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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 Korperfliissigkeiten mittels Immunoblot (IB)
nach DIN 58 967 Teil 40.

Die hier getroffenen Festlegungen erganzen die in
DIN 58 967 Teil 10 beschriebenen allgemeinen Anfor-
derungen an die Serodiagnostik und die in DIN

58 967 Teil 40 aufgefiihrten methodischen Mindest-
anforderungen fiir den Immunoblot.

Der Immunoblot in der hier getroffenen Festlegung
dient der Bestatigung des Vorhandenseins von Anti-
kérpern gegen HIV; d. h. zur Abklarung der HIV-
Spezifitat einer in einem Suchtest (z. B. ELISA,
Agglutinationstest) reaktiven Probe.

Iweck dieser Norm ist es, in der Antikorperdiagno-
stik der HIV-Infektion von Laboratorium zu Labora-
torium vergleichbare Untersuchungsergebnisse zu er-
moglichen.

2 Begriffe
Grundbegriffe nach DIN 58 967 Teil 10 und Teil 40.
2.1 HIV-Antigen fiir IB

HIV-Antigen fir IB ist eine Praparation, die alle
immunreaktiven Polypeptide des HIV-Partikels, sowie
den Vorlaufer der Core-Proteine p 55 bzw. p 56 und
den Vorlaufer der Hii11-Glykoproteine gp 160 bzw.

gp 140 enthalt.

2.2 HIV-Profil (Bandenmuster)

HIV-Profil (Bandenmuster) bezeichnet die Konstella-
tion der testrelevanten Polypeptidbanden, die sich
nach Auftrennung und nach Anfarbung im SDS-Poly-
acrylamid-Gel aufgrund der relativen molekularen
Masse der einzelnen Polypeptide ergibt.

3 Bezeichnung

Bezeichnung des Immunoblots (IB) zum Nachweis von
Antikorpern gegen

Human-Immunschwache-Virus HIV-1:
Nachweis DIN 58 969 - IB-HIV-1
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Anwendungswarnvermerk auf
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Human-Immunschwache-Virus HIV-2:
Nachweis DIN 58 969 - IB-HIV-2

4 Prinzip der Methode
Nach DIN 58 967 Teil 40.

5 Untersuchungsgut
Nach DIN 58 967 Teil 40.

6 Untersuchungslaboratorium und spezielle Aus-
riistung

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

Virusvermehrung, Konzentration und Reinigung sind
in einem med1z?nisch-mikrobio1og15chen Laboratorium
mindestens des Typs 3 nach DIN 58 956 Teil 1
vorzunehmen.

7 Annahme des Untersuchungsgutes
Nach DIN 58 967 Teil 10.

8 tCl;emikalien und Reagenzien (Antigene und Konju-
gate

Allgemeine Anforderungen nach DIN 58 967 Teil 10
und Teil 40.

8.1 HIV-Antigen fiir IB

Bei der Gewinnung des HIV-Antigens auf Zellen miis-
sen hierbei eventuell freigesetzte zellulare Pro-
teine, die mit humanem Serum reagieren, deklariert
sein. Jedes fir den IB-HIV-1 oder IB-HIV-2 verwen-
dete Antigen sollte soweit gereinigt sein, daB nach
Auftrennung des Antigens im reduzierenden SDS-
Polyacrylamid-Gel und zumindest nach Coomassie-
Farbung nur virusspezifische Banden erkennbar sind.

Antigene fir den IB-HIV-1 oder IB-HIV-2 miissen die
virusspezifischen Proteine und Glykoproteine nach
Tabelle 1 enthalten.

Fortsetzung Seite 2 und 3
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Tabelle 1. Antigene fiir Immunoblot HIV-1 und HIV-2

Gen-Produkte
Gen Beschreibung
HIV-1 HIV-2
gp 160 gp 140 Yorldufer der Hiil1-Glykoproteine
env gp 120 gp 125 AuBeres Hul1-Glykoprotein
gp 41 gp 36/41 Transmembran-Glykoprotein
p 55 p 56 Vorldufer der Core-Proteine
gag p 24 p 26 Inneres Core-Protein
p 17 p 16 AuBeres Core-Protein
p 66 p 68 Reverse Transkriptase hetero-
pol p 51 p 53 Reverse Transkriptase dimer
p 32 p 34 Endonuklease/Integrase

8.2 Antigenmenge

Die Antigenmenge auf dem IB muB so groB sein, daR
mit einer 1:100 000 Verdinnung des WHO-Referenz-
serums oder eines entsprechend abgeglichenen Serum
bei direkt markiertem zweiten Antikorer ein positi-
ves Signal in allen Banden erreicht wird.

Die Vorverdinnung des WHO-Referenzserum oder des
abgeglichenen Serum mu in IB-HIV-negativem Serum
erfolgen.

Die Vorverdinnung umfaBt alle Verdinnungsschritte
vor der testabhiangigen Endverdiinnung.

8.3 Anti-Human-Immunoglobulin-Konjugat

Das verwendete Anti-Human-Immunglobulin-Konjugat
muB so markiert sein, daR das verwendete Detek-
tionssystem bei einer nach Abschnitt 8.1 herge-
stellten Antigenpraparation in der Lage ist, die
Bindung der Antikorper in einer 1:100 000-Verdin-
nung des WHO-Referenzserum oder eines entsprechend
abgeglichenen Serum an allen Antigenen nachzuwei-
sen.

9 Durchfiihrung der Untersuchung
9.1 Mitflihrung von Kontrollen

Bei jedem Testansatz mit einer oder mehreren Serum-
proben sind folgende Kontrollen mitzufihren:

a) Positivkontrolle: ein hinsichtlich seiner Eigen-
schaften mit dem WHO-Referenzserum abgeglichenes
Kontrollserum, dessen Reaktivitat einer
1:100 000 Verdiinnung des WHO-Referenzserum ent-
spricht.

b) Negativkontrolle: Ein HIV-negatives Kontrollse-
rum ist mitzufiihren. Es darf mit keiner Antigen-
Bande reagieren.
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9.2 Nachweis von HIV-spezifischen Antikorpern

Die Untersuchung wird nach DIN 58 967 Teil 40
durchgefihrt. Der Nachweis von Antikorpern wird mit
denaturierten und reduzierten Antigenen vorgenom-

men.

Sollen HIV-spezifische IgG-Antikorper in Patienten-
seren nachgewiesen werden, so sind diese Seren min-
destens um den Faktor 1:50 im Testsystem zu verdun-
nen.

Bei definierten Fragestellungen (z. B. HIV-
Infektion bei Neugeborenen) konnen anti-p- oder
anti-a-Ketten-spezifische Antikorper als Anti-
Human-Immunglobulin-Konjugate eingesetzt werden.

10 Auswertung und Beurteilung

Positiv gelten Serumproben auf HIV-1- bzw. HIV-2-
Antikorper, wenn

- sie mit mindestens einem viralen Glykoprotein und
einem von einem anderen HIV-1-Gen-codierten Pro-
tein ein Signal geben.

Fraglich sind Serumproben, welche

- ausschlieBlich mit einem Glykoprotein reagieren
oder

- nur mit einem oder mehreren virusspezifischen
Nicht-Hul1-Proteinen reagieren.

Negativ sind Serumproben, die

- mit keinem virusspezifischen Protein oder Glyko-
protein reagieren.

Bei fraglichem und/oder positivem Ausfall ist eine

Abklarung zwischen HIV-1 und HIV-2 lber den IB oder
ein anderes gleichwertiges Verfahren anzustreben.
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