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Immunoblot (IB); Spezielle Anforderungen für den Nachweis von 

Antikörpern gegen Human-Immunschwäche-Virus HIV-1 oder HIV-2 
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of infectious diseases; Immunoblot %m) 
special requirements for the detection 
of antibodies against Human-immunode- 
Fficiency-Virus HIV-1 or HIV-2 

  1 Anwendungsbereich und Zweck     

Diese Norm gilt für den Nachweis von Antikörpern 
gegen HIV-1 oder V-2 in Serum, Plasma oder 

f igkeiten mittels Immunoblot (18) 
nach DIN 58 967 Teil 40. 

   

n die in Die hier gdnm?fi'ßn;m ='a_ t 
w Anfor- DIN 58 967 Teil 10 b    

  

Der Immunoblot in der hier getroffenen Festlegung 
dient der Bestätigı ‚gung des Vorhandenseins von Änti- 
körpern gegen HIV; d. h. zur Abklärung d@v HIV- 
Spezifität einer in einem Suchtest (z. B. ELISA, 
Agglutinationstest) reaktiven Probe. 

  

   

  

Zweck dieser Norm ist es, in der Antikörperdiagno- 
stik der HIV-Infektion von Laboratorium zu Labora- 

'e Untersuchungsergebnisse zu 
    

  

     

  

ichen. 

2 Begriffe 

Grundbegriffe nach DIN 58 967 Teil 10 und Teil 40. 

2.1 HIV- 

  

tigen für IB 

HIV-Antigen für IB ist eine Präparation, die alle 
immunreaktiven P@‘J;w:9iüda des HIV-Partikels, sowie 
den Vorläufer der Core-Proteine p 55 bzw. p 56 und 
den Vor' r der Hüll-Glykoproteine gp 160 bzw. 
gp 140 enthält. 

  

    

    

2.2 HIV-Profil (Bandenmuster) 

HIV-Profil (Bandenm @@fÄ bezeichnet die Konstella- 
ü@n der testrelevanten „\fl]yoa‚pmflohgw@@w‚ die sich 
nach Auftrennung und nach Anfärbung im SDS- y 
acrylamid-Gel aufgrı der relativen molekularen 
Masse der einzelnen Pı lypeptide ergibt. 

  

   

  

3 Bezeichnung 

  Bezeichnung des Immunoblots (IB) zum Nachweis von 
H.YWL‘W@I?“@L')VT gege! 

  

Human-Immunschwäche-Virus HIV-1: 
Nachweis DIN 58 969 - IB-HIV-1 

ktionskrankheiten 

  

q7 Han IM} ENM 

    

Einsprüche bis 31. Dez 1991 

   Anwendungswi warnvermerk 
der letzten Seite beac 

     Human-Immunschwäche-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. 

    

die Anforderungen nach 
d Teil 40. 

Virusvermehrung, Konzentration und Reinigung sind 
in einem medizinisch-mikrobiologischen Laboratorium 
mindestens 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 Konju- 
gate 

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

8.1 HIV- 

  

tigen für IB 

Bei der Gewinnung des HIV-Antigens auf Zellen müs- 
sen hierbei eventuell freigesetzte zelluläre Pro- 
teine, die mit humanem Serum reagieren, deklariert 
sein. Jedes für den IB-HIV-1 oder IB-HIV-2 verwen- 
dete Antigen sollte soweit gereinigt sein, daß nach 
Auftrennung des ßrn@\ig ‚duz ierenden SDS- 
Polyacrylamid-Gel und ı Coomassie: 
Färbung nur virufxs[a.füfl& :he Banden erkennbar sind. 

      

  

      

     
     

   

  

Antigene für den IB-HIV-1 oder IB-I 
virusspezifischen Proteine und Glykopı 
Tabelle 1 enthalten. 

müssen die 
teine nach 

  

rtsetzung Seite 2 und 3 
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Entwurf DIN 58 969 Teil 41 

Tabelle 1. 

Gen-Produkte 
Gen 

HIV-1 HIV-2 

env gp 120 gp 125 
gp 41 gp 36/41 

p 55 p 56 
gag p 24 p 26 

p 17 p 16 

p 66 p 68 
pol p 51 P 53 

p 32 p 34 

8.2 Antigenmenge 

Die Antigenmenge auf dem IB muß so groß sein, daß 
mit einer 1:100 000 Verdünnung des WHO-Referenz- 
serums oder eines entsprechend abgeglichenen Serum 
bei direkt markiertem zweiten Antikörer ein positi- 
ves Signal in allen Banden erreicht wird. 

    

Die Vorverdünnung des WHO-Referenzserum oder des 
abgeglichenen Serum muß in IB-HIV-negativem Serum 
erfolgen. 

  

Die Vorverdünnu umfaßt alle Verdü ngsschritte 
vor der gen Endverdünnung.    
8.3 Anti-Human-Immunoglobul in-Konjugat 

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

  

    

9 Durchführ 

9.1 

ung der Untersuchung 

Mitführung von Kontrollen 

   Bei jedem Testansatz mit einer oder mehreı 
proben sind folgende Kontrollen mitzuführen:    

a) Positivkontrolle: ein hinsicht 
schaften mit dem WHO-Refer 
Kontrollserum, dessen Reaktivität eineı 
1:100 000 Verdünnung des WHO-Refeı 
spricht. 

lich seiner Eigen- 
zlichenes 

  

   
   

  

     

b    Negativkontrolle: 
rum ist mi 
Bande reagi 

n _ HIV-negatives Kontroll 
darf mit keiner Antigeı       

    

Antigene für Immunoblot HIV-1 und HIV-2 

Beschreibung 

  

    
Hüll-Glykoproteine 

1-Glykoprotein 
ran-Glykoprotein 

  

   res Core-Prote 
Außeres Core-Protein 

ufer der Core-Proteine 
in 

  

Reverse Transkriptase hetero- 
Reverse Transkriptase ) dimer 
Endonuklease/Integrase 

  

   

9.2 Nachweis von HIV-spezifisc 

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

men. 

   

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

   

  

Bei definierten Fragestellungen (z. B. 
Infektion bei Neugeborenen) können anti-ı 
anti-d-Ketten-spezifische Antikörper als Anti- 
Human-Immunglobulin-Konjugate eingesetzt werden. 

   

10 Auswertung und Beurteilung 

   
   

Po: iv gelten Serumproben auf HIV-1- bzw. HIV-2- 
Ant körper, 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 

- ausschließlich mit einem Glykoprotein reagieren 
oder 

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

Negativ sind Serumproben, die 

- mit keinem virusspezifischen Protein oder Glyko- 
protein reagieren. 

Bei fraglichem und/oder positivem Ausfall ist eine 
Abklärung zwischen HIV-1 und HIV-2 über den IB oder 
ein anderes gleichwertiges Verfahren anzustreben.
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