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Transportni médium pro vzorky obsahujici nukleové kyseliny a/nebo proteiny

Oblast techniky
Predkladany vynalez se tyka transportniho média pro transport a skladovani vzorku obsahujicich

nukleové kyseliny a/nebo proteiny, zejména vzorku obsahujicich patogeny, napriklad viry, a
zejména napriklad virus SARS CoV-2, ale 1 vzorki hostitelské DNA 1 RNA a proteint.

Dosavadni stav techniky

V soucasné dob¢ se k vySetfeni pfitomnosti SARS-CoV-2 viru (SARS, Wuhan 2019 CoV
pneumonia viru) a dalSich viri napadajicich respiraéni trakt pouzivaji nasofaryngealni nebo
orofaryngealni vytéry. Stér se provadi syntetickym tamponem, ktery se nasledné vlozi do
zkumavky s transportnim médiem. Obdobn¢ se transportni médium pouziva i pro transport vzorka
odebranych z jinych tkani urenych pro diagnostiku viri. Transportni médium se pouziva 1 pro
transport vzorku uréenych pro diagnostiku jinych patogent, nebo 1 vzorka urcenych pro detekei
DNA, RNA ¢i proteinu pacienta. Takto transportované a skladované vzorky se pouzivaji k izolaci
nukleovych kyselin a nasledné detekci (napf. detekei virt ¢i jinych patogeni) pomoci amplifikace
nukleovych kyselin (napfiklad PCR ¢i LAMP metodami).

Pouzivanym transportnim médiem je tzv. transportni virologické médium (VTM, viral transport
medium), které obsahuje fetalni bovinni sérum a popfipad¢ i1 sérovy albumin, a dale antibiotika a
antimykotika. Typické slozeni VIM je napiiklad: 2% fetalni bovinni sérum (FBS), 100 pg/ml
gentamycin nebo jiné antibiotikum; 0,5 pg/ml amphotericin B nebo jin¢ antibiotikum, Hank’s
balanced salt solution (HBSS). Slozeni transportniho virologického média neni chemicky
definovatelné a reprodukovatelné. Fetalni bovinni sérum je smés obsahujici tisice proteinu, ktera
s¢ ziskava z nenarozenych telat. Jedna se tedy o produkt s proménlivym slozenim, ktery navic
muze obsahovat inhibitory polymerace anebo reverzni transkripce, coz dale snizZuje
reprodukovatelnost jakychkoliv amplifikacnich testu provadénych s nukleovymi kyselinami ve
vzorcich skladovanych ¢i transportovanych ve VIM. Pouziti FBS navic zna¢n¢ komplikuje ¢i
pfimo znemoziuje stanoveni proteint v transportovanych ¢i skladovanych vzorcich, nebot” je
obtizné je odlisit od proménlivych zastoupeni proteini vyskytujicich se v FBS. Dale jiz samotny
zpusob ziskavani fetalniho bovinniho séra je povazovany za problematicky z etického hlediska a
vyzaduje pouZiti zvifat, je tedy zadouci jej nahrazovat jinymi produkty, kdekoliv je to mozné.

Biologické vzorky odebrané¢ do VTM jsou podle adaji vyrobct i podle zkuSenosti puvodca
predkladan¢ho vynalezu stabilni pfi teploté 4 °C az 5-7 dni, jejich zpracovani se v§ak doporucuje
nanejvys do 3 dnii od odbéru. Transport vzorki ve VIM také muZe probihat v zamrazeném stavu,
ve kterém jsou patogeny stabilni az 6 mésicu.

Predkladany vynalez si klade za cil vyvinout dobfe chemicky definované a dobre reprodukovatelné
transportni médium pro transport a skladovani vzorku nukleovych kyselin a proteini, coz mohou
byt virt a/nebo dalsich patogent a nukleovych kyselin a proteint hostitele. Dale ma toto médium
byt zejména vhodné pro transport a skladovani vzorku ziskanych samoodbérem kloktanim.

Podstata vynalezu

Predmétem predkladaného vynalezu je transportni médium, které obsahuje pufrovaci roztok,
alespon jedno antibiotikum, alesponi jedno antimykotikum, a polymer, kterym je dextran nebo
polyvinylpyrrolidon nebo jejich smés.
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V ramci vyvoje nového transportniho média bylo zjisténo, Ze proteiny fetalniho bovinniho séra lze
nahradit n¢kterymi polymery. Polymery musi zajistit vhodny onkoticky tlak, a musi byt rovnéz
zajisténa spravna rovnovaha onkotického a osmotického tlaku pro stabilizaci viri a dalSich
patogenu, ale 1 somatickych bun¢k v médiu. Kombinace téchto parametri vytvori prostredi
obdobné prostredi organismu, v némz je vzorek stabilni.

Nahrazenim proteinu vhodnymi neproteinovymi polymery se odstrani problémy s pfitomnosti
proteini, zejména s pritomnosti $patn¢ definovanych smési proteini. V médiu tak nejsou pritomny
degradacni enzymy, které by mohly virus ¢i jiny vzorek rozlozit, zniéit, nebo které¢ by mohly
inhibovat polymeraci, amplifikaci nebo napfiklad reverzni transkripci v dalSich krocich
diagnostického ¢i identifikaéniho postupu. Rovnéz lze u vzorku transportovaného nebo
skladovaného v takovémto médiu bez problému detekovat ¢i stanovovat proteiny. Médium ma
jednoznaéné chemicky definované slozeni, je opakované¢ pfipravitelné se stabilnim a
opakovatelnym presnym sloZenim, a to vede k lepsi reprodukovatelnosti a mensi chybovosti
veskerych navazujicich metod.

Oproti standardnimu VTM neni v transportnim médiu podle predkladaného vynalezu zapotiebi
pouzivat fetalni bovinni sérum (FBS) nebo sérovy albumin, jejich funkce je plné nahrazena
syntetickymi nebo rekombinantnimi polymery. To odstrariuje 1 etické problémy spojené
s pouzivanim FBS, a zaroven odstrafiuje potfebu vyuzivani zivych zvifat, coz je v souladu
s principy tzv. 3Rs — nahrazovani (replacement) zivych zvirat, sniZzeni (redukce) mnozstvi
bolesti ¢i stresu. Zde se tedy jedna o Gplné nahrazeni produktu, jehoZz vyroba zahmuje vyuziti
zvifat.

Dextran a polyvinylpyrrolidon jsou polymery schvalené pro farmaceutické pouziti jako pomocné
latky. Pfipadny kontakt média s organismem pacienta tak neni rizikovy a polymery jsou organismy
dobfe snaseny.

Navic bylo v ramci predkladaného vynalezu zjisténo, ze dextran a polyvinylpyrrolidon stabilizuji
odebrany virovy material 1 za laboratorni teploty, a zaroveri neinhibuji amplifikaci nukleovych
kyselin metodou PCR, ani metodou LAMP. Stabilizace za laboratorni teploty je podstatnou
vyhodou proti standardnimu VTM.

Mnozstvi polymeru v transportnim médiu miize byt s vyhodou v rozmezi 0,05 az 5 % hmotn.,
vyhodnéji 0,1 az 2 % hmotn., jesté vyhodnéji 0,1 az 1 % hmotn.

Relativni molekulova hmotnost polymeri by méla byt alesponi 10 000, napriklad v rozmezi 10 000
az 100 000, vyhodné&ji 10 000 az 70 000. Pii relativni molekulové hmotnosti polymeru pod 10 000
uz nemusi dochazet k vytvoreni potfebného onkotického tlaku. Homni hranice relativni molekulové
hmotnosti polymeri nema technické omezeni.

Pufrovacim roztokem v transportnim médiu podle vynalezu muze byt v nékterych provedenich
pufrovany fyziologicky roztok (PBS, phosphate buffered saline) nebo Hankiv vyvazeny
fyziologicky roztok (HBSS, Hank’s balanced salt solution). Obecnéji je pufrovacim roztokem
pufrovany fyziologicky roztok.

V transportnim médiu podle vynalezu lze pouzivat antibiotika a antimykotika, ktera se pouZzivaji
ve standardnim VTM. Nejcastéji pouzivanymi antibiotiky ve VIM jsou gentamycin, penicilin ¢i
streptomycin, ale 1ze pouZit i jina antibiotika. Nejcastéji pouzivanym antimykotikem ve VIM je
amphotericin B, ale l1ze pouzit i jina antimykotika. Antibiotikum mize byt s vyhodou pfitomno
v mnozstvi 50 az 200 pg/ml. Antimykotikum muze byt s vyhodou pfitomno v mnozstvi 0,1 az
2 pg/ml.
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V nékterych provedenich transportni médium podle vynalezu dale obsahuje sérovy albumin.
S vyhodou muze médium obsahovat 0,05 az 2 % hmotn. sérového albuminu, vyhodnéji 0,1 az
0,5 % hmotn. sérového albuminu. Sérové albuminy lze pfipravit rekombinantnimi nebo
purifikacnimi procesy. V n€kterych provedenich se pouzije bovinni sérovy albumin (BSA) nebo
lidsky sérovy albumin.

Sérovy albumin je Cisty, jednoznacné definovany protein. Lze jej vyrabét rekombinantng, napfr.
v kvasinkovych kulturach, neni potfeba jej ziskavat ze zvifat nebo lidi. Albumin v médiu podle
vynalezu zvySuje onkoticky tlak, lze jej tedy pouzit pro optimalizaci parametri média, je-li to
potfeba. Sérovy albumin v uvedenych koncentracich neinhibuje amplifikaci ¢i jiné kroky
naslednych identifika¢nich ¢i diagnostickych metod.

Médium podle predkladan¢ho vynalezu muze byt v kapalné formé nebo v lyofilizované pevné
form¢. Lyofilizovana pevna forma se ziska lyofilizaci (mrazovym susenim) kapalné formy média.

Médium podle prekladaného vynalezu je dobfe chemicky definované, neobsahuje smés bilkovin.
Toto médium ma stabilizacni funkci 1 pfi skladovani vzorku za laboratomi teploty. Zaroven
dovoluje bezproblémovou naslednou detekci nukleovych kyselin pomoci technik zaloZzenych na
amplifikaci nukleovych kyselin, kvalitativnich 1 kvantitativnich, vcetné jejich modifikaci
v realném Case. Dovoluje 1 bezproblémovou detekci proteini.

Predmétem predkladaného vynalezu je dale pouziti vySe popsané¢ho média pro transport a
skladovani vzorki obsahujicich nukleové kyseliny nebo protein, napf. vzorki patogent €1 vzorku
tkani ¢i t€lnich tekutin. S vyhodou se jedna o vzorky odebrané pacientovi kloktanim vody, tzv.
vzorky kloktacich samoodbérii.

Predmétem predkladaného vynalezu je dale zpusob detekce nukleové kyseliny ve vzorku
odebraném z t€la pacienta, v némz se odebrany vzorek umisti do média podle predkladaného
vynalezu, v tomto médiu se transportuje a/nebo skladuje, a nasledn¢ se metodou PCR nebo LAMP
stanovi pfitomnost a/nebo mnozstvi detekované nukleové kyseliny ve vzorku.

Predmétem predkladaného vynalezu je dale zpusob detekce viru ve vzorku odebraném =z téla
pacienta, v némz se odebrany vzorek umisti do média podle predkladaného vynalezu, v tomto
médiu se transportuje a/nebo skladuje, a nasledn¢ se metodou PCR nebo LAMP stanovi pfitomnost
a/nebo mnozstvi viru ve vzorku.

Médium je, obdobné jako standardni VTM, vhodné pro transport a skladovani vira, a to jak DNA
vira, tak RNA viri. Zejména muze byt virem virus SARS-CoV-2, HPV a dalsi viry zpusobujici
onemocnéni u Clovéka nebo zvirfat, jako jsou viry hepatitidy, chfipky, koronaviry, viry klistové
encefalitidy, neStovic, mononukledzy, HIV, apod. Médium je dale vhodné pro transport a
skladovani jinych patogenu vysetfitelnych technikou PCR, napfiklad mycoplasmy, chlamydie,
apod.

Priklady uskuteénéni vynalezu

Priklad 1: Vybér polymeru

S ohledem na moznost kontaktu pacienta se slozkami média byly testovany zejména polymery,
které jsou vyuzivany ve farmaceutickych formulacich, a jsou tedy spolehlivé zdravotn€ nezavadné.

Jednotlivé polymery byly testovany na inhibici amplifikace metodou LAMP a PCR. Pro testovani
byly pouzity komer¢ni kity AUMED test RT-LAMP Assay SARS-CoV-2 od spolecnosti AUMED,
a.s., Praha, Ceska republika, Novel Coronavirus (2019-nCoV) Real Time Multiplex RT-OCR Kit
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(Detection 3 genes) od spole¢nosti Liferiver, Shanghai ZJ Bio-Tech Co.), dale bylo postupovano
podle instrukci vyrobce. Amplifikovanym vzorkem byla nukleova kyselina viru SARS-CoV-2.

Vysledky tohoto testovani uvadi Tabulka 1, zniz je zfejmé, Ze pouze polymery dextran a
polyvinylpyrrolidon neinhibovaly amplifikaci metodou LAMP.

Tabulka 1. Test inhibice LAMP kandidatnimi polymery*

SARS rfedéni

Polymer 10°/102/0 Koncentrace
SoluPlus +/0/0 1.00 %
Lutrol F 68 ++/0/0 1.00 %
Kollidon 17 PF ++/++/0 1.00 %
Kolliphor RH40 ++/0/0 1.00 %
Dextran (MW 40000) ++/+/0 1.00 %
Polyvinylpyrrolidone

(MW 40000) ++/+/0 1.00 %
Polyethylenglykol

(MW 6000) +/0/0 1luM
PCR voda +/0/0

Fosfatovy pufr (PBS) +/0/0
++- vysoce pozitivni, +- slab€ pozitivni, 0- negativni;
*- PCR reakce testovanymi polymery inhibovana nebyla.

Priklad 2: Priprava médii pro testovani

K pufrovanému fyziologickému roztoku (PBS) byl pfidan zasobni roztok gentamycinu na finalni
koncentraci 100 pg/ml gentamycinu, zasobni roztok amphotericinu B na finalni koncentraci
0,5 pg/ml amphotericinu B, a dale polymer (dextran nebo polyvinylpyrrolidon, relativni
molekulova hmotnost 40 000) v mnozstvi uvedeném v jednotlivych testech (typicky na finalni
koncentraci 0,1 % hmotn., 0,5 % hmotn., nebo 1 % hmotn.). Média byla pfimo pouZita nebo
skladovana za laboratorni teploty.

Priklad 3: Testovani stability SARS-CoV-2 v médiich

V tomto experimentu byla testovana stabilita SARS-CoV-2 v médiich podle vynalezu, ve srovnani
s¢ standardnim transportnim virologickym médiem. Média podle vynalezu obsahovala 0,1 %
hmotn. 0,5 % hmotn. nebo 1 % hmotn. polymeru, kterym byl PVP40 nebo dextran.

Stabilita byla testovana pfi laboratorni teploté (24-27 °C) a pfi 4 °C po dobu 15 dni. V den O bylo
do kazdého testovancho média mokulovano 6223 PFU/mi a 62,23 PFU/ml vira SARS-CoV-2.
(PFU = plaque fornung units, plakv tvofici jednotky). Z kazdé altemativy média byl za danych
podminck testovan pouze jeden replikat.

Izolace nukleovych kyselin byla provedena pomoci kitu RNA-VIRAL-PREP-96 (Palacky
University Olomouc, IMTM) nebo VIRAL-RNA-Prep (ITA-Intertact). K detekei koronaviri jsme
pouzili Novel Coronavirus (2019-nCoV) Real Time Multiplex RT-PCR Kit (Liferiver, Shanghai
ZJ Bio-Tech Co.). Test detekuje 3 geny, a to ORF1, gen N, gen E. Dale byla detekovana interni
kontrola (IC). Pri izolaci 1 detekci bylo postupovano podle instrukei vyrobee. Testy byly provedeny
1 s negativni a pozitivni kontrolou, byly pouzity kontroly z uvedeného komercniho kitu.
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Vysledky jsou uvedeny nize v Tabulce 2, uvedené hodnoty jsou v jednotkach Ct. Je zfejmé, zZe
virové transportni médium podle vynalezu stabilizovalo virus po dobu 2 tydnu, a to 1 pfi laboratorni
teploté nebo teploté 37°C.

Priklad 4: Testovani stability SARS-CoV-2 v médiich

V tomto experimentu byla testovana stabilita SARS-CoV-2 v médiich podle vynalezu, ve srovnani
se standardnim transportnim virologickym médiem. Pro toto testovani byla vybrana média s 0,5%
dextranem a 0,5% dextranem s 0,25% BSA (bovinni sérovy albumin). Stabilita byla testovana pfi
4 °C, pokojové teploté (24 °C) a 37 °C po dobu 15 dni. ¥V den { bvlo do kazdého testovaného média
inukolovanoe 62,23 PFU/ml SARS-CoV-2. Z kazdé altemativy média byly za danveh podminek
testovany th replikaty.

Izolace nukleovych kyselin byla provedena pomoci kitu RNA-VIRAL-PREP-96 (Palacky
University Olomouc, IMTM) nebo VIRAL-RNA-Prep (ITA-Intertact). K detekei koronaviri jsme
pouzili Novel Coronavirus (2019-nCoV) Real Time Multiplex RT-PCR Kit (Liferiver, Shanghai
ZJ Bio-Tech Co.). Test detekuje 3 geny, a to ORF1, gen N, gen E. Dale byla detekovana interni
kontrola (IC). Pri izolaci 1 detekei bylo postupovano podle instrukci vyrobcee.

Vysledky jsou uvedeny nize v Tabulce 3, uvedené hodnoty jsou v jednotkach Ct. Je zfejmé, zZe
virové transportni médium podle vynalezu stabilizovalo virus po dobu 2 tydnu, a to 1 pfi laboratorni
teploté.

Priklad 4: Testovani stability vzorku z kloktacich testii s SARS-CoV-2 v médiich

Pro kone¢né ovéreni stability vzorku odebraného do média obsahujiciho 0,5% Dextran byl testovan
simulovany vzorek. Po kloktani 10 az 20 ml pitné vody po dobu 10 az 30 s byl obsah vyplivnut do
odbérové nadobky s lyofilizovanym médiem a po uzavieni dukladné protfepan. Po pridani 10 az
20 ml kloktani by mél vzorek v odbérové nadobky obsahovat pfiblizn¢ stejné mnozstvi slozek
média jako pii pfedchozich stabilitnich testech. Simulovany vzorek vznikl smichanim vzorku
kloktani od tfi jedincu. Stabilita byla testovana pri 4 °C, pokojové teploté (24 °C) a 37 °C po dobu
15 dni. V den O bylo do kaZzdcho testovancho média inukolovane 62,23 PFU/mi SARS-CoV2. 7
kazd¢ alternativy média bvly za danych podminek testovany tfi replikaty .

Izolace nukleovych kyselin byla provedena pomoci RNA-VIRAL-PREP-96 (Palacky University
Olomouc, IMTM) nebo VIRAL-RNA-Prep (ITA-Intertact). K detekei koronavirii jsme pouzili
Novel Coronavirus (2019-nCoV) Real Time Multiplex RT-PCR Kit (Liferiver, Shanghai ZJ Bio-
Tech Co.). Test detekuje 3 geny, a to ORF1, gen N, gen E. Dale byla detekovana interni kontrola
(IC). Pii izolaci 1 detekci bylo postupovano podle instrukci vyrobcee.

Byla prokazana stabilita SARS-CoV-2 pro jeho naslednou detekci pomoci real-time PCR v Cistém
médiu obsahujicim 0,5% dextran 1 v simulovaném realném vzorku. Vysledky jsou shruty
v tabulce 4, uvedené hodnoty jsou v jednotkach Ct.
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Priklad 5: Klinicka valida¢ni studie

Validacéni studie byla provadéna s kloktacim testem, ktery obsahuje virov¢ transportni médium
podle predkladaného vynalezu. Virové transportni médium v kloktacim testu bylo pfipraveno
namichanim kapalného média obsahujiciho 0,5 % hmotn. dextranu a lyofilizaci tohoto média.

Testované osoby provedly samoodbér vzorku vykloktanim 10 az 20 ml pitné vody po dobu 10 az
30 s, nasledn¢ byl obsah vyplivnut do odbérové nadobky s lyofilizovanym médiem a po uzavieni
dikladné protfepan.

Izolace RNA prob¢hla po transportu a popripadé nékolika dnech skladovani odbérové nadobky,
pomoci izolacniho kitu s paramagnetickymi kulickami VIRAL-RNA-Prep (ITA Intertact), a RT-
PCR detekce byla provedena s pomoci kitu Novel Coronavirus (2019-nCoV) Real Time Multiplex
RT-OCR Kit (Detection 3 genes) od spoleénosti Liferiver, Shanghai ZJ Bio-Tech Co.). Pri izolaci
1 detekci se postupovalo podle instrukci vyrobcee.

Souhmné¢ vysledky PCR detekce jsou uvedeny v nasledujici tabulce:

PCR Vzo.r.ek ; — 1 Celkem
Pozitivni | Negativni
Pozitivni 206 0 206
Kloktani |Negativni |24 229 253
Celkem 230 229 459

Na =zakladé¢ testovani byly vypoélteny nasledujici statistické parametry kloktaciho testu
vyuzivajiciho virové transportni médium podle vynalezu (CI = interval spolehlivosti):

- senzitivita: SE = 89,6%, 95%CI = (84,9%, 93,2%)

- specificita: SP = 100,0%, 95%CI = (98,4%, 100,0%)

- negativni prediktivni hodnota: NPV = 90,5%, 95%CI = (86,2%, 93,8%)

- pozitivni prediktivni hodnota: PPV = 100,0%, 95%CI = (98,2%, 100,0%)

- presnost (accuracy) = 94,8%, 95%CI = (92,3%, 96,6%).
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PATENTOVE NAROKY

1. Transportni médium pro transport a skladovani vzorku obsahujicich nukleové¢ kyseliny a/nebo
proteiny, obsahujici pufrovaci roztok, alespon jedno antibiotikum, alespon jedno antimykotikum,
vyznacujici se tim, z¢ dale obsahuje polymer, kterym je dextran nebo polyvinylpyrrolidon nebo
jejich smés.

2. Transportni médium podle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze mnozstvi polymeru v kapalném
virovém transportnim médiu je v rozmezi 0,05 az 5 % hmotn.

3. Transportni médium podle kteréhokoliv z naroki 1 nebo 2, vyznacujici se tim, Ze relativni
molekulova hmotnost polymeru je alespon 10 000.

4. Transportni médium podle kteréhokoliv z naroku 1 az 3, vyznacujici se tim, ze dale obsahuje
sé¢rovy albumin.

5. Transportni médium podle naroku 1, 3 nebo 4, vyznacujici se tim, Ze je v lyofilizované pevné
formé.

6. Transportni médium podle kteréhokoliv z naroku 1 az 4, vyznacujici se tim, z¢ je v kapalné
formé.

7. Pouziti transportniho média podle kteréhokoliv z naroki 1 az 6 pro transport a skladovani
vzorki patogent a/nebo vzorki tkani ¢i t€lnich tekutin.

8. Zpusob detekce nukleové kyseliny ve vzorku odebraném z téla pacienta, vyznacujici se tim,
z¢ se odebrany vzorek uvede do kontaktu s transportnim médiem podle kter¢hokoliv z naroku 1 az
6, v tomto médiu se transportuje a/nebo skladuje, a nasledn¢ se metodou PCR nebo LAMP stanovi
pfitomnost a/nebo mnozstvi detekované nukleové kyseliny ve vzorku.

9. Zpusob detekce nukleové kyseliny patogenu, zejména viru, ve vzorku odebraném z ustni
dutiny a/nebo respiracniho traktu pacienta, vyznacujici se tim, Ze se odebrany vzorek uvede do
kontaktu s transportnim médiem podle které¢hokoliv z narokii 1 az 6, v tomto médiu setransportuje
a/nebo skladuje, a nasledné se metodou zalozenou na amplifikaci nukleovych kyselin stanovi
pfitomnost a/nebo mnozstvi nukleové kyseliny patogenu ve vzorku.

10. Pouziti podle naroku 7, nebo zpusob podle naroku 9, kde patogenem je koronavirus, zejména
virus SARS-CoV-2.

- 11 -



	Bibliographic data
	Description
	Claims

