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Ocena wizualizacji $ladow biologicznych z uzyciem alternatywnego
zrodta Swiatta (ALS) w aspekcie identyfikacji genetyczne;.

Czesé 11. Analiza sladdw nasienia*

Evaluation of visualization of biological stains with the use of alternative light source
(ALS) for the purpose of genetic identification. Part Il. Semen samples analysis

Z Zaktadu Medycyny Sadowej Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku
Kierownik: dr hab. n. med. A. Niemcunowicz-Janica

Ujawnienie Sladéw nasienia na przedmiotach
pochodzacych z miejsca zdarzenia (np. odziez i po-
Sciel) stanowi wazny element dochodzenia w przy-
padku przestepstw seksualnych. Uzycie alterna-
tywnego zrodta Swiatta moze by¢ pomocne w ich
wykrywaniu. Celem niniejszej pracy byfa ocena przy-
datnosci wizualizacji sladéw nasienia ludzkiego,
przy uzyciu alternatywnego zrédta Swiatta (ALS), w as-
pekcie identyfikacji genetycznej. Badania wykazaty,
ze doswiadczalne plamy nasienia, znajdujace sie na
jasnym materiale, sg najlepiej widoczne w Swietle
dziennym oraz w zakresie widma lampy tukowej do
wartosci rozcienczenia nasienia wodg w stosunku
1:10. Petne profile DNA Joci zestawu AmpFISTR
SGM Plus uzyskano z plam wykonanych z prébek
nasienia rozcienczonych w proporcji 1:1750, nato-
miast dla rozcienczen 1:2000 stwierdzono niepetne
profile DNA. W przypadku zatarcia $ladéw nasienia
najlepszy efekt wizualizacji uzyskano przy zastoso-
waniu ALS o dtugosci fali 455 nm i filtra pomaran-
czowego.

Detection of seminal stains on items such as
clothing and bedding is a significant element of
investigation in sexual assault cases. The use
of alternative light source may assist in their
identification. The objective of the investigation was
the evaluation of human semen visualization with
the use of alternative light source for the purpose of
genetic identification. The tests demonstrated that

experimentally prepared semen stains on the bright
base could be best seen in the natural light and
white light when the semen was diluted at a ratio
1:10. The complete typeability of AmpFISTR SGM
Plus kit loci was evaluated in semen which was
diluted at a ratio 1:1750 and typeability of
AmpFISTR SGM Plus kit loci was incomplete in
semen diluted at a ratio 1:2000. After washing
with laundry detergents, semen stains were still
recognizable under ALS wavelength 455 nm, while
wearing orange goggles.

Stowa kluczowe:
alternatywne zrédto Swiatta, nasienie,
fluorescencja

Key words:
alternative light source, semen,
fluorescence

WPROWADZENIE

Praca stanowi kontynuacje badan nad identyfi-
kacjg $ladoéw biologicznych. W tej czesci przedsta-
wiono ocene wizualizacji $ladéw nasienia przy
uzyciu alternatywnego zrddta Swiatta w aspekcie
identyfikacji genetycznej.

Z praktyki sagdowo-lekarskiej wynika, ze przestep-
stwa na tle seksualnym budzg wiele watpliwosci
przed sadem i dlatego niezwykle istotne jest do-
ktadne i prawidtowe ujawnienie oraz zabezpiecze-

*  Poszerzona wersja plakatu, przedstawionego podczas XV Zjazdu Naukowego PTMSIK, Gdansk 16-18.09.2010.
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nie Sladow w trakcie ogledzin miejsca zdarzenia,
0s6b pokrzywdzonych i podejrzanych oraz odziezy.
W przypadku przestepstw seksualnych dochodze-
nie opiera sie najczesciej na wykryciu i identyfikacji
$ladow nasienia sprawcy. Ujawnienie materiatu bio-
logicznego sprawcy czynu nierzadko jednak bywa
utrudnione z uwagi na jego $ladowg ilos¢, przypad-
kowe badz celowe zacieranie. W takich sytuacjach
niezwykle pomocne okazuje sie urzadzenie emitu-
jace alternatywne zrédto $wiatta, pod wptywem kto-
rego plamy nasienia wykazujg charakterystyczng
fluorescencje [11.

MATERIAL | METODY

W przeprowadzonych badaniach oceniano przy-
datnos¢ wizualizacji $ladéw nasienia przy uzyciu
alternatywnego zrddfa $wiatta (ALS) w aspekcie
identyfikacji genetycznej. Materiat do badan sta-
nowito $wieze nasienie ludzkie. Okreslong objetos¢
nasienia rozcienczono wodg w proporcjach: 1:2,
1:5, 1:10, 1:50, 1:100, 1:200, 1:400, 1:600,
1:800, 1:1000, 1:1250, 1:1500, 1:1750,
1:2000. Tak przygotowane rozciefnczenia nanie-
siono na jatowg gaze chirurgiczng koloru biatego,
ktéra jest podfozem niekontrastowym w stosunku
do materiatu biologicznego. Nastepnie przygoto-
wane proby poddano suszeniu w temperaturze
pokojowej, okoto 21°C. Z zabezpieczonego materia-
tu biologicznego wykonano serie zaplamien ekspe-
rymentalnych na wybranych podfozach: skérzanym
pasku koloru brgzowego, ciemnej bawetnianej ko-
szulce, tazienkowej ptytce ceramicznej, ciemnym
dywaniku samochodowym, wzorzystej sukience.
Zaplamienia te poddano suszeniu w temperaturze
pokojowej oraz dziataniu czynnikdw zacierajacych,
takich jak: moczenie w wodzie, czyszczenie po-
wierzchniowe (zapieranie) przy zastosowaniu cie-
ptej wody i powszechnie dostepnych $rodkéw pio-
racych. Obie serie zaplamien poddano ogledzinom
przy uzyciu alternatywnego zrédta Swiatta (ALS)
o dtugosciach fali: petnego zakresu widma lampy
tuko-wej, $wiatto UV 300-400 nm, $wiatto VIS
415-555 nm oraz w trybie CSS emitowanego przez
urzadzenie Mini Crime Scope 400 -Spex Forensics,
z wykorzystaniem zestawu filtréw optycznych dla
obserwatora: z6ttego, ciemno zottego, pomaran-
czowego i czerwonego. Tryb CSS to opcjonalny tryb
pracy o$wietlacza umozliwiajacy jednoczesng emi-

sje Swiatta o kilku dfugosciach fali, co w zatozeniu
producenta ma znacznie utatwi¢ wykrywanie nie-
widocznych i stabo widocznych $ladéw [2]. Obec-
no$¢ materiatu biologicznego pochodzenia ludz-
kiego w wytypowanych metodg optyczng $ladach,
oznaczano jakosciowo przy uzyciu testu immuno-
chromatograficznego PSA — Semiquant Cassette
Test (Seratec). 1zolacje DNA z miejsc zaplamionych
przeprowadzono metodg czgstek magnetycznych
przy uzyciu zestawu PrepFiler™ oraz metodg organi-
czna. llosciowg ocene poziomu DNA w $ladach prze-
prowadzono metodg Real Time PCR przy uzyciu

Tabela |. llosciowa ocena DNA wyizolowanego
Z poszczegblnych zaplamien przy uzyciu
zestawu Quantifiler® Human DNA
Quantification Kit.

Table I.  DNA yields from serially diluted semen

samples extracted using Quantifiler®
Human DNA Quantification Kit.

Rozcienczenia Uzyskane DNA (ng) | Uzyskane DNA (ng)

nasienia Prepfiler metoda organiczna

Semen dilutions DNA yields (ng) DNA yields (ng)
Prepfiler organic method

1:2 1480,24 1540,64

1:5 684,12 744,97

1:10 380,26 420,41

1:50 82,35 90,84

1:100 36,75 40,46

1:200 20,47 24,85

1:400 11,34 13,56

1:600 7,45 8,64

1:800 4,21 524

1:1000 3,89 417

1:1250 2,46 2,19

1:1500 1,53 1,85

1:1750 1,16 1,29

1:2000 0,61 0,86
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zestawu Quantifiler® Human DNA Quantification
Kit i aparatu 7500 Real Time PCR System (Applied
Biosystems). Objeto$¢ pojedynczego preparatu po
izolacji wynosita 50ul. Amplifikacje markeréw zes-
tawu AmpFISTR SGM Plus przeprowadzono w ter-
mocyklerze GeneAmp PCR System 9700. Genoty-
powanie wykonano przy uzyciu analizatora ABI
3130 (Applied Biosystems). Uzyskane wyniki przed-
stawiono w formie opisowej oraz udokumentowano
na fotografiach.

WYNIKI

Doswiadczalne zaplamienia na jatowej gazie
chirurgicznej, w Swietle dziennym, wykryto okiem
hieuzbrojonym przy rozcienczeniu nasienia wodag
w stosunku 1:10. Emisja $wiatta o dtugosci fali
455 nm, przy zastosowaniu przez obserwatora filtra
pomaranczowego, umozliwita zaobserwowanie $la-
dowej fluorescencji plamy nasienia rozcienczonego
woda w stosunku 1:1000. Badanie poszczegdinych
zaplamien zawierajgcych rozcienczone nasienie
w kierunku obecnosci PSA dato wynik pozytywny
w przypadku rozcienczenia nasienia wodg w sto-
sunku 1:1000. Wyniki ilosciowej oceny DNA wyizo-
lowanego z poszczegblnych zaplamien przy uzyciu
zestawu Quantifiler® Human DNA Quantification
Kit przedstawiono w tabeli |. Petne profile DNA
stwierdzono dla plam wykonanych z prébek roz-
cienczonych w proporcji 1:1750, natomiast dla
rozcienczen 1:2000 uzyskano niepetne profile
DNA. Zaplamienia zawierajgce nierozcienczone
nasienie, naniesione na ciemny dywanik samo-
chodowy i wzorzystg bawetniang sukienke, uznano
za niemozliwe do zaobserwowania w Swietle dzien-
nym okiem nieuzbrojonym. Zlokalizowanie materia-
tu biologicznego na tych podtozach umozliwita flu-
orescencja wzbudzona urzadzeniem Mini Crime
Scope, nawet po zadziataniu czynnikdw zacieraja-
cych w postaci zapierania z uzyciem powszechnie
dostepnych $rodkéw pioracych.

DYSKUSJA

Wprowadzenie w latach osiemdziesigtych do ba-
dan sadowych techniki PCR stanowito szybka oraz
czuta metode identyfikacji osobniczej ze skgpego
lub zdegradowanego materiatu biologicznego. Po-
szerzenie tej metody o tak zwany multipleks PCR

pozwolito na zbadanie kilkunastu systeméw poli-
morficznych w jednej mieszaninie reakcyjnej [11.
Obecnie uzywane zestawy komercyjne charaktery-
Zuja sie wysoka czutoscig i umozliwiajg analize
DNA w znacznym stopniu zdegradowanego. Juz
ilos¢ wyjsciowego DNA, zawierajgca sie w granicach
1,0-2,5 ng, pozwala na uzyskanie petnego profilu
w zakresie badanych ukfadéw danego systemu [3].
Slady biologiczne, takie jak: krew $lina, nasienie,
stanowig dowody wykorzystywane przy rekonstruk-
cji zdarzen kryminalnych [4]. Do ich ujawnienia od
blisko 40 lat stosuje sie rozne zrodta Swiatta alter-
natywnego [5].

Woyschniete nasienie jest substancjg silnie fluo-
ryzujaca [61, najlepiej widoczng przy dtugosci fali
okoto 450 nm z uzyciem pomaranczowego filtra od-
cinajacego [7, 8, 9]. Dzieki swoim wtasciwosciom
fizykochemicznym $lady nasienia uwidaczniajg sie
jako zotto zielonkawe plamy réwniez pod wptywem
lasera typu FLS emitujacego wigzke Swiatta o dtu-
gosci fali 532 nm [10]. Badania prowadzone przez
Vandenberga i wsp. wykazaty, ze alternatywne
zrodfo Swiatta (Polilight) o dtugosci fali 450 nm
z rbwnoczesnym uzyciem przez obserwatora filtra
pomaranczowego umozliwia detekcje plam nasie-
nia rozcienczonego wodg w stosunku 1:100 i na-
niesionego na biaty poliestrowy materiat [7]. W na-
szych badaniach, na podtozu wykonanym z jatowej
gazy chirurgicznej, przy analogicznych parametrach
obserwacji z wykorzystaniem urzadzenia Mini Crime
Scope, za mozliwe do ujawienia uznano $lady
nasienia rozcieniczonego wodg w stosunku nawet
1:1000. Kobus i wsp. wykazali, ze stopien fluo-
rescencji zalezy od koloru, faktury i zdolnosci ab-
sorpcji materiatu z jakiego wykonane jest podfoze
[11]. Efekt fluorescencji zaobserwowac¢ mozna
réwniez w czasie uzycia ALS w stosunku do plam
moczu, smaréw, kosmetykéw i atramentu, co w przy-
padku typowania materiatu biologicznego do dal-
szych badan identyfikacyjnych moze wymagac
zastosowania dodatkowych testéw swoistych po-
twierdzajgcych obecnosé nasienia w badanym $la-
dzie [2]. Sensabaugh i wsp. wskazali na mozliwo$¢
wykorzystania antygenu specyficznego dla gruczotu
krokowego (PSA) jako markera do identyfikacji
nasienia na dowodach rzeczowych pochodzgcych
Z miejsc przestepstw na tle seksualnym [12]. W os-
tatnich latach potwierdzity to badania Gorzkiewicz
i wsp. [13].
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Przedstawiona w pracy metoda wizualizacji op-
tycznej $ladéw nasienia charakteryzuje sie wysokg
czutoscia, stanowi réwniez szybki i stosunkowo tani
sposdb na wstepne rozpoznanie niewidocznych
nieuzbrojonym okiem zaplamien oraz wytypowanie
materiatu biologicznego do dalszych badan identy-
fikacyjnych. Badania wykazaty, ze barwa i struk-

<.\ - U -

1z 15 L1 1500 100

B

Ryc. 1.  Wizualizacja plam rozcienczonego
nasienia w Swietle dziennym.
Fig. 1. Visualization of diluted seminal fluid

in the natural light.

Ryc. 3. Prébka nasienia naniesiona na jasng
plytke ceramicznag po zmyciu ciepta
wodg (Swiatfo dzienne).

Fig. 3. A sample of semen on the white tile

following washing in warm water
(natural light).

tura podtoza, na ktérym wystepujg zaplamienia
w réznym stopniu wptywajg na ich wyglad w $wie-
tle dziennym i intensywnos¢ fluorescencji. Pomimo
zatarcia $ladéw nasienia, uzycie ALS pozwala na
zidentyfikowanie zaplamien i zabezpieczenie war-
tosciowego materiatu biologicznego.

Ryc. 2. Wizualizacja plam rozciernczonego
nasienia na biatej chuscie chirurgicznej
przy wzbudzeniu falg 455 nm i uzyciu
pomarariczowych gogli.

Fig. 2 Visualization of diluted seminal fluid

on white bandage at 455 nm excitation,
viewed through orange goggles.

Ryc. 4.  Probka nasienia naniesiona na jasna
plytke ceramiczng po zmyciu ciepta
wodg przy wzbudzeniu falg 455 nm
i uzyciu pomarariczowych gogli.

Fig. 4. A sample of semen on the white tile

following washing in warm water at
455 nm excitation, viewed through
orange goggles.
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Ryc. 5. Prdébka nasienia naniesiona na
kolorowg bawetniang sukienke po
zapieraniu cieptg wodg z detergentem
(Swiatfo dzienne).

Fig. 5. A sample of semen on a colorful

cotton dress following washing in
warm water with detergent (natural
light).
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