METODIKA KOLEKTIVNIHO ANTIGENNIHO SCREENINGU IVETA BRYJOUA, RADKA STONISOVA,
NA PRITOMNOST VIRU SARS-COV-2 DANIELA NEDVEDOVA

METODIKA KOL!EKTIVNTHO ANTIGENNIHO
SCREENINGU NA PRITOMNOST VIRU SARS-COV-2

METHODOLOGY OF A GROUP ANTIGENIC
SCREENING FOR SARS-COV-2

Iveta Bryjova', Radka Stonisova?, Daniela Nedvédova'

Abstrakt

Vychodiska: Prace vychazi z jednoho ze zndmych algoritma kolektivniho testovani —
metody skupinového testu sloucenych vzorkd — kterou experimentélné ovéfujeme pfi
povinném plosném screeningu pomoci POC antigennich testd v souvislosti s $ifenim
nakazy COVID-19.

Cil: Verifikovat metodu a stanovit doporuéeni pro skupinové testovani na kvalitativni
stanoveni pfitomnosti antigenu viru SARS-CoV-2 prostfednictvim POC antigennich testd
v rdmci celoplo$ného screeningu.

Metody: Experimentalni pilotni studie s pouzitim POC testovacich sad pro kvalitativni
detekci virovych nukleoproteinovych antigeni SARS-CoV-2 z pfimych nazélnich,
nazofaryngeélnich nebo orofaryngeélnich vytérd u vybrané populace doporucenou
metodikou testovani a metodikou kolektivniho (skupinového) testovani.

Vysledky a diskuze: Porovnali jsme optimalizaci rozsahu kolektivné testované skupiny
s citlivosti POC testovacich sad. Tato citlivost nedostacuje pro optimalizované rozsahy
(okolo 10 vzorkd) pro odhadovanou prevalenci mezi 1% az 2 %, avsak citlivosti testovacich
sad redukované optimalni rozsahy (do péti vzorkl) nabizeji nezanedbatelnou tsporu.
Zavéry: Navrhujeme testovaci protokol kolektivniho testovani péticlennych skupin, které
za predpokladu 1% az 2% prevalence poskytuji faktor Uspory materialu 0,25-0,3.
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Abstract

Background: This paper is based on one of the algorithms of collective testing,
the method of group screening, which we experimentally verify during mandatory
screening using POC antigen tests in connection with the spread of COVID-19.

Aim: To verify the model and make recommendations for collective testing for qualitative
determination of SARS-CoV-2 antigen detection by POC antigen tests in the context
of population-wide screening.

Methods: POC antigen test kits for the qualitative detection of SARS-CoV-2 viral
nucleoprotein antigens from direct nasal, nasopharyngeal, or oropharyngeal swabs
in a selected population using recommended testing and collective (group) testing
methodologies.

Results and discussion: We compared the optimization of the size of the collectively
tested group with the sensitivity of the POC test sets. This sensitivity is not sufficient for
optimized size (around 10 samples) for an estimated prevalence between 1 % and 2 %,
but even the size cut down by the test sensitivity (up to 5 samples) provides not negligible
savings.

Conclusions: We propose a test protocol for collective testing of five-member groups,
which, assuming a 1 % to 2 % prevalence, provide a material saving factor of 0,25-0.3.
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UvoD

Prvni pfipady onemocnéni novym koronavirem SARS-CoV-2 (dfive 2019-nCoV) byly
hléseny z hlavniho mésta cinské provincie Chu-pej Wu-chanu koncem roku 2019.
Onemocnéni se vyskytovalo u zaméstnancl a navstévnikd trhu, na kterém se prodavaji
a konzumuji rdizni zivodichové (kufata, netopyfi, svisti, ptaci), Cerstvé ryby a morské plody
(SZU, 2020). V Evropé se prvni pfipady onemocnéni COVID-19 vyskytly 25. ledna 2020
ve Francii, a o tfi dny pozdéji v Némecku. Postupné nasledovaly dalsi staty Evropy.
K 31. lednu 2020 bylo ve Francii zaznamenéno celkem Sest pfipadd, ve Finsku jeden,
v Némecku pét, v Itélii dva a v Ciné 9 720 p¥ipadli (WHO Report 5, 8, 11, 2020). V Evropé
se nejvice postizenou zemi stala Itélie. V Ceské republice byly prvni pfipady nakazy
laboratorné potvrzeny 1. bfezna 2021; jednalo se pouze o importované pripady (WHO
Report 42, 2021).

Svétova zdravotnickd organizace (ddle WHO) 11. Gnora 2021 oznacila onemocnéni
zplsobené novym koronavirem SARS-CoV-2 jako COVID-19. V lednu 2020 vyhlasila
WHO propuknuti globalniho stavu zdravotni nouze a v bfeznu 2020 oznacila WHO Siteni
infekce za pandemii (Trojanek, et al., 2020).



Na zaklad& Mimotadného opatteni Ministerstva zdravotnictvi CR ze dne 14. prosince 2020
bylo nafizeno vS§em poskytovatellim zdravotnich sluzeb — zafazenych do sité antigennich
odbérovych center (AOC) - s cinnosti od 16. prosince 2020 do 15. ledna 2021 provést
vySetfeni na kvalitativni stanoveni pfitomnosti antigenu viru SARS-CoV-2 prostifednictvim
POC antigennich testd. Z obav pred dals$im narlstem Siteni viru bylo 1. brezna 2021
zavedeno povinné plo$né testovani zaméstnanct pro firmy s vice nez 250 zaméstnanci
a postupné se pfidavaly mensi podniky. Pro mnoho zaméstnavateld bylo toto nafizeni
problematické, zejména v souvislosti se zajisténim dostatecného mnozstvi, tou dobou
nedostupnych, testovacich sad. Dal$im problémem byly vysoké finanéni naklady spojené
s pofizenim testovacich sad. Tato skute¢nost nés vedla k implementaci a zarover verifikaci
znamé metody kolektivniho testovani, kterd bere v potaz jak minimalizaci poctu testl
potfebnych k vysetieni cilové populace, tak maximalizaci velikosti testované populace pfi
dané testovaci kapacité (Zahrouni a Kamoun, 2021).

Byli jsme si védomi, Ze nevyhoda rychlych POC testd k detekci antigenu viru SARS-
CoV-2 oproti konvenéni PCR metodé (polymerazova fetézova reakce) je jejich nizsi
senzitivita, zejména u asymptomatického priibéhu onemocnéni COVID-19 (Fernandez-
Montero et al., 2021). Pro skupinovy screening a také metodu kolektivniho testovani
by tato skutecnost mohla byt limitujicim faktorem (Torres, 2021). U plo$ného screeningu
se k detekci viru SARS-CoV-2, zejména u asymptomatickych nosi¢d, ukazuji jako vhodnéjsi
POC antigenni testy se senzitivitou kolem 91% a velmi vysokou specificitou (Torres,
2021). Senzitivitou POC antigennich testd u asymptomatickych pacientd se zabyva také
studie (Ferté et al., 2021). Clanek autor( (Dinnes, 2021) uvetejnény v Cochrane Database
of Systematic Reviews uvadi konkrétni typy antigennich testl, které spliiuji standardy
WHO véetné doporuceni k jejich snadnému, rychlému a cenové dostupnému pouziti —
na rozdil od standardnich laboratornich testd.

CiL PRACE

Experimentalné ovéfit exaktnost metody kolektivniho testovani u povinného plosného
screeningu pomoci rychlych POC testl k detekci antigenu SARS-CoV-2. Seznamit
odbornou vefejnost s dosavadnimi vysledky skupinového screeningu s pouZitim metody
kolektivniho (skupinového) testovani a tuto metodu pomoci matematického aparatu
popsat.

Na zakladé zjisténych dat verifikovat model kolektivniho testovani u kvalitativniho
stanoveni pfitomnosti antigenu viru SARS-CoV-2 prostfednictvim POC antigennich testd
v rdamci celoplo$ného screeningu.

METODIKA A VYSLEDKY

Pro kvalitativni detekei virovych nukleoproteinovych antigeni SARS-CoV-2 z pfimych
nazélnich, nazofaryngealnich nebo orofaryngealnich vytérl jsme pouzili imunochroma-
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tograficky rychly test s laterdlnim tokem od t¥i rdznych vyrobcl (senzitivita a specificita
testl je uvedena v Tabulce 1).

Tab. 1 Senzitivita a specificita vybranych antigennich testi k detekci viru
SARS-CoV-2

Vyrobce A Vyrobce B Vyrobce C
Klinicka senzitivita 100% 97,3% 98,1%
Klinicka specificita 96,97 % 100% 99,8%

Vsechny tfi testy, které jsme poutzili, funguji na totozném principu; biotinylované a zlatem
znacené protilatky proti SARS-CoV-2 na nukleokapsidovy protein. Pokud je pfitomen, tvofi
se imunokomplexy, které reaguiji a jsou imobilizovany na testovaci linii (znaceno literou T —
viz Obr. 1) na membrané. Validitu testu ovéfuje kontrolni linie (znaceno literou C).

Obr. 1 Pozitivni vysledek POC antigenniho testu na pfitomnost viru SARS-CoV-2.
Kontrolni zéna (C) svédci o validité testu. Testovaci linie (T) znaci pozitivni
vysledek.

Pro provedeni stéru ze sliznice jsme poutzili deklarované tampony se syntetickou $pickou
z rayonového vldkna. Syntetické vldkna umoznuji lepsi klinicky odbér vzorkl a nasledujici
okamZité uvolnéni do pufru.

U kazdé testované osoby jsme postupovali metodicky podle navodi vyrobcli (jedna
testovaci sada pro jednu osobu). Vysledek jsme verifikovali metodou kolektivniho
testovani. Pro Sest testovanych osob jsme poutZili jeden test, jeden pufr a Sest sterilnich
odbérovych tamponl. Obsah extrakéniho pufru ve zkumavce se ukazal jako limitni.
Pouzitim jednoho pufru u vice nez Sesti osob doslo k absorpci pufru, pfi¢emz reziduaini
mnozstvi bylo pro detekci v oblasti kontrolni linie (C) nedostate¢né. Z toho divodu
byl skupinovy test proveden pouze na skupiné Sesti testovanych osob. Toto kritérium
spliovali vSichni tfi vyrobci, obsah pufru ve zkumavce byl pro Sest osob dostadujici.
Kolektivni testovani jsme realizovali pouze ve skupiné osob, ve které predchozi testovani
neodhalilo Zadny pozitivni pfipad. Timto jsme ovéfili mnozstvi pufru a biochemickou
reakci na membrané testu (detekce na kontrolni linii C).



Déale jsme metodu skupinového testovani experimentalné ovéfili také v pripadé
pozitivniho zachytu. Test jsme opakovali; v pufru jsme opét smisili vzorek odebrany
hlubokym nazofaryngealnim stérem pozitivni osoby a postupné pridavali vzorky riizného
poctu negativné testovanych osob. Pro ovéfeni horni meze biochemické citlivosti POC
antigennich testd jsme zvolilipomérovy pocet. Pozitivnivzorek jsme hodnotilijak izolované,
tak skupinové; smisili jsme jej v pufru postupné s jednim, dvéma, tfemi, tyfmi a péti
negativnimi vzorky (coz odpovida poméru 1:2-1:6, obecné 1:k, kde k odpovida rozsahu
hromadné testované skupiny v sekci ,Matematicky aparat navrhované metodiky” nize).
Rozdil mezi poméry byl v intenzité zbarveni testovaci linie (T). Pomér 1:1 (pouze pozitivni
vzorek) a 1:2 (pozitivni + negativni) vykazoval nejvétsi intenzitu zabarveni testovaci linie.
U poméru 1:3 a 1:4 byla testovaci linie pro odecet testu jesté zietelnd. U poméru 1:5 bylo
zabarveni testovaci linie sice slabé, ale pro odecet vysledku dostacujici, u poméru 1:6
byla detekce hranicni. Tento postup jsme poté ovérili u dalsich deseti pozitivnich osob,
ale uz pouze v poméru 1:5 (Obr. 2).

Obr. 2 Vysledna reakce na membrané antigenniho testu v pfipadé smiseni jednoho
pozitivniho vzorku a péti negativnich vzorku.
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Ovérili jsme rovnéz, Ze intenzita zabarveni testovaci linie je zavisla na kvalité provedeni
stéru. Z predni ¢asti nosu byla testovaci linie zabarvena méné intenzivné nez vzorek
ziskany z hlubokého nazofaryngealniho ¢i kombinovaného orofaryngealniho vytéru (Obr.
3 nahote: stér z pfedni ¢asti nosu, dole: hluboky stér ze zadni ¢asti nosu).
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Obr. 3 Rozdil v intenzité zabarveni testovaci linie v zavislosti na hloubce stéru
v pfFipadé pozitivniho zachytu.

Princip antigenniho testu

Vzorek vytéru ze sliznice po ponofeni do extrakéni zkumavky s cinidlem (pufrem)
uvolni specificky antigen proti SARS-CoV-2. V pribéhu testovani (typicky 15 minut)
se extrahované antigeny navézou na protildtky SARS-CoV-2 konjugované s barevnymi
Casticemi nanesené v testovaci oblasti. Vzorek nésledné plsobenim kapilarnich sil
vzlind membranou a reaguje s cinidly na membrané testu. Komplexy jsou protilatkami
zachyceny v oblasti testovaci linie. Pfebytecéné barevné ¢astice jsou detekovany v oblasti
kontrolni linie testu (C). Pokud jsou ¢astice detekovéany také v oblasti testovaci linie (T)
je vysledek testu pozitivni. Pokud je zabarvena pouze kontrolni linie testu a testovaci linie
je nezbarvena, je vysledek negativni. Absence barevné linie v oblasti kontrolni linie testu
nelze povaZovat za validni vysledek a je nutné test opakovat.

Matematicky aparat navrhované metodiky

Navrhovana metodika testovéani vychazi z modelu skupinového screeningu (Rice, 2006)
popsaného poprvé Dorfmanem (Genest a Rousseau, 2021). Predpokladejme, Ze jsme
odebrali k vzorkl. Pokud je kazdy vzorek testovan samostatné, bude zapotrebi k testd.
Pokud v8ak obsah kazdého vzorku rozdélime na poloviny, pficemz jednu si rezervujeme
stranou a druhou smichame s polovinami ze vSech ostatnich vzorkd, miizeme testovat tuto
sloucenou Sarzi. Je-li test dostateéné citlivy, potom pokud vyjde negativni, nejsou nutné
z&4dné dalsi testy — vSech k vzorkl musi byt negativnich a dostacuje tedy provést pouze



tento jeden test. Pokud vsak test vyjde pozitivni, kazda rezervovana polovina vzorku
musi byt testovéna individualné. V tomto pfipadé bude zapotrebi k testli navic, celkem
tedy k + 1 testd. Za predpokladu, Ze k pozitivnimu testu dochazi zfidka, se intuitivné
dé usoudit, ze aplikaci tohoto postupu sdruzovani vzorki Ize dosdhnout Gspor v poétu
provedenych testd, a v disledku toho Uspor ¢asovych i financnich.

Provedme nyni zobecnéni a kvantitativni analyzu tohoto schématu. Predpokladejme,
ze velky pocet n vzork{ rozdélime do m skupin po k vzorcich, takze n = mk, a na kazdou
skupinu aplikujeme postup popsany v predchozim odstavci. Slou¢ena Sarze kazdé skupiny
je poté testovana — pokud skupinovy test vyjde pozitivné, musi byt nasledné kazdy
z k rezervnich vzork( skupiny testovéan. Oznacime-li X ndhodnou veli¢inu znamenajici
pocet testl provedenych v i-té skupiné (i= 1, ..., m), je celkovy pocet provedenych testd
N=X, +X,+ ..+ X, a otekdvand hodnota této ndhodné veliciny, tedy ocekavany
celkovy pocet testl je

E(N) = X7, E(X)).

Nalezeni dil¢i ocekdvané hodnoty E(X) je snadné. Oznacime-li g pravdépodobnost,
Ze test na libovolném jednotlivém vzorku vyjde negativné, je p = 1 — g pravdépodobnost,
Ze test na libovolném jednotlivém vzorku vyjde pozitivné (povazujeme-li test za dokonaly,
tj. s jednotkovou senzitivitou a specificitou, pak p hraje roli prevalence), a ndhodné veli¢ina
X nabyvé hodnoty 1 s pravdépodobnosti g* (nebot v tom pfipadé je vsech k vzorkl v i-té
skupiné negativnich, déle jsme pouzili multiplikativni pravidlo pro pravdépodobnost
konjunkce nezavislych jevd) a hodnoty k + 1 s komplementarni pravdépodobnosti 1-g~.
Ocekévané hodnota X je tedy

EX)=q¢+k+1DA—-q%) =k +1—kqg"®
nezavisle na i. Spojenim obou vztahd dostaneme pro ocekavany celkovy pocet test

E(N) = m(k + 1) — mkqg” :n(1+%—q").

~Faktor Uspory” s je dan pomérem ocekavaného poctu testd E(N) a poctu testl bez
skupinového testovani n, a z predchoziho vztahu pro néj plyne
E(N) 1
s="U=14o-(1 - p,

n

kde jsme ,faktor Uspory” vyjadrili vyhodnéji pomoci prevalence p = 1 - q.



Obr. 4 Zavislost ,faktoru tspory” s na poétu vzorki k v jedné skupiné pro rizné
hodnoty prevalence p.
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Obr. 5 Zavislost optimalni velikosti skupiny kopt na prevalenci p.
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Obr. 6 Zavislost optimalniho faktoru tspory sopt na prevalenci p
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Cim mensi je ,faktor Uspory” s, tim vice se vyplati pouzivat skupinové testy. Z grafu
na Obr. 4 je vidét, Ze pro prevalence v fadu jednotek procent se optimalni velikost skupiny
k pohybuje mezi 5 az 10 vzorky. Pochopitelné v extrémnim pripadé p = 1 (a tedy 100%
prevalenci) je s = 1 + 1/k > 1, nebot skupinovy test je vzdy pozitivni, a déleni do skupin
tak ztraci opodstatnéni.

Na Obr. 5 a 6 jsou graficky znazornéna vypoctena minima kfivek z Obr. 4. Prevalence
neni sice obvykle pfesné zndma, ale pro dosazeni dobrého vysledku staci znat jeji odhad.
Napfiklad pokud prevalenci odhadneme na 1%, potom z Obr. 5 plyne, Ze optimalni
je testovat po desetic¢lennych skupinach, a z Obr. 6 je vidét, Ze pfitom dosdhneme faktoru
Uspory okolo 0,2, tedy vykoname cca 1/5 testt oproti obvyklému postupu. Zde je na misté
pfipomenout, Ze se jedna o teoretické Gvahy, jez neberou v potaz biochemickou citlivost
testd.

Pilotni studii jsme experimentalné ovéfili exaktné popsanou metodu kolektivniho
(skupinového testovani). Pro experiment jsme vybrali (tou dobou dostupné) tfi typy POC
antigennich testd, jejichz klinickd senzitivita a specificita se vyznamné nelisila (viz Tab. 1).
Kolektivni testovani jsme realizovali v rdmci povinného plosného screeningu v privatnim
podniku s 250 zaméstnanci. Pocet osob ve skupiné jsme na zékladé vysledkd popsanych
v sekci ,Metodika” volili k= 5. Pro k = 5 je faktor tspory sice mensi, nez pro napf. k = 10,
ale i tato Uspora je nezanedbatelna (viz Obr. 4). Pocet osob ve skupiné je limitovan jak
obsahem pufru ve zkumavce, tak biochemickou citlivosti testl, coz jsme ovéfili v pfipadé
pozitivnich zachytd.

Neméné dulezitym, byt diléim vysledkem je ovéfeni, Ze intenzita zabarveni membrany
testovaci linie (T) jednoznacné koreluje s kvalitou provedeného stéru. Vzorek ziskany
hlubokym nazofaryngealnim vytérem z obou nosnich direk nebo kombinovanym vytérem
z orofaryngu oznadi v pfipadé pozitivniho vysledku antigenniho testu testovaci zénu
velmi intenzivné.



DISKUZE

Popisovany testovaci protokol je jen jednou z vice moznosti, jak uinit testovani efektivn&jsi
Casové a finanéné, pficemz oba aspekty se mohou vzajemné vylucovat. Jeho vyhodou
je robustnost a malé zavislost na prevalenci, resp. jejim odhadu. Detailni vycet zobecnéni
vyse popisovaného adaptivniho dvoukrokového algoritmu se da zobecnit na vice krokl
(fazi) (Genest a Rousseau, 2021). Tento pfistup sice déle zefektivni pocet provedenych
testd, bohuzel vzristé Cas testovani, takze napf. pro PCR testy neni prakticky pouzitelny.
Lze rovnéz uvaZzovat neadaptivni algoritmy, které maji jen jednu etapu, a umoznuji
provadét vSechny testy soucasné, a tak ucinit ¢asovy aspekt testovani velmi efektivni.
Jejich vyuziti je vyhodné pfi zachycovani pfipadd onemocnéni za predpokladu, Zze mame
k dispozici spolehlivy odhad prevalence (Genest a Rousseau, 2021).

Byt se POC testy pro detekci antigenu viru SARS-CoVC-2 metodou nasofaryngeélniho
stéru v nékterych studiich (Yokota et al., 2021) doporuduje nahradit metodou RT-
gPCR nebo CLEIA (princip chemiluminiscenéni enzymatické imunoanalyzy) ¢i dalSimi
metodami (Xu et al., 2020), patfi POC antigenni testy stale k Siroce dostupnym a snadno
proveditelnym a dle WHO splniuji stanovené pozadavky (Seynaeve et al., 2021). Vyhodou
je velmi rychly vysledek testu. Osoby, u kterych je vysledek POC antigenniho testu
ze vzorku ziskaného stérem z nasofaryngu nejednoznacny, by v kazdém mély podstoupit
nasledny test metodou polymerazové fetézové reakce (PCR). Ddlezitym parametrem
je také klinickd senzitivita a specificita testd. Vysledky studie (Bernard et al., 2021)
souhrnné ukazuji na nizsi senzitivitu a specificitu, nez jakou vyrobci udavaji ve srovnani
s RT-PCR. Problematické je ziskani falesné pozitivniho vysledku od asymptomatické
osoby (West et al., 2021).

ZAVER

Z experimentalné dosazenych vysledkd a exaktnich Gvah jsme navrhli testovaci protokol
k provadéni kolektivniho testovani péticlennych skupin (jeden antigenni test, jedna
zkumavka s pufrem, pét odbérovych tamponu z umélého vldkna). Ackoliv pro realistictéjsi
odhad prevalence ~1% az 2% by optimalni velikost skupiny byla okolo 10, citlivost
testu je limitujicim faktorem, jenz zabranuje této optimalizace vyuzit. Avsak i redukci
rozsahu najednou testované skupiny na 5 dosdhneme faktoru Uspory kolem 0,25-0,3
za predpokladu ~1% az 2% prevalence. Z ¢ehoz mj. plyne, ze plné vyuziti matematické
optimalizace by bylo mozné pro prevalenci nad 5%, tedy s minimy kfivek v Sedém pasu,
avSak takova situace se jiz nastésti vymyké realité. Ekonomicky benefit je jednoznaény.
Metoda skupinového screeningu by mohla byt korektnim fesenim v pfipadé nedostatkl
testovacich kazet a dalsich materiali. Predpokladem je metodicky spravné provedeny
odbér vzorku a také to, Ze senzitivita a specificita testu nebude ovlivnéna smési vzorkd,
coz vsak je problematicky predpoklad.

Dil¢im zavérem je kvalitativni ovéfeni intenzity zabarveni membrany testovaci linie (T)
korelujici s kvalitou provedeného stéru. Hlubsi stér z orofaryngu ved! k intenzivnéjsimu
zabarveni testovaci linie oproti stéru provedeného z predni ¢asti.



Vyslovit jednoznacénou diagnézu na zékladé negativniho vysledku testu vsak nevylucuje
moznost infekce (falesna negativita testu naptiklad pfi provedeni odbéru ve velmi ¢asnych
stadiich infekce). Totéz plati také pro pozitivni vysledek testu. Kazdy pozitivni vysledek
testu by mél byt verifikovan PCR metodou. K pfesnéjsim vysledkdm fesené problematiky
prispéji do budoucna multicentrické ¢i jiné vhodné epidemiologické studie se statisticky
signifikantnim poctem provedenych testd.
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