CZ 34900 U1

UZITNY V Z OR (11) Cislo dokumentu:

34 900

(21) Cislo prihlasky: 2020-38137 )
(vl 9) , (22) Prihlaseno: 20.10.2020 (51) Int. CL:
REPUBLIKA (47) Zapsino: 09.03.2021 GOIN 33/00
GOIN 33/48
CI120 1/68
CI120 1/6888

(13) Druh dokumentu: Ul

(2006.01)
(2006.01)
(2018.01)
(2018.01)

URAD
PRUMYSLOVEHO
VLASTNICTVI
(73)  Majitel:
Jihoceska univerzita v Ceskych Budgjovicich,
Ceské Budgjovice, Ceské Budéjovice 2, CZ
(72)  Pavodce:
prof. Ing. Vladislav Curn, Ph.D., Dobra Voda u
Ceskych Budgjovic, CZ
Ing. Dagmar Stehlikova, Ph.D., Borovany, CZ
(74)  Zastupce:
Mgr. Ales Lang, Horni Slovénice 15, 373 72 LiSov
(54) Nazev uzitného vzoru:

Mobilni sada pro odhaleni virové nakazy

Utad priimyslového vlastnictvi v zapisném fizeni nezjistuje, zda predmét uZitného vzoru
spliiuje podminky zptisobilosti k ochrané podle § 1 zak. ¢. 478/1992 Sb.



20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 34900 U1

Mobilni sada pro odhaleni virové nakazy

Oblast techniky

Technické fesSeni se tyka mobilni sady pro realizaci testti k odhaleni virové nakazy, zejména mimo
specializované laboratorni prostredi.

Dosavadni stav techniky

V soucasné dobé se ukazuje, ze pii pandemické virové ndkaze je jednim ze slabych mist spolecnosti
nedostatecnd kapacita a flexibilita testovani obyvatel pro fizeni G¢innych protiepidemickych
opatfeni.

Aktudlni hrozbou spolecnosti je SARS-CoV-2, ktery je novym typem vysoce infekéniho
koronaviru zpusobujiciho onemocnéni COVID-19. Toto onemocnéni se muize projevovat
izdvaznym onemocnénim dychacich cest a vaznym zanétem plic, pficemz je velice
rizikové pro osoby trpici jinymi dal$imi zdravotnimi problémy. Jednim z charakteristickych ryst
SARS-CoV-2 je velmi vysoka pienositelnost, to znamen4, ze infikovani jedinci bez jakychkoli
pfiznaki mohou virus dale pfenést na ostatni. Pro dal§i omezeni $ifeni pandemie je proto velmi
zasadni pfipravit rychlé, pifesné a idealné na specidlni laboratofi nezavislé testovaci sady, tak aby
bylo mozné tyto casné infekce ucinné identifikovat (provést tzv. skrining populace), a tim
kontrolovat Sifeni nemoci.

Vzhledem k celosvétové pandemii je dilezité mit propracovany rychly a zaroven spolehlivy
detekeni postup k véasnému zachytu onemocnéni, resp. infikovanych osob. Vyhoda navrhované
molekularné-biologické metody s nazvem ,,loop mediated isothermal amplification” — Cesky
izotermalni amplifikace zprostfedkované smyckou (dale v textu jen LAMP) spociva ve vysoké
procesivit¢ LAMP reakce, dale v rychlosti (napt. kolorimetrickd LAMP analyza trva cca 20 min
s okamzitym vizudlnim vyhodnocenim vysledku), a dale v modularité, protoze LAMP analyza
muze vyuzit templat ze stavajicich izolatl, ¢imz je proveditelna v modifikacich napf.
na odbérovém mist¢, nebo v laboratofi, a to jak se zakladnim, tak i se sofistikovanym vybavenim.

Pouziti metody LAMP bylo poprvé zdokumentovano a ovétreno pii detekci viru hepatitidy B v roce
2000. Metoda byla vyvinuta k rychlé amplifikaci DNA se zachovanim vysoké specifi¢nosti,
ucinnosti a za izotermickych podminek. Na rozdil od znamé a primarn¢ pouzivané metody PCR
(Cesky polymerazova fetézova reakce) tedy nevyzaduje cyklovani, pfi¢emz ve srovnani
s tradi¢nimi detekénimi metodami je specificita LAMP extrémné vysoka. Bylo zjisténo, ze metoda
LAMP je 10 az 100x citlivéjsi nez metoda PCR. Ve srovnani s metodami PCR a PCR v realném
¢ase ma LAMP vyhody v jednoduchosti reakce a ve vys$si Gi¢innosti amplifikace. Obrovska vyhoda
LAMP je i v Gspoie Casu. DNA se amplifikuje 10° az 10'°x za 15 az 60 minut, coz miiZe ve srovnani
s PCR usetfit i jednu hodinu. Od svého zavedeni byla metoda LAMP optimalizovédna k detekci
patogend humannich, zivociSnych irostlinnych (viry, bakterie, protozoa), ¢i nejriznéjsich
potravinovych kontaminantii. Vstupni material metody LAMP je pak ziskdvan z nejriznéjsich
tkani (krev, faeces, atd.). K amplifikaci je pouzivana termostabilni DNA polymeraza z bakterie
Bacillus stearothermophilus nebo Geobacillus stearothermophilus s dislokazovou aktivitou, které
maji 5'- 3’endonukledzovou aktivitu. Sada primert pro amplifikaci LAMP zahrnuje optimalné Sest
primert, a to vné€jsi predni primer (Forward outer primer; F3), vné€jsi zadni (Backward outher
primer; B3), vnitfni pfedni (Forward internal primer; FIP) a vnitini zadni (Backward internal
primer; BIP). Pro urychleni reakce jsou navrZzeny dva smyc¢kové primery Loop B (Backward loop
primer; BLP) a Loop F (Forward loop primer; FLP). Tyto primery odpovidajici sekvenci 6 riznych
oblasti cilového genu. Na 3 konci to jsou oblasti F3c, F2¢, Flc a na 5'konci oblasti B1, B2, B3.
Vzhledem ke specifickému plsobeni téchto primert, je mnozstvi amplifikované DNA vysS$i nez
u reakci zalozenych na PCR.
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Stavajici postupy piimé detekce SARS-CoV-2 jsou zaloZeny na relativné slozitém, Casove
a finanéné€ naro¢ném postupu zahrnujicim izolaci virové RNA, reverzni transkripci a tvorbu cDNA
a analyzu RT-PCR (Cesky kvantitativni polymerazova tetézova reakce). Urychleni pouzivané
metody nabizeji postupy, kde PCR detekce je provadéna bez reverzni transkripce piimo z templatu
virové RNA. V obou pfipadech jsou ale tyto postupy vazané na kvalitné vybavené laboratote
s ptistrojovou technikou umoznujici RT-PCR analyzu. Nevyhodou uvedeného postupu je vyssi
cena, potieba sofistikovaného pfistrojového vybaveni a Casovad narocnost. Pouzivané tzv.
»rychlotesty* jsou zaloZeny na sérologické detekci protilatek viici SARS-CoV-2, nejedna se tedy
o ptimou detekci infekéniho agens, a tyto metody nejsou pouzitelné pro skrining potencialné
infikovanych pacienti a neodhali infikované osoby v pocatecnich fazich infekce.

Ukolem technického Feseni je piinést vefejnosti mobilni sadu pro odhaleni virové nékazy, ktera by
byla pouzitelna predevsim mimo specialni laboratoie, kterou by bylo mozné distribuovat na mista
potteby, €i ji mezi misty potfeby jednoduse pfenaset, dale ktera by dokazala odhalit virovou ndkazu
rychle a s dostatecnou jistotou, ktera by mela predev§sim malé provozni naklady na provedené testy
a kterou by dokazal obsluhovat i proskoleny neodbornik na mikrobiologii/molekularni biologii.

Podstata technického feSeni

Vytceny ukol je vyfesen pomoci mobilni sady pro odhaleni virové ndkazy vytvoiené podle nize
uvedeného technického feseni.

Podstata technického feSeni spociva v tom, Ze mobilni sada pro odhaleni virové ndkazy zahrnuje
vybaveni vhodné pro vyuziti molekularné-biologické metody LAMP, kterd je rychla, jednoducha,
procesivni a dostate¢né sensitivni, pficemz neni potieba nakladnych laboratornich vybaveni. Je
velice vyhodné, Ze potfebné vybaveni k odhaleni virové ndkazy, mezi které patii prostfedek
pro odbér vzorku, alespon jedna odbérova zkumavka, alesponi jedna pipeta a alespon jedna
mikrozkumavka, inaktiva¢ni roztok, extrakéni puft, alesponi jeden analyticky roztok pro provedeni
LAMP metody, alespon jedno tfepadlo, alespon jedna centrifuga, a alespon jeden prostfedek pro
fizeny ohfev vzorku, je mozné snadno transportovat do vybrané lokality, ze toto vybaveni dokaze
obsluhovat pouze proskolena osoba, nikoliv specialista, a ze je toto vybaveni, oproti vybaveni
specialni laboratofe, ekonomicky a logisticky dostupnéjsi. S vyhodou se jedna o zadkladni vybaveni,
které 1ze snadno poridit, se kterym zvladne pracovat primérné zrucny clovek, a jehoz potizovaci
cena je vhodna pro masové nasazeni mobilnich sad podle technického feseni.

Rovnéz je vyhodné provedeni mobilni sady podle technického feSeni, ve kterém je analyticky
roztok pro provadéni LAMP metody vytvofen z mastermixu s termostabilni polymerazou
a z alespon ¢ty LAMP primerd. V nejvyhodnéj$im provedeni je pouzito v analytickém roztoku
Sest LAMP primer(, ¢imz dojde ke zkraceni doby vyhodnoceni testu ke dvaceti minutam.

S vyhodou je prostfedek pro fizeny ohfev vzorku opatfen termostatem pro udrZzovani stabilni
teploty v rozmezi od 63 °C do 65 °C. Tento interval teploty, na ktery je testovany vzorek ohfivan,
je idealni pro LAMP metodu.

Je vyhodné, pokud je prosttedek pro fizeny ohiev vzorku tvofeny termoblokem, nebo jednoduchou
mobilni platformou, nebo slozitou mobilni platformou. Termoblok je nejjednodussim
a nejdostupnéj$Sim zndmym vybavenim pro kontrolovany ohfev laboratornich vzorkti. Mobilni
platformy, at’ uz jednoduché, nebo slozité, jsou rovnéz znamym pracovnim vybavenim, které
umoznuje lepsi a pfesnéjsi vyhodnoceni LAMP metody, avsak toto vybaveni je jiz ekonomicky
nakladngjsi, tudiz je o néco méné vhodné pro pouziti v mobilnich sadach podle technického feseni
zamétfenych na odhaleni nakazy, tzv. skrining populace. Pokud je ale potfeba nejenom zjistit, zda
je osoba nakazena, ale o jakou fazi nebo intenzitu nakazy jde, jsou mobilni platformy vhodnym
nastrojem pro mobilni sadu dle technického feseni.

_0-
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S vyhodou muiZze mobilni sada zahrnovat alespon jeden zdroj elektrické energie pro provadéni testi
v lokalitach mimo dosah elektrické distribucni sité.

Jako posledni, ale neméné vyhodné, provedeni mobilni sady podle technického feseni obsahuje
transportni kuft, ktery umozinuje mobilni sadu pienaset mezi vybranymi lokalitami.

Mezi vyhody technického feSeni patii umoznéni provadét LAMP metodu témét kdekoliv, kde je
mozné udrzet teplotu ohfevu ptipraveného vzorku a kam je mozné mobilni sadu ptenést. Mobilni
sada obsahuje relativné malo vybaveni, coz ji dé¢la dobfe pfenositelnou, a souc¢asné srozumitelnou
pro pouze proSkolené osoby. Diky tomu, Ze mobilni sada umoziiuje provadét LAMP metodu, je
mozné odhalit virovou nakazu i béhem dvaceti minut, s tim, Ze osoby nemusi na hromadna odbérna
mista, ale proskolend obsluha mize za osobami dorazit napt. do mista bydlisté. Navic je provoz
mobilni sady podle technického feSeni levny, nebot’ naklady na jedno otestovani mobilni sadou
vyjdou zhruba na tfetinu nékladl testu provadéného ve specializované laboratofi. Je tedy vyhodné,
ze detekce SARS-CoV-2 zaloZzend na metodé LAMP umozituje rychly skrining potencialné
infikovanych pacientd, ato inapf. pfimo na odbérovych mistech. Metoda LAMP je Casové
nenarocna, vlastni analyza bez odbéru a pfipravy vzorku se pohybuje v fadu 20 az 30 minut
s okamzitym vyhodnocenim pozitivity/negativity, metoda je sensitivni, je méné financné naro¢na
a modularni, tj. mize vyuzit stavajici templaty izolované z klinickych vzorkd, ¢i mtize byt pouzita
v kombinaci se stavajici detekci.

Objasnéni vykresu

Uvedené technické feSeni bude bliZze objasnéno na nasledujicich vyobrazenich, kde:

obr. 1 je grafem prezentujicim miru intenzity zbarveni vzorku v redlném Case pfi rizné intenzité
virové nakazy testované osoby béhem 30 min inkubace pii teploté 63 az 65 °C

Priklad uskutecnéni technického feSeni

Rozumi se, ze dale popsané a zobrazené konkrétni ptipady uskute¢néni technického feseni jsou
predstavovany pro ilustraci, nikoliv jako omezeni technického feseni na uvedené priklady.
Odbornici znali stavu techniky najdou nebo budou schopni zajistit za pouziti rutinniho
experimentovani vét§i ¢i mensi pocet ekvivalentd ke specifickym uskutecnénim technického
feSeni, ktera jsou zde popsana.

Popis vybaveni mobilni sady:

Prostiedek pro odbér vzorku muze byt sterilni vytérovy tampon ¢i jemu podobny ekvivalent
pro provedeni vytéru. Mobilni sada obsahuje laboratorni potieby, mezi které patii zkumavky,
mikrozkumavky, $picky a pipety. Odbornik na laboratorni praci je schopen navrhnout dalsi vhodné
nastroje a nddoby do mobilni sady pro usnadnéni pracovni Cinnosti. Dale je soucasti mobilni sady
minicetrifuga, ttepadlo (tzv. vortex), a prostiedek pro fizeny ohiev vzorku.

Prostiedek pro fizeny ohfev vzorku muze byt nadobou pro vodni lazen s topnym télesem
a s termostatem, ¢i béZznym termoblokem nebo mobilni platformou, kterou lze koupit napt. pod
oznacenim BioRanger™. V podstaté je mozné pouzit jakykoliv zdroj tepla, ktery dokaze vzorek
stabilné ohfivat v intervalu 63 az 65 °C, a to po predepsanou dobu.

Co se tyce roztokd, tak mobilni sada obsahuje libovolny komer¢né dostupny inaktivacni roztok,

dale vhodny extrakéni pufr, ktery je rovnéz mozné zakoupit, a v neposledni fad¢ analyticky roztok,
ktery obsahuje alespon ctyii LAMP primery a termostabilni polymerazu.
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Pokud je mobilni sada uréena k nasazeni mimo dosah elektrické distribu¢ni soustavy, je opatiena
nabijecimi bateriemi a ménicem el. proudu a napéti pro pfipojeni elektrického vybaveni mobilni
sady.

Mobilni sadu 1ze uskladnit do transportniho kufru s pevnou skotfepinou, ktery je uvniti opatien
polstrovanim a piihradkami pro uloZeni soucasti mobilni sady, a ktery je opatien madly pro ruce
a pojezdovymi koly.

Pracovni postup s mobilni sadou pro odhaleni virové nakazy:
a) Uzivatel mobilni sady provede odbér vzorku prostfedkem pro odbér vzorku.

b) Uzivatel mobilni sady inaktivuje odebrany vzorek inaktiva¢nim roztokem a vlozi jej do urcené
nadoby, kterd je pfipravena.

¢) Nasledn¢ uzivatel mobilni sady vzorek pfipravi pro metodu LAMP za pomoci roztokd,
nastrojii a nadob, tfepadla a centrifugy.

d) Uzivatel mobilni sady do nahiatého prostiedku pro fizeny ohiev vzorku vlozi nachystany
vzorek, ktery ohtiva pfi teploté v rozmezi od 63 °C do 65 °C.

e) Uzivatel mobilni sady alespoii po 20 minutach zkontroluje vzorky nachazejici se v prostiedku
pro ohiev vzorku, pficemz vyhodnoti virovou nakazu ptitomnou ve vzorku zépisem ano / ne.

Podrobnosti k vyse uvedenému postupu jsou nasledujici:
Odbér a zpracovani vzorku

Virova RNA se izoluje z nasofaryngealnich vytér. Vzorky se homogenizuji v 0,5 ml
TRI Reagent® (MRC, Inc.) a inkubuji se po dobu 5 minut pti pokojové teploté, aby se umoznila
uplna disociace nukleoproteinovych komplexd. Vzorky se centrifuguji, aby se odstranil zbytek
bun¢k, asupernatant se mohl pfenést do nové zkumavky. K supernatantu se ptida 0,1 ml
chloroformu, promicha se na vortexu a inkubuje se po dobu 3 minut pfi pokojové teploté. Vzorky
se centrifuguji 15 minut v mini-centrifuze. Horni vodna faze se pienese do nové zkumavky. RNA
se vysrazi 0,25 ml isopropylalkoholu a inkubuje 10 minut pfipokojové teploté. Vzorky se
centrifuguji 10 minut. SraZzenina RNA se promyje 0,5 ml 75% etanolem.

Vzorky se centrifuguji 5 minut a odstrani se veskery zbyly etanol. Pelety RNA se ususi na vzduchu
po dobu 5 az 10 minut a RNA se rozpusti ve vodé osetfené DEPC.

LAMP analyza/detekce

Jako cilové geny pro detekci SARS-CoV-2 byly vybrany geny ORF1ab a N. Primery pro tyto cilové
geny byly navrzeny pomoci online softwaru PrimerExplorer V5 (k dispozici pro bezplatné pouziti
na: https://primerexplorer.jp/e/) a testovany byly také diive publikované primery (Yu et al. 2020;
Zhang et al. 2020). VSechny primery byly porovnany s jinymi koronaviry a publikovanymi
sekvencemi SARS-CoV-2 v genové bance pomoci nastroji BLAST. Sady primeri byly
syntetizovany spolecnosti Macrogen (Korejska republika).

Kolorimetrickd LAMP detekce
Kolorimetrické reakce LAMP se provadéji v objemu 25 pl obsahujicim 1,6 uM kazdého

z vnitinich primerd FIP a BIP, dale obsahujicim 0,2 uM kazdého z vné&jSich primerd F3 a B3, dale
obsahujicim 0,4 pM smyckovych primerti LF a LB, dale obsahujicim 12,5 pl 2x kolorimetrického
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LAMP MasterMixu (napf. kat. ¢. M1800, New England Biolabs), a dale obsahujicim 1,5 ul RNA.
Reakéni smés se upravi na koneény objem 25 ul PCR vodou. Analyzovany vzorek je inkubovan
pii 65°C po dobu 20 az 30 minut vtermobloku a poté je vyhodnocena zména barvy
a pozitivita/negativita reakce. VSechny testy LAMP jsou replikovany alespon dvakrat a vSechny
experimenty obsahuji negativni kontroly (bez templatu).

RT-LAMP detekce (izotermalni amplifikace zprostiedkované smyckou s reverzni transkripci)

Reakce RT-LAMP se provadi na pfenosné mobilni platformé Smart-DART™ (Diagenetix, USA).
Reakéni smes obsahuje 12 pl mastermixu WarmStart LAMP 2x (napf. kat. ¢. E1700, New England
Biolabs), dale obsahuje 0,2 uM kazdého z vnéjSich primerd (F3 a B3), dale obsahuje 1,6 uM
kazdého z vnitinich primera (FIP a BIP), dale obsahuje 0,4 uM smyckovych primert (LF a LB),
a dale obsahuje 0,5 pl fluorescencniho barviva (50x). Nakonec se ptida 1,5 ul RNA a reak¢ni smés
se upravi na kone¢ny objem 25 pl PCR vodou. Reakce probiha ve stripech, napt. MicroAmp™
(kat. ¢. A30588, ThermoFisher) s osmi izotermickymi reakénimi zkumavkami o objemu 0,2 ml
se zajiStovacim uzavérem. Reakéni smési LAMP se inkubuji po dobu 30 minut pii 65 °C
v prenosné slozité mobilni platformé& Smart-DART™, nageZ nésleduje zahtivani na 98 °C po dobu
2 minut pro ukonceni reakci. RT-LAMP detekce umozituje vyhodnoceni pozitivity/negativity
reakce a dle rychlosti nastupu amplifika¢ni kiivky i kvantifikaci pozitivity. VSechny testy LAMP
jsou replikovany alespon dvakrat avsSechny experimenty obsahuji negativni kontroly
(bez templatu).

Prumyslova vyuzitelnost

Mobilni sada pro odhaleni virové nakazy podle technického feSeni nalezne uplatnéni na
odbérovych mistech, v hygienickych stanicich, ve Skolach, v ordinacich 1ékatti, v nemocnicich,
ale i v terénnich podminkach.
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NAROKY NA OCHRANU

1. Mobilni sada pro odhaleni virové nakazy, vyznacujici se tim, Zze zahrnuje prostfedek
pro odbér vzorku, alesponl jednu odbérovou zkumavku, alespofi jednu pipetu, alespoii jednu
mikrozkumavku, inaktivacni roztok, extrakeni pufr, alespon jeden analyticky roztok pro provedeni
metody LAMP — izotermalni amplifikace zprostfedkované smyckou, alespon jedno tfepadlo,
alespoii jednu centrifugu, a alespon jeden prostfedek pro fizeny ohfev vzorku.

2. Mobilni sada podle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze analyticky roztok sestava z mastermixu
s termostabilni polymerazou s dislokazovou aktivitou a z alesponi ctyt LAMP primert.

3. Mobilni sada podle naroku 2, vyznacujici se tim, Ze analyticky roztok pro provedeni LAMP
metody obsahuje Sest LAMP primert.

4. Mobilni sada podle né€které¢ho z narokd 1 az 3, vyznacujici se tim, ze prostredek pro fizeny
ohiev vzorku je opatien termostatem pro udrZovani stabilni teploty v rozmezi od 63 °C do 65 °C.

5. Mobilni sada podle nékterého z narokti 1 az 4, vyznacujici se tim, ze prostiedek pro fizeny
ohtev vzorku je tvoien termoblokem, nebo mobilni platformou.

6. Mobilni sada podle n€kterého z narokt 1 az 5, vyznacujici se tim, Ze zahrnuje alesponi jeden
zdroj elektrické energie.

7. Mobilni sada podle n€kterého z narokt 1 az 6, vyznacujici se tim, zZe zahrnuje transportni
kufr.

1 vykres
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