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Ova knjiga sadrzi kratke izvode
Cetiri plenarna predavanja (PP),
dva predavanja dobitnika Medalje SHD (MP),
cetiri predavanja po pozivu (PPP),
sto Cetrnaest saopStenja (obima jedna stranica) i
osam radova (obima od najmanje Cetiri stranice),
prihvacenih za prezentovanje na
58. Savetovanju Srpskog hemijskog druStva.

This book contains abstracts of
four plenary lectures (PP),
two lectures of SCS Medal awardees (MP),
four invited lectures (PPP),
one hundred and fourteen abstracts and
eight papers accepted for presentation at
the 58" Meeting of the Serbian Chemical Society.

Informacije i stavovi izneti u ovoj publikaciji su provizorni. Srpsko hemijsko drustvo, urednik i
uredivacki odbor nisu odgovorni za interpretacije, eventualne posledice i Stamparske greske. The
information and the opinions given in this publication are provisional. Serbian Chemical Society,
Editor or Editorial Board are not responsible for any interpretations, their consequences or
typographical errors.
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Razvoj sendvi¢ ELISA testa specificnog za SARS-CoV-2 N-protein

Mirjana Z. Radomirovié¢', Ana S. Simovi¢', Bozidar D. Udovicki®, Maja V. Krsti¢-
Ristivojevi¢', Ljiljana Z. Sablji¢’, Ivana D. Luki¢*, Sofija B. Glamo¢lija’, Danica R.
Cuji¢’, Marija Lj. Gnjatovi¢®, Marijana M. Stojanovi¢*, Dragana J. Stanié-Vuéini¢', Jelena
Radosavljevi¢' and Tanja D. Cirkovié¢ Veli¢kovi¢'’

! Univerzitet u Beogradu - Hemijski fakultet, Beograd, Srbija
? Univerzitet u Beogradu - Poljoprivredni fakultet, Beograd, Srbija
3 Univerzitet u Beogradu - Institut za primenu nuklearne energije (INEP), Beograd, Srbija
# Institut za virusologiju, vakcine i serume Torlak, Beograd, Srbija
? Srpska akademija nauka i umetnosti, Beograd, Srbija

Tacna dijagnoza ljudi sa sumnjom na infekciju SARS-CoV-2 je od suStinskog znacaja za
suzbijanje globalnog Sirenja COVID-19. Prisustvo SARS-CoV-2 moze se otkriti RT-PCR-
om (otkriva RNK virusa) ili detekcijom prisustva virusnih antigena u bioloskim te¢nostima
ELISA-om ili slicnom tehnikom koje koriste antitela razvijena u Zivotinjama. Cilj studije
je bio uspostavljanje kvantitativnog testa koji se zasniva na koriS¢enju poliklonskih seruma
za rutinsko odredivanje koncentracije SARS-CoV-2 nukleokapsidnog proteina merenjam
apsorbancije u standardnoj mikrotitarskoj plocici sa 96 bunara. Za potrebe razvoja testa
proizveden je rekombinantni N-protein i kori§¢en za proizvodnju antiseruma u misevima i
zeCevima. Proizvedeni antiserumi su precis¢eni i odreden im je titar. Poliklonskiantiserumi
visokog afiniteta specificni za N-protein koriS¢eni su za razvoj ELISA testa specifi¢nog za
ovaj protein. Test se zasniva na koriS¢enju poliklonskih seruma miSeva koji su adherirani
na dno bunara mikrotitarske ploCice za hvatanje N-proteina iz uzorka. RazliCite
koncentracije rekombinantnog N-proteina su koriS¢ene za standardnu krivu za
kvantifikaciju proteina. N-protein vezan za antitela miSeva je detektovan zecjim
poliklonskim serumom i anti-ze¢jim antitelom povezanim sa enzimom koji obezbeduje
spektrofotometrijsko merenje. UspeSno smo razvili prototip ELISA testa za kvantifikaciju
N-proteina sa granicom detekcije u opsegu od ng/mL. Prosecna vrednost LOD za prototip
ELISA testa za detekciju N-proteina je 9,2 ng/mlL, dok je prosecna vrednost LOQ
10,2 ng/mL. Pokazali smo da su proizvedeni poliklonski antiserumi pogodni za detekciju
N-proteina sa slicnim ili boljim afinitetom 1 specificnoS¢u od komercijalnih antitela.
Stavise, prototip ELISA testa se moZe koristiti sa zadovoljavajuéom pouzdano$éu za
kvantifikaciju N-proteina u uzorcima bogatim proteinima, poput ljudskih seruma.

Development of SARS-CoV-2 N-protein specific capture ELISA

Mirjana Z. Radomirovié', Ana S. Simovié', Bozidar D. Udovi¢ki?, Maja V. Krsti¢-
Ristivojevi¢', Ljiljana Z. Sablji¢’, Ivana D. Luki¢*, Sofija D. Glamo¢lija’, Danica R.
Cuji¢’, Marija Lj. Gnjatovi¢®, Marijana M. Stojanovi¢*, Dragana J. Stanié-Vuéini¢', Jelena
Radosavljevi¢' and Tanja D. Cirkovié¢ Velickovi¢'’
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The accurate diagnosis of people with suspected infection with the SARS-CoV-2 is
essential to curb the global spread of COVID-19. The presence of SARS-CoV-2 can be
detected by RT-PCR (it detects RNA of the virus) or by the presence of viral antigens in
biological fluids in ELISA or similar techniques using antibodies developed in animals.
The aim of the study was the establishment of a quantitative polyclonal sera-based test for
routine measurement of the concentration of SARS CoV-2 nucleocapsid protein using
absorbance measurement in a standard 96-well microtiter plate. For the purposes of the test
development, recombinant N protein was produced and used for the production of mice
and rabbit antisera. Produced antisera were purified and titer was determined. High-affinity
polyclonal N-protein specific antisera were used for N-protein specific ELISA test
development. The test is based on mice polyclonal sera adhered to microtiter plate bottom
for the capture of the N protein from the specimen. Various concentrations of the
recombinant N-protein were used to generate a standard curve for protein quantification.
The N-protein bound to the mice antibodies was detected with rabbit polyclonal sera and
anti-rabbit antibody coupled to an enzyme that provides spectrophotometric measurement.
We have successfully developed the prototype ELISA for the quantification of N-protein
with the detection limit being in the range of ng/mL. The average LOD value for the
prototype ELISA was determined to be 9.2 ng/mL, while the average LOQ value was
10.2 ng/mL. We have demonstrated that produced polyclonal antisera are suitable for the
detection of N-protein with affinity and specificity similar to, or better than commercial
antibodies. Furthermore, the prototype ELISA can be used with satisfactory confidence for
quantification of the N-protein in protein-rich samples, similar to human sera.

Acknowledgment: The authors acknowledge the support of the Science Fund of the
Republic of Serbia GA #7542203, COVID-19-CAPSIDO.
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