


Stopy x srovnavaci vzorek

Stopa
biologicky material (co vyprodukovala pfiroda) na misté ¢inu,
ktery ma souvislost s TC - stane se soucasti zkoumani

v podstaté cokoliv (KSSMTK x smés)
pro genetiku — nutnost obsahu DNA

Srovnavaci vzorek

biologicky materidl odebrany osobé znameé totoznosti x mrtvola
nezname totoznosti je stopa

poskozeny
podezrely

domaci osoba
eliminac¢ni vzorek
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sperma

vse, co bylo Ci je soucasti nebo
produktem zivého organismu

sliznice Lidské / zvireci Casti rostlin
chlupy

biologicky material zajistény v
souvislosti s kriminalisticky
relevantni udalosti — napfriklad na

misté ¢inu

stér moci sliny na nedopalku
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Stopa - neznamy vzorek

* nutno zjistit ptivod materialu
e orientacni testy a specifické testy

ORIENTACNI:

Orientacni zkouska, ktera vysla pozitivné, udava, Ze se mtze jednat o dany
materidl, ale taky nemusi. Tyto zkousky jsou velmi rychlé a levné. Jsou zaloZzeny na
detekci pritomnosti urcitych chemickych latek nebo to jsou zkousky s fyzikalni
podstatou, jako je uziti svétla. U orientacnich zkousek se vyskytuji falesné
neglatciﬁfni vysledky s nizkou frekvenci ovSem s vyssi frekvenci falesné pozitivni
vysledky.

SPECIFICKE:

Pozitivni vysledek specifické zkousky indikuje, Ze se téméf urcité jedna o dany
materidl. Specifické zkousky poskytuji vysokou pravdépodobnost, ze se jedna o
dany materidl. Existuji i V}’fjim]i) , kdy se mtize jednat o falesné pozitivni vysledek,
ovSem tato pravdépodobnost je ¢asto zanedbatelna. Tyto zkousky jsou zalozeny
na detekci pritomnosti specifickych bilkovin, hormont@ atd. Urceni druhu
biologického materidlu se provadi u sto]iJ1 kdy je tohoto materidlu dostatek a

)
neohrozi se pripadné stanoveni genetického profilu osoby, které by po odebrani

urcitého mnozstvi materidalu uz nebylo mozné stanovit v potiebné kvalité.
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ORIENTACNI
ZKOUSKA

pozitivni vysledek indikuje, ze by se prakticky s jistotou jedna o
se mohlo jednat o dany dany biologicky material
biologicky material

pozitivni vysledek indikuje, ze

- vysledek = + vysledek =
,nejspis se »pravdepodobne + vysledek = - vysledek =
nejednd o krev“ se jedna o krev” ,S jistotou se »S jistotou se
jedna o sperma“ nejedna o speﬂ g
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Krev

neprithledna tekutina ¢ervené az cervenohnédeé barvy

dalsi typy lidské krve, které 1ze odlisit:

- pupecnikova krev — krev nenarozeného ditéte, ktera
obsahuje velké mnozstvi krvetvornych kmenovych
bunék, obdobné jako kostni dren

- menstruacni krev — krev obsahujici tkan a vymeésky
délozni sliznice
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Orientacni priukaz krve

Luminol - orienta¢ni test

C8H7N302 (IUPAC: 5-Amino-2,3-dihydro-1,4-phthalazinedione; o-Aminophthaloyl hydrazide, o-Aminophthalyl
hydrazide, 3-Aminophthalhydrazide 3-Aminophthalic hydrazide)

vSestranna chemikalie znama svoji chemoluminiscenci pti smichani s
vhodnym oxida¢nim ¢inidlem v podobé modrého zateni v tmavé mistnosti

bila az svétle zluta krystalicka latka rozpustna ve vétsiné organickych
rozpoustédlech, ale nerozpustna ve vodé

sloZeni reak¢ni smési: 3-amino-ftalhydrazid (luminol), Na2CO3, destil. H20,
perborat sodny (podle Grodského z roku 1951) nebo 3-amino-ftalhydrazid
(luminol), NaOH (nebo KOH), H202 (podle Webera z roku 1966)

v bunécné biologii vyuzivan pro detekci médi, Zeleza a kyanidt

pomoci reakce luminolu s hemoglobinovym Zelezem je mozné detekovat
i stopové mnozstvi krve (fedéni az 107) -odré zafeni trvajici ccazo s

maZe ovlivnit mnozstvi a kvalitu DNA ve stopé



Orientac¢ni prikaz krve

BlueStar® Forensic (BlueStar) — orientacni test

test na bazi luminolu

detekce krevnich stop pouhym okem neviditelné
(vyprané, vycisténé skvrny apod.)

schopnost detekce pfi fedéni az 1:10000
intenzivnéjsi a delsi luminiscence

pro detekci neni tfeba uplna tma

mozna opakovana aplikace

falesné pozitivni reakce: brambory, rajcata, ¢ervena cibule, fazole,
kien, kyselina askorbova, 5% bélidlo, CuSO4, Fe2(S04)3,

slouceniny chléru a niklu
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Orientac¢ni prikaz krve

Hemascein® (Abacus Diagnostics) - orientac¢ni test

slouzi k odhaleni latentnich krevnich stop na bazi redoxni reakce
neobsahuje luminol
zkouska na bazi fluoresceinu - —
nevyzaduje uplnou tmu 5
fluorescence az 10 minut _

®
bez interakce s DNA HEMASCEIN
zdravi nezavadny

falesné pozitivni reakce: brambory, krev jiného Zivoc¢isného druhu,

nékteré oleje
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Orientac¢ni prikaz krve

. vétSina orientac¢nich zkousek se zaméfuje na detekci
pritomnosti hemoglobinu.

. Kastle — Meyertv test — orientacni test

poprveé popsan roku 1930
detekce hemoglobinu fenolftaleinem

zkouska zaloZend na peroxidazové aktivité hemoglobinu
katalyzovat oxidaci fenolftaleinu -étle rizoveé zabarveni

reakce hemoglobinu a peroxidu vodiku, pti kterém se
spotfebovavaji elektrony; fenolftalein se v této reakci chova jako
darce elektront, dochazi k redukei, méni tak svoji klasickou
formu na fenolftalin a méni své : prostredi

na alkalické.
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Orientacni prikaz krve

. Zkouska peroxidem vodikt (H202) - orienta¢ni test

explozivni reakce - krev slouzi jako katalyzator pri Stépeni
H202 na vodu a kyslik -pické ,2Zasumeéni“ vzorku

nici DNA !!

. Adlertiv test - orientacni test

krevni test zaloZeny na reakci benzidinu, Na202 a ledové
kyseliny octové -odro zelené zbarveni

vysoka citlivost (mozna detekce vzorku pfi fedéni
1:500000)




Specificky prikaz krve

Bertrandova zkouska - specificky test

Hb za pritomnosti MgCl2 tvori s kys. octovou pfti tepoloté 120 °C cervenohnédé

krystaly acetchlorheminu kosodélnikového ¢i kosoctverecného tvaru

Teichmannova zkouska - specificky test
dtikaz krve pomoci heminovych krystalti
objev roku 1853 - L. Teichmann

zahtati smési vzorku krve, chloridu sodného a kyseliny octové -1édé

kosodélnikové krystalky, nékdy ve formaci kiizit nebo hvézdic

Nemusi se podafit nalézt krystalky u vzorku vystaveného teploté kolem 140 °C.



Specificky priikaz krve

Takayamova zkouska - specificky test

specifickda hemochromogenova zkouska pro urceni krve ve skvrné

hemochgromogen = rozpadovy derivat Hb s denaturovanou globinovou ¢asti a

dvojmocnym zZelezem

vhodna k pritkazu krevnich skvrn starych, poskozenych hnilobou, teplem,

kyselinami nebo alkaliemi
objev roku 1912 — Masao Takayama

krevni skvrna na podloznim skli¢ku + reagens (glukéza, NaOH, pyridin, dest.

H20) + kryci sklicko + zahtati nad plamenem

Fe z hemoglobinu reaguje s pyridinem za vzniku oranzovo - ¢ervenych krystalki.

vyzaduje velké mnozstvi materialu



Specificky priikaz krve

SERATEC® HemDirect test (SERATEC) - specificky test

test zalozeny na imunochromatografii

detekce lidského hemoglobinu na zakladé specifické reakce

antigen - protilatka

test paivodné vyvinuty pro ucely detekce krve ve stolici -sné

detekce rakoviny tlustého streva

faleSné pozitivni reakce: krev primatti a fretky
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Specificky prikaz krve

Hexagon OBTI
vyuzivan k detekci lidské krve

detekce lidského hemoglonbinu (hHb) -
monoklondlni protilatka anti-human Hb

reaguje pfi natfedéni 1 : 2,000,000 (cca 250
cervenych krvinek - 0.05 pg/ml
hemoglobinu)

fale$né pozitivni reakce: primati (gorilla) a
fretkoviti (lasicka, jezevec)

nereaguje s krava, prase, ovce, koza, kan,
kralik, kufe, kachna, husa, morce, jelen,
kocka, pes




Specificky priikaz krve

HemaTrace® (Abacus Diagnostics) - specificky test o_™¢

detekéni limit pro hemoglobin: 0,07 pg/ml (=-})

specifita pro lidskou krev, krev vyssich primatt a krev fretky

RSID™ - Blood (Rapid Stain Identification) (Independent Forensics)

— specificky test
vyuziti dvou monoklonalnich protilatek proti specifickému proteinu
— glykoforin A - specificky membranovy protein erytrocytt (misto

protilatek proti hemoglobinu) .hnuti se kiizové reakci s krvi

fretky, skunka, vyssich primatt apod. Rooic S
schopnost detekce < 1 pl krve nerl ol B 9
RS
Extract (ul): o 0.2 1 5 20 100 Independent

Blood (pl): o 0.01 0.05 0.25 1.0 500



Menstruacni krev

PMB test (SERATEC)
kombinace detekce lidského hemoglobinu a D-dimeru
D-dimer je fibrin degradujici produkt pritomny v krvi,
resp. krevni srazeniné, a je degradovan fibrinolyzou

obsahuje dva zesiténé D fragmenty fibrinového
proteinu, ze kterého je odvozen nazev D-dimer
(menstruace je spojena s aktivaci koagula¢nich a
fibrinolytickych drah)

citlivost: hemoglobin: 20 ng/mL; D-dimer: 400 ng/mL
— nule/jeden - tfi prouzky

faleSné pozitivni: primati a fretky




Detekce slin

Amylaza - enzym Stépici skrob na jednodussi cukry
- prvni enzym, ktery byl nalezen a izolovan (1833)

- a-amylaza produkovana slinnymi zlazami = ptyalin - $tépi a-glykosidickou
vazbu obsazenou v polysacharidech za vzniku mensich jednotek - dextrint

Lugoliv roztok (Lugolovo ¢inidlo) - roztok elementarniho jodu a jodidu

draselného ve vodé

- pouzivany pro diikaz skrobu (jod se vaze do molekuly skrobu) B
modré zbarveni

- v pfitomnosti slin (obsahuji a-amylazy), dojde ke $tépeni a-glykosidické
vazby, a tim k degradaci skrobu na mensi jednotky d se nema kam vazat
uto — hnédé zbarveni

Roztok Skrobu s Lugolovym
¢inidlem bez slin

Plagri v o ®
T

e ¢ o
~ Roztok Skrobu s Lugolo
& Cinidlem se slinami



Detekce slin

- RSID™ - Saliva (Rapid Stain Identification) (Independent Forensics) -

specificky test

specificky test pro detekci lidské slinné a-amylazy

metoda zalozenad na imunochromatografii se dvéma monoklondlnimi
protilatkami

test specificky pro lidsky slinny (AmyA) antigen B ckiizend

reakce s krvi, spermatem, moci, vaginalnim sekretem, menstruacni

krvi a zvifecimi slinami Rapid S '
detekéni limit: <1 pl @
RS

Independent

Extract (pl): o 1 5 10 20 Forensics

Saliva (pl): 0 0.05 0.25 0.5 1.0



Detekce spermatu

¢ Phosphatesmo KM

reaguje s kyselou fosfatazou, kterou

obsahuje sperma

zkoumané misto nejprve vizualné
prohlédnéte - textilie vykazuji na podezielych
mistech tuzsi krepovitou strukturu, pod UV
svétlem maji stopy modravou, bilou nebo

zlutavou fluorescenci

misto navlhcit, prilozit testovaci plochou po
dobu cca 15 s a je-li pfitomno sperma, po
nékolika sekundach se objevi vyrazné fialové

skvrny




Detekce spermatu

Fast Blue B — sl Ci4H12N402Cl2 - ZnCl2 - orientacni test

detekce kyselé fosfatazy - glykoprotein produkovany muzskou
prostatou -ansport do seminalni tekutiny — koncentrace az 400x
vyssi nez v jinych télnich tekutinach

PAP (prostatic acid phosphatase) - 1. celosvétoveé vyuzivany tumorovy

marker

pridani nékolik kapek monohydratu a-naftylfosfatu sodného a
roztoku Fast Blue B ke vzorku -,lrpurové zabarveni indikujici

pritomnost PAP
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Detekce spermatu

RSID™ - Semen (Rapid Stain Identification) (Independent Forensics)

— specificky test

vyuziti dvou monoklondlnich protilatek proti specifickému proteinu
— semenogelin - hlavni slozka lidské semindlni tekutiny -/hnuti se
kfizové reakci se spermatem kozla, berana, prasete, byka, psa, koné¢,

mysi, kocoura

metoda zalozena na imunochromatografii

-32 zkiizené reakce s lidskou krvi, slinami, moci JI—
1D
detek¢ni limit: < 1 pl lidského spermatu g
| RS
e . —= e e Independent
Forensics
Extract (ul): o 1 = 25 100 .4

Semen (pl): o 0.05 0.25 1.25 5.0



Detekce spermatu

ABAcard® p3o0 test (Abacus Diagnostics) - specificky test

vyuziti monoklonalni protilatky proti specifickému proteinu — PSA (prostaticky
specificky antigen) = p30 = y-seminoprotein - glykoprotein produkovany

prostatou a sekretovany do ejakulatu

umoznéni detekce spermatu i u jedinci s azoospermii nebo po vazektomii

metoda zaloZend na imunochromatografii

télni tekutina PSA (ng/ml)

amnioticka 0,60-8,98
tekutina
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Detekce spermatu

SERATEC® PSA Semiquant (SERATEC) - specificky test

vyuziti monoklonalni protilatky proti specifickému proteinu — PSA
(prostaticky specificky antigen) = p30 = y-seminoprotein - glykoprotein

produkovany prostatou a sekretovany do ejakulatu

umoznéni detekce spermatu i u jedincti s azoospermii nebo po

vazektomii
metoda zaloZend na imunochromatografii

ptivodné vytvoreny pro detekci rakoviny prostaty
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Detekce moci

RSID™ - Urine (Rapid Stain Identification) (Independent

Forensics) - specificky test

vyuziti dvou polyklonalnich krali¢ich specifickych protilatek proti
THP proteinu (Tamm - Horsfall protein) - nejhojnéjsi protein v
lidské moci .hnuti se kiizové reakci s lidskymi slinami,
spermatem, krvi, vaginalni tekutinou nebo menstruacni krvi;

moci zelvy, gorily, koné, kocky

reakce s moci psa !!!

metoda zaloZend na imunochromatografii N
_ : : Rapid Stain

. RSID Color Code B = 1pia1e5s00]

é

detek¢ni limit: < 10 pl lidské moci

RSID

Independent
Forensics



Detekce trichologického materialu

- Detekce zaloZena predevsim na morfologickém porovnani na
dvou drovnich:

1y

2) odliseni:

anagenni katagenni telogenni

(ristovd) fdze  (prechodnd) fdze (klidovad) fdze



Paul Uhlenhuth (1870-1957)

prikaz lidské krve na zakladé precipitacni zkousky
umoznujici odlisit lidskou krev od krve jiného
zivocisného druhu

predpoklad: krev rtiznych zivocisnych druhti
obsahuje unikatni proteiny. S pouzitim ptislusnych

protilatek je mozné krev jednotlivych druhi odlisit



Priikaz lidského ptivodu Ize provést samostatné imunologickymi
metodami (reakci lidské bilkoviny se specifickou protilatkou),
Casté€ji ale prikaz lidského ptivodu vyplyne ,,samovolné, jako
vedlejsi produkt” z vysledku genetického zkoumani.

Vétsina forenzné genetickych test uzivanych k analyzam
lidského biologického materialu totiz poskytuje standardni
pozitivni vysledek pravé jen a pouze u lidského materialu -
fikame, Ze tyto testy jsou druhové specificke.

Poskytne-li analyza stopy pozitivni vysledek, lze zpétné
konstatovat, Ze stopa obsahovala s jistotou lidsky biologicky
material. Z tohoto dtivodu se od imunologického priikazu lidské
bilkoviny vétSinou upousti, a to zejména u stop s
piredpokladanym malym ¢i velmi malym mnoZzstvim
vyuzitelného biologického materidlu.



dle stavu téla, tj.

& pokrocilosti degradace: dle situace:

BUKALNI STER

POTRATOVY
MATERIAL

CHORIOVE KLKY




Déleni dle druhu biologickych stop a
jejich vyskytu

Podle vztahu jejich ztstavitele k objasiiované udalosti
stopy pochazejici z organizmu pachatele

stopy pochazejici z organizmu obéti

stopy pochazejici z organizmu jiné (nezucastnéné) osoby

smésné stopy — pochazejici z organizmt nejméné dvou osob

Podle mista nalezu
- na misté ¢inu
- na predmétech a nastrojich, kterymi mohl byt spachan trestny ¢in
- na odévnich soucastkach a téle pachatele
- na odévnich soucastkach a téle obéti
- na vozidlech

- na dalSich predmétech a mistech (se spachanim trestného ¢inu nemusi souviset )



- drobné biologické stopy
- krevni kapky, otéry
- zaschly nosni sekret

- vlasy, stopy slin na skleni¢kach atd.

okem neviditelné - svﬁouiiﬁm specidlnich pomticek i
postupu (orientachi ¢i specifické zkousky, monochromatické forenzni
svetelné zdroje - forenzni ,baterky")

- nemoznost detekce ani okem, ani screeningovymi testy
- zajist'uji se ,naslepo”

- odebirdny v mistech, kde vyskyt biologického
materidlu predpokldddme

- ndstroje, obleceni, predmety



Biologie x genetika

biologie: ptivod biologického materialu
pouze a jediné znalec totiZ mlize urcit, zda stopa ma
skutec¢né povahu biologického materialu ¢i nikoli

1) vyhledat

2) zajistit

3) otestovat

4) odebrat na genetiku
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Krevni stopy

otestovat predpokladané misto pomoci Hemophanu

zajistit ¢ast (stfihem, stérem) ¢ervenohnédou skvrnou
do zkumavky

pridat x ul pufru

pockat cca 15 min. a pak nanést tekutinu na kazetovy
test



Sliny, moc a sperma

zajistit ¢ast (stfihem, stérem) ¢ast materidlu s nosi¢em
do zkumavky
pridat x ul pufru

pockat cca 15 min. a pak nanést tekutinu na kazetovy
test



