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Celem pracy byto przedstawienie kilku przypadkéw kontaminacji DNA powstatej
w efekcie niewtasciwego postepowania z materiatem biologicznym na sali sekcyjnej oraz
podstawowych zasad prawidtowego postepowania w celu unikniecia zanieczyszczenia
obcym DNA.

The main aim of our work was to present sources of DNA contamination on the basis of
few cases when DNA contamination had its source in mortuaries. Some remarks
regarding proper care of biological samples in autopsy halls are presented.
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WSTEP

Technika PCR jest technikg z wyboru powszechnie stosowang do identyfikacji
Sladéw biologicznych w genetyce sgdowej. Jej najwieksza zaleta to ogromna
czutos¢ wynikajaca z cyklicznego powielania okreslonego fragmentu kwasu
nukleinowego. Jednakze paradoksalnie najwieksza zaleta PCR rowniez jest jej
najwiekszg wada. PCR jest bezwzglednie wiarygodng technikg wtedy, gdy
przestrzegane sg wszystkie te zasady, ktore chronig badang probke przed
kontaminacja obcym DNA. Wymaga to nie tylko ogromnego rezimu laboratoryj-
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nego, ale réwniez ogromnej ostroznosci wtedy, gdy $lad jest zabezpieczany do
analizy (2, 3). Unikniecie kontaminacji badanej prébki w laboratorium wymaga
nie tylko fizycznego oddzielenia poszczegdlnych etapdédw procesu badania
(izolacji i powielania DNA oraz detekcji produktéw PCR), ale réowniez ciggtego,
fizycznego i chemicznego dekontaminowania powierzchni laboratoryjnych oraz
uzywania wszedzie, gdzie to tylko mozliwe, jednorazowego drobnego sprzetu
laboratoryjnego (4). Zazwyczaj poza kontrolg laboratorium pozostajg etapy
procesu ujawniania i zabezpieczania $ladow do identyfikacji genetycznej. To od
wtasciwego dziatania policjantéw (gtéwnie technikow kryminalistyki) i obducentéw
oraz laborantéw z prosektorium zalezy czy dostepny do badania materiat bedzie
wolny od obcego DNA, a tym samym wynik badania metodg PCR bedzie
wiarygodny, czy tez zostanie znieksztatcony w wyniku btedéw przedlaboratory;j-
nych. Wiedza na ten temat, niestety, w wielu jeszcze przypadkach jest uboga
i daleka od doskonatosci.

Celem niniejszej pracy jest przedstawienie kilku przypadkéw kontaminacji,
ktére w sposdb ewidentny zaistnialy w wyniku niewtasciwego dziatania przedla-
boratoryjnego.

MATERIAL | METODY

lzolacja i oznaczanie stezenia DNA

DNA z materiatu poréwnawczego (krew, wymazy z jamy ustnej) izolowano
stosujgc klasyczng metode fenol-chloroform. DNA z koéci oraz tkanek
utrwalonych w formalinie i zatopionych w blokach parafinowych izolowano
odpowiednio: metodg z CTAB (1) oraz metodg wg Rogersa (6).

Stezenie catkowitego DNA oraz stezenie DNA cztowieka oznaczono metodg
fluorometryczng z Hoechst 33258 oraz przy uzyciu zestawu OUANTIBLOT
(Applera) z detekcjg, chemiluminescencyjng (ECL Amersham Pharmacia
Biotech).

Amplifikacja DNA

Wyizolowany DNA poddano amplifikacji z zastosowaniem zestawu Profiler-
Plus firmy Perkin Elmer w warunkach jak opisano uprzednio (5) oraz zestawem
PowerPlex 16 (Promega) wg warunkéw zalecanych przez producenta zestawu.
Produkty PCR wykrywano metodg elektroforezy kapilarnej na automatycznym
sekwenatorze DNA ABI 310 (5). Do reakcji PCR uzywano termocykleréw 2400
lub 877 firmy Perkin Elmer lub Trio-thermoblok i TPersonal firmy Biometra.

Podstawowe warunki czystosci pracy metodg PCR.

Do wszystkich roztworéw uzywanych do PCR oraz izolacji DNA uzywano
jatowej i ultrafiltrowanej (0,22 mikrometra) wody. Stosowano odczynniki
o0 mozliwie najwyzszym stopniu czystosci, a tam gdzie bylo to mozliwe réwniez
takich, ktére specjalnie oczyszczono dla celéw biologii molekularnej. Uzywano
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firmowo jatowionego drobnego sprzetu laboratoryjnego (probowki, pipety) lub
poddawano go jatowieniu i dziataniu Swiatta UV (GS GENE LINKER firmy
BioRAD). Wszystkie operacje zwigzane z przygotowaniem probek DNA oraz
reakcja. PCR prowadzono w komorach laminarnych firmy POLON (ochrona
probki). Miejsca pracy dekontaminowano fizycznie swiattem UV oraz chemicznie
10% podchlorynem sodu. Do wszystkich czynno$ci uzywano jednorazowych
rekawic i fartuchéw ochronnych. Do kazdej analizy stosowano takze kontrole
ujemne i dodatnie ekstrakcji DNA oraz dodatnig i negatywng kontrole reakcji
PCR.

WYNIKI | DYSKUSJA

Niewtasciwa maceracja ko$ci

Przypadek pierwszy

Badaniom poddano czaszke dostarczong z jednego z krajéw zza wschodniej
granicy. Badania identyfikacyjne czaszki przeprowadzono w dwoch rdéznych
zaktadach medycyny sgdowej tego kraju, uzyskujgc rozbiezne wyniki. Rozbiez-
nosci dotyczyty podstawowej kwestii, a mianowicie jaka jest pte¢ osobnika od
ktérego pochodzi czaszka. Spor miedzy laboratoriami opart sie o Prokurature
Generalng tego kraju, ktéra postanowita wykonaé badanie poza granicami w celu
jednoznacznego rozstrzygniecia sporu.

W czerwcu 2000 r. tutejszy Zakltad otrzymat postanowienie z Prokuratury
Okregowej w Gdansku posredniczgcej w wymianie miedzynarodowej zlecajgce
okre$lenie pici osobnika, na podstawie badania dowodowe] czaszki. Czaszke
dostarczono do badania w stanie wskazujgcym na uprzednig maceracje, co
potwierdzone zostatlo przez osoby z Prokuratury Generalnej, ktore dostarczyty
w/w dowdd. Badaniom w naszym laboratorium poddano 3 rodzaje materiatu:
fragment kosci czaszki w stanie natywnym bez oczyszczenia powierzchni kosci,
fragment po mechanicznym oczyszczeniu powierzchni z uprzednim przemyciem
jatlowg wodg oraz zab. Z dostepnych zebdw czaszki wyekstrahowano zdrowy
zab, nienoszacy sladow préchnicy. W wyniku badania w/w materiatu uzyskano 3
réozne obrazy amplifikacji locus amelogeniny. Zupetny brak fragmentu ameloge-
niny z chromosomu Y zaobserwowano dla DNA wyizolowanego z miazgi zeba.
Podobny obraz uzyskano dla DNA wyizolowanego z kosci czaszki poddanemu
procesowi wstepnego mechanicznego oczyszczenia, cho¢ zaobserwowany
stosunek allelu X do Y wynosit okoto 10:1. Zdecydowanie najwiekszy udziat
fragmentu Y amelogeniny obserwowano w DNA uzyskanym z koéci czaszki,
niepoddanej procesowi wstepnego oczyszczenia.
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Przypadek drugi

Przypadek ten dotyczyt zabojstwa kobiety z terenu potudniowej Polski. Zleco-
no badanie szeregu sladow biologicznych, gdzie materiatem poréwnawczym miat
by¢ fragment kosci dlugiej (o znacznym stopniu przemian gnilnych) poddanej
uprzednio procesowi maceracji. Wyizolowany DNA zaréwno z kosci zbitej mimo
prob mechanicznego oczyszczania jej powierzchni, jak i z jamy szpikowej
wykazywat mieszany profil genetyczny kobiety i mezczyzny. Mieszaning
obserwowano zaréwno w locus amelogeniny jak i loci autosomalnych. Ostatecz-
nie jako materiat porownawczy postuzyt fragment tkanki miekkiej utrwalonej
w formalinie, ktéry mimo daleko posunietego procesu gnilnego pozwolit na
uzyskanie profilu DNA w 7 na 10 badanych loci.

Oba przytoczone przypadki wskazujg na potencjalne zrédto zanieczyszczen
w trakcie procesu maceracji kosci. Nie mozna wykluczy¢, iz podczas ich
gotowania w perhydrolu dochodzi do przeniesienia obcego DNA obecnego na
Scianach naczynia, zazwyczaj wielokrotnie uzywanego do maceracji, na
oczyszczang ko$¢. Najlepszg ilustracja wydaje sie byé pierwszy opisany
przypadek czaszki, gdzie obserwowano rozne ilosci domieszki DNA mezczyzny
(mezczyzn).

Brak takiej domieszki obserwowano w przypadku miazgi zeba, gdzie penetra-
cja obcego DNA ze wzgledu na nienaruszone szkliwo zdrowego zeba oraz jego
gtebokie osadzenie w zebodole dawato najmniejszg szanse na jego kontamina-
cje obcym DNA. Posrednio $wiadczy o tym réwniez znacznie mniejsza ilos¢
fragmentu Y amelogeniny w tym fragmencie czaszki, ktéry poddano procesowi
wstepnego oczyszczania. Choé w tym przypadku nie mozna réwniez wykluczyé
naniesienia obcego materiatu poprzez bezposrednie dotykanie powierzchni
czaszki rekg nieodziang w jednorazowe rekawice. Badz w tych samych
rekawicach uzywanych w czasie pracy przy wielu zwtokach.

Majgc powyzsze na uwadze bezwzglednie konieczne wydaje sie kazdorazowe
doktadne umycie naczynia do maceracji kosci a nastepnie potraktowanie go 10-
13% podchlorynem sodu w celu zupetnej degradacji zawartego w nim DNA. Po
takim dziataniu (15-30 minut) naczynie winno by¢ poddane wielokrotnemu
wyptukaniu biezgcg wodg oraz kilkakrotnemu zagotowaniu w nim wody w celu
usuniecia resztek podchlorynu sodu przed nastepnym procesem maceracji.

Zanieczyszczone narzedzia sekcyjne i histopatologiczne

Przypadek trzeci

Przypadek ten dotyczy ekshumowanych kosci o znacznym stopniu degradacji
posmiertnej Do identyfikacji dostarczono fragment kosci udowej NN osoby.
Analiza genetyczna wykazata mieszany profii DNA jedynie w zakresie loci
autosomalnych. Otrzymany profil wykazywat silng dominacje pewnych alleli
w zakresie wszystkich 10 badanych loci. Poniewaz kosci nie byly poddane
maceracji, a jej powierzchnia zostala mechanicznie oczyszczona, powstato
podejrzenie, iz do kontaminacji doszto na sali sekcyjnej podczas odpitowywania
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fragmentu kosci pitg mechaniczng uzywana w czasie licznych sekcji i nie do
konca oczyszczona. Nieoczyszczona tarcza pily stosowana do odpitowywania
sklepienia czaszki zwilok nieprzeobrazonych gnilnie, gdzie ilos¢ dobrego
jakosciowo DNA jest ogromna w poroéwnaniu do materiatu zdegradowanego
moze stac sie bardzo powaznym zrodtem kontaminacji. Podobne problemy moze
spowodowac nieoczyszczony noz sekcyjny czy peseta uzywana do wypreparo-
wania fragmentu tkanki miekkiej w przypadku ich uzycia uprzednio przy sekcji
innego osobnika. W opisywanym przypadku poproszono ponownie obducenta
o dostarczenie innego materiatu w postaci fragmentu kosSci, jednakze po
uprzednim oczyszczeniu wszystkich narzedzi uzywanych w procesie pobierania
materiatu poréwnawczego. Nowo dostarczony materiat nie wykazat $ladow
kontaminacji.

Przypadek czwarty

Nastepny przypadek dotyczy potencjalnych btedéw mogacych pojawi¢ sie
podczas badania metodg PCR skrawkéow mikrotomowych. Do izolacji DNA
dostarczono skrawki o grubosci 10 mikrometréw tkanki utrwalonej w formalinie
(zbuforowanej) i zatopionej w blokach parafinowych. Dwa z czterech otrzyma-
nych skrawkéw wykazywaly domieszke obcego DNA w zakresie autosomalnych
loci. Podejrzewano, iz domieszka jest efektem zanieczyszczenia noza mikrotomu
mikroskopijnymi resztkami tkanki pozostawionej podczas skrawania narzadow
pochodzgcych od innego osobnika. W celu uprawdopodobnienia tej wers;ji
postanowiono pobraé dodatkowe skrawki z blokéw krojonych bezposrednio
przed analizowanymi. Uzyskany profii DNA w petni potwierdzit przypuszczenie.
Noze mikrotoméw mogg byé powaznym zrédtem kontaminacji tkanek uzywanych
do dalszych badan DNA metodg PCR. Obecno$¢é domieszki obcego DNA tylko
w 2 pierwszych skrawkach badanych narzadéw mozna ttumaczyé ,zebraniem"
przez pierwsze dwa skrawki resztek poprzednich mikrofragmentéow tkanek.
Pozostate dwa skrawane na koncu byly praktycznie wolne od obcego DNA.

Majac powyzsze na uwadze nalezy bezwzglednie dokonywaé skrupulatnego
oczyszczenia noza mikrotomu w tych sytuacjach, kiedy bedzie on stosowany do
przycinania fragmentow tkanek w celu poddania ich procesowi badania DNA.

PODSUMOWANIE

O istocie problemu $wiadczy doniesienie Rutty i wsp. (7), ktérzy poddali
badaniom narzedzia, stoly i miejsca przycinania tkanek w 20 salach sekcyjnych
z terenu Wielkiej Brytanii. W 50% badanych przypadkéw stwierdzono mierzalng
obecnos¢ ludzkiego DNA na narzedziach i badanych powierzchniach. Materiat
ten poddawat sie amplifikacji a w niektérych przypadkach stwierdzono obecnos$é
DNA nawet trzech réznych osobnikéw. Stan taki zaistniat pomimo rutynowego
stosowania w przypadku narzedzi sekcyjnych ich mycia w detergencie i/lub ptynie
dezynfekujgcym oraz w 12 na 20 przypadkow pomimo dodatkowego ich
autoklawowania. Jak z tego wynika, problem ten dotyczy réwniez kraju, gdzie
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technika PCR w genetyce sgdowej zostala wprowadzona znaczgco wczesniej niz
w naszym kraju. Konieczna jest wiec zmiana sposobu mys$lenia i zwigekszenie
nadzoru m.in. nad technikami - laborantami sekcyjnymi, od ktoérych w przypadku
tkanek pobieranych do badan klasycznych nie wymagano tak ogromnego rezimu
czystosci pracy jaki musi pojawi¢ sie wszedzie tam, gdzie materiat biologiczny
pobrany na sali sekcyjnej jest nastepnie poddawany badaniu DNA metodg PCR.
Zmiana sposobu mys$lenia przy pobieraniu materiatu do badania DNA generalnie
winna dotyczy¢ wszystkich tych osoéb, ktére uczestniczg przy jego zabezpiecza-
niu. Wszystkie $lady, ktére poddane zostang po6zniej analizie DNA winny byc¢
traktowane na miejscu przestepstwa jak Slady daktyloskopijne, gdyz kazde
dotkniecie nieodziang w ,jednorazowq" rekawice dionig moze prowadzi¢ i bardzo
czesto prowadzi do zafatszowania wyniku badania w wyniku pojawienia sie
obcego DNA. Stad nieodzowna konieczno$é stosownych zabezpieczen
technikow kryminalistyki przed naniesieniem ich witasnych $ladéw (naskérek,
wtosy) na obiekty mogace by¢ przedmiotem badania. Mozna to uczynié¢ stosujgc
kombinezony, ochraniacze na obuwie czy rekawice zmieniane do kazdego
nowego $ladu, a takze oczyszczajac lub zmieniajgc na nowe narzedzia do
pobierania Sladéw (skalpele, pensety, jalowe probdwki, nozyczki). Najlepiej
stosowaé wszedzie, gdzie jest to tylko mozliwe, sprzet jednorazowego uzytku.
Jatowa wymazéwka winna stac sie instrumentem z wyboru wszedzie tam, gdzie
jej uzycie jest mozliwe. Dotyczy to szczegoélnie wymazow pobieranych z otworéw
naturalnych ciata w przypadku przestepstw na tle seksualnym. Niestety
stosunkowo czesto jedynym sposobem wykonania wymazu jest szkietko
podstawowe, na ktérym sporzgadzono rozmaz palcem odzianym w rekawice
gumowg. Niestety warunki takie nie dajg stuprocentowej pewnosci, iz szkietko
byto zupetnie pozbawione ludzkiego DNA, a rekawica nie dotykata narzedzi, na
ktérych znajdowat sie juz materiat pochodzgcy od innej osoby lub osoéb. Jezeli
w przypadku Zaktadéw Medycyny Sadowej wykluczenie obecnosci DNA jej
pracownikow w badanym materiale jest mozliwe, gdyz wszyscy oni zazwyczaj
poddani zostali juz profilowaniu DNA, tak kontrola tego typu staje sie niemalze
niemozliwa, gdy $lad jest pobierany i zabezpieczany poza tymi placowkami
Jednym z mozliwych sposobéw unikniecia niekontrolowanych zanieczyszczen
jest procedura, stosowana w szeregu krajéow, wykonywania sekcji i pobierania
siadéw od pokrzywdzonych oséb wytgcznie w przeznaczonych do tego celu
zaktadach medycyny sadowej, gdzie stosowane sg wtasciwe srodki ostroznosci
i wysoki standard czystoSci narzedzi i pomieszczen, aby pobierany materiat
wolny byt od zanieczyszczen. W ogromnej ilosci przypadkow tego rodzaju
warunkéw nie zapewniajg sale sekcyjne przyszpitalne czy wrecz cmentarne,
w ktérych warunki higieniczne pozostawiajg wiele do zyczenia gdzie nie tylko nie
ma jednorazowego sprzetu, a narzedzia nie sg wtasciwie myte, ale i wiedza
0 zagrozeniu kontaminacjgjest bardzo mata lub zadna. Jak wynika z powyzszych
przyktadéow zasady doktadnego mycia, dezynfekowania i dekontaminacji
w przypadku badania DNA musza dotyczy¢ nie tylko laboratorium DNA ale
rowniez i tych miejsc na salach sekcyjnych, gdzie przeprowadzane sg sekcje
sgdowe. Ponadto regularnej kontroli czystosci sprzetu winny by¢ poddawane
rébwniez sale sekcyjne, a te, ktére nie spetniajg lub nie spetnig stosownych

Nr 4 Kontaminacja DNA 375

wymagan (wolne od DNA) winny by¢ eliminowane jako miejsca wykonywania
sekcji sgdowych do momentu spetnienia okreslonych wymogoéw. Sadzimy, ze
problemem tym winna zajg¢ sie w najblizszym czasie Komisja Genetyki Sgdowej
przy Polskim Towarzystwie Medycyny Sadowej i Kryminologii oraz specjalista
krajowy z zakresu medycyny sadowej w imie podniesienia jako$ci Swiadczonych
ustug.

Tymczasem intensywnym szkoleniom powinny by¢ poddane wszystkie te
osoby, ktére majg kontakt z ofiarg jak np. przedstawiciele zaktadéw pogrzebo-
wych transportujgcy zwtoki z miejsca przestepstwa do zaktadéw medycyny
sgdowej, czy ogodlnie mowigc wszyscy ci, ktérzy zaangazowani sg podczas
ujawniana, zbierania, transportu i przechowywania biologicznego materiatu
dowodowego.
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