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Sada primerd pro amplifika¢ni kontrolu pro detekci koronaviru SARS-CoV-2 metodou
izotermické amplifikace LAMP a kit pro detekci koronaviru SARS-CoV-2 metodou
izotermické amplifikace LAMP

Oblast techniky
Technické feseni se tykéa oblasti molekularni biologie, konkrétné sady primert pro amplifika¢ni

kontrolu pro detekci koronaviru SARS-CoV-2 metodou izotermické amplifikace LAMP a kitu pro
detekcei koronaviru SARS-CoV-2 metodou izotermické amplifikace LAMP.

Dosavadni stav techniky

Koronavirus SARS-CoV-2 je ptivodcem onemocnéni ozna¢ovaného jako COVID-19. Od konce
roku 2019 dochazi k rychlému $ifeni tohoto onemocnéni po celém svété. V pribéhu roku 2020 se
svét dostava do stavu celosvétové pandemie infekéniho onemocnéni COVID-19.

Celosvétova pandemie piinesla celou fadu vyzev nejen zdravotnického charakteru. Jednou ze
zasadnich vyzev pro zdravotnické systémy na celém svéte je vyvoj rychlych, pesnych a finan¢né
unosnych diagnostickych ¢i detekCnich postupti. V¢asna identifikace infikovanych osob ma
vyznam jak pro brzké zahdjeni 1écby, tak zejména pro zavedeni vcasné karantény
jakozto zasadniho prostiedku pro omezeni ¢i zpomaleni Sifeni pandemie. V pfipadé onemocnéni
COVID-19 je potieba vcéasné identifikace infikovanych a potencialné infek¢nich osob jesté
umocnéna, protoze dochazi k Sifeni infekce i u osob zcela bez ptiznaki: infikované osoby pied
vypuknutim symptomt tzv. presymptomaticky pienos; jedinci, ktefi jsou infikovani, ale
onemocnéni prodelavaji bez ptiznakt tzv. asymptomaticky prenos; ¢i jedinci, kteti virus §iii déle,
nez je bézné, prodélavaji relapsy onemocnéni apod.

Vzhledem k aktualn€ rozvinutému pouzivani molekularné-biologickych metod ve zdravotnictvi,
jsou od zacatku pandemie zlatym standardem detekce koronaviru SARS-CoV-2 ¢i diagnostiky
COVID-19 metody zaloZené na technologii reverzné transkriptdzové polymerdzové fetézové
reakce v realném ¢ase RT-qPCR. Tyto metody prokazuji pfitomnost virové genetické informace
ve formé ribonukleové kyseliny (RNA) ve vzorku. Jejich zasadni vyhodou je vysoka citlivost
(obecné nizké desitky kopii detekované RNA), a vysoka specifita. Naopak nevyhodami jsou jejich
relativni naro¢nost na provedeni, reagencie, pristrojové vybaveni, persondl a vysoka cena.

Vzhledem k celosvétovému rozsahu této epidemie mélo a stale ma rozsahlé testovani globalni
dopady na vytiZzenost zdravotnickych zatizeni provadejicich odbéry a specializovanych laboratoti
provadgjicich vySetfeni i na zdroje potfebnych chemikalii, laboratornich plastl, ochrannych
pomucek apod. Globalni nedostatek se promita az na Groven primarnich surovin - napf. nedostatek
plastt, které se pouzivaji pro vyrobu laboratornich Spicek ¢i mikrozkumavek.

Z tohoto divodu je od zacatku pandemie vysoka poptavka po méné naro¢nych alternativach pro
prikaz viru v klinickych vzorcich, jak na financni a casové, ale i personalni a jiné zdroje. Jednou
z takovych alternativ jsou tzv. antigenni testy. Ty jsou zalozené na detekci virovych proteind ve
vzorku. Splnuji pozadavky na jednoduchost uzivani a rychlost, nicméné obecné vykazuji
nedostatecnou specifitu a zejména senzitivitu 79 % viuéi RT-qPCR u symptomatickych pacientu,
59 % u asymptomatickych pacientd.

Metody izotermalni amplifikace, vCetné varianty smyckou zprostfedkované izotermické
amplifikace neboli LAMP, umoziiuji spojit rychlost a nenaroc¢nost provedeni s vysokou citlivosti
testu. V principu funguji na podobném mechanismu jako RT-qPCR: pfi reakci dochazi ve vzorku
ke specifické amplifikaci cilové virové RNA a amplifika¢ni produkt je nasledné detekovan.
Nicméné v ptipadé izotermalni metody neni pro amplifikaci nutné cyklovani teplot. Samotna
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amplifikace muze byt v optimalnim nastaveni podminek vyrazné efektivnéjsi a tedy rychlejsi.
V neposledni fad¢ jsou LAMP reakce vysoce robustni vi¢i inhibitorim reakce a nabizeji tak
moznost pouzit jako templat pro amplifikaci pouze hruby extrakt ze vzorku a vypustit dalsi
finan¢né, piistrojove i Casoveé narocny proces izolace RNA. Metoda LAMP navic umoziiuje riizné
zpusoby vizualizace amplifika¢niho produktu — nejrozSitenéj$i jsou techniky zalozené na
kolorimetrickych reakcich, které jsou v principu odecitatelné pouhym okem, ¢i piistupy zalozené
na fluorescenci s presnym kvantifikovatelnym odectem pomoci fluorescenénich readerd, ¢i RT-
gPCR cyclerti paticich ke standardnimu vybaveni diagnostickych laboratoii, ale i za pomoci
jednoduchych fluorescencnich lamp.

Ukolem technického feseni je navrhnout sadu primerd pro amplifikaéni kontrolu a kit pro detekci
koronaviru SARS-CoV-2 metodou izotermické amplifikace LAMP, které by poskytovalo v¢€asnou
identifikaci infikovanych a potencialné infekcnich osob a které by eliminovaly ekonomické
naklady a ¢asovou naro¢nost na metodu.

Podstata technického feSeni

Vytceny ukol je vyfesen pomoci sady primerd pro amplifikacni kontrolu pro detekci koronaviru
SARS-CoV-2 metodou izotermické amplifikace LAMP. Podstata feSeni spo¢iva v tom, Ze sada
primert sestava z nasledujicich oligonukleotidovych primerovych pari:

F3: CCCTGAAGTACCCCATCGA SEQID 7
B3: ACAGCCTGGATAGCAACGT SEQ ID 8
FIP: GAGCCACACGCAGCTCATTGTACACGGCATCGTCACCAAC SEQIDY
BIP: CTGAACCCCAAGGCCAACCGGCTGGGGTGTTGAAGGTC SEQID 10
LoopF: GTGCCAGATTTTCTCCATGTCGTC SEQID 11
LoopB: CGAGAAGATGACCCAGATCATGT SEQ ID 12.

Navrzené pary primert (F3, B3, FIP, BIP, LOOP-F, LOOP-P) pro detekci amplifika¢ni kontroly
jsou vyuzitelné vramci rychlé¢ a efektivni diagnostiky koronaviru SARS-CoV-2. Pary
oligonukleotidovych primerti jsou urceny k provedeni amplifika¢ni kontroly — ovéfeni, ze nékteré
soucasti analyzovaného vzorku neinhibuji detekéni reakei.

Zpasob detekce s vyuzitim uvedené sady primert umoziuje rychlé, ekonomické a Casove
nenarocné kvalitativni zjiSténi pfitomnosti koronaviru SARS-CoV-2. LAMP reakce obecné
zahrnuje enzym polymerazu, sadu primerd, a v ptipad¢ detekce RNA i reverzni transkriptazu pro
ptepis RNA do DNA, ¢imz vznika komplementarni DNA neboli cDNA, ktera dale slouzi jako
templat pro amplifikaci polymerazou. Rychlost této metody je zavisla zejména na specificnosti
pouzitych primert, procesivité enzym, ale i celkové optimalizaci slozeni amplifika¢ni reakce.

Predmétem predkladaného technického feSeni je dale kit pro detekci koronaviru SARS-CoV-2,
ktery obsahuje komeréné dostupny Master Mix neboli soubor reagencii pro reakéni smés pro
amplifikaci (WarmStart Colorimetric LAMP Master Mix, New England Biolabs M1804), ktery
obsahuje polymerazu Bst II ziskanou z mikroorganismu Bacillus stearothermophilus. Kit dale
obsahuje sadu primert, jejichz sekvence byla publikovana (Huang, W. E., Lim, B., Hsu, C. - C.,
Xiong, D., Wu, W., Yu, Y., Jia, H., Wang, Y., Zeng, Y., Ji, M, et al. (2020). RT-LAMP for rapid
diagnosis of coronavirus SARS-CoV-2. Microbial Biotechnology 13, 950-961.) aje volné
dostupna, dale reverzni transkriptazu, smés nukleotid, nukleaz-prostou vodu pro PCR a puft.
Podstata technického feseni spociva v tom, Ze kit dale obsahuje druhou sadu vyse popsanych
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primerd pro amplifika¢ni kontrolu, ktera umoziuje detekci amplifikaéni kontroly a smés
stabiliza¢nich aditiv, které zvysuji jeho stabilitu vzhledem k variabilité vzorkti a mozné ptitomnosti
inhibitort a fluorescencni barvivo. Kit tedy s vyhodou obsahuje kombinaci reagencii neboli barviv
umoziujicich jak kolorimetrickou, tak fluorescencni detekci amplifikacniho produktu. Finalni
slozeni Master Mixi detek¢niho kitu podle tohoto technického feseni je uvedeno v tabulce 1.

Tabulka 1: Slozeni Master Mixt pro detekéni kit.

Plvodni Objem Finalni
koncentrace koncentrace
WarmStart Colorimetric LAMP 2 x 10 pl 0,9 x
Master Mix (New England Biolabs;
M1804)
F3 primer 16uM 0,66 ul 0,48uM
B3 primer 16uM 0,66 pul 0,48uM
FIP primer 2uM 0,66 ul 0,06uM
BIP primer 2uM 0,66 ul 0,06uM
LoopF 4uM 0,66 ul 0,120uM
LoopB 4uM 0,66 ul 0,120uM
Fluorescen¢ni barvivo 50 x 0,40 pul 0,91 x
(New England Biolabs; B1700S)
Betain 4,0M 2,0 pl 0,364M
Guanidin hydrochlorid 4,0M 0,2 pl 0,036M
PCR H,O 1,4 ul
RNA 4,0 ul
Celkovy objem 22 ul

Vyhody sady primerti pro amplifikacni kontrolu pro detekci koronaviru SARS-CoV-2 metodou
izotermické amplifikace LAMP a kitu pro detekci koronaviru SARS-CoV-2 metodou izotermické
amplifikace LAMP spocivaji v tom, ze poskytuji amplifikacni kontrolu — tedy kontrolu, zZe
amplifikacni reakce probéhla a nebyla inhibovana pifipadnymi inhibitory ve vzorku.

Priklad uskutecnéni technického feSeni

Reseni bylo aplikovano formou piipravy kitu obsahujiciho dva Master Mixy, které
obsahovaly stejné veskeré komponenty reakce, kromé vzorku. Jeden je uréeny pro detekci cilové
RNA SARS-CoV-2, druhy je amplifika¢ni kontrolou, Ze u dan¢ho vzorku nedochazi k inhibici
amplifika¢ni reakce. Pro detekci byly pouzity realné klinické vzorky, a to vytér z nosohltanu
vyttepany do 1 ml fosfatem pufrovaného fyziologického roztoku neboli PBS nebo 1 az 2 ml
transportniho media.

Uprava primérniho vzorku

Uprava primarniho vzorku prob&hla ve dvou variantach — izolace RNA kolonkovou metodou
a zpracovani vzorku pomoci hrubé extrakce. V pripad¢ izolace RNA kolonkovou metodou byla
RNA izolovana komer¢nim kitem QIAmp Viral Minikit (Qiagen) ze 140 ul vzorku dle navodu
dodan¢ho vyrobcem. Pro hrubou extrakci bylo smichano 50 pl extrakéniho média, smés byla
promichana a inkubovana 5 min pii 95 °C. Takto upraveny vzorek byl pouzit jako templat do
reakce.
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Amplifika¢ni reakce

Slozeni obou Master Mixu je stejné, jako je uvedeno v tabulce 1, kromé pouzitych sekvenci
primert, které jsou vybrany ze sady SARS-CoV-2 Master Mix neboli znamé sady primerti pro
detekci SARS-CoV-2 metodou izotermické amplifikace LAMP a v druhém provedeni ze sady
kontrolni Master Mix neboli sady primertt pro amplifikaéni kontrolu metodou izotermické

amplifi

kace LAMP.

Tabulka 2: Slozeni Master Mixt pro detekéni kit.

Pivodni Objem Finalni
koncentrace koncentrace
WarmStart Colorimetric LAMP 2 x 10 pl 0,9 x
Master Mix (New England Biolabs;
M1804)
F3 primer 16uM 0,66 pl 0,48uM
B3 primer 16uM 0,66 ul 0,48uM
FIP primer 2uM 0,66 ul 0,06uM
BIP primer 2uM 0,66 ul 0,06uM
LoopF 4uM 0,66 ul 0,120uM
LoopB 4uM 0,66 ul 0,120uM
Fluorescenéni barvivo 50 x 0,40 pl 0,91 x
(New England Biolabs; B1700S)
Betain 4,0M 2,0 ul 0,364M
Guanidin hydrochlorid 4,0M 0,2 ul 0,036M
PCR H,O 1,4 ul
RNA 4,0 ul
Celkovy objem 22 ul

SARS-CoV-2 Master Mix obsahuje znamou sadu primert pro detekci SARS-CoV-2 metodou

izotermické amplifikace LAMP:

F3:

B3:

FIP:

BIP:

LoopkF:

CCCCAAAATGCTGTTGTT

TAGCACGTGGAACCCAAT

SEQID 1

SEQID 2

GGTTTTCAAGCCAGATTCATTATG

GATGTCACAATTCAGAAGTAGGA

TCTTCGTAAGGGTGGTCGCA

GCACACTTGTTATGGCAAC

TCGGCAAGACTATGCTCAGG

LoopB: TTGCCTTTGGAGGCTGTGT

Kontrolni Master Mix obsahuje sadu primerti pro amplifikacni kontrolu pro detekci koronaviru

SEQID 3

SEQID 4

SEQID 5

SEQID 6.

SARS-CoV-2 metodou izotermické amplifikace LAMP:

F3:

B3:

CCCTGAAGTACCCCATCGA

ACAGCCTGGATAGCAACGT

SEQID 7

SEQID 8
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FIP: GAGCCACACGCAGCTCATT
GTACACGGCATCGTCACCAAC SEQID 9

BIP: CTGAACCCCAAGGCCAACC

GGCTGGGGTGTTGAAGGTC SEQID 10
LoopF: GTGCCAGATTTTCTCCATGTCGTC SEQID 11
LoopB: CGAGAAGATGACCCAGATCATGT SEQ ID 12.

Kazda sada vzorkll obsahovala negativni kontrolu izolace, negativni beztemplatovou kontrolu
a pozitivni kontrolu — cDNA ziskanou reverzni transkripci z RNA izolované z bunécné kultury
infikované virem SARS-CoV-2. V prvnim kroku cyklu pro amplifikaci dochdzi ke S$tépeni
ptipadnych kontaminujicich produktd z predchozich amplifikaci znacenych deoxyuridin-
trifosfatem neboli dUTP, pomoci enzymu uracil DNA-N-glykosyldsy neboli UNG. Nésledna
amplifikace probihala béhem inkubace v real — time PCR cycleru (Lightcycler 480, Roche)
s nastavenim cyklu podle tabulky 2.

Tabulka 3: Nastaveni cyklu pro amplifikaci.

4

Teplota Cas Odecet fluorescence
24 °C 5 min | digesce dUTP/UNG
63 °C 30 min | amplifikace 1X za minutu
95 °C 5 min | inaktivace ptipadného zbytkového viru

Vyhodnoceni vysledku na zaklad¢ fluorescence bylo provedeno pomoci software pro LightCycler
480, za pouziti algoritmu ,,Second Derivative Maximum Method“. V piipadé pozitivnich vzorki
doglo k prekro¢eni prahové hodnoty fluorescence. Cas piekrogeni prahové hodnoty fluorescence
byl pro jednotlivé vzorky vztazen k Ct (,,cycle threshold*) hodnot¢ ziskané z pfedchozi analyzy
RT-gPCR. Vyhodnoceni na zakladé¢ kolorimetrie bylo provedeno porovnanim barvy reakéni smési
po amplifikaci s pozitivni a negativni kontrolou, kdy Cervend oznacuje negativni vzorek a zluta
pozitivni vzorek.

Master Mixy jsou rozpipetovany po 18 pl do plastu vhodného pro reakce typu PCR neboli
polymerazové fetézové reakce, jako jsou PCR zkumavky, PCR stripy nebo 96 jamkové PCR
desticky. K Master Mixtim jsou piidany 4 pl vzorku ve formé izolované RNA nebo hrubého
extraktu. Nasleduje inkubace pii 63 °C po dobu 30 minut. Reakci je mozné ukoncit inkubaci 5 min
pti 95 °C, ¢imzZ je dosaZeno i definitivni inaktivace infekénich virovych castic SARS-CoV-2
potencialné pfitomnych ve vzorku. Nasleduje vyhodnoceni pomoci kolorimetrie, kdy cervena
oznacuje negativni vzorek a zlutd pozitivni vzorek. Dal§i moznost vyhodnoceni je pomoci
fluorescence s excitaci pti 497 nm v pfipad¢ pozitivniho vzorku. Odecet fluorescence ve vinové
délce v rozmezi od 483 do 533 nm; napt. v real-time PCR cycleru s filtrem pro detekci v kandle
Sybr/Fam (483 nm az 533 nm), pfipadné Cyan 500 (450 nm az 500 nm).

Vysledky detekce RNA SARS-CoV-2 pomoci RT-qPCR v porovnani s detekci pomoci LAMP ve
variant¢ izolované RNA kolonkovou metodou, tak pro vzorek zpracovany hrubou extrakci jsou pro
fluorescencni 1 kolorimetrickou vizualizaci uvedeny v tabulce 3. V tabulce 3 jsou negativni
vysledky oznaceny ,,negativni* ¢i ,,neg.” a pozitivni vysledky ,,pozitivni ¢i ,,poz.“. Pokud nebyla
z technickych divodt provedena néktera z deteket, je v pfislusné buiice uvedeno ,,n.a.“. Vysledek

pfedchozi detekce RNA koronaviru SARS-CoV-2 pomoci RT-qPCR je uveden pro jednotlivé
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koncentrace cilové genetické informace v ptivodnim vzorku. Dale jsou uvedeny vysledky detekce
pomoci LAMP pro variantu pouziti izolované RNA jako templatu a pro variantu pouziti hrubého
extraktu ze vzorku. V piipad¢ pozitivni amplifikace je uveden ¢as, kdy byla prekrocena prahova
fluorescence a to, jak pro amplifikacni kontrolu (AK), tak pro samotnou detekci koronaviru
(SARS). Vzorky, u kterych nebyla shoda mezi vysledky riznymi metodami, jsou oznaceny
cerveng.
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Tabulka 4: Vysledky testovani klinickych vzorkti metodou LAMP v porovani se standardizovanou

detek¢ni/diagnostickou metodou RT-gPCR.
Vysledek Vysledek Vysledek
Vzorek RT-qPCR [CT hodnota] LAMP - izolovana RNA [min.] LAMP - hruba extrakce [min.]
Fluorescence | Fluorescence | Kolorimetrie | Fluorescence | Fluorescence | Kolorimetrie
geny E; RARP [gen N
AK SARS AK/SARS AK SARS AK/SARS

2 19,76 22,82 17,70 9,68 poz./poz. 8,57 19,95 poz./poz.

13| 17,06 20,82 18,05 8,91 poz./poz. 18,86, 8,66 poz./poz.

20| 21,07 26,66 17,71 9,83 poz./poz. 18,18 9,72 poz./poz.

21 26,08 30,24 27,00 13,24 poz./poz.

38| 24,33;21,72 21,37 15,29 9,05 poz./poz. 15,71 9,10 poz./neg.

40 19,50;19,13 18,40 13,45 8,19 poz./poz. 16,06 8,30 poz./neg.

44]  20,23;19,76 19,10) 13,07 8,35 poz./poz. 16,41 9,14 poz./poz.

48|  25,38;25,06 23,51 12,19 10,08, poz./poz. 15,52 10,41 poz./poz.

50 27,98;25,37 23,85 12,09 10,10 poz./poz. 16,25 10,10 poz./poz.

49 22,32;21,86 20,37 12,12 8,77 poz./poz. 14,27 8,98 poz./poz.
- 30,14 32,50 17,40 12,81 poz./poz.
< 3| 19,24 21,46 16,67 9,14 poz./poz.
s 5 19,01 23,84 22,34 9,35|  poz./poz.
5 7 22,22 23,32 17,57 10,90 poz./poz.
'§ 10 19,00 22,75 17,95 8,79 poz./poz.
= 11 26,54 31,43 17,04 9,93 poz./poz.
Eu_ 14 21,41 25,37 16,98 9,86 poz./poz.
|é 17| 16,74 20,90 17,58 7,49 poz./poz.
19) 21,55 26,22 19,05 9,72 poz./poz.
22| 32,20;31,34 30,88 11,77 12,87 poz./poz.
28| 20,54;16,78 16,62 15,54 10,09 poz./poz.
23| 31,97;31,29 30,35 13,07 14,14 poz./poz.
25 27,96;27,46 27,59 13,22 9,73 poz./poz.
15 35,75 37,61 16,82 negativni poz./neg.

24|  32,69;27,47 36,78] 11,90 15,08 poz./poz. 15,52 negativni poz./neg.

26| 38,37;34,56 36,78 16,46 14,45 poz./poz. 16,81 negativni poz./neg.

6) 32,46 36,73 18,16 14,35 poz./poz. 19,06 negativni poz./neg.

46]  35,20;34,61 33,32] 11,06 15,60 poz./poz. 13,25 negativni poz./neg.

12] 29,93 33,72 18,51 12,92 poz./poz. 18,80 negativni| poz./neg.

= 18 33,74 negativni| 20,20 14,01 poz./poz. 20,56 negativni| poz./neg.

g 16 33,66 negativni| 17,79 14,90 poz./poz. 17,91 negativni| poz./neg.

,E 47 negativni 39,23 13,03 negativni| poz./neg. 17,51 negativni| poz./neg.
E 8 38,45 negativni 17,58 negativni poz./neg.
£ 9 36,27 negativni 18,38 negativni poz./neg.
§ 27 negativni 39,12] neg. negativni poz./neg.
E?- 4 37,24 negativni 18,91 negativni poz./neg.

29 negativni negativni| 12,06 negativni| poz./neg. n.a. negativni poz./neg.

30 negativni negativni| 11,95 negativni poz./neg. 14,75 negativni poz./neg.

31 negativni negativni| 12,68 negativni poz./neg. 15,79 negativni poz./neg.

32| negativni negativni| 13,24 negativni poz./neg. 14,95 negativni poz./neg.

33| negativni negativni| 14,61 negativni poz./neg. 16,16 negativni poz./neg.

34 negativni negativni| 14,79 negativni poz./neg. 16,19 negativni poz./neg.

35 negativni negativni| 12,19 negativni poz./neg. 14,78 negativni poz./neg.

36 negativni negativni| 14,31 negativni poz./neg. 23,11 negativni poz./neg.

37| negativni negativni| 18,62 negativni poz./neg. 16,15 negativni poz./neg.

39 negativni negativni| 14,28 negativni poz./neg. 18,24 negativni poz./neg.

z 41 negativni negativni| 14,85 negativni poz./neg. 16,00 negativni poz./neg.

3 . " . /| . | . |

E 42| negativni negativni 12,38 negativni poz./neg. 15,00 negativni poz./neg.

= 43 negativni negativni| 13,98 negativni poz./neg. 14,07 negativni poz./neg.

-.E 45 negativni negativni| 12,30 negativni| poz./neg. 16,74 negativni neg./neg.

'é" 51 negativni negativni| n.a. negativni| n.a./neg. n.a. negativni n.a./neg.

« 52| negativni negativni| n.a. negativni n.a./neg. n.a. negativni n.a./neg.

= 53| negativni negativni] n.a. negativni n.a./neg. n.a. negativni n.a./neg.

E' 54 negativni negativni] n.a. negativni n.a./neg. n.a. negativni n.a./neg.

55] negativni negativni| n.a. negativni n.a./neg. n.a. negativni n.a./neg.

56) negativni negativni| n.a. negativni n.a./neg. n.a. negativni n.a./neg.

57| negativni negativni| n.a. negativni n.a./neg. n.a. negativni n.a./neg.

58 negativni negativni| n.a. negativni n.a./neg. n.a. negativni n.a./neg.

59 negativni negativni| n.a. negativni n.a./neg. n.a. negativni n.a./neg.

60 negativni negativni| n.a. negativni n.a./neg. n.a. negativni n.a./neg.

61 negativni negativni| n.a. negativni n.a./neg. n.a. negativni n.a./neg.

62| negativni negativni| n.a. negativni| n.a./neg. n.a. negativni n.a./neg.

63| negativni negativni| n.a. negativni n.a./neg. n.a. negativni n.a./neg.

64 negativni negativni] n.a. negativni n.a./neg. n.a. negativni n.a./neg.

65| negativni negativni] n.a. negativni n.a./neg. n.a. negativni n.a./neg.
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V porovnani se standardizovanou metodikou RT-qPCR vykazovala aplikace metody LAMP ve
vSech modifikacich 100 % specifitu (29 z 29 RT-qPCR negativnich vzorki). Senzitivita metody
LAMP aplikovana na izolovanou RNA pro fluorescencni i kolorimetrické vyhodnoceni dosahla
85,3 % (29 z 34 RT-qPCR pozitivnich vzorki). U ¢tyf vzorki se navic jednalo o hrani¢né pozitivni
detekci i v RT-qPCR. Senzitivita oCiSténd o tyto Ctyfi vzorky s hrani¢nim vysledkem dosahuje
96,7 % (29 z 30 RT-qPCR pozitivnich vzorka). V ptipadé aplikace LAMP na templat z hrubé
extrakce ze vzorku vytéru z nasofaryngu se po jeho natedéni fosfatového pufru neboli PBS pufrem
¢i transportnim médiem posunul limit detekce pfiblizné na Ct 30 az 32, coz po ocisténi o tfi
hrani¢né pozitivni vzorky dava senzitivitu 66,7 % (10 z 15). Pro tento typ analyzy se ovSem
nejednalo o vhodny vzorek, pro skute¢né validni zhodnoceni této metody zpracovani vzorku je
potfeba pouzit vzorky vytfepané piimo do extrakéniho média, aby nedochazelo k neumérnému
fedéni vzorku oproti izolaci RNA. Detekce amplifika¢ni kontroly byla uspésné ve 100 % vzorkd,
u kterych byla provedena (32 z 32).

Prumyslova vyuzitelnost

Sada primert pro amplifika¢ni kontrolu pro detekci koronaviru SARS-CoV-2 metodou izotermické
amplifikace LAMP a kit pro detekci koronaviru SARS-CoV-2 metodou izotermické amplifikace
LAMP podle tohoto technického feSeni lze vyuzit pro detekci onemocnéni COVID-19 ve vzorcich
humanniho ¢i veterinarniho ptivodu, ¢i ve vzorcich z prostiedi jako jsou stéry povrchi apod.
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NAROKY NA OCHRANU

1. Sada primerti pro amplifikacni kontrolu pro detekci koronaviru SARS-CoV-2 metodou
izotermické amplifikace LAMP, vyznacujici se tim, Ze sestava znéasledujicich
oligonukleotidovych primerovych part:

F3: CCCTGAAGTACCCCATCGA SEQID 7

B3: ACAGCCTGGATAGCAACGT SEQID 8

FIP: GAGCCACACGCAGCTCATTGTACACGGCATCGTCACCAAC SEQID 9

BIP: CTGAACCCCAAGGCCAACCGGCTGGGGTGTTGAAGGTC SEQID 10
LoopF: GTGCCAGATTTTCTCCATGTCGTC SEQID 11
LoopB: CGAGAAGATGACCCAGATCATGT SEQ ID 12.

2. Kit pro detekci koronaviru SARS-CoV-2 metodou izotermické amplifikace LAMP obsahujici
sadu primert pro detekci SARS-CoV-2 metodou izotermické amplifikace LAMP, soubor reagencii
pro reakéni smés pro amplifikaci a nukleaz-prostou vodu pro PCR, vyznacujici se tim, ze dale
obsahuje sadu primerd pro amplifika¢ni kontrolu podle naroku 1, a smés stabiliza¢nich aditiv
obsahujici betain a guanidin hydrochlorid a fluorescen¢ni barvivo.

3. Kit podle naroku 2, vyznacujici se tim, ze smés stabilizacnich aditiv obsahuje betain
o koncentraci 0,364M a guanidin hydrochlorid o koncentraci 0,036M.

4. Kit podle naroku 2 nebo 3, vyznacujici se tim, ze dale obsahuje barvivo pro kolorimetrickou
detekci amplifikovaného produktu.
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