Metodika a cile porovnani antigennich testu
na SARS-CoV-2

Hlavni cil: Porovnani citlivosti antigennich testd (limit detekce)

Zddvodnéni: Tzv. antigenni testy SARS-CoV-2 jsou testy zaloZené v naprosté vétsiné na imunologické
metodé , lateral flow assay”, ktera umoznuje rychlou detekci (cca 15 min) proteinového antigenu viru.
Standardnim postupem uvedeni na trh je klinické porovnani s referenéni metodou (zde vétSinou RT-
gPCR) a stanoveni senzitivity a specifity testu. Tyto parametry jsou vidy zavislé na vlastnostech
studované populace (pt.: pokud bude mit populace vyssi virovou naloz, tj. vice viru a jeho antigenu, je
inherentné dosazeno vyssi senzitivity testu). Pokud antigenni testy nebyly studovany na stejné
populaci, je obtiZzné porovnat vzajemné jejich citlivost.

Dilci cil 1: Vytvoreni standardu pro porovnani testl mezi sebou

Zduvodnéni: Pro zjisténi citlivosti testl Ize vytvofit referenéni definovany standard, ke kterému budou
porovnany jednotlivé citlivosti testl. Pro tento standard je vhodné, aby byl definovany = tj. aby bylo
mozné snadno pfipravit novy, ktery bude identicky s pfedchozim a byl neinfekéni, coz by umoznilo
snadné porovnani bez nutnosti prace v laboratofi s Grovni zabezpeceni BS2+/BSL3.

Reseni: Dle dostupnych dat od vyrobc a naseho Setfeni testy v naprosté vétsiné pripad( detekuji
antigen v podobé nukleoproteinu viru SARS-CoV-2 (coz je logické vzhledem k nejvétsi produkci tohoto
proteinu infikovanymi burnikami). Vzhledem k tomu je mozné uzit jako referencni standard roztok
rekombinantniho nukleoproteinu (dale N-SARS-CoV-2). Oproti vyuZiti celého viru jako standardu je
byly pouZity alikvoty nukleoproteinu od firmy Sino Biological. Pro vylouceni jinych antigenl byly
testovany i jiné antigenni struktury (napf. tzv. spike protein).

Dilci cil 2: Porovnani testd mezi sebou

Metodika: Aby se zajistilo, Ze testovani bude co nejvice odpovidat redlnému postupu zpracovani
vzork(, byl vidy pouZit pro stanoveni pfipadné pozitivitu testu postup stanoveny vyrobcem. Jedinou
vyjimkou v postupu bylo nahrazeni biologického vzorku (nasofyaryngealni vytér/nosni vytér/ sliny)
nanesenim malého objemu referencniho standardu nukleoproteinu (objem 0,5-10 pl), a to bud na
vytérovy tampon (Lepu), nebo pfimo do roztoku extrakéniho pufru (vétSina ostatnich testl). V pfipadé,
Ze test pracoval se vzorkem slin, byl dany vzorek nahrazen stejnym objemem pufru TBS 1x (pH 7.4)
s pfidavkem definovaného mnoiZstvi nukleoproteinu. Pro stanoveni limitu detekce (LOD, limit of
detection) byly zkouseny postupné roztoky vidy s polovicnim mnoZstvim nukleoproteinu do dosazeni
detekce. Pro redukci subjektivni chyby pfi odecteni testu, které probiha vizualni kontrolou, byl dany
test vzidy v Case odecteni digitalizovan pomoci stolniho skeneru s fixnim nastavenim bez aktivni Gpravy
obrazu. Tento digitalizovany snimek byl podroben analyze obrazu (software Fiji, modul Gel analysis).
Pro sniZeni efektu variability jednotlivych testl a eliminaci pfipadného ovlivnéni analyzy testd selhanim



jednotlivych kusd testd, je celd studie provadéna v multiplikatech, kdy minimalni pocet testl pro
vyhodnoceni v hrani¢nich koncentracich (tj. v oblasti LOD) je tti Ci v pfipadé rozpornych vysledkl Ctyfi.
oznaceno jako ,pristrojova LOD”. Pokud nebyl prokazatelné dosazen limit detekce, je dané mnozstvi
antigenu oznaceno symbolem , <.

Pro analyzu béZznym pozorovatelem byly predlozené snimky odeslany k zaslepenému vyhodnoceni
(pozitivni/negativni skupiné 8 nezavislych pozorovatel(). Pro zajisténi dostatec¢né robustnosti
vyhodnoceni jsou u kazdého testu uvedeny tfi tzv. vizualni limity detekce (,vizualni LOD"). Tyto
hodnoty odpovidaji takové nejmensi koncentraci nukleoproteinu, kterd spliuje podminku
pristrojového LOD (tz. jedna se prokazatelné o pozitivni test) a soucasné vykazuje minimalné danou
prdmeérnou procentualni pozitivitu u odecteni pozorovateli (tj. 100 %, 80 % a 60 %).

Shrnuti:

1. UzZiti standardu nukleoproteinu umoznuje objektivné porovnat citlivost (limit detekce) jednotlivych
testl zaloZenych na detekci nukleoproteinu SARS-CoV-2 (vétsina dostupnych testa).

Pozn. U testl vyuZivajicich vice cilti (ze zkoumanych testi pouze Humasis) mizZe dojit k podhodnoceni
citlivosti.

2. Strojové odecteni umozZniuje objektivizovat stanoveni limitu detekce. Vizudlni odecteni ukazalo
realnou situaci pfi odecitani a umozZnilo analyzovat rozdil mezi jednotlivymi pozorovateli-hodnaotiteli.
Zjisténé rozdily ukazuiji, Ze testy se lisi nejen v limitu detekce, ale i jednoznacnosti pozitivniho prouzku.
Lepsi bude test, ktery ukazuje pozitivitu velmi silné do co nejnizsich koncentraci nukleoproteinu.
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