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DRODZY CZYTELNICY!

J#Akredytacja na zgodnos¢ z norma PN-EN ISO/IEC 17025
dla laboratoriow badawczych” - trudno sobie wyobrazic¢
bardziej niszowy temat numeru ,G+P”. A jednak problem
akredytacji od dtuzszego czasu dostownie elektryzuje
sSrodowisko polskich genetykéw sadowych. Przyczyna tej
swoistej goraczki sa regulacje unijne, wedtug ktorych od li-
stopada 2013 r. laboratoryjnych dostawcow badan DNA dla
potrzeb kryminalistyki z panstw cztonkowskich zobowiazuje
sie do uzyskania akredytacji na zgodnosc z cytowana norma.
Akredytacja taka jest istotnym narzedziem projakosciowym
- pomaga ona dobrym laboratoriom w ciggtym doskonaleniu
sie. Jednoczesnie zleceniodawcy badan genetyczno- sa-
dowych uzyskuja jedno z obiektywnych kryteriow, ktorym
moga sie kierowac w wyborze placowek realizujacych

ich zlecenia. Norma zapewnia miarodajnosc¢ oraz uznanie
wynikéw badan danego laboratorium w réznych krajach, co
w kontekscie ustug badawczych z zakresu genetyki sadowej,
takich jak np. identyfikacja sladéw biologicznych czy ofiar
katastrof, moze miec¢ niebagatelne znaczenie.

Przystuchujac sie jednak od dtuzszego czasu dyskusjom na
temat akredytacji, a takze kierujac pracami, ktére zostaty
uwienczone uzyskaniem akredytacji przez laboratoria
naszej Katedry Medycyny Sadowej, nie mogtem sie oprzec
wrazeniu, ze narastaja na tym tle pewne nieporozumienia.
Jakis czas temu podczas seminarium naukowego jeden

z dyskutantow wyrazit poglad, ze w chwili obecnej zlece-
niodawcy badan kierujacy swe postanowienie do jednostki
akredytowanej moga sie czuc absolutnie komfortowo — nor-
ma zabezpieczy ich przed wszystkimi niebezpieczenstwami,
ktore moga towarzyszy¢ nawet najtrudniejszym badaniom
DNA. Kto$ inny w tym kontekscie zadat zdroworozsadko-
we pytanie - dlaczego istnieje przestepczosc, skoro mamy
prawo? W wywiadzie z dr. Tomaszem Kupcem, doswiadczo-
nym genetykiem sagdowym a zarazem audytorem technicz-
nym Polskiego Centrum Akredytacji znajdziemy wtasciwa
wyktadnie tego, czym jest w istocie akredytacja. System
zarzadzania jakoscia ugruntowuje, porzadkuje i sankcjonuje
dobre praktyki, ktére powinny istnie¢ w laboratorium na
dtugo przed potwierdzeniem kompetencji i nadaniem sto-
sownego certyfikatu. Co wiecej, system podlega ciggtemu
doskonaleniu - nie jest absolutnym punktem docelowym,
lecz raczej wytyczeniem drogi, ktora powinno podazac
laboratorium ze swoim kierownictwem, personelem

i wyposazeniem. Certyfikat akredytacji nie jest narzedziem
marketingowym ani hastem-wytrychem, ktére jest odpo-
wiedzig na wszystkie pytania. W naszym zamysle, materiaty
zamieszczone w obecnym numerze magazynu powinny byc
przystepnym i praktycznym wprowadzeniem do tego tema-
tu dla zleceniodawcow badan genetyczno-sadowych.

Prof. dr hab. Tomasz Grzybowski

Kierownik Katedry Medycyny Sadowej

oraz Zaktadu Genetyki Molekularnej i Sadowej
Collegium Medicum UMK
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ROZROZNIANIE BLIZNIAT JEDNOJAJOWYCH JEDNAK MOZLIWE.

DZIEKI CORAZ DOKEADNIEJSZYM TECHNIKOM SEKWENCJONOWANIA NOWEJ
GENERACJI (ANG. NEXT GENERATION SEQUENCING, NGS) POJAWIEA SIE REALNA
MOZLIWOSC ROZROZNIENIA ZDAWALOBY SIE, IDENTYCZNYCH POD WZGLE-
DEM GENETYCZNYM, OSOB.

Genetykow zainteresowanych wyko-
rzystaniem nauki dla celéw sadowych

od dawna nurtuje problem rozrézniania
klondw, jakimi sa bliznieta jednojajowe.
W standardowej procedurze otrzymy-
wania profilu DNA wykorzystuje sie
krotkie sekwencje tandemowe (ang. short
tantem repeats, STR), ktére w wypadku
tego rodzaju blizniat daja identyczne
wyniki. Juz weczesniej brano pod uwage
zjawisko mozaiki genetycznej, bedacej
potencjalnym czynnikiem rozrézniajacym,
jednak proby potwierdzenia tej hipotezy
na drodze eksperymentalnej konczyty sie
fiaskiem.

Grupa niemieckich naukowcodw, opierajac
sie na tychze zatozeniach, przeprowadzi-
ta doswiadczenie na rodzinie pewnych
blizniagt, udowadniajac, ze rozréznienie
jest jednak mozliwe.

Przez pojecie mozaiki genetycznej rozu-
miemy obecnos¢ w jednym organizmie ko-
morek zawierajacych odmienne genomy.
Przez dtugi czas teoria ta pozostawata
kwestiag sporna. Naukowcy sugerowali, ze
niewielkie mutacje moga wystepowac juz
w zyciu ptodowym na etapie blastocysty,
atakze w pdzniejszych etapach rozwoju

listkow zarodkowych. W wypadku, gdy do
takich zmian dochodzito po rozdzieleniu
blizniat jednojajowych, istniata szansa na
ichiidentyfikacje.

W badaniu wzieta udziat najblizsza
rodzina braci blizniakéw: dziecko jednego
z nich oraz matka dziecka.

Od mezczyzn pobrano probki krwi,
nasienia oraz wymazy policzkéw, od
kobiety wymaz, od dziecka jedynie probki
krwi. Badania podzielono na kilka etapow.
W pierwszej kolejnosci potwierdzono
monozygotycznosé bliznigt oraz ojcostwo
za pomoca standardowej analizy mar-
keréw STR. Nastepnie, bazujac na DNA
wyizolowanym z nasienia obu bliznigt
oraz krwi dziecka, przygotowano tzw.
biblioteki genomowe, ktdre postuzyty

do badania catych genomoéw metoda
sekwencjonowania nowej generacji. Ta
technika pozwolita na wielokrotne odczy-
tanie kazdego fragmentu, co pozwolito na
wykrycie nawet najmniejszych zmian i po-
twierdzenie, Ze sa zgodne z matrycowym
DNA badanej osoby, a nie btedem. W ten
sposob powstaty duze bazy danych, ktére
zostaty ze soba szczegdtowo poréwna-
ne. Umozliwito to znalezienie 5 réznic
miedzy pojedynczymi nukleotydami (co

nazywamy polimorfizmem pojedynczego
nukleotydu, ang. single nucleotide poly-
morphism, SNP), ktére byty identyczne

u ojca oraz dziecka, natomiast inne

u blizniaka. W trzecim etapie potwierdzo-
no obecnos¢ tych pojedynczych réznic
za pomoca sekwencjonowania metoda
Sangera. Analizie poddano jedynie
fragmenty zawierajace réznice, ale tym
razem ujeto wszystkie zebrane prébki,
pochodzace z réznych tkanek. Okazato
sig, ze U badanych blizniat réznice prawie
nie wystepowaty we krwi, co wskazuje
na powstanie mutacji w jednym z listkow
zarodkowych, po gastrulacji, ale przed
rozdzieleniem linii komoérek odpowie-
dzialnych za gonady.

Analiza wykonana przez niemieckich
naukowcow jest wprawdzie droga i pra-
cochtonna, pozwala jednak jednoznacznie
odréznic¢ od siebie bliznieta jednojajowe.

OPRACOWANIE: ANNA RADZISZEWSKA
Na podstawie: Weber-Lehmann J. (2014)
Finding the needle in the haystack:
Differentiating ,identical” twins in pater-
nity testing and forensics by ultra-deep
next generation sequencing,

For. Sci. Int. Genetics 9 42-46
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NEINWAZYINE ZBIERANIE
MATERIACU DOWODOWEGD

JEDNYM Z POWODOW, DLA KTORYCH OFIARY GWALTOW NIE ZGrASZAJA PRZE-
STEPSTWA, JESTWSTYD PRZED BADANIEM | ZBIERANIEM MATERIALU BIO-
LOGICZNEGO SPRAWCY. NOWY SYSTEM, WPROWADZANY W WIELKIEJ BRYTANII,

MA OGRANICZYC NARUSZANIE INTYMNOSCI OFIARY.

EVIDENCE RECOVERY
SYSTEM

SYSTEM ODZYSKIWANIA
MATERIAYU DOWO-
DOWEGO. POLEGA NA
UMIESZCZENIU SPECJAL-
NIE ZAPROJEKTOWANEJ
ZATYCZKI Z MIKROFIL-
TREM DO ODPEYWU
WANNY LUB WOLNO
STOJACEGO PRYSZNI-
CA. PRZEPEYWAJACA
WODA POZOSTAWIA NA
FILTRZE OSAD ZAWIERA-
JACY WEOSY, W OKNA,
KOMORKI NASKORKA,
NASIENIE | INNE TKANKI
LUB ZABRUDZENIA,
MOGACE ZOSTAC
WYKORZYSTANE JAKO
MATERIAY DOWODOWY.

4  GENETYKA +PRAWO WIOSNA 2014

Przestepstwa na tle seksualnym czesto
nie sg zgtaszane z powodu traumy

i wstydu, ktore przezywaja ofiary. Badania
lekarskie, wykonywane na potrzeby
dochodzenia, czesto sa przyczyna dodat-
kowego stresu. Aby ofiary gwattu mniej
obawiaty sie procedur, w Wielkiej Brytanii
stworzono system odzyskiwania materia-
tu dowodowego (ang. Evidence Recovery
System, ERS). Idea polega na umieszcze-
niu specjalnie zaprojektowanej zatyczki

z mikrofiltrem do odptywu wanny lub
wolno stojacego prysznica (ang. Forensic
Rescue Plug, FRP). Przeptywajaca woda
pozostawia na filtrze osad zawierajacy
wtosy, wtdkna, komorki naskorka, nasienie
i inne tkanki lub zabrudzenia, mogace
zostac wykorzystane jako materiat do-
wodowy. W sktad zestawu ERS wchodza
trzy takie zatyczki oraz Sciereczki do zbie-
rania materiatu osadzonego na sciankach
wanny lub prysznica. System pozwala

na proste i bezinwazyjne uzyskiwanie
materiatu biologicznego. Jego tworcy
maja nadzieje, ze pozwoli to na wzrost
zgtaszania przestepstw na tle seksualnym
oraz zwiekszy wykrywalnosc sprawcow.

Naukowcy z Uniwersytetu Teesside
postanowili zbadac przydatnos¢ poszcze-
g6Inych elementdw ERS do odzyskiwania
nasienia w przypadku wykorzystywa-

nia ptyndw do kapieli i w obecnosci
roznych zanieczyszczen biologicznych.
Zanalizowali réwniez zastosowanie
odmiennych metod wykrywania plemni-
kéw (m.in. poprzez wykrywanie kwasnej
fosfatazy, enzymu produkowanego m.in.
przez prostate i barwienie eozyna i hema-
toksyling). W doswiadczeniach ERS byt

wykorzystany w warunkach zblizonych do
sterylnych, tzn. wanna zostata doktadnie
umyta przed kazdorazowym powtoé-
rzeniem eksperymentu, aby uniknac
wczesniejszych zanieczyszczen.
Odzyskiwanie plemnikow z kapieli z za-
nieczyszczeniami okazato sie by¢ bardziej
efektywne niz z czystej wody. Naukowcy
ttumaczyli to mozliwym zmniejszeniem
rzeczywistej wielkosci porow, gdy na
filtrze zbieraty sie wtosy czy tez wtdkna.

Wykorzystywana metodyka zastosowania
ERS zalecana jest do stosowania w osrod-
kach zajmujacych sie ofiarami gwattu.
Zdarzasie jednak, ze przed zgtoszeniem
przestepstwa dochodzi do zatarcia do-
wodow biologicznych, kiedy ofiara stara
sie zmy¢ slady przestepcy. Naukowcy
przeprowadzajacy omawiane badanie
sugeruja, ze ERS mozna wykorzystywac
rowniez w domu ofiary nawet po kapieli.
Whystarczytoby wtedy wykorzystac
jedynie zatyczke do odfiltrowania wody

z optukiwanej wanny czy tez prysznica.
Sugeruja przy tym, aby w dalszej kolejno-
sci zanalizowac jaki odstep czasu pozwoli
na efektywne odzyskiwanie materiatu.

W kolejnych badaniach nalezy rowniez
sprawdzi¢ mozliwos¢ uzyskiwania profilu
DNA przestepcy z zebranego materiatu,
niezbednego do jego identyfikacji.

OPRACOWANIE: ANNA RADZISZEWSKA
Na podst. Page H.iwsp. (2014)

The recovery of semen from bath water
using the Evidence Recovery

System (ERS). Sci Jus 54:89-94

-
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KOLEJNY SUKCES POtACZONYCH SIt ENTOMOLOGII
| GENETYKINA PRZYKEADZIE ANALIZY LUDZKIEGO DNA
UZYSKIWANEGO OD KOMAROW.

W zesztym roku donosilismy o prze-
tomowej metodzie identyfikacji ofiar,
wykonanej przez badaczy z Meksyku,
taczacej entomologie oraz genetyke

(nr 18/2013), na przyktadzie larw much.
Tym razem naukowcy z Krety postano-
wili doktadniej przyjrzec sie mozliwosci
otrzymywania profili DNA z krwi ludzkiej
uzyskiwanej z uktadu trawiennego
komaréw (Culicidae). Zachecit ich do tego
sukces witoskich kolegdw, ktorzy dokonali
podobnej analizy opierajac sie na jednym
tylko owadzie, co pomogto w ujeciu
przestepcy. Celem badania Kretenczykow
byto ustalenie ilosci materiatu, mozliwego
do wyizolowania, oraz czasu, jaki moze
minac¢ od ostatniego posilenia sie komara
krwia, aby uzyskac prawidtowe profile
DNA z uktadu trawiennego komarow.
Genetycy schwytali 177 samic komarow,
krotko po pozywieniu sie Swieza krwia
jednej, tej samej osoby. Przechowywano
je w probdwkach zamknietych zwilzona
gaza. Do etapu badan przetrwato 156
osobnikéw. Owady zostaty podzielone na
grupy liczace co najmniej 9 osobnikdw,

ktoére zostawaty usmiercone w osmio-
godzinnych odstepach w przedziale od
0-72 godzin po posileniu sie (kilka sztuk
zostato poddanych analizie w przedziale
czasowym 80-152 godzin). Do izolacji
krwi ludzkiej wykorzystywano zgniecione
iwyschniete odwtoki owadow.

Wsréd komardw stwierdzono obec-

nos¢ dwaoch podrodzin: Anophelinae
oraz Culicinae. W przedziale czasu do

32 godzin udawato sie wyodrebnic¢

petny ludzki profil STR w materiale od
osobnikéw obu tych podrodzin, natomiast
w dtuzszym przedziale czasu lepszym
zrodtem DNA okazali sie przedstawiciele
Culicinae. W jednym przypadku udato
sie uzyskac prawidtowe wyniki nawet

po 88 godzinach od ukaszenia, jednak
wyniki wskazuja wyraznie, ze wydajnos¢
identyfikacji znaczaco spada wraz z wy-
dtuzaniem czasu, podczas ktérego krew
pozostawata pod wptywem enzymow
uktadu trawiennego komarow - 0 15,5%
na kazde 8 godzin.

Wykorzystanie analizy ludzkiego DNA
wyizolowanego z przewodu pokarmowe-

go komarow moze wniesc kilka cennych
wskazowek do sledztwa. Pozwoli nie tylko
na powiazanie sprawcy z ofiarg, ale dzieki
znajomosci zwyczajow poszczegolnych
gatunkéw komaradw, takich jak pory ich
aktywnosci, preferowane srodowiska czy
tez odlegtosci, ktore owad jest w stanie
pokona¢, mozna powiazac ofiare czy
sprawce z miejscem zbrodni, tak jak
miato to miejsce we Wtoszech. Tamtejsi
Sledczy znaleZli w domu potencjalnego
sprawcy zabitego komara, z ktérego
udato sie wyizolowac krew ofiary, co przy
analizie zwyczajow tego gatunku pozwo-
lito nawskazanie przestepcy. Badanie
Kretenczykéw nie tylko potwierdzito
prawdziwos¢ tej metody, ale rowniez
pozwolito na ocene jej przydatnosci dla
roznych przedziatow czasowych.

OPRACOWANIE: ANNA RADZISZEWSKA
Na podst. Curic G.iwsp. (2014)
Identification of person and
quantification of human DNA
recovered from mosquitoes (Culicidae).
For Sci Int Genetics 8: 109-112
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Decyzje o wdrozeniu wymagan normy
PN-EN ISO/IEC 17025:2005 podije-
lismy praktycznie bez wahania - nie
mielismy cienia watpliwosci, ze wykony-
wane przez nas badania sg najwyzszej
jakosci a uzyskanie akredytacji miato to
tylko potwierdzi¢. Procedura okazata

sie jednak by¢ dosc¢ czasochtonna. Caty
proces wdrazania normy PN-EN ISO/
IEC 17025:2005 podzielilismy na

kilka etapdw, ktore zaktadaty zarowno
przygotowanie dokumentacji, jak i prze-
szkolenie personelu z wymagan normy.
Opracowanie dokumentacji w naszym
przypadku byto stosunkowo proste.
Wystarczyto bowiem po prostu opisac
doktadnie to, co i jak robimy wg utartych
od lat schematéw. Wymagato to jednak
troche czasu, zwtaszcza ze czynnosci te
nalezato potaczy¢ z rutynowa praca. Caty
personel szybko przyswoit sobie wymaga-
nia normy i podjat wspolny trud realizacji
zadania, jakim byto uzyskanie akredytacji
krajowej jednostki akredytacyjnej, ktéra
jest Polskie Centrum Akredytacji (PCA).

ZLECAJAC BADANIA
NALEZY ZWROCIC UWAGE
NIE TYLKO NA FAKT POSIA-
DANIA PRZEZ LABORATO-

RIUM AKREDYTACJI, ALE
ROWNIEZ NATO CZY

BADANIA, KTORE MAJA
BYC PRZEPROWADZONE,
ZNAJDUJA SIE W ZAKRESIE
AKREDYTACJI TEGO LABO-
RATORIUM.

Kolejnym etapem byto przeprowadzenie
wewnetrznego audytu sprawdzajacego.

Po ztozeniu wniosku o akredytacje do
Polskiego Centrum Akredytacji (PCA), au-
dytorzy PCA skrupulatnie ocenili przestana
im wraz z wnioskiem dokumentacje, a wy-
niki tej oceny zostaty nam przestane w celu
naniesienia niezbednych poprawek. Po
skorygowaniu btedéw bylismy gotowi do
oceny w Katedrze. Audyt przeprowadzany

Zgodnie z Decyzja ramowa Rady
Unii Europejskiej 2009/905/WSiSW
z dnia 30 listopada 2009 r. (Dziennik

Urzedowy L 322,09/12/2009 P.0014-

0016) wszyscy dostawcy ustug krymi-
nalistycznych obejmujacych badania
DNA zobowiazani sg uzyskac akredy-

tacje nazgodnosc¢ z norma PN-EN 1SO/

|[EC 17025:2005 ,0gdIne wymagania
dotyczace kompetencji laboratoriow

badawczych i wzorcujacych”

przez audytoréw PCA byt najtrudniejszym
i najbardziej stresujacym momentem w ca-
tym procesie akredytacji. Jest to moment,
w ktérym trzeba udowodni¢, ze wszystkie
wymagania normy zostaty spetnione oraz
ze personel posiada kompetencje do wyko-
nywania okreslonych czynnosci. Ocenata
wypadta pomysinie i zaowocowata decyzja
o udzieleniu nam akredytacji. Po przejsciu
tej drogi wiemy juz, ze w procesie akredyta-
¢ji trzeba zwrdéci¢ uwage na kilka istotnych
elementow.

Po pierwsze, trzeba mie¢ swiadomos¢,

ze caty proces akredytacji niesie ze soba
spore koszty. Mam tu na mysli zaréwno
koszty poniesione narzecz PCA, zwigzane
ze ztozeniem wniosku oraz ocena audy-
toréw, ale takze koszty poniesione przez
laboratorium np. za udziat w badaniach
biegtosci lub poréwnaniach miedzylabo-
ratoryjnych (PT/ILC) czy zwiazane z petna
walidacjg metod badawczych. Udziat

w badaniach biegtosci czy poréwnaniach
miedzylaboratoryjnych jest jednym

z gtownych elementéw branych pod uwa-
ge przy catosciowej ocenie laboratorium
w procesie akredytacji. Uzyskane w takich
poréwnaniach certyfikaty Swiadcza

o kompetengji laboratorium do wykony-
wania okreslonych badan. Co wiecej, state
poddawanie sie takiemu sprawdzeniu
pozwala na monitorowanie jakosci pracy.
To jak czesto, jakim poréwnaniom miedzy-
laboratoryjnym i z jakim skutkiem poddaje
sie laboratorium jest cenna informacja dla
audytorow.

Kolejnym elementem, na ktéry nalezy
zwrécic uwage, jest zakres akredytacji.
Laboratorium, wystepujac z wnioskiem

o akredytacje, samo definiuje obszar
swojej dziatalnosci, na ktéry zamierza ja
uzyskac. W zwiazku z tym zlecajac bada-
nia, nalezy zwraci¢ uwage nie tylko na fakt
posiadania przez laboratorium akredyta-
¢ji, ale rowniez na to czy badania, ktére
maja by¢ przeprowadzone, znajduja sie

Celem tej decyzji jest zapewnienie,
aby wyniki czynnosci laboratoryjnych
prowadzonych przez dostawcow ustug
kryminalistycznych akredytowanych
na zgodnosc z norma PN-EN [SO/

IEC 17025:2005 w jednym panstwie
cztonkowskim byty uznawane w kaz-
dym innym panstwie cztonkowskim.
Akredytacja jest ogolnie przyjetym

w Unii Europejskiej potwierdzeniem
wiarygodnosci i jakosci wykonywanych

w zakresie akredytacji tego laboratorium.
Zakres akredytacji na zgodnos¢ z norma
PN-EN ISO/IEC 17025:2005 udzielonej
Katedrze Medycyny Sadowej (nr akre-
dytacji AB1494) przez Polskie Centrum
Akredytacji jest najszerszy wsradd dotych-
czas wydanych (w zakresie genetyki i tok-
sykologii) i obejmuje badania zawartosci
alkoholu etylowego, ustalanie spornego
ojcostwa, analizy pokrewienstwa, badania
identyfikacyjne (rowniez materiatu silnie
zdegradowanego) oraz badania $ladow
biologicznych wraz z ogledzinami.
Konczac chciatabym dodac, ze decyzja

ZAKRES AKREDYTACJI NA
ZGODNOSC Z NORMA
PN-EN ISO/IEC 17025:2005
UDZIELONEJ KATEDRZE
MEDYCYNY SADOWEJ (NR
AKREDYTACJI AB1494)
PRZEZ POLSKIE CENTRUM
AKREDYTACJI JEST NAJSZER-
SZY WSROD DOTYCHCZAS
WYDANYCH (W ZAKRESIE
GENETYKI | TOKSYKOLO-
Gll) | OBEJMUJE BADANIA
ZAWARTOSCI ALKOHOLU
ETYLOWEGO, USTALANIE
SPORNEGO OJCOSTWA,
ANALIZY POKREWIENSTWA,
BADANIA IDENTYFIKACYJ-
NE (ROWNIEZ MATERIALU
SILNIE ZDEGRADOWANEGO)
ORAZ BADANIA SLADOW
BIOLOGICZNYCH WRAZ

Z OGLEDZINAMI.

Rady Unii Europejskiej naktadajaca
obowiazek posiadania akredytacji na
wszystkich dostawcow ustug kryminali-
stycznych weszta w zycie z dniem 30 listo-
pada 2013r. Jednak my podijelismy ten
trud nie tylko ze wzgledu na dyrektywy
Unii Europejskiej, ale rowniez w nadziei,
ze jakosc jest wartoscia nadrzedna, przed-
ktadana nad cene, ktéra nalezy ponies¢
jako gwarancje tej jakosci.

badan. Daje gwarancje, ze czynnosci
laboratoryjne prowadzone sg zgodnie

z wtasciwymi normami miedzynarodo-
wymi, a takze potwierdza kompetencje
laboratorium do wykonywania badan
zgodnie z okreslonym zakresem akre-
dytacji. Akredytacja instytucji wykonu-
jacych ekspertyzy dla potrzeb wymiaru
sprawiedliwosci Swiadczy zatem bezpo-
Srednio o jakosci opiniowania.
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Rodzaj badanego materiatu Przedmiot badan Procedury badawcze

PB-01 wydanie 4 zdnia 29.11.2013r.
,Oznaczanie alkoholu etylowego
w ludzkim materiale biologicznym”

Oznaczenie stezenia alkoholu etylowego
Zakres: (0,1-5,0) %o

Metoda chromatografii gazowej

z analiza fazy nadpowierzchniowej;

Prébki krwi, moczu, zétci,
ptynu z gatki ocznej

[ABORATORIA AKREDYTOWANE

Ustalenie ojcostwa PB-02 wydanie 2 zdnia 03.09.2013r.
Analiza DNA z zastosowaniem multipleksowej ,Ustalanie spornego ojcostwa”
amplifikacji polimorficznych loci DNA-STR

Wymazy z jamy ustnej

Probki krwi, wymazy z jamy ustnej Analiza DNA z zastosowaniem multipleksowej PB-03 wydanie 2 zdnia 06.09.2013r.
amplifikacji polimorficznych loci DNA-STR ,Ustalanie profilu genetycznego
materiatu poréwnawczego”

- 00 T0 WEASCIWIE ZNACEY'

PROFIL” TO NIE ZNACZY... ZAWSZE TO SAMO

Probki krwi, nasienia, sliny, wtosow Identyfikacja sladéw biologicznych PB-04 wydanie 2 zdnia 06.09.2013 .

oraz innych wydalin, wydzielin pochodzenia ludzkiego ,Ujawnianie sladu biologicznego

i tkanek pochodzenia ludzkiego Analiza DNA z zastosowaniem multipleksowej i ustalanie jego profilu genetycznego”
amplifikacji polimorficznych loci DNA-STR

PB-06 wydanie 4 zdnia 15.11.2013r.
,Ustalanie profilu mtDNA metoda
sekwencjonowania”

Probki krwi, nasienia, sliny, wtosow Identyfikacja materiatu biologicznego
oraz innych wydalin, wydzielin oraz ustalenie pochodzenia w linii zenskiej
i tkanek pochodzenia ludzkiego Analiza sekwencji mitochondrialnego

AKREDYTACJA TO NIEV AY SUKCES NASZEGO | ABORALORIUM

| POTWIERDZENIEJEGO KOM !M' ELNA DNA (mtDNA)
WV PRAKTYCE | CO ZYSKUJEMY DZTEvme ) CERTY R ———
SR —— T T A
czy waski, bo choc¢ ogolne cele dla kto- WASKO CZY SZEROKO? identyfikacja sladéw biologicznych

E 2
P i

Zgodnie z czesto cytowana w biezacym
numerze naszego magazynu decyzja
ramowa Rady Unii Europejskiej, akredy-
tacja dostawcow ustug kryminalistycz-
nych na zgodnosc¢ z norma PN-EN 1SO/
IEC 17025:2005 wymagana jest w od-
niesieniu do czynnosci laboratoryjnych
dajacych w efekcie ,profil DNA”" oraz
,dane daktyloskopijne”. Ograniczajac
nasze rozwazania do profili DNA musi-
my stwierdzi¢, ze moga one w krymina-
listyce stuzy¢ wielu réznym celom. Na
podstawie profili DNA okresla sie m.in.
przynaleznos$¢ osobnicza sladéw biolo-
gicznych, identyfikuje szczatki ludzkie,
bada rézne rodzaje pokrewienstwa
pomiedzy osobami.

Kazde z tych badan moze miec kon-
kretne zastosowanie w kryminalistyce,
zalezne od okolicznosci danej sprawy.
Kazde bedzie rowniez wymagato od-
rebnego szczegdtowego podejscia me-
todycznego, czyli odrebnej procedury.
Innajest np. specyfika identyfikacji sta-

*

AN

rego materiatu kostnego czy fragmen-
tow wiosow nie posiadajacych cebulki,
gdzie trzeba siegnac po skomplikowana
analize sekwencji mitochondrialnego
DNA, ainnaw przypadku identyfikacji
Swiezych plam krwi ujawnionych na
odziezy, gdzie wystarczy uciec sie do
znacznie prostszych badan mikrosate-
litow (DNA-STR). Oba rodzaje badan,
mimo réznych procedur, beda skutko-
waty wygenerowaniem ,profilu DNA'.
Cytowana decyzja UE ma jednak cha-
rakter bardzo ogdlny i nie wprowadza
w tym zakresie istotnych rozréznien.
Definiuje co prawda ,profil DNA’, ale nie
precyzuje jak szeroko nalezy rozumiec
dziatania laboratoryjne zmierzajace

do jego uzyskania. Rozsadek podpo-
wiada, ze w tej sytuacji laboratoria
wykonujace badania DNA dla potrzeb
kryminalistyki powinny same wprowa-
dzi¢ te rozréznienia, tj. jasno wykazac
swoim zleceniodawcom jakie badania
wykonuja, dla jakich celéw i za pomoca
jakich procedur. Jesli uczciwie i solidnie

vy

¢

podchodza do wymogu akredytacji,
powinny zréznicowac swoje procedury
i ubiegac sie o akredytacje w mozliwie
najszerszym zakresie $wiadczonych
ustug. Jednoczesnie laboratoria musza
w sposéb jasny informowac, ktére pro-
cedury i jakiego rodzaju badania zostaty
uhonorowane otrzymaniem certyfikatu,
czego wymaga samo Polskie Centrum
Akredytacji.

AKREDYTACJA JAKO PATENT NA
NIEOMYLNOSC

Niestety, tam gdzie zaczyna sie agre-
sywny marketing, czesto konczy sie
rozsadek. W dziataniach marketingo-
wych niektorych podmiotow obserwu-
jemy dwie niepokojace tendencje. Po
pierwsze, uzyskana akredytacje traktuje
sie jako swoisty atrybut nieomylnosci.
Po drugie, takiej osobliwej wyktadni
towarzyszy nie do konca jasny, nawet
dla ekspertow od wielu lat wykonuja-
cych badania DNA, zakres akredytacji.
Trudno stwierdzi¢, czy jest on szeroki,

Y e

rych wykonuje sie badania sa sprecy-
zowane, to nie towarzyszy im wtasciwe
zroznicowanie procedur. Mato tego,
badania o ewidentnie odmiennej
specyfice bywajg zamkniete w jednej
,metaprocedurze”. Jesli z interpretacja
zakresu badan maja problemy eksperci,
trudno przypuszczad, ze nie bedaich
mieli zleceniodawcy. Bedziemy do tego
watku powracac¢ w kolejnych numerach
naszego magazynu.

KTO POSIADA AKREDYTACIJE?
WARTO SPRAWDZIC U ZRODEA
Kazdy zainteresowany moze sa-
modzielnie sprawdzi¢, czy i w jakim
zakresie dane laboratorium uzyskato
akredytacje na zgodnosc¢ z norma PN-
ENISO/IEC 17025:2005. Informacje
te sa jawne i mozna je znalez¢ na
stronie Polskiego Centrum Akredytacji
(www.pca.gov.pl), po wybraniu z menu
opcji ,akredytowane podmioty” i dalej
,laboratoria badawcze”.

Jesli nie wiemy, czy w naszym woje-
wodztwie znajduja sie akredytowane
laboratoria, nalezy wybra¢ wojewddz-
two, dziedzine badan (,| - badania

w dziedzinie nauk sagdowych”) oraz
obiekt (,obiekty i materiaty biologicz-
ne przeznaczone do badan”). Warto
samodzielnie przekonac sie o rzeczywi-
stym stanie rzeczy, bo préba czerpania
tej wiedzy z materiatéw reklamowych
roznych podmiotdw moze sie skonczyc

uzyskaniem nieprawdziwych informacji.

Czy zatem widzac charakterystyczny
niebieski symbol akredytacji

na stronach i w dokumentach
przesytanych przez laboratorium
mozemy zaktadac, ze cate nasze
zlecenie zostanie zrealizowane zgodnie
z procedurami akredytowanymi?
Odpowiedz na to pytanie zalezy od
zakresu akredytacji. Aby uzyskac
stosowna informacje, na wspomnianej
stronie internetowej PCA w polu
wyszukiwania nalezy wpisa¢ numer
akredytacji interesujacego nas
laboratorium, ktory sktada sie z liter AB
i czterech cyfr, a ktory znajduje sie pod
symbolem akredytacji.

W wynikach mozemy znalez¢ date
waznosci certyfikatu a takze, co
najistotniejsze, zakres akredytacji
laboratorium z wyszczegdlnieniem
rodzaju materiatow badanych oraz
metod badawczych i pomiarowych.
Rozpoczynajac proces akredytacji
laboratoriow Katedry Medycyny
Sadowej, kierowalismy sie zasygnali-
zowana powyzej zdroworozsadkowa
zasada - chcielismy zaoferowac
naszym zleceniodawcom badania
akredytowane w petnym zakresie
Swiadczonych dotad ustug. Nie
pominelismy wiec zadnych badan
wykonywanych rutynowo; wszystkie
one znalazty swoje miejsce w odpowie-
dnio zréznicowanych i nazwanych
procedurach (patrz tabela). Poza

z zastosowaniem multipleksowej
amplifikacji polimorficznych loci DNA-
STR (na chromosomach autosomalnych
oraz Y - PB-04) i identyfikacja
materiatu poréwnawczego (PB-03),
jako jedyne laboratorium uzyskalismy
akredytacje takze na badania majace
na celu ustalanie spornego ojcostwa,
co zostato udokumentowane w postaci
odrebnej procedury PB-02. Co wiecej,
jestesmy aktualnie jedyna placéwka

w Polsce posiadajaca akredytowane
badania pochodzenia w linii zenskiej
w oparciu o sekwencjonowanie
mitochondrialnego DNA (PB-06).
Jako jedyni akredytowalismy takze
badania z zakresu toksykologii
sadowej (PB-01), mimo iz badania
tego rodzaju nie zostaty objete
cytowana decyzja ramowa Rady UE
(chodzi 0 oznaczanie stezenia alkoholu
etylowego nie tylko z probek krwi, ale
rowniez moczu, zotci i ptynu z gatki
ocznej). Wymog akredytacji jest

bez watpienia istotnym elementem
projakosciowym. Nie nalezy jednak
ulegac ztudzeniom - akredytacja nie
zréwna poziomu merytorycznego
laboratoriow wykonujacych

badania DNA. Ten nadal

pozostanie zroznicowany. Jednak
dlawszystkich laboratoriow bez
wyjatku akredytacja powinna by¢
zacheta do doskonalenia sie. Takie sg
przynajmniej jej zatozenia, a reszta
jest w rekach zainteresowanych...

=
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O AKREDYTACII | ZARZADZANIU LABORATORIAMI GENETYCZNYM|
ROZMAWIAMY Z DR. TOMASZEM KUPCEM, KIEROWNIKIEM PRACOWNI
GENETYKISADOWEJ W INSTYTUCIE EKSPERTYZ SADOWYCH

IM. PROF. DR. JANA SEHNA W KRAKOWIE  AUDYTOREM

POLSKIEGO CENTRUM AKREDYTACJI.

Jaki jest cel wprowadzania w labora-
toriach genetyczno-sadowych i kry-
minalistycznych w ogéle systemu
zarzadzania jakoscig?

Pomijajac tak oczywisty powdd jak
spetnienie wymagan Decyzji Ramowej
Rady (Unii Europejskiej) nr2009/905/
WSISW z 30 listopada 2009 roku, zdo-
bycie akredytacji wptywa pozytywnie
na funkcjonowanie dobrych laborato-
riéw. Patrzac wstecz na historie i obec-
na sytuacje podmiotéw, gdzie miatem
przyjemnosc uczestniczy¢ w procesie
zdobycia akredytacji w charakterze
audytora PCA, widze wyraznie, jak duzy
postep dokonat sie w tych jednostkach.
Ale to mozna zauwazy¢ i oceni¢ dopiero
z pewnej perspektywy czasowej.

Wymagania opisane w normie PN-
EN ISO/IEC 17025 s3 bardzo ogdlne,
w zwiazku z czym wdrozenie czesci
z nich w laboratorium stricte gene-
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tycznym jest nieco problematyczne.
Skad czerpac inspiracje do tworze-
nia wtasnego systemu zarzadzania
jakoscia spdjnego ze wspomniana
norma?

Otrzymanie akredytacji jest mozliwe
jedynie po spetnieniu wszystkich wyma-
gan opisanych w normie PN-EN ISO/IEC
17025.W samym dokumencie niektére

7 punktdw normy sa przedstawione

i omowione dosc skromnie, co czesto
budzi pewne obawy zwiazane z ich
wtasciwa interpretacja. Pomocne moga
by¢ tutaj roznego rodzaju opracowania,
takie jak ILAC G-19: 2002, dokumen-

ty opublikowane na stronach ENFSI,
Interpolu, organizacji EA oraz ILAC czy
tez sama strona PCA, gdzie mozemy
odnalez¢ dokumenty, ktérych znajomosé
i stosowanie jest niezbedne w procesie
akredytacji. Zywym dowodem nato, ze
wymagania normy da sie spetni¢ bez dra-
matycznych rewolugji, jest stale rosnaca
liczba laboratoriow, ktére otrzymaty
akredytacje w ostatnim okresie czasu bez
przerw w rutynowej dziatalnosci.

Co, Panskim zdaniem, jest najwaz-
niejszym elementem w pracy nad
uzyskaniem akredytacji?

Wedtug moich obserwacji najwazniej-
szym elementem jest wtasciwe
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zaplanowanie catego procesu, i konse-
kwentna realizacja punktéw z wytyczonej
,mapy drogowej”. Nie mozna sie tudzi¢,

ze akredytacja to tylko stos papierdw,
ktére trzeba wyprodukowac. Jak dla

mnie to dos¢ skomplikowany organizm,
ktérego serce stanowi personel, ze swoimi
przyzwyczajeniami, okreslona wiedza

i kompetencjami, ktérych nie da sie zmienic¢
zdnianadzieniszybko ,przygotowac” na
audyt. Stad jest potrzebne spokojne plano-

KLUCZOWE DLA SPEENIENIA
WYMAGAN NORMY SA WHA-
SCIWE PROCEDURY BADAW-
CZE, DOKUMENTOWANIE
ETAPOW PRACY ORAZ WSKA-
ZANIE TYCH PARAMETROW
ANALIZY, KTORE ZAPEWNIA-

JA JEJ ODTWARZALNOSC.
DOBRE LABORATORIUM

SADOWE POWINNO SPEt-
NIAC TE WYMOGI| NAWET
BEZ ODWO+LYWANIA SIE DO
TRESCI NORMY.

we dziatanie, ktére pozwoli tez zminimali-
zowac lub roztozy¢ w czasie ekonomiczne
skutki realizacji tego zadania, wiazace sie

chociazby z przegladami i wzorcowaniem
sprzetu czy szkoleniami personelu.

Ktore laboratoryjne procedury z za-
kresu genetyki sadowej bezwzglednie
wymagaja akredytacji?

Patrzac na ekspertyze z zakresu genetyki
sadowej i znajac zagrozenia, ktére moga
negatywnie wptynac na jej rzetelnosc

i wnioski, trudno mi znalez¢ taki punkt,
ktéry mogtby pozostac poza systemem

i akredytowanymi procedurami. W pra-
cy genetyka sadowego rownie wazny

jest etap pobierania do badan sladow
biologicznych i nastepnie poddaniaich
wtasciwe] procedurze badawczej, jak

i interpretacja wynikéw koncowych.
Rownie tragiczne skutki wwyniku pomytki
personelu moze da¢ zamiana probek

W czasie przenoszenia do innego naczynia
laboratoryjnego przez technika, jak i nie-
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rzetelna analiza wynikow elektroforezy
wykonana przez eksperta. Majac taka
Swiadomos¢ mozna zadac sobie pytanie,
ktory etap moze pozostac nieakredyto-
wany? Niestety, ja nie potrafie wybrac.
Istnieje jeszcze druga strona medalu,

o ktérej musimy pamietac - zdobycie akre-
dytacji na okreslone procedury badawcze
nie jest rownoznaczne z tym, ze system
jest ostatecznie doskonaty i nigdy nas nie
zawiedzie. Czesto system zarzadzania
jakoscia jest przedstawiany w réznorod-
nych opracowaniach jako gtaz, ktory jest
wypychany przez personel laboratorium
pod goére, ktéra nie ma szczytu. Mozna to
zinterpretowac jako ciagta prace nad jego
doskonaleniem ze $wiadomoscia, ze nigdy
doskonaty nie bedzie.

Ktoéry etap wskazatby Pan jako najtrud-
niejszy dla laboratorium, wytaczajac
oczywiscie sam audyt?

Patrzac na swoje wtasne doswiadczenia
oraz historie uzyskiwania akredytacji

w innych jednostkach, najtrudniejsza

dla samego laboratorium jest zmiana
mentalnosci personelu. System zarzadza-
nia w laboratorium bedzie funkcjonowat
prawidtowo tylko pod warunkiem, ze caty
zespot bedzie w petni Swiadomy

i zmotywowany w czasie jego wdrozenia,
aw pozniejszym etapie do jego witasciwe-
go utrzymania. Najwazniejsza jest tutaj
rola kierownictwa laboratorium, aby we
wiasciwy sposob motywowac personel,
podnosi¢ jego wiedze z zakresu syste-
mu zarzadzania i wymagan normy oraz
zapewnic niezbedne finansowanie
konieczne do doskonalenia i utrzymania
systemu.

Niektorzy wskazuja, ze uzyskanie
akredytacji znacznie utrudnia i wydtuza
prace. Czy faktycznie tak jest?
Odpowiednie procedury badawcze

i dokumentowanie etapow pracy oraz od-
notowanie istotnych parametrow analizy
zapewniajacych jej odtwarzalnos¢ sa klu-
czowymi elementami spetnienia wymagan
normy. Warto sie zastanowic, czy dobre

DR TOMASZ KUPIEC

laboratorium i biegty sadowy nie powinien
spetniac tych wymagan bez odwotywania
sie do tego dokumentu.

Oczywiscie w sytuacji gdzie tych dobrych
praktyk nigdy nie byto, wprowadzenie
dodatkowych wymagan stawianych przez
norme wydtuzy czas pracy. Z punktu
widzenia zleceniodawcy i odbiorcy naszej
opinii chodzenie na skréty jest na pewno
gorsze niz rzetelnie udokumentowane
badanie, wykonane na sprawnym sprzecie
przez kompetentny personel.

Samo zdobycie certyfikatu jest zmudne,
czasochtonne i wymagajace znacznych
naktadéw finansowych. Nasuwa sie
zatem pytanie, czy taka inwestycja sie
zwraca? Jak ma sie posiadanie akredy-
tacji do merytorycznego poziomu pracy
laboratorium?

Trudno jest mi sie odnies¢ do wptywu
akredytacji na finansowy wynik pracy
laboratorium. Wszyscy dobrze wiemy,

ze uzyskanie akredytacji na konkretne
procedury badawcze wymaga sporego
zaangazowania finansowego, i mysle

ze nie od razu moze sie to przetozyc na
wynik ekonomiczny. Patrzac jednak pod
katem konkurencyjnosci danej placowki,
fakt posiadania akredytowanych metod
badawczych moze stanowic istotng
przewage w rozmowach z potencjalnym
klientem. Pod wzgledem merytorycznym
laboratoria reprezentuja rozny poziom,
choc¢ zawsze w procesie akredytacji musi
nastapi¢ potwierdzenie kompetencji
laboratorium do wykonywania okreslonej
aktywnosci.

Musimy pamietac, ze akredytuje sie
okreslong metode badawcza a nie catos¢
aktywnosci laboratorium, a zakres ten
okresla samo laboratorium. Moze by¢ on
bardzo waski, obejmujacy tylko pojedyn-
cza procedure badawcza i jeden rodzaj
obiektéw, moze byc tez bardzo szeroki

i zawiera¢ wiele metod badawczychi catg
game obiektdw do badan.

ROZMAWIALA: URSZULA ROGALLA

Od 1999 roku kierownik Pracowni Genetyki Sadowej w Instytucie
Ekspertyz Sadowych im. prof. dr. Jana Sehna w Krakowie.

Biegty sadowy z zakresu badan genetycznych. Jego zainteresowania
zawodowe koncentruja sie wokot metod identyfikacji szczatkdw

ludzkich, procedur DVI oraz zastosowania nowoczesnych rozwiazan
technicznych w laboratoriach genetyki sgdowej. Audytor techniczny
Polskiego Centrum Akredytacji.

-

i

11 GODZIN

WYSCIG Z CZASEM

ZBRODNIA BEZ WIDOCZNEGO MOTYWU, OFIARA, =
KTORA NIE MIALA WROGOW | WYSCIG Z CZASEM, ZE
UDOWODNIC PODEJRZANEMU WINE. TO KOLEIN Y
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CIEKAWE PRZYPADKI

Zwtoki kobiety odkryte pewnego letniego
dniaw jej mieszkaniu przy gtéwnej

ulicy matego miasteczka stanowity dla
Sledczych nie lada zagadke. Do wiekszosci
zabdjstw dochodzi w okreslonym $rodo-
wisku, zabdjcy wywodza sie najczesciej

z kregu znajomych i czesto wskazywani

sg przez Swiadkéw. Ta sprawa byta inna.
Zamordowana kobieta byta zwykta gospo-
dynig domowa, od kilku lat na emeryturze.
Lekarz badajacy zwtoki orzekt, ze kobieta
zgineta od cioséw zadanych nozem.

W momencie znalezienia ciata ofiara

nie zyta od kilkunastu godzin, zatem do
zabhdjstwa musiato dojs¢ poprzedniego
dnia wieczorem. Nie posiadata znacznego
majatku a najblizsza rodzina stwierdzita,
ze z mieszkania nie znikneto nic cennego.
Motyw rabunkowy zabdjstwa mozna
wiec byto wykluczy¢. Problem polegat na
tym, ze nie byto Zadnego innego motywu.
Kobieta praktycznie nie spotykata sie

z nieznajomymi osobami i obracata sie
wytacznie w towarzystwie innych kobiet.

ARESZTOWANIE

Pewnga wskazéwka co do okolicznosci
zabdjstwa byty slady walki w mieszka-
niu, przy jednoczesnym braku sladéw
wtamania. Sugerowato to, ze kobieta
mogta wpusci¢ zabojce sama, zatem mogt
byc to ktos$ znajomy. Dziatania operacyjne
doprowadzity ostatecznie do aresztowa-
nia jednego z sasiadow zamordowanej
kobiety. Byt to mezczyzna majacy prze-
sztos¢ kryminalng, skazywany za rozboje
i drobne kradzieze. W chwili zatrzymania
byt pod wptywem alkoholu i nie potrafit
opisac, co robit w ciggu ostatniej doby.
Podejrzany zostat aresztowany na 48
godzin i tyle czasu miata prokuratura na
zebranie dowodow jego udziatu w zaboj-
stwie.

ZABEZPIECZENIE

Technicy policyjni pracowali intensywnie
zaréwno w mieszkaniu ofiary jak i po-
dejrzanego, aby zabezpieczy¢ wszystkie
potencjalne slady kontaktu miedzy tymi
osobami. W mieszkaniu zamordowanej

i

4

kobiety ujawniono wiele sladow krwi,
ktore natychmiast przekazano do badan
genetycznych, do Zaktadu Genetyki
Molekularnej i Sadowej CM UMK.

W tej sprawie kluczowym czynnikiem
byt czas. Natychmiast po otrzymaniu
dowoddw rzeczowych przystapilismy
wiec do badan.

BADANIE

Procedura badan sladow biologicznych
sktada sie z kilku etapow, z ktérych pierw-
szym jest zabezpieczenie $ladéw znajdu-
jacych sie na dowodach rzeczowych. Etap
ten jest wbrew pozorom jednym z naj-
trudniejszych elementéw catej procedury,
ze wzgledu na koniecznos$¢ znalezienia
nawet najmniejszych plam krwi, nasienia
czy sliny, czesto ledwie widocznych

gotym okiem. Osoby poszukujace sladéw
biologicznych na dowodach rzeczowych
wspomagaja sie réznego rodzaju urzadze-
niami i technikami zwigkszajacymi szanse
ujawnienia sladéw, jednak kluczowa role
w tej procedurze odgrywa bystre oko

2nd ind =lud 0

Ujawnienie sladu
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Izolacja DNA

Ocenailosci DNA

Uzyskanie profilu genetycznego

i dodwiadczenie badacza. Paradoksalnie,
trudnos¢ ujawnienia i doboru sladow

do analizy wzrasta szczegolnie wtedy,

gdy Sladow jest duzo. Ze wzgledow
ekonomicznych i czasowych konieczne
jest bowiem dokonanie selekcji i podda-
nie analizie w pierwszej kolejnosci tych
Sladdw, ktore daja najwyzsza szanse uzy-
skania przydatnej dla sledztwa informaciji.
W przypadkach takich jak opisywany
tutaj, zdecydowana wigkszos¢ sladéw
zabezpieczanych na miejscu zdarzenia

to krew ofiary, co nie wnosi szczegdlnie
wiele nowych informacji do sledztwa.
Konieczna jest zatem szczegétowa analiza
kazdej plamki w celu wytypowania ewen-
tualnych sladéw pochodzacych od innych
niz ofiara 0sob, np. od napastnika.
Zabezpieczone z dowoddw rzeczowych
Slady biologiczne poddawane sa nastep-
nie serii reakcji biochemicznych, ktérych
celem jest uwolnienie DNA z komdrek

i oczyszczenie go. Procedura taka moze
trwac nawet kilkanascie godzin, jednak

w przypadku wiekszosci sladéw mozna
uzyskac czysty preparat DNA w ok. 2
godziny. Uzyskany materiat jest nastepnie
poddawany analizie majacej na celu ocene
ilosci uzyskanego materiatu i jego czysto-
Sci. Etap ten trwa ok. 4 godzin. Po ustale-
niu ilosci DNA mozliwe jest przeprowa-
dzenie dwuetapowej procedury uzyskania
profilu genetycznego, ktéra trwa w sumie
ok. 5 godzin. Jak zatem widac, kompletny
cykl analizy $ladu biologicznego trwa ok.
11 godzin, nie liczac (kluczowego!) etapu
ujawniania i zabezpieczania sladow.

WERYFIKACJA TOZSAMOSCI
SPRAWCY

Dowaody rzeczowe, ktore trafity do na-
szego Zaktadu z mieszkania ofiary zostaty
poddane wstepnej selekgji przez $led-
czych. Wskazano te, z ktérymi wigzano
najwieksze nadzieje na posuniecie sprawy
do przodu. Szczegdlne zainteresowanie
wzbudzata niewielka plama krwi ujawnio-
na na scianie w poblizu drzwi. Zostata ona
poddana analizie w pierwszej kolejnosci

i decyzja ta okazata sie przystowiowym
strzatemw ,dziesigtke” Badana plama
zawierata DNA mezczyzny, ktorego profil
byt zgodny z profilem DNA podejrzane-
go! Informacja zostata przekazana do
prokuratury w tym samym dniu, w ktérym
Slady trafity do badan i wykorzystana jako
argument na rzecz przedtuzenia aresztu.
Dowdd ten jednak zostat podwazony
przez podejrzanego, ktory twierdzit, ze
swego czasu pomagat ofierze w drob-
nych pracach domowych i mégt wtedy

pozostawic niewielki slad krwi na Scianie.
Poniewaz nie byto mozliwe zweryfikowa-
nie tej wersji, dowod taczacy podejrzane-
g0 7 zabdjstwem nie byt zbyt mocny.

WYSCIG Z CZASEM

Przetomowa okazata sie analiza

sladow zabezpieczonych w mieszkaniu
podejrzanego. Staranna praca techni-
kow kryminalistyki przyniosta rezultat

w postaci drobnego $ladu krwi na
podtodze w tazience podejrzanego. Slad
ten nadestano do badan ok. 12 godzin
przed uptywem terminu aresztowania,
zatem mozliwie szybkie uzyskanie wyniku
byto kluczowe dla zwiekszenia szansy na
przedtuzenie aresztu. Aby przyspieszy¢
cata procedure podjeto niestandardowa
decyzje: odstapiono od przeprowadzania
analizy ilosci DNA. Takie postepowanie
jest dopuszczalne w ramach procedur

ANALIZA SLADOW BIOLO-
GICZNYCH TO PROCES,
KTORY MOZE TRWAC WIELE
TYGODNI, ZWEASZCZA JESLI
SLADOW JEST DUZO | SA
ONE TRUDNE DO WYKRYCIA
BADZ ZNISZCZONE. WARTO
JEDNAK PAMIETAC, ZE PRZE-
MYSLANA SELEKCJA SLADOW
| WYTYPOWANIE DO BADAN
TYCH, DAJACYCH NAJWYZ-
SZA SZANSE NA UZYSKANIE
CENNYCH INFORMACJI,
MOZE POZWOLIC NA ZNA-
CZACE SKROCENIE CZASU
OCZEKIWANIA NA WYNIKI

| OBNIZENIE CALOSCIO-
WYCH KOSZTOW PROWA-
DZONYCH ANALIZ.

CIEKAWE PRZYPADKI

akredytowanych wg normy 1SO17025,
wedtug ktérych dziata nasze laborato-
rium, wymaga jednak kazdorazowego
uzgodnienia ze zlecajacym badanie.
Zaoszczedzono w ten sposéb ok.

4 godzin, co umozliwito uzyskanie profilu
genetycznego $Sladu w czasie dajagcym
szanse na dostarczenie informacji do
sedziego decydujacego o przedtuzeniu
aresztu. Co najwazniejsze: niewielka
plamka krwi z mieszkania podejrzane-
go pochodzita od ofiary! Podejrzany
zaprzeczat bowiem wczesniej, aby ofiara
kiedykolwiek go odwiedzata w jego domu.
Ostatecznie sedzia wyrazit zgode na
aresztowanie podejrzanego na 3 miesia-
ce. W tym czasie nasz Zaktad wykonat
analize pozostatych sladow zabezpieczo-
nych w mieszkaniach ofiary i podejrzane-
g0, znajdujac jeszcze kilka plam wiazacych
podejrzanego z ofiara. Akt oskarzenia

w tej sprawie trafit juz do sadu.

Analiza sladow biologicznych to proces,
ktéry moze trwac wiele tygodni, zwtasz-
czajeslisladow jest duzo i sg one trudne
do wykrycia badz zniszczone. Warto
jednak pamietac, ze przemyslana selekcja
Sladéw i wytypowanie do badan tych,
dajacych najwyzsza szanse na uzyskanie
cennych informacji, moze pozwoli¢ na
znaczace skrocenie czasu oczekiwania na
wyniki i obnizenie catosciowych kosztow
prowadzonych analiz. Warto rowniez
pamietac, ze procedury laboratoryjne
mozna do pewnego stopnia modyfikowac,
w oparciu o doswiadczenie personelu
wykonujacego badania i odpowiednie
zapisy w samych procedurach, co pozwala
na elastyczne reagowanie na potrzeby
Sledczych.
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SLINIANKA PRZYUSZNA

SLINIANKA PODJEZYKOWA

SLINIANKA PODZUCHWOWA

Analiza lekéw i substancji psychoaktyw-
nych w slinie posiada wiele zalet w po-
réwnaniu z oznaczaniem ich w konwen-
cjonalnym materiale biologicznym, takim
jak krew, surowica czy mocz. Prébe sliny
mozna pobrac w potrzebnej ilosci, wielo-
krotnie w ciagu dnia. Samo pobranie probki
jest przy tym nieinwazyjne i zupetnie bez-
bolesne. Nie wymaga stosowania aseptyki,
sterylnych strzykawek, udziatu fachowego
personelu. W poréwnaniu z pobieraniem
proby moczu, pobieranie sliny nie jest zwia-
zane z ,pogwatceniem prywatnosci” oraz
nie zachodzi obawa zafatszowania probki.

SLINA TO PLYNNE SRODOWISKO
EKOSYSTEMU JAMY USTNEJ

Jest mieszaninag wydzielin trzech par
gruczotow slinowych: Slinianek przyusz-
nych, podzuchwowych i podjezykowych
oraz licznych drobnych gruczotéw btony
Sluzowej jamy ustnej. Wydzielanie sliny
jest odruchowe, kontrolowane przez
autonomiczny uktad nerwowy i nastepuje
po zadziataniu bodzcow. Dobowa ilos¢
wydzielanej sliny u dorostego cztowieka
wynosi okoto 0,5-1,5 litra, z czego okoto
80% wydzielania stymulowane jest przyj-
mowaniem pokarmu. PH sliny waha sie
od 5 do 8. Sktad sliny rézni sie w zalezno-
sci od rodzaju gruczotu, pory dnia, diety,
wieku, ptci i ewentualnie intensywnosci

i czasu trwania stymulacji wydzielania
sliny oraz stanu chorobowego.

Z CZEGO SKEADA SIE SLINA?
Sktadniki sliny to w okoto 99,5% woda,
0,2% to zwiazki nieorganiczne wystepu-
jace w postaci jonowej (kationy: Mg2+,
Ca2+, Na+ oraz K+, aniony: fosforanowe,
weglanowe, chlorkowe, fluorkowe, cytry-
nianowe, rodankowe), 0,3% to zwigzki or-
ganiczne (biatka, niebiatkowe substancje
azotowe, lipidy, hormony).

18 GENETYKA + PRAWO \WIOSNA 2014

Zwiazki wystepujace w Slinie podzieli¢
mozna na dwie grupy. Podstawowym
kryterium podziatu jest miejsce jego
wytwarzania: czes¢ zwigzkdw pro-
dukowana jest wewnatrz gruczotéw
Slinowych, a cze$c poza nimi. Zaliczane
do pierwszej grupy zwiazki syntetyzo-
wane w gruczotach slinowych odgrywaja
tylko drugorzedna role w wykorzysta-
niu sliny jako materiatu badawczego.
Zewnatrzgruczotowe zwiazki, jako
wytwarzane poza gruczotem slinowym,
sg transportowane z osocza do sliny.
Przez $linianki przeptywa znaczna ilos¢
krwi, dlatego tez w Slinie, ktora jest
czesciowo przesaczem 0socza, znajduja
sie substancje przenoszone przez krew,
w tym miedzy innymi leki, substancje
psychoaktywne (w celu wydaleniaich

z ustroju), hormony iinne.

CO WPLYWA NA STEZENIE
SUBSTANCIJI

Transport substancji miedzy krwia a sling
moze zachodzi¢ droga wewnatrz- lub
zewnatrzkomorkowa. Droga wewnatrz-
komaorkowa obejmuje transport bierny
(dyfuzja lub filtracja) lub tak zwany trans-
port swoisty. Droga zewnatrzkomorkowa
transportu sktadnikéw osocza do sliny
moze zachodzi¢ poprzez ultrafiltracje
badz tez przez uszkodzone btony. Do
zwigzkow przenikajacych do sliny tylko
przez pekniecia naturalnych przegréd

z krwia naleza tyroksyna i trojjodotyroni-
naisaone przyktadem zwiazkow, ktorych
stezenie w slinie nie odzwierciedla ich
ilosci w organizmie. Zwiazki, ktére moze-
my oznaczac¢ w slinie zamiast w surowicy
przechodza do sliny w wyniku biernej
dyfuzji, a czynnikami, ktére decydujg o ich
obecnosci w Slinie sa: ciezar czasteczkowy
(mniejsze czasteczki tatwiej dyfunduja

niz wieksze); rozpuszczalnosé zwiazku

w wodzie i/lub w lipidach (lipofilowe
substancje tatwiej dyfunduja niz molekuty
lipofobowe); stopien jonizacji zwigzku
(tylko niezjonizowana frakcja moze
przejsc przez lipidowa bariere miedzy
trzema przedziatami: osocze, przestrzen
wewnatrzkomorkowa i §lina).

Poniewaz wartosci pH réznia sie w prze-
strzeniach wewnatrz- i zewnatrzkomor-
kowych, catkowite stezenie jako suma
zjonizowanej i niezjonizowanej frakcji jest
inne po obu stronach tej bariery. Leki o pH

STOSUNEK STEZENIA WYBRANYCH ZWIAZKOW
W SLINIE DO STEZENIA W OSOCZU (S/0)

(DANE LITERATUROWE)

Nazwa zwiazku
morfina
kodeina
A9-THC
MDMA

kokaina

diazepam

metadon
alkohol etylowy

metamfetamina

Wspétczynnik s/o
(OX]

4,0

12

7,0

3,0

0,01-0,02

1.6

METODY BADAWCZE

LIMITY DETEKCJI DLA WIEKSZOSCI TESTOW IMMUNOLOGICZNYCH
| CZAS WYKRYWANIA NARKOTYKOW W SLINIE.

Test Substancja aktywna

Amfetamina (AMP)
Kokaina (COCQC)

Metamfetamina (MET)

Opiaty (OPI) Morfina

Fencyklidyna (PCP)

D-amfetamina 50
Benzoiloekgonina 20

D-metamfetamina 50

40

Fencyklidyna 10

Marihuana A9-THC 10
11-nor-D9-THC-9 COOH 12

kwasnym wystepuja w nizszym stezeniu,
a leki o pH zasadowym w wyzszym steze-
niuw komorkach i w slinie w poréwnaniu
do przestrzeni wewnatrzzylnej. Z odwrot-
na sytuacja mamy do czynienia, jesli pH
sliny jest wyzsze niz pH krwi.

Stosunek stezenia danego zwigzku

w slinie do stezenia w osoczu (s/0)

mozna wyliczy¢ z réwnania Hendersona-
Hasselbalcha, znajac wartosci pKa zwiaz-
ku oraz wartos$c pH krwi i sliny. Niestety,
nie wszystkie ksenobiotyki charakteryzuja
sie niezmienna wartoscia statej podziatu
pomiedzy sline a surowice. Dodatkowym
czynnikiem determinujacym stosunek
stezen lina/osocze jest wiazanie lekow
przez biatka. Frakcja lekéw (i hormondow)
zwigzana z biatkiem nie moze przejs¢
przez btone komaérkowa, totez stezenie
tych zwiazkow w slinie odzwierciedlaich
wolna frakcje w osoczu.

BADANIE APRAWO

Zgodnie z Rozporzadzeniem Ministra
Zdrowia zdnia 11 czerwca 2003 r.

(z pdzZniejszymi zmianami) w sprawie
wykazu srodkoéw dziatajacych podobnie
do alkoholu oraz warunkow i sposobu
przeprowadzania badan naich obecnos$¢
w organizmie badanie sliny polega na
pobraniu, bez dodawania jakichkolwiek
substanciji, probek sliny iich umieszcze-
niu w urzadzeniu do oznaczania metoda
immunologiczna srodkéw dziatajacych
podobnie do alkoholu, zgodnie z instruk-
cja obstugi tego urzadzenia. W tym celu
stosowane sg szybkie testy immunolo-
giczne do symultanicznego, jakosciowego
badania $liny na obecnos¢ narkotykdw.
Zaletami tej metody jest wysoka czutosc,
mozliwos¢ oznaczania substancji psy-
choaktywnych bezposrednio w materiale
biologicznym (tj. bez etapu izolacji) oraz

stosunkowo krotki czas potrzebny do
wykonania oznaczenia.

Uzycie testéw immunologicznych pozwa-
la przeprowadzac badania skriningowe
(przesiewowe) duzej liczby probek

w krotkim czasie, bez uzycia specjalistycz-
nej aparatury. Poza wykryciem obecnosci
narkotyku metoda pozwala oceni¢ jego
przyblizone stezenie w badanym materia-
le biologicznym. Jednakze jej specyficz-
nos¢ nie jest wysoka, tzn. stosowane

w niej odczynniki nie sa swoiste dla jednej
substancji, lecz moga reagowac z mniejsza
lub wigksza wydajnoscia z cata grupa
substancji o zblizonej strukturze. Ta niska
specyficznos¢ metody moze byc przyczy-
na wynikow fatszywie dodatnich tj. wska-
zujacych na obecnosc¢ narkotyku u oséb,
ktére go nie przyjmowaty. Aby zmniejszy¢
liczbe takich wynikéw wprowadzono
pojecie ,progu czutosci” (ang. cutoff level),
to jest minimalnego stezenia narkotyku

w Slinie, ktore musi by¢ przekroczone, aby
mozna byto uznac wynik za dodatni.

ZASADA DZIALANIATESTU
Substancje narkotyczne wystepujace
w prébce sliny konkuruja o specyficzne
przeciwciata z koniugatem narkotyku,
znajdujacym sie na tescie. Podczas
badania probka dzieki sitom kapilarnym

Testy immunologiczne do badania
sliny na obecnos¢ narkotykow.

Wartosé progowa (ng/ml)

Czas detekc;ji

10 minut - 72 godziny
10 minut - 24 godziny
10 minut - 72 godziny
10 minut - 72 godziny
10 minut - 72 godziny

do 6 h po paleniu
10 minut - 72 godziny

migruje wzwyz testu. Jezeli stezenie nar-
kotyku w probce Sliny jest ponizej czutosci
progowej testu, to nie nasyci wigzacych
czesci przeciwciat. W tym wypadku prze-
ciwciata reaguja z proteinowym koniuga-
tem narkotyku i w miejscu testowym (T)
urzadzenia testowego pojawia sie prazek,
dajac wynik negatywny. Wystepowanie
narkotyku w prébce o stezeniu powyzej
czutosci progowej testu spowoduje
nasycenie wiazacych czesci przeciwciat,
w rezultacie w miejscu testujacym (T) nie
pojawi sie prazek, wowczas wynik testu
odczytujemy jako pozytywny. W celu
kontroli procedury w miejscu kontrolnym
(C) pojawia sie prazek wskazujac, ze
odpowiednia ilo$¢ probki zostata uzyta

w badaniu. Brak prazkaw pozycji (C)
Swiadczy o nieprawidtowym przeprowa-
dzeniu testu.

BB <B <HI

NEGATIVE POSITIVE INVALID

Dodatni wynik badania skriningowe-

g0 0znacza jedynie obecnos¢ w nim
zwiazkow z danej grupy narkotykéw, nie
wskazuje natomiast, jakie to sg zwigzki.
Ich identyfikacja wymaga zastosowania
jednej z metod chromatograficznych:
chromatografii gazowej czy chromatogra-
fii cieczowej w potaczeniu ze spektrome-
trig masowa.

Slina nie jest uniwersalnym materiatem
do pomiaru stezenia ksenobiotykdw, ale
w wielu przypadkach moze byc¢ obok mo-
czu dobra alternatywa lub uzupetnieniem
dla oznaczen w osoczu, surowicy

czy krwi petnej.
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KONTAKT:

PROF. DR HAB. TOMASZ GRZYBOWSKI

KIEROWNIK KATEDRY MEDYCYNY SADOWEJ

ORAZ ZAKEADU GENETYKI MOLEKULARNEJ | SADOWEJ
GENETYCZNE BADANIA OJCOSTWA I INNE BADANIA
POKREWIENSTWA, IDENTYFIKACJA SZCZATKOW LUDZKICH,
BADANIA POKREWIENSTWA W LINII ZENSKIEJ (MTDNA),
BADANIA POCHODZENIA EWOLUCYJNEGO LINI ZENSKIEJ
TGRZYB@CM.UMK.PL

DR N. MED. ELZBIETA BLOCH-BOGUSEAWSKA

PO. KIEROWNIKA ZAKEADU MEDYCYNY SADOWEJ
TANATOLOGIA, ORZECZNICTWO, REKONSTRUKCJA
WYPADKOW KOMUNIKACYJNYCH
KIZMEDSAD@CM.UMK.PL

PROF. DR HAB. KAROL SLIWKA
TANATOLOGIA, ORZECZNICTWO,
REKONSTRUKCJA WYPADKOW KOMUNIKACYJNYCH

DR N. MED. PRZEMYStAW PIOTROWSKI
TOKSYKOLOGIA SADOWA
PIOTROWSKI@CM.UMK.PL

DR HAB. MARCIN WOZNIAK

GENETYCZNA IDENTYFIKACJA SLADOW BIOLOGICZNYCH,
BADANIA POKREWIENSTWA W LINII MESKIEJ (CHROMOSOM Y),
BADANIA POCHODZENIA EWOLUCYJNEGO LINII MESKIEJ
MARCINW@CM.UMK.PL

DR JAROStAW BEDNAREK

BADANIA MORFOLOGICZNO-POROWNAWCZE
WEOSOW, ANTROPOLOGIA SADOWA
BEDNAREK@CM.UMK.PL

KATEDRA MEDYCYNY SADOWEJ
COLLEGIUM MEDICUM UMK

ZAKEAD GENETYKIMOLEKULARNEJ | SADOWEJ
UL. MARII SKEODOWSKIEJ-CURIE 9,

85-094 BYDGOSZCZ

T. 525853552

F: 525853553

M: KIZMEDSAD@CM.UMK.PL



