EONbt™ COVID-19 Antigen Saliva Test

Rapid card Test (Immunochromatographic Assay)

Funkce:

Zasada Chromatograficka imunoanalyza
lateralniho toku

Nukleokapsidovy protein

Zaméfite antigen

Typ vzorku Vzorek Eerstvé sliny

KFizova reaktivita &
Ruseni

Jiné testované patogenni virové,
bakterialni, houbové organismy
a interference nereaguji krizové
ani neinterferuji.

Doba trvani testu 20 minut

1. Uvod:

EONbt™ COVID-19 Antigen Saliva Testje rychly a pohodiny imun-
ochromatograficky test pro kvalitativni detekci antigenu COVID-19
(virovy nukleoprotein) ze vzorkd slin ziskanych od asymptom-
atickych subjektt a podezielych pacientll se znamkami a priznaky
respiraéni infekce. Zafizeni je navrzeno pro pomoc pfi rychlé dif-
erencialni diagnostice infekce virem COVID-19. Tento test posky-
tuje pouze predbézny vysledek. Negativni vysledky by mély byt
potvrzeny  Real-Time  Rediagnostickd  soupravou  verse
transkriptazy (RT)-PCR; nevylu€uji infekci virem COVID-19 a nemély
by byt pouzivany jako jediny zaklad pro I1é€bu nebo jina rozhodnuti
vedeni. Test je uréen pro zdravotnické a laboratorni pouziti.

2. Shrnuti:

COVID-19 (Corona Virus Disease) je infekéni onemocnéni zpuso-
bené naposledy objevenym koronavirem. Tento novy virus a
nemoc nebyly znamy pred vypuknutim ohniska v ¢inském Wu-
chanu v prosinci 2019. Nejbéznéj$imi pfiznaky COVID-19 jsou
horecka, Unava a suchy kasel. Néktefi pacienti mohou mit boles-
ti, ucpany nos, rymu, bolest v krku nebo prajem. Tyto pfiznaky jsou
obvykle mirné a zacinaji postupné. Néktefi lidé se nakazi, ale
nevykazuji zadné pfiznaky a neciti se dobre. Vétsina lidi (asi 80%) se
z nemoci uzdravi, aniz by potfebovali zvlastni 1écbu. PFiblizné 1 z
kazdych 6 lidi, ktefi dostanou COVID-19, vazné onemocnia bude mit
potize s dychanim. U star$ich lidi a osob se zdravotnimi problémy
jako jsou vysoky krevni tlak, problémy se srdcem nebo cukrovka, je
vétsi pravdépodobnost vzniku zavaznych onemocnéni. Asi 2% lidi
s timto onemocnénim zemrielo. Lidé s horeckou, kaslem a
dychacimi potizemi by méli vyhledat Iékafskou pomoc. Lidé mohou
onemocnét COVID-19 od ostatnich, ktefi maji virus. Onemocnéni
se mlze Sifit z ¢lovéka na ¢lovéka malymi kapénkami z nosu nebo
ust, které se $ifi, kdyz ¢lovék s COVID-19 kasle nebo vydechuje. Tyto
kapénky se zachycuji na objektech a povrsich kolem osoby. Ostatni
lidé pak chyti COVID-19 dotykem téchto

-

predmétt nebo povrchli a poté dotykem jejich oéi, nosu nebo
ust. Lidé mohou také chytit COVID-19, pokud vdechnou kapénky od
osoby s COVID-19, ktera vykasle nebo vydechne kapénky. Vétsina
odhadu inkubaéni doby pro COVID-19 se pohybuje od 1 do 14 dnu.
EONbt 8ACOVID-19 Antigen Saliva Test je rychly chromatograficky
imunotest pro kvalitativni detekci specifickych antigenti na SARS-
CoV-2 pfitomny v lidskych slinnych Zlazach a ve slinach. Tento test
je k podani zdravotnickymi pracovniky a laboratofemi, a to pouze
jako pomtickapro ¢asnou diagnézu SARS-CoV-2 infekce u pacienta
s nastupem klinickych symptomd béhem 5 dnd od SARS-CoV-2
infekce. Poskytuje pouze pocatecni vysledek screeningového testu.
Mély by byt provedeny konkrétnéjsi alternativni diagnostické
metody, aby se ziskalo potvrzeni infekce SARS-CoV-2. Prectéte si
pokyny svého narodniho zdravotniho Gfadu.

3. Princip testu:

EONbt™ COVID-19 Antigen Saliva Test je antigenni imuno-
chromatograficky test k detekci pfitomnosti COVID-19 virového
nukleoprotein antigenu ve vzorku slin. Tento test vyuziva pro detekci
extrahovaného antigenu chemickou extrakci virovych antigend
nasledovanou technologii imunoanalyzy na pevné fazi. COVID-19
monoklonalni protilatky specificky proti antigenu COVID-19 jsou
konjugovany s koloidnim zlatem, naneseny na konjugovanou
vlozku a imobilizovany na testovaci zéné nitrocelul6zové mem-
brany. Kdyz je pfidan vzorek, konjugat zlato-protilatka je rehydra-
tovan a antigen COVID-19, pokud je ve vzorku, bude interagovat
s protilatkami konjugovanymi se zlatem. Komplex antigen-protilat-
ka-zlato bude migrovat smérem k testovacimu okénku az do tes-
tovaci zény, kde budou zachyceny imobilizovanymi protilatkami, a
vytvori viditelnou rtzovou linii (testovaci prouzek) indikujici pozi-
tivni vysledek. Pokud ve vzorku chybi antigen COVID-19, v testovaci
zéné (T) se neobjevi zadna ruzova cara. Za uUcelem ovéfeni
spravnosti procesu byla navrzena kontrolni oblast, ktera indikuje,
Ze test je proveden spravné. Pouzitim ruznych reakci antigen /
protilatka by méla byt tato kontrolni linie po dokonceni testu vzdy
viditelna. Absence rtzové kontrolni ¢ary v kontrolni oblasti je
znamkou neplatného vysledku.

4. Skladovani a stabilita:
Testovaci soupravu Ize do data exspirace skladovat v uzavieném
sacku pfi teplotach mezi 4 az 30 ° C. Testovaci souprava by méla byt
chranéna pred pfimym slune¢nim zarenim, vihkosti a teplem. Neu-
chovavejte soupravu v mrazu.

5. Odbér a uchovani vzorku

Povazujte vSechny materialy lidského puvodu za infekéni a zach-
azejte s nimi pomoci standardnich postup( biologické bezpecnosti.
1. Chcete-li odebrat vzorek slin, pouZijte k odbéru slin do Eppen-
dorfu az 500 L slin. Provede vas kalibrace na sténach Eppendorfu.
2. Vzorek by mél byt testovan co nejdfive po odbéru.

3. Nepouzivejte transportni média, okamzité pouzijte odebrany
vzorek a extrakéni pufr. Davejte pozor na kontaminaci.

6. Zkusebni postup:

. Pfed pouzitim testu EONbt™ COVID-19 Antigen Saliva Test si

pozorné prectéte pokyny.

2. Pred pouzitim nechejte testovaci soupravu dosahnout pokojové
teploty.

3. Pouzijte vzorek slin k odbéru az 500 pL slin do Eppendorfu. Zkon-
trolujte prosim pFesnost kalibrace na sténach Eppendorfu .

4. Pridejte 500 pL (10 kapek) roztoku pufru do Eppendorfu pomoci
kapatka. Doporu¢eny pomér roztoku Sliny: Pufrje 1: 1

5. Uzaviete vicko Eppendorfu. Protfepejte a inkubujte (nechte jej
stat) 5 minut

6. Pridejte 3 kapky extrahovaného vzorku do pfihradky na vzorek
pomoci dodavaného kapatka.

7. Odectéte vysledek testu za 10-15 minut. Vysledek nectéte po 20
minutach.

7. Vykonové charakteristiky

Nezavisla studie shromazdila vzorky slin od 577 prospektivnich
subjektt, z toho 149 subjektt bylo pozitivnich a 428 subjektt bylo
negativnich. Metoda potvrzeni byla RT-PCR

Test anti- Srovnavaci test EUA RT PCR
genu slin (ARGENE SARS-CoV-2 R-GENE)
EONbt™ ID-19

Pozitivni Zaporny Celkovy
Pozitivni 137 3 140
Zaporny 12 425 437
Celkovy 149 428 577
PPA 137/149 91,95%
NPA 425/428 99,3%

PPA: Pozitivni procento shody = Prava pozitiva / Prava pozitiva +
Falesna negativa

NPA: Negativni procento shody = skute¢né negativy / skute¢né
negativy + fale$né pozitivni

8. Ovéreni vyrobku a klinicka ovérovaci studie

Stati ky Value 95% CI

Citlivost 91.95% 86,35% az 95,77%
Specifi¢nost 99.27% 97,89% az 99,85%
Pomér pozitivni pravdépodob- 126.27 40,85 az 390,30
nosti

Pomér negativni pravdépodob- 0.08 0,05az0,14

nosti

Prevalence nemoci (*) 3.10%

Kladna prediktivni hodnota (*) 80.16% 56,65% az 92,59%
Negativni prediktivni hodnota (*) | 99.74% 99,56% az 99,85%
Presnost (*) 99.04% 97,84% az 99,67%

(*) Tyto hodnoty jsou zavislé na prevalenci onemocnéni.

8.1 Definice

« Citlivost: pravdépodobnost, Ze vysledek testu bude pozitivni,
pokud je pfitomna nemoc (skute¢na pozitivni mira).

=al(a+h)

« Specifiénost: pravdépodobnost, Ze vysledek testu bude negativni,
pokud nemoc neni pfitomna (skute¢na mira negativity).
=d/(c+d)

« Pomér pozitivni pravdépodobnosti: pomér mezi pravdépodob-
nosti pozitivniho vysledku testu vzhledem k pfitomnosti on-
emocnéni a

pravdépodobnost pozitivniho vysledku testu dana nepritom-
nost dis - snadnost, tj .

= Skute¢na kladna sazba / Fale$na kladna sazba = Citlivost / (1-spec-
ificita)

« Negativni pomér pravdépodobnosti: pomér pravdépodobnosti
NEGA - tivni vysledek testu dany vyskyt onemocnéni a
pravdépodobnost negativniho vysledku testu vzhledem k
nepritomnosti onemocnéni, tj .

= Fale$né negativni rychlost / Pravda zaporna rychlost = (1-citlivost)
/ Specificity

« Pozitivni prediktivni hodnota: pravdépodobnost, Ze se choroba
objevi, kdyz je test pozitivni.

9. Kfizova reaktivita

Rapid Antigen markery EONDbt zkFizena reaktivita zkusebniho
planu pokryva Siroké spektrum organismu a jejich kmen variace
ze vzork(, pochazel od béZnych dodavatelu a které jsou vnitiné
hlavni - zachovana s nemocni¢ni spolupracovniky. Analyza v
soucasné dobé zahrnuje vice organismu in vitro a in silico. Studie
bude rozsifena o dal$i organismy na zakladé snadného pfistupu
ke vzorkum a zdrojum.

9.1. In Silico analyza:
Odhadnout pravdépodobnost zkiizené reaktivity se SARS-CoV-2
nebo organismy, které nebyly k dispozici pro mokré testovani pfi

analyze silico us - ing Basic Local Alignment Search Tool (BLAST),
kterou fidi NCBI (National Center for Biotechnology Information) byl
pouzit k posouzeni stupné homologie proteinové sekvencepomoci
sekvenéni identity pomoci prohledavani proteinového pro- teinu
BLAST.

1. Homologie mezi nukleokapsidovym proteinem SARS-CoV-2 a
lidsky nukleokapsidovy protein HKU1 lidského koronaviru je rela-
tivné nizky, na 36,7% v 86,4% sekvenci, ale nelze vyloucit zkfizenou
reaktivitu.

2. homologie mezi SARS-CoV-2 nukleokapsidovy protein a My-
cobacterium tuberculosis celkového proteinu (3,991 proteiny) je
rela - tivné nizka, a zadné vyznamné podobnosti zalozi O, homolo-
gie zkfizena reaktivita muze byt vyloucena.

3. homologie mezi SARS-CoV-2 nukleokapsidovy protein a pneu-
monii jirovecii celkového proteinu (3,745 proteiny) je relativni - ly
nizka, a zadné vyznamné podobnosti nalézt tak, homologie
zkiizena reaktivita mGze byt vyloucena.

4. homologie mezi SARS-CoV-2 nukleokapsidovy protein a lid-
sky koronavirus 229E nukleokapsidovy protein je relativné nizka, pfi
28,8% pres 72,1% sekvenci, s nejvyssi sekvenéni identitu 31%se
229E netopyr souvisejici koronaviru, ale zkfizena reaktivita nemuze
byt vyloucena.

5. Nebyl detekovan zadny homologni protein jako vysledek testu
in silico se vSemi proteiny (686 proteiny) Mycoplasma pneumoniae
a atomov - ocap- sid protein (NP) SARS-CoV-2.

9.2. In vitro analyza:

Zkiizena reaktivita a potencialni interference EONbt ™ COVID-19
antigenu slin testu byla hodnocena za mokra testovani z béznych
a patogennich organismu, které mohou byt pfitomny v Ustni
dutiné. U nasledujicich mikroorganismi nebyla pozorovana zadna
zkiizena reaktivita ani interference.

Organismy ‘ Krizova reaktivita

Lidsky koronavirus 229E No
Lidsky koronavirus OC43 No
Lidsky koronavirus HKU1 No
Lidsky metapneumovirus (hMPV) No
Virus parainfluenzy 1-4 No
Chripka A No
Chripka B No
Enterovirus (EV68) No
respiraéni syncytialni virus No
Rhinovirus No
Chlamydia pneumoniae No
Haemophilus influenzae No
Legionella pneumophila No
Mycobacterium tuberculosis No
Streptococcus pneumoniae No
Streptococcus pyrogenes No
Bordetella pertussis No
Mycoplasma pneumoniae No
Pneumocystis jirovecii (PJP) No
Lidsky koronavirus NL63 No
SARS-koronavirus No
MERS-koronavirus No
Adenovirus (C1 Ad. 71) No

10. VAROVANI A OPATRENI

1. Testovaci sadu znovu nepouziveijte.

2. Nepouzivejte testovaci soupravu, pokud je obal poskozen nebo je
poskozeno tésnéni.

3. Nepouzivejte zkumavku s extrakénim pufrem jiné Sarze.



4. Pfi manipulaci se vzorkem nekufte, nepijte a nejezte.

5. Pfi manipulaci se soupravou pouzivejte osobni ochranné
prostfedky, jako jsou rukavice a ochranné obleky. Po provedeni
testu si dikladné umyjte ruce.

6. Rozlitou latku dukladné ocistéte vhodnym dezinfekénim pros-
tredkem.

7. Se véemi vzorky zachazejte, jako by obsahovaly infekéni agens.
8. Dbejte zavedenych opatfeni proti mikrobiologickym HAZ - ARDS
bé&hem celého postupu zkousky.

9. Zlikvidujte vSechny vzorky a materialy pouzité k provedeni testu
jako biologicky nebezpeény odpad. S laboratornimi chemickymi a
biologickymi odpady je nutno zachazet a likvidovat je v souladu se
v8emi mistnimi, statnimi a narodnimi predpisy.

10.1. KRITICKE POKYNY

10. Nezvedejte nebo nedrzte kazetu pfi bo¢nim proudu vzorku se
do kazety. Zajistéte, aby tok nebyl vertikalni nebo gravitacni.

11. Pouzity material po dezinfekci zlikvidujte pomoci alkoholu nebo
chlornanu sodného. Pfed zahdjenim testu si pfipravte dezinfekéni
nadobu.

12. Po dezinfekci pouzijte pouzdro na testovaci soupravu jako
likvidaéni jednotku.

13. Zajistéte, aby byla spravné dodrzena inkubacni doba ex-
trakéniho pufru ve vytéru.

11. OMEZENI TESTU

1. PFi provadéni testu se musi pfisné dodrzovat postup, preven-
tivni opatieni a interpretace vysledk( testu.

2. Test by mél byt pouzit pro detekci antigenu SARS-CoV-2ve
vzorcich lidskych slin.

3. Timto kvalitativnim testem nelze urcit kvantitativni hodnotu ani
rychlost koncentrace antigenu SARS-CoV-2.

4. Nedodrzeni testovaci procedury a interpretaci vysledku testu

muze nepriznivé ovlivnit provedeni testu a / nebo zpusobit neplatny
vysledek.

5. Negativni vysledek testu se mlze objevit, pokud je hladina ex-
trahovaného antigenu ve vzorku pod citlivosti testu nebo pokud je
ziskan vzorek Spatné kvality.

6. Pro vétsi presnost imunitniho stavu se doporuduje dal$i nasled-
né testovani pomoci jinych laboratornich metod.

7. Vysledek testu musi byt vzdy vyhodnocen spolu s dal§imi Gdaji
dostupnymi |ékafi.

8. Negativni vysledek mlze nastat, pokud je koncentrace antigenu
nebo protilatky ve vzorku pod detekénim limitem testu nebo pokud
byl vzorek odebran nebo prepraven nespravné, proto negativni
vysledek testu nevyluCuje moznost SARS-CoV- 2 infekce a méla by
byt potvrzena molekularnim testem nebo ELISA.

9. Pozitivni vysledky testl nevyluéuji koinfekci jinymi patogeny.

10. Negativni vysledky testd nejsou uréeny ve vztahu k jinym
koronavirovym infekcim kromé viru SARS-CoV-2.

11. Déti maji sklon k $ifeni viru po del3i dobu nez dospéli, coz muze
mit za nasledek rozdily v citlivosti mezi dospélymi a détmi.

CINIDLO A MATERIAL
Dodavané reagencie a materialy
]
Seon @
\ Saive a Navod k
9y pouziti
(R ’ Pipeta / Antigenova
H kapatko kazeta
5
Eppendorfova
trubice
Vzorkovac
slin
| — ]
IPotfebny material, ktery vSak neni souéasti dodavky: ¢asova¢, hodiny nebo stopky

2x lahvicky s pufrovacim roztokem (kazda 5 ml) na
krabici s 25 kazetami

ZKUSEBNi PROTOKOL A POSTUP

Pouzijte vzorkovac slin a
nasbirejte az 500 uL slin do
Eppendorfu. Zkontrolujte prosim
presnost kalibrace na sténach
Eppendorfu.

Pridejte 500 pL (10 kapek)
roztoku pufru do Eppendorfu
pomoci kapatka. Doporu¢eny
pomér roztoku Sliny: Pufrje 1: 1

Zavrete vicko Eppendor-
fu. Protfepejte a inkubujte
(nechte jej stat) 5 minut

Pomoci pipety odeberte vzorek
ze zkumavky Eppendorf

Pridejte 3 kapky extra-
hovaného vzorku do
pfihradky na vzorek pomoci
dodavaného kapatka.

o Odectéte vysledek testu za 10-15
minut.

Vysledek nectéte po 20
minutach.

Pouzité zatizeni zlikvidujte do bi-
ologicky nebezpecného odpadu
(napf. Jednotka na zneskodnéni
obsahujici chlorid).

POZITIVNI VYSLEDEK

Na testovaci kazeté (C&T) jsou dvé barevné ¢ary.

Na testovaci kazeté se objevi barevna testovaci ¢ara (T) i barevna
kontrolni ¢ara (C) .

Béhem stanovené doby pozorovani by méla byt jako pozitivni
vysledek posouzena slabé zbarvena testovaci ¢ara.

)

NEGATIVNI VYSLEDEK

Na testovaci kazeté se zobrazi pouze zabarvena ¢ervena kontrolni
linie (C). Absence testovaci linie naznacuje negativni vysledek.

NEPLATNY VYSLEDEK

Bez ohledu na vysledek testu by méla byt v kontrolni oblasti vzdy
barevna kontrolni ¢ara (C) .

Pokud kontrolni linie (C) neni vidét, opakujte test s novou testovaci
kazetou.
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