Pielikums Nr. 2
Zinojumam
“Par ieteikumiem ricibpolitikas veidotajiem un
Izvertéjums par atras diagnostikas iekartam

Projekta Nr. VPP-COVID-2020/1-0025 “Jaunas tehnologijas Covid-19
pacientu témetai monitorésani, testéSanai un terapijai (3-T Project)”

WP2 apaksSprojekta: “Temeta testéSana” ietvaros”

Tehnologijas apraksts

SARS-COV-2 tipa koronavirusa ekspress diagnostikas antivielu
un antigéna pielietojums

Autors: Aleksandrs Mezeckis

I I
3T CONCEPT

TRACING TESTING TREA

Riga
2021



L

[ ] “ = . L e
Jaunas tehnologijas COVID-19 pacientu témétai monitorésanai,
3T CONCEPT
\\ TRACING - TESTING - TREATMEN testéSanai un terapijai (3-T project)” (No. VPP-COVID-2020/1-0025)
|

Tehnologijas apraksts

Tehnologijas apraksts attiecas uz molekularo biologiju, biotehnologiju, medicinu, un to
iesp&jams izmantot SARS-CoV-2 tipa koronavirusa ekspresdiagnostikai.

Koronavirusi (CoV) ir lielas virusu dzimtes parstavji, kas izraisa slimibas, sakot ar
ikdienas saaukstéSanos un beidzot ar daudz nopietnakam slimibam, pieméram, Tuvo
Austrumu respiratoro sindromu (MERS-CoV) un smago akiito respiratoro sindromu
(SARS-CoV). Jaunais koronaviruss (nCoV, COVID-19, SARS-CoV-2) ir jauns celms,
kas 1idz §im nav konstatéts cilvékam®. ST celma ipatniba ir atra izplatiba no cilveka
cilvekam un sarezgita slimibas gaita.

Pirmie COVID-19 inficésanas gadijumi konstatéti 2019. gada decembri Kina. Lidz
2020. gada 9. aprilim visa pasaulé bija registréti 1 589 256 COVID-19 saslim$anas un
94 949 naves gadijumi. Lielaka dala saslim$anas un naves gadijumu bija ASV (459 981
un, attiecigi, 16 372), Italija (143 626 un, attiecigi, 18 279), Spanija (152 446 un,
attiecigi, 15 238). 2020. gada julija vidi pasaul€ konstatéti 18,8 miljoni saslimsanas un
aptuveni 520 tiikstoSi naves gadijumu, 1. vieta saslimSanas un letala iznakuma zina ir
ASV (2,7 miljoni un, attiecigi, 130 850), kam seko Brazilija (1,45 miljoni un, attiecigi,
60 813). Koronaviruss un ta izraisitie naves gadijumi konstatéti jau 213 pasaules
valstis?. Nav $aubu, ka, neraugoties uz istenotajiem pasakumiem, infekcijas izplatisanas
atrums ir loti liels.

Slimniekiem novero tadu stavokli ka akiitu respiratoro virusu infekciju (AR V), akiitus
nieru bojajumus, sirds mazspé&ju, aknu darbibas trauc€jumus, aritmiju, un nereti letals

iznakums. Lielakajai dalai pacientu vajadziga elposanas funkcijas argja uzturéana®.

Jaunais koronaviruss SARS-CoV-2 pieder pie Beta-CoV B linijas Coronaviridae
dzimtas. Tas ir vienas k&des RNS saturo$s viruss. lerosinataja ieejas varti ir augsejo
elpcelu epitélijs un kunga un zarnu trakta epiteliociti. Infekcijas sakumposms ir SARS-
CoV-2 iekltisana mérka $tinas, kam ir II tipa angiotenzinu konvertgjosa enzima (ACE-
2) receptori. Tacu virusa galvenais mérkis ir II tipa (AT-2) plauSu alveolaras Stnas, kas
nosaka pneimonijas attistisanos®.

Zinams, ka par COVID-19 laboratoras diagnostikas standarta metodi ir kluvusi PCR
apgrieztas transkripcijas metode. Galvenais laboratorijas izmekl€jumiem izmantota
biologiska materiala veids ir materials, ko ieglist, nonemot oro/nazofaringealo iztriepi.

Tomeér neraugoties uz PCR apgrieztas transkripcijas metodes plaso lietojumu, Sai
metodei ir ierobezojumi kliniskajai diagnostikai un arstésanai®. Sai metodei piemitosie
trikumi ir salidzino§i zema jutiba, ilgums un darbietilpiba. Sanemti zinojumi par
iespgjami augstu kliidaini negativu rezultatu Iimeni, lietojot $o testa metodi®. Minétie
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trikumi nelauj izmantot uz PCR balstitu metodi koronavirusa infekcijas
ekspresdiagnostikai.

Sanemti zinojumi par atra kombinéta IgM-IgG antivielu testa izstradi un klinisko
lietojumu SARS-CoV-2 infekcijas diagnostikai’. Testesanas visparéjais jutigums bija
88,66 %, specifiskums — 90,63 %. IgM-IgG kombin&to analizi var lietot simptomatisku
un bezsimptomu SARS-CoV-2 nésataju atram skriningam slimnicas, klinikas un
izméginajumu laboratorijas, tatu to nevar izmantot majas apstaklos. Ta ir
imiinfermentu analize uz testa sloksném, ne kvantitativa, paredzeta tadu Skidrumu
analizei ka nesadalitas asinis, serums un plazma. V&l viena $ada veida testéSanas
Ipatniba ir ta, ka virusa esibu nosaka nevis tiesi, bet netiesi — ar antivielam pret to.
Nemot véra to, ka IgM antivielas pacienta asinis atklajas tikai péc 3 — 6 dienam, bet
IgG — péc 8 dienam?, §is tests neapSaubami nav izmantojams pirmajas 1 — 3 dienas p&c
infic€Sanas pat tad, ja ir simptomi, to var izmantot dal&ji no tresas (labak sestas) lidz
astotai dienai — tad tas uzradis IgM antivielas, — un tikai sakot ar devito dienu, tas ir
pilnvertigi izmantojams. Janem véra ari tas, ka $ada termina izveidojusos antivielu
afinitate ir zema. Turklat testam vajadzigas asinis, majas apstaklos $adu testu, Skiet,
izmantot nav iesp&jams pat sakot ar 9. dienu, v&l jo vairak tapéc, ka $aja laika cilveks
jau var atrasties slimnica.

Tehnologijas butiba

Si tehnologijas mérkis ir testa izveidosana SARS-CoV-2 tipa koronavirusa
ekspresdiagnostikai, kas dos iesp€ju jau pirmajas inficéSanas dienas atri, vienkarsi un
drosi noteikt infic€tos pacientus un bezsimptomu né&satajus, lai noverstu virusa
nodoSanu un nodro$inatu pacientu savlaicigu arstéSanu.

Piedavata testa sloksne un to saturosais ekspresdiagnostikums paredz&ts SARS-CoV-2
tipa koronavirusa ekspresdiagnostikai. Par prototipu dal&ji var uzskatit ieprieks
aprakstito koronavirusa antivielu testu.

Tehniskais rezultats galvenokart ir virusa esibas vai neesibas noteikSana, sakot no
pirmajam dienam, kad radusas aizdomas par infekciju, pateicoties tam, ka tests versts
tiesi uz SARS-CoV-2 tipa koronavirusa, nevis vélak paradijusas imunologiskas atbildes
uz to, noteiksanu, un tas ir jutigs par pret nelielu virusa koncentraciju. Diagnostikuma
noteikSanas slieksnis ir 5x105 virusa dalinas uz iztriepi, tas ir jutigs ar1 pie 103 kopiju
virusa slodzes, taja pasa laika, kad saskana ar zinojumiem literattira virusa slodze
piektaja diena ir 6,5x105 virusa dalinas uz oro/nazofaringealo iztriepi, bet vélak
samazinas lidz 3,5x105, krépas 7x106 kopiju ml.

Piedavajuma tehniskais rezultats ir iesp&ja ieglit precizu rezultatu 10 — 15 miniiSu laika.
Minéto tehnisko rezultatu nodrosina tas, ka saskana ar izgudrojumu SARS-CoV-2 tipa
koronavirusa noteikSanai paredzEtas testa sist€mas pamatd ir imunoprecipitacijas
metode, kad virusa dalinas atklaj ar iekrasotu specifisku antivielu palidzibu. Turklat
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rezultatu panak art tada veida, ka paraugs nav ilgstos$i jasagatavo analizei, respektivi,
kops nodoma veikt testu, ja tads ir pieejams, [idz rezultata iegiiSanai paiet tikai 10 — 15
miniites atskirtba no 15 mintt€m antivielu testam, pirms kura vajadzigas vismaz 15
miniites asins panemsanai un parauga sagatavoSanai analizei. Tehniskais rezultats ir ar1
iesp&ja noteikt SARS-CoV-2 tipa koronavirusu pat majas apstaklos, lai kontrol&tu savu
veselibas stavokli. Minéto tehnisko rezultatu nodroSina tas, ka galvenais biologiskais
materials izpétei ir oro/nazofaringeala iztriepe, tau var izpétit arl citus biologiskos
Skidrumus.

Tehniskais rezultats ir ar1 koronavirusa esibas vai neesibas noteikSanas precizitate
izmekl&jamaja parauga. To panak tapéc, ka tests ir veérsts uz virusa noteikSanu ar tieso
panémienu, respektivi, izmanto tehnologiju, kas dod iesp&ju novertét tiesi virusa, nevis
ta ierosinatas imiinas atbildes, esibu.

Tehniskais rezultats ir ar1 specifiskums, ko nodroSina testa izmantoto antivielu
specifiskums tikai un vienigi attieciba uz SARS-CoV-2 tipa koronavirusu.

Tehniskais rezultats ir arT darbibas uzticamiba, kliidaini pozitivu un kliidaini negativu
rezultatu skaita samazinaSanas, paaugstinot testa specifiskumu un precizitati,
pateicoties testa sistémas elementu tehniskajam tpasibam. Tehniskais rezultats ir ar1
testa sist€tmas razoSanas vienkarSoSana un izmaksu samazinaSana tapéc, ka nav
nepiecieSama plasa meroga razoSanas un procesu sagatavosana rekombinanta proteina
attiriSanai un lociSanai in vitro, jo , testa izgatavoSanai vajadzigs liels daudzums
antivielu. Antivielu razoSana, izmantojot dzivniekus, ir ekonomiski izdevigaka par
rekombinanta proteina, turklat pareizi locita, ar pieejamiem centriem antivielu
saistiSanai, razoSanu; tas var izgatavot liela daudzuma ar mazakiem izdevumiem.

Tehniskais rezultats ir arT koronavirusa diagnostikas metoZzu spektra paplasinasana. Ja
nav v€leSanas vai iesp&jas izmantot analogus ieprieks aprakstito trilkumu vai vienkarSu
logistikas problému, vai politikas Tpatnibu dgl, 1 testa sistéma dos iesp&u noteikt
koronavirusa klatbttni.

Pandémijas apstaklos ir arkartigi svarigi atri un pla$a méroga ieviest testéSanu, kas dos
iespeju savlaicigi atklat saslimuSos un infekcijas n€satajus un aizsargat pret slimibas
izplatibu, tas smagu gaitu un letaliem iznakumiem. Ieteiktais ekspresdiagnostikums
atbilst §STm prasibam vairak neka jebkura paslaik zinama testa sist€ma. leteikti arT jaunt,
originali objekti, kurus izmanto testa sloksnes un diagnostikuma iegti§anai.

Tehniskais rezultats, ko dod min€to objektu izmantoSana, ir atbilsto$as testa sloksnes
un diagnostikuma iegiiSana. Ta ir dzivnieku izcelsmes antiviela, ko satur testa sloksne
un diagnostikums koronavirusa noteikSanai. Ta ir testa sloksnes aktiva viela SARS-
COV-2 tipa koronavirusa esibas noteik$anai. Sada antiviela saistas ar SARS-COV-2
tipa koronavirusa olbaltumvielas fragmentu M, no 60 lidz 180 aminoskabju atlikumu,
un/vai S, ar 306 lidz 380 aminoskabju atlikumu, un/vai N, ar 216 lidz 360 aminoskabju
atlikumu, un/vai E, ar 6 lidz 70 aminoskabju atlikumu. So antivielu legiist, ievadot
dzivniekam hibridu olbaltumvielu vai genétisku konstrukciju (skat. turpmak) —
imunizaciju. Ta var bt trusa antiviela, taCu ar to neaprobezojas. leteikta ari
kompozicija, kuras sastava ir $ada antiviela un mérka piedeva izmantoSanai SARS-
COV-2 tipa koronavirusa diagnostika. Sadu kompoziciju izmanto testa sloksnes un
diagnostikuma izgatavoSanai — uzklaj attiecigajas zonas testa sloksnes funkcionalo
zonu veidoSanai. Ieteikta arT hibrida olbaltumviela un genétiska konstrukcija, kuras
sastava ir polinukleotids, kas kod€ min&to hibrido olbaltumvielu, un citi elementi, kas
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nodrosina miné&tas hibridas olbaltumvielas sint€zi organisma-producenta izmantoSanai
koronavirusa infekcijas diagnostic€Sanai. Hibrida olbaltumviela, ko izmanto SARS-
COV-2 tipa koronavirusa izraisitas infekcijas diagnostikai, ir ieklauti $ada koronavirusa
ar lokaniem tiltiniem savienoti M, S, N, E olbaltumvielu fragmenti, un to raksturo
aminoskabju sekvence SEQ ID NO.:1 vai SEQ ID NO.:2. Izgudrojuma minéta antiviela
saistas ar $adu hibrido olbaltumvielu. SaistiSanas notick ar SARS-COV-2 tipa
koronavirusa olbaltumvielas fragmentu M, no 60 lidz 180 aminoskabju atlikumu,
un/vai S, ar 306 1idz 380 aminoskabju atlikumu, un/vai N, ar 216 lidz 360 aminoskabju
atlikumu, un/vai E, ar 6 lidz 70 aminoskabju atlikumu. Genétiska konstrukcija var
saturct ari fragmentu, kas kodé sekrétu heterologisko sekvenci, pieméram, no tas TPA,
EPO, STH vai IFG.

Tehnologijas dizains

Sis izgudrojums ir SARS-COV-2 tipa koronavirusa ekspresdiagnostikums, kas dod
iesp&ju ar imunoprecipitacijas metodes palidzibu noteikt SARS-COV-2 tipa
koronavirusa esamibu biologiska materiala parauga. Izpétei izmantotais biologiskais
materials var but jebkur§ biologisks Skidrums, pieméram, materials, ko iegiist, nemot
iztriepi no deguna, oro/nazofaringeala iztriepe, firbrobronhoskopija iegiitie bronhu
skaloSanas (bronhoalveolara lavaza) iideni, (endo)trahealais, nazofaringalais aspirats,
krépas, plausu biopsijas vai autopsijas materials, nesadalitas asinis, serums, urins.
Diagnostikuma izmanto$anas &rtibai galvenais materials ir tas, ko ieglist, nemot
oro/nazofaringealo iztriepi. Nesadalitas asinis pirms testéSanas nepiecieSams koagulét,
asins serumu var uzklat tiesi uz testa sloksnes.

Ekspresdiagnostikuma sastava ir korpusa ievietota testa sloksne, parauga nemsanas
2 — 3 minéto komponentu komplekts vai apvienota ierice. Otraja gadijuma testa
sloksnes korpuss var biit savienots ar parauga nemsanas ierici, ta, savukart, var but

------
------

------

uz testa sloksnes.

lerice parauga nemsanai ir, pieméeram, vates tampons, vates kocins, lapstina vai pipete,
tacu Sis klasts nav ierobezots. Ar ta palidzibu var panemt siekalas, asinis un citus
biologiskos Skidrumus. Asins panemsanas vajadzibam diagnostikuma var bt ieklauts
skarifikators un dezinfic€joSs materials, piem&ram, spirta salvete.

......

------

buferskidums, pieméram, izotoniskais fiziologiskais skidums, pieméram, (0,9%NaCl)
vai PBS (0,9% NaCl fosfatu buferi), tacu Sis klasts nav ierobezots. Parauga
dalinu parneSana no parauga nemsanas ierices, pieméram, tampona, Skidraja faze.
Atkariba no sloksnes veida vai nu iegiita parauga alikvotu uzklaj fiks€tajai zonai, vai
sloksnes malu iegremdé sagatavotaja parauga. Ekspresdiagnostikuma ir ieklauta art
instrukcija.
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Ja paraugs ir asinis, tad vai nu izklaj asins maisijumu ar buferi, vélams koagul&tu, vai
buferi uzklaj uz asins piliena, kas atrodas uz testa.

Pareizi lietot lielumu TCID 50/ml, kas atspogulo virusu slodzi. Zinams, ka virusa RNS
vidgja slodze, kad paraugs ir nemts oro/nazofaringeali, ir 6,76 x 105 kopijas uz
izmekl€jamo paraugu lidz 5. dienai, maksimali 7,11 x 108 kopijas uz paraugu.
Paraugiem, kas nemti péc 5. dienas, vid€ja virusu slodze ir 3,44 x 105 kopijas. Virusu
vidgja slodze krépas ir 7 x 106 kopijas ml. Paredzama testa noteikSanas robeza ir 5x105
kopijas ml. Turklat tests bus jutigs, ja tam uzklas paraugu ar virusu slodzi 103 kopijas.

Testa sloksne ir pamatmateriala sloksne, uz kuras izvietotas funkcionalas zonas, ko
veido nes&ji un aktivie agenti. Funkcionalo zonu izvietojuma shéma uz testa sloksnes
paradita 1(A) attela: 1. zona ar parlaidumu uz 2. zonu vai ciesi tai pieklauta; 2. zona ar
parlaidumu uz 3. zonu vai ciesi tai pieklauta; 3. zona ar malam zem 2. un 4. zonas vai
tam ciesi pieklauta; 4. zona ar ar parlaidumu uz 3. zonu vai ciesi tai pieklauta. Skidruma
plismu nodrosina kapilarie spéki.

Galvena prasiba, kas izvirzita pamatmaterialam — pamatnei — ir materiala zema
saslapinamiba — hidrofobija. Par hidrofobu materialu uzskata plastikatu, kura
slapinasanas lenkis ir lielaks par 80. Sim nosacjumam atbilst lielaka dala plastikatu,
tadu ka polikarbonats, PVH, polietiléns.

Pirma funkcionala zona ir hidrofils materials, kas nonak saskaré ar analiz€jamo
paraugu. Sis zonas uzdevums ir atdalit lielas piesarnojosas dalas (3iinas un to atliizas),
satvert no parauga virusa dalas un ar Skidruma pliismu aizvadit to talak uz konjugacijas
zonu. Sai zonai izmantotajam materidlam galvenais kritérijs ir augsta kapilara
iestktspg€ja, ko nosaka parvietosanas attalums — vairak neka 10 mm/min. Tas var bat,
piem&ram celulozes “spilvens”, ko iegiist, saspiezot filtrpapira kartas, vai vienkarsi
hromotografiskais papirs.

Otro funkcionalo zonu jeb konjugacijas zonu veido hidrofila materiala nesgjs, kas labi
parnes Skidrumus un turklat vaji adsorbé olbaltumvielas, uz kura uzklatas specifiski
iekrasotas antivielas, piem&ram, truSa antivielas, kas saistitas ar pigmentu saturosu $tinu
dalinam — specifiskas(-u) antievielas(-u) kompleksi ar pigmentu satruro$u $tinu. Tada
nes€ja materiala antivielu saistiSanas raditajs ir mazaks par 30 mkg/cm?2, optimali 20 —
25 mkg/cm2, un tas ir, pieméram, celulozes acetats. Pieméram, materialiem, kas labi
saista olbaltumvielas molekulas, pieméram, nitrocelulozei un neilonam, $is parametrs
ir >200 mkg/cm?2 antivielam un 120 mkg/cm2 olbaltumvielam.

Specifiskas antivielas ieglist no dzivnieku, pieméram, trusu, seruma, tacu ar tiem
neaprobeZojoties, kas imunizeti ar rekombinanto polipeptidu, ko veido vairaki SARS-
CoV-2 virusa antigéni, vai ar genétisku konstrukciju tas sintézei organisma-producenta
Stnas. Polipeptidu vai plazmas, vai virusa DNS iegiist bakteriju kultiira, piem&ram,
E.coli, B.subtilis, bet ar tam neaprobezojoties, linearo genétisko konstrukciju —ar PCR
metodi, ka matricu izmantojot plazmas vai virusa DNS, attira un veic dzivnieku
imunizaciju. No seruma, kas iegiits no, piem&ram, peles, trusa, izdala specifiskas
poliklonalas antivielas. Sada veida iespgjams iegit lielu daudzumu antivielu. Iegist
antivielas saturoSu kompoziciju izmantosanai SARS-COV-2 tipa koronavirusa
esamibas diagnostika.

Iegiito antivielu kompoziciju sadala divas akilvotas, no kuram vienu iezZimé ar pigmentu
saturoSu Stinu, piem&ram, zelta koloidu, vai art ar iekrasotam lateksa lodit€ém, tacu ar
tam neaprobezojoties — tas ir 1pasi iekrasotas poliklonalas vai monoklonalas antivielas
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otrajai funkcionalajai zonai. Otro alikvotu izmanto treSajai funkcionalajai zonai,
precizak, 3.1. zonai.

Testa laika Skidrums, kura ir virusa dalinas (skat. 1. A attelu, 1. zonu), saslapina otro
zonu un iz8kidina antivielu kompleksu ar pigmentu saturoSo S$iinu, rezultata
izveidojoties iekrasotiem antivielas-virusa dalinas kompleksiem, kuri ar Skidruma
plismu virzas talak uz precipitacijas zonu. Pigmentu saturo$as Stnas-antivielas
komplekss ir pigmentu saturo$as Siinas “lode”, kam “aplipinatas” antivielas. Ja
izmekl&jamaja parauga ir viruss, konjugata zona §is dalinas ar saistitajam antivielam
veido kompleksu ar virusu (skat. 1.B att€lu, 2. zonu). Ja ka pigmentu saturoso S$tinu
izmanto zelta koloidu, uz katru dalinu ir apméram 50 — 100 antivielu molekulu.

Ekspress Diagnostika SARS-COV-2
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Att. 1

Att. 2

Tre$a funkcionalo zonu, precipitacijas zonu, veido nitrocelulozes membranas, kas
izkartotas divas dalas — uz vienas (skat. 1.A att€lu, 3.1. zonu) uzklatas neiezimétas
antivielas no otras alikvotas —specifiskas jauna koronavirusa olbaltumvielam, — uz otras
(skat. 1.A attelu, 3.2. zonu) — sekundaras antivielas, specifiskas ta ziditaja antivielam,
kura vai uz kura konstanta doména pamata iegitas specifiskas antivielas 2. zonai,
piem&ram, kazas sekundaras antivielas pie truSa, peles (tacu ar to neaprobeZojoties)
imunoglobuliniem. Saja zona lieto tiesi nitrocelulozi, jo tikai tads materials nodrogina
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iesp&ju saglabat uz ta nosédinamo olbaltumvielu funkcionalo aktivitati, vienlaikus
nodros$inot nespecifiskas saistiSanas blok&Sanu un saglabajot transporta funkciju ar
Skidruma plismu. Turklat 3. zonas nitrocelulozes membranai antivielu saistiSana ir
augstaka neka standarta olbaltumvielam, pieméram, BSA (200 mkg/cm2 pret 120
mkg/cm2).

Testa turpinajuma 3.1. dala tiks aizturéts pigmentu saturo$as Stnas-antivielas-virusa
dalinas iekrasotais komplekss, 3.2. — ar virusu nesaistitais pigmentu saturo$as Stinas-
antivielas iekrasotais komplekss (skat. 1.B attelu, 3. zonu).

Runajot par 3.1. — specifisko antivielu —specifiskas antivielas uz membranas notur
pigmentu saturosas Stinas konjugatus ar tadam paSam specifiskam antivielam, tadel, ka
ir saistiba ar virusa epitopiem (skat. 1.B att€lu, 3.1. zonu).

Uz 3.2. zonas sekundarajam antivielam imobilizetais iekrasotais komplekss nodroSina
testa norises pareizibas parbaudi (skat. 1.B att€lu, 3.2. zonu). Rungjot par 3.2. — ick$gjo
kontroli — pigmentu saturo$as $iinas dalinas notur uz vietas, tadél, ka ir sekundaro
antivielu saistiba ar primarajam antivielam. Sada veida parada pigmentu saturo§as
Stnas konjugata saglabasanos ar specifiskam antivielam.

Specifiska iekrasojuma veidoSanas atkariga no kompleksa viruss-antiviela-pigmentu
saturosa Stina saistibas ar antivielam, kas imobilizétas uz membranas. Ka specifisko, ta
sekundaro uz membranas imobiliz€to antivielu daudzums ir mazaks par antivielas-
pigmentu saturosas Siinas konjugatu daudzumu. Parrékinot attieciba pret testa sloksni,
atSkiriba starp imobiliz€tajam un konjug€tajam antivielam ir aptuveni 10 reizes —
apm&ram 150 ng pret 1 mkg. Ja virusa un tad&jadi kompleksu ir daudz, tad ne visi
kompleksi tiek aizturéti uz membranas 3.1. zona, dala paries uz 3.2. zonu. Ja virusa ir
maz vai ta vispar nav, tad nesaistitais konjugats tapat paries uz 3.2. zonu.

Visbeidzot, ceturta funkcionala zona jeb kapilara siikkna zona, kas sastav no ta paSa
materiala ka 1. zona, pieméram, no filtrpapira, un nodroSina $kidruma plismu un
molekulu, taja skaita izveidota kompleksa virusa dalina-iekrasota specifiska antiviela,
maksimalu parnesi no pirmas funkcionalas zonas uz treSo — precipitacijas — zonu.

Par testa pozitivu rezultatu liecina iekrasojums testa sloksnes tre$as — precipitacijas —
zonas abas dalas. Iekrasojums tikai sekundaro antivielu zona (3.2. zona) norada uz
virusa dalinu neesibu detekcijai pietiekama daudzuma.

Iekrasojums tikai specifisko antivielu zona (3.1. zona) vai izpliiduSas iekrasotas zonas
liecina par tehniskam problémam testa, pieméram, par konjugata antiviela-pigmentu
saturo$a Stina sabrukumu.

Tests, kura pamata ir imunopercipitacija uz testa sloksnes, ir kvalitativs, tap€c tas nav
jutigs pret izp€tama antigéna parmérigu daudzumu. Jebkur$ antigéna daudzums, kas
parsniedz detekcijas slieksni, iekrasos 3.1. zonu, bet ar virusu saistits vai nesaistits
konjugats iekrasos 3.2. zonu.

Izgatavojot testa sloksnes, konjugacijas zona uzklaj kompoziciju, kuras sastava ir
antivielu komplekss ar pigmentu saturo$as Siinas dalam, un precipitacijas zonas
pirmajai dalai (3.1.) — kompoziciju, kas satur specifiskas antivielas, precipitacijas zonas
otrajai dalai (3.2.) — kompoziciju, kas satur sekundaras antivielas pie specifiskajam
antivielam. Turklat p&c antivielu un pigmentu saturoso Stnu kompleksa uzklasanas veic
zaveéSanu, velams, liofilo. Konjugata zaveésanai to veélams uzklat stabiliz&joSa bufera
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sastava, kas satur kadu no cukuriem — aizsargat pret agregaciju, pievienojot cukurus,
piemé&ram, manitolu, trehalozi vai saharozi.

Razojot vienu no variantiem masveida, izgatavo plati, kas veidota no zonam ar
uzklatiem reagentiem, un péc tam So plati sagrieZ sloksnés. Ieteikta ar antiviela, ko
satur testa sloksne un diagnostikums koronavirusa noteikSanai SARS-COV-2. Ta var
bt trusa antiviela, tacu ar to neaprobezojas.

Antivielu ieglist, imunizgjot dzivniekus ar hibridu olbaltumu vai genétisku konstrukciju
atbilstosi izgudrojumam. Ieteikta ari hibrida olbaltumviela un genétiska konstrukcija,
kuras sastava ir polinukleotids, kas kode minéto hibrido olbaltumvielu, un citi elementi,
kas nodroSina minétas hibridas olbaltumvielas sint€zi organisma-producenta
izmantoSanai koronavirusa infekcijas diagnosticéSanai. Hibrida olbaltumviela, ko
izmanto SARS-COV-2 tipa koronavirusa izraisitas infekcijas diagnostikai, ir ieklauti
sada koronavirusa ar lokaniem tiltiniem savienoti M, S, N, E olbaltumvielu fragmenti,
un to raksturo aminoskabju sekvence SEQ ID NO.:1 vai SEQ ID NO.:2. Izgudrojuma
minéta antiviela saistas ar $adu hibrido olbaltumvielu un ari SARS-COV-2 tipa
koronavirusu. SaistiSanas notiek ar SARS-COV-2 tipa koronavirusa olbaltumvielas
fragmentu M, no 60 lidz 180 aminoskabju atlikumu, un/vai S, ar 306 Iidz 380
aminoskabju atlikumu, un/vai N, ar 216 1idz 360 aminoskabju atlikumu, un/vai E, ar 6
lidz 70 aminoskabju atlikumu. Gen&tiska konstrukcija var saturet ar1 fragmentu, kas
kodg sekrétu heterologisko sekvenci, pieméram, no tas TPA, EPO, STH vai IFG.

Ras€jumu 1ss apraksts

Att. 1. Testa sistéemas shéma: 1 — parauga uzklasanas zona, 2 — konjugata zona, 3 —
rezultata zona: 3.1. — specifisko antivielu zona, 3.2. — ieksgjas kontroles zona, 4 —
kapilara siikna zona, A — Iidz analiz€jama parauga uzklasanai, B — péc analiz€jama
parauga, kas satur jauno koronavirusu, uzklaSanas.

Att. 2 Testa sloksnes prototipa fotografija: 1 — parauga uzklasanas zona, 2 — konjugata
zona, 3 — rezultata zona, 4 — kapilara stkna zona. 2. zona pilnigi aizkrasota — satur
konjugatu antivielas-zelta koloids, galigaja diagnostikuma ta biis paslépta zem sloksnes
— korpusa iepakojuma dalas. Svitra starp 3. un 4. zonu — ta ir €na uz zonu robeZas,
komercialajos komplektos ta ir vieta, kas parasti noslépta zem necaurspidigas lentes.



