
Detección y titulación de anticuerpos Anti-Spike y 
neutralizantes para la infección con SARS-CoV-2
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 La respuesta humoral frente a una infección por SARS-CoV-2 genera 

anticuerpos específicos contra distintos componentes virales. Entre los anticuerpos 

generados existe un subgrupo dirigido a regiones del virus que cumplen funciones 

esenciales en el proceso de la infección. Estos anticuerpos capaces de bloquear una 

infección productiva se denominan anticuerpos neutralizantes. Los ensayos que 

cuantifican dichos anticuerpos se basan en determinar la capacidad de un plasma o 

suero de impedir una infección. En el siguiente trabajo se presentan protocolos 

estandarizados para la titulación de anticuerpos contra la proteína spike mediante el 

uso del ensayo COVIDAR IgG.
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� RESUMEN

� El objetivo del presente trabajo es poner a 

disposición de las autoridades y profesionales de 

la salud la información generada por el grupo 

COVIDAR sobre la estandarización de protocolos 

para cuantificar anticuerpos de tipo IgG espe-

cíficos contra SARS-CoV-2 y para la evaluación de 

anticuerpos neutralizantes de la infección. En este 

estudio se presentan los resultados obtenidos a 

partir de un análisis de la distribución de títulos de 

anticuerpos del tipo IgG en plasma de individuos 

convalecientes, el análisis desagregado de los 

títulos asociados a la gravedad de la infección y la 

correlación entre títulos de IgG (específicos contra 
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la proteína viral spike) y su actividad neutralizante 

empleando tanto la cepa salvaje de SARS-CoV-2 

como dos métodos basados en el uso de virus 

pseudotipados con la proteína spike del nuevo 

coronavirus. Los datos aquí presentados fueron 

generados a partir de 3 cohortes de muestras. La 

primera compuesta por 561 plasmas de convale-

cientes anonimizados, titulados empleando el test 

COVIDAR IgG. El segundo compuesto por una 

cohorte de 34 muestras de suero obtenidas del 

BBEI empleadas para evaluar la presencia de 

anticuerpos neutralizantes utilizando el virus 

salvaje y empleando dos sistemas de virus pseudo-

tipados. El tercero corresponde a una cohorte de 

176 plasmas de donantes convalecientes que 

fueron utilizados para evaluar la correlación entre 

el título de IgG medido por COVIDAR y el título de 

anticuerpos neutralizantes de la infección. En 

conjunto este estudio provee información que da 

robustez a la metodología empleada para la 

cuantificación de anticuerpos IgG empleando el 

test COVIDAR, muestra la correlación positiva 

entre los títulos de IgG totales contra la proteína 

spike y los títulos neutralizantes, y pone a dispo-

sición información sobre las características de 

plasmas de convalecientes de distintas cohortes 

de nuestro país.

 Parte de los resultados presentados en 

este informe han sido publicados por el grupo 

COVIDAR en:

 https://journals.plos.org/plospathogens/article?id

=10.1371/journal.ppat.1009161

� INTRODUCCIÓN

� La expansión del virus SARS-CoV-2 y el 

impacto de la enfermedad que causa dicho virus 

(“coronavirus disease-19”, COVID-19) dieron lugar 

a una respuesta de emergencia por parte de la 

comunidad científica mundial. Esta respuesta se 

abocó al desarrollo de múltiples herramientas de 

control de la pandemia. Con una velocidad sin 

precedentes, se desarrollaron vacunas que, con 

aprobación de emergencia, ya se están sumi-

nistrando en diferentes partes del mundo [1–5]. 

Por otro lado se iniciaron cientos de ensayos 

clínicos en búsqueda de terapias que pudieran 

interrumpir la progresión, disminuir la gravedad o 

reducir la mortalidad asociada a COVID-19. Entre 

las terapias estudiadas, se encuentra la utilización 

de plasmas de personas que cursaron la infección. 

Esta terapia se basa en la transferencia pasiva de 

anticuerpos presentes en el plasma de individuos 

que han resuelto la infección a individuos con 

infecciones agudas. Los anticuerpos transferidos 

específicos contra el SARS-CoV-2 pueden tener la 

capacidad de disminuir la infección viral en las 

personas receptoras y potencialmente mejorar la 

evolución clínica de la enfermedad. En los últimos 

meses se han presentado diversos estudios clíni-

cos con el fin de evaluar el beneficio de la apli-

cación de plasmas de convalecientes en pacientes 

con COVID-19 que se encuentran en diferentes 

estadios de la infección.

� En Argentina se realizaron recientemente 

dos estudios clínicos aleatorizados, controlados 

con placebo y doble ciego, con el fin de definir la 

utilidad de plasmas de convalecientes como 

terapia para COVID-19. El primer estudio, coor-

dinado por el Hospital Italiano, mostró que la 

administración de plasma de convalecientes no 

ofrece beneficio clínico significativo en pacientes 

con neumonía grave. En este estudio se empleó 

una cohorte de 333 pacientes de los cuales 228 

recibieron plasma de convalecientes de un donan-

te o de un pool de 2 a 5 donantes con títulos de 

anticuerpos IgG totales contra SARS-CoV-2 entre 

1/800 y 1/3200 [6]. El segundo estudio, dirigido por 

la Fundación INFANT, evaluó la aplicación de 

plasma de convalecientes al inicio de los síntomas 

en personas de riesgo, incluyendo mayores de 65 

años con comorbilidades o mayores de 75 en 

general. En este ensayo, se administró el plasma 

dentro de las primeras 72 horas del inicio de sínto-

mas y arrojó resultados que mostraron una efica-

cia del 73% cuando los títulos de IgG administrados 

correspondían a una media superior a 1/3200 [7], 

sin mostrar efectos adversos. Asimismo, se realiza-

ron ensayos clínicos adicionales en nuestro país 

para evaluar la utilidad del uso de plasmas, entre 

los que se puede estudio coordinado por el Minis-

terio de Salud bonaerense, que mostró que la 

administración de plasma se asoció a una redu-

cción en la mortalidad de pacientes con neumonía 

[8].

� En este contexto, teniendo en cuenta las 

limitaciones del uso de plasmas de convalecientes 
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en ciertos casos y resaltando los resultados promi-

sorios en aplicaciones tempranas, el Ministerio de 

Salud de la Nación ha emitido guías para el uso 

apropiado de plasma de pacientes recuperados de 

COVID-19 con fines terapéuticos. Dichas guías se 

actualizan periódicamente en vista a los avances 

científicos reportados. En el procedimiento de 

selección de plasmas de convalecientes es crucial 

la determinación de los niveles de anticuerpos de 

tipo IgG específicos contra el SARS-CoV-2. De 

hecho se ha demostrado que los plasmas con altos 

títulos de anticuerpos muestran mayores benefi-

cios terapéuticos [7,9]. La guía del mes de diciem-

bre 2020 sugiere transfundir unidades de plasma 

que cuenten con un título de IgG no menor a 1/800 

o mayor a 1/1600 (en base al informe del Ministerio 

de Salud de CABA de enero 2021), empleando 

como referencia el reactivo COVIDAR IgG.

� Cabe resaltar que frente a toda infección 

viral, el sistema inmune adaptativo genera un 

repertorio de anticuerpos específicos contra el 

virus. Estos anticuerpos son de distinto tipo (IgM, 

IgG e IgA) y están dirigidos a diversos blancos o 

epitopes del patógeno. Dentro de los anticuerpos 

generados, existe una variedad denominada anti-

cuerpos neutralizantes, que tienen la capacidad de 

impedir que el virus infecte a la célula. Dichos anti-

cuerpos bloquean regiones del virus necesarias 

para la infección, cumpliendo un rol fundamental 

en frenar la propagación viral. Al respecto, es 

importante mencionar que los anticuerpos diri-

gidos contra la proteína spike son los de mayor 

capacidad neutralizante ya que bloquean la unión 

del virus al receptor celular [10,11]. Los anticuerpos 

neutralizantes son uno de los pilares de las tera-

pias inmunes pasivas, como es el uso de anti-

cuerpos monoclonales, plasma de individuos con-

valecientes, sueros hiper-inmunes o inmuno-

globulinas purificadas.

� Frente a la relevancia de la inmunidad pa-

siva con fines terapéuticos y a la importancia de 

evaluar la respuesta humoral a las vacunas, es 
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necesario disponer de métodos robustos para la 

cuantificación de anticuerpos específicos contra la 

proteína spike del SARS-CoV-2. En este trabajo se 

presentan protocolos estandarizados para la titu-

lación de anticuerpos contra la proteína spike 

mediante el uso del ensayo COVIDAR IgG en sue-

ros o plasmas y se evalúa la correlación con su 

capacidad neutralizante de la infección viral. 

Esperamos que esta información sea de utilidad 

para emplear la metodología descripta con fines 

apropiados.

� RESULTADOS

Titulaciones de anticuerpos IgG contra spike en 

sueros o plasmas

� Con el fin de evaluar los niveles de anti-

cuerpos de tipo IgG contra la proteína spike pre-

sentes en plasmas de convalecientes, se empleó 

una cohorte de 561 donantes (Figura 1A). Se 

realizaron titulaciones a punto final por diluciones 

seriadas empleando el reactivo COVIDAR IgG 

(protocolo incluido en el Manual de COVIDAR). El 

72% de las muestras analizadas presentaron títulos 

de IgG superiores a 1/800, el 55% superiores a 

1/1.600 y aproximadamente el 15% de las muestras 

mostró títulos de anticuerpos iguales o menores a 

1/50 (las muestras con títulos menores a 1/50 se 

excluyeron de la Figura 1A). Cabe destacar la 

identificación de 83 plasmas de donantes con 

títulos superiores 1/12.800, incluyendo muestras 

con títulos de hasta 1/409.600 (Figura 1A). Sobre 

los datos obtenidos se realizó un análisis desa-

gregado teniendo en cuenta la sintomatología 

presentada por los donantes durante la infección 

Si bien el análisis estadístico arroja diferencias 

significativas entre estos grupos, cabe remarcar 

que los donantes que experimentaron sintoma-

tología leve muestran un amplio rango de títulos 

de IgG, desde niveles bajos a niveles muy altos 

(Figura 1B). Esto indica que individuos que han 

tenido sintomatología leve pueden ser poten-

ciales buenos donantes. Para ilustrar esta observa-

ción, se representan las titulaciones de muestras 

de 118 donantes, 59 individuos que cursaron la 

enfermedad con sintomatología leve y 59 indivi-

duos que cursaron con sintomatología severa 

(Figura 2). En los mapas de color se muestran los 

títulos determinados para cada plasma, se remar-

ca que los títulos altos están representados mayo-

ritariamente en color rojo y los títulos bajos mayo-

ritariamente en color azul. Se puede observar que 

la distribución de títulos en los donantes analiza-

dos de los dos grupos (con síntomas leves o seve-

ros) es diferente (Figura 2).

� Figura 1. Títulos de IgG contra la proteína 

spike en plasmas de donantes. En A se muestra un 

gráfico de distribución de 561 muestras y en B se 

muestra que los títulos son significativamente 

diferentes en muestras de personas que sufrieron 

infección asintomática o leve en comparación con 

moderada o grave (p <0,0001, Mann-Whitney test)

 

� Figura 2 Curvas completas de titulación 

de IgG de plasmas de donantes que se recupe-

raron de infecciones severas o leves de COVID-19 

como se indica a la izquierda. Se muestran mapas 

de color donde el rojo representa altos y azul bajos 

niveles de anticuerpos como se indica a la derecha. 

Las diluciones de las plasmas empleadas se mues-

tran a la izquierda. En la parte superior se indica 

cada una de las muestras tituladas. Las muestras 

fueron ordenadas en forma creciente de niveles de 

anticuerpos.

� En estudios clínicos realizados para eva-

luar la utilidad de plasmas de convalecientes se ha 

utilizado la estrategia de combinar plasmas en 

pooles, incluyendo de 2 a 5 donantes [6]. La estra-
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tegia se usó con el fin de estandarizar y aumentar 

el título de anticuerpos en las dosis aplicadas. En 

relación a esto, se observó que la presencia de un 

único plasma con alto título dentro de un pool 

incrementó significativamente el título de anti-

cuerpos de dicho pool. A modo de ejemplo, una 

muestra compuesta por iguales volúmenes de 

plasmas de cuatro donantes con títulos de IgG 

correspondientes a la inversa de 400, 800, 1.600 y 

25.600 resultó en un pool de título equivalente a la 

inversa de 12.800, generando dosis de ese nivel de 

anticuerpos. El análisis de diseño de pooles mostró 

que el empleo de un plasma con título alto aume-

nta el promedio de los títulos en las dosis prepa-

radas. Teniendo en cuenta la importancia de iden-

tificar altos títulos de anticuerpos en los trata-

mientos con plasmas de convalecientes es rele-

vante considerar esta estrategia con el fin de 

aumentar los títulos de IgG administrados.

� Sistemas de medida de anticuerpos 

neutralizantes de la infección de SARS-CoV-2: La 

respuesta humoral frente a una infección viral 

genera anticuerpos específicos contra distintos 

componentes virales. Entre los anticuerpos gene-

rados existe un subgrupo dirigido a regiones del 

virus que cumplen funciones esenciales en el 

proceso de la infección. Estos anticuerpos capaces 

de bloquear una infección productiva se denomi-

nan anticuerpos neutralizantes y son marcadores 

de protección de la infección. Por este motivo es 

relevante evaluar la presencia de este tipo de 

anticuerpos tanto en personas infectadas como 

en personas vacunadas. Los ensayos que cuantifi-

can dichos anticuerpos neutralizantes se basan en 

determinar la capacidad de un plasma o suero de 

impedir una infección.

� En el caso de las infecciones por SARS-

CoV-2, los anticuerpos neutralizantes están dirigi-

dos principalmente contra la proteína estructural 

spike. La proteína spike tiene dos dominios: domi-

nio S1 responsable de la unión al receptor celular 

(que incluye al dominio RBD) y el dominio S2 que 

contiene el péptido de fusión. Se ha demostrado 

que gran parte de los anticuerpos neutralizantes 

para SARS-CoV-2 están dirigidos a RBD [10]. Sin 

embargo, se han reportado anticuerpos contra 

otras regiones de la proteína spike capaces de blo-

quear la infección [12].

� Los ensayos de neutralización se realizan 

evaluando la capacidad de un plasma o suero de 

inhibir la infección del virus SARS-CoV-2 en células 

susceptibles en cultivo. Debido a que la manipu-

lación del virus salvaje SARS-CoV-2 impone el 

requerimiento de bioseguridad de tipo 3 (BSL3) y 

limita la posibilidad de uso para evaluar muestras a 

gran escala, se desarrollaron sistemas simplifi-

cados que se basan en la construcción de virus qui-

mera que contienen a la proteína spike en su 

superficie y utilizan el mecanismo spike-ACE2 para 

la entrada a la célula. Para esto se emplean distin-

tos tipos de virus como el virus de la estomatitis 

vesicular VSV o los lentivirus. A estos virus quimera 

se los llama virus pseudotipados o pseudovirus 

[13] y pueden ser manipulados en áreas con menor 

nivel de bioseguridad (BSL2) y por ende aplicarse a 

gran escala. Los stocks de pseudovirus se obtienen 

a partir de cultivos de células productoras que 

expresan a la proteína spike del SARS- CoV-2 

(Figura 3). Para evaluar la capacidad neutralizante 

empleando estos sistemas, se incuba el suero o 

plasma con el stock de pseudovirus y luego se 

mide su infectividad. Para simplificar el análisis, se 

han desarrollado pseudovirus que incluyen genes 

reporteros que codifican proteínas con actividad 

enzimática como la luciferasa o que se pueden 

detectar como la proteína verde fluorescente 

GFP, y se usan como marcadores de infección 

(Figura 3). La disminución de expresión de lucife-

rasa o GFP es un indicador de la inhibición de la 

infección.

 Figura 3. Representación esquemática del 

sistema de virus pseudotipados empleado para 

evaluar la actividad neutralizante de un plasma. A 

la izquierda se representa la producción del stock 

del virus y a la derecha se muestra el ensayo de 

neutra-lización y la medida de infección por medio 

de la expresión de una proteína reportera. 
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 Anticuerpos neutralizantes de la infección 

de SARS-CoV-2 y su correlación con títulos de IgG 

anti-spike: El test COVIDAR permite cuantificar la 

cantidad de anticuerpos de tipo IgG específicos 

contra la proteína spike en plasmas y sueros [14]. 

Sin embargo, es relevante determinar la fracción 

de anticuerpos neutralizantes de la infección, 

como un marcador de protección. Con el objetivo 

de evaluar la correlación entre anticuerpos totales 

contra la proteína spike y aquellos capaces de 

neutralizar la infección, se ensayaron 176 plasmas 

de donantes. Dentro de esta cohorte se incluyeron 

plasmas de donantes convalecientes y dosis 

preparadas para aplicaciones terapéuticas obte-

nidas de pooles de plasmas de donantes conva-

lecientes. Los ensayos de neutralización se reali-

zaron empleando el virus pseudotipado CoV2pp-

Luc que codifica para el gen de la luciferasa como 

indicador de la infección.

 Figura 4. Correlación de títulos de IgG y 

actividad neutralizante empleando el sistema de 

virus pseudotipado CoV2pp-Luc (n=176). La reci-

proca de la concentración inhibitoria del 80% 

(CI80) se correlaciona con la reciproca del título de 

IgG medido a punto final con COVIDAR. Las cajas 

muestran la mediana, y la línea roja el promedio de 

los CI80% para cada título de IgG.

� En este estudio se obtuvieron los títulos 

de IgG empleado el protocolo estandarizado de 

COVIDAR para las 176 muestras (manual de COVI-

DAR), y en forma paralela se determinó la inhibi-
>>
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ción de la infección con el virus CoV2pp-Luc. Se 

emplearon diluciones seriadas de los plasmas y se 

determinó la concentración inhibitoria del 80% de 

la infección (CI80%). Los datos obtenidos fueron 

ajustados según el modelo de regresión de 4 pará-

metros que describe un patrón de respuesta 

sigmoidea. Como controles se empleó por un lado 

el virus pseudotipado en ausencia de plasma y por 

otro, células sin infectar. Cada determinación de 

CI80% fue el resultado de mediciones realizadas 

por triplicado. Los datos obtenidos de títulos de 

IgG fueron correlacionados con los valores de 

CI80% obtenidos para cada muestra (Figura 4).

� Se observó que los plasmas de individuos 

convalecientes con títulos bajos de IgG, de 1/50 a 

1/200, poseen títulos de anticuerpos neutralizan-

tes de 16 a 132, lo cual indica que incluso las mues-

tras con bajos niveles de IgGs presentan anticuer-

pos neutralizantes. Cabe mencionar que existe 

una variabilidad individual y que para cada título de 

IgG medido se ve un rango de CI80%. Sin embargo, 

los plasmas con alto título de IgG se asocian mayo-

ritariamente a una elevada capacidad neutrali-

zante.

� Si bien se ha demostrado que la proteína 

spike es inmunodominante en relación a los anti-

cuerpos neutralizantes y los virus pseudotipados 

recapitulan el proceso de entrada del SARS-CoV-2, 

es posible que un repertorio mayor de anticuerpos 

pueda actuar sobre el virus completo. Con el fin de 

comparar los distintos métodos disponibles, se 

utilizaron dos sistemas de pseudovirus y el sistema 

del virus SARS-CoV-2 salvaje midiendo la cap-

acidad neutralizante de una cohorte de 34 plas-

mas. Para esto se emplearon dos pseudovirus: 

CoV2pp-Luc [15] y CoV2pp-GFP (que codifica para 

GFP) [16]. Los pseudovirus y el virus cepa salvaje se 

incubaron con los plasmas y se emplearon para 

infectar células en cultivo. La inhibición de la 

infección al 80% fue medida por efecto citopático 

(muerte celular) con el virus salvaje y por actividad 

de luciferasa o GFP para los virus CoV2pp-Luc y 

CoV2pp-GFP, respectivamente.

 Figura 5. Correlación de actividad neutra-

lizante empleando al virus cepa salvaje y dos 

sistemas de virus pseudotipados CoV2pp-GFP 

(izquierda) y CoV2pp-Luc (derecha). Se representa 

la reciproca de la concentración inhibitoria del 80% 

de la infección (Ci80).

� Los datos obtenidos fueron ajustados y se 

determinó la inhibición de la infección expre-

sándola como Ci80%. Cada determinación de CI80 

corresponde al promedio de mediciones que fue-

ron realizadas por triplicado (Figura 5).

� Los resultados obtenidos indican una alta 

correlación positiva entre los niveles de anticuer-

pos neutralizantes medidos con el virus salvaje y 

los medidos con los dos virus pseudotipados. Se 

observa un coeficiente de correlación de Spear-

man con un r=0,97 para el sistema CoV2pp- Luc y 

con un r=0,96 para el sistema CoV2pp-GFP. Estos 

resultados indican que los métodos que emplean 

los sistemas de pseudovirus representan una 

herramienta valiosa para cuantificar la presencia 

de anticuerpos neutralizantes para SARS-CoV-2. 

Los valores absolutos obtenidos indican que los 

CI80% para CoV2pp-Luc y CoV2pp-GFP guardan 

una relación de 12 y 8, respectivamente, respecto a 

los valores obtenidos de CI80% para la cepa 

salvaje. Esta relación es importante cuando se 

comparan datos obtenidos con distintos sistemas.

� Por último, se compararon los títulos de 

IgG medidos por COVIDAR con la capacidad 
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neutralizante de las 34 muestras, medida con el 

virus salvaje SARS-CoV2 (Figura 6). Los resultados 

obtenidos muestran una alta correlación positiva 

entre título de IgG total y los valores de CI80% 

medidos por efecto citopático del virus salvaje. El 

coeficiente de correlación de Spearman mostró un 

r=0,78. Estos resultados sostienen que las titula-

ciones de IgG totales contra spike empleando 

COVIDAR son altamente informativos para esti-

mar la capacidad neutralizante presente en suero 

o plasmas de persona que han sido infectadas con 

SARS-CoV-2.

� Figura 6. Correlación de títulos de IgG y 

actividad neutralizante empleando el virus SARS-

CoV-2 cepa salvaje. El gráfico representa la corre-

lación de la recíproca de la concentración inhibi-

toria al 80% (Ci80%) de la infección y la recíproca del 

título de IgG medido a punto final con COVIDAR.

� El presente informe provee protocolos 

estandarizados e información sobre la evaluación 

de anticuerpos de tipo IgG totales contra la 

proteína spike y su correlación con la actividad 

neutralizante de la infección medidos en cohortes 

de muestras de individuos SARS-CoV-2 positivos 

de nuestro país. El análisis aquí presentado nos 

permite concluir que la titulación de anticuerpos 

mediante el uso del reactivo COVIDAR IgG es una 

herramienta útil para realizar estudios en forma 

descentralizada y obtener información para la 

selección de plasma de donantes convalecientes y 

para otros estudios que requieran cuantificación 

de  ant icuerpos  contra  S A R S -CoV-2 .  Los 

protocolos estandarizados y los reactivos 

COVIDAR se encuentran a disposición de las 

autoridades sanitarias para su uso en la forma que 

éstas lo requieran.
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