COVID-19 IgG/IgM Test (Ref. 243001N)

1. Przeznaczenie	 
Zestaw odczynnikowy COVID-19 IgG/IgM to immunochromatograficzny test do jakościowego oznaczania przeciwciał anty-SARS-CoV-2 IgG i IgM w próbkach krwi u ludzi ( w krwi pełnej, kapilarnej, surowicy bądź osoczu pacjentów symptomatycznych - p. rozdział 12 ‘Ograniczenia’). Należy wyraźnie zaznaczyć, że we wczesnym stadium infekcji (3 do 7 dni) poziom przeciwciał anti-SARS-CoV-2 IgG i IgM może być poniżej poziomu detekcji testu.  Test ten jest  przeznaczony do wspomagania diagnostyki pierwotnej lub możliwej wtórnej infekcji SARS-CoV-2. Test COVID-19 IgG/ IgM jest przeznaczony tylko do celów profesjonalnych.

 2. Wprowadzenie/Kliniczne Znaczenie  
COVID-19 (Corona Virus Disease) jest chorobą zakaźną wywoływaną przez ostanio wykrytego koronawirusa SARS-CoV-2. Wirus ten nie był znany przed wybuchem infekcji w Wuhan, w Chinach w grudniu 2019 roku. Najbardziej symptomatyczne dla tej choroby są: gorączka, suchy kaszel, dreszcze, przemęczenie, nadmierna produkcja plwociny, skrócenie oddechu, duszności, bolące gardło i głowa. Niektórzy pacjenci mają bóle mięśni, dreszcze, nudności, przekrwienie błony śluzowej nosa i biegunka. Objawy te zaczynają się stopniowo i są łagodne w większości przypadków. Niektóre osoby zarażają się, ale nie rozwijają żadnych objawów i nie czują się źle. Większość osób (około 80%) dochodzi do siebie po chorobie bez specjalnego leczenia. Około jedna na sześć osób zarażonych COVID-19 poważnie choruje i ma trudności 
z oddychaniem. Osoby starsze i osoby z wcześniej istniejącymi schorzeniami, takimi jak wysokie ciśnienie krwi, problemy z sercem lub cukrzycą, przechodzą chorobę ciężej. Jak dotąd około 2% zarażonych osób umiera.
COVID-19 jest przenoszony drogą kropelkową przez zarażone osoby w trakcie kaszlu, kichania lub mówienia. Mogą one zanieczyścić powierzchnie, które pozostają zakaźne przez kilka dni. Szacuje się okres inkubacji COVID-19 na 1 do 14 dni, podczas których ludzie mogą już być zakaźni bez wykazywania objawów choroby

 3.  Zasada działania testu	
Test COVID-19 IgG/IgM jest immunochromatograficznym testem do jakościowego oznaczania przeciwciał anty-SARS-CoV-2 IgG i IgM w próbkach krwi u ludzi (w krwi pełnej, kapilarnej, surowicy bądź osoczu).
Przeciwciała IgM są wstępnie powlekane na obszarze linii testowej „IgM”, a anty-ludzkie IgG są wstępnie powlekane na obszarze linii testowej „IgG” membrany pola testowego. Podczas badania próbka reaguje z antygenami SARS-CoV-2, które są sprzężone z cząsteczkami barwnika. Następnie mieszanina migruje chromatograficznie wzdłuż błony dzięki siłom kapilarnym i reaguje z anty-ludzką IgM i anty-ludzką IgG w regionie testowym „IgM” i „IgG” błony. Obecność kolorowej linii w obszarze linii testowej „IgM” i/lub „IgG” wskazuje na wynik dodatni. Brak kolorowej linii w obszarze linii testowej „IgM” i/lub „IgG” oznacza wynik ujemny.
Tworzenie się kolorowej linii w obszarze linii kontrolnej „C” jest kontrolą procedury, wskazując, że dodano odpowiednią objętość próbki
i wystąpiło przesączenie przez membranę.
 
 4. Odczynniki i Materialy Dostarczone 	
10 kasetek testowych*
10  jednorazowych pipetek
1 bufor (3 ml)**
1 instrukcja wykonania testu

*zawiera konserwant: <0.02% (7.5 ng/test) azydek sodowy
**  bufor fosforanowy zawierający konserwanty: 0.2 mg/ml azydek sodowy i 0.25 g/l siarczanu kanamycyny.
Nie wymagne oznakowanie substancji niebezpiecznych zgodnie z eurpejską regulacją: Regulation (EC) Nº 1272/2008 CLP. Stężenia są poniżej dozwolonego progu.

 5. Materiały Dodatkowo Wymagane 	
· Pojemniki do pobierania próbek (odpowiednie do badanego materiału próbki)
· Wirówka (tylko dla próbek surowicy lub osocza)
· Waciki alkoholowe
· Nakłuwacze (tylko do próbek pełnej krwi pobranych od palca)
· Stoper

6.  Przechowywanie i Stabilność
· Zestawy testowe należy przechowywać w temperaturze 2-30° C do wskazanej daty ważności. Kasety testowe są stabilne do daty ważności wydrukowanej na foliowych torebkach. 
· Kasety testowe muszą pozostać w szczelnie zamkniętych woreczkach foliowych do momentu użycia.
· Nie zamrażać zestawu testowego. 
· Nie należy używać testów po upływie terminu ważności podanego na opakowaniu. 
· Należy zachować ostrożność, aby chronić elementy zestawu testowego przed zanieczyszczeniem. 
· Nie należy używać elementów zestawu testowego, jeśli istnieją dowody skażenia mikrobiologicznego lub wytrącone osady. Zanieczyszczenie biologiczne urządzeń dozujących, pojemników lub odczynników może prowadzić do niedokładnych wyników.

7. Ostrzeżenia i Wskazówki 	
· Tylko do profesjonalnej diagnostyki in vitro.
· Dokładnie przeczytać procedurę testową przed testowaniem.
· Nie należy używać testu po upływie daty ważności podanej na opakowaniu.
· Nie należy używać elementów zestawu testowego, jeśli opakowanie podstawowe jest uszkodzone.
· Testy są tylko do jednorazowego użytku.
· Nie nakładać próbki na pole reakcyjne (obszar wyników).
· Aby uniknąć zanieczyszczenia, nie dotykać obszaru reakcji (obszaru wyników).
· Unikać zanieczyszczenia krzyżowego próbek, używając nowego pojemnika do pobierania próbek dla każdej uzyskanej próbki.
· Nie należy zastępować ani mieszać składników z różnych zestawów testowych
· Nie jeść, nie pić i nie palić w miejscach, w których pobierane są próbki i zestawy testowe.
· Podczas badania próbek należy nosić odzież ochronną, taką jak fartuchy laboratoryjne, rękawiczki jednorazowe i ochrona oczu. 
· Z wszystkimi próbkami należy obchodzić się tak, jakby zawierały czynniki zakaźne. Należy przestrzegać ustalonych środków ostrożności dotyczących zagrożeń mikrobiologicznych we wszystkich procedurach i standardowych wytycznych dotyczących właściwego usuwania próbek. 
· Zestaw testowy zawiera produkty pochodzenia zwierzęcego. Atestowany na znajomość pochodzenia i / lub stanu sanitarnego zwierząt nie gwarantuje całkowicie braku możliwości przenoszenia czynników chorobotwórczych. Dlatego zaleca się traktować te produkty jako potencjalnie zakaźne i postępować zgodnie ze zwykłymi środkami bezpieczeństwa (np. uważać by nie połknąć lub nie wdychać). 
· Temperatura może negatywnie wpływać na wyniki testu.
· Zużyte materiały należy usunąć zgodnie z lokalnymi przepisami.

8. Pobieranie/Przygotowanie próbek 
Test COVID-19 IgG/IgM może być wykonywany we krwi pełnej (żylnej lub kapilarnej), surowicy czy też w osoczu.

Aby pobrać próbki krwi pełnej z palca:
· Umyć rękę pacjenta mydłem i ciepłą wodą lub umyj ją wacikiem nasączonym alkoholem. Pozostawić do wyschnięcia.
· Masować dłoń, nie dotykając miejsca nakłucia, pocierając dłonią w kierunku koniuszka palca środkowego lub serdecznego.
· Przebić skórę sterylnym lancetem. Wytrzeć pierwszą kroplę krwi.
· Delikatnie potrzeć dłoń od nadgarstka do dłoni, a następnie do palca, aby zaokrąglić kroplę krwi nad miejscem nakłucia.
Krew  kapilarną należy badać natychmiast.

Próbki krwi pełnej żylnej
· Pojemniki zawierające antykoagulanty, takie jak K2EDTA, cytrynian sodu, cytrynian potasu, heparyna sodowa, heparyna litowa lub szczawian sodu powinny być używane do przygotowywania próbek krwi pełnej żylnej lub osocza.
· Badanie należy wykonać natychmiast po pobraniu próbki. Nie należy pozostawiać próbek w temperaturze pokojowej przez dłuższy czas. 
· Jeśli badanie ma zostać przeprowadzone w ciągu 2 dni od pobrania próbki, krew pełną pobraną przez nakłucie żyły należy przechowywać w temperaturze 2 – 8° C. 
· Nie zamrażać próbek krwi pełnej.

Próbki surowicy i osocza
· Oddziel surowicę lub osocze od krwi tak szybko, jak to możliwe, aby uniknąć hemolizy. Używaj tylko czystych, niezhemolizowanych próbek.
· Badanie należy wykonać natychmiast po pobraniu próbki. Nie należy pozostawiać próbek w temperaturze pokojowej przez dłuższy czas. Próbki surowicy i osocza można przechowywać w temperaturze 2 - 8° C przez okres do 3 dni. W celu długotrwałego przechowywania próbki należy przechowywać w temperaturze -20° C. 

· Przed badaniem doprowadzić próbki do temperatury pokojowej. Zamrożone próbki należy całkowicie rozmrozić i dobrze wymieszać przed badaniem. Próbki nie powinny być wielokrotnie zamrażane i rozmrażane. 

· Jeżeli próbki mają zostać wysłane, należy je zapakować zgodnie ze wszystkimi obowiązującymi przepisami dotyczącymi transportu czynników etiologicznych. 

· Próbki ikteryczne, lipemiczne, zhemolizowane, poddane obróbce cieplnej i zanieczyszczone mogą prowadzić do niedokładnych wyników badań.

 9.   Wykonanie Testu  	
 Przed wykonaniem badania przenieść testy, próbki, bufor i/lub kontrole do temperatury pokojowej (15 - 30˚ C)
[image: ]1. Wyjąć kasetę testową z foliowego woreczka 
i użyj jej jak najszybciej. Najlepsze wyniki zostaną uzyskane, jeśli badanie zostanie przeprowadzone natychmiast po otwarciu torebki foliowej. Oznacz kasetę testową identyfikacją pacjenta lub kontroli
2. Umieścić kasetkę na czystej i suchej powierzchni.
3. Trzymając pipetę pionowo, zaciągnij próbkę (krew pełna/surowica/osocze) do pierwszego załamania (około 10 μl) i dodać ją do dołka na próbkę (S)
w kasetce.
[image: ]Alternatywnie można korzystać z pipety 10 µl.
4. Trzymając butelkę z buforem pionowo, dodać 2 krople (około 80 μl) buforu do studzienki buforowej (B). Unikać tworzenia się pęcherzyków powietrza.
[image: ]5. Włączyć stoper.
6. Odczekać na pojawienie się kolorowych linii. Odczytać wynik testu po 10 minutach. Nie interpretować wyników po więcej niż 20 minutach.

 10. Interpretacja Wyniku 	
[image: ]Pozytywny dla IgM
Barwna linia pojawia się w regionie linii kontrolnej ‘C’ i druga kolorowa linia pojawia się w regionie linii testowej ‘IgM’. Wynik wskazuje na pierwotne zakażenie SARS-CoV- 2.

[image: ]Pozytywny dla IgG
Barwna linia pojawia się w regionie linii kontrolnej ‘C’ i druga kolorowa linia pojawia się w regionie linii testowej ‘IgG’. Wynik wskazuje na wtórne zakażenie SARS-CoV- 2.

[image: ]Pozytywny dla IgG i IgM
Dodatkowo do linii kontrolnej   ‘C’, barwna linia pojawia się w regionie testowym ‘IgM’ i kolejna w regionie testowym ‘IgG’. Wynik wskazuje możliwość wtórnego zakażenia  SARS-CoV-2.

Uwaga: Intensywność zabarwienia linii testowych regionów ‘IgG’ i ‘IgM’ może być zależna od stężenia przeciwciał anty-SARS-CoV-2 
w próbce.  Stąd też nawet blada kolorowa linia w regionie testowym ‘IgG’ i ‘IgM’ powinna być przyjęta za wynik pozytywny. Należy zaznaczyć, że test ten jest tylko badaniem jakościowym i nie określa stężenia analitu w próbce.
[image: ]
Wynik negatywny
Barwna linia pojawia się w regionie linii kontrolnej ‘C’. Żadna linia nie pojawia się w regionach dla linii ‘IgM’ i ‘IgG’.

[image: ]Wynik nieważny
Kontrolna  linia  ‘C’ nie pojawia się.
Wyniki każdego testu, który nie wytworzył linii kontrolnej w określonym czasie odczytu, należy odrzucić. Przejrzeć procedurę i powtórzyć test z nową kasetką testową. Jeśli problem będzie się powtarzał, natychmiast przerwać korzystanie z zestawu testowego i skontaktuj się z dystrybutorem.
Niewystarczająca objętość próbki, nieprawidłowa procedura obsługi lub przeterminowane testy są najbardziej prawdopodobnymi przyczynami defektu linii kontrolnej.

11.  Kontrola Jakości
Wewnętrzna kontrola proceduralna jest zawarta w kasecie testowej:
Kolorowa linia pojawiająca się w obszarze linii kontrolnej „C” jest uważana za wewnętrzną kontrolę proceduralną. Potwierdza to wystarczającą objętość próbki, odpowiednią migrację w błonie i prawidłową technikę postępowania.

Dobra praktyka laboratoryjna (GLP) zaleca stosowanie zewnętrznych materiałów kontrolnych, aby zapewnić prawidłowe działanie zestawu testowego

12. Ograniczenia proceduralne 	
· Zestaw COVID-19 IgG / IgM jest testem przeznaczonym tylko  dla profesjonalnych zastosowań w diagnostyce in vitro. Powinien być stosowany do jakościowego wykrywania przeciwciał anty-SARS-CoV-2 tylko w próbkach ludzkiej krwi pełnej, surowicy lub osocza. Za pomocą tego testu jakościowego nie można ustalić wartości ilościowej ani szybkości wzrostu stężenia przeciwciał anty-SARS-CoV-2. 
· Test IgG/IgM COVID-19 wykrywa jedynie obecność przeciwciał anty-SARS-CoV-2 
w próbkach i nie powinien być stosowany jako jedyne kryterium diagnozy COVID-19.
· Podobnie jak w przypadku wszystkich testów diagnostycznych, wszystkie wyniki należy interpretować w połączeniu z innymi informacjami klinicznymi. 
· Krótko po wystąpieniu gorączki stężenie anty-SARS-CoV-2 IgM może być poniżej granicy wykrywalności testu. 
· Ciągłej obecności lub braku przeciwciał nie można wykorzystać do określenia sukcesu lub niepowodzenia terapii. 
· Wyniki od pacjentów z obniżoną odpornością należy interpretować bardzo ostrożnie. 
· Pozytywny wynik testu może również wystąpić w przypadku negatywnych wyników PCR, ponieważ przeciwciała są nadal obecne we krwi po przebytej chorobie i można je wykrywać. 
· Jeśli wynik testu jest negatywny, a objawy kliniczne utrzymują się, zaleca się dodatkowe badanie przy użyciu innych metod klinicznych. Wynik ujemny w żadnym momencie nie wyklucza możliwości zakażenia SARS-CoV-2.

13. Wartości oczekiwane
Pierwotna infekcja SARS-COV-2 charakteryzuje się obecnością wykrywalnych przeciwciał IgM od 3 do 7 dni po wystąpieniu infekcji.
Możliwe wtórne zakażenie SARS-COV-2 charakteryzuje się zaś podwyższonym poziomem przeciwciał IgG SARS-COV-2. W większości przypadków poziomy IgM są również podwyższone. Utrzymujące się poziomy IgG w próbkach po zakażeniach SARS-COV-2 mogą dawać dodatnie wyniki badań nawet po tym gdy stężenia czynnika zakaźnego we krwi spadły poniżej granicy wykrywalności metodą PCR.

14. Charakterystyka Testu
Skuteczność kliniczna
Czułość i swoistość diagnostyczna
Test IgG / IgM COVID-19 oceniono stosując porównanie z próbkami klinicznych badanymi wiodącymi, komercyjnie dostępnymi metodami  PCR.
	
	
	PCR

	COVID-19
IgG/IgM Test
(IgG)
	
	pozytywne
	negatywne
	razem

	
	pozytywne
	37
	1
	38

	
	negatywne
	1
	142
	143

	
	razem
	38
	143
	181


Czułość diagnostyczna: 97,4% (86,2%-99,9%)*
Specyficzność diagnostyczna: 99,3% (96,2-99,9%)*
Całkowita zgodność: 98,9% (96,1-99,9%)*
*95% przedział ufności
	
	
	PCR

	COVID-19
IgG/IgM Test
(IgM)
	
	pozytywne
	negatywne
	razem

	
	pozytywne
	33
	2
	35

	
	negatywne
	5
	141
	146

	
	razem
	38
	143
	181


Czułość diagnostyczna: 86,8% (71,9-95,6%)*
Specyficzność diagnostyczna: 98,6% (95,2-99,8%)*
Całkowita zgodność: 96,1% (92,2-98,4%)*
*95% przedział ufności
Interferencje:
Próbki ujemne SARS-CoV-2 wzbogacone 
o następujące substancje interferujące nie wykazały interferencji z testem COVID-19 IgG/ IgM.
	Acetaminofen 
	200 mg/l

	Albumina
	20 g/l

	Bilirubina
	10000 mg/l

	Etanol 1%
	1%

	Hemoglobina
	10000 mg/l

	Kofeina
	200 mg/l

	Kreatynina
	2000 mg/l

	Kwas acetylosalicylowy
	200 mg/l

	Kwas askorbinowy
	2000 mg/l

	Kwas gentyzynowy
	200 mg/l

	Kwas moczowy
	20 mg/ml

	Kwas szczawiowy
	600mg/l



Reakcje krzyżowe
Dodatnie próbki dla wirusa grypy typu A, wirusa grypy typu B, przeciw
RSV, anty-adenowirus, anty-HBsAg, anty-T. pallidum, anty-H. pylori, anty-HIV i anty-HCV
testowano za pomocą testu IgG/IgM COVID-19. Nie wykryto reaktywności krzyżowej.

Precyzja.
Powtarzalność i odtwarzalność.
Precyzja została ustalona poprzez przetestowanie 10 powtórzeń próbek negatywnych
oraz  dodatnich przeciwciał dla anty-SARS-CoV-2 w klasie IgM i IgG. Powtarzalność
ustalono w ramach badania odtwarzalności. Testowanie przeprowadzono przy użyciu 3 niezależnych serii testów COVID-19 IgG/IgM.
Test IgG / IgM COVID-19 wykazał akceptowalną
powtarzalność i odtwarzalność. Negatywne i pozytywne wartości zostały prawidłowo zidentyfikowane dla > 99% wymaganego czasu.
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