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1 Anwendungsbereich und Zweck

Diese Norm gilt fiir den Nachweis von Antikérpern gegen
HIV-1 oder HIV-2 in Serum, Plasma oder anderen Kérperfliis-
sigkeiten mittels Immunoblot (1B) nach DIN 58 967 Teil 40.
Die hier getroffenen Festlegungen erginzen die in DIN 58 967
Teil 10 beschriebenen allgemeinen Anforderungen an die
Serodiagnostik und die in DIN 58 967 Teil 40 aufgefiihrten
methodischen Mindestanforderungen fiir den Immunoblot.
Dariuiber hinaus bezieht sich die von der DVV 1) erarbeitete
Mitteilung Uber die ,Interpretation der Immunoblots zum
Nachweis von Antikdrpern gegen HIV-1 und HIV-2¢ [1] auf
diese Norm.

Der Immunoblot in der hier getroffenen Festlegung dient der
Bestétigung des Vorhandenseins von Antikérpern gegen
HIV; d.h. zur Abkldrung der HIV-Spezifitit einer in einem
Suchtest (z. B. ELISA, Agglutinationstest) reaktiven Probe.
Zweck dieser Norm ist es, in der Antikérperdiagnostik der
HiV-Infektion von Laboratorium zu Laboratorium vergleich-
bare Untersuchungsergebnisse zu erméglichen.

2 Begriffe
Grundbegriffe nach DIN 58967 Teil 10 und Teil 40.

2.1 HIV-Antigen fiir IB

HIV-Antigen fiir IB ist eine Praparation, die alle immunreak-
tiven Polypeptide des HIV-Partikels sowie den Vorldufer der
Core-Proteine p 55 bzw. p 56 und den Vorldufer der Hiill-
Glykoproteine gp 160 bzw. gp 140 enthailt.

2.2 HIV-Profil (Bandenmuster)

HIV-Profil (Bandenmuster) bezeichnet die Konstellation
der testrelevanten Polypeptidbanden, die sich nach Auf-
trennung und nach Anfiarbung im SDS-Polyacrylamid-Gel
aufgrund der relativen molekularen Masse der einzelnen
Polypeptide ergibt.

3 Bezeichnung
Bezeichnung des Immunoblots (IB) zum Nachweis von
Antikérpern gegen
Human-Immunschwéche-Virus HIV-1:
Nachweis DIN 58 969 — IB-HIV-1

Human-Immunschwéche-Virus HIV-2:

Nachweis DIN 58 969 — IB-HIV-2

1) DVV Deutsche Vereinigung zur Bekampfung der Virus-
krankheiten e.V.

Fortsetzung Seite 2 bis 5

In case of doubt, the German-language version should be
consulted as the authoritative text.

1 Scope and purpose

This standard is valid for the detection of antibodies against
HIV-1 or HIV-2 in serum, plasma or other body fluids by im-
munoblotting (IB) in accordance with DIN 58967 Part 40.

This standard supplements the general requirements of
serodiagnosis established in DIN 58967 Part 10 and the
basic method-specific minimum requirements for immuno-
blotting described in DIN 58967 Part 40.

In addition, the “Interpretation of 1B rules for the detection
of antibodies against HiV-1 and HIV-2” published by the
DVV1) refers to this standard [1].

The immunoblot as defined in this standard is used for con-
firmation of the existence of antibodies against HIV, i.e. for
the checking of HIV-specificity of a patient sample which
was reactive in an HIV screening test (e.g. ELISA, agglutina-
tion test).

The purpose of this standard is to render inter-laboratory
diagnostics of antibodies against HIV more comparable
and reproducible,

2 Definitions

Basic definitions in accordance with DIN 58 967 Part 10 and
Part 40.

2.1 HIV antigen for IB

An HIV antigen for IB is a preparation containing all im-
mune-reactive polypeptides of an HIV virus, including the
precursor of the core proteins p 55 or p 56 and the precur-
sor of the env-glycoproteins gp 160 or gp 140.

2.2 HIV profile (pattern of bands)

The HIV profile shows the constellation of the polypeptide
bands which are relevant to the test and can be seen after
separation according to size by SDS-polyacrylamide gel
and subsequent staining. '

3 Designation

Designation of the immunoblot (IB) for the detection of
antibodies against:

Human Immunodeficiency Virus HIV-1:

Detection DIN 58969 — IB-HIV-1

Human Immunodeficiency Virus HIV-2:

Detection DIN 58 969 — 1B-HIV-2

1) DVV German association for the control of viral diseases

Continued on pages 2to 5

NormenausschuB Medizin (NAMed) im DIN Deutsches Institut fiir Normung e.V.

pocumen

Docum ub

Ref. Nr. DIN 58969-41:1994-07
Preisgr. 07 Vertr.-Nr. 0007

Alleinverkauf der Normen durch Beuth Verlag GmbH, 10772 Berlin
Beuth Verlag GmbH, Berlin, has the exclusive right of sale for German Standards (DIN-Normen).

Full document details: DIN 58969-41:1994-07


http://www.avadocuments.com/doc/din-58969-41-1994-07
http://www.avadocuments.com/doc/din-58969-41-1994-07

Seite 2
DIN 58969-41:1994-07

4 Prinzip der Methode
Nach DIN 58 967 Teil 40.

5 Untersuchungsgut
Nach DIN 58967 Teil 40.

6 Untersuchungslaboratorium und spezielle
Ausriistung

Grundsatzlich gelten die Anforderungen nach DIN 58 967
Teil 10 und Teil 40.

Virusvermehrung, Konzentration und Reinigung sind in
einem medizinisch-mikrobiologischen Laboratorium min-
destens des Typs 3 nach DIN 58 956 Teil 1 vorzunehmen.

7 Annahme des Untersuchungsgutes
Nach DIN 58 967 Teil 10.

8 Chemikalien und Reagenzien; Antigene
und Konjugate

Allgemeine Anforderungen nach DIN 58967 Teil 10 und
Teil 40.

8.1 HIV-Antigen fiir IB

Bei der Gewinnung des HIV-Antigens auf Zellen miissen
hierbei eventuell freigesetzte zelluldre Proteine, die mit
humanem Serum reagieren, deklariert sein. Jedes fiir den
IB-HIV-1 oder IB-HIV-2 verwendete Antigen sollte so weit
gereinigt sein, daB nach Auftrennung des Antigens im redu-
zierenden SDS-Polyacrylamid-Gel in der fiir den IB ver-
wendeten Konzentration zumindest nach Coomassie-
Farbung nur virusspezifische Banden erkennbar sind.

Antigene fiir den IB-HIV-1 oder IB-HIV-2 miissen die virus-
spezifischen Proteine und Glykoproteine nach Tabelie 1
enthalten.

Tabelle 1: Antigene fiir Inmunoblot HIV-1 und HIV-2

4 Principle of the method
According to DIN 58967 Part 40.

5 Test material
According to DIN 58967 Part 40.

6 Testing laboratory and special equipment

According to the requirements established in DIN 58967
Part 10 and Part 40.

Virus multiplication, concentration and purification shall be
performed in a medical microbiological laboratory of at
least biosafety class 3 according to DIN 58 956 Part 1.

7 Acceptance of the test material
According to DIN 58967 Part 10."

8 Chemicals and reagents; antigens and
conjugates

General requirements according to DIN 58 967 Part 10 and
Part 40.

8.1 HIV antigen for IB

Cellular proteins which may appear during the production
of HIV antigens in cells and which may be reactive with
human plasma shall be declared. Each antigen which is
used for the production of IB HIV-1 or IB HIV-2 should be
purified in such a manner that after separation of the anti-
gen in the reducing SDS-polyacrylamide gel at the concen-
tration used for the IB, only virus-specific bands are recog-
nizable at least after Coomassie staining.

Antigens for the IB HiV-1 or IB HIV-2 shall contain all virus-
specific proteins and glycoproteins shown in table 1.

Table 1: Antigens of Immunoblot HIV-1 and HIV-2

- 1 1
Gen Gen-Produkte ) Beschreibung Gene Gene products ) Description
HIV-1 HIV-2 HIvV-1 HIV-2
gp 160 { gp 140 Vorldufer der Hiill-Glyko- gp 160 | gp 140 precursor of the env-glyco-
env proteine 2) env protein 2)
gp 120 | gp 125 AuBeres Hiill-Glykoprotein 2) gp 120 | gp 125 external env-glycoprotein 2)
gp 41 | gp 36/41 | Transmembran-Glykoprotein gp 41 | gp 36/41 | transmembrane-glycoprotein
p 55 p 56 Vorlaufer der Core-Proteine p 55 p 56 precursor of the core protein
gag| p24 p 26 Inneres Core-Protein gag p 24 p 26 inner core protein
p 17 p 16 AuBeres Core-Protein p 17 p 16 outer core protein
p 66 p 68 Reverse Transkriptase p 66 p 68 reverse transcriptase
ol + RNase H ol + RNase H
P p 51 p 53 Reverse Transkriptase P p 51 p 53 reverse transcriptase
p 32 p 34 Endonuklease/Integrase p 32 p 34 endonuclease/integrase
1) p = Protein; gp = Glykoprotein. 1) p = protein; gp = glycoprotein.
Die Zahlen geben die angendherte relative Molekiil- The numbers indicate the relative molecular mass
masse M; x 10° an. M, x 102,
2) Die entsprechenden Glykoproteinbanden kdnnen 2) Corresponding glykoprotein bands can be feigned
durch Tri- bzw. Tetramere des Transmembran-Glyko- by a tri- or tetrameric form of the transmembrane
protein vorgetauscht werden. glycoprotein.

8.2 Antigenmenge

Die Antigenmenge auf dem I1B-HIV-1 mu8 so groB sein, daB
mit einer 1:1000 Endverdiinnung des WHO-anti-HIV-1-
Referenzserum oder eines entsprechend abgeglichenen
Serum bei direkt markiertem zweiten Antikrper ein posi-
tives Signal in allen Banden erreicht wird.
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8.2 Quantity of antigens

The amount of antigens on the 1B HIV-1 shall be large
enough to ensure that, given a directly marked second anti-
body, a positive signal is obtained in all bands with a WHO
reference serum or a calibrated serum in a final dilution

of 1:1000.
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