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TÍTULO:
DETECCIÓN DE ANTICUERPOS EN LOS TRABAJADORES VACUNADOS CONTRA EL SARS-COV-2, DEL INSTITUTO NACIONAL DE SALUD DEL NIÑO DE SAN BORJA.

RESUMEN	Comment by LENY SANCHEZ JUSTO: La SUIIT lo trabajara

Objetivo: Detectar los anticuerpos IgM, IgA e IgG presentes en el personal de salud vacunado contra el SARS-CoV-2 del Instituto Nacional de Salud del Niño de San Borja (INSN SB).
Diseño: Estudio retrospectivo 
Escenario: Este estudio se realizó desde el /2021 al /2021 en 163 trabajadores vacunados contra el SARS-CoV-2 pertenecientes al Instituto Nacional de Salud del Niño de San Borja en Lima, Perú 
Métodos: Se utilizó un kit de inmunoensayo multiplex que emplea microesferas de poliestireno magnéticas con un diámetro de 5.5 ±0.2 (CV<5%) cubiertas con antígenos de SARS-CoV-2 que evaluó en una sola reacción, la serorreactividad de cuatro antígenos (Spike, RBD, NP y Mpro) y tres anticuerpos (IgA, IgG, IgM) mediante la técnica de Citometría de Flujo. La intensidad de fluorescencia registrada en el Citómetro será proporcional a la cantidad de anticuerpos presente en la muestra.
Resultados: Se observó que la edad mediana fue 38 años, el 67.5% fueron mujeres, 84.7% con grupo sanguíneo O+ y sólo un 19.0% que presentó algún tipo de comorbilidad, siendo el más prevalente la presión arterial (5.5%), seguido de obesidad y diabetes, en un 4.3% y 3.1% respectivamente. Se encontró que la mayor proporción del personal recibió 3 dosis (96.3%), sólo 2 colaboradores (1.2%) recibieron 4 dosis de refuerzo; Sinopharm es el tipo de vacuna con mayor aplicación en su primera y segunda etapa dentro de la institución (96.9%), Se detectó la presencia de anticuerpos contra los antígenos de SARS-CoV-2, RBD, NP y Mpro en 163 pacientes, de los cuales 120 fueron positivos y 43 negativos a COVID-19. *DESCRIBIR LOS RESULTADOS QUE TENEMOS HASTA AHORA
Conclusiones:
Palabras claves: Detección, serología, COVID -19, microesferas




INTRODUCCIÓN 
El brote de la enfermedad respiratoria COVID-19 fue causado por un nuevo coronavirus que fue detectado inicialmente en la ciudad de Wuhan (China) a fines de diciembre de 2019 causando la pandemia del mismo nombre (1). Este virus ha sido demoninado como el “coronavirus tipo 2 del síndrome respiratorio agudo grave” SARS-CoV-2 (2). Su estructura lo conforma un ARN monocatenario de sentido positivo, la que se encuentra encapsulada por una nucleocápside (3).  Su ARN se encuentra constituido por 4 genes que codifican las cuatro proteínas estructurales: las proteínas homotriméricas de la espiga (S), la envoltura, la membrana y la nucleocápside (N) (4–6). 
El COVID-19 había causado 4 000 000 de muertes hasta antes de la aprobación de la primera vacuna por la FDA (7) en agosto del 2021. Informes publicados poco después de la vacunación mundial contra el Covid-19 comenzaron a confirmar la eficacia de la vacuna observada en los ensayos clínicos (8). 
En pacientes previamente infectados, niveles de anticuerpos contra SARS- CoV- 2 después de una dosis fueron significativamente más altos que en pacientes sin infección previa y  completamente vacunados 3-4 semanas después de la segunda dosis. Por lo tanto, los ensayos serológicos de SARS-CoV-2 permiten identificar a las personas infectadas recientemente o en el pasado, evaluar respuestas inmunes humorales provocadas por las vacunas y conocer la susceptibilidad a la reinfección o infección primaria en vacunados (9).
En el Perú, se han reportado alta tasa de contagio en el personal de salud, por la falta de condiciones laborales adecuadas, ya sea por no contar con el equipo de protección o por una inadecuada vetilación en el lugar de trabajo (10). Ahora bien, la vacunación en el personal de salud se realizó de forma temprana con la llegada del primer lote de vacunas en febrero del 2021, obteniendo hasta la actualidad 5 dosis de las marcas: Sinopharm, Pfizer-BioNTech y Moderna Tx (11); todas con una eficacia mayor o igual del 79% (12,13). Además, respecto a la mortalidad se estimó fue de un 17.5% en personas vacunados versus 78% en no vacunados (14).
Diferentes estudios mencionan que el fragmento RBD de la proteína Spike (S) provoca la mayoría de los  potentes anticuerpos neutralizantes, que están crucialmente involucrados en la protección contra la COVID-19 y considerado como un marcador fundamental para medir la respuesta humoral (15). Para la medición de los anticuerpos neutralizantes se considera como gold standard el “Método de reducción en placa”. Sin embargo; esta metodología es costosa y poco practica, siendo necesario condiciones ideales de bioseguridad e infraestructura ene le laboratorio (15). Ahora bien, una técnica menos contosa y con mayor practicidad en la Citometria de Flujo. Esta metodología, con sensibilidad y especificidad cercana al 100%, consiste en que solamente en una reacción se podrá identificar diferentes isotipos de inmunoglobulinas haciendo uso de perlas magnéticas fluorescentes que se encuentran recubiertas por antígenos del SARS-CoV-2: Spike, RBD, NP y proteasa 3C (3CLPRO) o MPro; los que se unirán de forma simultánea con los anticuerpos IgA, IgG, IgM (16).
Este estudio tiene como objetivo describir la seroreactividad en el personal de salud frente a la vacuna, mediante la detección de antcuerpos IgA, IgG, IgM contro los antígenos del SAR-CoV-2 por Citometría de Flujo.
Con esta herramienta y con los resultados obtenidos podría proporcionar una visión completa de la inmunidad humoral de los trabajadores del INSNSB.
MATERIALES Y MÉTODOS

Población de estudio

Personal de salud del Instituto Nacional de Salud del Niño de San Borja (INSNSB) en Lima- Perú vacunados contra la COVID-19, que cuenten o no con antecedentes de una previa infección de la enfermedad, enrolados en el periodo 2021. 
Muestra
Se incluiyó a 163 trabajadores que hayan recibido alguna de las dosis de la vacuna contra la partícula viral SARS-CoV-2 (21 días posterior a la vacuna) durante el año 2021. Para el cálculo del tamaño de muestra, se utilizó la fórmula para estimación proporcional con población finita basados en un valor de confianza del 95%. Para la selección de las unidades de análisis, se utilizará un muestreo aleatorio estratificado con asignación proporcional. Se excluyó a los trabajadores con información clínica y laboratorial incompleta.
PROCEDIMIENTO

Al conseguir la aprobación del Comité de Ética del Instituto Nacional de Salud del Niño de San Borja (INSNSB), se procede a enrolar a los trabajadores de salud de los diferentes servicios del Instituto, que hayan recibido alguna de las dosis de la vacuna. Se obtiene el consentimiento informado.

Obtención de la muestra

La sangre se obtuvo por venopunción en tubos de muestra de 3mL con anticogulante EDTA. Las muestras fueron centrifugadas para la obtención de suero, estas fueron etiquetadas e inactivadas por calor a 56°C/30minutos y finalmente fueron almacenadas a -20°C hasta su análisis.

Citometría de flujo basado en microesferas para la detección de anticuerpos contra el SARS-CoV-2.

Se utilizó un kit de inmunoensayo multiplex que emplea microesferas de poliestireno magnéticas con un diámetro de 5.5 ±0.2 (CV<5%) cubiertas con antígenos de SARS-CoV-2 que evaluó en una sola reacción, la serorreactividad de cuatro antígenos (Spike, RBD, NP y Mpro) y tres anticuerpos (IgA, IgG, IgM) mediante la técnica de Citometría de Flujo. Las muestras de suero fueron diluidas a 1:20 con un tampón diluyente de muestra (1X), 

Se prepararon y rotularon tubos de poliestireno (uno por cada muestra y control) a los que se agregó 10ul de cada una de las microesferas unidas con los antígenos (RBD, S, N y Mpro) que previamente habían sido resuspendidas. Posterior a ello se adiciono 10ul de muestra a estudiar (previamente diluida a 1:20) y se agito vigorosamente por 20 segundos, luego se incubo por 60 minutos a temperatura ambiente (en oscuridad y agitación). 
Después de la incubación se lavó 2 veces (mezcla de anticuerpos unidas a las microesferas) usando 1ml de tampón de lavado. Finalizado lo lavados se agregó 5ul de cada anticuerpo anti inmunoglobulina humana IgG, IgA, e IgM conjugados con Fluoresceina (FITC), Ficoeritrina (PE), y Ficoeritrina Cianina 7 (PE-Cyanine 7) respectivamente. Se dejó incubando por 30 minutos a temperatura ambiente, en oscuridad y agitación, luego se lavó 2 veces. La muestra se resuspendió en 200ul de PBS y se analizó en el Citómetro de Flujo. La intensidad de fluorescencia registrada en el Citómetro será proporcional a la cantidad de anticuerpos presente en la muestra.

Aprobación ética 
El estudio fue realizado en base a los principios recogidos en la declaración de Helsinki de 1964, con sus respectivas modificaciones y estándares éticos, el mismo que fue aprobado por el Comité de Ética Institucional de Ética en Investigación del INSNSB con Oficio N° 002-2022-CIEI-INSN-SAN BORJA. Se obtuvo consentimiento informado por escrito de todos los participantes. 

Análisis estadístico 

Los datos fueron analizados mediante estadísticas descriptivas univariadas, usando resúmenes en tablas de frecuencias absolutas y relativas porcentuales para características cualitativas, así como aplicación de medidas de posición central y de variabilidad para características cuantitativas en función al cumplimiento de supuestos en su distribución; esto para describir las variables clínico demográfico, así como laboratoriales. 
Como parte de un análisis exploratorio bivariado cuantitativo de los niveles de anticuerpos IgA, IgM e IgG, se aplicó técnicas de visualización de mapas de calor mediante correlaciones y para las comparaciones, se analizó variabilidad mediante exploración gráfica mediante Boxplot y pruebas de hipótesis paramétricas y/o no paramétricas, en base al cumplimiento de supuestos. El procesamiento de la información se realizó con el software estadístico R y Rstudio.

SI USAMOS CUANTIFICACION - AGREGAR


RESULTADOS
Con respecto a las características epidemiológicas de los 163 trabajadores infectados y no por SARS-CoV-2, quienes formaron parte del estudio, se observó que la edad media fue 38 años, el 67.5% fueron mujeres, 52.8% fue personal asistencial, 84.7% con grupo sanguíneo O+ y sólo un 19.0% que presentó algún tipo de comorbilidad, siendo el más prevalente la hipertension arterial (5.5%), seguido de obesidad y diabetes, en un 4.3% y 3.1% respectivamente (Tabla 1). 

Tabla 1. Características epidemiológicas de los trabajadores vacunos contra SARS-Cov-2 del instituto Nacional de Salud de San Borja.

	 
	n=163
	Porcentaje

	Edad
	 
	 

	Mediana (RIC)
	38 (33 - 45)

	Sexo
	 
	 

	Hombres
	53
	32.5%

	Mujeres
	110
	67.5%

	Tipo de servicio
	 
	 

	Asistencial
	86
	52.8%

	Administrativo
	77
	47.2%

	Grupo sanguíneo
	 
	 

	O +
	138
	84.7%

	A +
	17
	10.4%

	B +
	5
	3.1%

	O -
	2
	1.2%

	AB +
	1
	0.6%

	Presencia de comorbilidad
	 
	 

	Si
	31
	19.0%

	No
	132
	81.0%

	Tipo de comorbilidad
	 
	 

	Presión arterial alta
	9
	5.5%

	Obesidad
	7
	4.3%

	Diabetes
	5
	3.1%

	Cáncer
	2
	1.2%

	Otros
	11
	6.7%

	RCI: Rango intercuartílico
	 
	 



En relación a las dosis de vacunas contra el SARS-CoV-2, se encontró que la mayor parte del personal recibió 3 dosis (96.3%), sólo 2 colaboradores (1.2%) recibieron 4 dosis de vacunas; Sinopharm es la vacuna con mayor aplicación en su primera y segunda etapa dentro de la institución (96.9%), Pfizer con 1 dosis (92.6%) en su tercera etapa, por otro lado, 4 colaboradores (2.5%) recibieron un total de 3 dosis de Pfizer y sólo un colaborador (0.6%) recibió 1 dosis de Astraseneca como parte del refuerzo (Tabla 2).

Tabla 2. Dosis recibidas y tipos de vacunas -  MEJORAR CUADRO 
	 
	n=163
	Porcentaje

	Total de dosis recibida
	 
	 

	1 dosis
	0
	0.0%

	2 dosis
	4
	2.5%

	3 dosis
	157
	96.3%

	4 dosis
	2
	1.2%

	Sinopharm
	
	

	0 dosis
	4
	2.5%

	2 dosis
	158
	96.9%

	3 dosis
	1
	0.6%

	Pfizer
	
	

	0 dosis
	6
	3.7%

	1 dosis
	151
	92.6%

	2 dosis
	2
	1.2%

	3 dosis
	4
	2.5%

	Astraseneca
	
	

	0 dosis
	162
	99.4%

	1 dosis
	1
	0.6%



Del total de trabajadores el 73.6% resultaron infectados de los cuales el 56.7% se infecto después de la aplicación de la tercera dosis, el 66.3% tuvo contacto con algún caso confirmado, el 74.8% presentó síntomas, siendo los 3 más frecuentes dolor de garganta, fiebre y tos, con 44.8%, 44.2% y 44.2% respectivamente; también, el 54.6% realizaron su último descarte con prueba molecular y el 73.6% resultó con prueba positiva a infección por COVID-19 (Tabla 3).

Tabla 03. Características clínicas de los trabajadores vacunos contra SARS-Cov-2 del instituto Nacional de Salud de San Borja. 
	 
	n=163
	Porcentaje

	Infección por covid
	
	

	Si
	120
	73.6%

	No
	43
	26.4%

	Momento de contagio COVID-19
	
	

	Antes de 1era dosis
	32
	26.7%

	Después de la 1era dosis
	6
	5.0%

	Después de la 2da dosis
	14
	11.7%

	Después de la 3era dosis
	68
	56.7%

	Tipo de contacto
	
	

	Contacto con caso confirmado
	108
	66.3%

	Contacto con caso sospechoso
	9
	5.5%

	Caso priorizado	Comment by Julio: ¿????
	25
	15.3%

	Ninguno
	21
	12.9%

	Presencia de síntomas
	
	

	Si
	122
	74.8%

	No
	41
	25.2%

	Prueba de descarte última infección o control
	
	

	Prueba serológica
	7
	4.3%

	Prueba antigénica
	67
	41.1%

	Prueba molecular (RT - PCR)
	89
	54.6%

	Resultado de última prueba
	
	

	Positivo
	120
	73.6%

	Negativo	Comment by Julio: Condideras si esta informacion es relevante
	43
	26.4%




Los resultados de los ensayos serológicos multiangenicos asistidos por microesferas, detecto la presencia de anticuerpos contra los antígenos de SARS-CoV-2  S, RBD, NP y Mpro en 163 pacientes, de los cuales 120 fueron positivos y 43 negativos a COVID-19 en los 163 trabajadores que formaron parte del estudio, de los cuales 120 tienen el antecedente de infección por SARS-CoV-2 y 43 manifestaron que nunca tuvieron la infeccion; se procesó cada muestra con los isotipos IgA, IgG e IgM, mostrando claramente diferencia en la señal obtenida para los anticuerpos IgG contra cuatro antígenos (Tabla 4 y Figura 1). 	Comment by Julio: Se hace referencia al resultado cuantitativo?????




Tabla 04. Respuesta de anticuerpos contra 4 antígenos del virus SARS-Cov-2, de los trabajadores vacunos contra SARS-Cov-2 del INSNSB. 
	Proteínas del virus
	Aanticuerpos anti SARS-CoV-2 

	
	IgG
	IgM
	IgA

	
	
	Infección por COVID-19
	

	
	No = 43
	Si = 120
	No = 43
	Si = 120
	No = 43
	Si = 120

	RBD
	
	
	
	
	
	

	     Limítrofe
	-
	-
	2.0 (4.7%)
	9.0 (7.5%)
	1.0 (2.3%)
	4.0 (3.3%)

	     Negativo
	1.0 (2.3%)
	0.0 (0.0%)
	8.0 (18.6%)
	26.0 (21.7%)
	4.0 (9.3%)
	8.0 (6.7%)

	     Positivo
	42.0 (97.7%)
	120.0 (100.0%)
	33.0 (76.7%)
	85.0 (70.8%)
	38.0 (88.4%)
	108.0 (90.0%)

	Espiga
	
	
	
	
	
	

	     Limítrofe
	1.0 (2.3%)
	0.0 (0.0%)
	3.0 (7.0%)
	5.0 (4.2%)
	1.0 (2.3%)
	0.0 (0.0%)

	     Negativo
	-
	-
	7.0 (16.3%)
	9.0 (7.5%)
	-
	-

	     Positivo
	42.0 (97.7%)
	120.0 (100.0%)
	33.0 (76.7%)
	106.0 (88.3%)
	42.0 (97.7%)
	120.0 (100.0%)

	Nucleocápside
	
	
	
	
	
	

	     Limítrofe
	3.0 (7.0%)
	2.0 (1.7%)
	4.0 (9.3%)
	6.0 (5.0%)
	7.0 (16.3%)
	8.0 (6.7%)

	     Negativo
	27.0 (62.8%)
	8.0 (6.7%)
	15.0 (34.9%)
	29.0 (24.2%)
	18.0 (41.9%)
	13.0 (10.8%)

	     Positivo
	13.0 (30.2%)
	110.0 (91.7%)
	24.0 (55.8%)
	85.0 (70.8%)
	18.0 (41.9%)
	99.0 (82.5%)

	MPRO
	
	
	
	
	
	

	     Limítrofe
	1.0 (2.3%)
	2.0 (1.7%)
	1.0 (2.3%)
	3.0 (2.5%)
	6.0 (14.0%)
	9.0 (7.5%)

	     Negativo
	37.0 (86.0%)
	12.0 (10.0%)
	19.0 (44.2%)
	32.0 (26.7%)
	27.0 (62.8%)
	26.0 (21.7%)

	     Positivo
	5.0 (11.6%)
	106.0 (88.3%)
	23.0 (53.5%)
	85.0 (70.8%)
	10.0 (23.3%)
	85.0 (70.8%)



De los 163 participantes del estudio, 120 refirieron haber tenido la infección por el SARS-CoV-2 en algún momento previo al inicio del estudio, de ellos el 100%, 70.8% y 90% presentaron anticuerpos para los isotipos IgG, IgM e IgA respectivamente con respecto al antígeno RBD; 100%, 88.3% y 100% presentaron anticuerpos para los isotipos IgG, IgM e IgA para el antígeno Espiga; 91.7%, 85% y 99% presentaron anticuerpos para los isotipos IgG, IgM e IgA para el antígeno Nucleocapside y  88.3%, 85% y 85% presentaron anticuerpos para los isotipos IgG, IgM e IgA respectivamente para el antígeno MPRO. 	Comment by Julio: S, SPIKE O ESPIGA
Un total de 63 participantes refirieron nunca haber contraído la infección por el SARS-CoV-2, de ellos el 97.7%, 76.7% y 88.4% presentaron anticuerpos para los isotipos IgG, IgM e IgA respectivamente con respecto al antígeno RBD; 97.7%, 76.7% y 97.7% presentaron anticuerpos para los isotipos IgG, IgM e IgA respectivamente con respecto al antígeno Espiga; 97.7%, 76.7% y 97.7% presentaron anticuerpos para los isotipos IgG, IgM e IgA respectivamente con respecto al antígeno Espiga; ; 30.2%, 55.8% y 41.9% presentaron anticuerpos para los isotipos IgG, IgM e IgA respectivamente con respecto al antígeno de la Nucleocapside y 11.6%, 53.5% y 23.3% presentaron anticuerpos para los isotipos IgG, IgM e IgA respectivamente con respecto al antígeno MPRO.






Figura 1. Respuesta de anticuerpos contra 4 antígenos del virus SARS-Cov-2

















	Comment by Julio: Considerar los valores de los anticuerpos para describir el cuadro y poder distutir los resultados-

DISCUSIÓN

Al comenzar la vacunación contra la COVID-19, la mayor expectativa fue el conocer la respuesta de los anticuerpos frente a los antígenos del SARS-Cov-2. El objetivo del presente estudio fue detectar los isotipos (IgG, IgM, IgA) de las proteínas virales RBD, Spike, Nucleocápside y Mpro, mediante el ensayo de alto rendimiento basado en la citometría de flujo. Los resultados demostraron un porcentaje mayor de la IgG sobre todo en las proteínas RBD y Spike, tanto en los vacunados con antecedente de infección y sin esta, reforzando lo que mencionan esudios enteriores donde los anticuerpos anti-RBD producen en más del 95% en pacientes que se infectaron del SAR-CoV-2 (17). Por otro lado, se pudo evidenciar una diferencia en los tres isotipos (IgG, IgM, IgA) de las proteínas de la Nucleocápside y en el MPRO, presentando un mayor porcentaje en las  personas con antecedente de infección por SARS-CoV-2. Esta correlacion entre los anticuerpos dirigidos contra los antigeneos de la Nucleocapside y el MPRO en aquellos individuos infectados naturalmente también fue descrito en el estudio realizado en España (16) Esto se explicaría por que al ser antígeno internos la generación de anticuerpos se generaría al liberarse el material viral de la célula infectada (18).

Frente a esto, es importante tener en cuenta los niveles alcanzados de los diferentes isotipos se relacionan con el tiempo posterior a la infección, diferentes estudios mencionan la duración de IgG en suero durante al menos 3 meses y con un máximo de 180 días (19); a diferencia que la IgM y la IgA, que disminuyen rápidamente, con un promedio de 91 dias de la IgM (20,21). Si bien nuestro estudio no contemplo la medición cuantitiva de los anticuerpos, podemos apreciar que la detección de anticuerpos de isotipo IgG en la mayoría de la población estudiada para el antígeno S a diferencia de los isotipos IgA e IgM
Se estudio el comportamiento del IgG anti-N y el IgG anti Spike en trabajadores de salud en Guatemala y Mexico, presentando  cerca del 60% de seroconversión en los que tuvieron un diagnóstico positivo y se observó la diferencia en la titulación de los IgG anti SARS-CoV-2 en los post vacunados en más de 3000UA/mL a diferencia de los que no tienen antecedente previa (22). Por otro lado, se realizó una coherte donde se estudió el nivel de anticuerpos entre los que se vacunaron y los que se infectaron de forma natural y sin ninguna vacuna, encontrando un aumento de los IgG anti-Spike, pero una disminución progresiva de los anti-N IgG (23).  
Ahora bien, a lo largo de la vacunación en el Perú se ha ido cambiando la marcas de acuerdo a las dosis establecidas, basando la importancia en la diferencia para la generación de anticuerpos dependiendo de la marcas. Por ejemplo, las vacunas vectoriales (J&J y AstraZeneca) presentan una menor titulación de anticuerpos en comparación a  los de ARNm (Pfizer- BioNTech o Moderna) (24,25); sin embargo, desde que se inicio los estudios post vacunación, se comprobó que con las vacunas vectoriales, la cantidad de anticuerpos neutralizantes fueron mas altos en los vacunados que los que se infectaron de forma natural (26). Además, al recibir los refuerzos de las vacunas aumentaban la cantidad en sus títulos, aproximadamende de 30.8 y 8 veces de la IgG y de la IgA anti- Spike y anti-RBD respectivamente, como se comprobó en los estudios realizados con la vacuna Pfizer BNT162b2 (27), existiendo un nivel de anti-Spike mayor de 210U/mL después de la tercera dosis de refuerzo (28).  En el peru el esquema de vacunación que se contemplo para la población que fue objeto del presente estudio fue 2 dosis con sinopham  (virus vivo atenuado) y una dosis de refuerco con Pfizer. Es asi que encontramos  que para lo ….	Comment by Julio: Con los valores cuantitativos podemos ampliar esta discusión 
En el mercado, existen diferentes métodos de detección de la respuesta frente a las vacunas. Pruebas como la “Neutralización por reducción en placa o PRNT” con mucha especificidad pero poco prácticas y con altos estándares de bioseguridad (15). Por otro lado, existen pruebas serológicas como la “inmunocromatografía” que fueron muy utilizados al inicio de la pandemia, siendo una prueba de costo bajo, práctica y de una respuesta rápida, teniendo como desventaja el ser cualitativa (29). Por otra parte, se cuenta con los inmunoensayos como el ELISA  o la quimioluminiscencia (CLIA) que miden el nivel de anticuerpos SARS-CoV-2 (30,31), pero cada reacción debe ser manera unitaria para cada isotipo y el tipo de proteína viral, a diferencia de la Citometria de flujo que lo miden de forma paralela (32) la cual nos permitio evaluar cuatro isotipos de anticuapos contra cuatro antígenos en una sola reacción .
En general, varios estudios reconocieron la utilidad de los anticuerpos neutralizantes como prevención de infección y el uso de la citometria de flujo como una plataforma confiable (33).  Un estudio reslizado en Salamanca ha conseguido identificar tres tipos de anticuerpos diferentes (IgG, IgA, IgM) y cuatro proteínas del virus SARS-CoV-2 al mismo tiempo: la proteína Spike y su dominio RBD, dos proteínas muy importantes por ser el componente principal de las vacunas actuales, así como la proteína de la envoltura o nucleocápside (NP) y la proteasa responsable de la replicación del virus (Mpro/3CLpro) (34). Esto se correlaciona con lo encontrando en nuestro estudio en que todos los participantes motraron reactividad en los tres isotipos y en los  cuatro antígenos.  Seria relevante conocer en próximas investigaciones la dinámica de estos anticuerpos con el fin de establecer un punto de corte para conosiderar poteccion.
Al producirse la primera vacuna en el 2021 y su posterior masificación, se epezaron a realizar estudios para la determinacion de la carga de anticuerpos utilizando diferentes métodos de diagnóstico (8). La citometria de flujo se convirtió en un método práctico para la determinación de anticuerpos de diferentes isotipos y de diferentes proteínas virales simultáneamente. Como el estudio que se realizó en Rusia usando esta metodología, tres meses después  de la vacunación con “Sputnik V” mostrando la formación altos niveles de anticuerpos IgG e IgM de la proteína Spike (35). Mientras que otro estudio, usando lla metodología de ELISA “COVIDAR IgG” para evaluar los anticuerpos anti-Spike IgG en trabajadores de salud se mostró una serconversión cerca del 100% (36). Siendo consistente con nuestro estudio.
Por lo tanto, el uso de perlas magnéticas y citometría de flujo proporciona un método para análisis serológicos que se adapta fácilmente a la práctica hospitalaria y laboratorios clínicos que utilizan cualquier citómetro de flujo estándar (37) además que permite la detección simultanea de varios isotipos de anticuerpos contra diferentes antígenos en una sola reacción. El conocer la dinamica de estos anticuerpos se hace……
CONCLUSIONES
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