ha demostrado previamente
simplicidad y confiabilidad en la cuantificacion de la respuesta de las células T [118], ofreciendo
la ventaja de una facil implementacién y aplicabilidad potencial a una gran cantidad de
muestras. Nuestros hallazgos revelaron una alta frecuencia de resultados negativos de IGRA
para SARS-CoV-2 en pacientes hospitalizados con COVID-19, lo que influyd significativamente
en los resultados de los pacientes. Los IGRA para el SARS-CoV-2 negativos fueron frecuentes
entre pacientes de mayor edad y mayor carga de comorbilidad, lo que coincide con las
respuestas reducidas de las células T informadas en ambos escenarios [109, 138]. El
envejecimiento se ha asociado con una disminucién de la competencia inmune de las células T,
tanto a nivel de la poblacién de células T como de su funcionalidad [139]. Inesperadamente, no
hubo diferencias en los resultados de IGRA para SARS-CoV-2 segun el estado de vacunacion, y la
mitad de los pacientes vacunados mostraron resultados negativos. Los pacientes vacunados
eran mayores y tenian una mayor carga de comorbilidad. Si bien ninguna comorbilidad
especifica se asocié con resultados negativos de IGRA para SARS-CoV-2, la acumulacién de
comorbilidades predijo una menor liberacién de IFN-y. Nuestros resultados concuerdan con
las respuestas Spike-especificas de las células T CD4+, reducidas ygradualmente mas

bajas después de la vacunacidon reportadas con una mayor prevalencia de comorbilidades y
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edad avanzada [140]. Por lo tanto, las estrategias de vacunacion actuales pueden ser
insuficientes para inducir una respuesta inmune celular protectora para evitar la COVID-19
grave en grupos especificos de pacientes, en quienes pueden ser necesarias medidas
preventivas alternativas, como vacunas disefiadas para inducir inmunidad de células T [141],
ademas de la terapia anticipada. No encontramos diferencias en la proporcién de resultados
IGRA para SARS-CoV-2 negativos en los 33 pacientes inmunodeprimidos incluidos en nuestra
cohorte, a lo que podrian haber contribuido diferentes factores, incluido el tamano de la

muestra y la definicién de inmunosupresion.

Los resultados negativos de IGRA para SARS-CoV-2 se asociaron con una mayor gravedad de la
enfermedad, una mayor linfocitopenia periférica y una disminucién del recuento de células Ty
de células T CD4+. La linfocitopenia es una caracteristica distintiva de la enfermedad grave en
pacientes con COVID-19 [142], y afecta principalmente a las células T, tanto linfocitos CD4+
como CD8+ [143, 139, 144, 145], lo que puede explicar los niveles mdas bajos de IFN-y
detectados [139]. La reduccidon de los recuentos de linfocitos periféricos y, con menos
frecuencia, la disminucién de los recuentos de CD4+ se han relacionado con resultados falsos
negativos de IGRA para SARS-CoV-2 en pacientes con tuberculosis [146] y resultados
indeterminados del ensayo QuantiFERON-TB Gold Plus en pacientes con COVID-19 [147]. Si
bien no se han informado resultados falsos negativos de IGRA para SARS-CoV-2 en pacientes
graves con COVID-19, se observo un cambio de una respuesta de IFN-y negativa a positiva a
medida que la infeccidn se resolvid y el recuento de linfocitos se recuperd en un subconjunto
de pacientes con muestras de seguimiento, similar a los hallazgos con la prueba QuantiFERON-
TB Gold Plus [148]. Es importante destacar que estos resultados negativos iniciales predijeron
resultados mas deficientes. Los pacientes con IGRA para SARS-CoV-2 negativo también
mostraron recuentos de células B mas bajos, lo que refleja una respuesta generalizada de
linfocitos disminuida asociada con la infeccién aguda. Sin embargo, el 60% de ellos tenian
niveles detectables de anticuerpos S-1gG, lo que respalda el mayor impacto de la infeccidon
aguda por SARS-CoV-2 en las respuestas de las células T que de las células B. En realidad, se ha
informado que los cambios en las células B y las células NK en pacientes con enfermedad grave
son mucho menos pronunciados que los observados con las células T, asi como una
considerable variacidn interindividual en el nimero de células B a pesar de la linfopenia [111,

139, 144, 145].
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Se descubrid que los resultados de IGRA para SARS-CoV-2 estaban asociados con los resultados
de mortalidad de los pacientes, como hemos visto en un andlisis preliminar realizado en el
grupo de pacientes vacunados. Las personas con IGRA para SARS-CoV-2 negativo mostraron
tasas de mortalidad mas altas, independientemente de la edad, la carga de comorbilidad, la
gravedad inicial y la respuesta de anticuerpos. El interferon gamma desempefia un papel
fundamental en la activacién temprana de los macrofagos, lo que conduce a la fagocitosis y la
eliminacion del SARS-CoV-2 [149]. En consecuencia, una respuesta temprana inadecuada de las
células T en pacientes con infeccidn establecida contribuye a la persistencia y progresiéon de la

enfermedad del SARS-CoV-2 [150].

Hasta donde sabemos, este es el primer estudio hasta la fecha que evalia de manera integral
la inmunidad preexistente a nivel individual en pacientes hospitalizados por COVID-19 y
determina cualquier efecto potencial sobre el resultado clinico. Nuestro estudio se centrd en
el papel desempefiado por los anticuerpos y las respuestas de las células T y exploro si el uso
de estas métricas de inmunidad protectora en pacientes con COVID-19 ingresados en el
hospital proporciona informacién util sobre el riesgo de resultados graves o muerte. De
acuerdo con cohortes de observacion a gran escala, el riesgo de hospitalizacién y muerte
debido a Omicron fue sustancialmente menor que para Delta [151-154] y, como se esperaba,
la muerte ocurrié con mayor frecuencia entre personas con factores de riesgo de enfermedad
grave, especificamente edad avanzada y condiciones de salud subyacentes que incluyen
diabetes, enfermedades cardiovasculares y enfermedades renales crdénicas, enfatizando el
impacto de multiples comorbilidades en el desarrollo y mantenimiento de la inmunidad
especifica del SARS-CoV-2. En nuestros analisis, el aumento de la edad no permanecio asociado,
lo que sugiere que la respuesta subdptima a las vacunas relacionada con la edad y/o la
disminucion de la inmunidad podrian explicar la asociacidon observada en estudios de cohortes

anteriores.

Nuestros resultados sobre el papel protector de la inmunidad de las células T contra
enfermedades graves sugieren que los anticuerpos desarrollados después de la inmunizacién
con las vacunas COVID-19 actuales basadas en la cepa ancestral del SARS-CoV-2 pueden no ser
suficientes para prevenir enfermedades graves tras una infeccion complicada causada por
nuevas variantes. Estos hallazgos estan alineados con datos de laboratorio anteriores que

sugieren que la generacién y el mantenimiento de respuestas solidas de células T especificas
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del SARS-CoV-2 podrian desempefiar un papel importante en la eficacia a largo plazo de la
vacuna contra enfermedades graves causadas por nuevas variantes, dada la limitada capacidad
del virus para escapar a la respuesta de las células T por las variantes Beta, Delta y Omicron a
pesar de mutaciones extensas y susceptibilidad reducida a anticuerpos neutralizantes
[155,156,157]. A diferencia de los epitopos de anticuerpos neutralizantes, los epitopos de
células T son abundantes y estan ubicados en toda la proteina Spike [158], lo que indica que la
mayoria de las respuestas de células T especificas de la proteina Spike de SARS-CoV-2 estan

dirigidas contra epitopos conservados y que la evasion viral de las células T puede ser limitada.

A pesar de la edad mas joven y la menor carga de comorbilidad de los pacientes infectados con
la variante Delta, el rendimiento de IGRA para SARS-CoV-2 fue similar al observado en los
pacientes infectados con la variante Omicron y en toda la cohorte. En pacientes infectados con
la variante Delta, las diferencias en las tasas de mortalidad entre los resultados IGRA positivos
y negativos para SARS-CoV-2 no alcanzaron significacidon estadistica. Sin embargo, la proporcidn
de muertes en el grupo IGRA para el SARS-CoV-2 negativo fue dos veces mayor que la del grupo
positivo, y el nUmero de muertes fue menor en comparacién con el de la variante Omicron. Si
bien los resultados sobre el desempefio de IGRA para el SARS-CoV-2 no se pueden extrapolar a
otras variantes, nuestros datos se alinean con el bajo impacto de las variantes del SARS-CoV- 2

en las respuestas de las células T en individuos infectados o vacunados [157].

Identificamos un umbral para el efecto protector del IGRA para el SARS-CoV-2. Aunque el area
bajo la curva fue subdptima, un resultado de IFN-y superior a 150 mUl/mL mostré un alto valor
predictivo negativo contra la mortalidad. Los resultados de IGRA para el SARS-CoV-2 en el
momento del ingreso hospitalario brindan a los médicos informacidon valiosa sobre el
prondstico de los pacientes y pueden ayudar a guiar las decisiones sobre el momento vy la

intensidad de la terapia anti-COVID o la duracién de la hospitalizacion.

En nuestra cohorte, hubo un porcentaje relativamente bajo de personas con antecedentes de
COVID-19 confirmado. Sin embargo, este porcentaje se cuadruplicd al considerar a los
pacientes que mostraron una respuesta inmune indicativa de una infeccion previa (es decir,
titulos positivos de N-IgG). Este hallazgo sugiere una alta proporcién de infecciones
asintomaticas entre los pacientes. La infeccidon previa y los anticuerpos N-IgG fueron mas
frecuentes entre los pacientes con resultados positivos de IGRA para el SARS-CoV-2, lo que

sugiere que algunos pacientes tenian inmunidad hibrida inducida por una infeccion vy
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vacunacion previas. Se ha demostrado que la inmunidad hibrida confiere proteccién sostenida
contra el ingreso hospitalario o enfermedades graves en infecciones con la variante Omicron
[159], y el mecanismo que sustenta dicho efecto protector podria ser la respuesta inmune de
las células T. Sorprendentemente, la mitad de los pacientes no vacunados mostraron un IGRA
para el SARS-CoV-2 positivo; de ellos, un tercio tenia anticuerpos TrimericS-1gG o anticuerpos
N-IgG positivos, lo que sugiere una infeccidn previa como la razén subyacente de la inmunidad
de las células T contra el SARS-CoV-2. La respuesta inmune celular temprana desarrollada
contra la infeccién aguda por SARS-CoV-2 también podria haber estado involucrada en las
respuestas positivas de las células T observadas en el resto de los pacientes no vacunados con
IGRA para el SARS-CoV-2 positivo con respuesta negativa de anticuerpos. Se han observado
respuestas tempranas de células T CD8+ citotdxicas dentro de los 7 dias posteriores a la
infeccion aguda y se correlacionan con una eliminacion viral efectiva y resultados favorables de
la enfermedad [159, 160]. La edad significativamente mas joven y la menor carga de
comorbilidad de los pacientes con IGRA para el SARS-CoV-2 positivos podrian haber contribuido
a una mayor frecuencia de respuestas tempranas de células T a la infeccién aguda por SARS-
CoV-2 dentro de este grupo. Finalmente, una respuesta de anticuerpos disminuida que
aumenta rapidamente después de la reinfeccidn o la reactividad cruzada con coronavirus

estacionales previamente infectados [161] también podria explicar los hallazgos.

Entre los pacientes con IGRA para SARS-CoV-2 positivos, solo un tercio mostrdé una respuesta
concomitante no especifica estimulada por mitégenos IFN-y. La respuesta alterada del tubo de
control positivo (mitégeno) a la fitohemaglutinina, un activador de linfocitos no especifico, se
ha correlacionado con la reduccién de linfocitos T en la sangre periférica de pacientes
gravemente enfermos [147]. En consecuencia, observamos un numero significativamente
menor de linfocitos totales, Ty CD4 entre los pacientes con IGRA para SARS-CoV-2 positivo con
resultados de mitdégeno indeterminados que en aquellos con mitégeno positivo. Ademas, la
mayoria de un subgrupo de pacientes con resultados iniciales negativos de mitégenos
cambiaron a positivos después de una mediana de 50 dias. Aunque la interpretacion de la
respuesta positiva especifica de INF-y del SARS-CoV-2 en ausencia de resultados positivos
concomitantes de mitégenos no esta definida, la COVID-19 se ha asociado con porcentajes sin
cambios de QuantiFERON-TB positivos a pesar de una mayor frecuencia de resultados

bajos/muy bajos en la respuesta de IFN-gamma al mitégeno [162]. Esto podria sugerir que la
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infeccion por SARS-CoV-2 induciria un mayor deterioro en las respuestas de las células T no
estimuladas que de las células T estimuladas por el virus. Curiosamente, los pacientes con IGRA
para SARS-CoV-2 positivo, con o sin respuesta a mitégenos en nuestro estudio, mostraron un
perfil clinico similar en comparacidn con los pacientes con IGRA para SARS-CoV-2 negativo. En
ambos casos, los IGRA para SARS-CoV-2 positivos se asociaron con una edad mas joven, una
menor carga de comorbilidad y una menor gravedad inicial. Ademas, la mortalidad también fue
menor en ambos grupos en comparacion con los pacientes IGRA para SARS-CoV-2 negativos.
Segun nuestros resultados, el rendimiento de la respuesta de las células T especificas del SARS-
CoV-2 en pacientes con COVID-19 grave no se veria influenciado por la respuesta no especifica
de las células T no estimuladas. Sorprendentemente, a pesar de la baja frecuencia de resultados
positivos de mitdgenos del IGRA para SARS-CoV-2, la mayoria de los pacientes de la cohorte
mostraron mitégeno QuantiFERON-TB positivo. Esta inconsistencia entre ambas pruebas de
mitdgenos también puede sugerir criterios excesivamente estrictos para definir la positividad
de mitégenos con los ensayos de SARS-CoV-2, lo que podria contribuir a explicar la discrepancia
con los resultados de las respuestas especificas de IFN-y del SARS-CoV-2. Alternativamente, la
disparidad en las respuestas podria explicarse por la sensibilidad superior de la técnica de
inmunoensayo de quimioluminiscencia (CLIA) utilizada para la cuantificacién de QuantiFERON-

TB en comparacion con el método ELISA empleado en IGRA [163].

Los pacientes con resultados de IGRA para SARS-CoV-2 intermedios/limites mostraron varias
similitudes con aquellos con IGRA para SARS-CoV-2 negativo en las caracteristicas demograficas
y la carga de comorbilidad, asi como niveles mas bajos similares de anticuerpos S-1gG y N-1gG
en comparacion con pacientes CoV-2 IGRA para SARS-CoV-2 positivos. También mostraron
resultados mas pobres que fueron comparables a los de los pacientes con IGRA para SARS-CoV-
2 negativo, incluida una mayor frecuencia de ingreso a la UCl y muerte. Curiosamente, el grupo
limite de IGRA para SARS-CoV-2 tuvo una mayor frecuencia de infeccion previa por SARS-CoV-
2 y, aunque no significativa, de vacunacién, y mayores recuentos de células Ty células T CD4+,
pero una frecuencia intermedia de positividad de mitégenos entre pacientes con IGRA para
SARS-CoV-2 positivo e IGRA para SARS-CoV-2 negativo. Estos hallazgos sugieren una respuesta
alterada de las células T que involucra anomalias no solo cuantitativas sino también cualitativas
en las respuestas IGRA no positivas para SARS-CoV-2. Tanto la cantidad como la calidad de las

respuestas de las células T se han relacionado con la gravedad de la enfermedad
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[139, 160,164,165]. El envejecimiento se ha asociado con una funcionalidad alterada de las
células T, incluida una sefializacion atenuada del receptor de células T, una respuesta debilitada
del IFN tipo | o una disminucion en la capacidad de respuesta de las células T a las citocinas
[139]. Este grupo limite de IGRA para SARS-CoV-2 puede estar integrado por pacientes en los
gue el envejecimiento y la comorbilidad se asociaron con un predominio de respuestas
inmunes de células T alteradas cualitativamente sobre cuantitativamente, lo que también
implicaria un peor prondstico. Esta funcionalidad alterada de las células T podria haber inducido
una produccion desequilibrada de mediadores/citocinas con un perfil proinflamatorio,
contribuyendo a explicar los niveles mas altos de IL-6 y ferritina al ingreso en este grupo.
Nuestros resultados sugieren que los resultados limite por debajo de 150 mUI/mL deben

considerarse negativos.

Los niveles mas altos de proteccién contra la enfermedad grave de COVID-19 observados en
nuestro estudio en individuos con respuestas tanto de anticuerpos como de células T estan en
linea con informes anteriores que muestran que una respuesta inmune humoral y celular
coordinada es beneficiosa para los pacientes con COVID-19 [109]. Los resultados también
concuerdan con los datos obtenidos en un estudio longitudinal de las respuestas de las células
B y T contra las variantes ancestrales del SARS-CoV-2, Beta, Delta y Omicron después de la
inmunizacién con la vacuna BNT162b2. En esa investigacidon, los titulos reducidos de
anticuerpos contra el dominio de unién al receptor de la variante, combinados con las
respuestas reducidas de las células T especificas de picos, se correlacionaron con la mayor
susceptibilidad de las personas vacunadas al avance del COVID-19 causado por Omicron, lo que
sugiere que la proteccidon contra variantes altamente mutadas se basé en la contribucién de la

inmunidad humoral y celular [166].

Para determinar la inmunidad mediada por células contra el SARS-CoV-2, utilizamos un ensayo
IGRA comercial, un método simple y confiable para cuantificar la respuesta de las células T en
individuos convalecientes y vacunados [137,167]. El ensayo cuantifica las respuestas de IFN-y
gue pueden estar impulsadas predominantemente por células T, pero las células T de tipo
innato (células T asesinas naturales, células T invariantes asociadas a las mucosas) también
pueden estar produciendo IFN-y. El IGRA presenta ventajas practicas sobre los métodos
convencionales y, aunque podria tener una sensibilidad ligeramente menor que el ensayo

inmunoabsorbente ligado a enzimas de puntos (ELISpot) convencional para estudiar las células
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T después de la vacunacion [168, 169], puede permitir la evaluacion de las respuestas inmunes
de las células T a SARS-CoV-2 en la practica clinica diaria. Curiosamente, en nuestro estudio, la
proporcidn de pacientes con una respuesta inespecifica estimulada por mitogenos de IFN-y fue
menor que la respuesta especifica de células T después de la estimulacion con antigenos de la
proteina Spike del SARS-CoV-2. La menor respuesta a la estimulacidn inespecifica durante la
fase aguda de la COVID-19 no fue inesperada. La linfocitopenia es una caracteristica notable
del COVID-19 [170] y en el paciente gravemente enfermo se ha observado una reduccion
sustancial de los niveles de IFN-y con deterioro de la produccion de IFN-y frente a
fitohemaglutinina, un potente mitégeno de IFN-y que se ha correlacionado con la reduccion de
linfocitos T en la sangre periférica [147,148]. Estudios longitudinales han demostrado que una
vez que se resuelve la fase aguda de COVID-19 y se normalizan los recuentos de linfocitos

periféricos, se restablece la produccién eficaz de IFN-y por parte de los linfocitos T [148].

Limitaciones

En primer lugar, la poblacién del estudio analizada es de un solo centro médico lo que limita la
generalizacion a la poblacion mas amplia. En segundo lugar, el tamafio limitado de la muestra
no nos permitid sacar conclusiones sobre el efecto diferencial de la inmunidad preexistente en
cada variante del SARS-CoV-2, en subgrupos particulares de pacientes que recibieron
diferentes vacunas COVID-19 ni permitié evaluar el IGRA del SARS-CoV-2 en pacientes no
vacunados por separado, ya que representaban una fraccién baja de la poblacién. En tercer
lugar, no examinamos a los pacientes en diferentes momentos desde la vacunacion hasta la
infeccidn para determinar el periodo exacto de disminucidn de la inmunidad y no se obtuvieron
muestras secuenciales durante la estancia hospitalaria para analizar los cambios en los
resultados de IGRA del SARS-CoV-2 segun la progresion o regresion de la enfermedad. En cuarto
lugar, las respuestas de las células T especificas del SARS-CoV-2 se han interpretado a pesar de
la baja respuesta inespecifica del mitégeno IFN-y. Finalmente, se desconoce coémo estos
resultados podrian aplicarse a futuras variantes del SARS-CoV-2 o a nuevas vacunas bivalentes
de refuerzo. Se necesitan mds investigaciones para confirmar la confiabilidad de los resultados

positivos del SARS-CoV-2 en pacientes con respuestas indeterminadas de células T mitégenas.
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1. El resultado de IGRA para SARS-CoV-2 fue positivo en la mitad de los pacientes hospitalizados
con COVID-19, observandose este mismo patrdon en el subgrupo de pacientes vacunados. Un

11,3% de los pacientes presentd un resultado intermedio/limite.

2. Comparados con los pacientes IGRA para SARS-CoV-2 negativo, los pacientes con IGRA para
SARS-CoV-2 positivo presentan un perfil clinico mas favorable: son mas jovenes, tienen menos
comorbilidades (reflejado en un menor indice de Charlson), muestran menor gravedad clinica
(con puntuacion OMS < 4) y mejor oxigenacion (mayor cociente SpO2/FiO2) al ingreso. Su
respuesta inmune también es mas robusta, con mayores niveles de anticuerpos y recuentos
linfocitarios periféricos. El perfil inflamatorio de estos pacientes se caracteriza por niveles mas
elevados de IL-6, tendencia a menor ferritina y una correlacion negativa débil entre la respuesta
de IFN-y y los marcadores proteina C reactiva y dimero D. Los pacientes con resultados de IGRA
para SARS-CoV-2 intermedio/limite muestran similitudes con aquellos con IGRA para SARS-CoV-

2 negativo, manteniéndose esta tendencia también en la poblacién vacunada.

3. No existen diferencias significativas en la positividad del IGRA para SARS-CoV-2 segun el

estado de vacunacidén ni segun la variante del SARS-CoV-2 Delta u Omicron.

4. El rendimiento de la respuesta de las células T especificas del SARS-CoV-2 en pacientes con
COVID-19 grave no se ve influenciado por la respuesta no especifica de las células T, y los
pacientes con respuesta discordante muestran un perfil superponible al del conjunto de los

pacientes con respuesta positiva del IGRA para SARS-CoV-2.

5. Los pacientes que murieron a los 28 dias mostraron una mayor frecuencia de IGRA para

SARS-CoV-2 negativo, y se observo la misma tendencia entre los pacientesingresados en la UCI.

6. Los pacientes previamente vacunados que exhiben tanto respuesta de anticuerpos como
inmunidad celular (IGRA para SARS-CoV-2 positivo) en el momento del ingreso, tienen mejor

prondstico respecto a mortalidad a los 28 dias o ingreso en UCI.
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ABSTRACT T cell-mediated immunity is crucial for protection against severe COVID-19.
The performance of SARS-CoV-2-specific IFN-y release assays (IGRAs) to measure T cell
responses during severe acute infection is unknown. We conducted a prospective,
longitudinal analysis of patients hospitalized for confirmed COVID-19. A standardized
SARS-CoV-2-specific quantitative IGRA was measured on admission. Follow-up lasted
90 days. Two hundred forty-eight patients were included; 181 (73%) were vaccinated,
142 (57.3%) were infected with the Omicron variant, and 106 (42.7%) were infected
with the Delta variant. The SARS-CoV-2-IGRA result was positive (>200 mlU/mL) in
125 (50.5%) patients, with 44 (35.2%) showing concomitant mitogen-induced IFN-y
response. Compared with patients with negative and borderline results, those with
positive SARS-CoV-2 IGRA were younger and showed lower frequency of co-existing
comorbidities, lower median Charlson comorbidity index, lower frequency of World
Health Organization (WHO) severity score > 4, higher peripheral arterial oxygen
saturation to inspired fraction of oxygen (Sp02/Fi02) ratio on admission, higher S-1gG
and N-IgG antibody responses, and lower mortality at 28/60/90 days. These findings
were consistent for both the Omicron and Delta variants. Similar patterns to those
described above were observed in the subset of patients with positive SARS-CoV-2-IGRA
and indeterminate mitogen-induced responses, as well as in those exhibiting both
positive SARS-CoV-2-specific and mitogen responses. Twenty-eight (11.3%) patients had
borderline (100-200 mIU/mL) SARS-CoV-2-IGRA results and shared several similarities
with patients with negative SARS-CoV-2 IGRA. In an adjusted Cox model, a negative
SARS-CoV-2-IGRA result was found to be an independent predictor of mortality. Using
a receiver operating characteristics curve analysis, we found that an IFN-y value of 150
mlU/mL was identified as the optimal cut-off point for predicting mortality, with 79%
[95% confidence interval (Cl) 61-93] sensitivity, 61% (95% Cl 55-68) specificity, 18% (95%
Cl 15-22) positive predictive value, 96% (95% Cl 93-98) negative predictive value, and Editor Kileen L. Shier, Quest Diagnostics Nichols
an area under the curve (AUC) of 70%. The assay’s performance remained consistent Institute, Chantilly, Virginia, USA

regardless of mitogen results or the presence of the Delta or Omicron variants. g
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he adaptive immune response is essential for the control and clearance of SARS-
CoV-2 in patients with COVID-19 (1). T cell responses can be detected very early after
SARS-CoV-2 infection, before the emergence of antibodies (2, 3), and provide long-last-
ing immunity against COVID-19 (4). Infection with SARS-CoV-2 elicits the activation
of CD4+and CD8+ cytolytic T lymphocytes, both of which induce the production of
interferon-gamma (IFN-y). Additionally, CD4 +T cells aid in the proliferation and antibody
secretion of B lymphocytes (5, 6). Thus, cellular immunity emerges as a critical axis in
the immune response against SARS-CoV-2, exerting direct antiviral effects and regulating
both the humoral and innate immune responses (6). Emerging data suggest a prominent
role for T cells in protection against severe disease. Mild disease is characterized by
an early T cell response (2, 7, 8), while insufficient or exhausted T cell responses are
associated with severe COVID-19, even in vaccinated patients (9-11). Assessment of the
magnitude and determinants of T cell responses in patients with acute severe COVID-19
may help adopting targeted preventive and therapeutic measures.

Measuring the SARS-CoV-2-specific T cell immunity is challenging for routine
large-scale testing. The IFN-y release assay (IGRA) is a simple and easy-to-perform test
to evaluate the cellular immune response. While IGRAs are commonly used for assess-
ing cellular immunity in mycobacterial infections (12), specific assays have emerged
to evaluate T cell responses to SARS-CoV-2 by measuring IFN-y production (13). The
SARS-CoV-2 IGRA has been shown to accurately distinguish between convalescent
and healthy uninfected individuals (14-16), identify subjects with symptomatic and
asymptomatic infection after seroconversion (7), and estimate the immunity after
vaccination in convalescent and uninfected persons (17-19). However, the performance
of the SARS-CoV-2 IGRA in patients with acute infection needing hospital admission
is unknown. Understanding the SARS-CoV-2 IFN-y responses in patients with severe
COVID-19 in an era when the majority of the population is vaccinated is essential for
accurately interpreting test results and tailoring patient management accordingly.

We assessed the performance of SARS-CoV-2-specific IFN-y release assay testing in
patients hospitalized with COVID-19.

MATERIALS AND METHODS

A prospective study was conducted on hospitalized COVID-19 patients between July 22,
2021, and April 23, 2022. Patients were selected based on microbiologically confirmed
SARS-CoV-2 infection, abnormal chest x-ray findings, and/or severity criteria, including
oxygen saturation < 93% and CURB-65 > 2.

Clinical data and blood samples were collected according to a predefined protocol
approved by the COVID-19 Institutional Committee (20, 21). The protocol included the
standardized collection of clinical variables, nasopharyngeal samples (NPS) for SARS-
CoV-2, and serial blood samples obtained on admission and every 48 h during hospital
stay for routine blood tests and biomarker measurement, including levels of interleukin-6
(IL-6), ferritin, C-reactive protein (CRP), D-dimer, and lymphocyte counts and their subsets
(AQUIOS CL Flow Cytometer, Beckman Coulter, USA). QuantiFERON-TB Gold Plus (Qiagen,
Hilden, Germany) was performed on admission for screening for latent tuberculosis
infection following the manufacturer’s instructions. Serum samples for the measurement of
the levels of antibodies to SARS-CoV-2 were frozen at -80°C.

Patients received antiviral and/or immunomodulatory therapy containing dexame-
thasone + remdesivir + tocilizumab + baricitinib according to pre-specified criteria (21,
22). All patients received antithrombotic prophylaxis with enoxaparin.

The study was approved by the Institutional Ethical Committee as part of the
COVID-19 Elx/Spain project with Ethical Committee reference number PI 105/2021.
Written informed consent for participation was not required for this study in accordance
with the national legislation and the institutional requirements.
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Quantitative determination of IFN-y release by SARS-CoV-2-specific T cells

Whole blood from lithium heparin tube was used for IGRA incubation within 4 h.
SARS-CoV-2 cellular response was measured on the first day of admission using a
specific quantitative IFN-y release assay according to the manufacturer’s instructions
(Quan-T-Cell SARS-CoV-2, Euroimmun, Germany). Details are provided elsewhere (9, 17).
Briefly, lithium-heparinized blood from each patient was incubated for 21 h at 37°C in
the three tubes supplied: blank tube (unstimulated) for the individual IFN-y background
and mitogen tube for non-specific IFN-y secretion as controls and stimulation tube
coated with antigens of the SARS-CoV-2 spike protein for specific IFN-y secretion. The
IFN-y concentration released in the plasma fraction obtained after centrifugation of the
three tubes was then measured by ELISA (Quant-T-Cell ELISA, Euroimmun, Germany)
with an automated instrument (Dynex DS2 ELISA system). For non-specific IFN-y release
(mitogen-SARS-CoV-2 IGRA), a positive result was defined according to the manufac-
turer’s instructions as IFN-y(mitogen) - IFN-y(blank) > 400 mUI/mL. For specific T cell
response (SARS-CoV-2 IGRA), results were interpreted as follows: IFN-y(SARS-CoV-2) -
IFN-y(blank) < 100 mIU/mL was considered negative, 100-200 borderline, and >200
positive. The performance of the specific SARS-CoV-2 IFN-y response was assessed
in both patients with and without a non-specific IFN-y response. The upper limit of
quantification achieved was 2500 mIU/mL.

IgG against SARS-CoV-2 trimeric spike and internal nucleocapsid proteins

IgG levels against TrimericS-1gG on day 1 were quantified using a LIAISON SARS-CoV-2
TrimericS IgG Kit (DiaSorin, Italy) on a LIAISON XL analyzer. Criteria are as follows: >33.8
binding antibody units (BAU)/mL was positive (quantitative). N-1gG levels against internal N
protein were measured using SARS-CoV-2 IgG assay (Abbott Laboratories, USA) on an
Alinity i system. Interpretation is as follows: relative light unit (RLU)/calibrator RLU ratio <
1.40 = negative, >1.40 = positive.

Characterization of SARS-CoV-2 variants

Confirmed SARS-CoV-2 PCR-positive NPS (Cobas 6800 System, Roche, Switzerland) were
characterized either by sequencing or by multiplex PCR according to availability of
resources. Genome sequencing was performed following the ARTIC amplicon sequenc-
ing protocol for MinlON version V3 as previously described (23). Some NPS were
characterized by a multiplex PCR (Novaplex SARSCoV2 Variants-VII Assay, Seegene,
Korea), which targeted specifically the RARP gene and E484A HV69/70del and N501Y
mutations, following the manufacturer’s protocol, in a CFX96 real-time thermocycler
(Bio-Rad, USA). The methodological details of the multiple PCR are described in the
supplemental section (Suppl_Methods).

Statistical analyses

Mann-Whitney-Wilcoxon or Student’s t-tests were used for group comparison in
continuous variables, according to the result of Shapiro Wilk’s contrast of normality. For
categorical variables, comparisons were performed using the x and Fisher’s exact tests
of 2 categories and dichotomous variables, respectively. The correlation between the
IFN-y responses and the levels of antibodies and biomarkers was assessed with Pearson’s
coefficient. We used multivariable adjusted Cox proportional hazard regression models
to assess the association of the SARS-CoV-2 IGRA results with mortality incorporating
covariates of interest. Receiver operating characteristics curves were used to select
the best cut-off for IFN-y concentration to predict mortality. Statistical analyses were
performed with R version 4.0.3 software (R Foundation for Statistical Computing).
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RESULTS
Study population

During the study period, 248 patients admitted to hospital met the criteria for inclusion
in the study. The SARS-CoV-2 variant was Omicron in 142 (57.3%) patients and Delta
in 106 (42.7%); in 155 (62.5%), it was confirmed by genome sequencing, in 74 (29.8%)
by multiplex PCR, and in 19 (7.7%) cases with high real-time reverse-transcription PCR
(RT-PCR) cycle threshold (Ct) values (235), it was assumed based on the prevalent variant
circulating in our Department of Health at the time of infection. A total of 172 (69.4%)
had a positive TrimericS-1gG antibody response. Patients’ characteristics on admission are
shown in Table 1.

Performance of the SARS-CoV-2 IFN-y release assay

The SARS-CoV-2 IGRA result was positive (>200 mIU/mL) in 125 (50.5%) patients. Patients
with positive SARS-CoV-2 IGRA results showed a differential clinical profile (Table 1).
Compared with patients with either negative or borderline results, those with positive
SARS-CoV-2 IGRA were younger, showed lower frequency of co-existing comorbidities,
lower median Charlson comorbidity index, lower frequency of WHO severity score >
4, and higher peripheral arterial oxygen saturation to inspired fraction of oxygen (Sp02/
FiO2) ratio on admission (Table S5).

The TrimericS-1gG and N-1gG positive responses were more frequent among SARS-
CoV-2 IGRA-positive patients, with no differences according to SARS-CoV-2 Ct values.
There was a mild correlation between the TrimericS-IgG and SARS-CoV-2 IGRA values,
with a p=0.17 (P < 0.001) (Fig. S1). This correlation did not achieve statistical signifi-
cance in the group of patients who died (p =0.017; P = 0.935). The QuantiFERON-TB
was positive in 3.6% of patients, indeterminate in 5.9% of patients (of them, 0.4%
had a positive SARS-CoV-2 IGRA mitogen result and 2.2% had a positive value for the
specific SARS-CoV-2-IGRA), and the QuantiFERON-TB mitogen test was positive in 94.1%
of patients tested, with no differences according to SARS-CoV-2 IGRA results. Patient
outcomes differed by SARS-CoV-2 IGRA status, with lower mortality at 28, 60 and 90 days
after hospital admission among SARS-CoV-2 IGRA-positive patients and a trend to lower
admission to the intensive care unit (ICU) (P=0.083) (Table 1).

Table 2 shows the results of the SARS-CoV-2 IGRA according to lymphocyte counts
and biomarker levels. Positive SARS-CoV-2 IGRA was associated with a higher number
of total peripheral lymphocyte, B cell, T cell, and CD4+ T cell counts and a trend to a
lower number of natural killer (NK) cells. Less than one-third of patients with T cells of
less than 200/pL showed positive SARS-CoV-2 IGRA results, and 91.4% of them showed
a negative result for the SARS-CoV-2 IGRA mitogen. Of the biomarkers measured, the
positive SARS-CoV-2 IGRA was associated with higher IL-6 levels and a trend to lower
ferritin levels on admission. There was a mild, negative correlation of the IFN-y response
with C-reactive protein and D-dimer (p = -0.11, P < 0.05 in both cases; Fig. S1)

Performance of the SARS-CoV-2 IGRA according to patients’ demographic and clinical
data is shown in Table S1. Results were consistent with those described above. There
were no differences in the SARS-CoV-2 IGRA results by SARS-CoV-2 variant. Patients who
died at all time points showed higher frequency of negative SARS-CoV-2 IGRA, and the
same trend was observed among patients admitted to the ICU.

A total of 181 (73%) patients were vaccinated. There were no significant differences in
the positivity of SARS-CoV-2 IGRA according to vaccination status or days since the last
vaccine dose. Vaccinated patients were older, had a higher Charlson comorbidity index
and higher burden of comorbidities, and showed a trend to higher frequency of positive
mitogen (Table S2).

In the analysis by SARS-CoV-2 variant, patients infected with Delta variants were
significantly younger and showed lower comorbidity burden, lower frequency of
vaccination, and higher number of days since symptom initiation (Table S3). When
positive and negative SARS-CoV-2 IGRA results were compared in patients with Omicron
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TABLE 1 Characteristics of persons admitted to the hospital with COVID-19 according to the presence of SARS-CoV-2 cellular response at hospital admission®

Characteristic Negative Positive SARS-CoV-2 IGRA  Borderline SARS-CoV-2 IGRA All Pvalue
SARS-CoV-2 IGRA (<100 mIU/mL)  (>200 mIU/mL) (100-200 mIU/mL)
No, % 95 (38.3) 125 (50.4) 28 (11.3) 248
Sex, male 54 (56.8) 64 (51.2) 16 (57.1) 134 (54.0) 0.672
Age,y 77 (58-85) 62 (49-79) 76 (63-83) 70 (52-83) 0.001
White, non-Hispanic 87 (91.6) 109 (87.2) 25 (89.3) 221 (89.1) 0.613
Charlson comorbidity index 4(2-7) 3(1-6) 4(3-7) 4(1-6) 0.078
Number of comorbidities? 2 (0-4) 1(0-3) 2.5(1-3) 2 (0-4) 0.056
Diabetes 27 (28.4) 27 (21.6) 6(21.4) 60 (24.2) 0.506
Congestive heart failure 8 (8.4) 14 (11.2) 5(17.9) 27 (10.9) 0.821
Coronary artery disease 15 (15.8) 12 (9.6) 3(10.7) 30(12.1) 0.411
Prior stroke 6(6.3) 12 (9.6) 2(7.1) 20 (8.1) 0.673
Peripheral arterial disease 5(5.3) 9(7.2) 1(3.6) 15 (6.0) 0.803
Pulmonary disease 21 (22.1) 25 (20.0) 7 (25.0) 53 (21.4) 0.775
Chronic kidney disease 20 (21.1) 16 (12.8) 6(21.4) 42 (16.9) 0.201
Malignant neoplasm 12 (12.6) 17 (13.6) 4(14.3) 33(13.3) 0.965
Immunosuppressive condition® 9 (9.5) 18 (14.4) 6(21.4) 33(13.3) 0.214
Prior COVID-19 infection 1(1.1) 5(4.0) 3(10.7) 9(3.6) 0.046
Vaccination status
Unvaccinated 28 (29.5) 33 (26.4) 6(21.4) 67 (27.0) 0.706
Vaccinated® 67 (70.5) 92 (73.6) 22 (78.6) 181 (73.0)
Days since last vaccine dose 119 (68-186) 95 (59-175) 110 (81-175) 100 (67-178)  0.252
Clinical presentation
Days from symptom onset to 5 (3-7) 6 (3-8) 5(2-7) 5(3-7) 0.632
admission
Sp02/Fi02 ratio at admission 343 (283-354) 354 (343-462) 346 (294-417) 350 (309-457) 0.001
WHO severity score 4(3.1-4.1) 4(3.0-4.0) 4(3.9-4.0) 4(3.1-4.1) 0.386
WHO severity score > 4 12 (12.6) 4(3.2) 2(7.1) 18 (7.3) 0.022
X-Ray bilateral lung infiltrates 44 (46.3) 62 (49.6) 12 (42.9) 118 (47.6) 0.568
Microbiological data
SARS-CoV-2 variant, Omicron 58 (61.1) 69 (55.2) 15 (53.6) 142 (57.3) 0.611
Lowest cycle threshold PCR 22 (17-26) 23 (19-28) 23 (19-29) 22 (18-29) 0.202
TrimericS-1gG, BAU/mL 143 (5-2535) 1090 (81-3650) 261 (6-2218) 581 (10-3278) 0.053
TrimericS-IgG, positive 56 (58.9) 99 (79.2) 17 (60.7) 172 (69.4) 0.003
TrimericS-1gG > 264 BAU/mL 45 (47.4) 82 (65.6) 14 (50.0) 141 (56.9) 0.019
N-IgG, positive 8(8.4) 23 (18.4) 3(10.7) 34(13.7) 0.095
SARS-CoV-2 IGRA, mIU/mL 10 (0.5-43) 635 (337-1752) 163 (139-173) 206 (26-636)  <0.001
SARS-CoV-2 IGRA, positive 0(0) 125 (100) 0(0) 125 (50.4) <0.001
Mitogen-SARS-CoV-2 IGRAY 12 (12.6) 44 (35.2) 6(21.4) 62 (25.0) <0.001
positive
Mitogen-QuantiferonTB, 77/84 (91.7) 105/110 (95.5) 25/26 (96.2) 207/220 (94.1) 0.692
positive (20.50 1U/mL)
QuantiferonTB, positive 3(3.5) 4(3.6) 1(3.7) 8(3.6) 1.000
Antivirals/immunomodulators
Remdesivir 79 (83.2) 98 (78.4) 24 (85.7) 201(81.0) 0.573
Monoclonal antibodies 4(4.2) 2(1.6) 0(0) 6(2.4) 0.399
Tocilizumab or baricitinib 59 (62.1) 85 (68.0) 19 (67.9) 163 (65.7) 0.656
Outcomes
Hospital stay, days 5(3.5-9) 5(3-7) 7 (4-8) 5(3-8) 0.171
ICU admission 7(7.4) 3(2.4) 2(7.1) 12 (4.8) 0.147
28-d mortality 15 (15.8) 5(4.0) 4(14.3) 24(9.7) 0.006
60-d mortality 19 (20.0) 10 (8.0) 5(17.9) 34(13.7) 0.025
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TABLE 1 Characteristics of persons admitted to the hospital with COVID-19 according to the presence of SARS-CoV-2 cellular response at hospital admission®
(Continued)

Characteristic Negative Positive SARS-CoV-2 IGRA  Borderline SARS-CoV-2 IGRA All Pvalue
SARS-CoV-2 IGRA (<100 mIU/mL)  (>200 mIU/mL) (100-200 mIU/mL)
90-d mortality 21(22.1) 10 (8.0) 5(17.9) 36 (14.5) 0.009

9This category included the following underlying medical conditions: diabetes mellitus, chronic cardiac disease, chronic kidney disease, chronic liver disease, chronic
neurologic disease, chronic pulmonary disease, malignancies, and immunosuppressive conditions.

bThis category included HIV, solid or bone marrow transplant, active hematologic malignancy, receiving immunosuppression, or active chemotherapy.

<Of 181 vaccinated patients, 103 (57%) were fully vaccinated and 78 (43%) had received a booster dose.

9A positive result was defined according to the manufacturer as follows: IFN-y(mitogen) - IFN-y(blank) > 400 mIU/mL. Data are presented as no. (%) unless otherwise
indicated. IGRA, SARS-CoV-2 interferon gamma release assay; SpO2/FiO2 ratio, oxygen saturation to fraction of inspired oxygen ratio; TrimericS-IgG, immunoglobulin G
antibody serum levels against the trimeric spike protein; BAU, binding antibody units; ICU, intensive care unit.

eContinuous variables are expressed as median (interquartile range). Categorical variables are expressed as number (percentage).

and Delta variants separately, the patterns were similar to those observed in the entire
cohort (Table 3). Among patients infected with the Delta variant, individuals with a
negative SARS-CoV-2 IGRA result showed a 28-day mortality rate that was twice as high
as those with a positive result (13.5% vs. 5.4%), but the disparity was not statistically
significant.

TABLE 2 Lymphocyte counts and biomarker levels on admission?

Characteristic Negative SARS-CoV-2 IGRA  Positive SARS-CoV-2 IGRA  Borderline SARS-CoV-2 IGRA  All Pvalue
(<100 mIU/mL) (>200 mIU/mL) (100-200 mIU/mL)
Peripheral lymphocyte 606 (419-951) 795 (498-1,070) 763 (544-957) 694 (461-1,013) 0.048

count, cells/pL
Peripheral lymphocyte
count, categories,

cells/pL
<100 1(1.1) 1(0.8) 0(0.0) 2(0.8)
100-199 2(2.1) 4(3.3) 0(0.0) 6 (2.5)
200-500 35(37.2) 27 (22.0) 5(19.2) 67 (27.6) 0.161
>500 56 (59.6) 91 (74.0) 21(80.8) 168 (69.1)
Tcell count, cells/ul 367 (224-566) 468 (314-739) 503 (406-598) 435 (281-660)  0.013
T cell count, category,
cells/pL
<100 3(3.2) 2(1.6) 0(0.0) 5(2.1)
100-199 19(20.2) 9(7.3) 2(7.7) 30 (12.3)
200-500 40 (42.6) 54 (43.9) 11 (42.3) 105 (43.2) 0.081
>500 32 (34.0) 58 (47.2) 13 (50.0) 103 (42.4)
CD4+ T cell count, 193 (110-327) 277 (153-414) 342 (272-373) 240 (146-376)  0.003
cells/pL
CD4+T cell count,
category, cells/pL
<100 19(20.2) 16 (13.0) 2(7.7) 37(15.2)
100-199 29 (30.9) 30 (24.4) 2(7.7) 61(25.1)
200-500 34 (36.2) 54 (43.9) 20 (76.9) 108 (44.4) 0.012
>500 12 (12.8) 23 (18.7) 2(7.7) 37 (15.2
CD4+/CD8 lymphocyte 1.4 (0.9-2.3) 1.6 (1.0-2.4) 2.0 (1.3-2.8) 1.6 (1.0-2.4) 0.102
rauo
B cell count, cells/pL 54 (23-89) 65 (38-126) 58 (36-103) 60 (28-113) 0.033
NK lymphocytes/uL 23 (14-34) 19 (12-29) 21 (14-30) 20 (13-31) 0.076
Interleukin-6, pg/mL 29 (6-131) 41 (16-134) 80 (42-280) 42 (12-139) 0.026
C-Reactive protein, 49 (23-103) 53 (24-88) 47 (29-104) 50 (24-97) 0.930
mg/L
D-Dimer, pg/mL 0.8 (0.4-2.3) 0.7 (0.4-1.1) 0.7 (0.5-1) 0.7 (0.4-1.4) 0.316
Ferritin, ng/mL 248 (104-519) 199 (100-441) 431 (167-609) 231 (108-503) 0.075
aContinuous variables are expressed as median (interquartile range). Categorical variables are expressed as number (percentage).
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TABLE 3 Characteristics of persons admitted to the hospital with the Omicron or Delta variant, according to the presence of SARS-CoV-2 cellular response at

hospital admission?

Delta Omicron
Characteristics Negative SARS-CoV-2 Positive SARS-CoV-2 PValue Negative SARS-CoV-2 Positive SARS-CoV-2 P Value
IGRA IGRA IGRA IGRA
n (%) 50 (47.2) 56 (52.8) 73 (51.4) 69 (48.6)
Sex, male 37 (74.0) 24 (42.9) 0.002  33(45.2) 40 (58.0) 0.135
Age,y 67 (55-80) 56 (49-72) 0.006 81 (60-86) 73 (51-83) 0.014
Charlson comorbidity index 3(1-7) 2(1-3) 0.036 5(3-7) 5(1-7) 0.622
Number of comorbidities® 1(0-4) 0.5(0-2) 0.011  2(1-4) 2 (0-4) 0.714
Diabetes 16 (32.0) 8(14.3) 0.037  17(23.3) 19 (27.5) 0.570
Congestive heart failure 3(6.0) 4(7.1) 1.000 10(13.7) 10 (14.5) 1.000
Coronary artery disease 6(12.0) 3(5.4) 0.301 12 (16.4) 9(13.0) 0.640
Prior stroke 3(6.0) 2(3.6) 0.665 5(6.8) 10 (14.5) 0.176
Peripheral arterial disease 3(6.0) 1(1.8) 0.341 3(4.1) 8(11.6) 0.122
Pulmonary disease 7 (14.0) 9(16.1) 0.793  21(28.8) 16 (23.2) 0.567
Chronic kidney disease 10 (20.0) 4(7.1) 0.082 16(21.9) 12 (17.4) 0.533
Malignant neoplasm 5(10.0) 5(8.9) 1.000 11 (15.1) 12 (17.4) 0.821
Immunosuppressive condition® 3(6.0) 5(8.9) 0.720 2(1-4) (0-4) 0.714
Prior COVID-19 infection 3(6.0) 0 3(6.00 1(1.4) 5(7.2) 0.109
Vaccination status
Days since last vaccine dose 129 (80-180) 128 (62-180) 0.697 104 (73-188) 84 (56-157) 0.084
Unvaccinated 12 (24.0) 16 (28.6) 0.662 22 (30.1) 17 (24.6) 0.573
Fully vaccinated 38 (76.0) 40 (71.4) 51 (69.9) 52 (75.4)
Clinical presentation
Days from symptom onset 6 (5-7) 6 (4-7) 0.923 4(2-7) 4(2-8) 0.363
admission
Sp02/Fi02 ratio at admission 346 (301-450) 350 (327-462) 0.119 343 (274-408) 354 (343-462) 0.003
WHO severity score > 4 8(16.0) 2(3.6) 0.044 6(8.2) 2(2.9) 0.276
X-Ray bilateral lung infiltrates 25 (50.0) 33 (58.9) 0.110  31(42.5) 29 (42.0) 0.926
Microbiological data
Lowest cycle threshold PCR 23 (18-30) 25 (21-29) 0.565 20 (17-27) 21 (18-28) 0.159
TrimericS-1gG, BAU/mL 196 (10-5495) 515 (85-4140) 0.521 143 (5-1800) 1470 (57-2920) 0.006
TrimericS-1gG, positive 32 (64.0) 46 (82.1) 0.047 41 (56.2) 53 (76.8) 0.013
TrimericS-lgG > 264 BAU/mL 24 (48.0) 34 (60.7) 0.242  35(47.9) 48 (69.6) 0.011
N-IgG, positive 6(12.0) 11 (19.6) 0.305 5(6.8) 12 (17.4) 0.070
SARS-CoV-2 IGRA, mIU/mL 45 (12-113) 863 (343-1838) <0.001 11 (0.5-63) 575 (337-1400) <0.001
Mitogen-SARS-CoV-2 IGRA,¢ 3(6.0) 20 (35.7) <0.001 15(20.5) 24 (34.8) 0.063
positive
Laboratory values
Interleukin-6, pg/mL 60 (12-147) 42 (24-116) 0.985 30 (6-140) 36 (11-143) 0.668
C-Reactive protein, mg/L 64 (29-99) 60 (32-98) 0.927  39(19-104) 40 (21-75) 0.628
D-Dimer, pg/mL 0.7 (0.5-1.1) 0.6 (0.4-1.0) 0.169 0.9 (0.4-2.2) 0.8 (0.5-1.4) 0.547
Ferritin, ng/mL 418 (229-598) 293 (154-535) 0.262 173 (91-529) 164 (80-321) 0.263
Peripheral lymphocyte count, 644 (424-940) 823 (519-1212) 0.056 633 (457-962) 708 (492-978) 0.470
cells/pL
B cell count, cells/pL 57 (29-109) 64 (36-110) 0.679 49 (19-85) 69 (40-133) 0.005
T cell count, cells/pL 370 (254-567) 562 (329-830) 0.024 440 (261-574) 425 (314-709) 0.444
CD4+ T cell count, cells/pL 206 (99-357) 326 (157-473) 0.003 231 (149-369) 214 (151-371) 0.861
CD4+/CD8 lymphocyte ratio 1.1(0.7-2.2) 1.6 (1.0-2.4) 0.143  1.9(1.1-2.4) 1.8 (1.2-2.3) 0.788
Antivirals/immunomodulators
Remdesivir 43 (86.0) 43 (76.8) 0.320 60(82.2) 55 (79.7) 0.831
Monoclonal antibodies 0 1(1.8) 1.000 4(5.5) 1(1.4) 0.230
Tocilizumab or baricitinib 40 (80.0) 44 (78.6) 1.0 38 (52.1) 41 (59.4) 0.402
(Continued on next page)
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TABLE 3 Characteristics of persons admitted to the hospital with the Omicron or Delta variant, according to the presence of SARS-CoV-2 cellular response at
hospital admission? (Continued)

Delta Omicron
Characteristics Negative SARS-CoV-2 Positive SARS-CoV-2 PValue Negative SARS-CoV-2 Positive SARS-CoV-2 P Value
IGRA IGRA IGRA IGRA

Outcomes
Hospital stay 5(3-7) 4(3-7) 0.594  6(4-10) 5(3-7) 0.115
28-d mortality 5(13.5) 3(5.4) 0.370  13(17.8) 2(2.9) 0.005
60-d mortality 6(16.2) 4(7.1) 0.358  17(23.3) 6(8.7) 0.023
90-d mortality 6(16.2) 4(7.1) 0.358 19 (26.0) 6(8.7) 0.008

aThis category included the following underlying medical conditions: diabetes mellitus, chronic cardiac disease, chronic kidney disease, chronic liver disease, chronic
neurologic disease, chronic pulmonary disease, malignancies, and immunosuppressive conditions.

bThis category included HIV, solid or bone marrow transplant, active hematologic malignancy, receiving immunosuppression, or active chemotherapy.

<A positive result was defined according to the manufacturer as follows: IFN-y(mitogen) - IFN-y(blank) > 400 mIU/mL. Data are presented as no. (%) unless otherwise
indicated. IGRA, SARS-CoV-2 interferon gamma release assay; SpO2/FiO2 ratio, oxygen saturation to fraction of inspired oxygen ratio; TrimericS-IgG, immunoglobulin G
antibody serum levels against the trimeric spike protein; BAU, binding antibody units; ICU, intensive care unit.

dContinuous variables are expressed as median (interquartile range). Categorical variables are expressed as number (percentage).

Borderline SARS-CoV-2 IFN-y release assay results

A total of 28 (11.3%) patients showed borderline (100-200 mIU/mL) SARS-CoV-2 IGRA
results. They shared several similarities with SARS-CoV-2 IGRA-negative patients in
demographic characteristics, comorbidity burden, and TrimericS-IgG and N-1gG antibody
responses, although they exhibited higher T cell and CD4+ T cell counts, higher ferritin
and IL-6 levels, with the latter showing the highest numerical values observed among
the groups, and higher frequency of prior COVID-19 (Table 1). The frequency rates of ICU
admission and mortality at 28, 60, and 90 days were also similar to those of SARS-CoV-2
IGRA-negative patients.

Mitogen (non-specific) IFN-y responses

Of 125 SARS-CoV-2 IGRA-positive patients, 44 (35.2%) had concomitant positive
mitogen-induced IFN-y response. These patients showed a lower WHO severity score,
higher initial SpO2/Fi02, higher frequency of vaccination, and higher number of total,
T, and CD4+ T lymphocytes than those with only SARS-CoV-2-specific IFN-y responses
(Table 4). The characteristics of the 81 (64.8%) SARS-CoV-2 IGRA-positive patients with
indeterminate mitogen-induced response were compared with those of patients with
negative SARS-CoV-2 IGRA. They exhibited numerous similarities to the overall group
of SARS-CoV-2 IGRA-positive patients in terms of demographics, comorbidities, severity
criteria upon admission, and TrimericS-1gG and N-IgG antibody responses. They also
showed lower mortality at all time points (Table 4). Comparison of patients with positive
SARS-CoV-2 IGRA and either specific or non-specific IFN-y responses, with patients
with negative SARS-CoV-2 IGRA, showed similar results (Table 4). A second sample for
SARS-CoV2 IGRA was obtained from 53 patients during follow-up [median Q1-Q3, 54
(48-57) days]. Of 41 (77.3%) patients with indeterminate initial mitogen response, 36
(87.8%) switched to positive response, and of 23 with initial negative specific response,
13 (57%) changed to positive response.

Accuracy of the SARS-CoV-2 IFN-y release assay to predict patient outcomes

A total of 24 (9.7%) patients died within 28 days after hospital admission. Patients’
characteristics according to disease outcomes are shown in Table S4. Mortality was
associated with older age, higher comorbidity burden, higher disease severity, lower
frequency of therapy with remdesivir, and higher levels of all biomarkers. In a Cox
model adjusted for age, comorbidity burden, WHO severity score, positive TrimericS-1gG,
lymphocyte counts, and remdesivir therapy, the negative SARS-CoV-2 IGRA was an
independent predictor of mortality. Additionally, the comorbidity burden and a WHO
severity score > 4 were also identified as independent predictors of mortality (Table 5).
The sensitivity rate of a negative SARS-CoV-2 IGRA result to predict mortality was 63%
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TABLE 4 Characteristscs of persons hospitalized with COVID-19 with SA4RS-Cov-2 1GRA-positive and concomitant positive mitegen-S4RS-Cov-1 IGRA!

Characteristic S-16RA [+] &' M-TGRA [¢] S-16RA [+] & N-IGRA [-) o S-1GRA (-] " ¥
% 44(31.7) 21 (46.0) 55 {68.3)
Sex, male 20 [45.5) 44 (54.3) 0.356 54(56.8) 0273 0.763
Age &2 [45-79) &7 [50-79) 0.524 77 (58-85) Dot 0.0
Charlsen comerbidity mdex 2 (1-8) 2(1-6) 0.697 4(2-7) 0.243 0.032
Humber of comorbidities” 1/(0-4) 110-3) 0.910 z(0-4) 0.158 0.111
Diabetes 11 (25.0) 16 (15.8) 0.503 27 {28.4) 0.838 0.21%
Congestive heart fatlure 5(11.4) F(11.1) 1.000 &(8.4) 0.54% 0.614
Coronary artery disease 5(11.4) 7 i8.6) 0.752 15{15.8) 0,508 0.178
Prior stroks &{13.8) &(T.4) 0.342 &(8.3) D155 0.775
Peripheral arterial disease 2(4.5) TiB.6) 0.431 5(5.3) 1.000 0.38%
Fulmanary disease Ti15.9) 18 (22.27) D0.438 1 (22.1) D456 1.000
Chranic kidney disease +(9.1) 12 [14.8) 0.418 Z0{z21.1) D096 0.330
Malignant necplasm 5{11.4) 12 (14.8) 0.786 12 (12.6) 1.000 0.826
Immunosuppressive condition” 5(13.8) 12 (14.8) 0.550 5(5.5) 0.558 0.352
PFrior COVID-19 infection 1(2.3) 414.5) 0.656 1(1.1) 0.534 0.182
Waccination status
Days since last vaccing dose 83 [54-157) 3% [84-175) 0.317 117 [65-186) D.14% 0.496
Unvaccinated &1(13.8) 27 (33.3) 0.047 78 (25.5) D056 0.626
Clintcal presentation
Days from symptom cnsst admissian 5{2-7} &13-B) 0.135 5(3-7) D545 0.174
SpO2FI0D ratin at admission 457 [350-487) 350 (323-457) 0.005 343 (275413} 0,001 0.036
WHO saverity score » 4 1{2.3) 3(3.7) 0.038 12{12.8) D001 0.323
¥-Ray bilateral lung infilirates 16 [36.4) 46 (54.8) 0.220 444263 0.374 0.115
Microbiclogical data
SARS-Cov-2 variant, Gmicron 74 [54.5) 45 (55.6) 1.000 58 (61.1) D.57E 0.540
Lowast cyele threshold PCR 73 [18-28) 24 [19-30) 0.138 72 (17-26) D262 0.100
Trimerics-gG, BAL/ML 1420 (334-4723) 508 (15-2500) 0.087 143 [4.8-2535) D.00E 0.152
Trimerict-gG, positive 35 (85.6) 50(74.1) 0.067 55 (56.5) 0,001 0.035
Trimeric-1g6 = 264 BAL/ML 33 (75.0) 4% [50.5) 0.007 45 (47.4) 0.003 0.096
N-Ig, pasitive 415.1) 15 23.5) 0.055 &(8.4) 1.000 0.007
SARS-CoV-2 IGRA, miU/mL 1265 (551-2500) 521 [310-1334) <0.001 10{0.5-43) <0001 0,001
Laboratory valuss
Intarleukin-g, pgrmL 45 [16-177) 37 (16-106) 0.330 79 (6-131) D115 0.250
C-Reactive protein, masL 48 [27-74) 54 [26-57] 0.220 43 (23-103) 0252 0.828
D-Dimer, pgimL 0.5 {0.3-1.0) 0.4 (0.5-1.2) 0.012 0.8 {042 3) D04 0.850
Ferritin, ngsmi 175 (37-244) 275 [117-545) 0.00% 48 (104-515) 0073 0.595
Peripheral lymphocyte count, cellsipl 835 (6E5-1508) T2 (420-380) 0.008 506 [415-951) <0001 0.414
B cell count, cells/pl 77 [41-147) &4 (37-120) 0.256 £4(23-85) 0.010 0.052
[Continued an next page)
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&  TABLE4 Charzctertstscs of persons haspitalized with COVID-19 with SARS-Cov-2 1GRA-posttive znd concomitant positrve mitogen-SARS-Cov-2 1GRAT (Continued)

; Characteristic S-TERA [+] &7 N-T6RA [+] S-IGRA [+) & H-IGRA (-] 3 5-16RE [} ¥ [

E T cell count, cells/uL £34 (425-1058) 405 (270-5%1) 0.0 367 (224-566) 0.0 0.26%

E Coa+ Tocell count, cellsrpL 371 [192-624) 211 [145-355) 0.001 153 (110-327) 0.0 0.206

7 CD4=/C08 hymphocyte ratio 1.0(1.3-2.5) 1.5(1.0-2.2) 0.100 1.4[0.9-2.3) 0,051 0.51%

E Antiviral fimmunomodulator

- Remdesiir 35 (79.5) 63 (77.8] 0.664 79 (83.2) 0639 D444

g manoclonal antibodies 43 (57.7) 11.3) 0.578 31 (55.8) 1.000 0.376

E Tocilizumabs or bariciting 15 (34.1) 75 (30.9} 0.630 36 (37.9) 0.709 0.345

= utcomes

g 28-d martality 1(2.3) 4(4.3) 0.656 15 [15.8) 0.021 0.027

o 60-d martality 4(3.1) & (7.4) 0.740 1% (20.0) 0142 0.018
90-d martality 4(3.1) 6(7.4) 0.740 21 (22.1) 0.055 0.011

P for the com parison of pesitive mitogen and negative mitogen results among SARS-CoV-2 IGRA-(+) patients.

"P for the com parison of IGRAJ+) & mitogeaf+] patients with IGRAT-} patients.
P for the comparten ol IGRA[+] B mitogeni- | patieats with IGRA|- | patients.

“This eategary included the fallowing waderlying medical condilions: diabetes mellitus, cheoale cardine disease, chreale kidney disease, chronic Liver disense, chronic neurologie disease, chroni ulmanary disease, malignancies,

Aand immunesuppressive conditions.

“Thit categary included HIV, solid or bone maresw transplant, active hematologic malignancy, receiving in munosuppression, or active chemotherapy.

' positive result was defined according the manufacturer as fallows: IFN-y(mitagen) - IFN-pblank) = 400 mUl/mL. Data are presented as no. (%) unless atherwise ndicated. IGRA, interferon gamma release sy, 516
SARE-CoN- IGRA; M-IGRA, non-specific (mitogen| IGRA response; SpO/FiO2 ratio, axygen saturation-fraction of inspired axygen ratio; TrimerieS- g5, mmunaglobulin G antibody serum Levels sgainst the trimeric saike protein;

Ball, binding antibody umits; ICU, intenshoe care unit,

“Contivuous variables are sxpressed 4o median {fterquartile range). Categorical variables are sxpressed as aum ber jpercentage).
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TABLE 5 Adjusted Cox model of predictors of 28-day mortality in persons admitted to the hospital with COVID-19¢

Variable Unadjusted HR (95% CI) Unadjusted P Adjusted HR (95% CI) Adjusted P
Age >64y 9.51 (2.24-40.43) P=0.002 1.99 (0.43-9.29) 0.381
Charlson comorbidity index 1.32 (1.18-1.48) P <0.001 1.42 (1.18-1.69) <0.001
WHO severity score > 4 4.02 (1.50-10.78) P=0.006 3.34 (1.14-9.74) 0.028
Positive SARS-CoV-2 IGRA 0.24 (0.09-0.65) P=0.005 0.24 (0.08-0.75) 0.009
Borderline SARS-CoV-2 IGRA 0.88 (0.29-2.65) P=0.817 1.04 (0.33-3.28) 0.946
Positive TrimericS-1gG 4.02 (1.50-10.78) P=0.006 0.47 (0.18-1.22) 0.122
Peripheral lymphocyte count (log 10), cells/pL 0.45 (0.18-1.14) P=0.093 0.92 (0.35-2.38) 0.857
Remdesivir 0.36 (0.16-0.83) P=0.016 0.41 (0.17-0.97) 0.053

aHR, hazard ratio; Cl, confidence interval.

[95% confidence interval (Cl) 57-69], specificity 54% (95% Cl 48-60), positive predictive
value (PPV) 16% (95% CI 11-21), and negative predictive value (NPV) 96% (95% CI 93-
98). Using a receiver operating characteristics (ROC) curve, an IFN-y cut-off value of 150
mlU/mL had a 79% (95% Cl 61-93) sensitivity, 61% (95% Cl 55-68) specificity, 18% (95%
Cl 15-22) PPV, 96% (95% Cl 93-98) NPV, and area under the curve (AUC) of 70% to predict
mortality (Fig. S2).

DISCUSSION

Using a specific standardized SARS-CoV-2 IGRA, our study reveals a substantial propor-
tion of negative results upon admission among patients hospitalized for COVID-19
during the vaccination era. Older age, greater comorbidity burden, increased disease
severity, lower total and T lymphocyte counts, and absence of prior infection were
associated with a higher frequency of negative SARS-CoV-2 IGRA results. However,
vaccination status did not impact the likelihood of negative IGRA outcomes. Neither
the mitogen results nor the presence of SARS-CoV-2 Omicron or Delta variant affected
the performance of the test. Initial negative SARS-CoV-2 IFN-y response was predictive of
increased mortality.

To assess the role of T cells to provide protection and limit disease severity in
SARS-CoV-2 infection, the magnitude and timing of the immune response should be
analyzed in individuals with acute disease. The novelty of this study lies in the evalua-
tion of the overall performance of a standardized SARS-CoV-2 IGRA in a non-selected
cohort of vaccinated and unvaccinated patients with severe COVID-19 upon hospital
admission, potentially enabling tailored patient management based on the results.
The commercial SARS-CoV-2 IGRA utilized in this study has previously demonstrated
simplicity and reliability in quantifying T cell response (17), offering the advantage
of easy implementation and potential applicability to a large number of samples.
Our findings revealed a high frequency of negative SARS-CoV-2 IGRA results in hospi-
talized COVID-19 patients, which significantly influenced patient outcomes. Negative
SARS-CoV-2 IGRA was frequent among patients with older age and higher comorbidity
burden, consistent with the reduced T cell responses reported in both scenarios (24, 25).
Aging has been associated with waning T cell immune competence, at the level of both
the T cell population and its functionality (23). Unexpectedly, there were no differences in
the SARS-CoV-2 IGRA results by vaccination status, with half of the vaccinated patients
showing negative results. Vaccinated patients were older and had a higher burden of
comorbidity. While no specific comorbidity was associated with negative SARS-CoV-2
IGRA results, the accumulation of comorbidities predicted lower IFN-y release. Our
results are in agreement with the reduced and gradually lower CD4+ spike-specific T
cell responses after vaccination reported with higher prevalence of comorbidities and
older age (26). Current vaccination strategies may therefore be insufficient to induce
a protective cellular immune response to avoid severe COVID-19 in specific groups of
patients, in whom alternative preventive measures such as vaccines designed to induce T
cell immunity (27) in addition to anticipated therapy may be considered. We did not
find differences in the proportion of negative IGRA results in the 33 immunosuppressed
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patients included in our cohort, to which different factors including the sample size and
the definition of immunosuppression might have accounted for.

Negative SARS-CoV-2 IGRA results were associated with increased disease severity,
higher peripheral lymphocytopenia, and decreased T cell and CD4+ T cell counts.
Lymphocytopenia is a hallmark of severe disease in patients with COVID-19 (28),
primarily involving T cells, both CD4+ and CD8+ lymphocytes (6, 23, 29, 30), which
may account for the lower IFN-y levels detected (23, 30). Reduced peripheral lymphocyte
counts and, less frequently, decreased CD4+ counts have been linked to false-negative
IGRA results in patients with tuberculosis (31) and indeterminate QuantiFERON-TB Gold
Plus assay results in COVID-19 patients (32). While false-negative SARS-CoV-2 IGRA results
have not been reported in severe COVID-19 patients, a shift from negative to positive
IFN-y response was observed as the infection resolved and lymphocyte count recovered
in a subset of patients with follow-up samples, similar to findings with the QuantiFERON- TB
Gold Plus test (33). Importantly, these initial negative results were predictive of poorer
outcomes. Patients with negative SARS-CoV-2 IGRA also showed lower B cell counts,
reflecting a generalized blunted lymphocyte response associated with acute infection.
However, 60% of them had detectable S-IgG antibody levels, which supports the greater
impact of acute SARS-CoV-2 infection on T cell than B cell responses. Actually, changes
in B cells and NK cells in patients with severe disease have been reported to be much
less pronounced than those observed with T cells, as well as considerable inter-individual
variation in B cell numbers despite lymphopenia (23, 29, 30, 34).

SARS-CoV-2 IGRA results were found to be associated with patient outcomes, as
we have seen in a preliminary analysis conducted in the vaccinated patient group (9).
SARS-CoV-2 IGRA-negative persons exhibited higher mortality rates, irrespective of age,
comorbidity burden, initial severity, and the antibody response. Interferon-y plays a
critical role in early macrophage activation, leading to the phagocytosis and clearance
of SARS-CoV-2 (35). Accordingly, an inadequate early T cell response in patients with
established infection contributes to SARS-CoV-2 persistence and disease progression (8). We
identified a threshold for the protective effect of the SARS-CoV-2 IGRA. Although the
area under the curve was suboptimal, an IFN-y result above 150 mlU/mL showed a high
negative predictive value against mortality. The SARS-CoV-2 IGRA results at hospital
admission provide clinicians with valuable information regarding patients’ prognosis and
may assist in guiding decisions about the timing and intensity of anti-COVID therapy or
duration of hospitalization.

Despite the younger age and lower comorbidity burden of patients infected with
the Delta variant, the performance of SARS-CoV-2 IGRA was similar to that observed in
patients infected with the Omicron variant and the entire cohort. In patients infected
with the Delta variant, the differences in mortality rates between positive and negative
SARS-CoV-2 IGRA results did not reach statistical significance. However, the proportion of
deaths in the SARS-CoV-2 IGRA-negative group was twice as high as that in the positive
group, and the number of deaths was lower compared with that of the Omicron variant.
While results regarding the performance of SARS-CoV-2 IGRA cannot be extrapolated
to other variants, our data align with the low impact of SARS-CoV-2 variants on T cell
responses in infected or vaccinated individuals (36).

In our cohort, there was a relatively low percentage of individuals with a history
of confirmed COVID-19. However, this percentage increased fourfold when considering
patients who displayed an immune response indicative of prior infection (i.e., positive
N-1gG titers). This finding suggests a high proportion of asymptomatic infections among
the patients. Previous infection and N-IgG antibodies were more frequent among
patients with positive SARS-CoV-2 IGRA results, which suggests that some patients had
hybrid immunity induced from previous infection and vaccination. Hybrid immunity has
been shown to confer sustained protection against hospital admission or severe disease
in infections with the Omicron variant (37), and the mechanism underpinning such
protective effect could be the T cell immune response. Remarkably, half of non-vacci-
nated patients showed a positive SARS-CoV-2 IGRA; of them, one-third had positive
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TrimericS-1gG antibodies or N-IgG antibodies, which suggests previous infection as the
subjacent reason for T cell immunity against SARS-CoV-2. Early cellular immune response
developed against acute SARS-CoV-2 infection might have also been involved in the
positive T cell responses observed in the rest of the unvaccinated SARS-CoV-2 IGRA-pos-
itive patients with negative antibody response. Early cytotoxic CD8+ T cell responses
have been observed within 7 days after acute infection and correlated with effective
viral clearance and favorable disease outcomes (1, 38). The significantly younger age
and lower comorbidity burden of the SARS-CoV-2 IGRA-positive patients might have
contributed to a higher frequency of early T cell responses to acute SARS-CoV-2 infection
within this group. Finally, a waned antibody response that quickly boosts after reinfec-
tion or cross-reactivity with previously infected seasonal coronaviruses (39) could also
explain the findings.

Among the SARS-CoV-2 IGRA-positive patients, only one-third showed concomitant
non-specific IFN-y mitogen-stimulated response. The impaired response of the positive
control tube (mitogen) to phytohemagglutinin, a non-specific lymphocyte activator, has
been correlated with T lymphocyte reduction in the peripheral blood of severely ill
patients (32). Accordingly, we observed a significantly lower number of total, T, and CD4
lymphocytes among SARS-CoV-2 IGRA-positive patients with indeterminate mitogen
results than in those with positive mitogen. Moreover, the majority of a subgroup of
patients with initial negative mitogen results switched to positive after a median of 50
days. Although the interpretation of the positive specific SARS-CoV-2 INF-y response
in the absence of concomitant positive mitogen results is undefined, COVID-19 has
been associated with unchanged percentages of positive QuantiFERON-TB despite an
increased frequency of low/very low IFN-gamma responses to mitogen (40). This might
suggest that SARS-CoV-2 infection would induce a greater impairment in the responses
of unstimulated T cells than of viral-stimulated T cells. Interestingly, positive SARS-CoV-2
IGRA patients either with or without mitogen response in our study showed a similar
clinical profile when compared with IGRA-negative patients. In both cases, the positive
IGRA was associated with younger age, lower comorbidity burden, and lower initial
severity. Moreover, mortality was also lower in both groups compared with IGRA-nega-
tive patients. According to our results, the performance of the specific SARS-CoV-2 T
cell response in patients with severe COVID-19 would not be influenced by the non-
specific response of the unstimulated T cells. Remarkably, despite the low frequency of
positive mitogen results of the SARS-CoV-2 IGRA, the majority of patients in the cohort
showed positive QuantiFERON-TB mitogen. This inconsistency between both mitogen
tests may also suggest excessively stringent criteria to define mitogen positivity with the
SARS-CoV-2 assays, which could contribute to explain the discrepancy with the results of the
specific SARS-CoV-2 IFN-y responses. Alternatively, the disparity in responses might be
explained by the superior sensitivity of the chemiluminescence immunoassay (CLIA)
technique used for the quantification of QuantiFERON-TB in comparison to the ELISA
method employed in SARS-CoV-2 IGRA (41).

Patients with intermediate/borderline SARS-CoV-2 IGRA results showed several
similarities with those with negative SARS-CoV-2 IGRA in demographic characteristics
and comorbidity burden, as well as similar lower levels of S-1gG and N-IgG antibodies
compared with SARS-CoV-2 IGRA-positive patients. They also exhibited poorer outcomes
that were comparable to those of patients with negative SARS-CoV-2 IGRA, including
higher frequency of ICU admission and death. Interestingly, the borderline SARS-CoV-2
IGRA group had higher frequency of previous SARS-CoV-2 infection and, although
non-significant, of vaccination, and higher T cell and CD4+ T cell counts, but an
intermediate frequency of mitogen positivity between SARS-CoV-2 IGRA-positive and
SARS-CoV-2 IGRA-negative patients. These findings suggest an impaired T cell response
involving not only quantitative but also qualitative abnormalities in the non-positive
SARS-CoV-2 IGRA responses. Both the quantity and quality of T cell responses have been
linked with disease severity (1, 7, 23, 42). Aging has been associated with altered T cell
functionality, including blunted T cell receptor signaling, weakened type | IFN response,
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or a decline in T cell responsiveness to cytokines (23). This borderline IGRA group
may be integrated by patients in whom aging and comorbidity were associated with
a predominance of qualitatively over quantitatively impaired T cell immune responses,
which would also involve a worse prognosis. This impaired T cell functionality might have
induced an imbalanced production of mediators/cytokines with a pro-inflammatory
profile, contributing to explain the higher levels of IL-6 and ferritin on admission in
this group. Our results suggest that borderline results under 150 mIU/mL should be
considered as negative.

The sample size of the study did not allow the evaluation of the SARS-CoV-2 IGRA in
unvaccinated patients separately, since they represented a low fraction of the popula-
tion, and this may be a limitation of the study. We only characterized the test in patients
with Omicron and Delta variants, and the performance may not be generalizable to
other SARS-CoV-2 variants. Sequential samples were not obtained during hospital stay
to analyze changes in the SARS-CoV-2 IGRA results according to disease progression or
regression. Further research is needed to confirm the reliability of the SARS-CoV-2-posi-
tive results in patients with indeterminate mitogen T cell responses. Strengths are the
real-life cohort included in the study, the great number of patients with diverse clinical
characteristics and representative of the overall population requiring hospital admission,
and the evaluation of the test with different thresholds and types of T cell responses and in
more than one confirmed genetic variant.

In conclusion, a specific SARS-CoV-2 IGRA performed during the acute phase of
COVID-19 in hospitalized patients revealed a significant proportion of negative results,
even among vaccinated individuals. The assay did properly classify patients according
to disease severity and prognosis, and testing performance was not influenced by the
mitogen results or the Omicron vs. Delta variant. An IFN-y cut-off > 150 mIU/mL showed
a high negative predictive value against mortality. The SARS-CoV-2 IGRA in patients
hospitalized for COVID-19 may be a useful tool to assess T cell immunity and adopt
targeted therapeutic and preventive measures.
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Table S1. SARS-CoV-2 interferon-y release assay results according to patients’ characteristics at hospital
admission with COVID-19.

0,
! Median (Q1- PN (%) N (%)
- A Q3) SARS-CoV-2 ositive Positive
Characteristic P SARS-CoV-2 P )
N (%) IGRA value IGRA (>200 Mitogen-
(mIU/mL) IGRA
miU/mL)
N 248 206 (26-636) 125 (50.4) 62 (25.0)
Sex, Male 134 (54.0) 185 (24-585) 64 (47.8) 27 (20.1)
0.674 0.376 0.077
Female 114 (46.0) 249 (30-714) 61 (53.5) 35(30.7)
Age, <65y 114 (46.0) 303 (56-1348) 69 (60.5) 31(27.2)
<0.001 0.004 0.467
>65y 134 (54.0) 145 (13-430) 56 (41.8) 31(23.1)
Race, White non Hispanic 221 (89.1) 185 (19- 638) 109 (49.3) 56(25.3)  0.818
0.350 0.416
other 27 (10.9) 246 (77-578) 16 (59.3) 6(22.2)
Charlson comorbidity index, <4
119 (48.0) 269 (55-1167) 68 (57.1) 29 (24.4)
0.004 0.043 0.884
>4 129 (52.0) 163 (10-463) 57 (44.2) 33(25.6)
No. of comorbidities*, <2 156 (62.9) 254 (44-775) 86 (55.1) 37(23.7)  0.548
>2 92 (37.1) 154 (10-542) 0.043 39 (42.4) 0.066  25(27.2)
Diabetes, Yes 60 (24.2) 163 (14-542) 27 (45.0) 17 (28.3)
0.172 0.375 0.497
No 188 (75.8) 233 (32-741) 98 (52.1) 45 (23.9)
Congestive heart failure, Yes 27 (10.9) 221 (44-844) 14 (51.9) 7 (25.9)
0.625 1.000 1.000
No 221 (89.1) 203 (27-627) 111 (50.2) 55 (24.9)
Coronary artery disease, Yes 30 (12.1) 98 (6-573) 12 (40.0) 6(20.0)
0.136 0.247 0.654
No 218 (87.9) 239 (40-637) 113 (51.8) 56 (25.7)
Prior stroke, Yes 20 (8.1) 309 (54-761) 12 (60.0) 7 (35.0)
0.483 0.485 0.288
No 228 (91.9) 198 (22-629) 113 (49.6) 55 (24.1)
Peripheral arterial disease, Yes 15 (6.0) 275 (59-519) 9 (60.0) 3(20.0)
0.731 0.596 0.768
No 233 (94.0) 198 (22-638) 116 (49.8) 59 (25.3)
Pulmonary disease, Yes 53 (21.4) 184 (4-528) 25 (47.2) 12 (22.6)
0.258 0.644 0.723
No 195 (78.6) 212 (41-704) 100 (51.3) 50 (25.6)
Chronic kidney disease, Yes 42 (16.9) 148 (12-274) 16 (38.1) 10 (23.8)
0.023 0.092 1.000
No 206 (83.1) 247 (34-842) 109 (52.9) 52 (25.2)
Malignant neoplasm, Yes 33 (13.3) 212 (30-467) 17 (51.5) 7 (21.2)
0.795 1.000 0.671
No 215 (86.7) 203 (25-651) 108 (50.2) 55 (25.6)



Immunosuppressive conditionf, Yes 33 (13.3) 272 (42-588) 18 (54.5) 8(24.2)
0.569 0.709 1.000
No 215 (86.7) 198 (25-637) 107 (49.8) 54 (25.1)
Prior COVID-19 infection, Yes 9(3.6) 209.(156-339) 5 (55.6) 1(11.1)
0.782 1.000 0.457
No 239 (96.4) 203(21-671) 120 (50.2) 61 (25.5)
Vaccination status, Vaccinated 181 (73.0) 221 (33-635) 92 (50.8) 51(28.2)
0.649 0.887 0.069
Unvaccinated 67 (27.0) 183 (15-644) 33(49.3) 11 (16.4)
Clinical presentation
Days from symptom onset to 191 (18-585) 65 (48.5) 41 (30.6)
admISSIon, >6 134 (54.7) 0.353 0.522 0.040
< 111 (45.3) 246 (45-722) 59 (53.2) 21 (18.9)
Sp02/Fi02 ratio at admission, <350 138 (55.6) 159 (14-490) 57 (41.3) 24 (17.4)
0.002 0.001
>350 110 (44.4) 303 (56-1141) 68 (61.8) 38(34.5)  0.003
WHO severity score, <4 143 (57.7) 237 (25-775) 73 (51.0) 44 (30.8)
0.458 0.898 0.017
>4 105 (42.3) 182 (27-528 52 (49.5) 18 (17.1)
X-Ray bilateral lung infiltrates, Yes 18 (47.6) 232 (40-720) 62 (52.5) 21(17.8)
0.441 0.528 0.013
No 130 (52.4) 184 (18-611) 63 (48.5) 41 (31.5)
Microbiological data
SARS-CoV-2 variant, Omicron 142 (57.3) 191 (11-561) 69 (48.6) 39 (27.5)
0.095 0.524 0.374
Delta 106 (42.7) 253 (47-916) 56 (52.8) 23(21.7)
Lowest cycle threshold PCR, <20 84 (33.9) 153 (10-407) 0037 43 (40.2) 0.007  21(19.6) 0104
>20 164 (66.1) 256 (45-713) ' 82 (58.2) 41(29.1) '
TrimericS-IgG, Positive 172 (69.4) 277 (46-871) 99 (57.6) 50 (29.1)
Yes <0.001 0.001 0.027
No 76 (30.6) 85 (4-273) 26 (34.2) 12 (15.8)
TrimericS-IgG >264 BAU/mL, Yes 141 (56.9) 293 (49-1087) 82 (58.2) 41 (29.1)
u.uulL u. v/ u.1u4
No 107 (43.1) 145 (6-343) 43 (40.2) 21(19.6)
N-IgG Positive, Yes 34 (13.7) 488 (131-1347) 23 (67.6) 5(14.7)
No 214 (86.3) 182 (18-572) 0.005 102 (47.7) 0041 57(26.6) 0.199
Mitogen-TB-Quantiferon, <0.5 13 (5.9) 92 (4-704) 5(38.5) 1(7.7)
50.50 0.327 0.569 0.197
20.5 207 (94.1) 209 (38-637) 105 (50.7) 52 (25.1)
Laboratory values
Interleukin-6, pg/mL (-Inf,15] 68 (27.4) 115 (14-431) 29 (42.6) 12 (17.6)
0.057 0.155 0.138
(15, Inf] 180 (72.6) 243 (45-856) 96 (53.4) 50 (28.1)
C-reactive protein, mg/L, <20
51 (20.6) 135 (10-925) 25 (49.0) 14 (27.5)
u.o// u.s u./Ls/
>20 197 (79.4) 209 (42-627) 100 (50.8) 48 (24.4)




D-dimer, ug/mL, <0,7

>0,7

118 (48.0)
128 (52.0)

239 (45-1047)
183 (19 -498)

62 (52.5)
62 (48.4)

34 (28.8)
28 (21.9)




Ferritin, ng/mL, <200

109 (44.0) 254 (16-739) 60 (55.0) 36 (33.0)
u./ b u. Us U1z
>200 139 (56.0) 180 (43-545) 65 (46.8) 26 (18.7)
Total lymphocyte count, cells/uL, 123 (50.6)
<700 161 (18-508
>700 : 268 (47-943) 0.058 0.040 0.002
69 (57.5) 41 (34.2)
B-cell count, cells /uL, <65 136 (56.2) 169 (16-496) 62 (45.6) 29 (21.3)
0.012 0.071 0.136
>65 106 (43.8) 271 (52-1141) 61 (57.5) 32(30.2)
T-cell count, cells /uL, <500 140 (57.6) 171 (18-464) 65 (46.4) 20 (14.3)
u.Us3 U.153 <u.uUL
>500 103 (42.4) 275 (47-1137) 58 (56.3) 41 (39.8)
CD4 T-cell count, cells /uL 98 (40.3 150(12-491) 46 (46.9) 13 (13.3)
268 (48-874 77 (53.1 48 (33.1
<200 145 (59.7) ( 0.017 (531 0.363 B30 o001
>200
Antivirals/immunomodulators
Remdesivir, Yes 201 (81.0) 185 (29-635) 98 (48.8) 50 (24.9)
U./3U U.332 1.UuU
No 47 (19.0) 252 (25-634) 27 (57.4) 12 (25.5)
Monoclonal antibodies, Yes 6(2.4) 6 (1.4-349) 2 (33.3) 1(16.7)
U.2U5 u.445 1.UuU
No 242 (97.6) 211 (31-637) 123 (50.8) 61(25.2)
Tocilizumab/baricitinib, Yes 163 (65.7) 229 (45-650) 85 (52.1) 38 (23.3)
U.25Y u.oU4 u.a4L
No 85 (34.3) 182 (8-618) 40 (47.1) 24(28.2)
Outcomes
Hospital stay, <4 days
277 (44-1156 61 (56.5 33 (30.6
108 (43.5) ( ) 0.020 ( ) 0.098 ( ) 0.103
>4 days 140 (56.5) 171 (14-518) 64 (45.7) 29 (20.7)
In hospital death, Yes
! 10 (0.5-56 3(14.3 0(0.0
21(85) ( ) <0.001 ( ) <0.001 (0.0) 0.003
No 227 (91.5) 248 (43-722) 122 (53.7) 62 (27.3)
ICU admission, Yes
12 (4.8) 54 (22-200) 3(25.0) 1(8.3)
0.126 0.083 0.304
No 236 (95.2) 225 (28-674) 122 (51.7) 61 (25.8)
28-day mortality, Yes 24 (9.7) 20 (2-145) 5(20.8) 1(4.2)
0.001 0.002 0.012
No 224 (90.3) 247 (43-713) 120 (53.6) 61(27.2)
60-day mortality, Yes 34 (13.7) 52 (5-299) 10 (29.4) 5(14.7)
0.006 0.010 0.199
No 214 (86.3) 247 (43-730) 115 (53.7) 57 (26.6)
90-day mortality, Yes 36 (14.5) 49 (4-278) 10 (27.8) 6 (16.7)
0.002 0.004 0.297
No 212 (85.5) 250 (43-741) 115 (54.2) 56 (26.4)

Continuous variables are expressed as median (interquartile range). Categorical variables are expressed as number (percentage).

* This category included the following underlying medical conditions: diabetes mellitus, chronic cardiac disease, chronic kidney
disease, chronic liver disease, chronic neurologic disease, chronic pulmonary disease, malignancies, and immunosuppressive
conditions. £ This category included HIV, solid or bone marrow transplant, active hematologic malignancy, receiving
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immunosuppression, or active chemotherapy. & A positive result was defined according to the manufacturer as: IFN-y[mitogen]
— IFN-y[blank] = 400 mIU/mL. Data are presented as no. (%) unless otherwise indicated. IGRA, SARS-CoV-2 interferon gamma
release assay; SpO2/FiO2 ratio, oxygen saturation to fraction of inspired oxygen ratio; TrimericS-1gG, immunoglobulin G antibody
serum levels against the trimeric spike protein; BAU, Binding Antibody Units; ICU, intensive care unit.



Table S2. Characteristics of persons admitted to hospital with COVID-19 according to the vaccination

status at hospital admission.

Characteristic SARS-CoV-2 SARS-CoV-2 an e
unvaccinated vaccinated
No. (%) 67 (27.0) 181 (73.0) 248
Sex, male 32 (47.8) 102 (56.4) 134 (54.0) 0.253
Age,y 66 (48-79) 74 (54-83) 70 (52-83) 0.045
White, non-Hispanic 59 (88.1) 162 (89.5) 221 (89.1) 0.819
Charlson comorbidity index 3 (0-5) 4(1-7) 4 (1-6) 0.004
Number of comorbidities * 1(0-3) 2 (0-4) 2 (0-4) 0.073
Diabetes 9(13.4) 51(28.2) 60 (24.2) 0.019
Congestive heart failure 5(7.5) 22 (12.2) 27 (10.9) 0.363
Coronary artery disease 10 (14.9) 20 (11.0) 30(12.1) 0.390
Prior stroke 4 (6.0) 16 (8.8) 20 (8.1) 0.603
Peripheral arterial disease 2 (3.0) 13(7.2) 15 (6.0) 0.367
Pulmonary disease 15 (22.4) 38 (21.0) 53 (21.4) 0.862
Chronic kidney disease 6(9.0) 36 (19.9) 42 (16.9) 0.055
Malignant neoplasm 4 (6.0) 29 (16.0) 33 (13.3) 0.056
Immunosuppressive conditionf 3(4.5) 30 (16.6) 33 (13.3) 0.011
Prior COVID-19 infection 0(0) 9(5.0) 9(3.6) 0.118
Clinical presentation
Days from symptom onset to 7.0 (4.0-8.0) 5.0 (3.0-7.0) 5.0 (3.0-7.0) 0.009
admission
Sp02/Fi02 ratio at admission 3460 (275-452) 350 (309-457) 350 (302-457) 0.109
WHO severity score 4.0(3.1-4.1) 4.0(3.1-4.1) 4.0(3.1-4.1) 0.420
X-Ray bilateral lung infiltrates 41 (61.2) 77 (42.5) 118 (47.6) 0.067
Microbiological data
SARS-CoV-2 variant, Omicron 39 (58.2) 103 (56.9) 142 (57.3) 0.886
Lowest cycle threshold PCR 23.8 (19.0-28.8) 22.1(17.7-27.3) 22.3 (18.0-28.5) 0.186
TrimericS-1gG, BAU/mL 4.8 (4.8-15) 1710 (266-5670) 581 (10-3278) <0.001
TrimericS-1gG, Positive 14 (20.9) 158 (87.3) 172 (69.4) <0.001
TrimericS-1gG >264 BAU/mL 5(7.5) 136 (75.1) 141 (56.9) <0.001
N-IgG, Positive 11 (16.4) 23(12.7) 34(13.7) 0.533
SARS-CoV-2 IGRA, mIU/mL 183 (15-644) 221 (33-635) 206 (26-636) 0.649
SARS-CoV-2 IGRA, Positive 33 (49.3) 92 (50.8) 125 (50.4) 0.887
Mitogen-SARS-CoV-2 IGRA, & Positive 11 (16.4) 51 (28.2) 62 (25.0) 0.069
First available laboratory values
Interleukin-6, pg/mL 45 (21-140) 42 (12-139) 42 (12-139) 0.531
C-reactive protein, mg/L 48 (26-92) 52 (23-98) 50 (24-97) 0.839
D-dimer, pug/mL 0.7 (0.5-1.4) 0.8 (0.4-1.4) 0.7 (0.4-1.4) 0.833
Ferritin, ng/mL 296 (150-624) 221 (99-487) 238 (109-511) 0.051



Peripheral lymphocyte count,

cells/ul 659 (404-1021) 699 (487-999) 694 (461-1013) 0.428
B-cell count, cells /uL 71 (38-105) 54 (25-117) 60 (28-113) 0.143
T-cell count, cells /uL 366 (255-598) 455 (304-703) 435 (281-660) 0.094
CD4 T-cell count, cells /ul 214 (127-371) 249 (154-376) 240 (146-376) 0.384
CD4/CD8 lymphocyte ratio 1.9 (1.1-2.6) 1.5 (1.0-2.3) 1.6 (1.0-2.4) 0.107
Antivirals/immunomodulators

Remdesivir 57 (85.1) 144 (79.6) 201 (81.0) 0.367
Monoclonal antibodies 1(1.5) 5(2.8) 6(2.4) 1.000
Tocilizumab or baricitinib 45 (67.2) 118 (65.2) 163 (65.7) 0.880
Outcomes

Hospital stay, days 6.0 (4.0-8.0) 5.0 (3.0-8.0) 5.0 (3.0-8.0) 0.478
ICU admission 4 (6.0) 8(4.4) 12 (4.8) 0.739
28-day mortality 7 (10.4) 17 (9.4) 24 (9.7) 0.811
60-day mortality 7 (10.4) 27 (14.9) 34 (13.7) 0.413
90-day mortality 8(11.9) 28 (15.5) 36 (14.5) 0.548

Continuous variables are expressed as median (interquartile range). Categorical variables are expressed as number
(percentage). *This category included the following underlying medical conditions: diabetes mellitus, chronic cardiac
disease, chronic kidney disease, chronic liver disease, chronic neurologic disease, chronic pulmonary disease,
malignancies, and immunosuppressive conditions. £ This category included HIV, solid or bone marrow transplant, active
hematologic malignancy, receiving immunosuppression, or active chemotherapy. & A positive result was defined
according to the manufacturer as: IFN-y[mitogen] — IFN-y[blank] > 400 mIU/mL. Data are presented as no. (%) unless
otherwise indicated. IGRA, SARS-CoV-2 interferon gamma release assay; SpO2/FiO2 ratio, oxygen saturation to fraction
of inspired oxygen ratio; TrimericS-1gG, immunoglobulin G antibody serum levels against the trimeric spike protein; BAU,

Binding Antibody Units; ICU, intensive care unit.

Table S3. Characteristics of persons admitted to hospital with COVID-19 according to the SARS-CoV-2

variant at hospital admission.

Characteristic Delta variant Omicron variant All P Value
No. (%) 106 (42.7) 142 (57.3) 248

Sex, male 61 (57.5) 73 (51.4) 134 (54.0) 0.369
Age,y 61 (50-76) 77 (57-85) 70 (52- 83) <0.001
White, non Hispanic 91 (85.8) 130 (91.5) 221 (89.1) 0.216
Charlson comorbidity index 2 (1-5) 5(2-7) 4(1-6) <0.001
Number of comorbidities” 1(0-3) 2(0.2-4) 2 (0-4) <0.001
Diabetes 24 (22.6) 36 (25.4) 60 (24.2) 0.655
Congestive heart failure 7 (6.6) 20 (14.1) 27 (10.9) 0.067
Coronary artery disease 9 (8.5) 21 (14.8) 30 (12.1) 0.169
Prior stroke 5(4.7) 15 (10.6) 20 (8.1) 0.105
Peripheral arterial disease 4 (3.8) 11(7.7) 15 (6.0) 0.282
Pulmonary disease 16 (15.1) 37 (26.1) 53 (21.4) 0.042
Chronic kidney disease 14 (13.2) 28 (19.7) 42 (16.9) 0.231
Malignant neoplasm 10 (9.4) 23 (16.2) 33 (13.3) 0.134
Immunosuppressive conditiont 8(7.5) 25 (17.6) 33 (13.3) 0.023
Prior COVID-19 infection 3(2.8) 6(4.2) 9(3.6) 0.736
Vaccination status

Unvaccinated 28 (26.4) 39 (27.5) 67 (27.0) 0.886
Days since last vaccine dose 129 (69-180) 94 (67-176) 110 (67-178) 0.239
Clinical presentation

Days from symptom onset to 6 (4-7) 4(2-7) 5(3-7) 0.004



Sp02/FiO2 ratio at admission 346 (306-457) 350 (300-452) 350 (302-457) 0.984
WHO severity score 4.0(3.1to4.1) 3.9(3.0t0 4.0) 4.0(3.1to4.1) 0.287
Bilateral lung infiltrates on X Ray 58 (54.7) 60 (42.3) 118 (47.6) 0.098
Microbiological data

SARS-CoV-2 variant, Omicron 0 142 142

Lowest cycle threshold PCR detected 24 (19-30) 21 (18-28) 22 (18-29) 0.040
Sampling time from admission, days 1(1-2) 1(1-1) 1(1-1) 0.050
TrimericS-1gG, BAU/mL 488 (18-4748) 745 (8-2308) 581 (10-3278) 0.455
TrimericS-1gG, Positive 78 (73.6) 94 (66.2) 172 (69.4) 0.265
TrimericS-1gG >264 BAU/mL

N-IgG, Positive 17 (16.0) 17 (12.0) 34 (13.7) 0.359
SARS-CoV-2 IGRA, mIU/mL 253 (47-916) 191 (11-561) 206 (26-636) 0.095
SARS-CoV-2 IGRA, Positive 56 (52.8) 69 (48.6) 125 (50.4) 0.524
Mitogen-SARS-CoV-2 IGRA, & 23(21.7) 39 (27.5) 62 (25.0) 0.374
First available laboratory values

Interleukin-6, pg/mL 49 (18-133) 34 (8-140) 42 (12-139) 0.133
C-reactive protein, mg/L 61 (29-99) 39 (20-89) 50 (24-97) 0.019
D-dimer, pug/mL 0.6 (0.4 to 1.0) 0.8 (0.5 to 1.9) 0.7 (0.4to 1.4) 0.016
Ferritin, ng/mL 378 (163-546) 172 (84- 462) 238 (109-511) <0.001
Total lymphocyte count, cells/uL 798 (456-1066.0) 673 (461-973.5) 694 (461-1013) 0.213
B-cell count, cells /uL 59 (32-109) 60 (24-114) 60 (28-113) 0.580
T-cell count, cells /uL 452 (280-738) 430 (285-626) 435 (281-660) 0.446
CD4 T-cell count, cells /uL 264 (140-414.0) 225 (150-370.8) 240 (146-376) 0.702
CD4/CD8 lymphocyte ratio 1.4(0.9to0 2.3) 1.8(1.2to 2.4) 1.6 (1.0to 2.4) 0.042
Antivirals/immunomodulators

Remdesivir 86 (81.1) 115 (81.0) 201 (81.0) 1.000
Monoclonal antibodies 1(0.9) 5(3.5) 6(2.4) 0.243
Tocilizumab or baricitinib 84 (79.2) 79 (55.6) 163 (65.7) <0.001
Outcomes

Hospital stay, days 4.5(3.0t0 7.0) 6.0 (4.0 to 8.0) 5.0 (3.0 to 8.0) 0.197
ICU admission 8(7.5) 4(2.8) 12 (4.8) 0.132
28-day mortality 9(8.5) 15 (10.6) 24 (9.7) 0.667
60-day mortality 11 (10.4) 23 (16.2) 34 (13.7) 0.198
90-day mortality 11 (10.4) 25 (17.6) 36 (14.5) 0.145

Continuous variables are expressed as median (interquartile range). Categorical variables are expressed as number
(percentage). *This category included the following underlying medical conditions: diabetes mellitus, chronic cardiac
disease, chronic kidney disease, chronic liver disease, chronic neurologic disease, chronic pulmonary disease,
malignancies, and immunosuppressive conditions. £ This category included HIV, solid or bone marrow transplant, active
hematologic malignancy, receiving immunosuppression, or active chemotherapy. & A positive result was defined
according to the manufacturer as: IFN-y[mitogen] — IFN-y[blank] = 400 mIU/mL. Data are presented as no. (%) unless
otherwise indicated. IGRA, SARS-CoV-2 interferon gamma release assay; SpO2/FiO2 ratio, oxygen saturation to fraction
of inspired oxygen ratio; TrimericS-1gG, immunoglobulin G antibody serum levels against the trimeric spike protein; BAU,
Binding Antibody Units; ICU, intensive care unit.

Table S4. Univariate analysis of 28-day mortality in persons admitted-hospital with COVID-19.

Characteristic 28-day death Non-28-day All P Value

n (%) 24(9.7) 224 (90.3) 248

Sex, male 11 (45.8) 123 (54.9) 134 0.519

Age,y 87 (81-89) 66 (51-81) 70 (52-83) <0.001
Charlson comorbidity index 7 (5-9) 3(1-6) 4(1-6) <0.001
Number of comorbidities,* 4 (2-5) 1(0-3) 2 (0-4) <0.001
Diabetes 8(33.3) 52 (23.2) 60 (24.2) 0.315

Congestive heart failure 4(16.7) 23 (10.3) 27 (10.9) 0.310

Coronary artery disease 9(37.5) 21(9.4) 30 (12.1) 0.001

Prior stroke 5(20.8) 15 (6.7) 20(8.1) 0.032



Peripheral arterial disease 2(8.3) 13 (5.8) 15 (6.0) 0.645
Pulmonary disease 5(20.8) 48 (21.4) 53 (21.4) 1.000
Chronic kidney disease 9(37.5) 33 (14.7) 42 (16.9) 0.009
Malignant neoplasm 7 (29.2) 26 (11.6) 33 (13.3) 0.025
Immunosuppressive conditionf 4(16.7) 29 (12.9) 33 (13.3) 0.538
Prior COVID-19 infection 0 9 (4.0) 9(3.6) 1.000
Vaccination status

Days since last vaccine dose 118 (85-61) 105 (66-179) 110 (67-78) 0.475
Unvaccinated 7 (29.2) 60 (26.8) 67 (27.0) 0.811
Full vaccinated 17 (70.8) 164 (73.2) 181 (73.0)

Clinical presentation

Days from symptom onset- 4 (3-8) 5(3-7) 5(3-7) 0.563
Sp02/Fi02 ratio at admission 2.7 (2.3-3.5) 3.5(3.1-4.6) 3.5(3.0-4.6) 0.563
WHO severity score >4 5(20.8) 13 (5.8) 18(7.3) 0.020
X-Ray bilateral lung infiltrates 12 (50.0) 106 (47.3) 118 (47.6) 0.615
Microbiological data

SARS-CoV-2 variant, Omicron 15 (62.5) 127 (56.7) 142 (57.3) 0.667
Lowest cycle threshold PCR 22 (17-26) 23 (18-29) 22 (18-29) 0.319
TrimericS-1gG, BAU/mL 978 (5-5673) 580 (14-2808) 581 (10-3278) 0.994
TrimericS-1gG, Positive 14 (58.3) 158 (70.5) 172 (69.4) 0.246
TrimericS-1gG >264 BAU/mL 13 (54.2) 128 (57.1) 141 (56.9) 0.830
N-IgG, Positive 4(16.7) 30 (13.4) 34(13.7) 0.753
SARS-CoV-2 IGRA,mIU/mL 20 (2-145) 247 (43-713) 206 (26-636) 0.001
SARS-CoV-2 IGRA, Positive 5(20.8) 120 (53.6) 125 (50.4) 0.002
Mitogen-SARS-CoV-2 IGRA,& 1(4.2) 61(27.2) 62 (25.0) 0.012
Mitogen-QuantiferonTB, 7.0 (1.1-9.8) 9.7 (3.4-10.0) 9.7 (3.2-10.0) 0.143
Laboratory values

Interleukin-6, pg/mL 140 (55-450) 38 (11-123) 42 (12-139) <0.001
C-reactive protein, mg/L 75 (45-159) 48 (22-93) 50 (24-97) 0.022
D-dimer, pug/mL 1.1 (0.7-3.6) 0.7 (0.4-1.3) 0.7 (0.4-1.4) 0.001
Ferritin, ng/mL 620 (190-910) 229 (101-489) 238 (109-511) 0.003
Peripheral lymphocyte count, 681 (429-962) 697 (462-1024) 694 (461-1013) 0.532
B-cell count, cells/uL 29 (20-59) 61 (31-117) 60 (28-113) 0.015
T-cell count, cells/uL 455 (269-574) 431 (281-684) 435 (281-660) 0.686
CD4 T-cell count, cells/uL 257 (160-382) 239 (145-376) 240 (146-376) 0.903
CD4/CD8 lymphocyte ratio 1.6 (1.1-2.1) 1.6 (1.0-2.4) 1.6 (1.0-2.4) 0.799
Antivirals/immunomodulators

Remdesivir 15 (62.5) 186 (83.0) 201 (81.0) 0.025
Monoclonal antibodies 0(0.0) 6(2.7) 6 (2.4) 1.000
Tocilizumab or baricitinib 12 (50.0) 151 (67.4) 163 (65.7) 0.113

Continuous variables are expressed as median (interquartile range). Categorical variables are expressed as number
(percentage). *This category included the following underlying medical conditions: diabetes mellitus, chronic cardiac
disease, chronic kidney disease, chronic liver disease, chronic neurologic disease, chronic pulmonary disease,
malignancies, and immunosuppressive conditions. £ This category included HIV, solid or bone marrow transplant,
active hematologic malignancy, receiving immunosuppression, or active chemotherapy. & A positive result was
defined according to the manufacturer as: IFN-y[mitogen] — IFN-y[blank] > 400 mIU/mL. Data are presented as no.
(%) unless otherwise indicated. IGRA, SARS-CoV-2 interferon gamma release assay; SpO2/FiO2 ratio, oxygen
saturation to fraction of inspired oxygen ratio; TrimericS-IgG, immunoglobulin G antibody serum levels against the
trimeric spike protein; BAU, Binding Antibody Units; ICU, intensive care unit.
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Table S5. Characteristics of persons admitted to hospital with COVID-19 according to the presence of
SARS-CoV-2 cellular response at hospital admission

Characteristic Negative/ Positive

borderline SARS-CoV-2

SARS-CoV-2 IGRA (>200 All P Value

IGRA (<200 miU/mL)

miu/mL)

No, % 123 (49.6) 125 (50.4) 248
Sex, male 70 (56.9) 64 (51.2) 134 (54.0) 0.376
Age, vy 76 (59-85) 62 (49-79) 70 (52-83) <0.001
White, non-Hispanic 112 (91.1) 109 (87.2) 221 (89.1) 0.416
Charlson comorbidity index 4(2-7) 3(1-6) 4(1-6) 0.024
Number of comorbidities* 2 (1-4) 1(0-3) 2 (0-4) 0.024
Diabetes 33 (26.8) 27 (21.6) 60 (24.2) 0.375
Congestive heart failure 18 (14.6) 12 (9.6) 30(12.1) 0.247
Coronary artery disease 13 (10.6) 14 (11.2) 27 (10.9) 1.000
Prior stroke 8 (6.5) 12 (9.6) 20 (8.1) 0.485
Peripheral arterial disease 6(4.9) 9(7.2) 15 (6.0) 0.596
Pulmonary disease 28 (22.8) 25 (20.0) 53 (21.4) 0.644
Chronic kidney disease 26 (21.1) 16 (12.8) 42 (16.9) 0.092
Malignant neoplasm 16 (13.0) 17 (13.6) 33 (13.3) 1.000
Immunosuppressive conditionf 15 (12.2) 18 (14.4) 33 (13.3) 0.709
Prior COVID-19 infection 4(3.3) 5(4.0) 9(3.6) 1.000
Vaccination status
Unvaccinated 34 (27.6) 33 (26.4) 67 (27.0) 0.887
Vaccinated# 89 (72.4) 92 (73.6) 181 (73.0) :
Days since last vaccine dose 12 (73-184) 95 (59-175) 110 (67-178) 0.117
Clinical presentation
Days from symptom onset to 5(3-7) 6 (3-8) 5(3-7) 0.377
admission
Sp02/Fi02 ratio at admission (*100) 3.4(2.8-4.1) 3.5(3.4-4.6) 3.5(3.0-4.6) <0.001
WHO severity score 4.0(3.1-4.1) 4.0 (3.0-4.0) 4.0(3.1-4.1) 0.187
WHO severity score >4 14 (11.4) 4(3.2) 18(7.2) 0.03
X-Ray bilateral lung infiltrates 56 (45.5) 62 (49.6) 118 (47.6) 0.298
Microbiological data
SARS-CoV-2 variant, Omicron 73 (59.3) 69 (55.2) 142 (57.3) 0.524
Lowest cycle threshold PCR 22 (17-29) 23 (19-28) 22 (18-29) 0.130
TrimericS-1gG, BAU/mL 173 (4.8-2535) 1090 (81-3650) 581 (10-3278) 0.015
TrimericS-1gG, Positive 73 (59.3) 99 (79.2) 172 (69.4) 0.001
TrimericS-1gG >264 BAU/mL 59 (48.0) 82 (65.6) 141 (56.9) 0.007
N-IgG, Positive 11 (8.9) 23 (18.4) 34(13.7) 0.041
SARS-CoV-2 IGRA, mIU/mL 22 (0.5-80) 635 (337-1752) 206 (26-636) <0.001
Mitogen-SARS-CoV-2 IGRA& Positive 18 (14.6) 44 (35.2) 62 (25.0) <0.001
Mitogen-QuantiferonTB 8.6 (2.4-10.0) 9.8 (3.4-9.9) 9.7 (3.2-10.0) 0.827
QuantiferonTB, Positive 4(3.5) 4(3.6) 8(3.6) 0.902
Outcomes
Hospital stay, days 6 (4-9) 5(3-7) 5(3-8) 0.092
ICU admission 9(7.3) 3(2.4) 12 (4.8) 0.083
28-day mortality 19 (15.4) 5(4.0) 24 (9.7) 0.002
60-day mortality 24 (19.5) 10 (8.0) 34(13.7) 0.010
90-day mortality 6(21.1) 10 (8.0) 36 (14.5 0.004

Continuous variables are expressed as median (interquartile range). Categorical variables are expressed as number
(percentage). *This category included the following underlying medical conditions: diabetes mellitus, chronic cardiac
disease, chronic kidney disease, chronic liver disease, chronic neurologic disease, chronic pulmonary disease,
malignancies, and immunosuppressive conditions. £This category included HIV, solid or bone marrow transplant,
active hematologic malignancy, receiving immunosuppression, or active chemotherapy. #Of 181 vaccinated patients,
103 (57%) were fully vaccinated and 78 (43%) had received a booster dose. &A positive result was defined according
to the manufacturer as: IFN-y[mitogen] — IFN-y[blank] > 400 mIU/mL. Data are presented as no. (%) unless otherwise
indicated. IGRA, SARS-CoV-2 interferon gamma release assay; SpO2/FiO2 ratio, oxygen saturation to fraction of
inspired oxygen ratio; TrimericS-1gG, immunoglobulin G antibody serum levels against the trimeric spike protein; BAU,
Binding Antibody Units; ICU, intensive care unit.
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Fig. S1. Correlation of interferon-y levels with inflammatory biomarkers and 1gG anti-spike antibodies

in persons hospitalized with COVID-19.
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Fig. S2. Receiver operating characteristic curve to assess the performance of SARS-CoV-2 interferon-y
assay to predict 28-day mortality.
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Methods
Novaplex SARS-CoV-2 Variants VIl Assay (RUO) - Specifications and Methodology

The NovaplexTM assay targets specific nucleic acid sequences associated with critical Spike
protein mutations (E484A, N501Y, and HV69/70 deletion) and the RARP gene of SARS-CoV-2.

Multiplex Real-time PCR:

The assay employs a multiplex real-time PCR approach, allowing simultaneous amplification of
multiple target sequences in a single reaction. This streamlined process not only saves time and
resources but also ensures the sensitivity and specificity of the detection, reducing the risk of
false-negative or false-positive results.

To achieve superior accuracy and efficiency in target amplification and detection, Seegene's
proprietary DPO™ (Dual Priming Oligonucleotide) and TOCE™ (Tagging Oligonucleotide Cleavage
and Extension) technologies are employed. DPO™ technology enhances the specificity and
sensitivity of primer binding, reducing non-specific amplification, while TOCE™ technology
enables robust and accurate target detection.

Please note that the primer sequences used in this assay are proprietary and considered
confidential information of Seegene.

Thermal Conditions

The PCR amplification is performed using the following thermal cycling conditions:

Step No. of cycles Temperature Duration
1 a0"C 20 min
2 1 95°C 15 min
3 85°C 10 sec
4 3 60°C 40 sec
2 72°C 20 sec
6 GOTO Step 3, 2 more times
7 85°C 10 sec
8* 42 60°C 15 sec
9* 72°C 10 sec
10 GOTO Step 7, 41 more times

* Plate Read at Step 8 and 9. Fluorescence is detected at 60°C and 72°C.
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T-Cell Immunity Against Severe Acute Respiratory
Syndrome Coronavirus 2 Measured by an Interferon-y
Release Assay Is Strongly Associated With Patient
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Background. We measured T-cell and antibody responses to severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2)
in vaccinated patients hospitalized for coronavirus disease 2019 (COVID-19) and explored their potential value to predict outcomes.

Methods. This was a prospective, longitudinal study including vaccinated patients hospitalized with Delta and Omicron SARS-
CoV-2 variants. TrimericS-IgG antibodies and SARS-CoV-2 T-cell response were measured using a specific quantitative interferon-
y release assay (IGRA). Primary outcome was all-cause 28-day mortality or need for intensive care unit (ICU) admission. Cox
models were used to assess associations with outcomes.

Results. Of 181 individuals, 158 (87.3%) had detectable SARS-CoV-2 antibodies, 92 (50.8%) showed SARS-CoV-2—specific
T-cell responses, and 87 (48.1%) had both responses. Patients who died within 28 days or were admitted to ICU were less likely to
have both unspecific and specific T-cell responses in IGRA. In adjusted analyses (adjusted hazard ratio [95% confidence interval]),
for the entire cohort, having both T-cell and antibody responses at admission (0.16 [.05—.58]) and Omicron variant (0.38 [.17—.87])
reduced the hazard of 28-day mortality or ICU admission, whereas higher Charlson comorbidity index score (1.27 [1.07-1.51])
and lower oxygen saturation to fraction of inspired oxygen ratio (2.36 [1.51-3.67]) increased the risk.

Conclusions. Preexisting immunity against SARS-CoV-2 is strongly associated with patient outcomes in vaccinated individuals
requiring hospital admission for COVID-19. Persons showing both T-cell and antibody responses have the lowest risk of severe

outcomes.

Keywords. T-cell immunity; COVID-19; IGRA; mortality; Omicron.

Although vaccination against severe acute respiratory syn-
drome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) is highly effective at pre-
venting coronavirus disease 2019 (COVID-19)-associated
hospitalization and death, up to 180 per 100 000 vaccinated
persons develop breakthrough infections and up to 15% of them
may have severe outcomes [1-3]. Immune pathogenesis
underlying the diverse clinical course of COVID-19 after
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vaccination is unclear. Cohort studies conducted in the
United States (US) have shown that the risk for severe out-
comes after completing a primary COVID-19 vaccination
series increases with age and is higher in those with immuno-
compromising conditions and multiple comorbidities [2, 4].
Potential host factors that could contribute to severe outcomes
in populations at risk include suboptimal response to vaccina-
tion, waning immunity [5-8], and evasion of vaccine-induced
immunity by the new variants [9-14].

Understanding protective immunity against SARS-CoV-2
after COVID-19 vaccination may be important for predicting
the risk of severe breakthrough infections. While neutralizing
antibodies have been associated with protection from reinfec-
tion [15] and severe COVID-19 [16-18], the protective role of
T-cell responses remains undefined. Because T-cell reactivity to
SARS-CoV-2 peptides appears largely preserved across var-
iants [19,20], T-cell immune responses might be instrumental
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to protection from reinfection or severe disease, particularly
with the new variants. Interferon-gamma (IFN-y) release assays
(IGRAs5) allow the quantification of these responses in a simple
and accurate way [21-26]. Unfortunately, most studies charac-
terizing severe breakthrough SARS-CoV-2 infections among
vaccinated individuals did not assess preexisting immunity in
the patients and did not attempt to identify potential markers of
disease severity. Moreover, they were performed during pe-
riods of pre—Omicron variant predominance.

With a large proportion of the population vaccinated against
SARS-CoV-2, it is important to characterize patients who re-
main at high risk of poor outcome in daily clinical practice.
In the present work, we measured both antibody and T-cell re-
sponses to assess SARS-CoV-2 immunity in fully vaccinated
patients hospitalized with COVID-19 caused by the Delta
and Omicron variants, and explored their potential value to
predict severe outcomes.

METHODS

Study Design, Setting, and Participants

This was a prospective, longitudinal cohort study conducted in
a cohort of patients hospitalized for COVID-19 at Hospital
General Universitario de Elche, Spain, between 22 July 2021
and 23 April 2022, a period that includes intervals during which
the Delta variant (July 22-20 December 2021) and Omicron
variant (January 1-23 April 2022) were predomi- nant. Patients
were eligible for inclusion in the study if they had SARS-CoV-
2 infection confirmed through real-time re- verse-transcription
polymerase chain reaction (RT-PCR); ab-

normal findings on chest radiograph (CXR) and/or severity
criteria, including oxygen saturation <93% and CURB-65
score for pneumonia severity >2; and had completed a primary
COVID-19 vaccination series with any of the Spanish Ministry
of Health—authorized messenger RNA (mRNA) (BNT162b2,
Pfizer-BioNTech; or mRNA-1273, Moderna) or viral vector
(AZD1222, AstraZeneca; or Ad26.COV2.S, Janssen/J&J) vac-
cines confirmed by the centralized immunization registry.
Partially vaccinated participants (<14 days since completing
the primary series or not completing the series before the
specimen collection date) and those who did not have vaccina-
tion records were excluded.

Patients were managed according to a predefined diagnostic
and therapeutic local protocol approved by the COVID-19
Institutional Committee. Details of the medical management
during hospital stay are provided elsewhere [27, 28]. The proto-
col included standardized collection of clinical variables and se-
rial blood and nasopharyngeal sampling (NPS) obtained on
admission and during the hospital stay for laboratory measure-
ments, including levels of interleukin 6 (IL-6), ferritin,
C-reactive protein (CRP), D-dimer, and lymphocyte counts and
their subsets (AQUIOS CL Flow Cytometer, Beckman

Coulter). Patients received antiviral and/or immunomodulatory
therapy containing dexamethasone + remdesivir * tocilizumab
+ baricitinib according to prespecified criteria [28, 29]. All pa-
tients received antithrombotic prophylaxis with enoxaparin.
Patients were followed up at months 1, 3, 6, and 12 after
discharge.

The primary outcome was all-cause 28-day mortality or need
for intensive care unit (ICU) admission following hospitaliza-
tion. Secondary outcomes evaluated were 28-, 60-, and 90-
day mortality.

Ethics

The study was approved by the Institutional Ethical Committee
as part of the COVID-19 Elx/Spain project. Written informed
consent for participation was not required for this study, in ac-
cordance with the national legislation and the institutional
requirements.

Specimen Collection and Processing

Serum and lithium heparin whole blood specimens were ob-
tained for measuring SARS-CoV-2—specific antibodies and
IGRAs, respectively. Heparin tube was used for IGRA incuba-
tion within 4 hours.

Humoral Immune Response: Anti-SARS-CoV-2 IgG Measurement

IgG Against SARS-CoV-2 Trimeric Spike and Internal Nucleocapsid
Proteins

Immunoglobulin G (IgG) antibody serum levels against the tri-
meric spike protein (TrimericS-IgG) were quantified at first day
of admission using a quantitative immunoassay (LIAISON
SARS-CoV-2 TrimericS-IgG assay, DiaSorin, Italy) in an auto-
mated analyzer (LIAISON XL). Results were interpreted ac-
cording to the manufacturer’s criteria: >33.8 binding
antibody units (BAU)/mL was considered positive with a nu-
meric value for quantitative measurement. IgG serum levels
against the internal nucleocapsid (N) protein (N-IgG) were
measured using a semi-quantitative chemiluminescent immu-
noassay (SARS-CoV-2 IgG, Abbott Laboratories) in an auto-
mated Alinity-i system and interpreted as follows: (sample
relative light unit [RLU]/calibrator RLU) ratio <1.40 was de-
fined as negative and ratio >1.40 as positive.

Cellular Immune Response: Quantitative Determination of IFN-y Release
by SARS-CoV-2-Specific T Cells

SARS-CoV-2 cellular response was measured at first day of
admission using a specific quantitative IGRA following the
(Quan-T-Cell SARS-CoV-2,
Euroimmun, Germany). Details are provided elsewhere [23,
24]. For unspecific IFN-y release (mitogen-SARS-CoV-2
IGRA), a positive result was defined according to the manufac-
turer’s instructions as IFN-y[mitogen] — IFN-y[blank] >400
mlIU/mL. For specific T-cell response (SARS-CoV-2 IGRA), re-
sults were as follows: IFN-y[SARS-CoV-2] — IFN-y[blank]

manufacturer’s instructions
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<100 mIU/mL was considered negative, 100—200 mIU/mL was
borderline, and >200 mIU/mL was positive; for the analyses as
a dichotomous variable, we categorized the results as positive
(>200 mIU/mL) or negative (<200 mIU/mL). Specific interfer-
on SARS-CoV-2 responses were evaluated in both patients with
positive mitogen (2400 mIU/mL) and patients with an indeter-

minate result (<400 mIU/mL). The upper limit of quantifica-
tion achieved was 2500 mIU/mL.

Characterization of SARS-CoV-2 Variants

Confirmed SARS-CoV-2 PCR—positive NPS (Cobas 6800,
Roche, Switzerland) was characterized either by sequencing or
multiplex PCR according to the availability of resources.
Genome sequencing was performed following the ARTIC am-
plicon sequencing protocol for MinION version V3 as previ-
ously described [30]. Some NPS was characterized by a
multiplex PCR (Novaplex SARS-CoV-2 Variants-VII Assay,
Seegene, Korea), which targeted specifically the RdRp gene and
E484A, HV69/70del, and N501Y mutations, following the
manufacturer’s protocol, in a CFX96 real-time thermocy- cler
(Bio-Rad).

Statistical Analyses

Main analyses were based on time-to-event methods, consider-
ing the date of hospital admission for COVID-19 as the cohort
entry date. We used multivariable adjusted Cox proportional
hazard regression models to assess the association of the vari-
ables measuring preexisting humoral (TrimericS-IgG) and T-
cell (IGRA) immunity. We fitted the final model with the best
set of predictors selected by the potential clinical impact

and their unadjusted associations (P <.1) with the primary
outcome. Additionally, we included lymphocyte count as an in-
dependent variable. In case of collinearity among predictors,
the variable more likely to influence clinical decisions was cho-
sen. For calculations, we considered TrimericS-IgG as both a
continuous variable and a categorical variable with 2 different

cutoffs (233.8 BAU/mL and >264 BAU/mL) [31] and consid-
ered IGRA as both specific T-cell responses (SARS-CoV-2
IGRA) and unspecific IFN-y release (mitogen-SARS-CoV-2
IGRA). Covariables incorporated in the analyses included de-
mographic characteristics (age, sex), underlying medical condi-
tions (comorbidities, Charlson comorbidity index [CCI]),
vaccination status (time from last vaccination to hospitaliza-
tion, receipt of booster dose), clinical presentation (baseline ox-
ygen saturation to fraction of inspired oxygen [SpO./FiO;]
ratio, World Health Organization [WHO] 7-point ordinal scale,
bilateral lung infiltrates on CXR), microbiological data (SARS-
CoV-2 variant, SARS-CoV-2 viral load expressed by the PCR
cycle threshold [Ct]), first available laboratory values including
peripheral lymphocyte subpopulations, and antiviral and
immunomodulatory therapy administered.

Statistical analyses were performed with R version 4.0.3 soft-
ware (R Foundation for Statistical Computing).

RESULTS

Description of the Study Population

Of 537 patients admitted to hospital due to PCR-confirmed
COVID-19 during the study period, 393 (73.2%) had received
any dose of SARS-CoV-2 vaccines. Among them, 181 (46.1%)
met the eligibility criteria and were included in the study.
The median time from last vaccine dose to hospital admission
was 110 days (interquartile range [IQR], 67—178 days), with no
significant difference between mRNA and viral vector vaccines.
SARS-CoV-2 variant (103 Omicron, 78 Delta) was confirmed
by genome sequencing in 115 (64%) cases and by multiplex

PCR in 53 (29%) cases, and in 13 (7%) cases with high
RT-PCR Ct values (235), it was assumed based on the prevalent
variant circulating in our Department of Health at the time of
infection.

Supplementary Table 1 summarizes the baseline characteris-
tics, vaccination and clinical status on admission, therapy ad-
ministered during hospital stay, and outcomes of the patients.
Twenty-five (13.8%) patients died from any cause from hospital
admission through day 28 or required ICU admission.
Specimens for measuring SARS-CoV-2 immune responses
were collected a median of 1 day (IQR, 1-1 day) after hospital
admission, 6 days (IQR, 4-8 days) after initiation of symptoms,
and 3.7 months (IQR, 2.3—6 months) after last vaccine dose
(Supplementary Table 1).

A total of 158 of the 181 patients (87.3%) had detectable
SARS-CoV-2 antibodies, 92 (50.8%) showed specific T-cell re-
sponses in IGRA, and 87 (48.1%) had both antibodies and
T-cell responses.

Characteristics of the Patients According to Preexisting Humoral and
Cellular Immunity to SARS-CoV-2

Supplementary Table 2 shows the characteristics of patients
grouped by whether or not they had TrimericS-IgG antibodies.
Seronegative patients were more likely to have immunocom-
promising conditions, had lower RT-PCR Ct values, and
were less likely to have positive IGRA and positive N-IgG.
They also had lower total peripheral lymphocyte, B-cell, and
CD4 T-cell counts, with higher percentage of CD8 T cells
and higher CD4/CD8 ratio. No other significant differences
in clinical presentation or outcomes according to seropositivity
were observed (Supplementary Table 2).

The characteristics of individuals according to T-cell SARS-
CoV-2—specific reactivity in IGRA are shown in Table 1.
Patients with negative IGRA results were significantly older and
tended to have a higher CCI score. There were no sig- nificant
differences between both groups regarding their vacci- nation
status, prior SARS-CoV-2 infection, or time from onset
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Table 1. Characteristics of Persons Admitted to Hospital With Coronavirus Disease 2019 According to the Presence of Severe Acute Respiratory
Syndrome Coronavirus 2 Cellular Response at Hospital Admission

Negative Positive
Characteristic SARS-CoV-2 IGRA SARS-CoV-2 IGRA All P Value
No. (%) 89 (49.2) 92 (50.8) 181
Sex, male 53 (59.6) 49 (53.3) 102 (56.4) 454
Age, y, median (IQR) 78 (60-85) 65 (51-80) 74 (55-83) .002
Race/ethnicity, non-Hispanic White 83 (93.3) 79 (85.9) 162 (89.5) .168
CCI score, median (IQR) 5(2-7) 3(1-7) 4 (1-7) .060
Comorbidities
No. of comorbidities?, median (IQR) 2(14) 2(0-3) 2 (1-3) .156
Diabetes 26 (29.2) 25(27.2) 51(28.2) .869
Congestive heart failure 10 (11.2) 12 (13.0) 22 (12.2) 821
Coronary artery disease 11 (12.4) 9(9.8) 20 (11) .640
Prior stroke 7(7.9) 9(9.8) 16 (8.8) .795
Peripheral arterial disease 6(6.7) 7(7.6) 13(7.2) 1.000
Pulmonary disease 20 (22.5) 18 (19.6) 38 (21) 716
Chronic kidney disease 22 (24.7) 14 (15.2) 36 (19.9) 137
Malignant neoplasm 14 (15.7) 15 (16.3) 29 (16.0) 1.000
Immunosuppressive condition® 14 (15.7) 16 (17.4) 30 (16.6) .843
Prior COVID-19 infection 4 (4.5) 5(5.4) 9 (5.0) 1.000
Vaccination status
Days since last vaccine dose, median (IQR) 112 (73-184) 95 (59-174) 110 (67-178) 125
Receipt of booster dose® 39 (43.8) 39 (42.4) 78 (43.1) .881
Clinical presentation
Days from symptom onset to admission, median (IQR) 4.5(2-7) 53-7) 5(3-7) .626
SpO2/FiO> ratio at admission, median (IQR) 343 (283-354) 354 (343-462) 350 (309-457) <.001
WHO severity score, median (IQR) 4 (4-4) 4 (3-4) 4(34) .001
Bilateral lung infiltrates on CXR 38 (42.7) 39 (42.4) 77 (42.5) 254
Microbiological data
SARS-CoV-2 variant, Omicron 51 (57.3) 52 (57.3) 103 (56.9) 1.000
Lowest Ct PCR detected, median (IQR) 22 (17-28) 23 (18-27) 22 (18-27) 351
Sampling time from admission, d, median (IQR) 1(1-1) 1(1-1) 1(1-1) .749
TrimericS-IgG, BAU/mL, median (IQR) 1600 (63-4970) 1820 (601-5933) 1710 (266-5670) .060
TrimericS-IgG, positive 71(79.8) 87 (94.6) 158 (87.3) .003
TrimericS-1gG >264 BAU/mL 59 (66.3) 77 (83.7) 136 (75.1) .009
N-IgG, positive 10 (11.2) 13 (14.1) 23(12.7) .657
SARS-CoV-2 IGRA, mIU/mL, median (IQR) 30 (0.5-96) 631 (338-1729) 221 (33-635) <.001
SARS-CoV-2 IGRA, positive 0 (0) 92 (100) 92 (50.8)
Mitogen-SARS-CoV-2 IGRAY, positive 13 (14.6) 38 (41.3) 51 (28.2) <.001
First available laboratory value, median (IQR)
IL-6, pg/mL 44 (9-141) 41 (14-138) 42 (12-139) .748
C-reactive protein, mg/L 50 (23-104) 53 (25-85) 52 (23-98) .786
D-dimer, pg/mL 0.8 (0.5-2.1) 0.7 (0.4-1) 0.8(0.4-1.4) .099
Ferritin, ng/mL 371 (113-539) 182 (97-350) 221 (99-487) .035
Peripheral lymphocyte count, cells/uL 644 (458-926) 797 (542-1165) 699 (487-999) .036
B-cell count, cells/pL 48 (22-87) 64 (30-137) 54 (25-117) .018
T-cell count, cells/pL 410 (294-559) 511 (350-778) 455 (304-703) .018
CD4 T-cell count, cells/uL 226 (123-359) 289 (177-414) 249 (154-376) .025
CD4/CD8 lymphocyte ratio 1.4 (0.84-2.30) 1.6 (1.06-2.29) 1.5 (0.98-2.29) .263
Antiviral and immunomodulatory therapy
Remdesivir 73 (82) 71(77.2) 144 (79.6) 464
Monoclonal antibodies 4 (4.5) 1(1.1) 5(2.8) .206
Tocilizumab or baricitinib 57 (64) 61 (66.3) 118 (65.2) .758
Outcomes
Hospital stay, d, median (IQR) 6 (4-9) 4(3-7) 5(3-8) .039
In-hospital death 12 (13.5) 1(1.1) 13(7.2) .001
28-d mortality or ICU admission 20 (22.5) 5(5.4) 25 (13.8) .001
28-d mortality 14 (15.7) 3(3.3) 17 (9.4) .005
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Table 1. Continued

Negative Positive
Characteristic SARS-CoV-2 IGRA SARS-CoV-2 IGRA All P Value
60-d mortality 19 (21.3) 8(8.7) 27 (14.9) .021
90-d mortality 20 (22.5) 8(8.7) 28 (15.5) .013

Data are presented as No. (%) unless otherwise indicated.

Abbreviations: BAU, binding antibody units; CCI, Charlson comorbidity index; COVID-19, coronavirus disease 2019; Ct, cycle threshold; CXR, chest radiograph; ICU, intensive care unit; IGRA,
interferon-gamma release assay; IL-6, interleukin 6; IQR, interquartile range; N, nucleocapsid; PCR, polymerase chain reaction; SARS-CoV-2, severe acute respiratory syndrome coronavirus 2;
SpO,/FiO, ratio, oxygen saturation to fraction of inspired oxygen ratio; TrimericS-IgG, immunoglobulin G antibody serum levels against the trimeric spike protein; WHO, World Health
Organization.

3This category included the following underlying medical conditions: diabetes mellitus, chronic cardiac disease, chronic kidney disease, chronic liver disease, chronic neurologic disease,

chronic pulmonary disease, malignancies, and immunosuppressive conditions.

bThis category included human immunodeficiency virus, solid or bone marrow transplant, active hematologic malignancy, receiving immunosuppression, or active chemotherapy.

“Completed primary vaccination plus a booster dose.

9A positive result was defined according to the manufacturer as: IFN-y[mitogen] — IFN-y[blank] >400 mIU/mL.

of symptoms to hospital admission. Compared with patients
showing specific T-cell responses in IGRA, those with negative
IGRA results were in a poorer clinical status on admission, with
lower SpO./FiO; ratio and higher WHO 7-point ordinal, and
they had lower peripheral lymphocyte, B-cell, T-cell, and CD4
T-cell counts. In addition, they were more likely to require ICU
admission or die from any cause through day 28, and had
significantly higher 28-, 60-, and 90-day mortality. Similar
trends were observed when comparing only patients infected
with the Omicron variant (Supplementary Table 3) and when
only persons exhibiting both specific T-cell responses (SARS-
CoV-2 IGRA) and unspecific IFN-y release (mitogen-SARS-
CoV-2 IGRA) were included in the analysis (Supplementary
Table 4).

Table 2 shows the characteristics of the patients (n = 87) who
had both SARS-CoV-2 antibodies and specific T-cell responses.
Compared with cases with antibody response only (n = 71), in-
dividuals with both immune responses were younger, had a
better clinical status on admission with higher SpO,/FiO, ratio
and lower WHO 7-point ordinal scale, and were more likely to
be alive at 28, 60, and 90 days after hospitalization (Table 2).
They had higher B-cell count, with no significant differences
in total lymphocyte and T-cell counts. A similar trend in clin-
ical outcomes was observed when only patients exhibiting both
specific T-cell responses (SARS-CoV-2 IGRA) and unspecific
IFN-y release (mitogen-SARS-CoV-2 IGRA) were included in
the analysis, with significantly higher lymphocyte subpopula-
tions (B-cell [P=.047], T-cell [P=.027], and CD4 T-cell
[P =.044] counts) in those showing positive TrimericS-IgG,
SARS-CoV-2 IGRA, and mitogen-SARS-CoV-2 IGRA than in
those with positive TrimericS-IgG and negative IGRA
(Supplementary Table 5).

Outcomes

Table 3 shows the characteristics of persons according to the
primary outcome. Patients who died from any cause within
28 days or needed ICU admission were older and had more

underlying medical conditions, with a higher CCI score. They
were in a poorer clinical status on admission with lower
SpO./FiO; ratio and higher WHO 7-point ordinal scale, had
higher levels of inflammatory biomarkers (IL-6, CRP, and fer-
ritin), and less frequently received antiviral therapy with re-
mdesivir. Compared with cases with a favorable outcome, they
were less likely to have unspecific IFN-y release and specif- ic T-
cell responses in the IGRA, and had quantitatively lower IFN-y
responses (Table 3 and Supplementary Table 6). There were no
significant differences between these groups in SARS-CoV-2
antibody levels or lymphocyte counts.

Correlations of humoral and cellular responses with inflam-
matory biomarkers and lymphocyte count are shown in
Supplementary Figure 1 and Supplementary Table 7.

Unadjusted and adjusted associations with death from any
cause from hospital admission through day 28 or need for ICU
in Cox proportional hazards regression models are shown in
Supplementary Table 8 and Table 4, respectively. Factors sig-
nificantly associated with increased risk of death within 28 days
or need for ICU in the final adjusted model included a higher
CClI score and poor SpO,/FiO; ratio on admission, whereas in-
fection caused by an Omicron variant, SARS-CoV-2—specific
T-cell responses in IGRA, and antibody responses were associ-
ated with better outcomes (Table 4). Similar trends were ob-
served for secondary outcomes (Supplementary Table 9). We
also carried out a post hoc expanded multivariable analysis in-
cluding all inflammatory biomarkers with statistical signifi-
cance (P < .10) in univariate analyses (IL-6, CRP, ferritin, and
D-dimer). In this model (Supplementary Table 10), IL-6 and
ferritin were additional predictors of 28-day mortality or ICU
admission.

To evaluate the potential additive effects of cellular and an-
tibody responses on protection against severe outcomes, we ad-
justed Cox models incorporating the 3 variables reflecting
combinations of metrics of both responses: (1) negative anti-
body response, (2) positive antibody response and negative
T-cell response, and (3) positive antibody and T-cell responses.
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Table 2. Characteristics of Persons Admitted to Hospital With Coronavirus Disease 2019 and Positive Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2
Antibody Response According to the Presence of Cellular Response at Hospital Admission

Positive SARS-CoV-2 TrimericS-1gG

Characteristic Negative IGRA Positive IGRA All P Value
No. (%) 71 (44.9) 87 (55.1) 158
Sex, male 41 (57.7) 47 (54) 88 (55.7) .748
Age, y, median (IQR) 78 (62-86) 68 (52-81) 74 (55-84) .002
CCI score, median (IQR) 5(2-8) 3(1-7) 4 (1-7) .073
Comorbidities
No. of comorbidities?, median (IQR) 2(14) 2 (0-3) 2(0-3) .392
Diabetes 18 (25.4) 25 (28.7) 43 (27.2) .720
Congestive heart failure 7 (9.9) 11 (12.6) 18 (11.4) .624
Coronary artery disease 9(12.7) 8(9.2) 17 (10.8) .607
Prior stroke 6 (8.5) 9 (10.3) 15 (9.5) .789
Peripheral arterial disease 5(@7) 7(8) 12 (7.6) 1.000
Pulmonary disease 15 (21.1) 17 (19.5) 32 (20.3) .844
Chronic kidney disease 15 (21.1) 13 (14.9) 28 (17.7) 403
Malignant neoplasm 12 (16.9) 12 (13.8) 24 (15.2) .659
Immunosuppressive condition® 7 (9.9) 13 (14.9) 20 (12.7) 471
Prior COVID-19 infection 4 (5.6) 5(5.7) 9(5.7) 1.000
Vaccination status
Days since last vaccine dose, median (IQR) 120 (70-195) 101 (65-177) 116 (67-181) .267
Receipt of booster dose® 31 (43.7) 36 (41.4) 67 (42.4) .872
Clinical presentation
Days from symptom onset to admission, median (IQR) 4(2-7) 5(3-7) 4.5(2-7) 391
SpO>/FiO; ratio at admission, median (IQR) 343 (291-354) 354 (343-462) 350 (314457) <.001
WHO severity score, median (IQR) 4 (4-4) 4(34) 4(34) .027
Bilateral lung infiltrates on CXR 28 (39.4) 37 (42.5) 65 (41.1) .243
Microbiological data
SARS-CoV-2 variant, Omicron 41 (57.7) 50 (57.5) 91 (57.6) 1.000
Lowest Ct PCR detected, median (IQR) 22 (18-29) 23 (18-27) 22 (18-28) 911
Sampling time from admission, d, median (IQR) 1(1-1) 1(1-1) 1(1-1) .967
TrimericS-IgG, BAU/mL, median (IQR) 1930 (604-6230) 1910 (790-6530) 1920 (733-6325) .860
TrimericS-1gG, positive 71 (100) 87 (100) 158 (100)
TrimericS-IgG >264 BAU/mL 59 (83.1) 77 (88.5) 136 (86.1) .362
N-IgG, positive 10 (14.1) 13 (14.9) 23 (14.6) 1.000
SARS-CoV-2 IGRA, mIU/mL, median (IQR) 42 (0.5-89) 635 (344-1597) 265 (45-704) <.001
SARS-CoV-2 IGRA, positive 0(0) 87 (100) 87 (55.1) <.001
Mitogen-SARS-CoV-2 IGRAY, positive 11 (15.5) 37 (42.5) 48 (30.4) <.001
First available laboratory values, median (IQR)
IL-6, pg/mL 45 (10-127) 40 (13-139) 43 (12-138) .928
C-reactive protein, mg/L 60 (25-107) 54 (24-88) 55 (24-100) .621
D-dimer, pg/mL 0.8 (0.5-2.1) 0.7 (0.4-1) 0.7 (0.4-1.4) 149
Ferritin, ng/mL 371 (118-531) 183 (98-350) 223 (100-474) .059
Peripheral lymphocyte count, cells/uL 694 (502-961) 796 (562-1080) 748 (516-998) .288
B-cell count, cells/uL 50 (26-97) 65 (39-137) 59 (29-118) .050
T-cell count, cells/uL 452 (304-586) 511 (350-748) 467 (326-711) .129
CD4 T-cell count, cells/uL 240 (155-371) 285 (177-414) 262 (160-387) 270
CD4/CD8 lymphocyte ratio 1.7 (0.99-2.40) 1.6 (1.05-2.29) 1.6 (1.02-2.36) .944
Antiviral and immunomodulatory therapy
Remdesivir 57 (80.3) 67 (77) 124 (78.5) .699
Monoclonal antibodies 1(1.4) 0(0) 1(0.6) 449
Tocilizumab or baricitinib 45 (63.4) 58 (66.7) 103 (65.2) .738
Outcomes
Hospital stay, d, median (IQR) 6 (3-8) 4(3-7) 5(3-8) .168
In-hospital death 9(12.7) 1(1.1) 10 (6.3) .005
28-d mortality or ICU admission 14 (19.7) 5(5.7) 19 (12.0) .012
28-d mortality 11 (15.5) 3(3.4) 14 (8.9) .011
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Table 2. Continued

Positive SARS-CoV-2 TrimericS-IgG

Characteristic Negative IGRA Positive IGRA All P Value
60-d mortality 15 (21.1) 8(9.2) 23 (14.6) .042
90-d mortality 16 (22.5) 8(9.2) 24 (15.2) .026

Data are presented as No. (%) unless otherwise indicated.

Abbreviations: BAU, binding antibody units; CCI, Charlson comorbidity index; COVID-19, coronavirus disease 2019; Ct, cycle threshold; CXR, chest radiograph; ICU, intensive care unit; IGRA,
interferon-gamma release assay; IL-6, interleukin 6; IQR, interquartile range; N, nucleocapsid; PCR, polymerase chain reaction; SARS-CoV-2, severe acute respiratory syndrome coronavirus 2;
SpO,/FiO, ratio, oxygen saturation to fraction of inspired oxygen ratio; TrimericS-IgG, immunoglobulin G antibody serum levels against the trimeric spike protein; WHO, World Health
Organization.

3This category included the following underlying medical conditions: diabetes mellitus, chronic cardiac disease, chronic kidney disease, chronic liver disease, chronic neurologic disease,

chronic pulmonary disease, malignancies, and immunosuppressive conditions.

bThis category included human immunodeficiency virus, solid or bone marrow transplant, active hematologic malignancy, receiving immunosuppression, or active chemotherapy.

“Completed primary vaccination plus a booster dose.

9dA positive result was defined according to the manufacturer as: IFN-y[mitogen] — IFN-y[blank] >400 mIU/mL.

We found that the CCI score (adjusted hazard ratio [aHR], 1.27
[95% confidence interval {CI}, 1.07-1.51]; P = .006) or the
number of comorbidities (aHR, 1.45 [95% CI, 1.04-2.01];
P =.026), SpO,/FiO, ratio on admission (aHR, 2.36 [95%
CI, 1.51-3.67]; P < .001), and SARS-CoV-2 Omicron variant
(aHR, 0.38 [95% CI, .17—-.87]; P = .022) were significantly asso-
ciated with 28-day mortality or ICU admission following hos-
pitalization, but the strongest association was observed for
the composite positive antibody and T-cell responses (aHR,
0.16 [95% CI, .05-.58]; P=.005) (Figures 1 and 2 and
Supplementary Table 11). Similar trends were observed for sec-
ondary outcomes (Supplementary Table 12).

DISCUSSION

In this study of vaccinated patients hospitalized for COVID-19
caused by the Delta and Omicron variants, preexisting T-cell
immunity against SARS-CoV-2 was strongly associated with
patient outcomes. Persons showing both antibody and T-cell
responses had the lowest risk of mortality or ICU admission,
suggesting that dual contribution of humoral and cellular im-
munity is important to prevent against disease progression.
Previous reports had documented that severe COVID-19 ill-
ness among fully vaccinated persons occurred more commonly
among those with risk factors for severe disease including older
age and underlying health conditions, but the importance of
SARS-CoV-2 immunity in protection against poor outcomes
was unknown.

To our knowledge, this is the first study to date to evaluate
comprehensively preexisting immunity at the individual level
in patients hospitalized for COVID-19 and to determine any
potential effect on the clinical outcome. Our study focused
on the role played by antibodies and T-cell responses and ex-
plored whether using these metrics of protective immunity in
vaccinated patients with COVID-19 admitted to hospital pro-
vides useful information about risk for severe outcome or

death. Consistent with large-scale observational cohorts, the
risk of hospitalization and death due to Omicron was substan-
tially lower than for Delta [32-35] and, as expected, death oc-
curred more commonly among persons with risk factors for
severe disease, specifically older age and underlying health con-
ditions including diabetes, cardiovascular disease, and chronic
renal disease, emphasizing the impact of multiple comorbidi-
ties on developing and maintaining SARS-CoV-2—specific im-
munity. In our analyses, increasing age did not remain
associated, suggesting that age-related suboptimal response to
vaccines and/or waning immunity might account for the asso-
ciation observed in prior cohort studies.

Our results on the protective role of T-cell immunity against
severe outcomes suggest that antibodies developed after immu-
nization with the current COVID-19 vaccines based on the an-
cestral strain of SARS-CoV-2 may not be sufficient to prevent
against serious disease upon breakthrough infection caused
by new variants. These findings are aligned with previous lab-
oratory data suggesting that the generation and maintenance of
robust SARS-CoV-2—specific T-cell responses could play a sig-
nificant role in long-term vaccine efficacy against severe disease
caused by new variants, given the limited T-cell escape by the
Beta, Delta, and Omicron variants despite extensive mutations
and reduced susceptibility to neutralizing antibodies [20, 36,
37]. In contrast to neutralizing antibody epitopes, T-cell epi-
topes are abundant and located across the entire spike protein
[38], indicating that most SARS-CoV-2 spike—specific T-cell re-
sponses are directed against conserved epitopes and that SARS-
CoV-2 viral evasion from T cells may be limited.

The highest levels of protection against severe COVID-19 ill-
ness observed in our study in individuals with both antibody
and T-cell responses is in line with prior reports showing that a
coordinated humoral and cellular immune response is bene-
ficial for COVID-19 patients [39]. The results are also concor-
dant with data obtained in a longitudinal study of B-cell
and T-cell responses against ancestral SARS-CoV-2, Beta,
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Table 3. Univariate Analysis of 28-Day Mortality or Intensive Care Unit Admission in Persons Admitted to Hospital With Coronavirus Disease 2019

Characteristic Non-28-d Death or ICU Admission 28-d Death or ICU Admission All P Value
No. (%) 156 (86.2) 25 (13.8) 181
Sex, male 88 (56.4) 14 (56.0) 102 (56.4) 1.000
Age, y, median (IQR) 70 (52-83) 82 (74-89) 74 (54-83) .002
CCI score, median (IQR) 3(1-7) 7 (5-9) 4(1-7) <.001
Comorbidities
No. of comorbidities®, median (IQR) 2 (0-3) 3(24) 2 (1-3) .001
Diabetes 38 (24.4) 13 (52) 51 (28) .008
Congestive heart failure 19 (12.2) 3(12) 22 (12.2) 1.000
Coronary artery disease 11 (7.1) 9(36) 20 (11) <.001
Prior stroke 12 (7.7) 4 (16) 16 (8.8) 244
Peripheral arterial disease 11 (7.1) 2(8) 13(7.2) .696
Pulmonary disease 32 (20.5) 6 (24) 38 (21) 791
Chronic kidney disease 26 (16.7) 10 (40) 36 (19.9) .013
Malignant neoplasm 22 (14.1) 7 (28.0) 29 (16.0) .136
Immunosuppressive condition® 25 (16) 5 (20) 30 (16.6) .572
Prior COVID-19 infection 9 (5.8) 0(0) 9 (5.0) .614
Vaccination status
Days since last vaccine dose, median (IQR) 107 (66-180) 112 (80-156) 110 (67-178) .988
Receipt of booster dose® 66 (42.3) 12 (48) 78 (43.1) .666
Clinical presentation
Days from symptom onset to admission, median (IQR) 5@3-7) 6 (3-8) 5(3-7) .339
SpO>/FiO; ratio at admission, median (IQR) 350 (339-462) 280 (238-346) 350 (309-457) <.001
WHO severity score, median (IQR) 4(34) 4 (4-5) 4(34) <.001
Bilateral lung infiltrates on CXR 64 (41) 13 (52) 77 (42.5) .498
Microbiological data
SARS-CoV-2 variant, Omicron 51 (57.3) 52 (57.3) 134 (56.9) 1.000
Lowest Ct PCR detected, median (IQR) 22 (18-28) 21 (16-25) 22 (18-27) 213
Sampling time from admission, d, median (IQR) 1(1-1) 1(1-1) 1(1-1) .148
TrimericS-IgG, BAU/mL, median (IQR) 1610 (312-4910) 2320 (43-8000) 1710 (266-5670) 744
TrimericS-IgG, positive 139 (89.1) 19 (76) 158 (87.3) .099
TrimericS-1gG >264 BAU/mL 119 (76.3) 17 (68) 136 (75.1) 454
N-IgG, positive 18 (11.5) 5 (20) 23 (12.7) 327
SARS-CoV-2 IGRA, mIU/mL, median (IQR) 268 (44-713) 45 (4-145) 221 (33-635) .001
SARS-CoV-2 IGRA, positive 87 (55.8) 5 (20) 92 (50.8) .001
Mitogen-SARS-CoV-2 IGRAY, positive 49 (31.4) 2(8) 51 (28.2) .026
First available laboratory values, median (IQR)
IL-6, pg/mL 36 (9-111) 152 (41-409) 42 (12-139) .001
C-reactive protein, mg/L 47 (21-88) 96 (47-163) 52 (23-98) .003
D-dimer, pg/mL 0.7 (0.4-1.3) 1(0.6-4.4) 0.8 (0.4-1.4) .007
Ferritin, ng/mL 184 (94-435) 774 (468-921) 221 (99-487) <.001
Peripheral lymphocyte count, cells/uL 699 (499-999) 739 (400-990) 699 (487-999) .673
B-cell count, cells/uL 55 (26-117) 51 (21-119) 54 (25-117) .585
T-cell count, cells/uL 460 (304-714) 428 (277-565) 455 (304-703) 451
CD4 T-cell count, cells/uL 259 (155-380) 240 (128-365) 249 (154-376) 472
CD4/CD8 lymphocyte ratio 1.5 (0.92-2.33) 1.3 (0.99-2.19) 1.5 (0.98-2.29) 434
Antiviral and immunomodulatory therapy
Remdesivir 128 (82.1) 16 (64) 144 (79.6) .058
Monoclonal antibodies 4 (2.6) 1(4.0) 5(2.8) .529
Tocilizumab or baricitinib 104 (66.7) 14 (56) 118 (65.2) .366

Data are presented as No. (%) unless otherwise indicated.

Abbreviations: BAU, binding antibody units; CCI, Charlson comorbidity index; COVID-19, coronavirus disease 2019; Ct, cycle threshold; CXR, chest radiograph; ICU, intensive care unit; IGRA,
interferon-gamma release assay; IL-6, interleukin 6; IQR, interquartile range; N, nucleocapsid; PCR, polymerase chain reaction; SARS-CoV-2, severe acute respiratory syndrome coronavirus 2;
Sp02/FiO:2 ratio, oxygen saturation to fraction of inspired oxygen ratio; TrimericS-IgG, immunoglobulin G antibody serum levels against the trimeric spike protein; WHO, World Health

Organization.

3This category included the following underlying medical conditions: diabetes mellitus, chronic cardiac disease, chronic kidney disease, chronic liver disease, chronic neurologic disease,

chronic pulmonary disease, malignancies, and immunosuppressive conditions.
bThis category included human immunodeficiency virus, solid or bone marrow transplant, active hematologic malignancy, receiving immunosuppression, or active chemotherapy.

“Completed primary vaccination plus a booster dose.

9A positive result was defined according to the manufacturer as: IFN-y[mitogen] — IFN-y[blank] >400 mIU/mL.
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Table 4. Unadjusted and Adjusted Associations With 28-Day Mortality or
Intensive Care Unit Admission in Persons Admitted to Hospital With

Coronavirus Disease 2019

Unadjusted HR P Adjusted HR P
Characteristic (95% CI) Value (95% CI) Value
Age, y 1.04 (1.01-1.07) .003  0.99 (.96-1.03) 734
Female sex 1.03 (.47-2.26) 947  1.55(.65-3.72) 325
CCI score® 1.24(1.11-1.39) <.001 1.27(1.07-1.52) .003
SpO/FiO; ratioat  2.80(1.92—4.08) <.001  2.28(1.48-3.51) <.001
admission
SARS-CoV-2 0.55 (.25-1.21) .140  0.40 (.18-.90) .027
variant,
Omicron
TrimericS-IgG, 0.42 (.17-1.04) .061  0.31(.11-.70) .031
positive
SARS-CoV-2 0.22 (.08-.59) .003  0.33(.11-.95) .040
IGRA, positive
Remdesivir 0.42 (.18-.94) .036  0.53(.21-1.36) .188
Peripheral 1.00 (.96-1.05) .900 1.03 (0.98-1.07) .270
lymphocyte
count

Abbreviations: CCI, Charlson comorbidity index; CI, confidence interval; HR, hazard ratio;
IGRA, interferon-gamma release assay; SARS-CoV-2, severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2; SpO:/FiO2 ratio, oxygen saturation to fraction of inspired oxygen ratio;
TrimericS-IgG, immunoglobulin G antibody serum levels against the trimeric spike protein.

3Estimates were obtained from fitting multivariable Cox proportional hazards regression
models with multivariable adjustment. Adjustment was made for age (per year increase),
sex, CCI score (per unit increase), SpO2/FiO2 ratio (per 100-unit decrease), SARS-CoV-2
variant, TrimericS-IgG (cutoff for positivity >33.8 BAU/mL), IGRA (cutoff for positivity
>200 mIU/mL), remdesivir use, and peripheral lymphocyte count (per 100 cells/pL
increase).

bEstimates were similar when CCI score was replaced by number of comorbidities (adjusted
hazard ratio, 1.44 [95% confidence interval, 1.05-1.99]; P = .025).

Delta, and Omicron variants after immunization with the
BNT162b2 vaccine. In that investigation, the reduced antibody
titers against the receptor-binding domain of the variant, com-
bined with the reduced spike-specific T-cell responses, correlat-
ed with the increased susceptibility of vaccinated persons to
breakthrough COVID-19 caused by Omicron, suggesting that
protection against highly mutated variants relied on the contri-
bution of both humoral and cellular immunity [40].

To determine cell-mediated immunity against SARS-CoV-2,
we used a commercial IGRA assay, a simple and reliable meth-
od of quantifying T-cell response in convalescent and vaccinat-
ed individuals [21-23]. The assay quantifies IFN-y responses
that may be predominantly driven by T cells, but innate-like
T cells (natural killer T cells, mucosal-associated invariant T
cells) may also be producing IFN-y. The IGRA presents practi-
cal advantages over conventional methods and, although it
might have a slightly lower sensitivity than conventional
enzyme-linked immunosorbent spot assay for studying T cells
following vaccination [41, 42], it may allow the evaluation of
T-cell immune responses to SARS-CoV-2 in everyday clinical
practice. Interestingly, in our study, the proportion of patients
with unspecific IFN-y mitogen-stimulated response was lower
than the specific T-cell response after stimulation with antigens
of the SARS-CoV-2 spike protein. The lower response to

nonspecific stimulation during the acute phase of COVID-19
was not unexpected. Lymphocytopenia is a striking feature of
full-blown COVID-19 [43], and severely ill patients have been
found to have a substantial reduction of IFN-y levels with
impairment of IFN-y production upon phytohemaggluti- nin, a
potent IFN-y mitogen that has been correlated with T-
lymphocyte reduction in the peripheral blood [44, 45].

Longitudinal studies have shown that once the acute phase of

COVID-19 is resolved and peripheral lymphocyte counts nor-
malize, an effective IFN-y production by T-lymphocytes is re-
stored [45].

Our study is the first to evaluate correlates of protection and
define the role of T-cell responses in disease severity at time of
acute COVID-19. In addition to the prospective design with
close and long follow-up, the study has several notable
strengths, including the use of objective metrics to assess severe
outcomes and the utilization of validated serological platforms,
measuring both antibodies and T-cell immunity to
SARS-CoV-2, to accurately assess humoral and cellular im-
mune responses. Confirmation of the SARS-CoV-2 variant
with molecular methods in 93% of the cases is another strength
of this study.

The main implication of our findings about preexisting im-
munity and risk of severe outcomes in vaccinated patients is
that measuring immunity may add value to the current clinical
evaluation based on age and comorbidities. Our results suggest
that with the emergence of new variants, the presence of anti-
bodies would be insufficient to estimate a person’s degree of
protection against severe outcomes or death. To better charac-
terize the magnitude of protective immunity and identification
of patients at high risk for progression, it may be important to
measure both antibody production and T-cell responses. Further
steps to use these tests to estimate a person’s degree of
protection against severe outcomes include defining thresh-
olds in a standardized routine practice and evaluating their per-
formance in clinical practice.

The study has limitations. First, the study population repre-
sents a convenience sample of a single medical center and com-
prises predominantly White persons admitted to hospital,
limiting generalizability to the wider population. Second, the
limited sample size did not allow us to draw conclusions on the
differential effect of preexisting immunity on each variant of
SARS-CoV-2 and particular subgroups of patients receiving
different COVID-19 vaccines. Third, we did not examine pa-
tients at different timepoints from vaccination to infection to
determine the exact timeframe of waning immunity. Fourth, al-
though we only included in the study hospital admissions pri-
marily related to COVID-19 infection, outcomes that occurred
during COVID-19 might have been related to other factors,
including exacerbated comorbidities. Fifth, SARS-CoV-2—
specific T-cell responses have been interpreted despite the low
unspecific IFN-y mitogen response. Finally, it is unknown
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Variable Hazard ratio aHR (95% Ci) Pvalue
Age - 1.00 (.96, 1.04) 870
Sex Male - Reference

Female %—4 1.49 (63, 3.51) 364
Charlson comorbidity index* 3 = 3 1.27 (1.07,1.51) .006
SPOZIF'IO2 ratio 3 2.36 (1.51, 3.67) <.001
SARS-CoV-2 variant Delta i Reference

Omicron —a— : 0.38 (.17, 0.87) 022
Immune responses TrimericS-lgG(-) — Reference

TrimericS-IgG(+) & IGRA(-) = 0.37 (.12, 1.10) 073

TrimericS-lgG(+) & IGRA(+) ] 1 0.16 (.05, 0.58) .005
Remdesivir No l Reference

Yes —I—l' 0.61 (.25, 1.51) .286
Peripheral lymphocyte count i 1.02 (.98, 1.07) .290

0.05 a1 02 05

Figure 1. Predictors for 28-day mortality or intensive care unit admission in persons admitted to hospital with coronavirus disease 2019. Estimates were obtained from
fitting a multivariable Cox proportional hazards regression model incorporating age (per year increase), sex, Charlson comorbidity index (CCl) score (per unit increase), oxygen
saturation to fraction of inspired oxygen ratio (per 100-unit decrease), severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 variant, remdesivir use, peripheral lymphocyte count (per
100 cells/uL increase) and the 3 variables reflecting combinations of metrics of both immune responses: negative antibody response; positive antibody response and negative
T-cell response; and positive antibody response and positive T-cell response. *Estimates were similar when CCI score was replaced by number of comorbidities (adjusted
hazard ratio, 1.45 [95% confidence interval, 1.04-2.01]; P = .026). Abbreviations: aHR, adjusted hazard ratio; Cl, confidence interval; IGRA, severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2 interferon-gamma release assay; SARS-CoV-2, severe acute respiratory syndrome coronavirus 2; Sp02/Fi0; ratio, oxygen saturation to fraction of inspired oxygen
ratio; TrimericS-lgG, immunoglobulin G antibody serum levels against the trimeric spike protein.
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Figure 2. Survival curve of the effect of humoral and cellular immunity on 28-day mortality or intensive care unit (ICU) admission estimated using the Cox proportional
hazards regression model. *P = .004 for the comparison of [TrimericS-gG(+) and IGRA(+)] cumulative survival curve with [TrimericS-IgG(-)] curve. "P = .175 for the com-
parison of [TrimericS-IgG(+) and IGRA(-)] cumulative survival curve with [TrimericS-IgG(-)] curve. Abbreviations: ICU, intensive care unit; IGRA, severe acute respiratory
syndrome coronavirus 2 interferon-gamma release assay; TrimericS-1gG, immunoglobulin G antibody serum levels against the trimeric spike protein.
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how these results might apply to future SARS-CoV-2 variants
or to new bivalent booster vaccines.

In conclusion, preexisting T-cell immunity against SARS-
CoV-2 is strongly associated with disease severity in vac- cinated
patients with COVID-19 caused by the Delta or Omicron
variants. Persons showing both T-cell and antibody responses
at hospital admission have reduced hazard of severe outcomes
following hospitalization with COVID-19. These findings
provide a basis for early identification of persons at risk of
severe disease and may have significant implications for closer
monitoring and earlier therapeutic interventions in vaccinated
patients hospitalized with COVID-19.

Supplementary Data

Supplementary materials are available at The Journal of
Infectious Diseases online. Consisting of data provided by the
authors to benefit the reader, the posted materials are not copy-
edited and are the sole responsibility of the authors, so ques-
tions or comments should be addressed to the corresponding
author.
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Table S-1. Characteristics of persons admitted to hospital with COVID-19.

Characteristic All
n (%) 181
Sex, male 102 (56.4)
Age, median (IQR), y 74 (55-83)
White, non Hispanic 162 (89.5)
Charlson comorbidity index, median (IQR) 4 (1-7)
Number of comorbidities,* median (IQR) 2(1-3)
Diabetes 51(28.2)
Congestive heart failure 22 (12.2)
Coronary artery disease 20 (11)
Prior stroke 16 (8.8)
Peripheral arterial disease 13(7.2)
Pulmonary disease 38 (21)
Chronic kidney disease 36 (19.9)
Malignant neoplasm 29 (16.0)
Immunosuppressive condition: 30 (16.6)
Active hematologic malignancy 12 (6.6)
Receiving immunosuppression 8 (4.4)
Active chemotherapy 6(3.3)
Solid or bone marrow transplant 3(1.7)
HIV 1 (0.6)
Prior COVID-19 infection 9 (5.0)
Vaccination status
Type of vaccine:
BNT162b2 (Pfizer-BioNTech) 125 (69.1)
mRNA-1273 (Moderna) 23 (12.7)
AZD1222 (Oxford-AstraZeneca) 13(7.2)
Ad26.COV2.S (Janssen-Johnson & Johnson) 20 (11)
Days since last vaccine dose, median (IQR) 110 (67-178)
Receipt of booster dose* 78 (43.1)
Clinical presentation
Days from symptom onset to admission, median (IQR) 5@3-7)
SpO2/Fi02 ratio at admission, median (IQR) 350 (309-457)
WHO severity score, median (IQR) 4(3-4)
Bilateral lung infiltrates on X Ray 77 (42.5)
Microbiological data
SARS-CoV-2 variant, Omicron 103 (56.9)
Lowest cycle threshold PCR detected, median (IQR) 22 (18-27)
Sampling time from admission, median (IQR), days 1(1-1)
TrimericS-IgG, median (IQR), BAU/mL 1710 (266-5670)
TrimericS-IgG, Positive 158 (87.3)
TrimericS-1gG >264 BAU/mL 136 (75.1)
N-IgG, Positive 23 (12.7)
SARS-CoV-2 IGRA, median (IQR), mIU/mL 221 (33-635)
SARS-CoV-2 IGRA, Positive 92 (50.8)
Mitogen-SARS-CoV-2 IGRA,* Positive 51(28.2)
First available laboratory values, median (IQR)
Interleukin-6, pg/mL 42 (12-139)
C-reactive protein, mg/L 52 (23-98)
D-dimer, ug/mL 0.8 (0.4-14)

Ferritin, ng/mL

221 (99-487)




Peripheral lymphocyte count, cells/uL 699 (487-999)
B-cell count, cells/uL. 54 (25-117)
T-cell count, cells/uL 455 (304-703)
CD4 T-cell count, cells/uL 249 (154-376)
CD4/CD8 lymphocyte ratio 1.5(0.98-2.29)
Antiviral and immunomodulatory therapy

Remdesivir 144 (79.6)
Monoclonal antibodies 5(2.8)
Tocilizumab or baricitinib 118 (65.2)
Dexamethasone or methylprednisolone” 172 (95%)
Outcomes

Hospital stay, median (IQR), days 5(3-8)

In hospital death 13(7.2)
28-day mortality or ICU admission 25(13.8)
28-day mortality 17(94)
60-day mortality 27 (14.9)
90-day mortality 28 (15.5)

* This category included the following underlying medical conditions: diabetes mellitus, chronic cardiac
disease, chronic kidney disease, chronic liver disease, chronic neurologic disease, chronic pulmonary
disease, malignancies, and immunosuppressive conditions. * Completed primary vaccination plus a booster
dose. € A positive result was defined according to the manufacturer as: IFN-y[mitogen] — IFN-y[blank]
>400 mIU/mL. ” In most cases (146/172, 84.9%) it was given at hospital admission with a median (IQR)
of 1 (1-1) day before IGRA testing. Data are presented as no. (%) unless otherwise indicated. IGRA, SARS-
CoV-2 interferon gamma release assay; IQR, interquartile range; SpO2/FiO2 ratio, oxygen saturation to
fraction of inspired oxygen ratio; TrimericS-IgG, immunoglobulin G antibody serum levels against the
trimeric spike protein; BAU, Binding Antibody Units; ICU, intensive care unit.



Table S-2. Characteristics of persons admitted to hospital with COVID-19 according to the presence
of SARS-CoV-2 humoral response at hospital admission.

Characteristic

Negative SARS-CoV-2

Positive SARS-CoV-

TrimericS-IgG 2 TrimericS-IgG All P Value

n (%) 23 (12.7) 158 (87.3) 181
Sex, male 14 (60.9) 88 (55.7) 102 (56.4) 0.822
Age, median (IQR), y 63 (54-82) 74 (55-84) 74 (55-83) 0.346
Charlson comorbidity index, median 4(2-65) 4(1-7) 4(1-7) 0.899
(IQR)
Number of comorbidities,* median 2 (1-4) 2(0-3) 2(1-3) 0.234
(IQR)
Diabetes 8(34.8) 43 (27.2) 51(28.2) 0.463
Congestive heart failure 4(17.4) 18 (11.4) 22 (12.2) 0.491
Coronary artery disease 3 (13) 17 (10.8) 20 (11) 0.724
Prior stroke 14.3) 15 (9.5) 16 (8.8) 0.698
Peripheral arterial disease 1(4.3) 12 (7.6) 13(7.2) 1.000
Pulmonary disease 6(26.1) 32 (20.3) 38 (21) 0.584
Chronic kidney disease 8 (34.8) 28 (17.7) 36 (19.9) 0.089
Malignant neoplasm 5(21.7) 24 (15.2) 29 (16) 0.379
Immunosuppressive condition® 10 (43.5) 20 (12.7) 30 (16.6) 0.001
Prior COVID-19 infection 0(0) 9(5.7) 9(5) 0.606
Vaccination status
ggyff)smw last vaccine dose, median 95 (73-112) 116 (67-181) 110 (67-178) 0.251
Receipt of booster dose* 11 (47.8) 67 (42.4) 78 (43.1) 0.657
Clinical presentation
Days from symptom onset to
admission, median (IQR) > (4-7) 4.52-7) > B-7) 0.699
(SI%?{Z)/ Fi02 ratio at sgmission, meglian 343 (279-452) 350 (314-457) 350 (309-457) 0.598
WHO severity score 4 (3-4) 4 (3-4) 4(3-4) 0.270
Bilateral lung infiltrates on X Ray 12 (52.2) 65 (41.1) 77 (42.5) 0.494
Microbiological data
SARS-CoV-2 variant, Omicron 12 (52.2) 91 (57.6) 103 (56.9) 0.657
Lowest cycle threshold PCR detected,
median (IQR) 18 (16-25) 22 (18-28) 22 (18-27) 0.023
Sampling time from admission, median
(IQR), days 1(1-1) 1(1-1) 1(1-1) 0.544
TrimericS-IgG, median (IQR),
BAU/mL 4.8 (4.8-14) 1920 (733-6325) 1710 (266-5670) <0.001
TrimericS-IgG, Positive 0(0) 158 (100) 158 (87.3)
TrimericS-IgG >264 BAU/mL 0(0) 136 (86.1) 136 (75.1) <0.001
N-IgG, Positive 0(0) 23 (14.6) 23 (12.7) 0.049
SARS-CoV-2 IGRA, median (IQR),
mIU/mL 27 (6-174) 265 (45-704) 221 (33-635) 0.005
SARS-CoV-2 IGRA, Positive 5(21.7) 87 (55.1) 92 (50.8) <0.001

: &
Mitogen-SARS-CoV-2 IGRA, 3 (13) 48 (30.4) 51(282) 0.003
Positive
First available laboratory values,
median (IQR)
Interleukin-6, pg/mL 41 (11-143) 43 (12-138) 42 (12-139) 0.696
C-reactive protein, mg/L 33 (21-68) 55 (24-100) 52 (23-98) 0.296
D-dimer, pg/mL 0.8 (0.5-14) 0.7 (0.4-1.4) 0.8(0.4-14) 0.794
Ferritin, ng/mL 182 (85-532) 223 (100-474) 221 (99-487) 0.976




Peripheral lymphocyte count, cells/uL 483 (333-874) 748 (516-998) 699 (487-999) 0.012
B-cell count, cells/uL 18 (5-52) 59 (29-118) 54 (25-117) <0.001
T-cell count, cells/uL 331 (206-499) 467 (326-711) 455 (304-703) 0.029
CD4 T-cell count, cells/uL 164 (75-293) 262 (160-387) 249 (154-376) 0.005
CD8 T-cell percentage, % 29.2(22.3-41.4) 22.8(16.8-31.9) 23.4(17.2-33.5) 0.012
CD4/CD8 lymphocyte ratio 1.0 (0.62-1.54) 1.6 (1.02-2.36) 1.5(0.98-2.29) 0.002
Antiviral and immunomodulatory

therapy

Remdesivir 20 (87) 124 (78.5) 144 (79.6) 0.421

Monoclonal antibodies 4(17.4) 1(0.6) 5(2.8) 0.001

Tocilizumab or Baricitinib 15 (65.2) 103 (65.2) 118 (65.2) 1.000
Outcomes

Hospital stay, median (IQR), days 7 (4-10) 5(3-8) 5(3-8) 0.075
In hospital death 3(13) 10 (6.3) 13(7.2) 0.218
28-day mortality or ICU admission 6(26.1) 19 (12.0) 25(13.8) 0.099
28-day mortality 3(13) 14 (8.9) 17 (9.4) 0.458
60-day mortality 4(17.4) 23 (14.6) 27 (14.9) 0.754
90-day mortality 4(17.4) 24 (15.2) 28 (15.5) 0.761

* This category included the following underlying medical conditions: diabetes mellitus, chronic cardiac
disease, chronic kidney disease, chronic liver disease, chronic neurologic disease, chronic pulmonary

disease, malignancies, and immunosuppressive conditions. * This category included HIV, solid or bone
marrow transplant, active hematologic malignancy, receiving immunosuppression, or active chemotherapy.
# Completed primary vaccination plus a booster dose. € A positive result was defined according to the

manufacturer as: IFN-y[mitogen] — IFN-y[blank] >400 mIU/mL. Data are presented as no. (%) unless
otherwise indicated. IGRA, SARS-CoV-2 interferon gamma release assay; IQR, interquartile range;
SpO2/Fi02 ratio, oxygen saturation to fraction of inspired oxygen ratio; TrimericS-IgG, immunoglobulin
G antibody serum levels against the trimeric spike protein; BAU, Binding Antibody Units; ICU, intensive

care unit.




Table S-3. Characteristics of persons admitted to hospital with the Omicron variant, according to the
presence of SARS-CoV-2 cellular response at hospital admission.

Characteristic Negative SARS-CoV-2 | Positive SARS-CoV-
IGRA 2 IGRA Al P Value

n (%) 51(49.5) 52 (50.5) 103
Sex, male 25 (49) 30 (57.7) 55(53.4) 0.432
Age, median (IQR), y 82 (62-86) 76 (57-85) 79 (59-85) 0.100
Charlson comorbidity index, median 53-7) 5(1-8) 52-7) 0.963
(IQR)
Number of comorbidities,* median

i 2(1-4 3(1-4 3(1-4 0.438
phs (1-4) (1-4) (1-4)
Diabetes 13 (25.5) 18 (34.6) 31(30.1) 0.391
Congestive heart failure 8 (15.7) 10 (19.2) 18 (17.5) 0.796
Coronary artery disease 6 (11.8) 8(15.4) 14 (13.6) 0.775
Prior stroke 4(7.8) 8 (15.4) 12 (11.7) 0.358
Peripheral arterial disease 3(5.9) 6 (11.5) 9 (8.7) 0.488
Pulmonary disease 15 (29.4) 13 (25) 28 (27.2) 0.662
Chronic kidney disease 12 (23.5) 10 (19.2) 22 (21.4) 0.637
Malignant neoplasm 10 (19.6) 10 (19.2) 20 (19.4) 1.000
Immunosuppressive condition® 11 (21.6) 11(21.2) 22 (21.4) 1.000
Prior COVID-19 infection 1(2.0) 5(9.6) 6 (5.8) 0.205
Vaccination status
ggyff)smw last vaccine dose, median 104 (73-188) 85 (58-158) 95 (67-177) 0.113
Receipt of booster dose* 33 (64.7) 33 (63.5) 66 (64.1) 1.000
Clinical presentation
Days from symptom onset to
admission, median (IQR) 3(2-6) 407 4@ 0.413
(SII(’)?{Z)/ Fi02 ratio at egnission, megan 343 (281-389) 354 (343-462) 350 (306-455) 0.005
WHO severity score 4 (3-4) 4 (3-4) 4 (3-4) 0.024
Bilateral lung infiltrates on X Ray 20 (39.2) 19 (36.5) 39 (37.9) 0.784
Microbiological data
SARS-CoV-2 variant, Omicron 51 (100) 52 (100) 103 (100) 0.657
Lowest cycle threshold PCR detected,
median (IQR) 20 (17-26) 21 (18-28) 20 (17-27) 0.312
Sampling time from admission, median
(IQR), days 1(1-1) 1(1-1) 1(1-1) 0.618
TrimericS-IgG, median (IQR),
BAU/mL 1260 (63-2955) 1820 (833-5078) 1610 (380-4280) 0.017
TrimericS-IgG, Positive 41 (80.4) 50 (96.2) 91 (88.3) 0.015
TrimericS-IgG >264 BAU/mL 35(68.6) 47 (90.4) 82 (79.6) 0.007
N-IgG, Positive 4(7.8) 7 (13.5) 11(10.7) 0.526
SARS-CoV-2 IGRA, median (IQR),
lU/mL 14 (0.5-66) 623 (338-1185) 209 (14-623) <0.001
SARS-CoV-2 IGRA, Positive 0(0) 52 (100) 52 (50.5)

: &

Mitogen-SARS-CoV-2 IGRA, 12 (23.5) 22 (42.3) 34 (33.0) 0.059
Positive
First available laboratory values,
median (IQR)
Interleukin-6, pg/mL 33 (6-130) 34 (10-138) 33(7-139) 0.864
C-reactive protein, mg/L 35(17-105) 42 (20-76) 38 (18-94) 0.901
D-dimer, pg/mL 1(0.4-2.3) 0.8 (0.5-1.3) 0.9 (0.5-1.9) 0.470
Ferritin, ng/mL 173 (82-531) 126 (66-280) 149 (73-441) 0.182




Peripheral lymphocyte count, cells/uL 644 (473-946) 720 (510-981) 697 (486-962) 0.461
B-cell count, cells/uL 39 (17-76) 63 (25-143) 52 (23-117) 0.033
T-cell count, cells/uL. 442 (304-559) 458 (346-711) 447 (318-632) 0.356
CD4 T-cell count, cells/uL 236 (155-366) 239 (177-374) 236 (158-371) 0.605
CD4/CD8 lymphocyte ratio 1.6 (0.99-2.38) 1.7 (1.19-2.29) 1.7 (1.08-2.35) 0.657
Antiviral and immunomodulatory

therapy

Remdesivir 41 (80.4) 41 (78.8) 82 (79.6) 1.000
Monoclonal antibodies 4(7.8) 0(0) 43.9) 0.057
Tocilizumab or Baricitinib 27 (52.9) 30 (57.7) 57 (55.3) 0.694
Outcomes

Hospital stay, median (IQR), days 6 (4-10) 5@3-7) 6 (3-8) 0.325
In hospital death 7 (13.7) 0 (0.0) 7 (6.8) 0.006
28-day mortality or ICU admission 9 (17.6) 2 (3.8) 11 (10.7) 0.028
28-day mortality 8 (15.7) 2 (3.8) 10 (9.7) 0.052
60-day mortality 12 (23.5) 6(11.5) 18 (17.5) 0.126
90-day mortality 13 (25.5) 6(11.5) 19 (18.4) 0.080

* This category included the following underlying medical conditions: diabetes mellitus, chronic cardiac
disease, chronic kidney disease, chronic liver disease, chronic neurologic disease, chronic pulmonary
disease, malignancies, and immunosuppressive conditions. * This category included HIV, solid or bone
marrow transplant, active hematologic malignancy, receiving immunosuppression, or active chemotherapy.
# Completed primary vaccination plus a booster dose. & A positive result was defined according to the
manufacturer as: IFN-y[mitogen] — IFN-y[blank] >400 mIU/mL. Data are presented as no. (%) unless
otherwise indicated. IGRA, SARS-CoV-2 interferon gamma release assay; IQR, interquartile range;
SpO2/Fi02 ratio, oxygen saturation to fraction of inspired oxygen ratio; TrimericS-IgG, immunoglobulin
G antibody serum levels against the trimeric spike protein; BAU, Binding Antibody Units; ICU, intensive

care unit.




Table S-4. Characteristics of persons admitted to hospital with COVID-19 according to the presence

or absence of SARS-CoV-2 specific and unspecific cellular responses at hospital admission.

Characteristic Positive SARS-CoV-
Negative SARS-CoV-2 2 IGRA & Positive
IGRA Mitogen-SARS-CoV- Al P Value
2 IGRA
n (%) 89 (70.1) 38(29.9) 127
Sex, male 53 (59.6) 19 (50) 72 (56.7) 0.335
Age, median (IQR), y 78 (60-85) 64 (51-80) 75 (58-84) 0.013
Charlson comorbidity index, median 5(2-7) 4(1-8) 52-7) 0294
(IQR)
Number of comorbidities,* median 2 (1-4) 2 (0-4) 2 (1-4) 0.608
(IQR)
Diabetes 26(29.2) 11(28.9) 37 (29.1) 1.000
Congestive heart failure 10 (11.2) 5(13.2) 15(11.8) 0.769
Coronary artery disease 11(12.4) 5(13.2) 16 (12.6) 1.000
Prior stroke 7(7.9) 4(10.5) 11(8.7) 0.732
Peripheral arterial disease 6 (6.7) 2(5.3) 8(6.3) 1.000
Pulmonary disease 20 (22.5) 6 (15.8) 26 (20.5) 0.477
Chronic kidney disease 22 (24.7) 4 (10.5) 26 (20.5) 0.093
Malignant neoplasm 14 (15.7) 5(13.2) 19 (15.0) 0.792
Immunosuppressive condition® 14 (15.7) 6 (15.8) 20 (15.7) 1.000
Prior COVID-19 infection 4 (4.5) 1(2.6) 5(3.9) 1.000
Vaccination status
g(ai))l/;)smce Inst vaccigE CoeaIetias 112 (73-184) 85 (58-158) 95 (67-177) 0.113
Receipt of booster dose* 39 (43.8) 15(39.5) 54 (42.5) 0.698
Clinical presentation
Days from symptom onset to
admission, median (IQR) 45@7) 3@ 327 0.913
(SIF(’QCI){Z)/ FiO2 ratio at admission, megieg 343 (283-354) 452 (350-462) 346 (305-452) | <0.001
WHO severity score 4 (4-4) 3(3-4) 4 (3-4) 0.001
Bilateral lung infiltrates on X Ray 38 (42.7) 14 (36.8) 52 (40.9) 0.475
Microbiological data
SARS-CoV-2 variant, Omicron 51(57.3) 22 (57.9) 73 (57.5) 1.000
Lowest cycle threshold PCR detected,
median (IQR) 22 (17-28) 22 (18-26) 22 (17-27) 0.467
Sampling time from admission, median
(IQR), days 1(1-1) 1(1-1) 1(1-1) 0.621
TrimericS-IgG, median (IQR),
BAU/mL 1600 (63-4970) 2045 (669-5458) 1690 (194-5215) 0.089
TrimericS-IgG, Positive 71 (79.8) 37 (97.4) 108 (85) 0.013
TrimericS-IgG >264 BAU/mL 59 (66.3) 33 (86.8) 92 (72.4) 0.018
N-IgG, Positive 10 (11.2) 3(7.9) 13 (10.2) 0.753
SARS-CoV-2 IGRA, median (IQR),
mIU/mL 30(0.5-96) 1410 (578-2469) 67 (11-356) <0.001
SARS-CoV-2 IGRA, Positive 0 (0) 38 (100) 38(29.9) <0.001
5 &
Mitogen-SARS-CoV-2 IGRA, 13 (14.6) 38 (100) 51(402) <0.001
Positive
First available laboratory values,
median (IQR)
Interleukin-6, pg/mL 44 (9-141) 49 (17-180) 45 (12-159) 0.318
C-reactive protein, mg/L 50 (23-104) 8 (24-74) 50 (23-98) 0.427
D-dimer, pg/mL 0.8 (0.5-2.1) 0.6 (0.4-1.0) 0.7 (0.4-1.7) 0.037




Ferritin, ng/mL 371 (113-539) 182 (98-307) 227 (100-489) 0.017
Peripheral lymphocyte count, cells/uL 644 (458-926) 804 (596-1445) 690 (486-996) 0.009
B-cell count, cells/uL 48 (22-87) 74 (38-145) 54 (23-108) 0.021
T-cell count, cells/uL. 410 (294-559) 631 (412-1039) 454 (302-720) 0.004
CD4 T-cell count, cells/uL 226 (123-359) 370 (178-529) 249 (151-381) 0.003
CD4/CD8 lymphocyte ratio 1.4 (0.8-2.3) 2.0(1.3-2.6) 1.6 (1.0-2.3) 0.068
Antiviral and immunomodulatory

therapy

Remdesivir 73 (82.0) 32 (84.2) 105 (82.7) 1.000
Monoclonal antibodies 4(4.5) 1(2.6) 5(3.9) 1.000
Tocilizumab or Baricitinib 57 (64.0) 26 (68.4) 83 (65.4) 0.688
Outcomes

Hospital stay, median (IQR), days 6 (4-9) 4 (3-7) 5(3-8) 0.090
In hospital death 12 (13.5) 0 (0.0) 12 (9.4) 0.018
28-day mortality or ICU admission 20 (22.5) 2(5.3) 22 (17.3) 0.021
28-day mortality 14 (15.7) 1(2.6) 15 (11.8) 0.038
60-day mortality 19 (21.3) 4 (10.5) 23 (18.1) 0.209
90-day mortality 20 (22.5) 4 (10.5) 24 (18.9) 0.142

* This category included the following underlying medical conditions: diabetes mellitus, chronic cardiac
disease, chronic kidney disease, chronic liver disease, chronic neurologic disease, chronic pulmonary
disease, malignancies, and immunosuppressive conditions. * This category included HIV, solid or bone
marrow transplant, active hematologic malignancy, receiving immunosuppression, or active chemotherapy.

# Completed primary vaccination plus a booster dose. € A positive result was defined according to the

manufacturer as: IFN-y[mitogen] — IFN-y[blank] >400 mIU/mL. Data are presented as no. (%) unless
otherwise indicated. IGRA, SARS-CoV-2 interferon gamma release assay; IQR, interquartile range;
SpO2/Fi02 ratio, oxygen saturation to fraction of inspired oxygen ratio; TrimericS-IgG, immunoglobulin
G antibody serum levels against the trimeric spike protein; BAU, Binding Antibody Units; ICU, intensive

care unit.




Table S-5. Characteristics of persons with positive SARS-CoV-2 TrimericS-IgG according to the
presence of SARS-CoV-2 specific and unspecific cellular responses at hospital admission.

Positive SARS-CoV-2 TrimericS-IgG
Characterlsti Positive SARS-CoV- " PVal
aracteristic . 2 IGRA & Positive alue
Negative IGRA Mitogen-SARS-CoV-
2 IGRA
n (%) 71 (65.7) 37 (34.3) 108
Sex, male 41 (57.7) 19 (51.4) 60 (55.6) 0.547
Age, median (IQR), y 78 (62-86) 65 (51-80) 76 (58-85) 0.013
Charlson comorbidity index, median 5(2-8) 4(1-8) 5(2-8) 0.344
(IQR)
Number of comorbidities,* median 2 (1-4) 2 (0-4) 2 (1-4) 0.992
(IQR)
Diabetes 18 (25.4) 11(29.7) 29 (26.9) 0.652
Congestive heart failure 79.9) 5(13.5) 12 (11.1) 0.624
Coronary artery disease 9(12.7) 8(9.2) 17 (10.8) 0.607
Prior stroke 6(8.5) 4 (10.8) 10 (9.3) 1.000
Peripheral arterial disease 5() 2(54) 7 (6.5) 1.000
Pulmonary disease 15 (21.1) 6 (16.2) 21 (19.4) 0.616
Chronic kidney disease 15 (21.1) 4 (10.8) 19 (17.6) 0.286
Malignant neoplasm 12 (16.9) 5(13.5) 17 (15.7) 0.784
Immunosuppressive condition® 79.9) 6 (16.2) 13 (12) 0.362
Prior COVID-19 infection 4 (5.6) 1(2.7) 5(4.6) 0.659
Vaccination status
ggyff)smw last vaccigSdesopmedian 120 (70-195) 86 (59-158) 118 (67-181) 0.184
Receipt of booster dose” 31 (43.7) 14 (37.8) 45 (41.7) 0.681
Clinical presentation
Days from symptom onset to
admission, median (IQR) 407 37 4@ 0.845
(SI%?{Z)/FIOZ ratioatadmission, median 343 (291-354) 452 (350-462) 350 (309-452) <0.001
WHO severity score 4 (4-4) 3(3-4) 4(3-4) 0.001
Bilateral lung infiltrates on X Ray 28 (39.4) 14 (37.8) 42 (38.9) 0.490
Microbiological data
SARS-CoV-2 variant, Omicron 41 (57.7) 22 (59.5) 63 (58.3) 1.000
Lowest cycle threshold PCR detected,
median (IQR) 22 (18-29) 23 (18-26) 22 (18-28) 0.919
Sampling time from admission, median
(IQR), days 1(1-1) 1(1-1) 1(1-1) 0.453
TrimericS-IgG, median (IQR),
BAU/mL 1930 (604-6230) 2270 (840-5690) 1985 (623-6190) 0.851
TrimericS-IgG, Positive 71 (100) 37 (100) 108 (100)
TrimericS-IgG >264 BAU/mL 59 (83.1) 33(89.2) 92 (85.2) 0.570
N-IgG, Positive 10 (14.1) 3(8.1) 13 (12.0) 0.536
SARS-CoV-2 IGRA, median (IQR),
mIU/mL 42 (0.5-89) 1353 (575-2375) 111 (17-578) <0.001
SARS-CoV-2 IGRA, Positive 0(0) 37 (100) 37 (34.3)
: &
Mitogen-SARS-CoV-2 IGRA, 11(15.5) 37 (100) 48 (44.4) <0.001
Positive
First available laboratory values,
median (IQR)
Interleukin-6, pg/mL 45 (10-127) 51(17-182) 45 (14-163) 0.352
C-reactive protein, mg/L 60 (25-107) 43 (23-73) 54 (24-99) 0.252

10




D-dimer, pg/mL 0.8 (0.5-2.1) 0.6 (0.4-1.0) 0.7 (0.4-1.6) 0.066
Ferritin, ng/mL 371 (118-531) 182 (98-320) 225 (100-487) 0.022
Peripheral lymphocyte count, cells/uL 694 (502-961) 803 (595-1403) 742 (534-999) 0.088
B-cell count, cells/uL 50 (26-97) 76 (42-152) 59 (28-117) 0.047
T-cell count, cells/uL 452 (304-586) 606 (397-948) 468 (312-738) 0.027
CD4 T-cell count, cells/uL. 240 (155-371) 370 (178-507) 288 (161-389) 0.044
CD4/CD8 lymphocyte ratio 1.7 (1.0-2.4) 2.0(1.3-24) 1.7 (1.1-2.4) 0.462
Antiviral and immunomodulatory

therapy

Remdesivir 57 (80.3) 31(83.8) 88 (81.5) 0.796
Monoclonal antibodies 1(1.4) 0(0) 1(0.9) 1.000
Tocilizumab or Baricitinib 45 (63.4) 25 (67.6) 70 (64.8) 0.832
Outcomes

Hospital stay, median (IQR), days 6 (3-8) 4 (3-7) 5(3-8) 0.302
In hospital death 9 (12.7) 0 (0.0) 9 (8.3) 0.026
28-day mortality or ICU admission 14 (19.7) 2(54) 16 (14.8) 0.051
28-day mortality 11 (15.5) 12.7) 12 (11.1) 0.055
60-day mortality 15 (21.1) 4 (10.8) 19 (17.6) 0.286
90-day mortality 16 (22.5) 4 (10.8) 20 (18.5) 0.193

* This category included the following underlying medical conditions: diabetes mellitus, chronic cardiac
disease, chronic kidney disease, chronic liver disease, chronic neurologic disease, chronic pulmonary
disease, malignancies, and immunosuppressive conditions. * This category included HIV, solid or bone
marrow transplant, active hematologic malignancy, receiving immunosuppression, or active chemotherapy.
# Completed primary vaccination plus a booster dose. & A positive result was defined according to the
manufacturer as: IFN-y[mitogen] — [FN-y[blank] >400 mIU/mL. Data are presented as no. (%) unless
otherwise indicated. IGRA, SARS-CoV-2 interferon gamma release assay; IQR, interquartile range; vy,
years old; SpO2/FiO2 ratio, oxygen saturation to fraction of inspired oxygen ratio; TrimericS-IgG,
immunoglobulin G antibody serum levels against the trimeric spike protein; BAU, Binding Antibody Units;

ICU, intensive care unit.
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Table S-6. SARS-CoV-2 cellular response according to 28-day mortality or ICU admission in persons

admitted to hospital with COVID-19.

Characteristic Non-28-day death 28-day death or All P Value
or ICU admission ICU admission
n (%) N=156 (86.2) N=25 (13.8) N=181
SARS-CoV-2 IGRA,
Positive 87 (55.8) 5(20) 92 (50.8)
Borderline 18 (11.5) 4 (16) 22 (12.2) 0.002
Negative 51(32.7) 16 (64) 67 (37)
SARS-CoV-2 IGRA, median (IQR), mIU/mL 268 (44-713) 45 (4-145) 221 (33-635) 0.001
Mitogen-SARS-CoV-2 IGRA, Positive ¢ 49 (31.4) 2(8) 51(28.2) 0.026
Mitogen-SARS-CoV-2 IGRA, (IQR), mIU/mL 115 (21-601) 14 (0-52) 77 (14-479) <0.001
#Positive SARS-CoV-2 IGRA N=87 (94.6) N=5(5.4) N=92
Positive Mitogen-IGRA
n (%) 36 (41.4) 2 (40) 38 (41.3)
IGRA, median (IQR), mIU/mL 1410 (585-2500) 1444 (1004-1884) 1410 (578-2469) 0.844
Mitogen-IGRA, median (IQR), mIU/mL 1745 (765-2500) 1674 (1236-2112) 1745 (777-2500) 0.948
Indeterminate Mitogen-IGRA
n (%) 51(58.6) 3 (60) 54 (58.7)
IGRA, median (IQR), mIU/mL 467 (309-807) 449 (355-659) 458 (309-837) 0.806
Mitogen-IGRA, median (IQR), mIU/mL 71 (24-179) 15(7-34) 65 (21-168) 0.108

# A positive result was defined according to the manufacturer as: IFN-y[SARS-CoV-2] — IFN-y[blank] >200
mlU/mL. ¢ A positive result was defined according to the manufacturer as: IFN-y[mitogen] — IFN-y[blank]
>400 mIU/mL. Data are presented as no. (%) unless otherwise indicated. IGRA, SARS-CoV-2 interferon
gamma release assay; IQR, interquartile range; ICU, intensive care unit.
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Table S-7. Correlation of biomarkers with antibody and T-cell immune responses in persons admitted to
hospital with COVID-19.

SARS-CoV-2 IGRA

Mitogen-SARS-CoV-2 IGRA

TrimericS-IgG

Correlation Coefficient

Correlation Coefficient

Correlation Coefficient

Variable (95% CI) * P (95% CI) * P (95% CI) * P
Interleukin-6 -0.090 (-0.212,0.035) | 0.159 | -0.026(-0.150,0.100) | 0.689 |  -0.009 (-0.133,0.116) | 0.892
C-reactive protein | -0.112(-0.233,0.013) | 0.079 | -0.068 (-0.191,0.057) | 0.287 0.067 (-0.058, 0.190) 0293
D-dimer -0.107 (-0.229,0.018) | 0.093 | -0.080(-0.203,0.045) | 0.211 0.000 (-0.125, 0.124) 0.998
Ferritin -0.100 (-0.223,0.026) | 0.120 | -0.138(-0.259,-0.012) | 0.032 0.120 (-0.006, 0.242) 0.061
Lymphocyte count | 0.097 (-0.028,0.220) | 0.127 |  0.160 (0.035-0.279) 0.012 0.085 (-0.041, 0.207) 0.185

* Pearson’s correlation coefficient. TrimericS-IgG, immunoglobulin G antibody serum levels against the

trimeric spike protein; IGRA, SARS-CoV-2 interferon gamma release assay; CI confidence interval.
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Table S-8. Unadjusted associations with 28-day mortality or ICU admission in persons admitted to
hospital with COVID-19.

Characteristic Unadjusted HR (95% CI) P Value
Female sex 1.03(0.47-2.26) 0.947
Age, median (IQR), y 1.04 (1.01-1.07) 0.003
Charlson comorbidity index, median (IQR) 1.24(1.11-1.39) <0.001
Number of comorbidities, median (IQR) 1.60 (1.22-2.11) <0.001
Prior COVID-19 infection 0.00 (0.00-0) 0.997
Vaccination status

Days since last vaccine dose, median (IQR) 1.00 (1.00-1.00) 0.739
Receipt of booster dose* 0.80(0.36-1.75) 0.570
Clinical presentation

Days from symptom onset to admission, median (IQR) 0.92(0.49-1.72) 0.790
SpO2/FiO2 ratio at admission, median (IQR) 2.80(1.92-4.08) <0.001
WHO severity score, median (IQR) 11.1(5.8-21.2) <0.001
Bilateral lung infiltrates on X Ray 0.39(0.09-1.66) 0.200
Microbiological data

SARS-CoV-2 variant, Omicron 0.55(0.25-1.20) 0.140
Lowest cycle threshold PCR detected, median (IQR) 0.96 (0.90-1.02) 0.232
TrimericS-IgG, median (IQR), BAU/mL 1.00 (1.00-1.00) 0.057
TrimericS-IgG, Positive 0.42(0.17-1.04) 0.061
TrimericS-1gG >264 BAU/mL 0.66 (0.29-1.54) 0.338
N-IgG, Positive 1.78 (0.67-4.74) 0.250
SARS-CoV-2 IGRA, median (IQR), mIU/mL 1.00 (1.00-1.00) 0.040
SARS-CoV-2 IGRA, Positive 0.22 (0.08-0.58) 0.003
Mitogen-SARS-CoV-2 IGRA,* Positive 0.21(0.05-0.88) 0.033
First available laboratory values, median (IQR)

Interleukin-6, pg/mL 1.21(1.08-1.36) 0.001
C-reactive protein, mg/L 1.96 (1.27-3.01) 0.002
D-dimer, ug/mL 1.71(0.92-3.19) 0.089
Ferritin, ng/mL 1.11(1.07-1.15) <0.001
Peripheral lymphocyte count, cells/uL. 1.00 (0.96-1.05) 0.900
B-cell count, cells/uL 1.00 (1.00-1.00) 0.910
T-cell count, cells/uL 1.00 (1.00-1.00) 0.632
CD4 T-cell count, cells/uL 1.00 (1.00-1.00) 0.500
CD4/CD8 lymphocyte ratio 0.88(0.63-1.22) 0.432
Antiviral and immunomodulatory therapy

Remdesivir 0.41(0.18-0.94) 0.034
Monoclonal antibodies 1.54(0.21-11.11) 0.675
Tocilizumab or baricitinib 0.66 (0.30-1.45) 0.295

*Estimates were obtained from fitting unadjusted Cox-proportional hazards regression. Hazard ratio for
ordinal and quantitative variables were expressed as follows: age (per year increase), Charlson comorbidity
index (per unit increase), number of comorbidities (per unit increase), SpO2/FiO2 ratio (per 100 units
decrease), WHO severity score (per unit increase), TrimericS-IgG (cut-off for positivity >33.8 BAU/mL),
IGRA (cut-off for positivity >200 mIU/mL), interleukin-6 (per 1 logio pg/mL increase), C-reactive protein
(per 100 mg/L increase), D-dimer (per 10 pg/mL increase), ferritin (per 100 ng/mL increase), and peripheral
lymphocyte count (per 100 cells/uL increase). HR, hazard ratio; CI, confidence interval; SpO2/FiO2 ratio,
oxygen saturation to fraction of inspired oxygen ratio; TrimericS-IgG, immunoglobulin G antibody serum
levels against the trimeric spike protein; IGRA, SARS-CoV-2 interferon gamma release assay.
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Table S-9. Adjusted associations with 28-, 60- and 90-day mortality in persons admitted to hospital

with COVID-19.*

Overall mortality at 90 days

Characteristic Overall mortality at 28 days | Overall mortality at 60 days

N=181 aHR (95% CI) P value aHR (95% CI) P value aHR (95% CI) P value
Age, years 1.00 (0.95-1.06) 0.887 1.03 (0.98-1.08) 0.205 1.03 (0.98-1.08) 0.256
Female sex 1.67 (0.57-4.96) 0.352 1.01 (0.44-2.32) 0.974 1.10(0.49-2.47) 0.822
Charlson comorbidity index 1.53(1.22-1.92) <0.001* | 1.34(1.13-1.59) <0.001* 1.36(1.15-1.61) <0.001*
SpO2/FiO2 ratio at admission 3.28(1.82-5.90) <0.001* | 2.08(1.28-3.36) 0.003* 2.08(1.30-3.34) 0.002*
SARS-CoV-2 variant, Omicron 0.78(0.27-2.23) 0.642 0.85(0.36-1.99) 0.707 0.90(0.39-2.09) 0.803
TrimericS-IgG, Positive 0.37(0.08-1.68) 0.199 0.66 (0.21-2.06) 0.477 0.68 (0.22-2.10) 0.500
SARS-CoV-2 IGRA, Positive 0.22 (0.06-0.86) 0.030* 0.43(0.17-1.07) 0.069 0.38(0.15-0.93) 0.034*
Remdesivir 0.50(0.17-1.45) 0.199 0.56 (0.24-1.30) 0.177 0.50(0.22-1.13) 0.093
Peripheral lymphocyte count 1.03 (0.98-1.08) 0.222 1.01 (0.97-1.05) 0.693 1.01 (0.97-1.05) 0.680

*Estimates were obtained from fitting multivariable Cox-proportional hazards regression models with
multivariable adjustment. Adjustment was made for age (per year increase), sex, Charlson comorbidity
index (per unit increase), SpO2/FiO2 ratio (per 100 units decrease), SARS-CoV-2 variant, TrimericS-1gG
(cut-off for positivity >33.8 BAU/mL), IGRA (cut-off for positivity >200 mIU/mL), remdesivir use and
peripheral lymphocyte count (per 100 cells/uL increase). aHR, adjusted hazard ratio; CI, confidence
interval; SpO2/FiO2 ratio, oxygen saturation to fraction of inspired oxygen ratio; TrimericS-IgG,
immunoglobulin G antibody serum levels against the trimeric spike protein; IGRA, SARS-CoV-2 interferon

gamma release assay.
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Table S-10. Adjusted associations with 28-day mortality or ICU admission in persons admitted to
hospital with COVID-19.*

Characteristic Adjusted HR (95% CI) P Value
Age, years 0.98(0.93-1.02) 0.247
Female sex 1.32(0.51-3.37) 0.565
Charlson comorbidity index 1.23(1.03-1.47) 0.021
SpO2/Fi02 2.37(1.40-4.03) 0.001
SARS-Cov-2 variant, Omicron 0.51(2.15-1.21) 0.126
TrimericS-IgG, Positive 0.19 (0.06-0.60) 0.005
SARS-CoV-2 IGRA, Positive 0.27 (0.08-0.89) 0.032
Remdesivir 0.45(0.15-1.38) 0.165
Peripheral lymphocyte count 1.05(0.99-1.10) 0.068
Interleukin-6 3.26(1.51-7.04) 0.003
C-reactive protein 1.23(0.66-2.31) 0.520
D-dimer 1.23 (0.66-4.52) 0.755
Ferritin 1.08 (1.03-1.14) 0.002

*Estimates were obtained from fitting multivariable Cox-proportional hazards regression models with
multivariable adjustment. Adjustment was made for age (per year increase), sex, Charlson comorbidity
index (per unit increase), SpO2/FiO2 ratio (per 100 units decrease), SARS-CoV-2 variant, TrimericS-IgG
(cut-off for positivity >33.8 BAU/mL), IGRA (cut-off for positivity >200 mIU/mL), remdesivir use,
peripheral lymphocyte count (per 100 cells/uL increase), interleukin-6 (per 1 logio pg/mL increase), C-
reactive protein (per 100 mg/L increase), D-dimer (per 10 pg/mL increase), and ferritin (per 100 ng/mL
increase). aHR, adjusted hazard ratio; CI, confidence interval; SpO2/FiO2 ratio, oxygen saturation to
fraction of inspired oxygen ratio; TrimericS-IgG, immunoglobulin G antibody serum levels against the
trimeric spike protein; IGRA, SARS-CoV-2 interferon gamma release assay.
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Table S-11. Predictors for 28-day mortality or ICU admission in persons admitted to hospital with
COVID-19 including combinations of immune responses.*

Characteristic Overall mortality at 28 days or ICU
N=181 Nmortality/ICU/Necohort aHR (95% CI) p
Age, years 0.99 (0.96-1.03) 0.763
Female sex 1.52(0.63-3.70) 0.351
Charlson comorbidity index 1.29(1.09-1.52) 0.002
SpO2/FiO2 ratio at admission 2.28(1.49-3.49) <0.001
SARS-CoV-2 variant, Omicron 0.40 (0.18-0.90) 0.028
Immune responses
Negative TrimericS-1gG & Negative IGRA 6/18 (33.3%) reference reference
Negative TrimericS-1gG & Positive IGRA 0/5 (0%) 0.00 (0.00-00) 0.997
Positive TrimericS-IgG & Negative IGRA 14/71 (19.7%) 0.24(0.08-0.76) 0.015
Positive TrimericS-IgG & Positive IGRA 5/87 (5.7%) 0.10(0.03-0.38) <0.001
Remdesivir 0.49 (0.19-1.00) 0.137
Peripheral lymphocyte count 1.03(0.98-1.07) 0.250

* Estimates were obtained from fitting a multivariable Cox-proportional hazards regression model
incorporating age (per year increase), sex, Charlson comorbidity index (per unit increase), SpO2/FiO2 ratio
(per 100 units decrease), SARS-CoV-2 variant, remdesivir use, total lymphocytes (per 100 cells/uL
increase) and FOUR variables reflecting combinations of metrics of both immune responses: negative
antibody response and negative T-cell response (Ab-T-), negative antibody response and positive T-cell
response (Ab-T+), positive antibody response and negative T-cell response (Ab+T-), and positive antibody
response and positive T-cell response (Ab+T+). aHR, adjusted hazard ratio; ICU, intensive care unit;
SpO2/FiO2 ratio, oxygen saturation to fraction of inspired oxygen ratio; TrimericS-IgG, immunoglobulin
G antibody serum levels against the trimeric spike protein; IGRA, SARS-CoV-2 interferon gamma release

assay.
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Table S-12. Predictors for 28-, 60- and 90-day mortality in persons admitted to hospital with COVID-

19.*
Characteristic Overall mortality at 28 Overall mortality at 60 Overall mortality at 90
days days days

N=181 aHR (95% CI) p aHR (95% CI) p aHR (95% CI) p
Age, years 1.00(0.95-1.06) | 0978 | 1.03(0.99-1.09) | 0.177 | 1.03(0.98-1.08) | 0.228
Female sex 1.73(0.58-5.13) | 0327 | 1.02(044-235) | 0960 | 1.12(0.49-2.52) | 0.792
Charlson comorbidity index 1.50(1.20-1.88) | <0.001* | 1.31(1.11-1.55) | 0.001* | 1.34(1.13-1.57) | <0.001%
SpO2/FiO?2 ratio at admission 331(1.81-6.04) | <0.001* | 2.06(1.27-3.36) | 0.004* | 2.06(1.27-333) | 0.003*
SARS-CoV-2 variant, Omicron | 0.71(0.25-2.06) | 0.533 | 0.79(0.35-1.85) | 0.586 | 0.83(0.36-1.94) | 0.669
Immune responses

Positive TrimericS-1eG & | 55(0.12:245) | 0435 | 0.79(0.24-2.55) | 0.690 | 0.85(0.27-2.74) | 0.789

Negative IGRA

Positive Trig:)esriig\sljlggﬁ 0.15(0.02-0.95) | 0.044* | 042(0.12-153) | 0.189 | 0.40(0.11-145) | 0.164
Remdesivir 0.59(0.21-1.70) | 0329 | 0.62(027-144) | 0269 | 0.56(0.25-126) | 0.160
Peripheral lymphocyte count 1.03(0.98-1.08) | 0235 | 1.01(0.97-1.06) | 0.691 | 1.01(0.97-1.05) | 0.684

* Estimates were obtained from fitting a multivariable Cox-proportional hazards regression model
incorporating age (per year increase), sex, Charlson comorbidity index (per unit increase), SpO2/FIO2 ratio
(per 100 units decrease), SARS-CoV-2 variant, remdesivir use, peripheral lymphocyte count (per 100
cells/pL increase) and the three variables reflecting combinations of metrics of both immune responses:
negative antibody response (Ab-), positive antibody response and negative T-cell response (Ab+T-), and
positive antibody response and positive T-cell response (Ab+T+). aHR, adjusted hazard ratio; ICU,
intensive care unit; SpO2/FiO2 ratio, oxygen saturation to fraction of inspired oxygen ratio; TrimericS-
IgG, immunoglobulin G antibody serum levels against the trimeric spike protein; IGRA, SARS-CoV-2
interferon gamma release assay.
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Figure S-1: Correlation of humoral and cellular responses with inflammatory biomarkers and
lymphocyte counts in persons admitted to hospital with COVID-19.
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