Conferencia: "Deteccion de anticuerpos neutralizantes en pacientes recuperados de COVID-19"
Dra. Sandra Gallego
“Instituto de Virologia Dr. J. M. Vanella”
Facultad de Ciencias Médicas - Universidad Nacional de Cérdoba
Argentina
Jornada virtual: Uso de plasma de pacientes recuperados de Covid-19 con fines terapéuticos en Cordoba — Parte |

Conferencia completa: https://www.youtube.com/watch?v=8jl-Ng6zHg0

Jornada virtual: Uso de plasma de pacientes recuperados de Covid-19 con fines terapéuticos en Cérdoba — Parte I
(ver https://rdu.unc.edu.ar/handle/11086/20846)
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“Deteccion de anticuerpos
neutralizantes en pacientes
recuperados de COVID-19"

s Dra. Sandra Gallego
Investigadora CIC Salud CONICET- Profesora Adjunta Instituto de

Virologia, FCM, Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina.
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https://www.youtube.com/watch?v=8jI-Ng6zHg0
https://rdu.unc.edu.ar/handle/11086/20846

¥ En la actualidad el tratamiento con plasma convaleciente
para SARS-CoV-2 es recomendado como terapia de eleccion
en diferentes paises. Falta aun mayor evidencia a partir de
los ensayos clinicos.
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Mortality reduction in 46 severe Covid- 19 patients treated with

hyperimimune pasma A poof of oncept singe arm multicenter interventional Treatmentof 5 Critclly I Patents With COVIOH19 With Convalescent Plasma
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The study observed 46 patients from March, 25 Administration  of  convalescent plasma
to April, 21 2020. containing neutralizing antibody was followed
Hyperimmune plasma in Covid-19 shows by improvement in their clinical status.
promising benefits, to H2 confirmed in a

randomized controlled trial.

‘|

Effect of Convalescent Plasma Therapy on Time to Clinical Improvement
Early Safety Indicators of COVID- 19 Convalescent Plasma in 5,000 in Patients With Severe and Life-threatening COVID-19
Patients A Randomized Clinical Trial

Convalescent plasma therapy added to
standard treatment, compared with standard
treatment alone, did not result in a
These early indicators suggest that transfusion of statistically significant improvement in time
convalescent plasma is safe in hospitalized to clinical improvement within 28 days.
patients with COVID-19. Interpretation is limited by early termination
of the trial.
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v'Se desarrollé y estandarizé una técnica in vitro para la
detecciéon y cuantificacion de anticuerpos neutralizantes
especificos contra SARS-CoV-2.

v'Esta técnica es aplicada en la evaluacién de anticuerpos
neutralizantes en los plasmas convalecientes para su uso
terapéutico y para el desarrollo de hemoderivados, y como
técnica gold standard en la validacion de nuevas técnicas
diagndsticas y ensayos comerciales.
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ANTICUERPOS NEUTRALIZANTES




Método gold standard para cualquier estudio
serologico.

- Permite valorar la capacidad que tienen los
anticuerpos presentes en un suero problema
para neutralizar la actividad biolégica de un
VIRUS.

LA SOLA DETECCION DE ANTICUERPOS NO PRUEBA
QUE LOS MISMOS TENGAN CAPACIDAD DE
NEUTRALIZAR AL VIRUS , HAY QUE PROBAR SU
CAPACIDAD NEUTRALIZANTE.
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hedicine BRIEF COMMUNICATION

Antibody responses to SARS-CoV-2 in patients
with COVID-19
Qe e g = g 1 i g Gt g )
285 pacientes: |
- 1gG dia 17-19 desde inicio de sintomas
100%.
- IgM dia 20-22 desde inicio de sintomas

1343 pacientes (seguimiento)

1gG : 7-50 dias desde inicio de sintomas
a 5-49 dias desde la resolucién clinica.
Estudio de 1gG: 3 a 4 semanas desde el

Anticuerpos neutralizantes:
inicio de los sintomas y al menos 2

175 pacientes:
- Dia 10-15 de inicio de sintomas. - 2 semanas después resolucion de los
30% tiene titulos bajos. - sintomas.
Titulos mas altos en adultos
mayores. En jévenes titulo |
bajos y algunos negativos.

19.860 infecci deradas. La mayoria
e a2 e s desarrollan 1gG contra la spike protein y el 90% son
A » . - | neutralizantes, detectandose al menos 3 meses.
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Prueba de Neutralizacion (NT)

Aislamiento del virus

Células Vero sin ECP Células Vero infectadas con SARS
CoV-2. Aislamiento COV-8 Cba

Titulacion de la semilla viral
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Prueba de Neutralizacion
(Titulacion de anticuerpos neutralizantes).
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Pulsa | Esc| para salir del modo de pantalla completa

NT de dos muestras de plasma

1:1.280 & 1:2560 « 1:5.120  1:10.240 ¢

Actualmente....

v 495 individuos recuperados de COVID-19 en Cérdoba. Al
16/07/2020 evaluamos 68 individuos recuperados
potencialmente elegibles para donacién de plasma
convaleciente.

v El 29,4% (20/68) de los individuos recuperados estudiados
no desarrollaron anticuerpos neutralizantes al momento del
estudio.




Anticuerpos neutralizantes en 96 muestras de
recuperados de COVID-19 elegibles como donantes
de plasma

¥ De los individuos sin anticuerpos neutralizantes, 7 (35%)
tuvieron resultados reactivos por la técnica de SARS-COV-2
1gG (CMIA, Abbott, Irland).

¥ Gran dispersién en los valores por CMIA (valor de corte 1,4)
para las muestras con altos, intermedios y bajos titulos de
anticuerpos neutralizantes. No habria correlacién entre estas
lecturas y las concentraciones de anticuerpos neutralizantes.

NT anticuerpos negativos rango: 0,01 - 6,26
Titulo 1/10 rango: 1,14 - 8,35
Titulo 1/20 rango: 3,30 - 6,90
Titulo 1/40 rango: 4,11 - 9,42
Titulo 21/80 rango: 1,83 -9,11




/’% La utilizacion de técnicas seroldgicas para aplicarse al estudio de anticuerpos
q neutralizantes DEBEN ser validadas frente a Técnicas de NT gold standard.

A pp—
Effect of Convalescent Plasma Therapy on Time to Clinical Improvement
in Patients With Severe and Life-threatening COVID-19
A Randomized Clinical Trial
Serology assays to manage COVID-19

- Validaron un ELISA S-RBD specific 1gG frente a

una NT. SARS-CoV-1 ntection indhuces robust, eutraliing anibody respones
- Establecieron una equivalencia entre un titulo
por NT de 1/80 y un titulo 1/1280 en el ELISA.

- Usan el ELISA para el tamizaje de plasmas de
convalecientes.

that are stablo for at keast three months

Anticuerpos neutralizantes en pacientes internados

73 18 Reactivo Reactivo Negativo
54 7 Reactivo Reactivo 1/10
25 21 Reactivo Reactivo 1/20

40 No Reactivo  Reactivo 1/20

36 Reactivo Reactivo 1/20
37 Reactivo Reactivo 1/20
45 Reactivo Reactivo 1/20
24 Reactivo Reactivo 1/40

Reactivo Reactivo 1/40

Reactivo Reactivo 1/40
Reactivo No Reactivo 1/40
Reactivo No Reactivo 1/40
Reactivo Reactivo 1/80
No Reactivo Reactivo 1/80
Reactivo Reactivo 1/160
Reactivo  Reactivo 1/320
No Reanivo‘ Reactivo 1/320
No Reactivo Reactivo 1/640

Reactivo Reactivo >1/640




v En Cérdoba 37 donaciones de plasma: 7 donantes
donaron dos veces y 1 doné tres veces.

v Para tratamiento se utilizan plasmas con titulo de
1/80 o mayores.

v Los donantes con titulos menores a 1/80 son diferidos
por 20 dias y se los vuelve a estudiar. Al 16/07/2020
27 segundas muestras ya evaluadas.

Deteccion de anticuerpos neutralizantes en donantes de plasma en Cérdoba

antes

Titulo de anticuerpos neutraliz

Dias de evolucion desde el inicio de los sintomas




ScienceDirect
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Duration of serum neutralizing antibodies for
SARS-CoV-2: Lessons from SARS-CoV infection
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Fig. 1. The percentage of patients who expressed specific
18G Abs/NAbs against SARS-CoV in recovered patients

Nueva herramienta diagnostica:
IFI deteccion de anticuerpos en muestras
discordantes




¥ Se iniciaron estudios de viabilidad viral en pacientes
internados con detecciones prolongadas de RNA
viral para contribuir al conocimiento de la dindamica
viral y asi orientar politicas de salud publica.
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El equipo de trabajo: Adridn Diaz, Lorena
Spinsanti, Brenda Konigheim, Sebastian
Blanco, Juan Aguilar.
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