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Atras diagnostikas testa izstrades apraksts

Tika iegiitas izstradatas poliklonalas pelu antivielas ka papildu iesp&ju atra antigénu
testa izstradei. Peles tika imunizétas ar SARS-CoV-2 RBD rekombinanto S proteinu.
Procesa piemérota standarta imunizacijas shéma. Savakti seruma paraugi un veikta
iegiito poliklonalo peles anti-RBD antivielu attiriSana.

Testgja gan anti-4-epitopu poliklonalas truSu, gan anti-RBD poliklonalas pelu antivielas,
izmantojot ELISA un Western Blot metodes, lai novertetu to potencialo veiktsp&ju atras
diagnostikas testa izstrade. Tika izmantoti komerciali pieejamie SARS-CoV-2 antigéni,
inaktivetie = SARS-CoV-2 virusa paraugi, ka arm1 siekalu paraugi un
nazofaringealas/orofaringealas uztriepes no COVID-19 pozitiviem pacientiem.

Klinisko paraugu izmantoSana tika ieveérota Helsinku deklaracija. Petijuma protokolu
apstipringja Rigas Stradina universitates P&tjumu &tikas komiteja (Nr. 6-1/08/7).
Salidzinasanai un papildinasanai tika izmantotas dazadas komerciali pieejamas
poliklonalas un monoklonalas SARS-CoV-2 antivielas.

Rezultati paradija, ka poliklonalas pelu antivielas bija parakas par truSu antivielam,
tapéc tika nolemts tas izmantot turpmakaja darba.

Veikta RT-PKR balstitas SARS-CoV-2 virusa noteikSanas metodes aprobacija,
maksligo plazmidu konstruéSana un virusu slodzes testa izstrade, izmantojot E géna
plazmidu un inaktivétus SARS-CoV-2 virusa paraugus.

Tests sastavéja no PKR praimera-zondes komplektiem, kas detekt€ja divus virusa
génus: no RNS atkarigo RNS polimerazi (RARP géns, P4 fragments) un apvalka (E)
géna fragmentu, kurus icteica Pasaules Veselibas organizacijal.

Sim testam tika izstradats iek3gjais plazmidu standarts/pozitiva kontrole, molekulari
klongjot SARS-CoV-2 virusa E génu. Sadu testu pieejamiba miisu laboratorija dalgji
palidzgja parvaret COVID-19 diagnostikas testu piegades deficitu. [zmantojot plazmidu
standarta kontroli, tika pieradits, ka testam ir augsta jutiba ar kalibréSanas diapazonu 10
11dz 1,000,000 virusa kopijas (2. att€ls). Ir noteikta RT-PKR testa jutiguma robeza.

1 Corman et al., 2019
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2. attels. RT-PKR SARS-CoV-2 testa amplifikdcijas diagramma un kalibrésanas standarta
ltkne, izmantojot iekséjo plazmidu standarta kontroli.

Atrais antigénu noteikSanas tests tika izstradats, izmantojot uz vietas sagatavotas
poliklonalas pelu anti-RBD antivielas. Piedavatais tests ir balstits uz plasi pieejamiem
sanu plismas testiem (Lateral Flow Assays) ar koloidala zelta konjugétam poliklonalam
antivielam, jo hromoforas un nekonjugétas antivielas izgulsngjas noteikSanas zona.
TestéSanas sakuma faz€s tika izmantoti rekombinantie antigéni. Parbauditas daudzas
antivielu kombinacijas un reakcijas parametri.

Nakamaja posma var€ja novertét testa parametrus siekalu paraugos pacientiem ar
apstiprinatu COVID-19 diagnozi.

legiitie rezultati paradija, ka novertetajam sanu pliismas atrajam antigé€nu testam bija
augsta diagnostiska jutiba siekalu paraugos, kas iegiiti no pacientiem, kuri tika testeti
galvenokart pirmas COVID-19 saslim$anas ned¢las laika (3. attéls).
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3. attéls. Jauna antigénu bazes atras noteikSanas testa novértésana SARS-CoV-2 diagnostikai
siekalu paraugos. Abu markieru lokacija ir parddita ar bultinam. P+: pozitiva kontrole (S1+S2
rekombinantais antigéns); N. controls: negativas kontroles (veselu personu siekalu paraugi);
1 - 10: COVID pacientu siekalu paraugi; n: nav testéts (siekalu paraugs tika nemts pirms
diagnozes); +*: siekalu paraugs tika nemts 5 dienas pec pozitiva COVID testa (visi paréjie
paraugi tika nemti 1-2 dienas péc pozitiva COVID testa). Ir izcelti paraugi no vienas
majsaimniecibas.



