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DEUTSCHE NORM

. Immunologie i —
Serodiagnostik von Immunkrankheiten
Indirekter Immunfluoreszenztest (1IFT)

Spezielle Anforderungen zum Nachweis von Autoantikdrpern

DIN
58968

Teil 20

immunology; serodiagnosis of imnmune diseases; indirect immunofluorescence test,

special requirements for the detection of autoantibodies

1 Anwendungsbereich und Zweck

Diese Norm gilt fiir den Nachweis von Autoantikdrpern in
Serum, Plasma oder anderen Korperfliissigkeiten mittels
indirektem Immunfluoreszenztest (IIFT) nach DIN 58967
Teil 20.

Diese Festlegungen ergédnzen die in DIN 58967 Teil 10
beschriebenen allgemeinen Anforderungen an die Serodia-
gnostik und die in DIN 58 967 Teil 20 aufgefiihrten methodi-
schen Mindestanforderungen an den IIFT. Fir spezielle
Untersuchungen sind weitergehende MaBnahmen notwen-
dig.

Zweck dieser Festlegungen ist es,in der Serodiagnostik von
Immunkrankheiten von Laboratorium zu Laboratorium
vergleichbare Untersuchungsergebnisse zu ermdglichen.

2 Begriffe

2.1 Grundbegriffe
Nach DIN 58 967 Teil 10 und DIN 58 967 Teil 20

2.2 Indirekter Inmunfluoreszenztest (IIFT)
Definition nach DIN 58 967 Teil 20

Anmerkung: Der lIFT dient hier zum Nachweis von Autoanti-
korpern; das Testantigen wird hier als Antigen-
substrat bezeichnet.

2.3 Antigensubstrat

Antigensubstrat ist eine Prdparation von biologischem
Gewebe,von menschlichen oder tierischen Zellen oder von
Zellfragmenten, mit denen Autoantikérper durch den IIFT
nachweisbar reagieren.

3 Bezeichnung

Bezeichnung des indirekten Immunfiuoreszenztestes (IIFT)
zum Nachweis von Autoantikérpern (Auto):

Antikdrpernachweis DIN 58 968 — IIFT — Auto

4 Prinzip der Methode
Nach DIN 58967 Teil 20

5 Untersuchungsgut

Probenahme, Gewinnung des Serums, Aufbewahrung und
Versand des Untersuchungsgutes nach DIN 58 967 Teil 10.

6 Untersuchungslaboratorien und spezielle
Ausriistung

Nach DIN 58967 Teil 10 und DIN 58 967 Teil 20

7 Annahme des Untersuchungsgutes
Nach DIN 58967 Teil 10
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8 Chemikalien und Reagenzien

Allgemeine Anforderungen nach DIN 58967 Teil 10 und
DIN 58967 Teil 20. Zusétzlich gelten die Anforderungen in
den Abschnitten 8.1 bis 8.3.

8.1 Antigen- und Referenzantigensubstrate

Bei Antigensubstraten ist zu sichern,daB das gesuchte Anti-
gen mit dem Solltiter eines Kontrollantikérpers erkannt
wird.Bei einem solchen Vortest sind auch negative Kontroll-
seren zu verwenden.

8.2 Verdiinnungs-, Eindeckungs- und
Waschmedium
Verdiinnungsmedien fiir Untersuchungsgut:

Phosphatgepufferte Kochsalz-Losung pH =7,2: 10 mmol/l
NasHPQ, und 150 mmot/l NaCl oder analog gepufferte
Salziosungen. Zur Verminderung unspezifischer Bindungen
kénnen Zusétze von Proteinen verwendet werden.

8.3 Anti-Human-immunglobulin-Konjugat

Je nach Untersuchungsziel sollten die Fluorochrom-markier-
ten Anti-Human-Immunglobulin-Konjugate entweder mit den
menschlichen Immunglobulinen IgG, (alle Subklassen), IgA
und IgM mit vergleichbarer Intensitét reagieren (oligospezi-
fischer SekundarantikGrper) oder spezifisch mit Epitopen
auf der y-Kette oder mit Epitopen auf der .- oder pu-Kette
humaner Immunglobuline reagieren.

Andere Fluorochrom-markierte Proteine, die spezifisch mit
humanen Immunglobulinen reagieren (z. B. Protein A oder
Protein G),konnen verwendet werden, sofern sichergestelit
ist, daB hiermit vergleichbare Resultate erzielt werden.

Anti-Human-Immunglobulin-Konjugate miissen wie folgt
definiert sein:

a) Reinheit des Anti-Human-Immunglobulin-Konjugates:
angereicherte Immunglobulinfraktion, Immunglobulin-
fraktion, 1gG, affinitatschromatographisch gereinigte
Antikorper, F(ab’),-Fragmente von |gG-Fraktionen,
F(ab’),-Fragmente von affinitdtschromatographisch
gereinigtem 1gG, wieviel % IgG-Molekiile oder F(ab),-
Fragmente binden an das Antigen bei Verwendung
welchen Bindungsnachweises.

b) Art des Fluorochroms, z.B. Fluoresceinisothiocyanat
(FITC), Rhodamin (TRITC), Texasrot.

Farbstoff-Protein-Verhaltnis, d.h. Anzahl der Fluoro-
chrommolekiile pro Antikorper bzw. Antikorper-
fragment. Angabe der oberen und unteren F/P-Verhalt-
nisgrenzen, die 90% aller markierten Proteine
umfassen.

c)

d) Reaktion des Anti-Human-lImmunglobulin-Konjugates
mit Immunglobulinen anderer Spezies, z. B. mit Immun-
globulinen von Kaninchen,Maus, Ratte,Meerschweinchen,
Ziege, Pferd, Schaf. Hierbei ist das verwendete Verfahren
zur Messung der Kreuzreaktion anzugeben.

Angabe der Spezies, aus der das Anti-Human-immun-
globulin-Konjugat kommt.

f) Angabe, ob es sich um monoklonale Antikdrper eines
Klons, mehrerer Klone oder um polyklonale Antikorper
handelt.

Angaben Uber Antikorperiosungsmedium inkl. Konser-
vierungsmittel, z. B. Natriumazid oder Thiomersal mit
Konzentrationsangabe

Vor Anwendung einer neuen Charge eines Anti-Human-
Immunglobulin-Konjugates muB die optimale Gebrauchs-
verdiinnung fiir einen bestimmten Autoantikdrpertest unter
Verwendung eines bestimmten Antigensubstrates ermittelt
werden. Dazu wird eine Schachbrett-Titration durchgefiihrt.
Die Primérverdiinnung des Patientenserums ist abhéngig
von dem jeweiligen Test. Ein Beispiel ist in der Tabelle
dargestellt.

e)

a)

9 Durchfiihrung der Untersuchung

9.1 Mitfiihren von Kontrollen

Bei jedem Testansatz mit einer oder mehreren Serumpro-
ben sind folgende Kontrollen mitzufiihren:

a) Positiv-Kontrolle:

— Niedrige Verdiinnung von Antikdrper-haltigem
Serum mit starker Reaktion :

— Eine dreifache Verdiinnungsreihe eines Positiv-
serums, deren Reaktivitat von stark positiv bis
negativ reicht, von denen die geringste Verdiinnung
eine einfach positive Reaktion zeigt, die néchst
hohere Verdiinnung eine noch schwach positive
Reaktion zeigt und die hochste Verdiinnung negativist.

b) Negativ-Kontrolle:

— Zwei niedrige Verdiinnungen von Serum mit negativer

Reaktion

9.2 Herstellung der Antigenpraparate und Serum-
verdiinnungen sowie Beschicken der antigen-
beladenen Objekttrager

Industriell angefertigte Antigene sind entsprechend den
Arbeitsanleitungen zu behandeln. Andere Antigene bzw. Refe-
renzantigene werden je nach deren Art und Zustand auf
Objekttrager aufgebracht, gelagert,gegebenenfalls fixiert und
vor Gebrauch aufgetaut und getrocknet.

Tabelle. Beispiel fiir Verdiinnungsstufen und Starke der Fluoreszenz

negatives Serum positives Serum
Konjugat

1:10 1:20 1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 1:640 1:1280
1: 10 + 0) ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++ +
1: 20 + @ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ +++ + 1)
1: 40 @ @ ++++ ++++ ++++ +++ o+ +++ + @
1: 80 @ @ ++++ ++++ +++ +++ ++ + 0] o]
1:160 @ o) ++++ +++ + + @ @ @ 1%}

Die Gebrauchsverdiinnung des Anti-Human-Immunglobulin-Konjugates ist die doppelte Konzentration der niedrigsten
Konjugatverdiinnung, die den hochsten Antikdrpertiter des positiven Serums erbringt. Dabei darf das negative Serum keiner-
lei Fluoreszenz am testspezifischen Antigen ausldsen. (Ermittlung am obigen Beispiel: Hochster Titer bei stédrkster Konjugat-
verdiinnung 1 : 40 ergibt eine Gebrauchsverdiinnung 1 : 20).
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