In vitro analyza antigennich lateral flow testu na virus SARS-CoV-2
(aktualizace 24. srona 2021)

U&elem Analyzy antigennich testl na SARS-CoV-2 je védecky prispévek k diskusi o metoddch pro uréeni parametrd
testl z hlediska racionalniho uréeni poradi, v jakém by mohly jit testy do klinickych srovnavacich validacnich studii,
nikoli jakékoliv praktické doporuceni Ci zavéry smérované vici jejich uzivatelim.

Vysledky namérenych hodnot je nutné interpretovat vyhradné ve vztahu k pouzité metodice a cilim pozorovani
antigennich testd.

Porovnani testu bylo provedeno v necertifikované laboratofi a pro nekomercni vyzkumné ucely.

Uvedeny pristup umoznuje jednoduché primé srovnani limitu detekce testll se standardem virového antigenu,
nenahrazuje vsak klinickou studii a nemusi vypovidat o citlivosti testu v klinické praxi.
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Metoda

Cil: Stanoveni detek¢nich limitd — odpovida priblizné senzitivité testu
(Citlivéjsi, senzitivnéjsi test je schopen detekovat mensi mnozstvi proteinového standardu a tim i mensi virovou naloz.)

Standardni pracovni postup pouziti testu:

Biologicky vzorek Promichani/extrakce Naneseni na

> y . Inkubace — Vizualni odecteni
(nasofaryngeaini/nosni vytér, sliny .. s extrakcnim pufrem lateral flow test

Pouzity pracovni analyticky postup:

Proteinovy standard Promichdani/extrakce Naneseni na

= . Inkubace — Digitalizace
(0.5-10 pl nukleoprotein/spike SARS-COV2) s extrakénim pufrem lateral flow test

Postup je identicky s doporuc¢enym postupem vyrobce, pouze
i icky i Cteni j Y , Vizualni odecteni

blo'logl-cl-<y vz,oreklje nahrazen sta-ndatc,zlem.a odectem’Je Pistrojova analyza |

objektivizovano vice pozorovateli a pristrojovou analyzou. 8 pozorovatel

» Porovnani




Poznamky

Dominantnim detekovanym antigenem je dle dokumentace
a vysledku nukleoprotein SARS-CoV-2 (vyjma testu Humasis a Realy).

Nukleoprotein SARS-CoV-2 neni dlouhodobé stabilni v roztoku — vzorek je nutné zpracovat co nejrychleji.
Za 1 hodinu dojde ke zhorseni detekéniho limitu cca 4krat.

Pro zajiSténi robustnosti analyzy a vylouceni ovlivnéni vysledku variabilitou a event. i selhdanim
jednotlivych testu, jsou testy v oblasti limitu detekce zkouseny opakované — nejméné v triplikatu (shodné
vysledky) event. kvadruplikatu (pro nesouhlasné vysledky)

,Pristrojovy limit detekce” je takové minimalni mnozstvi antigenu nukleoproteinu, kdy dochazi k
pozitivité testu min. v 75 % procentech pripadu (napf. 3 nebo 4 testy ze 4)

LVizualni limit detekce” je takové minimalni mnozstvi antigenu nukleoproteinu nad pristrojovym limitem
detekce, které je soucasné oznaceno za pozitivnhi danym procentualnim mnozstvim pozorovatel(



Porovnani testu dle citlivosti k nukleoproteinu SARS-CoV-2:
Vyterove testy |

Pristrojovy limit detekce Vizualni limit detekce [pg] pfi shodé pozorovatelti Poznamky
Test [pg] 100 % 80 % 60 % Mensi hodnota = lepSi vysledek.
Flowflex _ >0 31,25 31,25 # Test selhal v cca 50 % pfipadu.
Beier 31,25 250 125 125
NADAL 125 250 250 250 * Vysoka variabilita vysledkd testu.
Wantai 125 — 2l 250 * Citlivost testu mlze byt podhodnocena
Ecotest 125 500 125 125 vzhledem k soucasné detekci RBD
Ojabio 125 500 250 125 domeny.
Novacheck* 125 500 250 250
Lituo 125 500 250 250
Bioneovan 250 500 250 250
Sansure 125 500 500 250
Wondfo vytér 250 500 500 250
Diaquick® 500 500 500 500
Humasis* 500 500 500 500
Biosynex 500 1000 500 500
Singclean vytér 1000 1000 1000 1000




Porovnani testu dle citlivosti k nukleoproteinu SARS-CoV-2:
Vyterove testy |l

Pristrojovy limit detekce Vizualni limit detekce [pg] pfi shodé pozorovatelti Poznamky
Test [pg] 100 % 80 % 60 % Mensi hodnota = lepSi vysledek.
Lepu 250 2 000 >00 250 # Test selhal v cca 50 % pfipadd.
SD Biosensor 500 2 000 1000 500
Abbott 500 2 000 1 000 1 000 * Vlysokd variabilita vysledk( testu.
Jiangsu 125 > Lo L e Lo * Citlivost testu mlze byt podhodnocena
Sejoy 1000 5 000 5000 2 000 vzhledem k soucasné detekci RBD
VivaDiag® 2 000 5000 2 000 2 000 domeny.
TestSealabs 1 000 20 000 10 000 10 000
Safecare 5 000 50 000 20 000 20 000
Biouhan 50 neaplikovatelné
iChroma 250 neaplikovatelné




Porovnani testu dle citlivosti k nukleoproteinu SARS-CoV-2:
Jesty ze slin

Pristrojovy limit detekce Vizualni limit detekce [pg] pfFi shodé pozorovateld Poznamky
Test
[pgl 100 % 80 % 60 % Mensi hodnota = lepSi vysledek.
BIOZEK * Citlivost testu mGze byt podhodnocena
RapidFor vzhledem k soucasné detekci RBD
PCL domény.
Saligen 5 Vlysokd variabilita vysledk( testu.

Singclean sliny

Realy*
Ecotest sliny
V-chek? 1000 2 000 1 000 1 000
Zandcell 500 5000 1000 1000
Orawell 1000 5000 2 000 2 000
Wondfo sliny 500 5000 5000 2 000
Norman sliny 1 000 5000 5000 2 000




Zavery

* Citlivost testll ma radové rozdily (0,05-50 ng). Pozorovatel Fale3né neg. [%] FaleSné poz. [%]
1 16 1
* Rozdil v citlivosti mezi pristrojovou a vizualni detekci mlze 2 11 1
dosahovat jednoho radu. 3 41 0
4 23 0
* Vyrazné rozdily v citlivosti mezi rGznymi pozorovateli. 5 7 4
6 33 0
* Test s pouzitim proteinového standardu (nukleoprotein 7 36 0
SARS-CoV-2) mUze poukazat na senzitivitu testu, specifitu g 20 0

takto hodnotit nelze.

10 5 25/1 .5 .25.125.125 0

— Je vhodné volit testy s nizSim limitem detekce.

— Uzivatele je nutné proskolit, jak spravné vyhodnotit

vysledek.
* | méné vyrazné prouzky znamenaji pozitivitu!
* Jednoduche zaskoleni (napr. formou obrazkového  vizudlné pozitivni Pristrojové pozitivni Negativni
testu) mize vést ke Ctyrnasobnému zvyseni citlivosti
testu. Kalibracni rada pristrojové pozitivnich testu — oproti

vizuadlni detekci, kde je citlivost pri 100% shodé 2,5 ng.



Zavery

+ Radové rozdily mezi intenzitou signalu a limitem detekce
(fada i dobre citlivych testll ma za vystup tenké prouzky)

= diskrepance mezi manualnim a pfistrojovym odectenim

* U vétsiny testl vyrazna linearni zavislost po log-log transformaci

intenzita testovaciho prouzku
g intenzita kontrolniho prouzku

log (intensita [%])

x 100 %) ~log(mnozstvi nukleoproteinu)

= vyneseni do grafu
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Seznam analyzovanych testu

Nazev Vyrobce Pfesny ndzev testu

Flowflex ACON Biotech (Hangzhou) Co., Ltd. Flowflex SARS-CoV-2 Antigen rapid test

Beier Beier COVID-19 Antigen Rapid Test Kit

NADAL nal von minden GmbH NADAL® COVID-19 Ag Rapid Test

Ecotest Assure Tech (Hangzhou) Co., Ltd. COVID-19 Antigen Rapid Test Device

iChroma Boditech Med Inc. iChroma COVID-19 Ag

Lepu LEPU MEDICAL 2019-nCoV Antigen Rapid Test Kit (Colloidal Gold Immunography)
Diaquick DIALAB Ges.m.b.H, Wr.Neudorf/AT Insert DIAQUICK COVID-19 Ag Cassette

Humasis Humasis Co., Ltd. COVID-19 Ag Test

Biosynex Biosynex Swiss SA BIOSYNEX COVID-19 AG BSS

Abbott Abbott Rapid Diagnostics Jena GmbH Panbio™ COVID-19 RAPID TEST DEVICE (NASOPHARYNGEAL)

SD Biosensor
Singclean vytér

Testsealabs
Novacheck
Wonfo vytér
Safecare
VivaDiag

Lituo
Wantai

Bioneovan

SD Biosensor, Inc.
Singclean

HANGZHOU TESTSEA BIOTECHNOLOGY CO., LTD.
Novatech Tibbi Cihaz Urunleri San. ve Tic.
Wondfo

SAFECARE BIO-TECH

VivaChek Biotech (Hangzhou) Co., Ltd.

Zhuhai Lituo Biotechnology Co., Ltd.

Beijing WANTAI Biological Pharmacy Enterprise Co.,
Ltd.

Bioneovan Co., Ltd.

STANDARD Q COVID-19 Ag

Singclean GOOD TEST Testovaci sada Covid-19 SARS-CoV-2 ze vzork( z nosu,
nosohltanu a krku

TESTSEALABS Rapid Test kit

novacheck-Ag SARS CoV-2 Covid-19 Antigen Rapid Test
2019-nCoV Antigen Test (Lateral Flow Method)
COVID-19 Ag Rapid Test vytérova sada

SARS CoV-2 Ag Rychly test

COVID-19 Antigen Detection Kit (Colloidal Gold)

WANTAI SARS-CoV-2 Ag Rapid Test (Colloidal Gold)

COVID-19 Antigen Test Kit (Colloidal Gold)




Seznam analyzovanych testu

Nazev Vyrobce Pfesny nazev testu

Saligen Bakter Medical s.r.o. Saligen

Singclean sliny Singclean IVD COVID-19 ANTIGEN TEST KIT (Colloidal Gold) SARS-CoV-2 ze vzork slin
Zandcell Zandcell COVID-19 (SARS-CoV-2) Antigen Test Kit (Hypersensitive Colloidal Gold)
V-chek Guangzhou Decheng Biotechnology Co., LTD V-CHEK™ 2019-nCoV Ag Saliva rapid Test Card (Immunochromatography)
Wondfo sliny Wondfo 2019-nCoV Antigen Test (Lateral Flow Method)

Realy REALY TECH REALY Novel Coronavirus (SARS-Cov-2) Antigen Rapid Test Device(saliva)

Norman sliny
Orawell
RapidFor

PCL

EONbt

Ecotest sliny
Ojabio
Sansure
Jiangsu
Sejoy
Biouhan

BIOZEK

NORMAN Biological Technology
Orawell
Vitrosens Biyoteknoloji Ltd., Sti.
PCL Inc.

Eon Biotechnology Limited, UK

Assure Tech (Hangzhou) Co., Ltd
Wenzhou OJA Biotechnology Co., Ltd.

Sansure Biotech Inc.

Jiangsu Medomics Medical Technology Co., Ltd.

Norman Novel Coronavirus 2019 nCoV Antigen Testing Kit
COVID-19 Ag Rapid Saliva Test Device
SARS CoV-2 Saliva Antigen Test

PCL COVID19 Ag Gold

COVID-19 Antigen Saliva Rapid test device for Quantitative detection of COVID-
19 in human saliva sample

COVID-19 Antigen Rapid Test Device

SARS-CoV-2 Antigen Detection Kit (Colloidal Gold Method)
SARS-CoV-2 Rapid Antigen Test (Colloidal Gold Method)
SARS-CoV-2 Antigen Test Kit (LFIA)

Hangzhou Sejoy Electronics and Instruments Co., Ltd. SARS-CoV-2 Antigen Rapid Test Cassette

ScheBo Biotech AG / Biohit Healthcare (Hefei) Co., Ltd.SARS-CoV-2 ANTIGEN RAPID TEST KIT

BIOZEK medical

COVID-19 Antigen Rapid (Oral fluid)
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