Resumen

No se sabe con certeza si los adultos jévenes infectados con el
SARS-CoV-2 corren el riesgo de una infeccion posterior. Investigamos el
riesgo de infeccion posterior por SARS-CoV-2 entre adultos jévenes
seropositivos para una infeccion previa.

Métodos

Este analisis se realiz6 como parte del estudio COVID-19 Health Action
Response for Marines (CHARM). CHARM incluyo a reclutas
predominantemente masculinos de la Marina de los EE. UU., De entre 18 y
20 anos, después de una cuarentena de 2 semanas sin supervision en el
hogar. Después del periodo de cuarentena domiciliaria, al llegar a una
instalacion de cuarentena de 2 semanas supervisada por la Marina
(campus universitario u hotel), los participantes se inscribieron y se
evaluaron para determinar la seropositividad basal de IgG para
SARS-CoV-2, definida como una dilucion de 1: 150 o mas sobre el dominio
de union al receptor y ELISA de proteina de pico de longitud completa. Los
participantes también completaron un cuestionario que constaba de
informacién demografica, factores de riesgo, informes de 14 sintomas
especificos relacionados con COVID-19 o cualquier otro sintoma no
especificado, y un breve historial médico. La infeccion por SARS-CoV-2 se
evalué mediante PCR en las semanas 0, 1, y 2 de cuarentena y los
participantes completaron un cuestionario de seguimiento, que incluia
preguntas sobre los mismos sintomas relacionados con COVID-19 desde
la ultima visita del estudio. Los participantes fueron excluidos en esta etapa
si tenian una prueba de PCR positiva durante la cuarentena. Los
participantes que tuvieron tres resultados de PCR negativos durante la
cuarentena y una prueba de serologia sérica de referencia al comienzo de
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la cuarentena supervisada que los identificO como seronegativos o
seropositivos para el SARS-CoV-2 luego pasaron a la capacitacion basica
en Marine Corps Recruit Depot, Parris Island . Se realizaron tres pruebas
de PCR en las semanas 2, 4 y 6 en los grupos seropositivo y seronegativo,
junto con el cuestionario de sintomas de seguimiento y los titulos de
anticuerpos neutralizantes de referencia en todos los participantes
seropositivos y seropositivos seleccionados no infectados posteriormente
infectados (periodo de estudio prospectivo).

Recomendaciones

Entre el 11 de mayo de 2020 y el 2 de noviembre de 2020, inscribimos a
3249 participantes, de los cuales 3168 (98%) continuaron en el periodo de
cuarentena de 2 semanas. 3076 (95%) participantes, 2825 (92%) de los
cuales eran hombres, fueron seguidos durante el periodo de estudio
prospectivo después de la cuarentena durante 6 semanas. Entre 189
participantes seropositivos, 19 (10%) tuvieron al menos una prueba de
PCR positiva para SARS-CoV-2 durante el seguimiento de 6 semanas (1 -
1 casos por persona-afio). En contraste, 1079 (48%) de 2247 participantes
seronegativos dieron positivo (6,2 casos por persona-afo). La razén de la
tasa de incidencia fue 0 - 18 (95% CI 0 - 11-0 - 28; p <0 - 001). Entre los
reclutas seropositivos, la infeccion fue mas probable con titulos de IgG de
proteina de pico de longitud completa mas bajos que en aquellos con
titulos de IgG de proteina de pico de longitud completa mas altos (cociente
de riesgo 0 - 45 [IC 95% 0 - 32-0 - 65]; p <0,001). Los participantes
seropositivos infectados tenian cargas virales que eran aproximadamente
10 veces mas bajas que las de los participantes seronegativos infectados
(diferencia del umbral del ciclo del gen ORF1ab 3 - 95 [IC 95% 1 - 23-6 -
67]; p = 0 - 004). Entre los participantes seropositivos, los titulos
neutralizantes iniciales se detectaron en 45 (83%) de 54 no infectados y en
seis (32%) de 19 participantes infectados durante las 6 semanas de
observacion (diferencia ID50 p <0 - 0001).

InterpretacionLos adultos jévenes seropositivos tenian aproximadamente
una quinta parte del riesgo de infeccidn posterior en comparacién con los
individuos seronegativos. Aunque los anticuerpos inducidos por la
infeccion inicial son en gran medida protectores, no garantizan una
actividad de neutralizacion eficaz del SARS-CoV-2 o inmunidad contra la
infeccion posterior. Estos hallazgos podrian ser relevantes para la
optimizacion de las estrategias de vacunacion masiva.
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Introduccion

A mediados de diciembre de 2020, se habian diagnosticado mas de 72
millones de infecciones por SARS-CoV-2 en todo el mundo. Las encuestas
serologicas indican que el numero real de infecciones ha sido muchas
veces mayor que la incidencia acumulada de casos diagnosticados, con
tasas de seropositividad cercanas al 10% en algunos paises y mas del
40% en la Amazonia brasilefia. Con el inicio de los programas de
vacunacion masiva contra el SARS-CoV-2 y la proporcion cada vez mayor
de individuos previamente infectados, el riesgo de reinfeccion después de
una infeccién natural es una cuestion importante para modelar la
pandemia, estimar la inmunidad colectiva y orientar las e estimar la
inmunidad colectiva y orientar las estrategias de vacunacién.La mayoria de
las personas presentan una respuesta seroldgica sostenida después de la
infeccidén inicial.De manera similar a la respuesta a otros coronavirus, la
produccién de anticuerpos IgG contra el SARS-CoV-2 alcanza su punto
maximo varias semanas después de la infeccion, pasa por una fase de
declive y luego se estabiliza. La respuesta humoral general al SARS-CoV-2
es muy variable entre los individuos. Los anticuerpos IgG especificos del
SARS-CoV-2 se pueden detectar en el suero de la mayoria de las
personas varios meses después de la infeccion. Sin embargo, una
proporcion de pacientes infectados, que oscila entre el 2,5% y el 28% en
diferentes estudios, no mantiene anticuerpos circulantes detectables o
actividad neutralizante, en puntos de tiempo posteriores. Aproximadamente
el 10% de los individuos que desarrollaron anticuerpos contra el
SARS-CoV-2, todos los cuales tenian titulos de anticuerpos IgG
especificos de proteina de pico de longitud completa inferiores a 1: 320, no
desarrollaron una actividad neutralizante medible.

Los informes han establecido que la reinfeccion por SARS-CoV-2 ocurre
después de una infeccion previa, incluso en individuos seropositivos.
Varios estudios han informado que los anticuerpos 1gG contra el
SARS-CoV-2 y anticuerpos neutralizantes proporcionan proteccion contra



infecciones posteriores. Los resultados del ensayo inicial de la vacuna
contra el SARS-CoV-2 basada en vectores adenovirales, ChAdOx1
nCoV-19 (AZD1222), seialaron que entre los 373 participantes que eran
seropositivos al inicio del estudio, tres (0,8%) tuvieron pruebas de PCR
posteriores positivas con hisopo. En comparacion, entre 11 263
participantes seronegativos de referencia en todos los grupos del mismo
estudio, 218 (1,9%) desarrollaron una prueba positiva. Un estudio del
estado serolégico del SARS-CoV-2 y la infeccion entre los trabajadores de
la salud identificd dos (0 - 16%) participantes infectados de 1265
participantes seropositivos y 223 (20%) participantes infectados entre 11
364 que eran seronegativos. Adultos jovenes, de los cuales una alta
proporciéon estan infectados asintomaticamente y se vuelven seropositivos
en ausencia de una infeccion conocida, puede ser una fuente importante
de transmision a poblaciones mas vulnerables. La evaluacion de la
proteccion contra la posterior infeccion por SARS-CoV-2 conferida por la
seropositividad en adultos jovenes es importante para determinar la
necesidad de vacunar a los individuos previamente infectados en este
grupo de edad.

Utilizamos el estudio COVID-19 Health Action Response for Marines
(CHARM), un estudio de cohorte prospectivo longitudinal, para examinar el
efecto de la seropositividad del SARS-CoV-2 sobre el riesgo de desarrollar
la infeccion por el SARS-CoV-2 en reclutas marinos adultos jovenes (18-20
afos) sanos.

Métodos

Diserio del estudio y participantes

El estudio CHARM fue un estudio longitudinal prospectivo disefiado para
identificar la infeccién por SARS-CoV-2 independientemente de la
presencia o ausencia de sintomas y para evaluar la respuesta inmune del
huésped en el momento de la infeccion aguda. Como parte del estudio
CHARM, hicimos un estudio de cohorte prospectivo con un periodo de
observacion que comenzaba 2 semanas después de la inscripcion cuando
los reclutas de la Marina llegaban al Depésito de Reclutamiento del Cuerpo
de Infanteria de Marina — Parris Island (MCRDPI) para comenzar el
entrenamiento basico. Para mitigar la propagacion del SARS-CoV-2, justo
antes de la transferencia a MCRDPI, el Cuerpo de Marines de los Estados
Unidos (USMC) implemento6 dos protocolos de cuarentena separados. La



primera fue una cuarentena domiciliaria de 2 semanas. Después de eso,
los reclutas viajaron, mientras usaban mascaras faciales y se adhirieron al
distanciamiento fisico, a una segunda cuarentena supervisada por el
USMC ubicada en un campus universitario del 11 de mayo al 29 de julio de
2020, que los instructores de la Marina de los EE. UU. hicieron cumplir
estrictamente en todo momento. Se prohibié la salida de los reclutas y el
personal, y no se permitio la entrada a las instalaciones a ningun visitante,
salvo la entrega de suministros y alimentos junto con los trabajadores
locales esenciales y el personal del estudio. Al final de este periodo de
cuarentena, el USMC requirié que todos los reclutas dieran negativo en la
prueba del SARS-CoV-2 por PCR antes de proceder a MCRDPI para
iniciar la capacitacién basica.

Dentro de las 48 h de llegar al lugar de cuarentena supervisado, se ofrecié
a los reclutas la oportunidad de ofrecerse como voluntarios para CHARM.
Los reclutas eran elegibles si tenian 18 anos o mas. Dado que los reclutas
son una poblacion vulnerable y en riesgo de coercion, se tomaron medidas
especiales, que incluyeron tener informantes de estudio que eran personal
de la Marina en servicio activo que vestian ropa de civil, no revelaron los
rangos militares, no tenian miembros en la cadena de mando del recluta
presentes. y asegurd que la participacion no afectaria la atencion médica
de un recluta ni influiria en la calificacién del desempefio militar de un
recluta por parte de los superiores.

En el momento de la inscripcion, los participantes completaron un
cuestionario que constaba de informacion demografica, factores de riesgo,
informes de 14 sintomas especificos relacionados con COVID-19 o
cualquier otro sintoma no especificado, y un breve historial médico. En las
semanas 0, 1y 2 de la cuarentena, se obtuvo un hisopo de las fosas
nasales de los cornetes medios para la prueba de PCR del SARS-CoV-2 y
sueros, y los participantes completaron un cuestionario de seguimiento,
que incluia preguntas sobre el mismo virus relacionado con COVID-19.
sintomas desde la ultima visita del estudio.

Participantes que tuvieron tres resultados negativos de PCR con hisopo en
las semanas 0, 1y 2 de cuarentena y una prueba de serologia sérica de
referencia al comienzo de la cuarentena supervisada que los identificd
como seronegativos o seropositivos para el SARS-CoV-2, de acuerdo con
los criterios descritos a continuacion , fueron seguidos prospectivamente
durante 6 semanas después de la transferencia desde el lugar de
cuarentena al MCRDPI. En las semanas 2, 4 y 6 después de la
transferencia, se obtuvo un hisopo de las fosas nasales del cornete medio



para la prueba de PCR del SARS-CoV-2 y sueros y se administré el
cuestionario de sintomas de seguimiento. Cuando estaba clinicamente
indicado, es decir, debido al desarrollo de sintomas de COVID-19, algunos
participantes fueron evaluados en la clinica MCRDPI y diagnosticados
mediante pruebas rapidas. Si es positivo, fueron al cuartel de aislamiento,
donde el equipo de estudio pudo realizar un seguimiento y repetir las
pruebas de PCR fuera de los encuentros de seguimiento longitudinales
programados. Los participantes sin resultados de PCR obtenidos durante
el periodo de estudio MCRDPI fueron excluidos del analisis.

La aprobacién de la Junta de Revisién Institucional se obtuvo del Centro
de Investigacion Médica Naval (numero de protocolo NMRC.2020.0006) de
conformidad con todas las regulaciones federales de EE. UU. Aplicables
que rigen la proteccion de sujetos humanos. Todos los participantes
proporcionaron su consentimiento informado por escrito.

Procedimientos

Para las pruebas de PCR cuantitativa de SARS-CoV-2, todos los hisopos
en medios de transporte viral se mantuvieron a 4 ° C. Todos los ensayos
se realizaron dentro de las 48 h posteriores a la recoleccion de la muestra
en laboratorios certificados por Enmiendas de Mejora de Laboratorio
Clinico de alta complejidad utilizando el kit combinado Thermo Fisher
TagPath COVID-19 autorizado por la Administracion de Alimentos y
Medicamentos de EE. Lab24Inc (Boca Raton, FL, EE. UU.) Realizé
pruebas de PCR desde el inicio del estudio (11 de mayo de 2020) hasta el
24 de agosto de 2020, y el Centro de Investigacion Médica Naval (Silver
Spring, MD, EE. UU.) Desde el 24 de agosto de 2020 hasta la conclusién
del estudio (2 de noviembre de 2020).

La presencia y concentraciones de anticuerpos especificos de IgG
SARS-CoV-2 en suero se determinaron usando un ELISA como se
describio previamente.2sBrevemente, placas Immulon 4 HBX de 384
pocillos (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, UA), o placas Microlon de
area media de 96 pocillos (Greiner Bio-One, Monroe, NC, EE. UU.), Se
recubrieron durante la noche a 4 ° C con dominio de unién al receptor de
pico marcado con His recombinante (S-RBD) (Sino Biological, Beijing,
China) o proteina de pico de longitud completa (LakePharma, Irving, TX,
EE. UU.) a una concentracion de 2 ug / ml en solucion salina tamponada
con fosfato (PBS). Las placas se lavaron tres veces con Tween-20 al 0,1%
(Thermo Fisher Scientific) en PBS (PBS-T) utilizando un lavador de placas
ELISA automatizado (AquaMax 4000, Molecular Devices, San Jose, CA,
EE. UU.), Y se bloquearon durante 1 ha temperatura ambiente con leche al
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3% (Bio-Rad, Hercules, CA, EE. UU.) PBS-T. Se eliminé la solucion de
bloqueo y se dispensaron muestras de suero diluidas en leche PBS-T al
1% en los pocillos. Al menos dos controles positivos (sueros con presencia
conocida de IgG), En cada ensayo se incluyeron ocho controles negativos
(sueros recolectados antes del 14 de julio de 2019) y cuatro blancos (sin
suero). Las placas se incubaron durante 2 ha temperatura ambiente y
luego se lavaron tres veces con PBS-T. A continuacion, se anadio IgG
antihumano F (ab ') 2 de cabra conjugado con peroxidasa (Abcam,
Cambridge, Reino Unido) en diluciones 1: 5000-1: 10000 (determinadas
después de la optimizacion para cada lote de anticuerpos) en leche PBS-T
al 1% , y las placas se incubaron durante 1 ha temperatura ambiente. Las
placas se lavaron seis veces con PBS-T, se revelaron usando
o-fenilendiamina (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EE. UU.) Y la reaccién se
detuvo después de 10 min con HCI 3M. Se midio la densidad 6ptica (DO) a
492 nm usando un lector de microplacas (SpectraMax M2, Molecular
Devices). Todas las muestras de suero se examinaron a una dilucién 1:50
con S-RBD. Aquellas muestras con un valor de DO 492 nm mayor que el
promedio de los controles negativos mas tres veces su DE en el ensayo de
seleccion se sometieron a un ensayo de titulacion (seis diluciones de suero
en serie 1: 3 comenzando en 1:50) usando tanto S-RBD como completo-
proteina de pico de longitud. Las muestras de suero se consideraron
positivas para cada ensayo cuando al menos dos diluciones consecutivas
mostraron una DO 492 nm mas alta que el promedio de los controles
negativos mas tres veces su DE en la dilucién correspondiente o una DO 0
- 15 de 492 nm. La especificidad fue del 100% tanto en S-RBD como en
ELISA de proteina de pico de longitud completa utilizando 70 sueros de
control obtenidos antes del 14 de julio de 2019.Los participantes solo se
consideraron seropositivos para SARS-CoV-2 si las valoraciones de IgG
para ambos ELISA dieron un resultado positivo a dilucion minima de 1:
150.

Para determinar la actividad neutralizante del virus en suero, se prepararon
diluciones en serie dobles de suero inactivado por calor a una dilucion
inicial de 1:20 en medio sin suero (Medio Esencial Minimo; Thermo Fisher
Scientific, Cat No. 11095080 que contenia HEPES 25 mM y 0,05 g/ L de
sulfato de gentamicina) y se incub6 con un volumen igual de mNeonGreen
SARS-CoV-2 durante 1 ha 37 ° C a una concentracion final de 200
unidades formadoras de placa en CO 2 al 5% humidificado . A continuacién,
se afadieron mezclas de virus y suero a monocapas de Vero-E6 en placas
negras opticas de 96 pocillos y se incubaron a 37 ° C. Las placas se



leyeron usando el lector de placas BioTek Cytation 5 (BioTek, Winooski,
VT, EE. UU.; EX 485 nm, EM 528 nm) a las 24 h después de la infeccion.
Después de la correccion de la sefial de fondo, se determinaron los titulos
de neutralizacidén en un punto final fluorescente de 50% de reduccién de
virus (ID 50 ).

Analisis estadistico

La raza se clasific6 como blancos no hispanos, negros no hispanos, otros
no hispanos e hispanos. Cochran-Armitage x 2para la tendencia se utilizé
para comparar las proporciones que dieron positivo para el SARS-CoV-2
aumentando los titulos, determinados como se describe en los
procedimientos. Las tasas de incidencia acumuladas calculadas por el
método de Kaplan-Meier se utilizaron para estimar el riesgo de infeccién
por SARS-CoV-2 entre participantes seropositivos y seronegativos y
también entre diferentes titulos entre los participantes seropositivos. El
seguimiento observacional comenzoé al llegar al MCRDPI y los
participantes fueron censurados en la primera PCR positiva observada, en
el ultimo momento con un ensayo de PCR valido o al final del estudio (6
semanas de observacién). El modelo de riesgos proporcionales de Cox
control6 por edad, sexo y raza. Los valores p de las curvas de incidencia
acumulada se determinaron mediante la prueba de rango logaritmico y el
valor p y los IC del 95% para el modelo de riesgo proporcional de Cox se
calcularon mediante la funcién R coxph. Los valores del umbral de ciclo
(Ct) de los genes virales se normalizaron por cuantiles para eliminar los
efectos del lote entre Lab24Inc y los ensayos de laboratorio del Centro de
Investigacion Médica Naval. Los IC del 95% y los valores de p para
comparar la media de los valores de Ct para dos grupos se calculan sobre
la base de los valores de dos muestras.prueba t . Los analisis, figuras y
tablas se generaron utilizando R 3.6.3.

Papel de la fuente de financiacion

Los patrocinadores no tuvieron ningun papel en el disefio del protocolo, la
recopilacidon de datos, la gestién de datos, el analisis de datos, la
interpretacién de datos o la redaccion del informe.

Resultados

Desde el 11 de mayo de 2020 hasta el 2 de noviembre de 2020, 3249
(70%) de 4657 participantes elegibles se inscribieron en CHARM. Después
de excluir a 28 participantes que resultaron positivos en la PCR para el
SARS-CoV-2 al inicio del estudio y 53 que carecian de resultados
seroldgicos de referencia, 3168 (98%) se sometieron a una cuarentena
supervisada de 2 semanas. 45 participantes que dieron positivo por PCR al



SARS-CoV-2 en al menos una de las dos pruebas de PCR realizadas
durante la cuarentena, y 47 que se perdieron durante el seguimiento,
fueron ademas excluidos del estudio antes del periodo de estudio

prospectivo ( figura 1 ).

De los 3076 participantes restantes, 225 (7%) eran seropositivos al inicio,
con titulos de 1IgG de SARS-CoV-2 en muestras de suero obtenidas al
comienzo de la cuarentena que eran superiores a 1: 150 tanto con S-RBD
como con pico de longitud completa ELISA de proteinas, y 2851 (93%)
fueron seronegativos en la linea de base. Entre los participantes
seropositivos, 36 (16%) fueron excluidos del analisis porque se perdieron
durante el seguimiento (n = 34) o tuvieron resultados de PCR no
concluyentes durante el periodo de estudio (n = 2). En el grupo
seronegativo, se excluyeron 604 (21%) participantes porque se perdieron
durante el seguimiento (n = 532) o tenian resultados de PCR no
concluyentes (n = 72; figura 1). Los participantes se perdieron durante el
seguimiento por razones especificas desconocidas para el equipo del
estudio, incluido el abandono del estudio, la separaciéon de los marines o la
expulsion de la base por razones médicas o administrativas. La mayoria de
los participantes tenian entre 18 y 20 afios y eran hombres ( tabla 1 ). Los
dos grupos estaban bien equilibrados, excepto el de una mayor proporcion
de participantes que se autoidentificaron como hispanos o negros en el
grupo seropositivo. Un total de 19 (10%) de 189 participantes seropositivos
(1 - 1 casos por persona-aino) y 1079 (48%) de 2247 participantes
seronegativos (6 - 2 casos por persona-ano) tuvieron al menos un
SRAS-CoV positivo -2 resultado de la PCR durante el periodo de estudio
de 6 semanas, que representa una tasa de incidencia de 0 - 18 (95% CI1 O -
11-0 - 28; p <0,001) para las infecciones por SARS-CoV-2 en el grupo
seropositivo (tabla 2 ). La incidencia temporal de infeccién en el grupo
seronegativo fue mucho mayor que en el grupo seropositivo (log-rank p
<0,001; figura 2A ). Después de ajustar los efectos de la raza, la edad y el
sexo en las infecciones por SARS-CoV-2, el cociente de riesgos
instantaneos (HR) comparando los participantes seropositivos y los
participantes seronegativos fue 0 - 16 (IC del 95%: 0 - 10-0 - 25; p <0 -
001; apéndice p 2).

Los datos son n (%) o media (DE). Se excluyé a un total de 173
participantes porque se perdieron durante el seguimiento, no tenian una
IgG de referencia valida o se volvieron positivos para la PCR durante el
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periodo de cuarentena. La tabla incluye a los 3076 participantes que
ingresaron a la capacitacion y fueron seguidos de manera prospectiva,
incluidos los 640 participantes que luego fueron excluidos de un analisis
adicional ( figura 1 ). N/ A= no aplica.

El analisis se basa en los 2436 participantes que tenian datos de PCR
validos obtenidos durante el periodo de seguimiento prospectivo. MCRDPI
= Depésito de reclutamiento del Cuerpo de Marines — Parris Island.

En comparacién con los participantes blancos no hispanos, los
participantes negros no hispanos parecian estar protegidos contra las
infecciones por SARS-CoV-2 en un analisis univariado de raza (HR 0 - 75
[95% CI1 0 - 62-0 - 91]; p = 0 - 004; apéndice p 2). Sin embargo, este
efecto no fue significativo cuando se ajusto por la seropositividad inicial en
el analisis multivariado (HR 0 - 86 [0 - 70—1 - 04]; p = 0 - 12). Este fuerte
efecto en el analisis univariado se debe principalmente a una mayor
proporcion de participantes negros no hispanos que son seropositivos.
Para examinar mas a fondo la relacion de la raza y el origen étnico con el
riesgo de infeccion, analizamos los datos con la estratificacion de la
seropositividad inicial para eliminar sus efectos de confusion. En el analisis
estratificado para el modelo de regresion de Cox, los participantes no
hispanos que identificaron su raza como otros y los participantes hispanos
tuvieron una tasa mas alta de pruebas positivas de PCR (43% y 41%.,
respectivamente) en comparacion con los participantes blancos no
hispanos (37% ), pero las razones de riesgo no fueron significativas (
apendice p 3).

Dentro del grupo seropositivo, evaluamos la asociacién entre los titulos
basales de IgG de SARS-CoV-2 y el riesgo de infeccién. Encontramos una
fuerte asociacion entre la posterior infeccion positiva por PCR vy titulos mas
bajos de anticuerpos IgG dirigidos a la proteina de pico de longitud
completa (rango logaritmico p <0 - 001) asi como a S-RBD (rango
logaritmico p = 0 - 0019; figura 2B ; tabla 3 ; apéndice p 5 ). El analisis
detallado de riesgos proporcionales de Cox da un HR de 0 - 45 (95% CI O -
32-0-65;p<0-001)y0-67(0-47-0-96; p=0 -028) para el titulo de
proteina de pico de longitud completa y el titulo de S-RBD, ambos
transformados logaritmicamente, respectivamente ( apéndice p 2 ).

Los datos son el numero de participantes (%), a menos que se especifique
lo contrario. Los titulos de S-RBD e ID50 se determinaron como se
describe en los procedimientos. S-RBD = dominio de unién al receptor de
pico.
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Examinamos la actividad del anticuerpo neutralizante IgG del SARS-CoV-2
basal en todos los participantes seropositivos que resultaron positivos para
la PCR durante el periodo de observacion y en los primeros 54
participantes que fueron seropositivos pero siguieron siendo negativos
para la PCR. La actividad neutralizante estuvo por encima del limite de
deteccion en 45 (83%) de 54 participantes seropositivos que nunca
resultaron positivos por PCR, y en seis (32%) de 19 participantes
infectados durante las 6 semanas de observacion. La actividad
neutralizante evaluada como dosis inhibidora del 50% (ID50) fue
significativamente mayor en los participantes que no resultaron positivos
para la PCR durante el estudio (tendencia p <0 - 0001; tabla 3 ; apéndice p
6).

También comparamos la carga viral, estimada por los valores de PCR Ct,
entre los grupos infectados por PCR seronegativos y seropositivos y
encontramos que los individuos seronegativos tenian un promedio de 3 -
95 valores de ciclo mas bajos para el gen ORF1ab (95% CI 1 - 23 a 6 - 67;
p=0-004), 2 - 60 ciclos inferiores paraelgenS (-0-58a5-77;p=0 -
11), y 3 - 30 ciclos inferiores paraelgen N (0 - 27 a6 - 33; p =0 - 033) que
los individuos seropositivos. Los valores mas bajos de Ct sugieren una
carga viral aproximadamente 10 veces mayor en las muestras de
participantes seronegativos ( tabla 4). Se observo positividad por PCR
durante mas de 7 dias en seis (32%) de 19 participantes seropositivos y
posteriormente infectados en comparacion con 510 (47%) de 1079
participantes seronegativos y posteriormente infectados (diferencia -0 - 16
[-0-38a0-07]; p=0-18). La infeccion sintomatica ocurrio en tres (16%)
de 19 participantes versus 347 (32%) de 1079 participantes (diferencia -0 -
16 [-0 - 38 a0 - 05]; p=0-13), respectivamente. Los sintomas
especificos informados por los participantes seropositivos y seronegativos
posteriormente infectados se presentan en el apéndice (pag. 4) .

Discusion

Este estudio de reclutas marinos principalmente jovenes y masculinos
encontrd que la presencia de anticuerpos contra el SARS-CoV-2 conferia
una tasa de incidencia reducida del 82% de la infeccion por el
SARS-CoV-2. El porcentaje de infecciones sintomaticas en los
participantes seropositivos fue la mitad que en los que fueron
seronegativos, pero la diferencia no fue estadisticamente significativa.
Entre el grupo seropositivo, los participantes que se infectaron tenian
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titulos de anticuerpos mas bajos que los que no estaban infectados, y era
mas probable que carecieran de actividad de anticuerpos neutralizantes de
linea de base detectable. Nuestros resultados indican que aunque los
anticuerpos inducidos por la infeccion son en gran medida protectores, no
garantizan una inmunidad eficaz contra la infeccidn posterior.

Este estudio aprovecho un periodo de cuarentena de 2 semanas exigido
por el USMC durante el cual se establecié el estado de referencia del
anticuerpo SARS-CoV-2 a la llegada. En el estudio prospectivo, solo se
incluyeron en el estudio prospectivo los participantes seronegativos o
seropositivos iniciales que tenian multiples pruebas de PCR negativas para
el SARS-CoV-2 durante la cuarentena supervisada. Las tres pruebas de
PCR negativas durante la cuarentena ayudaron a garantizar que las
infecciones diagnosticadas durante la capacitacién basica no fueran
infecciones persistentes, sino infecciones incidentes que ocurrieron
durante el periodo prospectivo. La cuarentena domiciliaria de 2 semanas
que precede a la cuarentena supervisada, asi como la frecuencia
relativamente baja de infecciones diagnosticadas a la llegada y durante la
cuarentena, indican ademas que en nuestros analisis solo se incluyeron
infecciones incidentes. La tasa de infeccion agregada en ambos grupos
durante las 6 semanas de observacion en MCRDPI fue 1098 (45%) de
2436 participantes. Por el contrario, solo 28 (0,9%) de 3249 participantes
dieron positivo por PCR al llegar a la cuarentena supervisada y menos del
2% de los participantes se volvieron positivos por PCR durante el periodo
de cuarentena de 2 semanas. A los reclutas no se les permitié salir de
MCRDPI y no se permitieron visitantes. Las infecciones podrian haber sido
introducidas por personal permanente que interactud con los reclutas. En
vista de los dos periodos consecutivos de cuarentena, la tasa
relativamente baja de infeccién durante la cuarentena y las tres pruebas
consecutivas de PCR negativas, es poco probable que se haya incluido en
el estudio prospectivo a ningun participante con infeccion persistente antes
de su llegada al MCRDPI. Incluso si esto ocurriera, Es poco probable que
estos casos afecten a los calculos de riesgo relativo comparando los
grupos seropositivos y seronegativos. Esta metodologia permitio la
creacion de dos grupos bien definidos que ingresaron al entrenamiento
basico sin infeccion activa y se diferenciaron principalmente por la
serologia inicial.

La alta tasa de infeccién en MCRDPI se puede atribuir a las condiciones
de vida hacinadas, el régimen exigente y la necesidad de contacto
personal durante el entrenamiento basico a pesar de las pistas



pandémicas, que se sabe que contribuyen a un mayor riesgo de epidemias
respiratorias. La cercania y el contacto constante entre los reclutas que se
necesitan para la formacion de equipos permiten que una infeccién viral
prolifere rapidamente dentro de una unidad. El entorno de entrenamiento
exigente fisica y mentalmente también puede suprimir la inmunidad. Estos
factores no suelen estar presentes en la comunidad civil. Por lo tanto, el
entorno del estudio limita la posibilidad de generalizar nuestros hallazgos a
otros entornos donde la frecuencia e intensidad de la exposicién y la
susceptibilidad del huésped podrian diferir.

Los dos grupos tenian perfiles demograficos similares, con la excepcién de
una mayor prevalencia de participantes hispanos y negros no hispanos
autoidentificados en el grupo seropositivo. El grupo seropositivo incluyé a
casi el 50% de participantes hispanos y el 22% de negros no hispanos en
comparacion con el 22% y el 12%, respectivamente, en el grupo
seronegativo. Esto probablemente se deba a que las poblaciones
minoritarias tienen tasas de seroprevalencia mas altas durante la
pandemia de COVID-19 en general y entre los adultos jévenes en
particular.26

Las tasas de infeccion y la reduccion del riesgo proporcionada por la
seropositividad son importantes para comprender la dinamica de
transmisién de COVID-19, para el modelado epidemiolégico y para estimar
y alcanzar los niveles de inmunidad colectiva, un objetivo principal de las
estrategias de vacunacion masiva. La inmunidad colectiva es dificil de
predecir si se desconoce el riesgo de infeccidn después de la inmunidad
natural e inducida por la vacuna. Dado que es posible que las vacunas
contra el SARS-CoV-2 no proporcionen inmunidad estéril, es posible que
tanto las personas previamente infectadas como las vacunadas se infecten
mas tarde. No se sabe si alguno de los dos puede contribuir a los eventos
de transmision. Encontramos solo una disminucién modesta, en la carga
viral de las fosas nasales segun lo estimado por los niveles de Ct de PCR
con hisopo en los participantes seropositivos en comparacion con los
participantes infectados seronegativos. Este hallazgo sugiere que algunos
individuos reinfectados podrian tener una capacidad similar para transmitir
la infeccion que aquellos que se infectan por primera vez. La tasa de
reinfeccion después de las vacunas y la inmunidad natural es importante
para estimar la proporcion de la poblacion que necesita ser vacunada para
reprimir la pandemia.

Los resultados clinicos entre los grupos seropositivos y seronegativos
fueron similares, siendo la mayoria (84% y 68%, respectivamente)
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asintomaticos. Ambos grupos no mostraron una diferencia significativa en
la duracién de la positividad de la PCR. Ningun participante en ninguno de
los grupos necesitd atencion hospitalaria. Aunque nuestros hallazgos se
limitan a adultos jovenes sanos, el estudio de esta poblacion tiene la
ventaja de reducir los factores de confusion de la edad y las enfermedades
comorbidas. La infeccion en participantes seropositivos se asocidé con
titulos mas bajos de IgG de SARS-CoV-2 y niveles mas bajos o nulos de
actividad de anticuerpos neutralizantes. Los adultos jovenes tienen altas
tasas de infeccidn asintomatica y pauci-sintomatica, que se ha asociado
con niveles mas bajos de anticuerpos y potencialmente una respuesta de
memoria inmune menos robusta. Esto podria conducir a tasas generales
de reinfeccién mas altas entre esta poblacidon que en otras poblaciones. No
examinamos el papel de la inmunidad mediada por células o del huésped,
el medio ambiente y los factores virales que conducen a la reinfeccion.
Dado que la poblacion del estudio es una representacion bastante precisa
de las razas y etnias en la poblacion de EE. UU. Entre los jovenes de 18 a
20 afios, los resultados son mas aplicables a los hombres adultos jévenes.
El riesgo relativo de infeccidon puede ser diferente en mujeres seropositivas
y en adultos de otras edades o estado de salud, que pueden diferir en las
respuestas inmunoldgicas a la infeccion por SARS-CoV-2.32 En particular,
un estudio de la infeccidn posterior por SARS-CoV-2 en trabajadores de la
salud britanicos seropositivos en comparacion con seronegativos encontro
una razon de probabilidades ajustada casi idéntica de reinfeccion (0 - 17
[IC del 95%: 0 - 13—0 - 24]) a esa informado en reclutas marinos. La
coincidencia de estos estudios sugiere que el riesgo de reinfeccién podria
ser similar para los adultos jovenes y la poblacién en general. Otras
limitaciones de nuestro estudio incluyen no poder investigar el evento de
exposicion durante la infeccidén inicial de un participante seropositivo antes
de llegar a la cuarentena, la ausencia de informacién sobre los sintomas y
la gravedad del primer episodio, la incapacidad para confirmar la infeccion
inicial por SARS-CoV-2. por PCR en el grupo seropositivo, y las
infecciones detectables potencialmente pérdidas que ocurrieron entre
muestreos cada 2 semanas. Un total del 18% de los participantes del
estudio (15% de los participantes seropositivos en la linea de base y 19%
de los participantes seronegativos en la linea de base) que comenzaron el
entrenamiento basico en MCRDPI no informaron para el seguimiento 2
semanas después ( figura 1). Esta no es una pérdida habitual durante el
seguimiento dentro de un estudio, sino mas bien una combinacién de
personas que abandonan el estudio, que se transfieren de la base por
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razones medicas o0 que se separan del USMC. Los investigadores
desconocen la razon por la que algun recluta no regreso para el
seguimiento.

Es probable que nuestra investigacion subestime el riesgo de infeccidn por
SARS-CoV-2 en individuos previamente infectados porque el grupo
seronegativo incluia un numero desconocido de participantes previamente
infectados que no tenian titulos de IgG significativos en su muestra de
suero basal. A pesar de esta subestimacidon, encontramos que los
participantes previamente infectados identificados por seropositividad son
susceptibles a la repeticién de la infeccidn, con casi una quinta parte de la
tasa de incidencia de aquellos sin evidencia de infeccion previa. Esto
sugiere que la vacuna COVID-19 podria ser necesaria para el control de la
pandemia en adultos jovenes previamente infectados.



