FlashPrep®: Deteccion de SARS-CoV-2 por métodos
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EXACTAS:

moleculares sin extraccion de RNA
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Determinacion de SARS-CoV-2: el método “standard
de oro”
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El “cuello de botella”: la extraccion
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Add ethanol Add sample to Wash Dlute ANA with
and mix spin Cartndge RNase free water

Extraccion de RNA

Kit de extraccion: 6-10 ddlares (x muestra)

* (Cada operario realiza la extraccion de 24 muestras en simultaneo (1.5 h de trabajo
ininterrumpido y altamente exigente fisicamente)

* Todo el trabajo de purificacion es realizado en cabinas de bioseguridad con un operario
por cabina (uso continuo de centrifuga y gran cantidad de tips para pipetas).

94 muestras requieren ~ 6 hs de trabajo




Hay alternativas?

Desarrollar un método que reemplace a la extraccion del ARN
* Sencillo

 Econdmico

 Coninsumos nacionales



Hay alternativas? Inactivacion térmica y proteinasa—K (PK)

COMMUNICATIONS

ARTICLE M) Check for updates
https://doi.org/10.1038/541467-020-186T1-5 OPEN

Massive and rapid COVID-19 testing is feasible by
extraction-free SARS-CoV-2 RT-PCR

loanna Smyrlaki1'5, Martin Ekmanj"br Antonio Lentini ', Nuno Rufino de Sousa 3, Natali Papanicolaou‘,
Bjo rn Rei n i us Martin Vondracek?, Johan Aarum?, Hamzah SafariZ, Shaman Muradrasoli?, Antonio Gigliotti Rothfuchs® 3,
Jan Albert® 23, Bjérn Hogberg® ' & Bjérn Reinius® 1™

(Karolinska Institutet)

* Smina 95-98°C
* Kit de deteccion muy dificil de implementar en laboratorios de diagnodstico

Preprints sugiriendo utilizar proteinasa K para prevenir la degradacion del ARN
(estadistica pobre, resultados muy variados)




Hay proveedores locales de PK? Calidad?
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B Kit Proteinasa K

USO EN INVESTIGACION IN VITRO

Para digerir proteinas en amplio rango de condiciones de reaccion

Ki3oo

IGH\WWRAY

Kit Proteinasa K

PRESENTACION
El kit (K1300) HIGHWAY contiene:

-1 vial con 100 mg de Proteinasa K liofilizada (E1402)
- 5 viales con 1 ml cada uno de Buffer Proteinasa K (B0221)

DESCRIPCION

La Proteinasa K recombinante (producida en Pichia Pastoris) (E1402) proveniente del hongo
Titirachium album es una serin proteasa con amplia especificidad de sustrato, incluso en presencia de
detergentes.
Foto1/1 Contiene una actividad especifica de 40 U/mg proteina. Se define 1 U de enzima como la actividad
generada por péptidos y aminoacidos Folin-positivos equivalentes a 1 pmol de tirosina por minuto a
H7.5a37°C.

< CONSULTAR Ea concentracion de trabajo recomendada es de 50-100 pg/ml para digestion proteica e inactivacion

enzimatica y de 2 mg/ml para tratamiento de tejidos. Se recomienda preparar una selucion stock de

20 mg/ml con el Buffer Proteinasa K (B0221) especialmente formulado por INBIO HIGHWAY.

BUENAS PRACTICAS
DE FABRICACION Su actividad 6ptima se encuentra en los 50-55°C. Es estable en un amplio rango de pH: 4.0-12.5,
ANMAT siendo 6ptimo dentro de pH: 7.0 a 8.0

La inactivacion enzimética se produce por calentamiento a 95°C por 10 minutos.

1. Contacto a través de la Oficina de Vinculacion de la FCEN y CONICET con la empresa
(Convenio especifico)
2. Performance de la PK y optimizacion del buffer (reactivo Flashprep®)



Protocolo de procesamiento de muestras

Muestra (hisopado en solucion
fisiologica o saliva)

—
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1) Agregar 10 ul de reactivo FlashPrep®
2) Adicionar 90 ul de muestra

o S

3) Incubar 15min a 55°Cy 5min a 98°C
4) Tomar 8 pl para la reaccién de RT-qPCR



Validaciones finales (FlashPrep vs. Extraccion de RNA)

Protocolo de analisis simultaneo (kit de deteccion Discovery).

@ 7% Extracciéon RNA
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Validaciones finales FlashPrep
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Validaciones finales (FlashPrep vs. Extraccion de RNA)

Verdaderos NEG 106
Verdaderos POS 106
Falsos NEG 1
Falsos POS 1*

Sensibilidad: 99+ 1 %
Especificidad: 99 + 1 %
Exactitud: 0,990

Autorizado por ANMAT

Agradecimiento especial al Hospital San Juan de Dios



Conclusiones generales y aspectos relevantes

Extraccion de RNA FlashPrep
tiempo requerido para 6 horas ~ 30 min
procesar 94 muestras

costo (por ensayo) 5-10 ddlares -1 délar

Flashprep permite detectar SARS-CoV-2 sin el paso de extraccion y sin pérdidas
de sensibilidad o especificidad.



FlashPrep® (Inbio-Highway)

FlashPrep ®

ARN SARS CoV-2 Highway w

(buffer a base de proteinasa K) A A‘NMZ}

tecnologia co-desarrollada por
CONICET y Exactas-UBA

Inactiva el virus

Liberacion rapida del ARN a partir de

hisopado 7 INBIO
(adicion de buffer + 20min incubacion) éHIGH\.’JR‘r‘

[FEF] kovaze1000

No requiere equipamiento costoso FlashPrep® ARN SARS Cov.2
Y, Highway
10 m, 1000 extracciones

¥ Inacthacken vinel y iberieson o AR e SARS 1
pa Oe Hanawio: muumum'mi;wv >

Precio muy accesible

Producta para Dingnédsveo de Usa in Vit

Se aplica directamente en la RT qPCR

El producto se transporta

a temperatura ambiente
“’".L“‘:.‘:‘u::‘:‘.‘.",‘:.:::m;
s s e e

é INBIO

1. PK liofilizada (facil de transportar)
2. Frasco con el buffer (no requiere preparaciones extras)



Durante el 2021

* Robustez del protocolo en condiciones de campo

e Autorizacion ANMAT para uso con muestras de saliva
* Asesoramiento a usuarios/as

Otros kits usados en Argentina (Neokit, por ej.)

Z INBIO
D HIGH\URY

FlashPrep® ARN SARS CoVv-2
Highway

10 ml, 1000 extracciones
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En el 2022

Uso de FlashPrep en la deteccion del virus dengue por RT-gPCR

(colaboracion con MA Morales y C Fabbri, Instituto Nacional de Enfermedades Virales Humanas
"Dr. Julio I. Maiztegui")

ImpaCT.AR - Desafio N°62
Cmrirn £ W in © A

redes sociales

El programa ImpaCT.AR tiene el propdsito de promover proyectos de investigacion y desarrollo que
brinden apoyo a organismos publicos en la bisqueda de soluciones a desafios de interés publico.

Nombre del organismo ptiblico destinatario

Red Provincial de Laboratorios de Salud de Misiones (REPLASMI), dependiente de la Direccién de
Bioquimica, Subsecretaria de Apoyo y Logistica del Ministerio de Salud Publica de la Provincia de
Misiones.

Denominacién del desafio de interés piiblico (problema)

Deteccion del virus dengue en muestras de suero humano por RT-qPCR sin extraccion de RNA.

FINALIZADO
Fecha limite para la presentacion de planes de trabajo: 12/8/2021
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Validaciones finales

* Protocolo de analisis simultaneo (kit Discovery).
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Deteccion de N y ORFlab

CTeksnip

CTF’K+HID

Kit multiplex Discovery (DISCOVERY SARS-CoV-2 RT-PCR Detection Kit)
Muestras en solucion fisiolégica (48 muestras positivas y 3 negativas)
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Para los genes virales, los valores de Ct obtenidos por el
método PK+HID correlacionan con los de las muestras
de RNA.

pendiente = 1.02 £ 0.04; ordenada= 0.1 +0.9 (N)
pendiente = 1.02 £ 0.04; ordenada= 0.8 + 0.9 (ORF1ab)



Validaciones: Kit multiplex Genefinder (ensayos
“asincronicos”

Validacion INBIRS (94 muestras)
Sensibilidad 0.92 £ 0.05
Especificidad 0.96 £0.04
Exactitud 0.95

Validacion Hospital San Juan de Dios (57 muestras)
Sensibilidad 0.94 £ 0.06
Especificidad 1
Exactitud 0.98

Sensibilidad:
Especificidad:
Exactitud:

Los falsos negativos corresponden a hisopados con baja carga viral.



Hay alternativas? Mucha mas generosidad y un buen equipo
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