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Inventia se refera la o metoda de identificare si de eva-
luare cantitativd a concentratiei si capacitatii de
infectare a micro-organismelor patogene, cu transmi-
tere aerogena. Metoda, conform inventiei, consta in
colectarea micro-organismelor patogene cu un dispo-
zitiv de tip plasture fixat pe fata internd a unei masti
faciale, in regiunea in care fluxul de aer expirat este
maxim, incluzand un hidrogel si particule magnetice
functionalizate care leaga specific micro-organismele

finta eliberate catre masca, Tn conditjiile utilizarii mastii
timp de cel putin 1 h, dupa care se analizeaza masca
faciald impreuna cu dispozitivul intr-o unitate mobila de
analize optice si/sau electrice, prin comparatie cu
modele modele teoretice sau referinte.
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Metod: de colectare, identificare si de evaluare cantitativa a concentratiei i capacitatii de
infectare a micro-organismelor patogene cu transmitere aerogena
DESCRIERE

Inventia se referd la o metoda de colectare, identificare si de evaluare cantitativa a
concentratiei si capacitatii de infectare a micro-organismelor patogene, cu transmitere aerogend
care are la baza colectarea acestora intr-un dispozitiv care poate fi fixat pe o masca faciala, fara
afectarea utilizatorului. Dupa utilizarea mastii faciale, dispozitivul este analizat intr-o unitate
mobila (inclusiv un telefon inteligent), prin metode electrice, optice sau electro-optice.

Metoda are aplicatii practice in diagnosticarea atat a micro-organismelor celulare (bacterii
sau fungi), cat si a virusurilor. In scopul controlului/limitarii pandemiei COVID-19 o metoda
rapida, simpla, si ieftind de testare in masa a populatiei este extrem de urgenta.

in prezent, testarea populatiei, de referinta pentru diagnosticul specific de COVID-19,
respectiv al virusului SARS-CoV-2, se realizeaza prin colectarea cu tampoane speciale a probelor
nazale si utilizarea metodelor moleculare, de exemplu Real Time PCR (RT-PCR), care detecteaza
virusul prin tehnici de amplificare a materialului genetic viral in laboratoare specializate. Aceastd
metoda implicd echipe si produse specifice de prelevare/colectare, proceduri care afecteazi
indivizii testati si presupun accesul atat la sisteme PCR si reactivi al céror pret este ridicat, precum
si la personal calificat, nefiind compatibila cu utilizarea in unititi mobile, autoprelevarea sau auto-
testarea. Totodatd, identificarea SARS-CoV-2 prin metode genetice nu oferd si informatii cu
privire la infectivitatea virusurilor. Astfel, este posibil ca rezultatul testului PCR si fie pozitiv desi
virusul a fost inactivat, respectiv a pierdut capacitatea de a infecta.

in aplicatia de brevet US 63000977/2020- se descrie o metoda de detectie a virusurilor
bazatd pe utilizarea de polimeri imprentati molecular (MIP) asociatd utilizérii unei masti faciale
cu indicarea prezentei, capturii virusului {intd, printr-o reactie de culoare.

Dezavantajul principal al metodei si sistemelor descrise constd in faptul ca nu permit
evaluarea infectivitdtii virusurilor si necesitd laboratoare specializate pentru testare, respectiv
pentru detectia semnalului specific micro-organismelor.

Problema tehnica pe care o rezolva inventia este aceea cd utilizeaza un dispozitiv de tip
plasture care poate fi fixat pe o masca faciala, in regiunea in care fluxul de aer expirat este maxim,
ca sd elimine etapele secventiale de colectare si analiza a probelor de la persoanele testate conform
protocoalelor de evaluare si testare epidemiologica. Alternativ, dispozitivul poate fi montat in
circuitul de conditionare sau/si filtrare a aerului dintr-o incapere. Dispozitivul de tip plasture
include in configuratii predefinite un hidrogel si particule raportoare naturale si/sau sintetice care
leagd specific micro-organisme tinta eliberate citre masca in conditiile utilizarii normale a mastii
timp de cel putin o ord, proces care conduce la colectarea micro-organismelor prezente si la
generarea unui raspuns specific evaluat fird implicarea unui personal sau laborator dedicate, prin
metode electrice, optice sau electro-optice, intr-o unitate mobila. Particule raportoare naturale sunt
celule vii (care prezintd la nivelul membranei celulare receptori specifici si permit infectarea,
inclusiv multiplicarea intracelulard a micro-organismelor tintd) iar cele sintetice sunt particule
(inclusiv magnetice) functionalizate cu receptori sau/si compusi afini, de exemplu anticorpi care
leaga specific micro-organismul tintd prezent in plasture. In urma colectirii micro-organismelor
particulele raportoare suferd modificari (ex. formarea de agregate) ale céror caracteristici sunt
functie de concentratia si infectivitatea micro-organismelor respective si permit evaluarea
cantitativa in unitati mobile, sau prin utilizarea telefoanelor inteligente.
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Analiza in unitati mobile a dispozitivelor fixate pe mégsti faciale, utilizate pentru captarea
si colectarea micro-organismelor {intd ofera posibilitatea realizirii unui numir mare de teste in
timp scurt i la pret redus, cu identificarea celor cu capacitate de transmitere a infectiei i totodata,
colectarea in sigurantd a magtilor utilizate contribuind la o mai buna gestionare a impactului
ecologic si economic aferent utilizarii pe scald largé a acestora.

Se prezintd in continuare doud posibile exemple de aplicare a acestei metode (care nu
limiteaza domeniul ei de aplicare) si in legétura cu fig.1-2 care reprezinta:

Figura 1 - Schema de detectie si de determinare a concentratiei i capacitatii de infectare
a unor micro-organisme patogene utilizand particulele magnetice functionalizate, incorporate intr-
un hidrogel imobilizat in plasture. Integritatea micro-organismelor, respectiv capacitatea de
infectare a acestora este evaluatd cantitativ prin analize optice (de exemplu intensitate,
reflectivitate, sau/ si fazd) sau/si electrice (de impedantd, modul sau/si fazd) a agregatelor formate
prin legaturi specifice cu particule magnetice funcfionalizate, fatd de modele teoretice sau
referinte, de exemplu prin comparare cu agregate de micro-organisme active, respectiv inactivate
prin expunerea la un stimul fizic sau chimic.

Schema de detectie si de determinare a concentrafiei §i capacitatii de infectare a
microorganismelor patogene utilizand particulele magnetice functionalizate cuprinde urmitoarele
ctape:

i) Se functionalizeaza particulele magnetice cu compusi specifici micro-organismului tinta.

ii) Se imobilizeaza omogen particulele magnetice intr-un hidrogel, cu porozitate adecvata
patrunderii micro-organismelor {intd; concentratia de particule magnetice trebuie si fie suficient
de mare pentru ca micro-organismele {intd sa difuzeze eficient in spatiul dintre ele si sa se lege de
particulele magnetice.

iii) Se introduce hidrogelul cu particulele magnetice intr-un dispozitiv de tip plasture si se
izoleaza prin aplicarea unei folii de izolare.

iv) Se fixeaza dispozitivul pe fata internd a mastii faciale (de exemplu cu o banda dublu
adezivd), in regiunea in care fluxul de aer expirat este maxim.

v) Inainte de utilizarea mastii faciale se indeparteazi folia de izolare.

vi) Se capteaza si se colecteaza in dispozitiv, prin legare specifica de particulele magnetice
functionalizate, micro-organismele {inta prezente in aerul expirat catre masca.

vii) Se introduce masca faciald impreuna cu dispozitivul intr-o unitate mobila de analiza.

viii) in unitatea mobild de analizi se actioneazi automat asupra agregatelor in scopul
separdrii acestora de particulele magnetice nelegate (de exemplu prin aplicarea unui camp
magnetic) §i pentru analiza prin masurarea unui semnal optic sau/si electric.

viii) Se determina concentratia de micro-organisme prin raportarea la o curba de calibrare.

ix) Integritatea micro-organismelor, respectiv capacitatea de infectare a acestora este
evaluata cantitativ prin analize optice (de exemplu intensitate, reflectivitate, sau/ si fazd) sau/si
electrice (de exemplu, de impedantd, modul sau/si fazd) a agregatelor formate prin legaturi
specifice cu particule magnetice functionalizate, fatd de modele teoretice sau referinte, de exemplu
prin comparare cu agregate de micro-organisme active, respectiv inactivate prin expunerea la un
stimul fizic sau chimic (autoreferentiere).

Figura 2 - Schema de detectie si de determinare a concentratiei i capacitatii de infectare
a unor microorganisme patogene de tipul virusurilor, utilizand atat celule receptoare, imobilizate
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in plasture intre doua retele de electrozi, prin intermediul unui hidrogel adaptat pastrarii viabilitatii
celulare, precum si particule magnetice functionalizate. Celulele receptoare prezinta in membrana
receptori specifici virusului respectiv, de exemplu in cazul SARS-CoV-2, Calu 3, celule epiteliale
model care prezintd metalopeptidaza ACE Il (enzima de conversie a angiotensinei 2). Celulele
receptoare permit colectarea particulelor virale prezente in aerul respirat, si, in cazul virusurilor cu
capacitate de infectare, asigurd multiplicarea acestora cu afectarea totodata a celulelor implicate in
acest proces. Modificarea viabilitatii celulelor receptoare si cresterea concentratiei de virusuri sunt
consecintd a capacitatii de infectare a virusurilor prezente, si se evalueaza distinct in unitatea
mobild prin metode electrice, optice sau electro-optice cu relevarea modificérilor de integritate a
membranei celulare, respectiv aparitia unor pori si implicit cresterea conductivitatii electrice.
Determinarea concentratiei virusurilor din hidrogel (inclusiv a celor multiplicate la nivel celular)
se realizeaza si in acest exemplu de aplicare utilizdnd particulele magnetice functionalizate prin
formarea specificd de agregate conform schemei 1 de detectie.

Schema de detectie si de determinare a concentratiei §i capacititii de infectare a
microorganismelor patogene de tipul virusurilor, utilizand celule receptoare, imobilizate in
plasture intre doud retele de electrozi, prin intermediul unui hidrogel cuprinde urmatoarele etape:

i) Se functionalizeaza particulele magnetice cu compusi specifici micro-organismului tinta.

ii) Se cultiva celule receptor, specifice micro-organismului (virusului) tinta.

iii) Celule receptor se imobilizeazd omogen intre retele de electrozi dispuse intr-un hidrogel
adaptat pastrarii viabilitétii celulare, cu porozitate adecvata patrunderii micro-organismelor tinta,
in regiuni distincte: unele in care pot patrunde microorganismele, altele, distincte, care nu permit
accesul microorganismelor, cu rol de referinta, fara legatura (electricd sau fluidicd) cu celelalte
regiuni.

iv) Se introduce hidrogelul cu celulele receptor intr-un dispozitiv de tip plasture, se izoleaza
prin aplicarea unei folii etanse si se pastreazi in conditii adecvate mentinerii viabilitatii celulare.

v) Se fixeaza dispozitivul pe fata interna a mastii faciale (de exemplu cu o bandad dublu
adeziva), in regiunea in care fluxul de aer expirat este maxim.

vi) Inainte de utilizarea mastii faciale se indepirteaza folia de izolare.

vii) Exclusiv in regiunile permisive din dispozitiv, se capteazd si multiplici micro-
organismele tintd prin patrunderea acestora in celulele receptor.

viii) In unitatea mobila de analizi se determini capacitatea de infectare a virusurilor prin
evaluarea integritdtii celulelor receptor relevate de masuratori electrice de impedanta (fata de
referinte) sau electro-optice

ix) In unitatea mobila de analiza se colecteaza virusurile tinta prin legarea specifica a
acestora de particulele magnetice si formarea de agregate. Se aplicd un camp magnetic pentru
manipularea agregatelor, in scopul separarii de particulele magnetice nelegate si pentru analiza
dimensiunii agregatelor prin mésurarea unui semnal optic sau/si electric.

x) Se determind concentratia de virusuri prin raportarea la o curba de calibrare.

Valoarea concentratiei de micro-organisme se determind prin reportarea semnalului
madsurat optic (de exemplu intensitate, reflectivitate, sau/ si fazd) sau electric (de exemplu de
impedanta, modul sau/si fazd, curent, tensiune, frecventd sau marimi derivate din acestea) la
modele teoretice sau curbe de calibrare, realizate in prealabil si stocate in unitétile mobile.

/
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Revendiciri:

L.

10.
11.
12.
13.
14.

15.

16.

Metodi de identificare si de evaluare cantitativd a concentratiei §i capacititii de infectare a micro-
organismelor patogene, cu transmitere acrogend caracterizata prin aceea ci micro-organismele
tinta sunt captate si colectate intr-un dispozitiv. »

Metoda conform revendicarii 1 caracterizatad prin aceea ci dispozitivul este fixat pe o masca
faciali.

Metoda conform revendicarii 1 caracterizatd prin aceea ci dispozitivul contine celule receptor
care au exprimate in membrand receptori specifici micro-organismului tinta care permit legarea si
ulterior patrunderea i multiplicarea acestora in celula receptor.

Metoda conform revendicérii 3 caracterizati prin aceea ci celule receptor se imobilizeaza intre
retele de electrozi, in cel putin o regiune expusa, in care pot pitrunde microorganismele.

Metoda conform revendiciarii 3 caracterizati prin aceea ca celule receptor se imobilizeaza intre
retele de electrozi, in cel putin o regiune, cu rol de referinti, in care nu pot pitrunde
microorganismele.

Metodi conform revendicirii 4 caracterizatd prin aceea ci evaluarea capacititii de infectare a
micro-organismelor se realizeazi evaluand integritatea celulelor receptor prin masurdtori electrice,
optice sau electro-optice.

Metoda conform revendicarii 5 caracterizati prin aceea ci evaluarea capacititii de infectare a
micro-organismelor se realizeaza evaluand integritatea celulelor receptor prin masuratori electrice
sau, optice sau electro-optice ale regiunii expuse la micro-organisme, fata de o referinta.

Metoda conform revendicirii 1 caracterizatd prin aceea ci se utilizeazi particule functionalizate
cu receptori saw/si compusi afini care leaga specific micro-organismul {inta si formeazi agregate.
Metoda conform revendicrii 8 caracterizati prin aceea ci, proprietitile agregatelor formate prin
legaturi specifice intre microorganismele {intd si particulele respective sunt evaluate prin metode
electrice, optice sau electro-optice de intensitate, reflectivitate sau fazi.

Metoda conform revendicirii 9 caracterizata prin aceea ci, concentrajia micro-organismelor finta
se determina pe baza proprietitilor agregatelor.

Metodi conform revendicérii 9 caracterizatd prin aceea ci, capacitatea de infectare a micro-
organismelor patogene {inti se determina pe baza parametrilor electrici sau/si optici agregatelor.
Metoda conform revendicdrii 9 caracterizatd prin aceea ci, capacitatea de infectare a micro-
organismelor patogene t{intd se determind pe baza evaluarii parametrilor agregatelor cu aplicarea
unor stimuli pentru inactivare.

Metoda conform revendicirii 8 caracterizatd prin aceea ci se utilizeaza particule magnetice.
Metoda conform revendicarii 13 caracterizati prin aceea cii se aplicd un cAmp magnetic.
Metoda conform revendicdrii 14 caracterizati prin aceea cii, campul magnetic este utilizat
separarea agregatelor de particulele magnetice nelegate.

Metoda conform revendicarii 14 caracterizati prin aceea cd, cAmpul magnetic este utilizat pentru
manipularea agregatelor in vederea masurérii lor.



Desene

i) Se functionalizeazd particulele
maguetice cu compusi specifici micro-
organismului {mtd,

i) Se imobilizeaza omogen particulele
magnetice  intr-un  hidrogel,  cu
porozitate adecvatd patrunderii micro-
organismelor [intd; concentrajia de
particule magnetice trebuie s fie
suficient de mare penmfru ca spatiul
dintre ele 53 nu permitd frecerea micro-
organismelor {intd.

i) Se introduce  hidrogelul cu
particulele magnetice inir-un dispozitiv
de tip plasture si se izoleazd prin
aplicarea unei foli de izolare.

iv) Se fixeazd dispozitivul pe fata
internd & mastii faciale {(de exemplu cu
o banda dubly adeziva), in regiunea in
care fluxul de acr expirat este maxim.

v} Inainte de utilizarea mistii faciale se
indepiirteazi folia de izolare.

vi) Se capteazd si colecteazi
micro-organismele  tinth  in
dispozitiv, prin legare specificd
de particulele wragnetics
functionalizate

o x ?
g oA
Mictoorganism
Particuld magneticd
functionalizata pentru
legarea specitica cu
microroganismele {intd

2’43

Senzor optic
Sistem de aplicare a

vii) In unitatea mobild de analiza
se aplicaA un chmp magnetic
pentru manipularea agregatelor in
scopul  separdrii  acestora de
particulele magnetice nelegate si
pentru analizd prin  miAsurarea
unui semnal optic sau'si electric.

campului maguetic

specifice
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viii) Se determind concentrafia de
micro-organisme direct sau prin
raportarea la o curbi de calibrare

¢, <

ix) [ntegritatea micro-orgamismelor,
respectiv capacitatea lor de infectare
este evaluatd cantitativ prin analize
optice {(de exemplu intensitate,
reflectivitate, saw/gi  fazd) sawi
electrice (de impedanid, modul saw'si
faza) a agregatelor formate prin legaturi
o particule  magnetice
functionalizate, fatd de modele teoretice

sau referinfe  (de exemplu prin
comparare cu semmale model pentru
agregate de microorganisme active, sau
autoreferinte - respectiv agregatele de

microorganisme  inactivate  prin
expunerea la un stiminl fizic sau chimic
aplicat local).

Fig. 1 Schema metodei de detectie si de determinare a concentratiei si capacitatii de infectare a
microrogansimelor patogene unor microorganisme patogene utilizand particulele magnetice
functionalizate, incorporate intr-un hidrogel imobilizat in plasture.
Integritatea microorgansimelor, respectiv capacitatea de infectare a acestora este evaluatd
cantitativ prin analize electrice, optice sau electro-optice a agregatelor formate prin legaturi
specifice cu particule magnetice functionalizate, fata de modele teoretice sau referinte, de exemplu
prin comparare cu agregate de microorganisme active, respectiv inactivate prin expunerea la un

stimul fizic sau chimic



i) Se funcfionalizeazd  particulele
magnatice cu compugi specifici micro-
organismului fintd,

i) Se cultiva celule receptor, specifice
micro-orgamismului (virasului) tinta.

Etapele -4y specitice aralitolsi fintd,
extimioare dispozithvulul,

i) Celule receptor, se imobilizeazi
omogen Intre retele de electrozi dispuse
intr-un hidrogel. cu porozitate adecvatd
parunderii micro-organismelor {intd si
optim  pratru  pistrarca  viabilithtii
celulare, in regiuni  distincte, upele
permiisive, in  care pot  patrunde
microorganismele, altele restrictive. care
nu permit accesul microorganismelor, ¢u
rol de referintd, facd legdmud (electricd
sau fluidicd) cu celelalte regiuni.

iv) Se introduce hidrogelul cn celulele
receptor in dispozitivul de tip plasture, s¢
izoleaza prin aplicarea unei folii etanse si
s¢ pastreazd in  condifii  adecvaie
mentinerii viabilititii celulare.

v} Se fixeaza dispozitival pe fata internd
a magtii faciale (de exemply cu o banda
dublu adezivd). In regiunea in cave fluxul
de er expirat este maxin.

vi) Inainte de utilizarea mastii faciale se
indepdrteazd folia de izolare

|

vii} Exclusiv.  in  regiunile
permisive din  dispozitiv, se
capteazd i se multiplich micro-
organismele {intd cu capacitate de
infectare, la nivelnl celulelelor
Teceptor,

viii) In unitatea mobild de analiza se
determina capacitatea de infectare a
virusurilor prin evaluarea integritdtii
celulelor receptor, fatd de referinte,
din  dispozitiv, cu  misurdtor
electrice sau electro-optice.

.
B O

ix) In unitatea mobild de analiza se
determind incircdiura de virusuri
tintd din dispozitiv prin legarca
specificd a acestora de particulele
magnetice si formarea de agregate,
asistatd de procedun fizice supent
pentrn analizd {ex. se aplicd nn
camp magnetic  suport - pentu

Elecirozi ¢i zone distincle,
pentru maswiori  pe
celulet2 receptor expuse, §i

pesxpuse  {de  referintd)
actiundi microorgamismelor

Senzor oftic L7

unui senmal optic saw'si
electric).

Sistem de aplicare a
campului magnetic

b v

Electrozt Impredanii
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X} Se determind concentrafia de
virusurt  direct  saw’si  prin
raportarea la o curbd de calibrare

Sepsara

Cx <

Fig. 2 Schema metodei de detectie si de determinare a concentratiei si capacitatii de infectare a
microrogansimelor patogene a unor microorganisme patogene de tipul virusurilor, utilizind celule
receptoare, imobilizate in plasture intre doua retele de electrozi, prin intermediul unui hidrogel.
Celulele receptoare permit atat colectarea, cat si in cazul virusurilor cu capacitate de infectare,
multiplicarea acestora care conduce atat la cresterea concentratiei de virusuri, cat si la afectarea
celulelor implicate in acest proces. Modificarea viabilitatii celulelor receptoare este o consecintd a
capacitatii de infectare a virusurilor, se evalueaza distinct in unitatea mobila prin metode electrice,
optice sau electro-optice cu relevarea modificarile de integritate a membranei celulare, respectiv
aparitia unor pori si implicit cresterea conductivitdtii electrice. ldentificarea si determinare
concentrafiei virusurilor se realizeazd si Tn acest exemplu de aplicare utilizdnd particulele
magnetice functionalizate prin formarea specifica de agregate.
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