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1.	 VERWENDUNGSZWECK
IDK® anti-SARS-CoV-2 IgG ist ein Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) für 
die qualitative Bestimmung von humanen IgG-Antikörpern gegen das neuartige 
Coronavirus SARS-CoV-2 in humanem Serum und EDTA-Plasma. Das Produkt ist ein 
In-vitro-Diagnostikum und für den Gebrauch durch Fachpersonal geeignet. Die Ab-
arbeitung kann manuell oder mit Hilfe eines ELISA-Automaten erfolgen. Dieser Test 
dient als Ergänzung der Infektionsdiagnostik und dem Nachweis einer bereits durch-
lebten Infektion mit SARS-CoV-2.

2.	 EINLEITUNG
Das Virus SARS-CoV-2 (severe acute respiratory syndrome coronavirus 2) ist ein be-
hülltes Einzelstrang-RNA-Virus der Familie Coronaviridae [1, 2].
Die Vertreter dieser Familie haben mit 4 Strukturproteinen (Spike [S]-, Envelope [E]-, 
Membran [M]-, und Nukleokapsid [N]- Protein) und mehreren Nicht-Strukturprote-
inen einen ähnlichen Aufbau. Sie verursachen bei verschiedenen Wirbeltierspezies 
eine Vielzahl von Erkrankungen [6, 8]. Insgesamt sind sieben humanpathogene Co-
ronavirusarten bekannt (Stand Februar 2020): neben SARS-CoV[-1], SARS-CoV-2 und 
MERS-CoV noch HCoV-HKU1, HCoV-OC43, HCoV-NL63 sowie HCoV-229E. Während 
SARS-CoV[-1], SARS-CoV-2 und MERS-CoV zu schweren respiratorischen und syste-
mischen Erkrankungen führen können, führen Infektionen mit den vier letztgenann-
ten in der Regel zu milden Erkältungssymptomen [3, 8].
Nach einer Infektion mit SARS-CoV-2 dringt das Virus mit Hilfe des Proteins ACE-2 
(angiotensin-converting enzyme 2) in Zellen ein und kann zur Erkrankung COVID-19 
mit unterschiedlichen Verlaufsformen führen [4, 5, 7]. Nach einer Inkubationszeit von 
2 bis 14 Tagen sind sowohl asymptomatische, milde (Fieber, Erkältung, Husten, Mü-
digkeit, Kurzatmigkeit und Geruchsverlust), schwere und schwerste Verläufe mit To-
desfolge beschrieben. Dabei gelten das Alter und verschiedene Komorbiditäten (z. B. 
Diabetes mellitus, kardiovaskuläre Erkrankungen, chronische Lungenkrankheiten) 
als Risikofaktoren für einen schweren Verlauf [3, 12,13]. 
Je nach verwendeter Methode und untersuchter Antikörperklasse kann nach einer 
Infektion zu unterschiedlichen Zeitpunkten eine Serokonversion beobachtet wer-
den. Das Auftreten von IgG-Antikörpern wird durchschnittlich nach 11 bis 14 Tagen 
und mit einer maximalen Serokonversion nach 3 bis 6 Wochen beobachtet [9, 10, 11].
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3.	 INHALT DER TESTPACKUNG

Art.-Nr.
Bezeich-

nung
Kit-Komponenten Menge

K 5000 PLATE Mikrotitermodul, 
vorbeschichtet

12 x 8  
Vertiefungen

K 0001.C.100 WASHBUF Waschpufferkonzentrat, 10 x 2 x 100 ml

K 5000 CONJ Konjugat, gebrauchsfertig 1 x 12,5 ml

K 5000 CTRL CUT-
OFF

Cut-off-Kontrolle, 
gebrauchsfertig 1 x 1 ml

K 5000 CTRL NEG Negativkontrolle, 
gebrauchsfertig 1 x 1 ml

K 5000 CTRL POS Positivkontrolle, 
gebrauchsfertig 1 x 1 ml

K 5000 SAMPLEBUF Probenverdünnungspuffer, 
gebrauchsfertig 1 x 110 ml

K 0002.15 SUB Substrat (Tetramethylbenzidin),  
gebrauchsfertig 1 x 15 ml

K 0003.15 STOP Stopplösung, gebrauchsfertig 1 x 15 ml

FOL Folie zum Abkleben der 
Mikrotiterplatte 3 x

Für Nachbestellungen von Einzelkomponenten verwenden Sie als Bestellnummer die Artikel-
nummer gefolgt von der Bezeichnung.

4.	 ERFORDERLICHE LABORGERÄTE UND HILFSMITTEL
•	 Reinstwasser*
•	 Pipetten mit variablen Volumina von 10–1000 µl
•	 Mikrotiterplattenschüttler
•	 Multikanal- bzw. Multipipette
•	 Vortex-Mixer
•	 Laborübliche Glas- oder Plastikröhrchen (Einmalartikel)
•	 Mikrotiterplattenphotometer (benötigte Filter siehe Kapitel 7) 

* Immundiagnostik AG empfiehlt die Verwendung von Reinstwasser nach ISO 3696. Es han-
delt sich dabei um Wasser des Typs 1, welches frei von ungelösten und kolloidalen Ionen und 
organischen Molekülen ist (frei von Partikeln > 0,2 µm) mit einer elektrischen Leitfähigkeit von 
0,055 µS/cm bei 25 °C (≥ 18,2 MΩ cm).
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5.	 VORBEREITUNG UND LAGERUNG DER REAGENZIEN

•	 Alle Reagenzien vor Verwendung auf Raumtemperatur (18–30 °C) brin-
gen.

•	 Bitte achten Sie bei mehrfachem Einsatz des Kits darauf, dass die Reagenzien 
wie auf dem Etikett angegeben gelagert und nur die für den jeweiligen An-
satz benötigten Reagenzienmengen frisch angesetzt werden. Der Kit kann so 
bis zu 4 x je nach Probenaufkommen bis zum angegebenen Haltbarkeitsda-
tum verwendet werden.

•	 Vorbereitung des Waschpuffers: Das Waschpufferkonzentrat (WASHBUF) 
muss vor Gebrauch 1:10 in Reinstwasser verdünnt werden (100 ml WASH-
BUF + 900 ml Reinstwasser), gut mischen. Aufgrund des hohen Salzgehalts 
im Konzentrat kann es zu Kristallbildungen kommen. Die Kristalle lösen sich 
bei Raumtemperatur bzw. im Wasserbad bei 37 °C auf. Das WASHBUF kann 
bei 2–8 °C bis zum angegebenen Haltbarkeitsdatum aufbewahrt werden. Der 
Waschpuffer (1:10 verdünntes WASHBUF) ist 1  Monat bei 2–8 °C in einem 
geschlossenen Gefäß haltbar.

•	 Alle anderen Testreagenzien sind gebrauchsfertig und, bei 2–8 °C gelagert, 
bis zum angegebenen Verfallsdatum (siehe Etikett) verwendbar.

6.	 TESTVORBEREITUNG

Lagerung der Proben
Frisch abgenommenes Serum kann 14 Tage bei Raumtemperatur oder bis zu 4 Wo-
chen bei 2–8 °C gelagert werden. Bei längeren Aufbewahrungszeiten sind die Proben 
bei -20 °C zu lagern. Die Proben sollten maximal drei Einfrier- und Auftauzyklen un-
terzogen werden.
Verdünnte Proben sind nicht stabil und können nicht gelagert werden.

Probenverdünnung
Die Proben werden 1:101 mit Probenverdünnungspuffer weiterverdünnt. Zum 
Beispiel:

•	 10 µl Probe + 1000 µl Probenverdünnungspuffer = 1:101

100 µl der Probenverdünnung werden im Test pro Vertiefung eingesetzt.
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7.	 TESTDURCHFÜHRUNG

Testprinzip
Dieser ELISA dient der Bestimmung von IgG-Antikörpern gegen das SARS-CoV-
2-Spikeprotein (S1). Die verdünnten Proben werden in eine mit spezifischem An-
tigen beschichtete Mikrotiterplatte gegeben. Durch die Zugabe des Konjugats 
(peroxidasemarkierter Detektionsantikörper) wird der körpereigene anti-SARS-CoV-
2-Antikörper markiert. Der Nachweis erfolgt über die Peroxidase, die das Substrat 
TMB zu einem blauen Farbstoff umsetzt. Die Enzymreaktion wird durch Zugabe von 
Säure abgestoppt. Dadurch erfolgt ein Farbumschlag von blau nach gelb. Der ent-
standene Farbumschlag wird photometrisch bei 450 nm gemessen. Die Auswertung 
erfolgt über die Cut-off-Kontrolle.

Pipettierschema
Vor Gebrauch alle Reagenzien und Proben auf Raumtemperatur (18–30 °C) bringen, 
gut mischen.
Markieren Sie die Positionen für Kontrollen/Proben im Protokollblatt.
Die benötigten Mikrotiterstreifen aus dem Kit nehmen. Nicht verwendete Mikroti-
terstreifen müssen mit beiliegender Abdeckfolie abgeklebt, zusammen mit dem 
Trockenmittelbeutel in der wieder verschlossenen Aluminiumverpackung bis zum 
angegebenen Haltbarkeitsdatum bei 2–8 °C gelagert werden.
Im Fall einer automatisierten Abarbeitung des Tests können automatenspezifische 
Anpassungen der Prozedur notwendig sein, um den jeweiligen technischen Gege-
benheiten gerecht zu werden. Für Unterstützung und Rückfragen wenden Sie sich 
bitte an Ihren Anbieter oder Immundiagnostik AG.
Wir empfehlen, die Bestimmungen in Doppelwerten durchzuführen.

1. Je 100 µl der Kontrollen und der verdünnten Proben in die jeweiligen Ver-
tiefungen pipettieren.

2. Streifen abdecken und 1 h unter Schütteln (900 rpm*) bei Raumtemperatur 
(18–30 °C) inkubieren.

3.
Inhalt der Vertiefungen verwerfen und 5 x mit je 250 µl Waschpuffer wa-
schen. Nach dem letzten Waschschritt Reste von Waschpuffer durch Ausklop-
fen auf saugfähigem Papier entfernen.

4. 100 µl Konjugat (CONJ) in jede Vertiefung pipettieren.
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5. Streifen abdecken und 1 h bei Raumtemperatur (18–30 °C) unter Schütteln 
(900 rpm*) inkubieren.

6.
Inhalt der Vertiefungen verwerfen und 5 x mit je 250 µl Waschpuffer wa-
schen. Nach dem letzten Waschschritt Reste von Waschpuffer durch Ausklop-
fen auf saugfähigem Papier entfernen.

7. 100 µl Substrat (SUB) in jede Vertiefung pipettieren.

8. 10–15 Minuten bei Raumtemperatur (18–30 °C) inkubieren bis eine ausrei-
chend große Farbdifferenz auftritt**.

9. 100 µl Stopplösung (STOP) in jede Vertiefung pipettieren und im Mikrotiter-
plattenphotometer im Schüttelmodus (900 rpm)* kurz mischen.

10. Extinktion sofort im Mikrotiterplattenphotometer bei 450 nm gegen die Re-
ferenzwellenlänge 620 nm (oder 690 nm) messen. 

* Wir empfehlen die Streifen mit einem Orbit von 2 mm zu schütteln. 

** Die Intensität der Farbentwicklung ist temperaturabhängig. Es wird empfohlen, den Farbum-
schlag während der Inkubationszeit zu beobachten und entsprechend der Farbentwicklung die 
Reaktion zu stoppen.

8.	 ERGEBNISSE

Cut-off = OD Cut-off-Kontrolle x 1,2

Proben, die eine höhere mittlere optische Dichte (OD) haben als der Cut-off, sind 
positiv.
Proben, die eine niedrigere mittlere optische Dichte (OD) haben als der Cut-off, sind 
negativ.
Vor jeder automatischen Auswertung stets eine Kontrolle der Doppelwerte auf Plau-
sibilität („Ausreißerkontrolle“) durchführen. Falls dies nicht durch die verwendete 
Software erfolgt, die Kontrolle manuell durchführen.

9.	 EINSCHRÄNKUNGEN
Proben, welche nicht eindeutig interpretierbar sind (z. B. aufgrund hoher Variations-
koeffizienten der Replikate), sollten wiederholt werden.
Negative IgG-Ergebnisse schließen eine Infektion mit SARS-CoV-2 nicht aus: Es kann 
sich um Serum-/Plasma-Proben eines sehr frühen Infektionszeitpunkts handeln, zu 
dem der Körper noch keine IgG-Antikörper gebildet hat. Diese werden erst ca. 11–
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14 Tage nach Infektionsbeginn gebildet und zeigen daher einen fortgeschrittenen 
Verlauf oder eine überstandene Infektion an. Daher kann dieser Test nicht zur Dia-
gnose einer akuten Infektion verwendet werden.
Bei schwach positiven Proben empfiehlt sich eine erneute Serumabnahme und Mes-
sung nach ca. 14 Tagen.

10.	QUALITÄTSKONTROLLE
Immundiagnostik AG empfiehlt den Einsatz von externen Kontrollen für die interne 
Qualitätskontrolle, wenn möglich.
Wir empfehlen, bei jedem Testansatz Kontrollen mitzumessen. Die Ergebnisse der 
Kontrollen müssen auf Richtigkeit überprüft werden. Liegen eine oder mehrere Kon-
trollen außerhalb des angegebenen Bereiches, kann Immundiagnostik AG die Rich-
tigkeit der Messergebnisse nicht gewährleisten. 

11.	TESTCHARAKTERISTIKA

Klinische Spezifität und Sensitivität

Sensitivität; n = 30

Die Bestimmung der Sensitivität erfolgte mit 30  Serumproben von Patienten aus 
Deutschland mit einer vorangegangen SARS-CoV-2-Infektion. Der Nachweis der 
Infektion dieser Patienten mit SARS-CoV-2 erfolgte mittels RT-PCR. Die Blutproben, 
welche zur Bestimmung der Sensitivität herangezogen wurden, wurden im weiteren 
Krankheitsverlauf der Patienten gewonnen.

Anzahl Patienten mit 
positiver RT-PCR

gesamt 30

Positiver IgG-Antikörper-Nachweis 30

Negativer IgG-Antikörper-Nachweis 0

Daraus ergibt sich für den IDK® anti-SARS-CoV-2 IgG ELISA eine Sensitivität von 100 %.

Spezifität; n = 762

Zur Bestimmung der Spezifität wurden 762 Serumproben von Blutspendern aus den 
Jahren 2017 und 2018 verwendet.
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Anzahl Blutspende-
proben

gesamt 762

Positiver IgG-Antikörper-Nachweis 7

Negativer IgG-Antikörper-Nachweis 755

Daraus ergibt sich für den IDK® anti-SARS-CoV-2 IgG ELISA eine Spezifität von 99,1 %.

Kreuzreaktivität
Die Spezifität des IDK® anti-SARS-CoV-2 IgG ELISAs wurde mit Serumproben, die po-
sitiv auf Antikörper gegen verschiedene Viren getestet wurden (n = 47), bestätigt. 
Mit diesen Proben konnte keine Kreuzreaktivität nachgewiesen werden.

Virus n
positiv  

[%]
negativ 

[%]

Adenovirus 5 0 100

Epstein-Barr-Virus 5 0 100

Influenza A/B 5 0 100

HCoV-229E 5 0 100

HCoV-HKU1 7 0 100

HCoV-NL63 12 0 100

HCoV-OC43 8 0 100

Gesamt 47 0 100

Genauigkeit – Präzision

Wiederholbarkeit (Intra-Assay)

Die Wiederholbarkeit wurde mit 1 Serumprobe und der mitgelieferten Cut-Off-Kon-
trolle unter gleichbleibenden Bedingungen (Bediener, Messgerät, Tag, Kitcharge 
identisch) bestimmt.

Probe
Mittelwert  

[OD]
VK [%]

1 (n=74) 1,943 2,92 %

2 (CTRL CUT-OFF) 
(n=80) 0,396 3,03 %
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Reproduzierbarkeit (Inter-Assay)

Die Reproduzierbarkeit wurde mit 2  Serumproben unter variablen Bedingungen 
(Bediener, Messgeräte, Tage, Kitchargen unterschiedlich) bestimmt.

Probe
Mittelwert  

[OD]
VK [%]

1 (n=12) 1,457 5,5

2 (n=13) 0,121 8,4

Linearität
Die Linearität zeigt die Fähigkeit einer Methode, ein Ergebnis proportional zur Ana-
lytkonzentration in einer Probe zu liefern. Sie wurde gemäß CLSI-Richtlinie EP6-A 
mittels zweier serieller Verdünnung zweier Serumproben nachgewiesen. 
Für anti-SARS-CoV-2-Antikörper in Serum wurde ein lineares Verhalten nachgewie-
sen. Die Nicht-Linearität lag bei weniger als ±20 %. Die folgende Tabelle zeigt bei-
spielhaft eine Verdünnungsreihe je Probe:

Probe Verdünnung
Gemessen 

[OD]
Wiederfin-
dung [%]

1

1 : 101

1 : 202 1,403 100

1 : 404 0,809 115

1 : 808 0,442 109

1 : 1616 0,248 112

1 : 3232 0,134 108

1 : 6464 0,075 112

2

1 : 101

1 : 202

1 : 404 1,438 100

1 : 808 0,785 109

1 : 1616 0,404 103

1 : 3232 0,206 102
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12.	VORSICHTSMASSNAHMEN

•	 Alle im Kit enthaltenen Reagenzien dürfen ausschließlich zur in-vitro-Dia-
gnostik verwendet werden.

•	 Das für Kitkomponenten verwendete humane Material wurde auf HIV, Hepa-
titis B und Hepatitis C getestet und für negativ befunden. Dennoch wird emp-
fohlen, die Kitkomponenten als Vorsichtsmaßnahme immer wie potentiell 
infektiöses Material zu behandeln.

•	 Die Kitkomponenten enthalten zum Schutz vor bakteriellen Kontaminationen 
Natriumazid oder ProClin. Natriumazid bzw. ProClin sind giftig. Auch Substrate 
für enzymatische Farbreaktionen sind als giftig und karzinogen beschrieben. 
Jeder Kontakt mit Haut oder Schleimhaut ist zu vermeiden.

•	 Die Stopplösung besteht aus verdünnter Schwefelsäure (H2SO4). H2SO4 ist eine 
starke Säure und muss auch in verdünnter Form mit Vorsicht benutzt werden. 
H2SO4 verursacht bei Kontakt mit der Haut Verätzungen. Es sollte daher mit 
Schutzhandschuhen, Schutzkleidung und Schutzbrille gearbeitet werden. Bei 
Kontakt mit der Säure muss die verätzte Stelle sofort mit viel Wasser gespült 
werden. Dämpfe nicht einatmen und Inhalation vermeiden.

13.	TECHNISCHE MERKMALE

•	 Reagenzien der Testpackung dürfen nicht mit anderen Chargen gemischt 
werden. Ferner dürfen Kavitäten unterschiedlicher Mikrotiterplatten, selbst 
der gleichen Charge, nicht zusammengefügt und zur Analyse verwendet wer-
den.

•	 Qualitätskontrollen sollten immer mitgemessen werden.

•	 Die Reagenzien dürfen nach Ablauf des auf der Kitverpackung angegebenen 
Haltbarkeitsdatums nicht mehr verwendet werden.

•	 Substratlösung muss vor Gebrauch farblos sein.

•	 Mikrotiterstreifen müssen während der Inkubationen mit Folie abgedeckt 
sein.

•	 Vermeiden Sie Schaumbildung beim Mischen der Reagenzien.

•	 Stopfen und Verschlüsse verschiedener Reagenzien dürfen nicht vertauscht 
werden.

•	 Der Assay ist immer nach der dem Kit beigefügten Arbeitsanleitung durchzu-
führen.
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14.	ALLGEMEINE HINWEISE ZUM TEST

•	 Dieser Kit wurde nach der IVD-Richtlinie 98/79/EG hergestellt und in den Ver-
kehr gebracht.

•	 Für die Qualitätskontrolle sind die für medizinische Laboratorien erstellten 
Richtlinien zu beachten.

•	 IDK® ist eine Marke der Immundiagnostik AG.

•	 Die Testcharakteristika wie Inkubationszeiten, Inkubationstemperaturen und 
Pipettiervolumina der verschiedenen Komponenten wurden vom Hersteller 
festgelegt. Nicht mit dem Hersteller abgesprochene Veränderungen in der 
Testdurchführung können die Resultate beeinflussen. Die Firma Immundia-
gnostik AG übernimmt für die hierdurch entstandenen Schäden und Folge-
schäden keine Haftung.

•	 Bei Gewährleistungsansprüchen ist das beanstandete Material mit schrift-
licher Erklärung innerhalb von 14 Tagen zum Hersteller, der Immundiagnostik 
AG, zurückzusenden.
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1.	 INTENDED USE
IDK® anti-SARS-CoV-2 IgG is an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) for qual-
itative measurement of IgG antibodies against the novel coronavirus SARS-CoV-2 in 
human serum or EDTA plasma.  The assay is an in vitro diagnostic medical device 
and is intended to be used by professional users in a laboratory environment. This 
ELISA can be performed manually or using an automated platform. This test serves 
as complement to infection diagnosis and provides evidence for a previous infection 
with SARS-CoV-2.

2.	 INTRODUCTION
The virus SARS-CoV-2 (severe acute respiratory syndrome coronavirus 2) is an envel-
oped, single stranded RNA virus and is a family member of the coronavirus family 
Coronaviridae [1,2].
Coronaviruses have a similar composition as they are composed of similar structural 
proteins including the spike (S), envelope (E), membrane (M), and nucleocapsid (N) 
protein and several non-structural proteins. Their members cause a variety of dis-
eases in different vertebrate species [6, 8]. As of February 2020, seven human patho-
genic coronaviruses are known: besides SARS-CoV[-1], SARS-CoV-2 and MERS-CoV, 
there are HCoV-HKU1, HCoV-OC43, HCoV-NL63 and HCoV-229E. While SARS-CoV[-1], 
SARS-CoV-2 and MERS-CoV can cause severe respiratory and systemic diseases, in-
fections with the last four mentioned usually only lead to mild cold symptoms [3, 8].
After an infection with SARS-CoV-2, the virus accesses host cells via the protein ACE2 
(angiotensin-converting enzyme) and causes the disease COVID-19. The severity of 
disease ranges from asymptomatic, mild (fever, cold, cough, tiredness, shortness of 
breath, and loss of smell), and severe to most severe forms with death [4, 5, 7]. Ag-
ing and several co-morbidities (e. g. diabetes mellitus, cardiovascular diseases, and 
chronic pulmonary diseases) are described as risk factors for severe progressive 
forms of COVID-19 [3, 12, 13].
Seroconversion occurs on different time points depending on the used method and 
the measured class of antibodies. The onset of IgG antibodies is usually observed af-
ter 11 to 14 days and seroconversion of IgG antibodies rises its maximum after three 
to six weeks [9, 10, 11]. 
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3.	 MATERIAL SUPPLIED

Cat. No. Label Kit components Quantity

K 5000 PLATE Microtiter plate, pre-coated 12 x 8 wells

K 0001.C.100 WASHBUF Wash buffer concentrate, 10 x 2 x 100 ml

K 5000 CONJ Conjugate, ready-to-use 1 x 12.5 ml

K 5000 CTRL CUT-
OFF Cut-off control, ready-to-use 1 x 1 ml

K 5000 CTRL NEG Negative control, ready-to-use 1 x 1 ml

K 5000 CTRL POS Positive control, ready-to-use 1 x 1 ml

K 5000 SAMPLEBUF Sample dilution buffer, ready-to-use 1 x 110 ml

K 0002.15 SUB Substrate (tetramethylbenzidine), 
ready-to-use 1 x 15 ml

K 0003.15 STOP Stop solution, ready-to-use 1 x 15 ml

FOL Foil to cover the microtiter plate 3 x

For reorders of single components, use the catalogue number followed by the label as product 
number.

4.	 MATERIAL REQUIRED BUT NOT SUPPLIED
•	 Ultrapure water*
•	 Calibrated precision pipettors and 10–1000 µl single-use tips
•	 Horizontal microtiter plate shaker
•	 A multi-channel dispenser or repeating dispenser
•	 Vortex
•	 Standard single-use laboratory glass or plastic vials, cups, etc. 
•	 Microtiter plate reader (required filters see chapter 7)

* Immundiagnostik AG recommends the use of ultrapure water (water type 1; ISO 3696), which is 
free of undissolved and colloidal ions and organic molecules (free of particles > 0.2 µm) with an 
electrical conductivity of 0.055 µS/cm at 25 °C (≥ 18.2 MΩ cm).

5.	 PREPARATION AND STORAGE OF REAGENTS

•	 Bring all reagents to room temperature (18–30 °C) prior to use.

•	 To run the assay more than once, ensure that reagents are stored at condi-
tions stated on the label. Prepare only the appropriate amount necessary 
for each run. The kit can be used up to 4 times within the expiry date stated 
on the label.
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•	 Preparation of the wash buffer: The wash buffer concentrate (WASHBUF) 
should be diluted with ultrapure water 1:10 before use (100 ml WASHBUF + 
900 ml ultrapure water), mix well. Crystals could occur due to high salt con-
centration in the concentrate. The crystals must be redissolved at room tem-
perature or in a water bath at 37 °C before dilution of the buffer solutions. The 
WASHBUF is stable at 2–8 °C until the expiry date stated on the label. Wash 
buffer (1:10 diluted WASHBUF) can be stored in a closed flask at 2–8 °C for 
1 month.

•	 All other test reagents are ready to use. Test reagents are stable until the ex-
piry date (see label) when stored at 2–8 °C.

6.	 PREPARATION OF THE ASSAY

Sample storage
Freshly collected serum can be stored for 14 days at room temperature or for up to 
4 weeks at 2–8 °C. Long-term storage is recommended at -20 °C. More than 3 freeze-
thaw cycles should be avoided. 
Diluted samples are not stable and cannot be stored.

Dilution of samples
Samples are diluted 1:101 in sample dilution buffer. For example:

•	 10 µl sample + 1000 µl sample dilution buffer, mix well = 1:101

For analysis, pipet 100 µl diluted sample per well.

7.	 ASSAY PROCEDURE 

Principle of the test
This ELISA serves for the determination of IgG antibodies against the spike protein 
(S1) of SARS-CoV-2. Diluted samples are added to a microtiter plate coated with a 
specific antigen. By adding the peroxidase conjugate (peroxidase labelled detection 
antibody), the antibodies against SARS-CoV-2 in the sample are marked. They are 
detected via the peroxidase conjugate with the peroxidase converting the substrate 
TMB to a blue product. The enzymatic reaction is stopped by adding an acidic solu-
tion. The samples convert from blue to yellow. The colour change should be meas-
ured in a photometer at 450 nm. The interpretation is made using the cut-off control.
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Test procedure
Bring all reagents and samples to room temperature (18–30 °C) and mix well.
Mark the positions of controls/samples on a protocol sheet.
Take as many microtiter strips (PLATE) as needed from kit. Store unused strips cov-
ered with the foil included in the kit together with the desiccant bag in the re-closed 
aluminium packaging at 2–8 °C. Strips are stable until the expiry date stated on the 
label.
For automated ELISA processors, the given protocol may need to be adjusted accord-
ing to the specific features of the respective automated platform. For further details, 
please contact your supplier or Immundiagnostik AG.
We recommend carrying out the tests in duplicates.

1. Pipet each 100 µl of controls and diluted samples into the wells of the mi-
crotiter plate.

2. Cover the strips and incubate for 1 hour shaking (900 rpm)* on a horizontal 
shaker at room temperature (18–30 °C).

3.
Discard the content of each well and wash 5 times with 250 µl wash buffer. 
After the final washing step, remove residual wash buffer by firmly tapping 
the plate on absorbent paper.

4. Add 100 µl conjugate (CONJ) into each well.

5. Cover the strips and incubate for 1 hour shaking (900 rpm)* on a horizontal 
shaker at room temperature (18–30 °C).

6.
Discard the content of each well and wash 5 times with 250 µl wash buffer. 
After the final washing step, remove residual wash buffer by firmly tapping 
the plate on absorbent paper.

7. Add 100 µl substrate (SUB) into each well.

8. Incubate for 10–15 minutes at room temperature (18–30 °C) until a sufficient-
ly large difference in colour occurs**.

9. Add 100 µl stop solution (STOP) into each well and mix shortly by using the 
shake function (900 rpm)* of the microplate reader.

10. Determine absorption immediately with an ELISA reader at 450 nm against 
620 nm (or 690 nm) as a reference. 

* We recommend shaking the strips with an orbit of 2 mm.
** The intensity of the colour change is temperature sensitive. We recommend observing the 
colour change and stopping the reaction upon good differentiation. 
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8.	 RESULTS

Cut-off = OD cut-off control x 1.2

Samples which have a higher average optical density (OD) than the cut-off are 
positive.
Samples which have a lower average optical density (OD) than the cut-off are 
negative.
The plausibility of the pairs of values should be examined before the automatic eval-
uation of the results. If this option is not available with the used program, a manual 
control of the paired values should be made.

9.	 LIMITATIONS
Samples which cannot be clearly interpreted (e. g. because of high coefficients of 
variation of replicates) should be measured again.
Negative IgG results do not rule out an infection with SARS-CoV-2. The serum or 
plasma samples may be collected at a very early stage of infection when the body 
has not yet produced IgG antibodies. These are produced about 11–14 days after the 
start of an infection. They arise at late infection stages or after an infection has been 
overcome. Therefore, this test cannot be used to diagnose an acute infection. 
In case of only weak positive results, it is recommended to re-sample and analyse 
after ~14 days.

10.	QUALITY CONTROL
Immundiagnostik AG recommends the use of external controls for internal quality 
control, if possible.
Control samples should be analysed with each run. Results, generated from the 
analysis of control samples, should be evaluated for acceptability using appropriate 
statistical methods. The results for the patient samples may not be valid if within the 
same assay one or more values of the quality control sample are outside the accept-
able limits.



Manual	 IDK® anti-SARS-CoV-2 IgG

22

11.	PERFORMANCE CHARACTERISTICS

Clinical specificity and sensitivity

Sensitivity; n = 30

For determination of clinical sensitivity, 30 samples from patients with previous RT-
PCR confirmed SARS-CoV-2 infection were tested. Blood samples, used for determi-
nation of sensitivity were collected at later stages of infection.

Number of patients 
with positive RT-PCR

total 30

Positive IgG antibody detection 30

Negative IgG antibody detection 0

These results in a sensitivity of 100 % for the IDK® anti-SARS-CoV-2 IgG ELISA.

Specificity; n = 762

For determination of clinical specificity, 762 serum samples from blood donors were 
tested. All samples were collected in 2017 and 2018.

Number of blood 
donors

total 762

Positive IgG antibody detection 7

Negative IgG antibody detection 755

The resulting specificity for the IDK® anti-SARS-CoV-2 IgG ELISA was 99.1 %.

Cross-reactivity
Specificity data were confirmed using serum samples, which have been tested posi-
tive for antibodies against different viruses (n=47). These data do not show any cross-
reactivity for the IDK® anti-SARS-COV-2 IgG ELISA.

Virus n
positive  

[%]
negative 

[%]

Adenovirus 5 0 100

Epstein-Barr virus 5 0 100

Influenza A/B 5 0 100
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Virus n
positive  

[%]
negative 

[%]

HCoV-229E 5 0 100

HCoV-HKU1 7 0 100

HCoV-NL63 12 0 100

HCoV-OC43 8 0 100

Total 47 0 100

Accuracy – Precision 

Repeatability (Intra-Assay)

The repeatability was assessed with 1 serum sample and the supplied cut-off control 
under constant parameters (same operator, instrument, day and kit lot). 

Sample
Mean value  

[OD]
CV [%]

1 (n=74) 1.943 2.92 %

2 (CTRL CUT-OFF) 
(n=80) 0.396 3.03 %

Reproducibility (Inter-Assay)

The reproducibility was assessed with 1  serum sample under varying parameters 
(different operators, instruments, days and kit lots). 

Sample
Mean value  

[OD]
CV [%]

1 (n=12) 1.457 5.5

2 (n=13) 0.121 8.4

Linearity
The linearity states the ability of a method to provide results proportional to the con-
centration of analyte in the test sample. This was assessed according to CLSI guide-
line EP6-A by two serial dilutions of 2 serum samples. 
For anti-SARS-CoV-2 antibodies in serum, the method has been demonstrated to be 
linear, showing a non-linear behaviour of less than ±20 % . The following table shows 
one representative example for each sample:
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Sample Dilution
Measured 

[OD]
Recovery  

[%]

1

1 : 101

1 : 202 1.403 100

1 : 404 0.809 115

1 : 808 0.442 109

1 : 1616 0.248 112

1 : 3232 0.134 108

1 : 6464 0.075 112

2

1 : 101

1 : 202

1 : 404 1.438 100

1 : 808 0.785 109

1 : 1616 0.404 103

1 : 3232 0.206 102

12.	PRECAUTIONS

•	 All reagents in the kit package are for in vitro diagnostic use only.

•	 Human materials used in kit components were tested and found to be nega-
tive for HIV, Hepatitis B and Hepatitis C. However, for safety reasons, all kit 
components should be treated as potentially infectious.

•	 Kit reagents contain sodium azide or ProClin as bactericides. Sodium azide 
and ProClin are toxic. Substrates for the enzymatic colour reactions are toxic 
and carcinogenic. Avoid contact with skin or mucous membranes.

•	 The stop solution consists of diluted sulphuric acid, a strong acid. Although 
diluted, it still must be handled with care. It can cause burns and should be 
handled with gloves, eye protection, and appropriate protective clothing. Any 
spill should be wiped up immediately with copious quantities of water. Do not 
breath vapour and avoid inhalation.
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13.	TECHNICAL HINTS

•	 Do not interchange different lot numbers of any kit component within the 
same assay. Furthermore, we recommend not assembling wells of different 
microtiter plates for analysis, even if they are of the same batch.

•	 Control samples should be analysed with each run. 

•	 Reagents should not be used beyond the expiration date stated on kit label.

•	 Substrate solution should remain colourless until use.

•	 To ensure accurate results, proper adhesion of plate sealers during incubation 
steps is necessary.

•	 Avoid foaming when mixing reagents.

•	 Do not mix plugs and caps from different reagents.

•	 The assay should always be performed according to the enclosed manual.

14.	GENERAL NOTES ON THE TEST AND TEST PROCEDURE

•	 This assay was produced and distributed according to the IVD guidelines of 
98/79/EC.

•	 The guidelines for medical laboratories should be followed. 

•	 IDK® is a trademark of Immundiagnostik AG.

•	 Incubation time, incubation temperature and pipetting volumes of the com-
ponents are defined by the producer. Any variation of the test procedure, 
which is not coordinated with the producer, may influence the results of the 
test. Immundiagnostik AG can therefore not be held responsible for any dam-
age resulting from incorrect use.

•	 Warranty claims and complaints regarding deficiencies must be logged with-
in 14 days after receipt of the product. The product should be send to Immun-
diagnostik AG along with a written complaint.
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