Instrucciones Page 1 of 3

INO044 Estado:Definitivo Fecha Vigor: 14/10/2011 Rev.06

ESTUDIOS PRELIMINARES EN MUESTRAS DE SANGRE
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1.- Objeto:
Definir la sistematica seguida para la realizacion de los estudios especificos encaminados a la
comprobacion de la naturaleza sanguinea humana de las muestras a analizar.

2.- Alcance:

El presente procedimiento afecta a todos los ensayos que realiza la Seccién de Genética Forense de la
UPC, en los cuales se solicita el andlisis de identificacion de muestras que presumiblemente contienen
o puedan contener restos sanguineos.

3.- Definiciones:
No aplicable

4.- Descripcion de la instruccion
4.1. MATERIALES
4.1.1. Reactivos

Agua destilada
Placas deteccién de hemoglobina humana OBTI
Control positivo de sangre humana (Listado material de referencia)

4.1.2. Material Fungible

Viales eppendorf de 1,5 ml

Pegatinas circulares de referenciacién

Puntas de pipeta con filtro estériles (1000 y 200 pl)
Guantes estériles desechables

Rotulador indeleble

4.1.3. Equipamiento

Cabina de seguridad bioldgica (GF010)
Placa de pocillos de porcelana
Magquina fotografica (GF061)

Pipetas de 20-200 y 50-1000 pl
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4.2. PROCEDIMIENTO

Cuando durante el proceso de estudio de las muestras se pretenda determinar que los restos
biolégicos presentes en las mismas corresponden a sangre humana.

4.2.1. Estudio especifico de sangre (Test de deteccién de hemoglobina humana. OBTI)

Es un diagndstico especifico que detecta la presencia de hemoglobina humana en una muestra
mediante el uso de un anticuerpo monoclonal especifico antihemoglobina humana en un proceso
inmunocromatografico.

Un eluido de la muestra a considerar se deposita en la placa suministrada comercialmente. Si la
muestra a analizar contiene hemoglobina humana, ésta se une a particulas coloreadas de azul y a un
anticuerpo monoclonal antihemoglobina humana. Este inmunocomplejo migra hacia un segundo
anticuerpo antihemoglobina humano inmovilizado formando una linea azul que indica un resultado
positivo. La muestra continua migrando y mas adelante se une a otro anticuerpo inmovilizado, en este
caso, antinmunoglobulina C de ratdon. Esta segunda linea funciona como control e indica una correcta
utilizacion del test.

El método usado actualmente (OBTI) tiene un limite de deteccién de > 0,05 ug/ml (concentraciones de
1:1000000 6 una cantidad igual o superior a unos 500 glébulos rojos) y permite detectar los diferentes
subtipos de hemoglobina humana. Se han observado resultados positivos también al analizar
hemoglobina de primate, hurén y mofeta

El protocolo a seguir es:

Introducir un fragmento de la muestra en un vial

Verter en el interior del vial con el fragmento correspondiente, aproximadamente 0,5 ml de agua
destilada y dejar macerar un minimo de 30 minutos

Referenciar una placa de deteccién de hemoglobina humana

De la dilucion arriba citada, se toman aproximadamente 100 pl depositandose en la placa de reaccion
Al comienzo de cada lote de placas de reaccion OBTI se realizara una prueba con sangre de referencia
(control positivo) y otra con agua destilada (control negativo)

4.2.1.1 Criterios de aceptacion de los resultados

Positivo (P): Aparicién de dos franjas azules en la placa (franja control y franja de reaccion positiva) en
2-3 min.

Negativo (N): Aparicion de una sola franja azul (control) en 10 min.

No concluyente (NC): Aparicion de la segunda franja (franja de reaccion) débil pasados los 3 min.

Los resultados obtenidos se anotaran en el EM0O082, asi como se archivaran todos los registros
primarios generados.
4.2.1.2 Criterios de rechazo de los resultados

Cuando no se produzca la franja de control en 2-3 min., la prueba se confirmara como no valida y
debera de repetirse con una nueva placa.

Cuando el resultado sea no concluyente (franja débil) se repetira la prueba.
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Independientemente del resultado obtenido se continuara con la extraccion si fuese susceptible de
presentar restos organicos, por su localizacién, aspecto o circunstancias del caso.

5.- Formatos:

| Coédigo ||[Denominacion |

| FM0082 ||Ané|isis preliminar de muestras sanguineas |
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7.- Anexos:

8.- Historial de modificaciones:

N©° revision Descripcion de la modificacion Fecha modif.
| 00 |[Edicién inicial | 22/12/2006 |
| 01 |[Modificar tecnicismos | 26/06/2007 |
| 02 |Modificar criterios | 14/03/2008 |
03 Incluir archivo de registros primarios en los apartados 4.2.1.1y 07/07/2008
4.2.2.1.
04 Adaptar el procedimiento a la nueva estructura del Departamento de 23/02/2010

Interior creada por el Decreto 471/2009, de 28 de agosto, sobre
estructura organica y funcional del Departamento de Interior.

05 Eliminar del procedimiento el estudio genérico de sangre (test de 17/02/2011
Adler), punto 4.2.1.
06 Adaptar el procedimiento a la nueva estructura del Departamento de |(04/10/2011

Interior creada por el orden 17 de junio de 2011, sobre estructura
organica y funcional del Departamento de Interior.
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