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SERATEC® PMB Test

REF: PMB, PMB/8, PMB/30

Anwendung

Der SERATEC® PMB Test ist ein chromatographischer Immunoassay
fur den schnellen Nachweis von humanem Blut und/oder Menstrualblut
mit Hilfe der Detektion von Hamoglobin und D-Dimer in forensischen
Proben. Das Produkt enthalt monoklonale Antikorper als aktive
Komponenten.

Einleitung

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
Aminosaureketten, von denen je zwei identisch sind. Jede der Ketten ist
mit einer H&mgruppe assoziiert, die ca. 4% des Gesamtgewichts des
Molekils ausmachen. Mit Konzentrationen von 120-160 mg/ml bzw. 140-
180 mg/ml bei Frauen bzw. Mannern ist es eines der am haufigsten im
Blut vorkommenden Proteine.

D-Dimer ist ein Abbauprodukt des Fibrins, der als Folge der Fibrinolyse
im Blut gebildet wird. Es enthalt zwei quervernetzte D-Fragmente des
Fibrins, woraus sich der Name ableitet. Da wahrend der Menstruation
vermehrt fibrinolytischer Abbau stattfindet, ist D-Dimer als Marker flr
Menstrualblut geeignet.**>

Die D-Dimer Konzentration in peripherem Blut verandert sich wahrend
der Menstruation nicht signifikant, da der Gerinnungsprozess
hauptsachlich extravasal stattfindet, was eine mdgliche Erklarung fir die
gleichbleibende Konzentration im Blut ist.*

Der SERATEC® PMB Test kombiniert den Nachweis von humanem
Hamoglobin und D-Dimer. Dadurch ermdglicht der Test den Nachweis
von humanem peripheren Blut und humanem Menstrualblut sowie deren
Unterscheidung. Fir die forensische Anwendung bietet das Produkt
folgende Vorteile:

e Einfach zu benutzen, direkt am Tatort oder im Labor

e Schnelle und zuverlassige Ergebnisse nach nur 5-10 Minuten

e Hohe Sensitivitat: Proben mit nur 20 ng/ml humanem Hamoglobin
reagieren positiv. Humanes Blut zeigt bis zu einer Verdiinnung von
10" positive Testergebnisse.

e Die optimierte Sensitivitat fir D-Dimer betragt 400 ng/mL.

e Der Test ist spezifisch fir humanes Hamoglobin und D-Dimer.
Kreuzreaktionen kénnen mit Primaten- und Frettchenblut auftreten.

High Dose Hook Effekt: Aufgrund des hohen Hamoglobin-gehalts
sollten frische Blutproben verdinnt werden, um einen High Dose Hook
Effekt zu vermeiden. Verdiinnungen von etwa 1:50 bis 107 mit der
Pufferlésung werden positiv getestet. Daher ist eine starkere
Verdiinnung sinnvoll: mindestens 1:50. Wattetupfer oder anderes
Material sollte in 0.5 mL Pufferldsung extrahiert werden.

Als optischer Anhaltspunkt kann die Farbung der Probe dienen.
Zwischen einer Verdinnung von 10 und 10 verschwindet die sichtbare
Farbung der Hamoglobinldsung.

Materialien

e 8 (PMB/8) oder 30 (PMB/30) luftdicht verpackte Testkassetten, mit
jeweils einer Plastikpipette

e 8 (PMB/8) oder 30 (PMB/30) Pufferréhrchen mit 1.5 mL
Verdunnungspuffer

e Anleitung

Zusatzlich benétigte Materialien: Stoppuhr oder Timer

Lagerung und Haltbarkeit

Die Testkassetten und die Pufferldsung sollten wéahrend der
angegebenen Haltbarkeitszeit (auf dem Schutzbeutel, bzw. auf dem
Pufferbehaltnis angegeben) bei +2 bis +30°C aufbewahrt werden. Die
Testkassetten mussen bis zur Benutzung im verschlossenen
Schutzbeutel verbleiben.

Sensitivitat
Hamoglobin: 20 ng/mL
D-Dimer: 400 ng/mL

Spezifitat
Hamoglobin: Der Test zeigt u.a. keine Kreuzreaktion mit dem
Hamoglobin folgender Tierspezies: Hund, Kaninchen, Katze, Rind,
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Schwein, Wildschwein, Pferd, Huhn, Schaf, Maultier, Ziege, Rothirsch.
Die vollstandige Liste ist in (2) einsehbar. Blut von Primaten und
Frettchenblut kann zu positiven Ergebnissen fihren.
D-Dimer:.Thrombose, postoperative Wundhelilung, maligne
Tumorerkrankungen sowie Leberzirrhose kdnnen Ursachen einer
erhohten D-Dimer-Konzentration im Blut sein. Der Cut-Off von 400
ng/mL wurde sorgfaltig ausgewahlt, um positive Ergebnisse bei Proben
ohne Menstrualblut méglichst auszuschlieRen.

Referenzmaterial
Zur Uberpriifung der Leistungsmerkmale des Tests wird humanes
Hamoglobin der Fa. Sigma und D-Dimer der Firma Hytest verwendet.

Sicherheitshinweise

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

e Testkassette bei Beschadigung des Schutzbeutels nicht benutzen!

e Testkassette und Pufferlésung nicht nach Ablauf des Verfallsdatums
benutzen!

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

e Testkassette erst unmittelbar vor Gebrauch aus dem Schutzbeutel
entnehmen.

e Testkassette nicht einfrieren!

Hinweise zur Probennahme und Handhabung

e Verwenden Sie zur Extraktion bzw. Verdiinnung die mitgelieferte
Pufferlésung. Diese ist speziell fir den Test entwickelt. Andere
Pufferlésungen kénnen zu schwankenden Linienintensitaten und
z.B. Wasser zu einer verminderten Sensitivitat flhren.

e Detergenzien wie SDS oder Sarcosyl kdnnen zur Denaturierung von
Hamoglobin und damit zu negativen oder nur sehr schwach
positiven Testergebnissen fuhren.

e Flussigkeiten mit pH-Werten von unter 4 oder Uiber 12 kénnen zu
falschen oder ungultigen Ergebnissen fihren. Daher wird die
Verwendung des mitgelieferten Verdiinnungspuffers ausdriicklich
empfohlen!

Gewebepartikel beeinflussen das Testergebnis nicht.

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

o Altere Gewebeproben sollten Langer als frische Proben extrahiert
werden.?

e Schnittstiicke aus Stoff sollten etwa eine GroRe von 0.25-1 cm? zur
Extraktion aufweisen.

Probenvorbereitung

Zunéachst 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 befleckte Stofffasern) entnommen und in das Réhrchen
gegeben werden. Alternativ kénnen Schnittstiicke von Stoffen,
Wattepads oder anderes Probenmaterial direkt hineingegeben werden.
Nach dem Verschlie3en des Réhrchens wird die Probe durch
grindliches Schitteln extrahiert. Die so gelésten Proben sind bei
Raumtemperatur fur mindestens 2 Tage stabil.

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

Als Extraktionspuffer empfehlen wir den im Réhrchen mitgelieferten
Puffer. Es kdnnen jedoch auch andere Puffersysteme im neutralen pH-
Bereich verwendet werden (z.B. PBS, HEPES oder TBS).

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

e Alle Testkomponenten vor Testbeginn auf Raumtemperatur bringen.
Eine auf 8°C abgesenkte Temperatur fuhrt z.B. zu einer
Verringerung der Hamoglobinsensitivitat auf etwa 200 ng/ml.

e Schutzbeutel der Testkassette entfernen und Kassette zur
Identifikation beschriften.

e Geben Sie 3 Tropfen der Probe (ca. 120 pl) in die Probenkammer.
Falls die Extraktion im Rohrchen erfolgte, 6ffnen Sie den Deckel
(Schraubverschluss) und verwenden Sie die mitgelieferte Pipette.
Alternativ kdnnen Sie auch mit Hilfe eines Papiertuchs
(Spritzgefahr!) das Siegel des Réhrchens mit einer leichten
Drehbewegung abbrechen und durch leichten Druck auf die
Seitenwénde 3 Tropfen Flussigkeit in die Probenkammer geben.
Verbleibendes Probenmaterial sollte in einem verschlieBbaren
Gefall aufbewahrt werden.

e Starten Sie die Zeitmessung. Heben Sie verbleibendes
Probenmaterial auf, um gegebenenfalls weitere Testungen
durchzufuhren.

e Nach 10 Minuten Reaktionszeit bei Raumtemperatur kann das
Ergebnis abgelesen werden. Die Flissigkeit in der Probenkammer
sollte zu diesem Zeitpunkt vollstédndig aufgesogen worden sein.

e Negative Testergebnisse sollten nach 10 Minuten Inkubationszeit
noch einmal bestéatigt werden.

SERATEC PMB

CPM
Ergebnis- Proben-
fenster H kammer
Kontroll- linia Ergebnislinie
: Ergebnislinie b
line Hemoglobin D-Dimer

Ergebnisinterpretation

Negatives Ergebnis (kein Hamoglobin und kein D-Dimer in der Probe
bzw. Hamoglobin/D-Dimer unterhalb der Nachweisgrenze)

Nur eine rote Linie ist in der Kontrollregion (C) nach 10 Minuten
sichtbar. Das Fehlen der Linien P und M zeigt ein negatives Ergebnis
an.

Hinweis: Stellen Sie sicher, dass die Probe nicht zu stark verdinnt
wurde, damit Hamoglobin und D-Dimer nachweisbar sind.

Positives Ergebnis

Version 1 (humanes Hamoglobin und D-dimer positiv)

Drei rote Linien sind im Ergebnisfenster sichtbar, Kontrollinie (C),
H&amoglobinlinie (P) und D-Dimer-Linie (M). Die Farbeintensitat der
Linien kann stark variieren. Auch schwache Linien (P) und (M) bedeuten,
dass das Ergebnis positiv ist.

Interpretation: Hamoglobin und D-Dimer-Konzentration sind oberhalb
der Nachweisgrenze, was ein starker Hinweis auf Menstrualblut bzw.
eine Mischung aus Menstrualblut und peripherem Blut ist.

Version 2 (humanes Hamoglobin positiv)

Zwei rote Linien sind sichtbar, die Kontrollinie (C) und die
Hamoglobinlinie (P). In der Testregion (M) ist keine Linie sichtbar. Die
Farbeintensitat der Linien kann stark variieren.

Interpretation: Die Hamoglobinkonzentration liegt oberhalb der
Nachweisgrenze, was ein Hinweis auf humanes peripheries Blut ist.

Version 3 (humanes D-Dimer positiv)

Zwei rote Linien sind sichtbar, die Kontrollinie (C) und die D-Dimer-
Linie (M). In der Testregion (P) ist keine Linie sichtbar. Die
Farbeintensitét der Linien kann stark variieren.

Interpretation: Die D-Dimer-Konzentration liegt oberhalb der
Nachweisgrenze. Es ist aber unwahrscheinlich, dass D-Dimer positiv
und Hamoglobin negativ ist. Dies kann bei hochkonzentrierten Proben
(siehe Hook Effekt) vorkommen. Die Probe sollte z.B. 1:10 mit dem
Extraktionspuffer verdiinnt und der Test wiederholt werden.
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Unglltiges Ergebnis
Die Kontrollinie C ist nicht sichtbar. Der Test sollte in diesem Fall mit
einer neuen Kassette wiederholt werden.
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