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Anwendung

Der SERATEC® HembDirect Test ist ein chromatographischer
Immunoassay fir den schnellen Nachweis von humanem
H&amoglobin in forensischen Proben. Das Produkt enthalt zwei
monoklonale murine anti-human-Hamoglobin Antikérper als
aktive Komponenten.

Einleitung

Der rote Blutfarbstoff Hamoglobin (Hb) ist Bestandteil der
roten Blutkdrperchen und dient vor allem dem Gastransport im
Kérper. Hamoglobin hat ein Molekulargewicht von 64,5 kDa.
Es besteht aus 4 Aminosdureketten, von denen je zwei
identisch sind. Jede der Ketten ist mit einer Hamgruppe
assoziiert, die ca. 4% des Gesamtgewichts des Molekils
ausmachen. Mit Konzentrationen von 120-160 mg/ml bzw.
140-180 mg/ml bei Frauen bzw. Ménnern ist es eines der am
h&ufigsten im Blut vorkommenden Proteine.

Verschiedene Nachweismethoden beruhen auf der Detektion
von Hamoglobin in forensischem Probenmaterial, lassen
jedoch nicht die Aussage zu, ob das Blut humanen Ursprungs
ist. Dadurch sind weitere Untersuchungen nétig, die in der
Regel nicht direkt am Tatort durchgefiihrt werden kdnnen.

Der SERATEC® HemDirect Test ermdglicht den Nachweis
von humanem Hamoglobin und zeichnet sich durch eine hohe
Sensitivitdt und Spezifitdt aus. Das Produkt bietet gegenlber
herkdmmlichen Methoden folgende Vorteile:

» Einfache Handhabung ohne zuséatzliches Equipment.

» Direkt am Tatort oder im Labor einsetzbar.

+ Sehr hohe Sensitivitdit! Der Test erfasst bereits
Konzentrationen von 40 ng/ml. In Extraktionspuffer
verdiinntes Frischblut ergibt bei einer Verdiinnung von
107 ein deutlich positives Testergebnis.

* Der Test ist spezifisch fir humanes Hamoglobin. Eine
Kreuzreaktivitdt zeigt sich mit Primaten- und
Frettchenblut. Damit kann die Aussage, ob es sich bei
dem Probenmaterial um humanes Blut handelt relativ
eindeutig getroffen werden.

* Hamoglobin ist sehr stabil und dadurch lange Zeit
nachweisbar. Positive Nachweise konnten mit 31 Jahre
alten Proben erzielt werden.

Getrocknete Blutflecken und Muskelgewebeproben, die unter
verschiedenen Umweltbedingungen flr einen Monat gelagert
wurden, ergaben nach Extraktion im Labor positive
Testergebnisse.

Es ist zu beachten, dass andere Korperflissigkeiten als Blut
(z.B. Urin, Stuhl, Samenflissigkeit, Vaginalflissigkeit oder
Speichel) Spuren von Hamoglobin enthalten kénnen wodurch
positive Testergebnisse erzielt werden. Allerdings ist dies bei
Verwendung des Verdinnungspuffers (Extraktion) &uBerst
unwahrscheinlich. Dadurch sinkt die Hamoglobin Konzen-
tration anderer Korperflissigkeiten sehr wahrscheinlich unter
die Nachweisgrenze.

Materialien
» 30 luftdicht verpackte Testkassetten, mit jeweils einer
Plastikpipette
» 30 Pufferréhrchen mit 1.5 mL Verdinnungspuffer
* Anleitung

Zusatzlich bendtigte Materialien: Stoppuhr oder Timer
Lagerung und Haltbarkeit

Die Testkassetten und die Pufferlésung sollten wahrend der
angegebenen Haltbarkeits-zeit (auf dem Schutzbeutel, bzw.
auf dem Pufferbehaltnis angegeben) bei +2 bis +30°C
aufbewahrt werden. Die Testkassetten muissen bis zur
Benutzung im Schutzbeutel verbleiben.

Qualitative Eigenschaften

Sensitivitat: Mit Hilfe des Produktes sind mindestens

40 ng/ml humanes Hamoglobin nachweisbar.

High Dose Hook Effekt: Aufgrund des hohen Hamoglobin-
gehalts sollten frische Blutproben verdiinnt werden um einen
High Dose Hook Effekt zu vermeiden. Verdiinnungen von etwa
1:50 bis 107 mit der Pufferlésung werden positive getestet.
Um sicherzugehen sollte die Verdinnung daher starker als
1:50 sein, 1:500 wird empfohlen. Als optischer Anhaltspunkt
kann die Farbung der Probe dienen. Zwischen einer
Verdiinnung von 102 und 10* verschwindet die sichtbare
Farbung der Hamoglobinlésung.

Referenzmaterial

Zur Uberpriifung der Leistungsmerkmale des Tests wird
humanes Hamoglobin der Fa. Sigma verwendet.

Spezifitat

Der SERATEC® HemDirect Test zeigt u.a. keine Kreuz-
reaktion mit dem H&moglobin folgender Tierspezies: Hund,
Kaninchen, Katze, Rind, Schwein, Wildschwein, Pferd, Huhn,
Schaf, Maultier, Ziege, Rothirsch. Die vollstandige Liste ist in
Ref.1 einsichtbar.

Blut von Primaten und Frettichenblut kann zu positiven
Ergebnissen fuhren.!

Sicherheitshinweise

Bei forensischen Proben handelt es sich um potentiell
infektidses Material, das mit der entsprechenden Sorgfalt und
nur mit geeigneten SchutzmaBnahmen (z.B. Handschuhe,
Laborkleidung) untersucht werden sollte. Wahrend der
Testdurchfihrung benutzte Materialien sollten vor der
Entsorgung autoklaviert werden, da sie potentiell infektiéses
Material enthalten.

» Testkassette bei
nicht benutzen!

» Testkassette und Pufferlésung nicht nach Ablauf des
Verfallsdatums benutzen!

+ Bei den eingesetzten Materialien des Tests (z.B.
Antikdrpern) handelt es sich um potentiell infektiése
Materialien, von denen bei sachgemaBer Anwendung
jedoch keine Gefahr ausgeht.

» Testkassette erst unmittelbar vor Gebrauch aus dem
Schutzbeutel entnehmen.

» Testkassette nicht einfrieren!

Probennahme und Handhabung
Generelle Hinweise

* Verwenden Sie zur Extraktion bzw. Verdinnung die
mitgelieferte Pufferldsung. Diese ist speziell fur den
HemDirect entwickelt. Andere Puffer-ldsungen kénnen
zu schwankenden Linien-inten-sitd-ten und z.B.
Wasser zu einer verminderten Sensitivitat fuhren.

* Detergenzien wie SDS oder Sarcosyl kénnen zur
Denaturierung von Hamoglobin und damit zu negativen
oder nur sehr schwach positiven Testergebnissen
fhren.

* Flissigkeiten mit PH-Werten von unter 4 oder Uber 12
kénnen falschen oder ungiiltigen Ergebnissen fihren.
Die Verwendung des Verdinnungspuffers flihrt zu
einem optimalen pH-Wert der Probe.

»  Gewebepartikel beeinflussen das Testergebnis nicht.

* Proben die langer als zwei Tage aufbewahrt werden,
sollten kuhl (2-8°C) und trocken lagern. Flissige
Proben kénnen auch eingefroren werden.

+ Altere Gewebeproben sollten Lénger extrahiert werden
als frische Proben.

* Viskose Proben sollten fiir etwa eine Minute bei
13,0009 zentrifugiert werden. Der Uberstand wird zur
Testung genommen.

» Schnittsticke aus Stoff sollten etwa eine GrdBe von
0.25-1 cm? zur Extraktion aufweisen.

Beschadigung des Schutzbeutels
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* Reine Blutproben und Proben mit sehr hoher
Hamoglobin Konzentration sollten mindestens 1:500
verdinnt werden.

» Die Verwendung von unverdinnten FlUssigkeiten egal
welcher Herkunft wird nicht empfohlen. Flissige
Proben sollten mindestens 1:500 verdinnt werden.

Proben Vorbereitung

Zunachst sollte das Réhrchen mit dem Extraktionspuffer
senkrecht gehalten und der Deckel abgeschraubt werden.
Danach kann mit dem am Deckel befestigten Stabchen etwas
Probematerial (z.B. getrocknetes Blut, Blut befleckie
Stofffasern) entnommen und in das Ro&hrchen gegeben
werden. Alternativ. kénnen Schnittsticke von Stoffen,
Wattepads oder anderes Probenmaterial direkt hineingegeben
werden. Nach dem VerschlieBen des Roéhrchens wird die
Probe durch griindliches Schitteln extrahiert. Die so geldsten
Proben sind bei Raumtemperatur fir mindestens 2 Tage
stabil.

Bei alten Blutflecken kann die Solubilisierung erschwert sein.
Hier kann die Extraktion im Labor mit Hilfe eines Ruttlers
erfolgen.

Als Extraktionspuffer empfehlen wir den im Rd&hrchen
mitgelieferten Puffer. Es kénnen jedoch auch andere
Puffersysteme im neutralen pH Bereich verwendet werden
(z.B. PBS oder TBS).

Bei Bedarf kann der Extraktionspuffer selbst hergestellt
werden: 12,1 g Tris; 8,8 g NajCitrat; 0,2 g NaN; — pH auf 6,8
mit HCI, 0,5 g Tween 20; 5 g BSA — auf 1000 ml mit Aqua
dest auffillen.

Testdurchfiihrung

* Alle Testkomponenten vor Testbeginn auf Raum-
temperatur bringen. Eine auf 8°C abgesenkte
Temperatur fihrt z.B. zu einer Verringerung der
Sensitivitat auf etwa 200 ng/ml.

» Schutzbeutel der Testkassette entfernen und Kassette
zur |dentifikation beschriften.

* Geben Sie 3 Tropfen der Probe (ca. 120 pl) in die
Probenkammer. Falls die Extraktion im Rd&hrchen
erfolgte, 6ffnen Sie den Deckel (Schraubverschluss)
und verwenden Sie die mitgelieferte Pipette. Alternativ
kénnen Sie auch mit Hilfe eines Papiertuchs
(Spritzgefahr) das Siegel des Rdhrchens mit einer
leichten Drehbewegung abbrechen und durch leichten
Druck auf die Seitenwénde 3 Tropfen Flissigkeit in die
Probenkammer geben. Sollte Verbleibendes
Probenmaterial  sollte dann aber in einem
verschlieBbaren GeféaB aufbewahrt werden.

» Starten Sie die Zeitmessung. Heben Sie verbleibendes
Probenmaterial auf, um gegebenenfalls weitere
Testungen durchzuflhren.

« Nach 10 Minuten Reaktionszeit bei Raumtemperatur
kann das Ergebnis abgelesen werden. Die Flussigkeit
in der Probenkammer sollte zu diesem Zeitpunkt
vollstdndig aufgesogen worden sein.

* Negative Testergebnisse sollten nach 10 Minuten
Inkubationszeit noch einmal bestétigt werden.

Hemoglobin
.

Ergebnis-
fenster

Proben-
kammer

Kontrolllinie Ergebnislinie

S E RAT EC® Ernst-Ruhstrat-Str. 5

Gesellschaft fir Biotechnologie mbH D -37079 Gottlngen, Germany

—

Ergebnisinterpretation

Negatives Ergebnis: (kein humanes Hamoglobin vorhanden
bzw. H&moglobin-Konzentration unterhalb der Nachweis-
grenze)

Nur eine rétlich gefarbte Linie erscheint in der Kontrollregion
(C). Das Fehlen einer Linie in der Testergebnisregion (T) zeigt
ein negatives Testergebnis an.

Positives Ergebnis: (humanes Hamoglobin vorhanden)

Zwei roétlich gefarbte Linien sind im Ergebnisfenster sichtbar;
eine in der Kontrollregion (C) und eine in der
Test-ergebnis-region (T). Die Farbintensitdt der Linien kann
variieren. Jede sichtbare Ergebnis-linie (schwach oder stark
geféarbt) zeigt ein positives Ergebnis an!

Ungiiltiges Ergebnis
Die Kontrolllinie (C) wird nicht gebildet.
In diesem Fall sollte der Test wiederholt werden.

Hemoglobin Hemoglobin
C T C T
Hemoglobin ﬁ
C T
@ O Hemoglobin Hemoglobin
C T C T
Negativ Positiv Ungiltig
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Intended use

The SERATEC® HemDirect Hemoglobin test is a chro-
matographic immunoassay for the rapid detection of human
hemoglobin in forensic samples. It contains two monoclonal
murine anti-human-hemoglobin antibodies as active com-
pounds.

Introduction

Hemoglobin (Hb) is located in the erythrocytes and pre-
dominantly serves to carry oxygen and carbon dioxide within
the body. Hemoglobin has a molecular weight of 64.5 kDa and
is composed of 4 amino acid chains, two of which are
identical. Each chain is associated with a hem group that
contributes to around 4% of the total weight of the molecule.
With concentrations between 120-160 mg/ml and 140-180
mg/ml for women and men, respectively, hemoglobin is one of
the most abundant proteins in blood. Various confirmatory
tests for the identification of blood are based on the detection
of hemoglobin but do not allow differentiating between human
and non-human blood. This question requires additional
testing.

The SERATEC® HembDirect test eliminates these problems
and combines a high specificity with an excellent sensitivity.
Accordingly, the product is suitable for the identification of
human blood traces in forensic samples. It has the following
advantages over conventional methods:

* Ready-to-use product kits, no further equipment
needed

 FEasy in use, directly at crime scenes or in the
laboratory

* Quick and reliable result after only 5 -10 minutes

» Extremely high sensitivity. Samples containing only 40
ng/ml human hemoglobin react positive. Fresh human
blood diluted in the extraction buffer up to 107 shows
clear positive test results.

*+ The test is specific to human hemoglobin. Cross
reactivity occurs with primate and ferret blood.

* Due to the long stability of hemoglobin, SERATEC®
HemDirect is able to confirm presence of blood in very
old stains. A study by Laux at al. demonstrates that the
SERATEC® HemDirect is suitable for detecting
hemoglobin in aged blood stains. Even a 31 year old
stain reacted positive.!

Dried blood stains and muscle tissue stored at different
environmental conditions for one month reacted positive upon
extraction. In contrast, additions of detergents like SDS,
sarcosyl or bleach to the sample led to negative or weak
positive results, probably caused by the denaturation of
hemoglobin.

SERATEC® HembDirect results will be affected in their
evidence by two facts. First, hemoglobin may also be present
in other body fluids (e.g. urine, stool, seminal fluid, vaginal fluid
or saliva), which may lead to positive results. However, the
proper usage of SERATEC® HembDirect requires obligatory
dilution of collected sample material. In this case, the test react
positive with blood samples only, whereas the hemoglobin
concentration of other body fluids decreases below the
detection limit.

Second, very high concentration of human hemoglobin in the
sample may lead to negative test results — a phenomenon
known as high dose hook effect (prozone effect). This effect
can be avoided by using the buffer and if necessary testing
different dilutions of one sample. As the visible color caused
by the hemoglobin vanishes between a 10 and a 10 dilution,
the color of the sample might be a guide for the user. At these
concentrations no high dose hook effect is observed.

Materials provided

» 30 individually sealed HemDirect cassettes, with one
plastic pipette each

» 30 buffer tubes containing 1.5 mL of standard buffer
solution

« User instruction leaflet

Materials required but not provided: Timer

Storage and Stability

Both cassettes and buffer are stable up to the batch expiration
dates stated on the sealed pouch and the buffer tube.
Cassettes and buffer can be stored at room temperature or
refrigerated (+2-+30°C resp. 38-86°F). The cassette must
remain in the sealed pouch until use.

Qualitative Characteristics

Sensitivity: result line is visible at as low as 40ng/mL Hem.
Fresh bloodstains should be diluted prior to testing to avoid
false negative results caused by the high dose hook effect.
Using the standard buffer, dilutions in the range from 1:50 to
1:107 are tested positive. For this reason the recommended
minimum dilution for fresh blood samples is 1:500.

Reference Material

The qualitative characteristics of the test are confirmed in a
final QC testing using human hemoglobin purchased at
SIGMA. The extraction buffer is used as solvent.

Specificity

The SERATEC® HemDirect Test shows no cross reactivity
with bovine, dog, rabbit, cat, pig, wild boar, horse, chicken,
sheep, mule, goat and red deer hemoglobin. Primate and
ferret blood may react positive. Ref.1 shows the complete list.
Precautions

Forensic samples and all materials coming in contact with it
should be handled and disposed of as if capable of
transmitting infection. Avoid contact with skin by wearing
gloves and proper laboratory attire. The product itself and all
materials coming in contact with forensic samples should be
autoclaved before disposal.

» Do not use cassettes or buffer after expiration date.

» Do not use cassettes if the pouch has been damaged.

» The product consists of potentially infectious materials
(e.g. antibodies). These materials do not cause any
danger if the product is used according to the
instructions.

» Do not open pouches until ready to perform the assay.

* Do not freeze the test cassettes.

Specimen collection and handling

» It is strongly recommended to use the provided buffer.
It is adapted for obtaining optimal results. Other buffers
may lead to varying line intensities and e.g. water to a
decrease of sensitivity.

* Do not use liquids with a pH-value below 4 or above 12
for testing. It can cause false or invalid results. The
application of the provided buffer will adjust the sample
to an optimal pH-value.

» Tissue particles do not interfere with the test result.

» Samples being subject to storage of two days or longer
should be kept dry and cold (2-8°C). Liquid samples
could be frozen.

» Very old or small stains should be extracted longer than
fresh and strong stains."

* Pure blood samples and samples of very high blood
concentration should be diluted at least 1:500 prior to
use.

» Viscous samples should be centrifuged for about one
minute at 13,000g. The supernatant is used for testing.
If the supernatant is still too viscous it should be further
diluted.
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» Fabric cuttings from dried stains should be between
0.25-1 cm? for extraction with the buffer.

» The addition of neat liquid samples from any source is
not recommended. Liquid samples should be diluted at
least 1:500 prior to testing.

» No detergents like SDS or Sarcosyl should be added to
the extraction buffer.

Test procedure

Specimen preparation

Hold collection tube upright and unscrew the purple cap.
Collect the sample material (e.g. dried blood, blood stained
thread of clothing) with the applicator stick attached at the cap
or with other appropriate tools. Samples (e.g. cotton swabs,
fabric cuttings) can be placed directly in the tube. Screw the
cap tightly and extract the blood by shaking thoroughly. At this
stage the specimen is stable at room temperature for at least 2
days.

The extraction of old bloodstains may be difficult. If necessary
the extraction can be done in the laboratory with the help of a
shaker.

As solvent we recommend using the extraction buffer provided
in the kit. However, other buffers at a neutral pH range (e.g.
Phosphate, HEPES or TRIS buffered saline) might be used as
well.

Extraction Buffer

The extraction buffer is composed of the following ingredients:
12.1 g TRIS; 8.8 g NagCitrate; 0.2 g NaN; —adjust pH auf 6.8
with HCI, 0.5 g Tween 20; 5.0 g BSA — fill with distilled water
to 1000 ml

Assay Procedure

* Allow all test components to warm up to room
temperature before starting the test. Only this will
guarantee the stated sensitivity. A sample temperature
of 8 °C leads to a decrease of the sensitivity to
approximately 200 ng/ml.

* Remove the cassette out of the foil pouch and tag the
cassette with a marker, if necessary.

e Add about 120 pl (three drops with the provided
pipette) into the sample well of the cassette. Either
directly out the buffer tube after breaking the seal of the
tube by the use of a piece of paper (danger of
splattering) or via a pipette. Keep remaining sample if
possible, in case it might be necessary to test
additional dilutions.

* Read result after 5 minutes incubation time at room
temperature.

» Negative results should be confirmed after 10 minutes.

Hemoglobin
c

T

Result
Window

sample
well

Test Result
Line

Control
Line
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Interpretation of results

Negative result (no hemoglobin in the sample or hemoglobin
below the detection limit)

Only one red colored line appears in the control region (C)
after 10 minutes. The absence of a line in the test result
region (T) indicates a negative test result.

Note:

Make sure that the dilution of the sample is within the
detectable range of Hemoglobin concentrations!

Positive result (human hemoglobin present in the sample)
Two red colored lines appear in the result window, one at the
control region (C) and one in the test result region (T). The
color intensities of the two lines may vary. Even a weak test
result line after 10 minutes indicates a positive test result.

Invalid result
The control line (C) does not appear.
In this case the test is invalid and should be repeated.

Hemoglobin Hemoglobin
C T C T
e (T 13 ]
c o
:] @ Hemoglobin Hemoglobin
C c T
Negative Positive Invalid
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Uso previsto

El test HemDirect de SERATEC® es un inmunoensayo
cromatografico para la deteccion rapida de hemoglobina
humana en muestras forenses. El producto contiene como
componentes activos dos anticuerpos monoclonales dirigidos
contra la hemoglobina humana.

Introduccion

El pigmento rojo hemoglobina (Hb) es un componente de los
glébulos rojos que sirve para el transporte de gases en el
cuerpo humano. La Hemoglobina tiene una masa molecular
de 645 kDa y esta compuesta por cuatro cadenas
polipeptidicas, de las cuales dos son idénticas. Cada cadena
esta asociada a un grupo hemo, el cual constituye
aproximadamente un 4% de la masa molecular. La
hemoglobina es una de las proteinas mas abundantes de la
sangre, con concentraciones de 120-160 mg/mL en mujeres y
140-180 mg/mL en hombres.

Existen distintos métodos que permiten confirmar la presencia
de sangre en muestras forenses basandose en la deteccion
de hemoglobina. No obstante, dichos métodos no permiten
afirmar si la sangre es de origen humano. Para ello se
requieren andlisis adicionales, que normalmente no pueden
ser llevados a cabo directamente en el lugar de los hechos.

El test HemDirect de SERATEC® permite la deteccion de
hemoglobina humana y se caracteriza por una alta
sensibilidad y especificidad. El producto ofrece, frente a
métodos convencionales, las siguientes ventajas:

» Facil manejo sin necesidad de equipamiento adicional.

* Puede emplearse directamente en el lugar de los
hechos o en el laboratorio.

* Muy alta sensibilidad: el test es capaz de detectar
concentraciones a partir de 40 ng/mL. Diluciones de
hasta 107 de sangre fresca conducen a resultados
positivos.

* El test es especifico para hemoglobina humana. Se
pueden observar reacciones cruzadas con sangre de
primates y hurones. Con ello puede determinarse con
relativa seguridad si las muestras son de origen
humano.

* La hemoglobina es muy estable y puede detectarse
tras largos periodos de tiempo. Se han podido
conseguir resultados positivos incluso con muestras de
31 anos de antigtiedad.’

Manchas secas de sangre y muestras de tejido muscular que
habian sido almacenadas durante un mes bajo distintas
condiciones ambientales, condujeron tras la extraccion en el
laboratorio a resultados positivos.

Ha de tenerse en cuenta que otros fluidos corporales (p.ej.
orina, heces, semen, secrecion vaginal o saliva) pueden
contener trazas de hemoglobina y por ello conducir a
resultados positivos. No obstante, esta situacion es muy
improbable si se utiliza el buffer de dilucion/extraccion. Con el
buffer de dilucion se reduce la concentracion de la
hemoglobina de otros fluidos corporales muy probablemente
bajo el limite de deteccion.

Materiales

30 casetes de ensayo almacenados herméticamente, cada
uno con una pipeta de plastico

30 recipientes con 1.5 mL de buffer de dilucion

Instrucciones de uso

Requerimiento adicional: cronémetro o temporizador
Almacenamiento y caducidad

Los casetes de ensayo y el buffer deben almacenarse hasta la
fecha de caducidad (indicada en la bolsa protectora y en el
recipiente del buffer respectivamente) entre +2 y +30°C.

Los casetes de ensayo deben permanecer en la bolsa
protectora hasta el momento de su utilizacion.

Caracteristicas cualitativas

Sensibilidad: con el producto puede detectarse hemoglobina
humana en concentraciones a partir de 40 ng/ml.

Efecto de gancho con dosis alta: las muestras frescas de
sangre, debido a su gran contenido en hemoglobina, deben
diluirse para evitar un efecto de gancho con dosis alta.
Diluciones de entre aproximadamente 1:50 a 107 con el buffer
proporcionado conducen a resultados positivos. Por ello
deben utilizarse diluciones a partir de 1:50, siendo 1:500 la
dilucion recomendada. La coloracion de la solucion de
hemoglobina puede servir como punto de referencia visual: el
color visible desaparece con una dilucién de entre 103 y 104.
Material de referencia

En el control de calidad final se comprueba el funcionamiento
del test con hemoglobina humana de la marca Sigma a
distintas concentraciones.

Especificidad

El test HemDirect de SERATEC® no muestra reacciones
cruzadas con hemoglobina de los siguientes animales: perro,
conejo, gato, vaca, cerdo, jabali, caballo, gallina, cabra, mula,
cabra o ciervo. La lista completa puede encontrarse en la
referencia 1.

La sangre de primates y hurones puede conducir a resultados
positivos.’

Indicaciones de seguridad

Las muestras forenses son material potencialmente
infeccioso, que ha de tratarse con las correspondientes
medidas de seguridad y proteccién (p.ej. guantes, vestimenta
de laboratorio). Los materiales utilizados para la realizacion
del test deben ser esterilizados en autoclave antes de su
eliminacion, ya que contienen material potencialmente
infeccioso.

* No utilizar el casete de ensayo en el caso de que la
bolsa protectora se encuentre dafiada.

» No utilizar el casete de ensayo ni el buffer tras la fecha
de caducidad.

* Los materiales empleados en el test (p.ej. anticuerpos)
representan material potencialmente infeccioso. No
obstante, con el uso adecuado no se deriva ningun
peligro.

* No sacar los casetes de ensayo de la bolsa protectora
hasta inmediatamente antes de su uso.

» No congelar los casetes de ensayo.

Toma de muestras y manipulacion
Indicaciones generales

» Utilice para la extraccion y dilucion el buffer
proporcionado con el producto. Este ha sido
especialmente desarrollado para el test HemDirect. El
uso de otros buffers puede conducir a una reduccién
de la sensibilidad y a fluctuaciones en la intensidad de
las lineas. El uso de agua en lugar del buffer
proporcionado reduce la sensibilidad del test.

* Los detergentes como el SDS o sarcosil pueden
desnaturalizar la hemoglobina y con ello conducir a
resultados negativos o muy débilmente positivos.

» El empleo de liquidos con un valor de pH menor que 4
0 mayor que 12 puede producir resultados falsos o no
validos. La utilizacion del buffer de diluciéon conduce a
un pH 6ptimo.

» Las particulas de tejido no influencian el resultado del
test.

* Las muestras que deban ser almacenadas durante un
periodo superior a dos dias han de ser conservadas en
un lugar refrigerado (2-8°C) y seco. Las muestras
liquidas pueden ser congeladas.

» Las muestras de tejido antiguas necesitan tiempos de
extraccién mas laraos aue las muestras frescas.!
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* Las muestras viscosas deben ser centrifugadas a
13000 g durante aproximadamente un minuto. A
continuacion el sobrenadante es utilizado para el test.

» Para la extraccién de muestras textiles deben utilizarse
fragmentos de 0.25a 1 cm?.

» Las muestras de sangre pura 0 con concentraciones
de hemoglobina muy altas necesitan una dilucién de al
menos 1:500.

* No se recomienda la utilizacion de muestras liquidas
no diluidas, independientemente de la procedencia de
éstas. Las muestras liquidas deben ser diluidas como
minimo 1:100.

Preparacion de las muestras

En primer lugar abrir el tapdn de rosca manteniendo el tubo de
ensayo con el buffer de extraccion en posicion vertical.
Seguidamente tomar algo de muestra (p.ej. sangre seca o
fibras textiles con restos de sangre) con el hisopo que se
encuentra unido al tapon e introducirla en el tubo de ensayo.
De modo alternativo se pueden introducir directamente en el
tubo de ensayo fragmentos de tejidos, algodon u otros
materiales. A continuacién cerrar el tubo de ensayo y agitarlo
enérgicamente para llevar a cabo la extraccion. Las muestras
solubilizadas de este modo son estables por lo menos durante
dos dias a temperatura ambiente.

La extraccibn en muestras antiguas de sangre puede
presentar dificultades. En dicho caso puede llevarse a cabo la
extraccion en el laboratorio con un agitador mecanico.

Para la extraccion se recomienda el buffer proporcionado con
el producto. No obstante, se pueden utilizar otros sistemas de
buffer a pH neutro (p.ej. PBS o TBS).

Si es necesario se puede preparar buffer de extraccién como
se indica a continuacion:

12,1 g Tris; 8,8 g NasCitrato; 0,2 g NaN; — a pH 6,8 con HCI
0,5 g Tween 20; 5 g BSA — rellenar hasta 1000 ml con agua
destilada.

Realizacion del test

* Antes del inicio del test, permitir que todos los
componentes alcancen la temperatura ambiente. Una
temperatura de 8°C conduce a una disminucién de la
sensibilidad a 200 ng/mL aproximadamente.

» Retirar la bolsa protectora del casete de ensayo.

» Dosificar 3 gotas de la muestra (aprox. 120 uL) en el
pocillo de la muestra. En caso de que la extraccion
haya sido realizada en tubo de ensayo, abrir el tapén
de rosca y utilizar la pipeta proporcionada. De modo
alternativo puede utilizar un panuelo de papel (peligro
de salpicaduras) para, girando el tapén, romper el
sellado del tubo de ensayo, y haciendo ligera presion
sobre las paredes del tubo dejar caer 3 gotas en el
pocillo de muestra. En caso de sobrar algo de material
de la muestra, este debera ser conservado en un
recipiente cerrado.

*  Empezar a medir el tiempo. Conservar la cantidad de
muestra que haya sobrado para poder realizar
posteriores ensayos si fuese necesario.

» El resultado puede leerse tras 10 minutos de tiempo de
reaccion a temperatura ambiente. Llegado ese
momento el liquido situado en el pocillo de la muestra
deberia haber sido completamente absorbido.

» Los resultados negativos deben confirmarse de nuevo
tras un tiempo de incubacion adicional de 10 minutos.
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Interpretacion de los resultados

Hemoglobin

c T
Pocillo de
lamuestra

Ventanade
resultados

Linea Linea
control resultado

Resultado negativo: (ausencia de hemoglobina humana o
concentracién menor que el limite de deteccién)

Sélo aparece una linea rojiza en la region de control (C). La
ausencia de una linea en la region de test (T) indica un
resultado negativo.

Resultado positivo: (hemoglobina humana presente)

Dos lineas rojizas aparecen en la ventana de resultados. Una
en la regién de control (C) y otra en la region de test (T).
La intensidad del color de las lineas puede variar. Todo
resultado visible, ya sea de coloracion débil o intensa,
indica un resultado positivo.

Resultado no valido

No se observa la linea de control (C).

En este caso el test debe ser repetido.

Hemoglobin Hemoglobin
C T C T
Hemoglobin
C T
:] O Hemoglobin Hemoglobin
C T C T
Negativo Positivo No valido
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Usage

Le SERATEC® HemDirect Test est un Immunoassay
chromatographique qui, a partir d’'un échantillon médicolégal,
permet la rapide détection d’hémoglobine humaine. Ce produit
comprend comme composant actif, deux murines
monoclonales anticorps anti-hémoglobine-humaine.
Introduction

L’hémoglobine des globules rouges (Hb) est un élément des
globules sanguins et sert avant tout au transport du gaz dans
le corps. L’hémoglobine a un poids moléculaire de 64,5 kDa.
Elle est constituée de 4 chaines d’acides aminés, dont deux
identiques. Chaqgue chaine est associée a un groupe d’hémes,
qui fait environ 4% du poids total de la molécule. Avec une
concentration de 120-160 mg/ml chez les femmes ou 140-180
mg/ml chez les hommes, c’est une des protéines le plus
fréquemment présente dans le sang.

Plusieurs méthodes d'identification assurent la détection
d’hémoglobine dans les échantillons médicolégaux, mais
n’affirment cependant pas si le sang est d’origine humaine ou
non. De plus, des enquétes supplémentaires sont
nécessaires, ne pouvant en regle générale pas étre réalisées
directement sur le lieu du crime.

Le test SERATEC® HemDirect permet la détection
d’hémoglobine humaine et se définit par une importante
sensibilité et spécificité. Ce produit propose, outre des
méthodes conventionnelles, les avantages suivants :

* Manipulation facile sans aucun  équipement
supplémentaire.

» Utilisable directement sur le lieu du crime ou en
laboratoire.

» Trés haute sensibilité | Le test enregistre actuellement
une concentration de 40 ng/ml. Dans le tampon
d’extraction, le sang frais dilué révele a une dilution de
107, un net résultat positif.

*+ Le test est spécialement pour les hémoglobines
humaines. On observe une réactivité croisée entre le
sang de primate et le sang de furet. De ce fait, on peut
affirmer avec une relative certitude si, dans le cas du
matériel d’essai, il s’agit de sang humain.

* L’hémoglobine est trés stable et, de ce fait, longtemps
détectable. La détection positive peut étre faite a partir
d’échantillons de 31 ans d’age."

Les taches de sang séché et les échantillons de tissu
musculaire qui avaient été stockés sous différentes conditions
environnementales ont révélé, aprés extraction, un résultat
positif au test.

Il doit étre noté le fait que d’autre liquides corporels que le
sang (ex : Urine, selles, liquide séminal, liquide vaginal ou
salive) peuvent laisser des traces d’hémoglobine et de ce fait
un résultat positif au test peut étre obtenu. Cependant, cela
est on ne peut plus improbable lors de l'utilisation du tampon
de dilution. Par ailleurs la concentration d’hémoglobine dans
les autres liquides corporels chute probablement en dessous
de la limite de détection.

Matériel

30 cassettes tests étanches a I'air, accompagnées a chaque
fois d’une pipette en plastique

30 tube de tampon avec 1,5 ml de tampon de dilution.

Un Manuel d'utilisation

Matériel supplémentaire nécessaire: un chronométre ou une
horloge.

Stockage et conservation

La cassette de test et la solution tampon doivent étre
conservées a une température de +2 a +30°C et ce, durant la
date de conservation (indiquée sur le sachet de protection ou
sur le récipient tampon). Les cassettes tests doivent étre
conservées dans le sachet de protection jusqu’a utilisation.

Caractéristiques qualitatives

Sensibilité : Avec l'aide des produits, il est possible de
détecter un minimum de 40ng/ml d’hémoglobine humaine.
High Dose Hook Effekt (effet prozone) : En raison de la teneur
en hémoglobine élevée, le sang frais devra étre dilué afin
d’éviter un effet prozone. Une dilution de la solution tampon
d’environ 1:50 jusqu’a 107, serait testée positive. Pour étre
s(r, on fera une dilution supérieure a 1:50 et il sera alors
conseillé d'utiliser une échelle de 1:500. La couleur de
I’échantillon peut servir de point de repéere optique. Pour une
dilution entre 10 et 10% la couleur percevable de
I’'hémoglobine s’en va.

Matériel de référence

Des hémoglobines humaines de I'entreprise Sigma seront
utilisées dans le but de contréler la performance du test.
Spécificité:

Le test SERATEC® HemDirect ne montre pas de réaction
croisée avec les hémoglobines des espeéces animales
suivantes : chien, lapin, chat, boeuf, porc, sanglier, cheval,
poulet, mouton, mulet, chévre, cerf. La liste suivante est visible
dans la Ref.1.

Le sang des primates et des furets peut amener a un résultat
positif.!

Consignes de sécurité

Pour les échantillons médicolégaux, il s’agit de préter attention
aux potentielles infections du matériel. lls requierent un soin
adapté et doivent seulement étre examinés avec ['utilisation
d’outils de protection adaptés (ex : gants de protection,
vétement de laboratoire). Durant le déroulement du test, les
outils utilisés doivent étre autoclavés avant leur destruction,
ceux-ci pouvant contenir des agents infectieux.

* Ne pas utiliser les cassettes tests dans un sachet de
protection endommageé.

* Ne pas utiliser les cassettes tests et les solutions
tampons apres la date limite de conservation.

* Le matériel utilisé lors des tests (ex : anticorps) peut
contenir des agents infectieux qui, en cas d'utilisation
correcte, ne présentent pas de danger.

+ Extraire immédiatement les cassettes tests de leur
sachet de protection avant leur utilisation.

* Ne pas congeler les cassettes tests!

Echantillonnage et manipulation
Conditions générales

« Utiliser les solutions tampons fournies pour I'extraction
ou la dilution. Celles-ci sont spécialement élaborées
pour les HemDirect. D’'autres solutions tampons
peuvent conduire a une intensité de rayon variable et,
par exemple pour I'eau, a une sensibilité inférieure.

» Les détergents tels que SDS ou Sarcosyl peuvent
entrainer une dénaturation de 'hémoglobine et, de ce
fait, un résultat au test négatif ou trés faiblement positif.

* Les liquides au PH inférieur a 4 ou supérieur a 12
peuvent provoquer de faux résultats positifs ou des
résultats invalides. L'utilisation du tampon de dilution
assure une valeur du PH optimale de I'échantillon.

» Les particules tissulaires n’influencent pas les résultats
des tests.

* Les échantillons devant étre conservés plus de deux
jours, doivent étre mis au froid (2-8°C) et étre stockés
au sec. Les tests liquides peuvent aussi étre congelés.

» Les échantillons de tissus anciens doivent étre extraits
plus longtemps que les échantillons frais.’

* Les échantillons visqueux doivent étre centrifugés a
13,0009 durant au minimum une minute. Le surnageant
sera testé.

* Les morceaux de tissus doivent avoir une taille
d’environ 0,25-1cm? pour étre inclus a I'extraction.
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» Les échantillons sanguins purs et les échantillons a la
concentration élevée en hémoglobine doivent étre
dilués a une échelle de minimum 1:500.

» L'utilisation d’un liquide non dilué est contre-indiquée et
ce quel que soit sa provenance. Les échantillons
liquides doivent étre dilués a une échelle de minimum
1:500.

Préparation des échantillons

Tout d’abord, le tube contenant le tampon d’extraction doit étre
tenu perpendiculairement et le couvercle doit, lui, étre dévissé.
Ensuite, on peut prélever des échantillons (ex : sang séché,
tache de sang sur les fibres textiles) a I'aide des baguettes
fixées au couvercle et les introduire dans le tube.

L’autre possibilité est de placer les morceaux de tissus, cotons
ou autres échantillons directement dans le tube. Aprés la
fermeture du tube, bien agiter afin que I'échantillon puisse étre
extrait.

Les échantillons ainsi dissous restent stables durant au
minimum 2 jours.

Pour les anciennes taches de sang, la solubilisation peut étre
compliquée. Dans ce cas-la, I'extraction en laboratoire, a l'aide
d’un vibrateur, peut réussir.

En tant que tampon d’extraction nous conseillons le tampon
joint dans le tube. D’autres systémes tampons peuvent
cependant étre utilisés, ce dans un secteur au pH neutre (ex :
PBS ou TBS).

Selon les besoins, le tampon d’extraction peut étre réalisé par
soi-méme : 12,1 g Tris; 8,8 g NasCitrat; 0,2 g NaN; — pH 6,8
avec HCI, 0,5 g Tween 20; 5 g BSA — remplir d’eau distillée
sur 1000 ml.

Reéalisation du test

» Avant le début du test, ramener tous les composants a
température ambiante. Un composant abaissé a une
température de 8°C conduit par exemple a une
diminution de la sensibilité d’environ 200 ng/I.

» Séparer la cassette test du sachet de protection et
inscrire I'identification sur la cassette.

* Verser 3 gouttes de I'échantillon (ca. 120 pul) dans la
chambre d’échantillonnage. Dans le cas ou I'extraction
dans le tube est réussie, ouvrir le couvercle (dévisser)
et utiliser la pipette jointe. Sinon, vous pouvez, a l'aide
d'une serviette en papier (risque d’éclaboussures),
décrocher le joint du tube avec un faible mouvement
rotatif puis insérer 3 gouttes de liquide dans la chambre
d’échantillonnage en faisant de faibles pressions sur
les co6tés. Dans le cas ou il y aurait encore des
problémes au niveau du matériel, I'échantillon devra
rester conservé dans un récipient pouvant étre fermé.

*» Démarrer le chronométre. Dans le cas
d’échantillonnage  restant, le conserver pour
éventuellement, par la suite, effectuer d’autres tests.

* Aprés 10 minutes de temps de réaction a température
ambiante, le résultat peut étre lu. A ce moment-13, le
liquide dans la chambre d’échantillonnage doit étre
entiérement absorbé.

* Les résultats négatifs au test doivent étre aprés 10
minutes d’attente, étre a nouveau vérifiés.

Hemoglobin
c T

fenétre de
résultat

chambre

Ligne de contrdle Ligne de résultat
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d’échantillonnage

Interprétation du résultat

Résultat négatif: (pas de détection d’hémoglobine humaine
ou alors, concentration d’hémoglobine inférieure a la limite
de détection)

Il apparait dans la région de contréle (C), uniquement une
ligne de couleur rouge. Le manque d’'une ligne dans la
région de résultat (T) démontre un résultat négatif au test.

Résultat positif: (détection d’hémoglobine humaine)

On peut observer deux lignes de couleur rouge dans la fenétre
de résultat : une dans la région de contréle (C) et une dans
la région de résultat (T). L'intensité de la couleur peut
varier. Toutes les lignes de résultat visibles (faiblement ou
fortement colorées), démontrent un résultat positif au test.

Résultat non-valide:
La ligne de contrble (C) ne s’est pas formée.
Dans ce cas-la, le test devra étre répété.

Hemoglobin Hemoglobin
C T C T
_ (1 o 10O
Hemoglobin
C
[—] O Hemoglobin Hemoglobin
C T C T
(3 O D O
Négatif Positif Invalide
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Uso previsto

Il test SERATECa4 HemDirect &€ un dosaggio immunologico
cromatografico per lidentificazione rapida di emoglobina
umana in campioni forensi. Il prodotto contiene due anticorpi
murini  monoclonali di emoglobina antiumana come
componenti attivi.

Introduzione

Il colorante rosso del sangue, I'emoglobina (Hb), fa parte dei
globuli rossi e serve soprattutto al trasporto di gas nel corpo.
L'emoglobina ha un peso molecolare di 64,5 kDa. E costituita
da 4 catene di amminoacidi di cui 2 sono uguali. Ognuna delle
catene € associata a un gruppo di ematina e queste
costituiscono circa il 4% del peso molecolare totale. Con
concentrazioni di 120-160 mg/ml o 140-180 mg/ml nelle donne
0 negli uomini & una delle proteine piu comuni nel corpo
umano.

Diversi metodi di rilevazione si basano sull'individuazione di
emoglobina in campioni forensi, non accertano pero se |l
sangue & di origine umana. In questo caso sono necessari
ulteriori accertamenti che perd non vengono eseguiti
direttamente sul luogo del reato.

Il test SERATEC& HembDirect permette di dimostrare la
presenza di emoglobina umana ed & caratterizzato da un'alta
sensitivita e specificita. Il prodotto offre, rispetto ai metodi
usuali, i seguenti vantaggi:

» facilita d'uso senza equipaggiamento aggiuntivo

« utilizzo direttamente sul luogo del reato o eseguibile in
laboratorio

» sensitivita molto elevata. Il test rileva concentrazioni di
40 ng/mL. In tamponi di estrazione con sangue fresco
diluito, una diluizione di 107 fornisce un risultato
nettamente positivo.

» il test & stato sviluppato per rilevare specificatamente
emoglobina umana. Reattivita crociata avviene con
sangue di primati e di furetti. Cosi I'asserzione che il
campione ¢ di sangue umano, & relativamente certa.

* Il'emoglobina € molto stabile e quindi rilevabile a lungo.
Risultati positivi sono stati raggiunti con campioni di 31
anni.!

Macchie di sangue secche e campioni di tessuto muscolare
che sono stati immagazzinati per un mese sotto diverse
condizioni ambientali, hanno fornito dopo [I'estrazione in
laboratorio risultati di test positivi.

Va notato che liquidi corporei diversi dal sangue (per esempio
urina, feci, liquido seminale, liquidi vaginali o saliva) possono
contenere tracce di emoglobina con cui si possono ottenere
dei risultati positivi al test. Tuttavia, con I'uso di un tampone di
diluizione (estrazione) cid e altamente improbabile. In questo
modo la concentrazione di emoglobina in altri liquidi corporei,
molto probabilmente cala al di sotto del livello di rilevabilita.
Materiali forniti

» 30 cartucce di test imballate sottovuoto ciascuna con
una pipetta di plastica

* 30 tubetti-tampone ognuno con tampone di diluizione

» lIstruzioni per l'uso

Altro materiale necessario: cronometro o timer

Stoccaggio e scadenza

Le cartucce di test e la soluzione tampone vanno conservate
fino alla scadenza indicata sul contenitore di protezione o sulla
busta del tampone, a una temperatura da +2°C a +30°C. Le
cartucce di test devono restare nel contenitore di protezione
fino al loro utilizzo.

Caratteristiche di qualita

Sensitivita: con l'aiuto del prodotto sono rilevabili almeno
40 ng/mL di emoglobina umana.

Effetto gancio a dose elevata: a causa dell'alto contenuto di
emoglobina, campioni di sangue fresco dovrebbero essere
diluiti per evitare un effetto gancio a dose elevata. Diluizioni
da circa 1:50 a 10- con soluzione tampone, vengono testate
in modo positivo. Per essere sicuri € consigliata quindi una
diluizione piu alta di 1:50, per esempio 1:500. Come
riferimento pud servire la colorazione del campione. Tra una
diluizione di 10 e 10* sparisce la colorazione visibile
dell'emoglobina.
Materiale consigliato
Per controllare il rendimento del test nel controllo di qualita
finale, & d'aiuto I'emoglobina umana della ditta Sigma che
viene regolata alle concentrazioni desiderate.
Specificita
Il test SERATEC& HemDirect non mostra reattivita crociata
con l'emoglobina di altre specie animali: cane, coniglio, gatto,
bovino, maiale, cinghiale, cavallo, gallina, pecora, mulo, capra
e cervo europeo. La lista completa €& consultabile alla
referenza 1.
Il sangue di primati e di furetti pud causare risultati positivi.'
Avvertenze di sicurezza
Con campioni forensi si tratta di materiale potenzialmente
infettivo che dovrebbe essere analizzato con la dovuta
attenzione e solo con misure preventive adeguate.(per
esempio. guanti, indumenti da laboratorio). Durante il test i
materiali utilizzati devono essere sterilizzati in autoclave
poiché contengono materiale potenzialmente infettivo.
* Non usare la cartuccia di test con contenitore di
protezione danneggiato!
* Non usare la cartuzccia di test e soluzioni tampone
dopo la data di scadenzal
* Con i materiali utilizzati per i test (per es. anticorpi) si
tratta di materiali potenzialmente infettivi da cui, con
uso appropriato, non deriva comunque alcun pericolo.
« Estrarre la cartuccia di test dal contenitore di
protezione direttamente prima dell'uso.
* Non surgelare le cartucce di test!
Campionamento e utilizzazione
Avvertenze generali
Usare per l'estrazione o la diluizione la soluzione tampone
fornita. Questa & stata sviluppata appositamente per
HemDirect. Altre soluzioni tampone possono causare linee
d'intensita variabile e provocare per esempio nell'acqua una
sensitivita ridotta.
Detergenti come SDS o Sarcosyl possono causare una
denaturazione dell'emoglobina e quindi provocare dei risultati
negativi o solo positivi molto deboli.
Liquidi con valori pH inferiori a 4 o superiori a 12 possono
causare risultati errati o non validi. L'uso del tampone di
diluizione provoca un valore pH ottimale del campione.
Particelle di tessuto non influenzano il risultato del test.
Conservare campioni che devono essere immagazzinati per
pit di due giorni in luogo fresco (2°C - 8°C) e asciutto.
Campioni liquidi possono anche venire surgelati.
Campioni di tessuto che sono conservati per piu tempo,
dovrebbero venire estratti piu a lungo di campioni freschi. 1
Campioni viscosi dovrebbero essere centrifugati a 13,000 g
per circa un minuto. Il sovranatante viene usato per il test.
Pezzi di stoffa devono avere una grandezza di 0.25 - 1 cm2
per l'estrazione.
Campioni puri di sangue o con concentrazioni di emoglobina
molto alte dovrebbero venire diluiti almeno di 1:500.
L'uso di liquidi non diluiti, non importa la loro origine, non &
consigliato. Campioni liquidi dovrebbero essere diluiti di 1:500.
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Preparazione dei campioni

Dapprima tenere il tubetto con il tampone di estrazione
perpendicolarmente e svitare il coperchio. Poi prelevare con le
asticelle applicate al coperchio, un po' di materiale da
campionare (per es. sangue secco, fibre di stoffa macchiate di
sangue) e trasferirlo nel tubetto. In alternativa inserire
direttamente pezzi di stoffa, pad di cotone o altro materiale da
campionare. Dopo la chiusura del tubetto, il campione é
estratto tramite un accurato scuotimento. | campioni cosi
disciolti sono stabili a temperatura ambiente per almeno 2
giorni.

Con macchie di sangue vecchie, lo scioglimento pud essere
pit complesso. In questo caso I'estrazione in laboratorio pud
avvenire con un vibratore.

Come tampone di estrazione, consigliamo il tampone
contenuto nel tubetto. Possono comunque essere usati anche
altri sistemi tampone con pH neutrale (per esempio PBS o
TBS).

In caso di necessita il tampone di estrazione pud venire
prodotto in proprio:

12,1 g Tris; 8,8 g Nagcitrato; 0,2 g NaN; — pH su 6,8 con HCI
0,5 g Tween 20; 5 g BSA — su 1000 ml riempire con acqua
distillata.

Realizzazione del test

* Portare tutti i componenti del test a temperatura
ambiente. Una temperatura ridotta a 8°C porta a una
diminuzione della sensitivita a circa 200 ng/mL.

* Togliere la cartuccia del test dal suo contenitore di
protezione e munirla d'identificazione.

* Mettere 3 gocce del campione (circa 120 pl) nella
camera del tampone. Se l'estrazione & avvenuta nel
tubetto, aprire il coperchio (chiusura a vite) e usare la
pipetta fornita. In alternativa & possibile con I'aiuto di un
pezzo di carta (pericolo di spruzzi) spezzare il sigillo del
tubetto con un leggero movimento rotatorio; con una
leggera pressione laterale inserire 3 gocce di liquido
nella camera del tampone. . Se resta del materiale di
campionamento, conservarlo in un contenitore
richiudibile.

» Cominciare il cronometraggio. Conservare il materiale
di campionamento restante per eseguire
eventualmente altri test.

* Dopo 10 minuti di tempo di reazione a temperatura
ambiente, si pud leggere il risultato. Il liquido nella
camera del tampone dovrebbe adesso essere stato
completamente aspirato.

» Risultati negativi del test dovrebbero essere confermati

ancora una volta dopo 10 minuti di tempo
d'incubazione.
Hemoglobin
C T
Finestra camera
risultati campione

Banda risultati

Banda controllo
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Interpretazione dei risultati

Risultato negativo: (non € presente emoglobina umana o la
concentrazione di emoglobina & al di sotto del limite di
rilevabilita).

Appare solo una linea rossa nella regione di controllo (C). La
mancanza di una linea nella regione del risultato del test
(T) dimostra un risultato negativo.

Risultato positivo: (emoglobina umana non presente)

Due linee colorate di rosso sono visibili nella finestra dei
risultati; una nella regione di controllo (C) e una nella
regione dei risultati del test (T). L'intensita dei colori delle
linee puo variare. Ogni linea di risultato visibile (molto o
poco colorata) testimonia un risultato positivo!

Risultato non valido

La linea di controllo (C) non appare.

In questo caso il test dovrebbe essere ripetuto.

Hemoglobin Ilcm()glo(bin ]
ol o
O Hemoglo(bin . Ilcm()glot)in ]
T O 1O
Negativo Positivo Non valido
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Zastosowanie

Test SERATEC® HemDirect jest chromotograficznym testem
immunologicznym, ktory pozwala na szybkie wykrycie ludzkiej
hemoglobiny w probkach kryminalistycznych. Produkt zawiera
jako komponenty aktywne dwa mysie monoklonalne
przeciwciata przeciwko globulinom ludzkiej hemoglobiny.
Wprowadzenie

Czerwony barwnik krwi hemoglobina (Hb) jest sktadnikiem
czerwonych krwinek i stuzy przede wszystkim do transportu
gazéw oddechowych w organizmie. Hemoglobina posiada
mase czasteczkowg 64,5 kDa. Skiada sie ona z 4
aminokwaséw, z ktérych kazda para jest identyczna. Kazdy z
fancuchow jest potaczony z grupa hemu, kitéra sklada sie na
4% tacznego ciezaru czasteczki. Przy stezeniu 120-160 mg/ml
lub 140-180 mg/ml u kobiet lub mezczyzn jest ona biatkiem
najczesciej wystepujacym we krwi.

Rézne metody wykrywania polegaja na detekcji hemoglobiny
w probkach kryminalistycznych, jednak nie pozwalajg one
stwierdzi¢, czy krew jest pochodzenia ludzkiego. Dlatego
konieczne sa dalsze badania, ktérych zazwyczaj nie mozna
przeprowadzi¢ na miejscu przestepstwa.

Test SERATEC® HemDirect umozliwia wykrycie obecnosci
ludzkiej hemoglobiny i wyréznia sie wysoka czutoscig i
specyfikg. Produkt ten posiada wzgledem innych dostepnych
metod nastepujace zalety:

* Proste uzytkowanie bez dodatkowego sprzetu.

« Moze by¢ uzyty bezposrednio na
przestepstwa.

» Bardzo wysoka czutosc¢! Test rejestruje stezenia juz od
40 ng/ml. Swieza krew rozcienczona w buforze
ekstrakcyjnym wykazuje wynik wyraznie pozytywny juz
przy rozcienczeniu 107.

» Test jest wyspecjalizowany na ludzkg hemoglobine.
Reakcje krzyzowe stwierdza sie z krwig naczelnych i
fretek. W zwigzku z tym mozna wzglednie doktadnie
stwierdzi¢, czy w przypadku probki mamy do czynienia
z krwig ludzka.

*  Hemoglobina jest bardzo stabilna i w zwigzku z tym
przez dtuzszy czas wykrywalna. W probkach
trzydziestojednoletnich mozna osiagna¢ pozytywne
wyniki.!

Zaschniete plamy krwi oraz prébki tkanki miesniowej, ktore
byly przechowywane w r6znych warunkach $rodowiskowych
przez miesigc, wykazaty po ekstrakcji w laboratorium
pozytywne wyniki.

Nalezy wzigé pod uwage, ze ptyny ustrojowe inne niz krew
(np. mocz, kat, sperma, wydzielina pochwy lub $lina) moga
zawiera¢ $ladowe ilosci hemoglobiny, przez co mozna
osiagna¢ wyniki pozytywne. Jednak przy zastosowaniu buforu
rozcienczajacego (ekstrakcja) jest to wysoce
nieprawdopodobne. Dzieki temu stezenie hemoglobiny w
pozostatych ptynach ustrojowych z wysokim
prawdopodobienstwem spada ponizej granicy wykrywalnosci.
Materiaty

» 30 hermetycznie zapakowane kasety testowe, kazda z
plastikowa pipeta

» 30 rurek buforu z 1.5ml buforu rozcienczajgcego

* Instrukcja

Dodatkowo potrzebne: stoper albo minutnik.
Przechowywanie oraz okres przydatnosci

Kasety testu oraz roztwoér buforowy nalezy przechowywacé w
podanym okresie przydatnosci (znajduje sie on na woreczku
ochronnym lub na pojemniku na roztwér) w temperaturze
miedzy +2°C a +30°C. Kasety testowe nalezy przechowywac
w opakowaniu ochronnym do momentu uzycia.

miejscu

Wiasciwosci jakosciowe
Czutosé: Przy pomocy tego testu mozna wykry¢ min. 40 ng/ml
ludzkiej hemoglobiny.
Efekt haka (High Dose Hook Effekt): zeby unikna¢ efektu haka
nalezy rozcienczy¢ swieze probki krwi. Rozcienczenia ok. 1:50
do 107 przy pomocy roztworu buforowego sag testowane
pozytywnie. Zeby uzyskaé pewnosé, nalezy uzywaé
rozcienczenie silniejszego niz 1:50, zaleca sie 1:500. Kolor
probki moze stuzy¢ jako wskazéwka optyczna. Przy
rozcienczeniu 103 i 10 znika widoczne zabarwienie roztworu
hemoglobiny.
Materiat referencyjny
Do sprawdzenia wydajnosci testu w finalnej kontroli
jakosciowej stuzy ludzka hemoglobina firmy Sigma, ktorg
ustawia sie na wybrane stezenia.
Specyfika
Test SERATEC® HemDirect nie wykazuje reakcji krzyzowych
z hemoglobing nastepujacych gatunkéw zwierzat: pies, krélik,
kot, bydio, swinia, dzik, kon, kura, owca, mut, koza, jelen
szlachetny. Petna lista jest dostepna w odnosniku nr 1.
Krew naczelnych oraz fretek moze prowadzi¢ do wynikow
pozytywnych.'
Srodki ostroznosci
W przypadku prébek kryminalistycznych mamy do czynienia z
materialem potencjalnie zakaznym, ktory nalezy badac¢ z
odpowiednig starannoscig i wylacznie z zastosowaniem
odpowiednich $rodkdéw ostroznosci (np. rekawiczki, ubranie
laboratoryjne). Materiaty wykorzystane podczas
przeprowadzania testu nalezy przed usunieciem
wysterylizowaé autoklawem, poniewaz zawierajg one materiat
potencjalnie niebezpieczny.
* Nie nalezy uzywaé kasety testowej w przypadku
uszkodzenia opakowania ochronnego!
* Nie nalezy uzywac kasety testowej oraz roztworu
buforowego po uptynieciu daty przydatnosci!
* W przypadku materiatbw uzytych do testu (np.
przeciwcial) mamy do czynienia z materiatami
potencjalnie zakaznymi, ktére jednak w przypadku

prawidtowego uzytkowania nie stwarzajgq
niebezpieczenstwa.
+ Kasete testowga nalezy wyja¢ z opakowania

ochronnego wytacznie bezposrednio przed uzyciem.
» Nie zamraza¢ kasety testowe;j!
Pobieranie probek oraz uzytkowanie
Zalecenia ogolne

» Nalezy uzywa¢ dostarczony roztwor buforowy. Zostat
on opracowany specjalnie do testu HembDirect. Inne
roztwory buforowe mogg prowadzi¢ do wahan w
intensywno$ci linii a np. woda do zmniejszenia
czutosci.

» Detergenty takie jak SDS lub sarkosyl mogg prowadzi¢
do denaturacji hemoglobiny i w efekcie do wynikéw
negatywnych lub tylko nieznacznie pozytywnych.

» Do przeprowadzenia testu nie nalezy stosowac ptynéw
0 pH nizszym niz 3 lub wyzszym niz 12. Mogtyby one
powodowac wyniki fatszywie pozytywne lub niewazne.

*  Plyny o pH nizszym niz 4 lub wyzszym niz 12 moga
prowadzi¢ do wynikéw fatszywych lub niewaznych.
Uzycie buforu rozcienczajgcego gwarantuje optymalne
pH prébki.

» Czastki tkanek nie majg wptywu na wynik testu..

* Prébki, ktére muszg by¢ przechowywane dtuzej niz
przez jeden dzien, powinny by$ skladowane w
chtodnym i suchym miejscu (2-8°C). Prébki ptynne
mozna zamrazac¢

» Starsze probki powinny by¢ diuzej ekstrahowane niz
Swieze.!
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» Kileiste prébki nalezy odwirowywaé przez ok. minute
przy 13,000g. Do testowania pobiera sie supernatant.

» Skrawki materiatu powinny do ekstrakcji mie¢ wielkos¢
0.25-1 cm?.

* Prébki czystej hemoglobiny oraz prébki o bardzo
wysokim stezeniu hemoglobiny nalezy rozcienczy¢ w
stosunku przynajmniej 1:500.

* Nie zaleca sie uzywania nierozcienczonych ptynéw
niezaleznie od ich pochodzenia. Ptynne prébki powinny
zostac rozcienczone przynajmniej w stosunku 1:500.

Przygotowanie probek

Najpierw nalezy trzymaé pionowo rurke z buforem
ekstrakcyjnym oraz odkreci¢ zatyczke. Nastepnie mozna przy
pomocy przymocowanego do zatyczki patyczka pobra¢ troche
materialtu do badan (np. zaschnietg krew, wtdkna pokryte
krwig) oraz umiesci¢ go w rurce. Alternatywnie mozna
umiesci¢ bezposrednio skrawki materiatu, waciki lub inny
materiat do badan. Po zamknieciu rurki nalezy wyekstrahowac
probke poprzez doktadne potrzgsanie. W ten sposob
rozpuszczone prébki pozostajg stabilne w temperaturze
pokojowej przez przynajmniej 2 dni.

Solubilizacja moze by¢ utrudniona w przypadku starych plam
krwi. W tym wypadku nalezy przeprowadzi¢ ekstrakcje w
laboratorium przy pomocy wstrzasacza

Jako bufor ekstrakcyjny zalecamy bufor dostarczony razem z
rurka. Mozna réwniez zastosowac¢ inne systemy buforowe o
neutralnym pH (np. PBS lub TBS).

W razie potrzeby mozna samodzielnie wytworzy¢ roztwér
buforowy: 12,1 g Tris; 8,8 g NajCitrat; 0,2 g NaN; — pH auf
6,8 mit HCI, 0,5 g Tween 20; 5 g BSA — wypetni¢ do1000 ml
mit Aqua dest.

Przeprowadzenie testu

Hemoglobin
c T

studzienka
na prébe

okienko
wynikowe

linia kontrolna linia wynikowai

*  Wszystkie komponenty testu nalezy przed jego
rozpoczeciem doprowadzi¢ do temperatury pokojowe;.
Temperatura obnizona do 8°C prowadzi m.in. do
obnizeniu czutosci do ok. 200 ng/ml.

* Usung¢ z kasety opakowanie ochronne oraz opisaé
kasete, aby umozliwi¢ jej identyfikacje.

» 3 krople prébki (ok. 120 pl) nalezy umiesci¢ w komorze
na probke. Jesli ekstrakcja miata miejsce w rurce,
nalezy otworzy¢ zatyczke (zamkniecie gwintowe) oraz
uzy¢ dostarczong pipete. Alternatywnie mozna lekkim
ruchem obrotowym przy pomocy recznika papierowego
(ryzyko odpryskiwanial) urwa¢ zabezpieczenie rurki i
przy lekkim nacisku na $cianki boczne umiesci¢ trzy
krople ptynu w komorze na probke. Pozostaty materiat
nalezy jednak wtedy przechowywa¢ w zamykanym
pojemniku.

* Nalezy rozpocza¢ pomiar czasu. Nalezy zachowac
pozostaly material, aby méc w razie potrzeby
przeprowadzi¢ dalsze testy.

» Po 10 minutach od rozpoczecia reakcji w temperaturze
pokojowej mozna odczyta¢ wyniki. Ptyn znajdujacy sie
w komorze prébki powinien zosta¢ catkowicie
wchtoniety do tego momentu.

* Negatywne wyniki nalezy ponownie potwierdzi¢ po 10

minutach inkubagii. .
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Interpretacja wynikow

Wynik negatywny: (nie stwierdzono obecnosci
hemoglobiny lub stezenie hemoglobiny ponizej
wykrywalnosci).

Tylko jedna zabarwiona na czerwono linia pojawia sie w
miejscu kontrolnym (C). Brak linii w miejscu wyniku testu (T)
wskazuje na wynik negatywny.

ludzkiej
granicy

(stwierdzono  obecnos$¢  ludzkiej

Wynik  pozytywny:
hemoglobiny)

Dwie linie zabarwione na czerwono sg widoczne w okienku
wyniku; jedna w miejscu kontrolnym (C) i jedna w miegjscu
wyniku testu (T). Intensywnos¢ koloru linii jest zmienna. Kazda
widoczna linia wyniku (zabarwiona stabo lub mocno) wskazuje

wynik pozytywny!

Wynik niewazny
Linia kontrolna (C) nie pojawia sie.
W tym wypadku nalezy powtérzy¢ test.

Hemoglobin Hemoglobin
C T C T
Hemoglobin :] :]
C T
:] O Hemoglobin Hemoglobin
C T C T
negatywny pozytywny niewazny
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NHcTpykums no npumeHeHuto: SERATEC HemDirect

Howmep nsgenusa: HBFO7

MpumeHeHue

SERATEC® HemDirect — nMMyHOxpomMaTorpacuyeckuii akcrnpecc-
TECT ANs KaYEeCTBEHHOrO OGHapyXXeHns  remornobuHa vernoseka npu
npoBefeHun  cynebHo-bGruonormyecknx — akcnepTud.  AKTUBHBbIMU
KOMMOHEHTaMN TecTa SBMSAOTCA [Ba MOHOKMOHANbHbBIX MbILMHBIX
aHTU-4eNoBeYeCKMX reMornobunHHbIX aHTuTena.

BBepeHue

"emornobuH (Hb) — cnoxHbin xenesocoaepxalmii 6enok XUBOTHbIX
M yernoBeka, CrMocobHbIn 0BpaTMMO CBHA3bIBATbCH C KWUCMOPOAOM,
obecneuvnBasi ero nepeHoc B opraHuaMe. MonekynsipHbli Bec
remornobuHa coctaensiet 64,5 k[a. Femorno6uH coctonT u3 4-x
nonapHoO MAEHTUYHBIX Lenen amuHokucnoT. Kaxaas uenb cBsizaHa c
remMorpynmnown, MoneKyrnsipHbI BeEC KOTOPOW cocTaBnsieT
npubnuanTensHo 4% OT o6LLEero MoneKynspHOro Beca remornobuHa.
KoHueHTpauus remornobuHa B KpoBu venoBeka cocTtaensiet 120-160
MI/MA Y XeHWUH 1 140-180 mMr/Mn y My4uH. 3TO oauH 13 Hanbonee
pacnpocTpaHeHHbIX MPOTENHOB B KPOBY YeroBeka.

B pamkax npoBeaeHusi cynebHo-61monormyecknx akcnepTma
CYLLECTBYIOT pas3nuyHble MeToabl obHapyxeHus kposu. MHorne us
3TMX METOAOB, OOHAaKO, HEe B COCTOSIHUM OnpefenuTb BUOOBOE
npoucxoxaeHue kposu. YTobbl AaTb OTBET Ha 3TOT BOMPOC,
HeobxoauMbl fanbHenLwe aHanusbl, KOTopble, Kak NpaBuIo,
HEBO3MOXHO NMPOBECTU HEMOCPEACTBEHHO HA MecTe B3siTus Npob.

C nomouwbio SERATEC® HemDirect mMoxHO 6bICTpO M HagexHo
onpedenuTb reMornobuH 4Yesoeeka. TecT ob6nagaeT BbICOKOMW
YYBCTBUTENMBHOCTLIO U CNEeLUMUYHOCTBIO.

MpeumyLyecTBa TecTa:

* MMpoct B BbINONHEHUW, He TpebyeT [OMOMHUTENbHBIX
maTepuanos.

*  MoxeT 6bITb BbINOMHEH HAa «MecTe NPEecTynneHns» uwunu B
nabopartopuu.

e OueHb BbiCOKasi 4yBCTBMTENMbHOCTb. TecT  pearupyer

NOMOXNTENBbHO Ha KOHUEHTpaumio remornobuHa B 40 Hr/mn.
Mpn pa3ssegeHun kpoBu nopsigka 107 B npunaraemMom
OydepHOM pacTBOpe TecT MoKa3biBaeT MNONOXUTENbHbIN
pesynbTart.

» TecT obrnagaeTt cneundUYHOCTLI0 HAa reMOrnobuH YeroBeka.
MepekpecTHasi peakuMoHHasi cnocobHocTb HabroaaeTcs ¢
KpPOBbIO MpuMmMaToB M  XOpbkoB. bBrarogapsi  Bbicokow
cneunduYHOCTM TeCTa MOXHO C BbICOKOMN 0Nen yBEPEHHOCTN
caenatb BbIBOA O Hanuumm remornobvHa 4Yenoseka npu
NONOXNTENbHOM pesynbTaTe.

* [lemornobuH oyeHb cTabuneH, M MNO3TOMY TeCT YCMEeLIHO
npYMeHNM K cTapbliM npobam u obpasuam. MonoxuTensHble
pesynbTaTbl Tecta Habniopganucb ¢ npobamu 31-neTHen
[aBHOCTW.!

JlabopaTopHble TECTUPOBaHMS CYyXUX NATEH KPOBU U NPO6 MbILLEYHOW
TKaHW, XPaHMBLUMXCS B TeYeHWe Mecsila B pasHbiX YCIOBUSIX,
rokasanu nonoxuternbHble pesynbTaTbl ¢ TectToM HemDirect nocne
pa3BefeHus B 6ydepHoM pacTBope.

CnenyeT yyecTb, 4YTO ApyrMe TerecHble XUAKOCTU (Moua, CTyn,
CeMEeHHas XWOKOCTb, BarvHamnbHas XWOKOCTb, CIOHA) MOryT
cogepxkatb criegbl remorniobuHa. OpHako, Npu  Hagnexaiiem
aKCTparMpoBaHum npo6 B OydepHOM pacTBOpe MNOMOXUTENbHbIE
pe3ynbTaTtbl C 3TMMKU Npobamu o4yeHb ManoBeposiTHbl. C GonbLion
BEPOSATHOCTBIO pa3BefeHne yMeHbLUaeT KOHLUEeHTpauuio remornobunHa
[0 3HAYEHUIA HDKE YPOBHS YyBCTBUTENBHOCTY.

Matepuansbi
» 30 KacceT ¢ NNacTUKOBOMN NMUMETKOMW Kaxaas
» 30 dnakoHoB ¢ 1.5 mn BydepHoro pacTBopa

. MHCprKLI,VIH Nno NpUMEeHEeHUto

[ononHuTtensHo Heobxoaum TaiMep (He BXOAMT B Habop)

XpaHeHue u cpoK rogHOCTH

TecT-kacceTbl M BydepHbI pacTBOP HEOOGXOAMMO XpaHWUTb Npu
Temnepatype oT +2 fo +30°C Ha NpoTsHKeHUn cpoka rogHocTu. Cpok
roQHOCTM YKa3aH Ha (nakoHe ¢ 6ydepHbIM pacTBOPOM U Ha
3aLUUTHOM yrakoBKe KaXaon kacceTbl. TecT-kacceTbl AOIMKHbI
OCTaBaTbCH B 3aKPbITOW YNakoBKe 10 HEMOCPeaCTBEHHOIO
NPUMeEHEHHS.

KayecTBeHHbIe XxapaKTepuCcTUKn

YyBCTBMTENBHOCTL: HIWKHASA rpaHvua AnarHocTU4ecKomn
YyBCTBUTENBHOCTU cocTaBnseT 40 Hr/Mn remornobuHa Yenoseka.
Mpo3soHoBbIn achdekT (High Dose Hook Effect)

Mo npuyMHe BBLICOKON KOHLEHTpauMu remornobuHa B KpoBu, Npobbl
cBexel  KpoBM  Heobxoaumo  pasBoauTb, 4TOObl  M3bexatb
npo3oHoBoro adcbekta. PaseeneHuss nopsgka 1:50 n go 107 B
OycbepHoM pacTBOpe MOKa3blBAlOT MOMOXMTENbHBIA  pe3yrnbTar.
MoaTtomy cnenyeT pa3BoguTb B COOTHOLLEHUN He MeHee 1:50, nydle
— 1:500. OtnpaBHOM TOYKOW MOXHO CYMTaTb OKpacky npobbl.
Bugnmasn okpacka npobbl, coaepxallenn remorfiobuH, ucyesaeTt npu
passeaeHun mexay 103 n 10-4.

CepTtudnumpoBaHHbIN 3TaNoOHHbIA MaTepuan

[ns npoBepku xapaKTepUCTMK TecTa Obln MCMonb3oBaH reMornobuH
Yyernoseka komnaHum Sigma.

CneuunduryHoCcTb

SERATEC® HemDirect He nposiBnsieT nepekpecTHON peakLUOHHOW
cnocobHoCcTM C remornobuHom cobaku, Kponwuka, KOLIKM, Obika,
OOMalLHeln CBUHbW, NecHoro kabaHa, KoHs, Kypuubl, OBLbl, Myna, KO3bl
n GnaropogHoro oneHsi. MonHbIA CAMCOK NPOTECTUPOBAHHBLIX MPOO
KPOBW XXMBOTHbIX MPEACTaBMeH B CMUCKe NuTepaTypbl NO4 HOMEPOM
1.

PesynbTaT TecTMpoBaHUsS KPOBWM MPUMATOB M XOPLKOB MOXET ObiTb
NONOXNUTENBHLIM. !

Yka3aHus no 6e3onacHocTu

O6pas3ubl, U3bATHIE HA «MeCcTax NPeCTYNNEeHUs», ABNSIOTCS
noTeHumanbHbIMM HoCUTENaMK MHdeKUMn. Pabotas ¢ HUMu,
HeobX0AMMO MPUHATL HaAnexalune Mepbl NPeoCTOPOXKHOCTU.
HapeHbTe nabopaTopHble nepyaTku 1 3almTHYy0 ogexay. MNepen
yTUnu3auuen ncnonbL3o0BaHHOro Matepuana ero cnegyet
aBTOKIaBMPOBATb.

* He ncnonb3yinte TecT-kacceTy B Criydae NnoBpexaeHus
3alUMTHOM ynakoBKu!

* He ucnonb3yite TecT-kacceTy u 6ydepHbiil pacTBop B
cryyae UCTeYeHnsa cpoka rogHocTu!

*  AKTUBHbIE COCTaBrislOLLME TecTa (aHTuTena)
ABNAOTCANOTEHLUMANbHBIMW MHDEKLUMOHHBIMWN HOCUTENAMM.
Mpwn Hagnexaluem obpalleHnn C TeCTOM OHWM abCoMITHO
6e3BpeaHbl.

*  W3bimante TecT-kacceTy U3 3alUTHOW YNaKOBKU TOSNbKO
HenocpeACcTBEHHO nepes npuMeHeHnem!

* He 3amopaxuBarite TecT-kacceTy!

U3bATMe Npo6bl u o6palyeHne c Hewn
O6wue 3amevyaHus

* [InA aKcTparMpoBaHWs 1 pasBefeHus NCNonb3yiTe
npunaraembiin 6ydepHbIi pacTBop, pa3paboTaHHbIV
cneunansHo anst Tecta HemDirect. Vcnonb3oBaHve ppyrnx
pacTBOPOB MOXET NPUBECTU K MOHMKEHHOMN
YyBCTBUTENBHOCTM U HEOOAHOPOAHOW NHTEHCUBHOCTU
LIBETOBbIX MOSIOCOK.

* lpucytctBre peTepreHToB, TakMx Kak Jdofdeuuncynbcart
HaTpua wnu Capkocun, MOXeT NpUBECTW K AeHaTypauuu
remornobuHa u, Takum obpasom, K oTpuuaTenbHbIM UMK
cnabo BbIpaXXeHHbIM MOMOXUTENbHLIM pe3ynbTatam TecTa.

*  Xvupkve npobbl co 3HayeHusamu pH<4 unn pH>12 moryt
NPVBECTN K HEBEPHBIM UM HEAENCTBUTENbHLIM pe3ynbTaTam.
Wcnonb3oBaHne  BycdepHoro  pactBopa obecneuvBaeT
onTMmanbHoe 3HadyeHne pH ans npoBeaeHus TecTa.

*  YacTuupl TKaHew B pacTBOpe He BNUSAIOT Ha pesynbTaT TecTa.
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*  XpaHuTb Npobbl B CyxOM MecTe npu TemnepaTtypax oT 2 Ao
8°C. XKuakvie npobbl MOryT BbITb 3aMOPOXEHbI AN XPaHeHUs!.

» Crapble npobbl (Hanpumep, TEKCTUIb C BLICOXLUMMU NSTHAMM
KpOBM) HEOBXOAMMO 3KCTparMpoBaTb AOfbLUE YEM CBEXUue
npooGsol.!

* BsAskve npobbl LEHTPUMYrMpoBaTb Ha MPOTSXKEHUM 1 MUH.
Mpn 13,000g. Ons Tecta ucnonb3oBaTb BEPXHIOK YacTb
(kupkocTb). Ecnn BA3KOCTb OCTaBLUEWCS XUOKOCTU BCE eLle
BblCOKasi, €& Heobxoaumo pa3BecTu B GychepHoM pacTBope.

« [ns  aKcTparMpoBaHusi U3  TEKCTUIbHbIX  MaTepuaros
ncnonb3oBaTh Hapesku nrowaasto 0,25 — 1,0 kB.cM.

»  OO6pas3subl KPOBU U XUAKOCTU C OYEHb BbICOKOM
KOHUEeHTpaunen remornobvHa HeobxoaMmo pas3BoauTb B
COOTHOLLEeHUN He MmeHee 1:500.

* He pekomeHayeTCsa NPUMEHATL TECT C  Hepa3BeAeHHbIMU
XMOKOCTSIMW BHE 3aBUCMMOCTM OT MPOUCXOXAEHUS.

MNoproToBka k NpoBeAeHUIO TecTa

OepxaTb ¢nakoH c OydepHbiM pacTBOPOM B BepPTUKAIIbHOM
NONOXEHUN, OTKPYTUTb Kpbileyky. C MOMOLLbO NPUKPENNEHHON K
KpbILLKE MNacTMaccoBOW Manoyky cobpaTb MNPOOHbIN MaTepuan u
nomectutb B BydepHbiii pactBop. [locne 3Toro 3akpbiTb hrakoH c
6ydepHOW XMOKOCTLIO U OCHOBaTeNbHO B3GoNTaTk AnNs
aKcTparvpoBaHus. MaTtepuan, SKCTparMpoBaHHbIN Takum obpasom,
cTabuneH Ha NpOTSXEeHUM He MeHee AByX AHew. McnonbsoBaTb
nabopaTopHbIN LIEenkep ANS 9KCTparMpoBaHWsi TPYyAHOPaCTBOPUMBIX
06pasLoB.

MpumeHanTe GydepHyH XUAKOCTb, BXOASLLYIO B COCTaB KOMMIEKTa
HemDirect. Takke pgonyckaeTcs npuMeHeHvWe Apyrmx 6ydepHbIx
pacTBOpoB C HeuTpanbHbiM pH (HaTpuit-poccaTHein Bydep wnu
HaTpuin-TPNC). TMpu Heobxogumoctn GydepHbli pacTBOp MOXHO
npurotoBuTb B nabopaTtopHbix ycnosusx: 12,1 r. TPUC; 8,8 r.
Na,Citrat; 0,2 r. NaN; — pH = 6,8 ¢ HCI, 0,5 g Tween 20; 5 g BSA —
[ob6asuTtb AucT. Body Ao obwero oobema 1000 mn.

I'IpOBep.eHMe TecTa

+ [lpuBectn Bce KOMMOHEHTbI TecTa M npoby K KOMHaTHOM
Temnepatype. Huskue Temnepatypbl yxyAdllawT nokasaterb
YyBCTBUTENBHOCTU. [pun 8°C YyBCTBUTENBHOCTL TECTA
coctaBnseT okorno 200 Hr/mn.

*  V3bATb kacceTy M3 3aLMTHOWN YNaKoBKU U MapKMpoBaThb.

*  C nomoLubo NracTMKOBOW NUNETKN JobaBuTb 3 Kkannu npoobl
(okono 120 mkn) B okpyrnoe yrnybnenuve. Ecnn
3KCTparMpoBaHue 6bino npousBefeHo B Tybe c OydepHon
XKMOKOCTbK, MOXHO TaKkKe, MPUMOXMB BymaxHyto candeTky,
HaAnoOMUTb KpblleYyKy TyObl M BbldaBUTb M3 Hee 3 Kannu
pacTBOpa B OKpYrroe yrny6neHne TecT-kacceThbl.
PekomeHayeTcs COXpaHUTb OCTaBLUYHOCS KWAKOCTb  ANsi
nocneayowmux TecTUPOBaHUN.

* HauyHuTte oTcueT BpemeHwu.

*  Onpepgenute pesynbtat nocne 10 MWHYT peakuuu npu
KOMHaTHOW TemnepaType. K 3TOMy MOMEHTY HaHeceHHas
npobHas XMAKOCTb A0MKHA NOMHOCTLI0 BNMTaThCS.

* OtTpuuaTenbHble pesynbTaTbl criegyeT MOATBEPAWTb Mocne
pononHuTenbHbix 10 MUHYT MHKyBaLmm TecT-KacceTbl.
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Hemoglobin
c T

OKHO Yrnybnexue

pesynbTata

Moroca pesynbtara

lMonoca KoHTpons
WHTepnpeTauus pe3ynbTaToB

OTpuuaTtenbHbIA pe3ynbTaT: (reMornobuH 4YernoBeka OTCYTCTBYET
UMK KOHLEHTPaLMs reMornobunHa Huxe rpaHunLibl YyBCTBUTENBHOCTM)
MosiBnsieTcs TONbKO OfHA Moyloca KpacHOBAaTOW OKpacku B obnactu
koHTponsa (C). OrtcytctBre nonockl B obnactu pesynbtata (T)
O3Hay4aeT oTpuLaTenbHbIN pesynbTar.

MonoxuTtenbHbIA pe3ynbTaT: (reMornobuH Yenoseka NPUCYTCTBYET
B npobe)

B okHe pesynbTaTa MosiBNSIOTCS ABE MOMOCHI KPACHOBATOW OKpPaCKW;
oaHa B obnactu koHTponsi (C), gpyras B obnactu pesynbtarta (T).
OonyckaeTcsi pasHasi LBeTOBasi WHTEHCMBHOCTb nornoc. Jlobas
BMAMMas nosioca pe3ynbTaTa 03Ha4YaeT NOMOXUTENbHbIA pe3ynbTar.

HepenctButenbHbIN pe3ynbTaTt
Monoca koHTpons (C) otcytctByeT. B atom cnyvae Tect cnepyet
NOBTOPUTb, UCMOMb3Yst HOBYIO TECT-KacceTy.

Hemoglobin Hemoglobin
c T c T
Hemoglobin
C
Hemoglobin Hemoglobin
C T C T

MonoxuTenbHbINn

OTpuuaTenbHbIi
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