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1. UVOD

Vystupem projektu je funkéni vzorek 8 kanalového LED systému, ktery umoziuje analyzu
kolorimetrické RT-LAMP amplifikace v realném case.

Informace o vysledku

Identifikacni Cislo vystupu: TN02000017/-V02

Ndazev vystup: Kolorimetrické hodnoceni RT-LAMP reakce v redlném case pomoci 8-
kandlového LED systému

Druh vystupu/vysledku: Gfunk - Funkéni vzorek
Termin dosazeni vysledku dle navrhu projektu: 31. 12. 2024
Termin dosazZeni vysledku dle skute¢nosti: 31.12.2024

Autorsky tym: Petra Stejskalova, Pavel NeuZil, Ondrej Zitka,
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2. POPIS VYSLEDKU

Oblast technologie

Moderni diagnostika se neustdle posouva smérem k jednodussim, rychlejSim a cenové
dostupnéjsim resSenim, kterd mohou byt vyuZivana pfimo v misté péce o pacienta nebo v
terénu. Technické reSeni se tyka vyvoje unikdtniho systému na bazi LED, ktery umoziuje
analyzu kolorimetrické RT-LAMP amplifikace v redlném case i po jejim skonceni. Tento
pristroj je navrzen s dirazem na snadné pouziti a prenositelnost. Diky svym kompaktnim
rozmérim a jednoduchému ovladani je idealni pro point-of-care testovani mimo laboratorni
prostredi, a to bez nutnosti vySkoleného personalu. Jednou z klicovych vlastnosti tohoto
zafizeni je vyuziti kolorimetrické detekce, kterd eliminuje potfebu sloZitych optickych
systémU, které jsou nedilnou soucdsti pfistrojii pro RT-LAMP analyzu s fluorescencni
variantou detekce. Diky tomu se vyrazné snizuji vyrobni naklady zafizeni, aniz by to mélo
negativni dopad na jeho funkénost nebo presnost.

Dosavadni stav technologie

Diagnostika patogent hraje klicovou roli v moderni medicing, veterinarni péci, zemédeélstvi i
ochrané Zivotniho prostiedi. Schopnost rychle a presné identifikovat mikroorganismy, které
zpUsobuji infekéni onemocnéni, je zasadni pro efektivni IéCbu, prevenci Sifeni nemoci a
spravné rozhodovani v krizovych situacich, jako jsou epidemie. Mezi zdkladni diagnostické
pristupy patfi tradicni kultivacni metody, které umoznuji izolaci a identifikaci Zivych
patogenl a testovani jejich citlivosti na l1éCiva. Tyto metody jsou vSak ¢asové narocné a casto
omezené pfi detekci patogen(, které rostou pomalu nebo obtizné. Vyznamnou roli hraji také
imunologické metody, jako je ELISA nebo rychlé imunochromatografické testy, které detekuji
specifické antigeny nebo protilatky. Vzhledem k nizsi citlivosti jsou tyto testy vhodné spise
pro screeningové testovani. Soucasné diagnostické protokoly proto stale ¢astéji spoléhaji na
molekuldrni metody, jako je tradi¢ni PCR analyza, sekvenovani DNA nebo izotermalni
techniky, jako je LAMP. Tyto technologie dokazou s vysokou citlivosti detekovat geneticky
material patogend i v minimdinim mnoZstvi vzorku, coZz umoznuje rychlou diagnézu napfiklad
u virovych infekci. Mezi témito metodami si stale vétsi pozornost ziskava technologie LAMP,
kterd prindsi zasadni vyhody v rychlosti, jednoduchosti a dostupnosti oproti PCR. Metoda
LAMP vyuziva amplifikaci nukleovych kyselin za konstantni teploty, coZ eliminuje potfebu
nakladnych termocyklér( jako je tomu u PCR a umozZnuje snadnéjsi a rychlejsi analyzu. Diky
své vysoké citlivosti dokdze detekovat velmi malé mnozstvi genetického materialu patogenu
v ranych fazich infekce do 30 minut. Klicovym aspektem Uspésného vyuziti LAMP technologie
je vsak zplsob detekce amplifikovanych produktl, coz uréuje nejen citlivost a specificitu
diagnostického procesu, ale také jeho prakticnost a moZnosti nasazeni v terénu.
Nejrozsitenéjsi variantou je fluorescenéni detekce pomoci fluorescenéné znacenych barviv
nebo specificky navrzenych sond jako je tomu u PCR. Tento typ detekce disponuje svou
citlivosti a moznosti kvantifikace amplifikace. Nicméné pro zaznam fluorescencniho signalu je
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potifeba specializovaného pfistroje jako je termocyklér, spektrofotometr nebo reader
fluorescence, coz ¢ini tento typ detekce vhodnym pouze vlaboratornim prostredi. Dalsi
moznosti detekce je méreni zakalu v redlném case vznikajiciho v prabéhu LAMP amplifikace
pomoci turbidimetrie. Vyhodou metody je sledovani amplifikace bez nutnosti barviv, ktera
mohou byt toxickd. Aby bylo méreni presné, metoda opét vyzaduje komplexni pfistrojové
vybaveni, coZ omezuje jeji pouZiti v terénu. Tento typ detekce neni pfilis oblibeny z hlediska
nizsi citlivosti oproti fluorescencni metodé, a z tohoto divodu se vyuziva nejméné. Velmi
citlivou metodou je elektrochemicka detekce, kterd umoznuje sledovani zmén elektrickych
vlastnosti (napf. impedance, vodivost) v priibéhu amplifikace, nicméné stejné jako predchozi
metody vyZaduje vysSi technickou naro¢nost a poutZiti specializovanych senzor(.
V poslednich letech se stava velmi oblibenou vizudlni detekce, kterd je jednou
z nejjednodussich a nejdostupnéjsich moznosti, pti niz dochazi k vyhodnoceni amplifikaci na
zakladé zmény pH nebo barvy reakéni smési pouhym okem. Tento typ detekce se nejcastéji
pouziva pro hodnoceni reakce po jejim prabéhu a ¢asto mize dojit k subjektivni interpretaci
barev pozorovatele. Vzhledem k jednoduchosti metody, ktera nevyzaduje specializované
vybaveni, a komerénimu potencidlu LAMP technologie se na trhu zacinaji objevovat
komercné dostupné systémy umoznujici sledovat zménu barvy béhem LAMP amplifikace.
Mezi tyto systémy patfi naptiklad platforma PEBBLE od spole¢nosti Metabiom nebo ID NOW
od spolecnosti Abbott. VSechny aktualné dostupné systémy jsou vSak zaméreny na jedinou
aplikaci a umoznuji detekci pouze jednoho patogenu. Navic jejich porizovaci cena z(stava
relativné vysoka, coz vyrazné omezuje jejich konkurenceschopnost. Predlozené zatizeni
umoznuje sledovani prabéhu kolorimetrické reakce vredlném case aZz u osmi vzork(
zaroven. Systém je zaloZen na osvétleni vzorku tfemi elektroluminiscenénimi diodami (LED)
s riznymi vinovymi délkami pro kazdy kanal a fotodiodovym detektorem, ktery snimd a
zaznamendva signal. Systém disponuje svou velikosti, velmi prfehlednym softwarem a
moznosti univerzdlniho pouzZiti. Vzhledem kjednoduchosti systému bez potieby
specializovaného vybaveni zafizeni jevi jako slibny nastroj pro terénni diagnostiku a
diagnostiku v rozvojovych zemich s omezenou infrastrukturou.

Popis zarizeni

Zafizeni se sklada z nékolika funkénich jednotek, které zajistuji kompaktnost celého systému
a umozniuji provedeni kolorimetrické LAMP reakce. Trojrozmérny model zafizeni, vCetné
pohledu na jeho vnitfni usporadani, je uveden na obrdzku 1, zatimco elektrické schéma je
zobrazeno na obrazku 2.

Zatizeni lze napdjet bud prostrednictvim USB kabelu pfipojeného k PC nebo pomoci
externiho adaptéru na 9 VDC, diky ¢emuz neni nutné pripojeni ke stadlému zdroji elektrického
napéti.

Predni stranu systému tvofi ovladaci panel obsahujici 2 tlacitka a LCD displej. Tlacitka slouzi
k zapnuti/vypnuti zafizeni nebo vkombinaci sdisplejem knavigaci mezi jednotlivymi
programy, nastavovani parametrQ, sledovani pribéhu reakce ¢i Upravé podminek. Pro
dobrou prehlednost, plynulejsi pohyb, vyssi rozliSeni a presnéjsi barvy byl vybran LCD disple;j
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o rozmérech 320x160 mm vyuZivajici technologii TFT (thin film transistor) (obrazek 3).
Za ucelem externiho ovladani je k dispozici software kompatibilni s pocitac¢i a mobilnimi
zafizenimi.

Systém je navrZen tak, aby umozZriioval provadéni vice testll soucasné, véetné negativnich
a pozitivnich kontrol. Obsahuje osm samostatnych jamek, do kterych lze vloZit bud’ jednotlivé
PCR zkumavky o objemu 0,1 ml nebo 0,2 ml, nebo PCR stripy se stejnymi objemy. Kazda
jamka je oddélena, coz minimalizuje riziko kontaminace vzorku. Kazda jamka navic obsahuje
vlastni sadu tfi elektroluminiscenénich diod s rlznymi vinovymi délkami a opticka vlakna,
ktera vedou signal k fotodiodovému detektoru (obrazek 4, 5). Tyto LED diody, umisténé v
horni ¢asti jamek, osvétluji obsah zkumavek s reakéni smési. Z tohoto diivodu je nutné, aby
soucasti reakéniho kitu byly zkumavky s plné transparentnim vickem.

Na zdkladé optimalizace byla zvolena kombinace bilé, zelené a modré LED diody, kterd
umoziuje nejcitlivéjsi detekci barevnych zmén. Optickd vlakna jsou umisténa ve spodni ¢asti
jamek, coZz umoznuje praci s velmi malymi objemy reakéni smési.

LAMP amplifikace probiha pfi konstantni teploté; v ramci testd byla na zakladé navrZzenych
primer( stanovena teplota 65 °C. Regulaci a reakci na rychlou zménu teploty zajistuje
platinovy teplotni rezistor PT100 s pozitivnim tepelnym koeficientem umistény
ve vodéodolném pouzdie z nerezové oceli, ktery umoZniuje presné méreni teplot az do
350 °C (obrazek 6).

A

Obrazek 1: 3D model zafizeni pro kolorimetrickou LAMP. (A) pohled zafizeni z pfedni strany,
(B) pohled zafizeni ze zadni strany, (C) vnitini konstrukce zafizeni z pfedni strany, (D) vnitini
konstrukce zatizeni ze zadni strany.
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Obrazek 2: Blokové schéma systému pro kolorimetrickou LAMP metodu zahrnujici zakladni
funkéni jednotky.
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Obrazek 3: Elektrické schéma systému: detail LCD displeje véetné tlacitek.
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Obrazek 4: Elektrické schéma systému: detail fizeni LED.
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Obrazek 5: Elektrické schéma systému: snimani signall z fotodiod (TIA).
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Obrazek 6: Elektrické schéma systému: detail zapojeni PTC teplotnich snimaca.
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Obrazek 7: Elektrické schéma systému: tvorba symetrického napajeni +/- 10V (PWR).

Popis softwaru

Soucdsti navrieného zafizeni je vyvinut software, ktery umoziuje ovladani zafizeni,
sledovani pribéhu amplifikacni reakce a zdznam vysledk(. Software zahrnuje pét zakladnich
oken, z nichz kazdé ma specifickou funkci:

1. Uvitaci okno

Okno poskytuje zakladni informace o softwaru, véetné Cisla jeho aktudini verze, které mize
byt v pfipadé doplnéni specialnich pozadavk( zménéno (obrazek 8 A).

2. Manual control

Okno umoznuje manualni ovladani klicovych funkci systému, jako je regulace a kontrola
nastavené teploty reakce, nastaveni snimanych pozic a regulace jasu LED diod (obrazek 8 B).

3. Protocol control

Vtomto okné lze definovat podminky reakce pro jednotlivé faze amplifikace a vytvaret
protokoly. Tyto protokoly je mozné ulozZit a nadsledné opakované pouzivat (obrazek 8 C).

4. Data

Okno slouZi ke kalibraci pozic, nastaveni pozadi reakce a sledovani hodnot zaznamenanych
detektorem béhem reakce pro jednotlivé pozice (obrazek 8 D).
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5. Data chart

Toto okno umoznuje sledovat RT-LAMP amplifikaci v realném case prostrednictvim kfivky,
vytvorené na zakladé hodnot zaznamenanych detektorem. Amplifikacni kfivky mohou byt
zkopirovany nebo ulozeny, pfipadné mohou byt uloZzena pouze raw data a kfivka mize byt
vytvofena pomoci externiho ndastroje (obrazek 8 E).

Obrazek 8: Software zafizeni pro kolorimetrickou LAMP reakci.
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3. VYSLEDKY

Optimalizacni vysledky

1. Analyza senzitivity RT-LAMP: fluorescencni vs. kolorimetricka detekce

Cilem tohoto experimentu bylo porovnat senzitivitu RT-LAMP amplifikace pfi fluorescencni a
kolorimetrické detekci. Pro experiment byla pouZita uméle syntetizovana RNA. Fluorescenéni
detekce byla provedena za pouziti komeréné dostupného kitu WarmStart LAMP Kit (DNA &
RNA) od spolec¢nosti New England Biolabs. Pro kolorimetrickou detekci byl pouzit WarmStart
Colorimetric LAMP 2X Master Mix (DNA & RNA) od stejného vyrobce. V pfipadé, ze by
fluorescencni detekce vykazovala vyssi senzitivitu, bylo by nutné zafizeni uzpuisobit pro tento
typ detekce. Limit detekce (2,25 x 102 kopii/reakce) byl pro obé metody shodny.

FluorescencniRT - LAMP Kolorimetricka RT - LAMP

6 7 i

Copies/rxn
o ) _— L | z ] 4 5 L] T

2.25x10% — [ .
28.2
31.7 2.25x10*
39.2 ,
€1.5 2.25x10
No CT 2.25x107
No CT

1

No CT 2.25x10°

2.25x10°

NTC

uombuuu?

R T

S .-

Obrazek 9: Porovnani RT-LAMP reakce s fluorescencni a kolorimetrickou detekci.
2. Testovani zafizeni pomoci kalibracnich barev

V prvni fazi testovani byly provedeny experimenty s rliznymi kalibraénimi barvami, které byly
detekénim systémem snimany, zaznamendny a ndasledné vyhodnoceny. Systém prokazal
schopnost rozlisit jednotlivé barvy s vysokou pfesnosti a citlivosti. Tato vlastnost predstavuje
vyznamnou vyhodu pro budouci aplikace, zejména v mozZnosti provadét RT-LAMP reakce s
vyuzitim rdznych barviv.

3. Testovani rtiznych typa reakénich zkumavek

V tomto testu byly pouzity rdzné plastové zkumavky s cilem vybrat nejvhodné;jsi material pro
vyhodnoceni cLAMP reakce pomoci vyvinutého zafizeni. Testovani zahrnovalo dva typy PCR
zkumavek, které byly deklarovany jako opticky Ciré: zkumavky s plochym vickem a zkumavky
s vydutym vickem. Ddle byl testovan jeden typ PCR strip( urcenych pro RT-PCR reakce.
Vysledky ukazaly, Ze nejvice kompatibilni variantou jsou PCR stripy s ultra transparentnimi
vicky. Tyto stripy poskytovaly konzistentni rychlost vyzarovani svétla a stabilni data ve
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srovndni s testovanymi zkumavkami (obrdzek 10 C). Naopak, zkumavky s vydutym vickem

(obrazek 10 A) a zkumavky s plochym vi¢ckem (obrazek 10 B) se ukazaly jako nevhodné pro
kolorimetrickou RT-LAMP reakci v kombinaci s vyvinutym systémem.

Obrdzek 10: Testovani RT-LAMP reakce s raznymi typy reakénich zkumavek.
4. Testovani rtizné velikosti PCR stript

Na zakladé predchoziho testovani byly jako nejvhodnéjsi varianta pro RT-LAMP reakce
vybrany PCR stripy od spolecnosti ELISABETH PHARMACON, spol. s r.o. V dalsi fazi
experimentl bylo provedeno testovani téchto PCR stripl s rlznymi objemy. Standardné se
pro RT-PCR reakce pouzivaji mikrozkumavky o objemu 0,2 ml. Cilem vyvinutého zafizeni je
zvladnout detekovat amplikony v pribéhu reakce z velmi malého objemu reakéni smési za
ucelem snizeni nakladd na reakcéni smés. Tim se otevird i moZnost vyuZiti mikrozkumavek s
mensim objemem. V ramci testovani byly porovnavany PCR stripy s objemem 0,2 ml a 0,1
ml, pti€emzZ hlavnim cilem bylo zjistit, zda mensi plocha vicka, vétsi vzdalenost zkumavek od
LED systému a zména uUhlu ovlivni prlibéh a vyhodnoceni kolorimetrické reakce. Ziskané
vysledky ukazaly, Ze nebyly pozorovany zadné rozdily v pradbéhu a vyhodnoceni RT-LAMP
reakce, ktera byla provedena ve stripech s objemem 0,1 ml (obrazek 11 A) a 0,2 ml (obrazek
11 B). Na zakladé téchto vysledkl Ize uvazovat o prizplsobeni objemu reakéni zkumavky v
zavislosti na pozadovaném objemu reakéniho mixu, coZ pfispiva k vétsi flexibilité a Uspore
nakladd.

Obrdzek 11: Testovani RT-LAMP reakce s rdznymi velikostmi PCR stripu.
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Testovani funkéniho vzorku

1. Testovani zatizeni s redlnymi vzorky

Posledni fazi vyvoje bylo ovéreni funkéniho vzorku zatizeni pomoci realnych vzork( DNA,
které probihalo az do konce roku 2024. V ramci této faze bylo provedeno vice nez 500 testl s
identickym protokolem. Tyto testy byly simultanné realizovany na prototypu zafizeni i na
komercénim systému, coZz umoznilo pfimé srovnani vysledkd. Pro testovani byl pouzit LAMP
master mix od spolecnosti Biovendor — Laboratorni medicina a.s., konkrétné cLAMP Lyo-
Master Mix s lyofilizovanymi komponenty. Jako templat byla vyuZita plazmidovéd DNA o
specifické koncentraci, kterd byla rovnéz doddna firmou Biovendor — Laboratorni medicina
a.s. Tato DNA slouzZi jako standard pro interni testovani. Na obrazku 12 je znazornén rozdil v
amplifikaci mezi vzorkem obsahujicim templatovou DNA a vzorkem bez prfitomnosti cilové
DNA.

Pozitivni vzorek Negativni vzorek

Obrazek 12: Testovani zafizeni s redalnymi vzorky.
2. RT-LAMP reakce s riznou koncentraci templatové DNA

Zatizeni by mélo byt dostatecné citlivé, aby dokazalo rozliit rizné koncentrace templatové
DNA v reakci. To by umozZnilo nejen provadét kvalitativni analyzu, tedy rozhodnuti, zda je
vzorek infikovan ¢i nikoliv, ale také kvantitativni analyzu, kterd ur¢i mnozstvi DNA ve vzorku.
Na obrdazku 13 je znazornéna amplifikacni kfivka pro tfi rizné koncentrace templdtové DNA.
Vysledky ukazuji, Ze zafizeni vykazuje vysokou citlivost. Diky tomu je moZné nejen detekovat
prfitomnost patogenu, ale také presné stanovit mnozZstvi jeho DNA, které se ve vzorku
nachazi.
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Obrdzek 13: Testovani citlivosti zafizeni s rlznymi koncentracemi templatové DNA.
3. Moiznosti interpretace vysledki

Kolorimetrickd LAMP amplifikace se ¢asto vyhodnocuje az po ukonceni reakce, kdy vizualni
zména barvy indikuje vysledek. V poslednich letech se vSak na trhu objevily miniaturizované
komercni systémy, které umozniuji sledovat zménu barvy v redlném case na zdakladé
amplifikacni krivky. Tento zpUsob interpretace vysledkl je pro védecké pracovniky nebo
zaSkoleny personal zcela prehledny a jasny. Pro bézného uZivatele viak mlze byt tento typ
interpretace méné intuitivni. Proto jsme kladli dlraz na co nejjednodussi a uZivatelsky
privétivou prezentaci vysledk(l. Reakci lIze sledovat nékolika zplUsoby v redlném case i po
skonceni reakce. Prvni moznosti je vytvoreni amplifikacni kfivky z hodnot zaznamenanych
detektorem, ktera znazornuje pribéh amplifikace (obrazek 14 A) nebo grafické znazornéni
barevné zmény od zadatku do konce analyzy (obrazek 14 B). Tyto pristupy zajistuji, Ze
vysledky jsou snadno srozumitelné nejen pro odborniky, ale i pro uzivatele bez odborného
zaskoleni.
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Zacatek Konec

Obrazek 14: Moznosti interpretace vysledka.

Vyuzitelnost zarizeni

Popisované zafizeni nachazi vyuziti pro POC testovani v humanni i veterinarni mediciné. Jeho
hlavnim cilem je zajistit presnou, rychlou a dostupnou identifikaci mikroorganismu
zpUsobuijicich infekéni onemocnéni. Tato schopnost je klicovéd pro efektivni 1éCbu, prevenci
Sifeni nemoci a spravné rozhodovani v krizovych situacich, napfiklad béhem epidemii.
Zarizeni se vyznacuje kompaktnimi rozméry, intuitivnim a uzivatelsky privétivym softwarem,
a Sirokymi moZnostmi univerzalniho poutziti. Diky své jednoduchosti a absenci nutnosti
specializovaného vybaveni se jevi jako slibny nastroj pro diagnostiku v terénnich podminkach
nebo v rozvojovych zemich s omezenou infrastrukturou. Kromé medicinskych aplikaci mGze
zarizeni nalézt uplatnéni i v dalSich oblastech, napfiklad v zemédélstvi nebo pfi Feseni
ekologickych otazek, jako je hodnoceni environmentalniho znecisténi.
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4. FOTODOKUMENTACE

Obrazek 15: Prototyp POCT zatizeni z pfedniho a zadniho pohledu.

— SR

Obrazek 16: Prototyp POCT zafizeni, pohled z boc¢ni strany.
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Obrazek 17: Pohled na osm jamek prototypu pro analyzu osmi vzorkd soucasné.
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