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SERATEC® HemDirect Hamoglobintest
Art.-Nr. HbF07

In-vitro-Diagnostikum fur den forensischen Gebrauch zum schnellen Nachweis von menschlichem Blut tiber die
Erfassung von Hamoglobin in einer optisch auswertbaren immunchemischen Reaktion

Anwendung

Der SERATEC® HemDirect Test dient der schnellen Identifikation von
menschlichem Blut in der Forensik. Der Nachweis beruht auf der Erfassung von
menschlichem Hamoglobin im Probenmaterial durch eine immunchemische
Reaktion. Die Auswertung erfolgt visuell Uber das Erscheinen einer
Ergebnislinie bei Hamoglobin positiven Proben. Der Test ist ohne besondere
Vorkenntnisse durchfiihrbar und kann bei Bedarf direkt am Tatort eingesetzt
werden.

Hintergrund

Der rote Blutfarbstoff Hamoglobin (Hb) ist Bestandteil der roten Blutkdrperchen
und dient vor allem dem Gastransport im Korper. Hamoglobin hat ein
Molekulargewicht von 64,5 kDa. Es besteht aus 4 Aminoséaureketten, von denen
je zwei identisch sind. Jede der Ketten ist mit einer Himgruppe 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 haufigsten im Blut vorkommenden Proteine.

Bei der Aufkldrung eines Tathergangs kann es erforderlich sein abzuklaren, ob
eine biologische Probe Blut enthalt und/oder ob es sich um humanes Blut
handelt. Verschiedene Nachweismethoden beruhen auf der Detektion von
H&moglobin in dem Probenmaterial, lassen jedoch nicht die Aussage zu, ob das
Blut humanen Ursprungs ist. Um dies zu untersuchen, sind héufig
immunologische Tests oder DNA-basierte Hybridisierungsassays erforderlich,
die mit einem relativ hohen Zeit- und Arbeitsaufwand verbunden sind und in der
Regel nicht direkt am Tatort durchgefiihrt werden kdnnen.

Mit dem Einsatz von Immunoassays, bei denen der Nachweis von Hamoglobin
Uber spezifische Antikorper erfolgt, lassen sich diese Probleme umgehen.
Urspriinglich fur den Nachweis von okkultem Blut im Stuhl zur Friherkennung
von Darmkrebs entwickelt, zeichnet sich der SERATEC® HemDirect Test durch
eine hohe Sensitivitat und Spezifitat aus, und kann zur Identifizierung von
menschlichem Blut in Kriminalfallen eingesetzt werden. Der Einsatz des Tests
bietet gegentiber herkémmlichen Methoden folgende Vorteile:

. Die Ergebnisfindung erfordert keine schwierigen Manipulationen des
Probenmaterials und kann direkt vor Ort durchgefiihrt werden.

. Das Testergebnis liegt sehr schnell vor. 5 Minuten nach Probenauftrag
kann der Test einfach visuell ausgewertet werden.

. Der SERATEC® HemDirect Test zeichnet sich durch eine sehr hohe
Sensitivitat aus. Der Test erfasst bereits Konzentrationen von 40 ng/ml. In
Extraktionspuffer verdiinntes Frischblut ergibt bei einer 10° Verdiinnung
ein deutlich positives Testergebnis. Selbst 10”7 Verdiinnungen werden in
der Regel noch gut erfasst.

. Der Test ist spezifisch fir humanes Hamoglobin. Eine Kreuzreaktivitat
zeigt sich mit Primatenblut. Damit kann die Aussage, ob es sich bei dem
Probenmaterial um humanes Blut handelt relativ eindeutig getroffen
werden.

Literaturdatent? zeigen, dass Immunoassays auch zur Detektion sehr alter
Blutflecken geeignet sind. 2-31 Jahre alte Blutflecken auf Kleidungsstiicken
ergaben nach einer vorausgegangenen Extraktion im Labor positive
Testergebnisse. Getrocknete Blutflecken und Muskelgewebeproben, die unter
verschiedenen Umweltbedingungen fur einen Monat gelagert wurden, ergaben
nach Extraktion im Labor ebenfalls positive Testergebnisse. Allerdings scheinen
Detergenzien wie z.B. SDS oder Sarcosyl und Laugen Hamoglobin zu
denaturieren und bewirkten negative oder nur sehr schwach positive
Testergebnisse.

Die Aussagekréftigkeit von Immunoassays zum Nachweis von menschlichem
Blut wird in der Regel durch zwei Faktoren begrenzt. Zum einen kdnnen auch
andere Korperflissigkeiten als Blut (z.B. Urin, Stuhl, Samenflissigkeit,
Vaginalflussigkeit oder Speichel) Spuren von H&moglobin enthalten und
positive Testergebnisse hervorrufen. Es ist jedoch anzunehmen, dass dies in dem
GroRteil der Falle nicht zu Interpretationsschwierigkeiten filhren wird. Zum
anderen muss bei der Durchfiihrung eines immunchromatographischen
Schnelltests beachtet werden, dass es bei zu hohen Hadmoglobinkonzentrationen
innerhalb der Probe durch den High Dose-Hook Effekt (Prozone Effekt) zu
negativen Testergebnissen kommen kann (siehe Testprinzip). Der High Dose
Hook Effekt kann vermieden werden, indem verschiedene Verdiinnungsstufen
getestet werden. Ein optischer Anhaltspunkt kann dabei die Férbung der Probe

sein. Zwischen einer 10° und einer 10* Verdiinnung verschwindet die fiir den
Anwender sichtbare Farbung der H&dmoglobinlésung. In diesem Bereich ist dann
kein High Dose Hook Effekt mehr zu erwarten.

Produktbeschreibung
Der SERATEC® HembDirect Test wurde urspriinglich zum Nachweis von
okkultem Blut im Stuhl zur Frilherkennung von Darmkrebs entwickelt. In der
forensischen Anwendung wird der Test zum Nachweis von humanem
Hamoglobin zur Identifizierung menschlicher Blutspuren eingesetzt.

Testprinzip
Bei dem Test handelt es sich um einen chromatographischen Immunoassay. Er
basiert auf zwei hoch spezifischen Antikdrpern gegen humanes Hamoglobin
gemaR dem nachfolgenden Funktionsprinzip:
Auf die Membran ist in der Testergebnisregion ein monoklonaler Maus-Antikdrper
gegen humanes H&moglobin (hHb) linienformig fixiert. Die oberhalb liegende
Kontrollregion enthdlt, ebenfalls linienformig fixiert, polyklonale Ziege-Anti-
Kaninchen-Antikorper. Ein vor der Membran liegendes Glasfaserkissen dient der
Probenaufnahme und leitet die Flussigkeit zu einem Vlies mit einem getrockneten
zweiten mobilen monoklonalen Maus-Antikorper gegen hHb, der mit
Goldkolloidpartikeln farbig markiert ist und gegebenenfalls in der Probe vorhandenes
hHb bindet. Weiterhin enthélt das Vlies goldmarkierte Kaninchen-Antikorper.
Nach Auftragen der Probe wandert durch die Kapillarkrafte der Membran das
Reaktionsgemisch zu den verschiedenen Regionen. Unabhéngig vom Hb-Gehalt
der Probe formt der goldmarkierte Kaninchen-Antikdrper mit den Anti-
Kaninchen-Antikérpern der Kontrollregion einen Komplex, was durch die
Entwicklung einer farbigen Kontrolllinie im oberen Bereich des
Ergebnisfensters angezeigt wird. Diese Bande ist ein Hinweis auf die korrekte
Durchfiihrung des Tests.
Im Falle einer Hamoglobin-positiven Probe wird der Komplex zwischen dem
goldmarkierten mobilen Antikorper und dem Hamoglobin von den fixierten
monoklonalen Maus-Anti-hHb-Antikdrpern der Testergebnisregion abgefangen,
die ein anderes Epitop von hHb erkennen (Sandwich-Komplex). Dabei kommt
es zur Ausbildung einer zweiten farbigen Linie (Testergebnislinie).
Ein High DoseHook Effekt entsteht, wenn zu viel freies Hdmoglobin, das nicht
an den goldmarkierten Antikdérper gebunden ist, in die Testlinienregion gelangt.
Ist die Menge sehr hoch, wird der dort fixierte Antikorper mit freiem
Hémoglobin abgeséttigt und ist nicht mehr in der Lage den farbigen Komplex
aus goldmarkiertem Antikorper und Hamoglobin zu binden. In diesem Fall wird
die Aushildung der Testergebnislinie unterdriickt, so dass das Testergebnis
negativ erscheint, obwohl Hadmoglobin in der Probe vorhanden ist.

Materialien
Im Test enthalten: Testkassette, Rohrchen mit Extraktionspuffer zum
Solubilisieren des Probenmaterials
Zusatzlich benétigt: Stoppuhr oder Timer

Lagerung und Haltbarkeit
Der Test sollte wahrend der angegebenen Haltbarkeitszeit gekihlt bei +2 bis +8 °C
oder bei Raumtemperatur (nicht tiber 30 °C) ungetffnet aufbewahrt werden.

Qualitative Eigenschaften

Sensitivitat
Der Nachweisbereich des Tests liegt zwischen 40 ng/mL und 500 pg/mL
Hamoglobin (Mindestwerte)." Bei héheren Konzentrationen ist ein Einsetzten
des High Dose Hook Effekts erkennbar, was durch eine zunehmende
Abschwéchung der Testergebnislinie erkennbar wird.

Referenzmaterial
Zur Uberprifung der Leistungsfahigkeit des Tests in der finalen
Qualitatskontrolle dient humanes H&moglobin der Fa. Sigma, das auf die
gewiinschten Konzentrationen eingestellt wird.

Leistungsmerkmale
Fur die Erkennung von 40 ng/mL Hamoglobin im Probenpuffer (angezeigt durch
das Auftreten der Ergebnislinie) weist der SERATEC® HemDirect Test folgende
Leistungsmerkmale auf:



Analytische Sensitivitdt: 100 %
Analytische Spezifitat: 100 %
positiver Vorhersagewert: 100 %

negativer Vorhersagewert: 100 %
Reproduzierbarkeit: 100 %

Spezifitat
Der Test zeigt keine Kreuzreaktion mit dem Hamoglobin folgender Tierspezies:
Hund, Kaninchen, Katze, Rind, Schwein, Wildschwein, Pferd, Huhn, Schaf,
Maultier, Ziege, Rothirsch.
Mit Blut von Primaten und Frettchenblut wurde eine positive Reaktion
beobachtet.*

Testdurchfihrung

Sicherheitshinweise
Bei Probenmaterial, das humanes Blut enthalt, handelt es sich um potentiell
infektitses Material, das mit der entsprechenden Sorgfalt und nur mit geeigneten
SchutzmalRnahmen (z.B. Handschuhe, Laborkleidung) untersucht werden sollte.

e Test nur flir den einmaligen In-vitro-Gebrauch bestimmt.

e  Test nicht nach Ablauf des Verfallsdatums oder bei Beschadigung des
Schutzbeutels einsetzen.

e  Testkassette erst unmittelbar vor Gebrauch aus dem Schutzbeutel
entnehmen.

e  Waihrend des Tests benutzte Materialien vor der Entsorgung autoklavieren,
da sie potentiell infektioses Material (humanes Blut) enthalten.

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

Probennahme/-aufbereitung
Halten Sie das Rohrchen mit dem Extraktionspuffer senkrecht und schrauben Sie
das obere Ende ab. Entnehmen Sie mit dem am Deckel befestigten Stabchen
etwas Probematerial ( z.B. getrocknetes Blut, Blut befleckte Stofffasern) und
Uberflihren es in den Puffer. VerschlieRen Sie das Rohrchen und lésen das Blut
durch grindliches Schitteln. Die so geldsten Proben sind bei Raumtemperatur
fur mindestens 2 Tage stabil.
Bei alten Blutflecken kann die Solubilisierung erschwert sein. Hier kann die
Extraktion in dem mitgelieferten Puffer im Labor erfolgen (Puffer in anderes
Reaktionsgefal  Uberfiihren, Probenmaterial zugeben, 2 Stunden bei
Raumtemperatur auf Ruttler, anschlieBend kurz abzentrifugieren und Uberstand
verwenden).
Als Extraktionspuffer empfehlen wir den im Réhrchen mitgelieferten Puffer. Es
konnen jedoch auch andere Puffersysteme im neutralen pH Bereich verwendet
werden (z.B. PBS oder TBS). Von einer Verwendung von reinem Wasser ist
abzuraten, da sie zu einer Verminderung der Sensitivitat fiihrt. Eine Zugabe von
Detergenzien wie z.B. SDS oder Sarcosyl zum Extraktionspuffer sollte
vermieden werden. Bei Unsicherheit, ob ein Puffersystem zur Extraktion
geeignet ist, empfiehlt es sich, eine Verdlinnungsreihe mit Frischblut anzulegen,
und zu Uberpriifen, dass eine 10%/107 Verdiinnung gut erfasst werden. Der erste
Verdinnungsschritt sollte in destilliertem Wasser erfolgen, um eine vollstandige
Lyse der Erythrozyten zu gewahrleisten. Alternativ kann eine 40 ng/ml hHb-
Losung verwendet werden.

Bitte beachten!

High Dose Hook Effekt:

Auf Grund ihres hohen Hamoglobin-Gehalts wird empfohlen, Proben von
frischen Blutflecken stark verdunnt einzusetzen, um einen High Dose Hook
Effekt zu vermeiden. Als Anhaltspunkt fir eine geeignete Verdiinnung kann die
Féarbung der Losung genommen werden. Die sichtbare Farbung durch das
Hamoglobin verschwindet zwischen einer 10 und einer 10* Verdiinnung einer
frischen Blutprobe. In diesem Bereich ist kein High Dose Hook Effekt zu
erwarten. Bei deutlich gefarbten Ldsungen besteht die Gefahr eines negativen
Testergebnisses durch den High Dose Hook Effekt.

pH-Wert des Probenmaterials:

Der pH-Wert des Probenmaterials sollte nach Mdglichkeit nicht zu sehr vom
neutralen Bereich abweichen. Proben mit einem pH-Wert von unter 5 kdnnen falsch
positive Testergebnisse hervorrufen. Im alkalischen Bereich ist ab einem pH-Wert
von 9 die Sensitivitét leicht herabgesetzt. Ab einem pH Wert von 12 ist der Test nicht
mehr funktionell. Da der Extraktionspuffer eine gute Pufferkapazitét aufweist, ist ein
Abweichen des pH-Wertes durch das Einbringen geringer Mengen von
Probenmaterial in der Regel jedoch nicht zu erwarten.

Einfluss der Temperatur:

Um die Sensitivitdt des Tests von 40 ng/ml hHb zu gewahrleisten, sollte die
Testdurchfilhrung bei Raumtemperatur erfolgen. Eine Absenkung der Temperatur
auf 8 °C fiihrt zu einem Verlust der Sensitivitat um ca. eine Zehnerpotenz.

Extraktionspuffer:
Bei Bedarf kann der Extraktionspuffer selbst hergestellt werden:

12,1 g Tris; 8,8 g NasCitrat; 0,2 g NaN; — pH auf 6,8 mit HCI
0,5 g Tween 20; 5 g BSA — auf 1000 ml mit Aqua dest auffiillen.

Anwendung des Tests

. Die Testkassette und die Probe sollten vor dem Testen auf
Raumtemperatur gebracht werden. Entnehmen Sie die Testkassette erst
unmittelbar vor Durchfiihrung des Tests aus dem Schutzbeutel. Markieren
Sie gegebenenfalls die Kassette zu Identifikationszwecken.

Ergebnisfenster Probenkammer

\ @;T

. Geben Sie 3 Tropfen der Probe (ca. 100 pl) in die runde Vertiefung
(Probenkammer). Falls die Extraktion im Rohrchen erfolgte, entfernen Sie
den konischen Schraubverschluss am unteren R6hrchenende. Nehmen Sie
ein Papiertuch (Spritzgefahr) und brechen das Siegel des Roéhrchens mit
einer leichten Drehbewegung ab. Halten Sie das Rohrchen senkrecht und
geben durch leichten Druck auf die Seitenwénde 3 Tropfen Flussigkeit in
die runde Probenkammer. Starten Sie die Zeitmessung. Heben Sie
verbleibende Flussigkeitsriickstande auf, um gegebenenfalls weitere
Verdlnnungsstufen zu untersuchen.

e Warten Sie 5 Minuten. Wéhrend dieser Zeit entwickeln sich im
Ergebnisfenster ein oder zwei rétlich gefarbte Linien. Negative
Testergebnisse sollten nach 10 Minuten Inkubationszeit noch einmal
bestétigt werden.

Ergebnisinterpretation

Negatives Ergebnis (kein humanes Hamoglobin vorhanden bzw.
Héamoglobin-Konzentration unterhalb der Nachweisgrenze)

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

In diesem Fall ist mit hoher Wahrscheinlichkeit auszuschlieRen, dass die Probe
menschliches Hamoglobin bzw. Blut enthélt.

Anmerkung:

Vergewissern Sie sich, dass die Verdinnung der Probe im messbaren Bereich
liegt. Zu niedrige z.B. bei mangelhafter Extraktion und zu hohe hHb-
Konzentrationen z.B. durch unzureichende Verdiinnung (siehe High Dose Hook
Effekt) interferieren mit der Ausbildung der Ergebnislinie.

Positives Ergebnis (humanes Hamoglobin vorhanden)

Zwei rotlich gefarbte Linien erscheinen im Ergebnisfenster; eine in der
Kontrollregion (C) und eine in der Testergebnisregion (T). Die Farbintensitat
der Linien kann variieren. Selbst eine schwach ausgeprégte Testergebnislinie
bedeutet ein positives Testergebnis.

In diesem Fall kann mit hoher Wahrscheinlichkeit davon ausgegangen werden, dass
die Probe menschliches Blut enthalt.

Ungultiges Ergebnis

Die Kontrolllinie (C) wird nicht gebildet.
In diesem Fall sollte der Test mit einer neuen Testkassette wiederholt werden.

Ergebnisfenster

cC T cC T
cC T
Negativ Positiv Unglltig
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