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Seleccion de un par de anticuerpos monoclonales para prototipo de tira de
deteccion de proteina N del SARS Cov 2
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Par de AcM CovN3 y CovN10

CovN1 (3,99+1,53)x10"8
CovN2 (5,47+1,13)x1018
CovN3 (3,2610,29)x1079
CovN7 (9,04+1,58)x10"8 \
CovN9 (8,52+0,96)x10"8 /
CovN10 (1,65%0,43)x10"9
CovN13 (6,9942,43)x10"8
AcM Covl | Cov2 | Cov3 Cov7 Cov9 | Cov10  Cov13
Cov1 -5,76 | 1,61 NE NE 14,56 | 47,66 | 40,37
Cov2 -14,46 | 9,46 -10,94 | 11,58 | 41,11 | 53,46
Cov3 -11,63 | 10,81 | 46,02 (70,29 NE
Cov7 -5,91 19,64 71 60,72 NE
Cov 9 5,4{ 56,98 | 46,06
Cov 10 | 1,87 | 1,51
Cov13 / -0,3
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Par con mayor indice de aditividad, reconocen epitopos
mas distantes en la molécula de proteina N

|

Anticuerpos
monoclonales

de mayor
afinidad

Par de anticuerpos de probada
funcionalidad en ELISA de deteccidon de
antigenos (UMELISA SARS Cov2 de
antigeno, CIE) .



Tira rapida para deteccion de antigeno (proteina N del SARS Cov 2) en
formato Sandwich

Sandwich
Oro Coloidal Variantes evaluadas
Linea especifica: AcP anti N
. Antigeno 1. Linea Control: AcP anti especie
' (Proteina N) Conjugado: AcM CovN3-oro o AcM CovN
| Antibody | 10-oro
No Yes

Negative Positive

Linea especifica: AcM covN3
Linea Control: AcP anti especie
Conjugado: AcM CovN10-oro

Flow direction
—_—

Test line

Control line

Linea especifica: AcM CovN10
3. Linea Control: AcP anti especie

Sample pad .
Conjugado: AcM CovN3-oro

Conjugated pad
NC membrane  Apsorbent pad

La variante 2 fue la seleccionada
El AcM CovN10 es el que mejor se conjuga a
oro coloidal

Sample pad
i a Conjugated pad

NC membrane Absorbent pad



Desarrollo de la tira inmunoreactiva

Membranas de nitrocelulosa de 10 um

AcM CovN10
e IgG1
* Punto isoeléctrico e/ 7y 8,5 1
Linea
1 Conjugado Control:
é. AcM Ncov anti IgG de
o ey T 10-Oro ratén en 1
Dialisis en buffer b ¢ l carnero Wick
borato 2mM, pH 9 \ e ./
r—-*i'ﬂéf/—[, _ A £ o 6= 7
] — ]
Linea
especifica:
AcM NCoV 3

(o) !

Los componentes de las lineas control y
) especifica se recubren disueltos en 20 mM de
coloidal de 40 nm PBS+2,5% de Isopropanol+0,05% de SDS

Conjugacién a oro



Deteccidn de proteina
N recombinante

Proteina N (nhg/mL)

200 50 12,5 3,13 0,78

La tira detecta hasta 0,78
ng/mL de proteina N
recombinante

Funcionalidad de la tira en vehiculo de
exudado nasofaringeo de Biocen

Esto permite evaluar muestras
ya evaluadas por PCR
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Evaluacion en el Laboratorio de Biologia Molecular de Sancti Spiritus
(MINSAP) con muestras SARS CoV-2 positivas y negativas por PCR

+ + + + +débil +débil  + - -
La tira detecta la proteina N nativa
(9 positivas de 10 evaluadas)



Evaluacion del tiempo de extraccion de la proteina N a partir de aislados virales no
inactivados, con el buffer de extraccion CIGB-SS.

Variante D614-G del SARS Cov- 2
Tiempo de extraccion Tiempo de extraccion

Imin 5min 10min 1min 5min 10min

Virus Concentracién virus: 1000 TCID50/mL Concentracion virus: 100 TCID50/mL

puro

Fueron evaluadas otras 3 diferentes variantes virales, demostrandose reconocimiento especifico en todos los casos : Cepas B, Delta
y Omicron

Conclusiones

* Latira detecta la proteina N de aislados virales activos del SARS Cov-2

* Essensible ala disminucidn de concentraciones virales

* Eltiempo de extraccidn se hace importante a medida que disminuye la concentracién de virus
* AunaCxviral de 10 TCID50/mL aun vimos sefiales, aunque demasiado bajas, con D614-G

Nota: La literatura reporta que los kits comerciales de deteccion de antigenos tienen limites de deteccion entre 100-
400 TCID50/mL



Conclusiones

* Se obtuvo un prototipo de tira rapida para la deteccion de la
proteina N del SARS Cov 2 en exudados nasofaringeos.

e La detectabilidad de la tira desarrollada esta en el orden de lo
gue se reporta en la literatura para este tipo de inmunoensayo.

* La tira detecta la proteina N de aislados virales activos del
SARS Cov-2



