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Ocena wizualizacji $ladow biologicznych z uzyciem alternatywnego
zrodta Swiatta (ALS) w aspekcie ich identyfikacji genetyczne;.
Czes¢ 1. Analiza sladdw krwi i $liny*

Evaluation of visualization of biological stains with the use of alternative light source
(ALS) for the purpose of genetic identification. Part |. Blood and saliva stains analysis.

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

Celem pracy byfa ocena przydatnosci wizualiza-
cji Sladéw krwi i sliny ludzkiej przy uzyciu alterna-
tywnego zrédta Swiatta (ALS) w aspekcie ich iden-
tyfikacji genetycznej. Przeprowadzone badania
wykazaty, ze doSwiadczalne zaplamienia krwi, znaj-
dujace sie na jasnym materiale, sg najlepiej wi-
doczne w $wietle dziennym oraz w zakresie widma
lampy tukowej do wartosci rozcienczenia krwi
w stosunku 1:600. Petne profile DNA /oci zestawu
AmpFISTR SGM Plus uzyskano z plam wykonanych
z prébek krwi rozcieniczonych w proporcji 1:1500,
natomiast dla rozcienczen 1:1750 i 1:2000
stwierdzono czesciowe profile DNA. Zaplamienia
$ling wykonane na jasnym materiale, sg catkowicie
niewidoczne w Swietle dziennym, podobnie jak
w petnym widmie $wiatta lampy tukowej. Stosujac
dtugosci fali z przedziatu 300-415 nm oraz filtr
zOtty, jak réwniez dtugosci fali z przedziatu 300-
-455 nm i filtr pomaranczowy uwidoczniono plamy
wykonane kroplg $liny do wartosci rozcienczenia
w stosunku 1:600. Petne profile DNA loci zestawu
AmpFISTR SGM Plus uzyskano z plam wykonanych
Z prébek rozcienczonych w proporcji 1:1750, nato-
miast dla rozcienczen 1:2000 stwierdzono czescio-
we profile DNA. Stosujagc dtugosci fali 455 nm i filtr
pomaranczowy, a takze widmo $wiatta CSS i filtr
czerwony uzyskano najlepszy efekt wizualizacji
zatartej plamy krwi na ciemnym niekontrastowym
materiale, natomiast w przypadku zatartej plamy

$liny na jasnym niekontrastowym materiale najlep-
sze warunki do wizualizacji wystgpity dla dfugosci
fali w przedziale 300-415 nm i filtra zottego oraz
dtugosci fali w przedziale 300-455 nm i widma
Swiatta CSS przy uzyciu filtrow pomaranczowego
oraz czerwonego.

The objective of the investigation was evaluation
of visualization of human blood and saliva stains
with the use of alternative light source for the purpose
of genetic identification. Experimental bloodstains
on the bright base were the most clearly seen in
the natural light and white light, up to blood dilution
of 1:600. Complete typeability of AmpFISTR SGM
Plus kit profiles was obtained from bloodstains at
dilution 1:1500. Partial AmpFISTR SGM Plus kit
profiles were typed from bloodstains at dilutions
1:1750 and 1:2000. Experimental saliva stains
on the light-colored base were completely invisible
in the natural light and white light, while they
were visualized at wavelength range 300-415 nm
through yellow goggles, and at wavelength range
300-455 nm through orange goggles at saliva
dilution 1: 600. Complete typeability of AmpFISTR
SGM Plus kit loci was obtained from saliva stains
at dilution 1:1750. Partial AmpFISTR SGM Plus kit
profiles were typed from saliva stains at dilution
1:2000. The wavelength of 455 nm and orange
goggles were the optimal set for visualization of

*  Poszerzona wersja referatu, przedstawionego podczas XV Zjazdu Naukowego PTMSIK, Gdansk 16-18.09.2010.
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bloodstains on various, noncontrasting materials.
Other useful wavelength/combinations of goggles
were CSS light/red goggles. In case of saliva, the
most useful general condition for visualization of
stains on various, non-contrasting materials was
with the wavelength set to 300-415 nm, while
wearing yellow goggles. Other useful combinations
of wavelength/goggles were 300-455 nm/orange
or red goggles, and also CSS light/orange or red

goggles.

Stowa kluczowe:
alternatywne zrodto Swiatta, Slady krwi,
$lady $liny, identyfikacja genetyczna
Key words:
alternative light source, bloodstains,
saliva stains, genetic identification

WSTEP

Z doswiadczenia kryminalistycznego i sagdowo-
-lekarskiego wynika, ze Sladami biologicznymi, naj-
czesciej obserwowanymi na miejscu zdarzenia
przestepczego, sg zaplamienia krwi i $liny [1]. Obec-
nos¢ krwi lub $liny ofiary na narzedziu przestep-
stwa, odziezy czy tez na ciele napastnika lub ofiary
pozwala na ustalenie zwigzku przyczynowo-skut-
kowego pomiedzy podejrzanym a dokonanym
przestepstwem, co czesto stanowi jedyny dowdd
dziatania sprawcy. Podobnie ujawnienie krwi lub
Sliny podejrzanego w miejscu popetnienia zbrodni
moze wskazywac na powigzanie czasoprzestrzenne
sprawcy z zabronionym czynem. Tym samym $lady
krwi i Sliny posiadajg duzy potencjat dowodowy,
ktéry wymaga specyficznych metod ujawniania,
identyfikacji i dokumentowania [2]. Podczas ogle-
dzin miejsca zdarzenia, narzedzi uzytych do popet-
nienia przestepstwa, ogledzin sprawcow czy tez
0s6b pokrzywdzonych, czesto zdarza sie, ze $lady
biologiczne sg niewidoczne ,gotym okiem”. Taki
stan rzeczy jest zwigzany z matg iloscig pozostawio-
nego na miejscu zdarzenia materiatu, badz tez
Z zacieraniem w sposéb celowy lub przypadkowy
pozostawionych $ladow. W tego typu sytuacjach
istnieje potrzeba odpowiedniego uwidocznienia
Sladéw biologicznych oraz ukazania najbardziej
odpowiednich miejsc do ich pobrania dla potrzeb
pozniejszej identyfikacji genetycznej. Jedng z nowo-

czes$niejszych metod ujawniania $ladéw biolo-
gicznych jest ich wizualizacja w $wietle o specy-
ficznym zakresie dtugosci fali z uzyciem odpowied-
nich filtrow odcinajgcych. Zaletami tej metody sg
relatywnie niskie koszty, a takze mozliwos¢ prze-
prowadzenia nieniszczacych badan na praktycznie
nieskonczenie duzej powierzchni miejsca zdarzenia
lub badanego dowodu, bez koniecznosci uzywania
zwigzkéw chemicznych jak luminol, czy Bluestar
Forensic (Bluestar).

MATERIAL | METODY

Materiat badawczy stanowity probki krwi i $liny
ludzkiej. Probki krwi pobierano z zyty odtokciowe]
do probdéwki z wersenianem sodu (EDTA-K2). Préb-
ki $liny pobierano po 15 minutach od higienicznego
wyszczotkowania zebow, przy uzyciu szczoteczki
stomatologicznej i pasty ,,Signal” oraz po dwukrot-
nym (w piatej i dziesigtej minucie po szczotkowa-
niu) wyptukaniu jamy ustnej woda. Z zabezpieczo-
nego materiatu biologicznego wykonano po dwie
serie zaplamien eksperymentalnych na wybranych
podtozach. Okreslong objeto$¢ krwi oraz $liny roz-
cienAczono 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. Przygotowane
rozcienczenia naniesiono na jatowg gaze chirur-
giczna koloru biatego, bedaca podtozem kontrasto-
wym dla materiatu biologicznego. Przygotowane
zaplamienia poddano suszeniu w temperaturze
okoto 21°C. Réwnolegle takie same rozcienczenia
krwi i $liny naniesiono na materiaty niekontrastowe,
jak: skorzany pasek koloru bragzowego, ciemna ba-
wetniana koszulka, ciemny dywanik samochodowy;,
wzorzysta sukienka i takze poddano suszeniu
w temperaturze okofo 21°C. Po jednej z wykona-
nych serii zaplamien z krwi i $liny, na podfozu kon-
trastowym oraz na podtozach niekontrastowych,
poddano je dziataniu czynnikéw zacierajgcych: mo-
czenie w wodzie, czyszczenie powierzchniowe (za-
pieranie), pranie w réznych temperaturach kapieli
piorgcych, przy uzyciu powszechnie dostepnych
srodkow piorgco-czyszczacych. Zatarte $lady biolo-
giczne uwidoczniono za pomocg alternatywnego
Zrodta Swiatta (ALS) o dtugosciach fali: petnego za-
kresu widma lampy fukowej, $wiatta UV 300-400
nm, Swiatta VIS — 415, 455, 515, 535, 555 nm
oraz w trybie CSS, emitowanych przez urzadzenie
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Mini-CrimeScope 400 (SPEX Forensics), stosujac
zestawy filtréow optycznych dla obserwatora: zétte-
g0, ciemno-zdttego, pomaranczowego i czerwonego
[3]. Tryb CSS obejmuje jednoczasowg emisje
réoznych dtugosci fali swietlnej w celu wykrycia
stabo widocznych lub niewidocznych $ladéw. Obec-
nos$¢ materiatu biologicznego pochodzenia ludzkie-
g0, w wytypowanych metodg optyczng $ladach, to
jest w maksymalnym rozcienczeniu dla krwi i $liny
1:600, potwierdzono jako$ciowo przy uzyciu testu
immunochromatograficznego HemCheck-1 (Veda-
-Lab) i testu RSID-Saliva (IFl) [4]. Izolacje DNA
Z miejsc zaplamionych przeprowadzono przy uzyciu
zestawu PrepFiler™ oraz metoda organiczng [5, 61.
W przypadku plam $liny proces izolacji poprze-
dzono rozcienczeniem $ladu w 1 ml H20, ktéry
nastepnie inkubowano przez 30 min w temperatu-
rze pokojowej. Dalsze etapy izolacji przebiegty iden-
tycznie, jak przy izolacji sladéw krwawych. lloscio-
wa ocene poziomu DNA w $ladach przeprowa-
dzono metodg Real Time PCR przy uzyciu zesta-
wu Quantifiler® Human DNA Quantification Kit
i aparatu 7500 Real Time PCR System (Applied
Biosystems) [7]. Amplifikacje DNA przeprowadzono
w aparacie GeneAmp PCR System 9700 stosujac
zestaw AmpFISTR SGM Plus PCR Amplification Kit
(Applied Biosystems). Genotypowanie przeprowa-
dzono przy uzyciu analizatora genetycznego ABI
3130 (Applied Biosystems). Uzyskane wyniki pod-
dano analizie statystycznej i przedstawiono w for-
mie opisowej oraz udokumentowano na fotogra-
fiach.

WYNIKI

Wykonane do$wiadczalnie zaplamienia krwi na
jasnym materiale w Swietle dziennym oraz w zakre-
sie widma lampy fukowej sg widoczne przy rozcien-
czeniu krwi w stosunku 1:600 (ryc. 1 i 2).
Stosujac dfugosci fali 455 nm i filtr pomaranczowy,
a takze widmo $wiatta CSS i filtr czerwony uwi-
doczniono zatartg plame krwi na ciemnym niekon-
trastowym materiale (ryc. 3, 4, 5). Stezenia DNA
w badanych rozcienczeniach plam krwawych za-
wieraty sie w przedziale okoto 1,375-1500 ng.
Petne profile DNA Joci zestawu AmpFISTR SGM
Plus uzyskano z plam wykonanych z prébek krwi
rozcienczonych w proporcji 1:1500, natomiast dla
rozcienczen 1:1750 i 1:2000 stwierdzono cze-

sciowe profile DNA. Plamy $liny naniesione na
biate, ptécienne podtoze sg zupetnie niewidoczne
w zwyktym $Swietle jarzeniowym, podobnie jak
w petnym widmie $wiatta lampy tukowej urzadze-
nia Mini-CrimeScope. Stosujac dfugosci fali z prze-
dziatu 300-415 nm oraz filtr zotty, jak réwniez
dtugosci fali z przedziatu 300-455 nm i filtr poma-
ranczowy uwidoczniono plamy wykonane kroplg
$liny rozcienczong w stosunku 1:600 (ryc. 6 i 7).
Natomiast po zastosowaniu dfugosci fali w przedzia-
le 300-415 nm i filtra z6ttego uwidoczniono zatartg
plame $liny na jasnym niekontrastowym materiale.
Podobne wyniki uzyskano stosujgc dtugos¢ fali
w przedziale 300-455 nm oraz widmo $wiatta CSS
przy uzyciu filtrow pomaranczowego i czerwonego
(ryc. 8,9, 10, 11). Stezenia DNA w badanych roz-
cienczeniach plam $liny zawieraty sie w przedziale
okoto 1,7-1800 ng. Petne profile DNA Joci zestawu
AmpFISTR SGM Plus uzyskano z plam wykonanych
Z probek rozcienczonych w proporcji 1:1750, nato-
miast dla rozcienczenia 1:2000 stwierdzono cze-
Sciowe profile DNA.

DYSKUSJA

Z wizualizacjg $ladoéw krwi lub $liny przy uzyciu
alternatywnego zrédta Swiatta (ALS) zwigzane sg
podstawowe zjawiska fizyczne: absorpcja oraz flu-
orescencja. Zawarta we krwi hemoglobina pochta-
nia energie fali elektromagnetycznej, co przy zas-
tosowaniu $wiatta o dtugosci fali okoto 450 nm
z odpowiednimi filtrami odcinajgcymi pozwala na
uwidocznienie $ladu krwi w postaci ciemnej, o nie-
rownych obrysach, nieznacznie kontrastujgcej sie
z ciemnym otoczeniem plamy [8]. O$wietlenie
$ladu $liny falg o dfugosci 300-455 nm przy zasto-
sowaniu odpowiednich filtréw odcinajgcych po-
zwala na emitowanie Swiatta przez wzbudzone
czasteczki badanego $ladu. Obserwowana w tym
przypadku fluorescencja widoczna jest w postaci
przybierajacej rézne odcienie bieli, 0 wyraznie zazna-
czonych konturach plamy.

Widoczny w ostatnim dziesiecioleciu gwattowny
rozwdj metod wykorzystywanych do badaniu profilu
DNA pozwala na uzyskanie zadowalajgcych wyni-
kéw juz z kilku komorek, z ktérych kazda zawiera
przecietnie okofo 6 pg DNA [9, 10]. Tak duzy poten-
cjat badawczy wymaga jednak odpowiedniego uja-
wnienia i zabezpieczenia materiatu biologicznego
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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

Ryc. 1. Wizualizacja doswiadczalnych plam krwawych na jasnym materiale w swietle dziennym.
Fig. 1. Visualization of experimental bloodstains on the bright base in the natural light.

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

Ryc. 2. Wizualizacja doswiadczalnych plam krwawych na jasnym materiale w zakresie widma
lampy tukowey.
Fig. 2. Visualization of experimental bloodstains on the bright base in the white light.
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Ryc. 3. Zatarty slad krwi na czarnym dywaniku  Ryc. 4.  Zatarty $lad krwi na czarnym dywaniku

samochodowym w $wietle dziennym. samochodowym w $wietle o dfugosci
Fig. 3. Effaced bloodstain situated on the fali 455 nm, przy zastosowaniu filtra
black car mat in the natural light. pomarariczowego.

Fig. 4. Effaced bloodstain situated on the
black cars mat with the combination
of wavelength/goggles:

455 nm/orange goggles.

Ryc. 5. Zatarty slad krwi na czarnym dywaniku
samochodowym w swietle CSS,
przy zastosowaniu filtra czerwonego.
Fig. 5. Effaced bloodstain situated on the
black car mat with the combination
of wavelength/goggles:
CSS light/red goggles.
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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

Ryc. 6.  Wizualizacja sladdw Sliny na niekontrastowym materiale w Swietle o dfugosci fali 415 nm,
przy zastosowaniu filtra zottego.

Fig. 6. Visualization of experimental saliva stains on the bright base with the combination
of wavelength/goggles: 415 nm/yellow goggles.

1:2 15 1:10 1:50 1100 1.200  1.400 1.600  1.800  1:.1000 1:.1250 1:1500 1:1750 1:2000

Ryc. 7. Wizualizacja sladdw $liny na niekontrastowym materiale w swietle o dtugosci fali 455 nm,
przy zastosowaniu filtra pomaranczowego.

Fig. 7. Visualization of experimental saliva stains on the bright base with thecombination
of wavelength/goggles: 455 nm/orange goggles.
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Ryc. 8.

Fig. 8.

Zatarty Slad sliny na biatej ptytce
ceramicznej w swietle dziennym.
Effaced saliva stain situated on the
white, non-contrasting ceramic

tile in the natural light.

Ryc. 10. Zatarty slad $liny na biatej ptytce

Fig. 10.

ceramicznej w swietle o dtugosci fali
300-455 nm, przy zastosowaniu filtra
pomaranczowego.

Effaced saliva stain situated on the
white, non-contrasting ceramic tile
with the combination of wavelength/
goggles: 300-455 nm/orange goggles.

Ryc. 9.

Fig. 9.

Ryc. 11.

Fig. 11.

Zatarty Slad Sliny na biatej ptytce
ceramicznej w swietle o dtugosci fali
415 nm, przy zastosowaniu filtra
Z0fttego.

Effaced saliva stain situated on the
white, non-contrasting ceramic tile
with the combination of wavelength/
goggles: 415 nm/yellow goggles.

Zatarty Slad sliny na biatej ptytce
ceramicznej w $wietle o dtugosci fali
455 nm, przy zastosowaniu filtra
czerwonego.

Effaced saliva stain situated on the
white, non-contrasting ceramic tile
with the combination of wavelength/
goggles: 455 nm/red goggles.
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na miejscu zdarzenia w celu przeprowadzenia
dalszych badan. Ze wzgledu na trudnosci w rézni-
cowaniu istotnych dla dochodzenia $ladéw, od roz-
nych substancji biologicznych stanowigcych tto
miejsca zdarzenia, potrzebne jest zastosowanie
odpowiednio czutych i szybkich metod przesiewo-
wych. Poczatkowo prowadzone proby wizualizacji
Sladéw biologicznych przy uzyciu Swiatta biatego,
ultrafioletowego czy laserowego nie przynosity
spodziewanych efektéw. Podobnie zastosowanie
wysokospecjalistycznej aparatury, jak jonowy laser
argonowy nie znalazto praktycznego zastosowania
w ujawnianiu $ladéw [11]. Obecnie jednym z naj-
bardziej rozpowszechnionych oraz uzytecznych
metod ujawniania $ladéw biologicznych na miejscu
zdarzenia jest ich wizualizacja przy uzyciu alterna-
tywnego zrédta Swiatta (ALS). Jedne z pierwszych
badan, dotyczacych praktycznego wywotywania lu-
minescencji przy uzyciu ALS w procesie ujawnia-
nia $ladow biologicznych, pojawity sie juz na po-
czatku lat 90 XX wieku, kiedy to wydziat Policji
Federalnej w australijskim miescie Canberra badat
mozliwosci wizualizacji krwi oraz nasienia [12].
W chwili obecnej stosowanie alternatywnego zrddta
Swiatta stanowi istotne narzedzie pomocnicze w za-
bezpieczaniu $ladéw na miejscu zdarzenia oraz
w tworzeniu interdyscyplinarnych i ztozonych eks-
pertyz. Ujawnione i zabezpieczone $lady pozwala-
ja, miedzy innymi, na poszerzenie diagnostyki doty-
czacej rekonstrukcji wypadkdéw drogowych [13].
Podczas prowadzonych dotychczas badan pobu-
dzenia oraz emisji widma plam krwawych stwier-
dzono, ze krew nie wykazuje istotnej fluorescenciji.
Posiada za to silng absorpcje w zakresie dtugosci
fali Swietlnej 395-435 nm, z maksimum wynosza-
cym 415 nm [12]. W badaniach prowadzonych
przez Vandenberga i wsp. najkorzystniejszy obraz
plamy krwawej uzyskano dla dtugosci fali Swietlnej
450 nm oraz filtra pomaranczowego, a takze dla

dfugosci fali 415 nm z filtrem zo6ftym [8]. Podobnie
dobry efekt wizualizacji zatartych plam krwawych
uzyskalismy stosujgc dfugosc fali 455 nm z filtrem
pomaranczowym, a takze widmo $wiatta CSS przy
zastosowaniu filtra czerwonego. W przypadku $liny,
najlepsze wyniki fluorescencji zatartych plam na
jasnym niekontrastowym materiale uzyskalismy po
zastosowaniu dtugosci fali w przedziale 300-415
nm i filtra z6ttego, a takze dla dtugosci fali w prze-
dziale 300-455 nm oraz widma $wiatta CSS przy
uzyciu filtrdw pomaranczowego i czerwonego. Prze-
prowadzone dotychczas w innych niezaleznych
osrodkach badania wskazujg, ze podobnie dobry
efekt wizualizacji jest mozliwy do zaobserwowania
w Swietle ultrafioletowym, o dtugosci fali w zakre-
sie 200-320 nm [141], a takze w $wietle o dtugosci
fali 450 nm z filtrem pomaranczowym [8]. Stoso-
wane w ostatnich latach nowoczesne metody emi-
tujgce wigzke Swiatta laserowego, czy tez tukowa
lampa rteciowa, pozwolity na zaobserwowanie flu-
orescencji sladowej ilosci $liny w zakresie dfugosci
fali 320-400 nm bez zastosowania filtrow odcina-
jacych [15].

WNIOSKI

1. Ocena materiatu przy pomocy wizualizacji
z wykorzystaniem alternatywnego zrddta Swiatta
stanowi szybki i czuty sposéb na wstepne rozpoz-
nanie oraz wytypowanie do dalszych badan identy-
fikacyjnych niewidocznych $ladéw biologicznych
pochodzenia ludzkiego.

2. Barwa i struktura podtoza, na ktérym wyste-
puja $lady wptywajg na ich wyglad w Swietle dzien-
nym, w $wietle alternatywnym oraz na intensywno$¢
fluorescencji i absorpcji.

3. Zatarcia $ladéw krwi i $liny nie stanowig
przeszkody w ich wizualizacji i zabezpieczeniu pet-
nowartosciowego materiatu genetycznego.
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Tabela I.
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llosciowa ocena DNA wyizolowanego

z poszczegdlnych zaplamieri krwi
przy uzyciu zestawu Quantifiler.

Table I.

DNA yields from serially diluted blood

samples extracted using Quantifiler kit.
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Nr 4

Tabela Il. llosciowa ocena DNA wyizolowanego
Z poszczegdlnych zaplamien sliny
przy uzyciu zestawu Quantifiler.

Table |Il.

DNA yields from serially diluted saliva

samples extracted using Quantifiler kit.

Rozcienczenia krwi| Uzyskane DNA (ng) | Uzyskane DNA (ng) Rozcienczenia sliny | Uzyskane DNA (ng) | Uzyskane DNA (ng)

Blood dilutions Prepfiler metoda organiczna Saliva dilutions Prepfiler metoda organiczna
DNA yields (ng) DNA yields (ng) DNA yields (ng) DNA yields (ng)
Prepfiler organic method Prepfiler organic method

1:2 1375,00 1500,00 1:2 1700,00 1800,00

1:5 550,00 600,00 1:5 680,00 720,00

1:10 275,00 300,00 1:10 340,00 360,00

1:50 55,00 60,00 1:50 68,00 72,00

1:100 27,50 30,00 1:100 34,00 36,00

1:200 13,75 15,00 1:200 17,00 18,00

1:400 6,38 7,50 1:400 8,50 9,00

1:600 4,58 5,00 1:600 5,60 6,00

1:800 3,43 3,75 1:800 4,25 4,50

1:1000 2,75 3,00 1:1000 3,40 3,60

1:1250 2,20 2,40 1:1250 2,10 2,38

1:1500 1,83 2,00 1:1500 2,30 2,40

1:1750 1,57 1,75 1:1750 1,90 2,00

1:2000 1,38 1,50 1:2000 1,70 1,80
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