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Celem niniejszego eksperymentu byto poréwnanie sku-
tecznosci luminolu i odczynnika Bluestar® w wykrywaniu
$ladéw krwawych. Zbadano czuto$¢ i trwatos¢ obu od-
czynnikdw oraz wptyw ich zastosowania na wyniki am-
plifikacji DNA. Stwierdzono, ze luminol i Bluestar® cha-
rakteryzujg sie podobng czutoscia wykrywania $ladow
krwawych, lecz preparat luminolu jest mniej trwaty i traci
uzytecznos$¢ po 24 godzinach od przygotowania podczas
gdy odczynnik Bluestar® zachowuje aktywnos¢ przez co
najmniej tydzien. Stwierdzono réwniez zdolno$¢ obu
odczynnikéw do wykrywania starych sladéw krwi. Wyka-
zano, ze skutecznos¢ wykrywania plam przygotowanych
z rozcienczonej krwi zalezy od podtoza, na ktérym sie
znajduja. Stwierdzono réwniez, mozliwos¢é amplifikaciji
materiatu genetycznego otrzymanego z plam poddanych
dziataniu obu odczynnikow.

The objective of the present study was to compare the
effectiveness of two chemical agents - Bluestar® and
luminol - in detection of bloodstains. The experiments were
performed to test for bloodstain detection sensitivity,
chemical stability and to investigate the effect of both
reagents on DNA typing. During this study, the authors
prepared serial dilutions (1:2 to 1:10 000 000) of fresh
blood, as well as dilutions of 25-year old blood on Whatman
3MM blotting paper. Additional dilutions of fresh blood were
spotted on a glass surface. The experiments showed very
similar results for both investigated reagents, although the
Bluestar® solution proved to be more stable (at least 7 days
after the preparation) as compared to luminol (stable for
not more than 24 hours). Both reagents showed a higher

sensitivity for diluted bloodstains on a glass surface than
for similar stains on filter paper. The investigators also
demonstrated that multiplex amplification of DNA was
feasible after Bluestar® or luminol treatment, although the
detected bloodstains might be too diluted to allow for
effective DNA extraction and ampilification.

Stowa kluczowe: $lady krwawe, Bluestar®, lumi-
nol, porownanie

Key words: bloody traces, Bluestar®, luminol,
comparison

WPROWADZENIE

Przestepstwom, w czasie ktérych doszto do
uszkodzenia ciata i przerwania ciggto$ci tkanek ze-
wnetrznych, czesto towarzyszy obecnosc sladéw
krwawych. Moga one znajdowac sie na miejscu
zbrodni, na przedmiotach zwigzanych ze zdarze-
niem badz na narzedziu, ktérym zadano rane oraz
moga by¢ przenoszone przez osoby, ktére miaty
styczno$¢ z ofiarg. Ujawnianie krwawych $ladow
zwykle jest w réznym stopniu utrudnione, zalezy od
wielkosci plamy, ilosci krwi i dziatania czynnikéw
zewnetrznych, a takze od typu powierzchni, na kto-
rej znajduja sie Slady. Czesto zdarza sig, ze osoby,
ktore popetnity czyn przestepczy zwigzany z uszko-
dzeniem ciata usitujg usuna¢ pozostawione plamy
krwi, co moze prowadzi¢ do rozcienczenia $ladow
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krwi lub catkowitego znikniecia (zatarcia) plam.
W trakcie ogledzin miejsca przestepstwa dokonuje
sie, wiec czesto ujawnienia niewidocznych $ladéw
krwawych za pomoca srodkdéw chemicznych reagu-
jacych z substancjami zawartymi we krwi w sposéb
pozwalajgcy na ujawnienie nawet minimalnych ilo-
sci krwi [1]. W materiale dowodowym takie $lady
czesto stanowig gtowny element obcigzajacy,
zwtaszcza, gdy z ujawnionych plam mozliwa jest
izolacja DNA i okreslenie profilu genetycznego.

Jednym z najczesciej uzywanych odczynnikow
do wizualizacji plam krwawych, szczeg6lnie w przy-
padkach, gdy istnieje podejrzenie, ze slady byty
usuwane lub nie sg widoczne nieuzbrojonym okiem,
jest luminol (hydrazyd 3-aminoftalowy), ktory zostat
po raz pierwszy zastosowany do wykrywania $la-
dow krwi przez Waltera Spechta w 1937 roku [2]
i od tego czasu uzywany jest przez specjalistow
z dziedziny kryminalistyki i medycyny sgadowe;j.
Roztwor luminolu w zetknieciu z hemoglobing (jak
rowniez innymi substancjami posiadajacymi wia-
$ciwosci utleniajace, zawierajgce grupe hemowa
lub jonami metali) wykazuje wiasciwosci chemilu-
minescencyjne, emitujac swiatto o dtugosci fali 441-
452 nm [3, 4]. Chemiluminescencja zwigzana jest
z utlenianiem luminolu w $rodowisku zasadowym,
w obecnosci utleniacza i aktywatora, ktéremu to-
warzyszy uwalnianie wolnego azotu i energii w for-
mie Swiatta. Gtéwng wadg stosowanego najczesciej
roztworu luminolu jest stosunkowo krotki czas jego
przydatnosci. Fakt ten powoduje konieczno$¢ przy-
gotowywania roztworu luminolu tuz przed planowa-
nymi ogledzinami, co moze stanowi¢ pewne utrud-
nienie w jego zastosowaniu. Ponadto w Srodowisku
genetykdw sadowych istniejg obawy, iz obecnos¢
luminolu moze ujemnie wptywa¢ na mozliwosé
amplifikacji DNA, cho¢ ostatnie doniesienia zdajg
sie temu twierdzeniu przeczy¢ [3, 5-7]. Luminol uzy-
wany jest obecnie rownolegle z innymi testami wy-
krywajacymi obecnos¢ krwi, takimi jak test fluore-
sceinowy [5], benzydynowy [1], tetrametylobenzy-
dynowy (TMB) [6], fenoloftaleinowy (PT) [6] czy test
z wykorzystaniem zieleni malachitowej [1]. Na ryn-
ku dostepny jest obecnie réwniez inny odczynnik,
dziatajgcy podobnie do luminolu, noszgcy nazwe
handlowg Bluestar®. Odczynnik ten, jak podaje pro-
ducent, zostat przygotowany na bazie luminolu
z wykluczeniem jego wad. Zasada detekcji plam
krwawych z zastosowaniem tego odczynnika jest
identyczna jak w przypadku luminolu, jednak we-
dtug danych producenta preparat ten jest znacznie
trwalszy i pozostaje aktywny przez kilka dni po przy-
gotowaniu.

Celem niniejszej pracy jest poréwnanie efektyw-
nosci wykrywania plam krwawych przy zastosowa-
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niu luminolu oraz odczynnika Bluestar® oraz ocena
trwatosci obu odczynnikow.

MATERIAL | METODY

Standardowy roztwér luminolu przygotowano po-
przez rozpuszczenie 0,5 g luminolu (Fluka, Seelze),
25 g weglanu sodu (POCH S.A., Gliwice) oraz 3,5 g
nadboranu sodu (Aldrich, Steinheim) w 500 ml wody
destylowanej [1]. Roztwér Bluestar® przygotowa-
no zgodnie z zaleceniami producenta (Bluestar
Forensic, Monte-Carlo). Przygotowane roztwory
umieszczano w rozpylaczach z tworzywa sztucznego
a nastepnie nanoszono réwnomiernie na badane
plamy krwawe z odlegtosci ok. 5-10 cm. W trakcie
wykonywania zdje¢ z dtugim czasem ekspozycji
spryskiwanie powtarzano w momencie zaniku flu-
orescencji ujawnianych sladéw.

W celu przetestowania zakresu czutosci obu
odczynnikéw na podtozu absorbujacym przygoto-
wano serie plam krwi w postaci rozcienczenh proé-
bek krwi od trzech osoéb, pobranych na 3,8 % roz-
twor cytrynianu sodu. Krew rozcienczano w stosun-
ku 1:2, 1:10, 1:100, 1:200, 1:400, 1:600, 1:800,
1:1000, 1:2000, 1:5000, 1:10 000, 1:20 000, 1:50 000
i 1:100 000 uzywajac roztworu soli fizjologicznej,
a nastepnie 40 ul roztworu z kazdego rozciencze-
nia nanoszono na bibute Whatman 3MM i pozosta-
wiono do wyschniecia w temperaturze pokojowe;j.
Dla kazdej prébki krwi przygotowano po trzy plamy
z kazdego z rozcienczen.

W celu zbadania wptywu podtoza nieabsorbuja-
cego na czutosé reakcji luminolu i odczynnika Blu-
estar®, przygotowano na ptytkach szklanych serie
rozcienczen wybranych prébek krwi w stosunku:
1:2, 1:10, 1:1000, 1:10 000, 1:20 000, 1:50 000,
1:1 000 000 i 1:10 000 000, wykorzystujac do roz-
cienczania roztwor soli fizjologiczne;j.

Dla dokonania oceny trwatosci luminolu i Blu-
estar®, przygotowano po 10 fragmentow bibuty
Whatman 3MM dla kazdego z odczynnikdw, na kto-
re naniesiono po 40 ul rozcienczonej w stosunku
1:500 krwi. Do przygotowania plam wykorzystano
probki krwi pochodzace od czterech roznych oséb.
Plamy te spryskiwano roztworami luminolu i Blu-
estar®po 1,2, 4,6, 8,10, 12, 24, 36, 48 i 168 godzi-
nach od przygotowania roztworow.

W celu przetestowania reakcji luminolu i odczynni-
ka Bluestar® ze starymi sladami krwawymi sporzadzo-
no wyciagi z 0,3 g zeskrobin z trzech r6znych zasuszo-
nych 25-letnich krwi przez umieszczenie ich w 1 ml roz-
tworu soli fizjologicznej i wytrzasanie przez dwie doby.
Otrzymane wyciagi odpowiadaty barwg roztworowi
zawierajacemu Swieza krew w stosunku 1:1000.
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Obecnos¢ chemiluminescenciji dokumentowano
z wykorzystaniem cyfrowego aparatu fotograficzne-
go Canon PowerShot G2, przy nastepujacych usta-
wieniach ekspozycji: czas naswietlaniat = 15 s,
przestona F = 2,0, czuto$¢ matrycy ISO = 400.

W celu poréwnania wptywu luminolu i Bluestar®
na wyniki amplifikacji DNA, przygotowano réwno-
legle na bibule Whatman 3MM, dwie serie plam
z rozcienczonej w stosunku 1:0, 1:1, 1:10, 1:100
i 1:1000 krwi, ktére spryskano osobno roztworami
luminolu lub Bluestar®. Materiat genetyczny izolo-
wano metodg organiczng, potgczona z oczyszcza-
niem na kolumienkach Microcon 100 (Millipore, Bil-
lerica). Amplifikacje przeprowadzono z wykorzysta-
niem zestawu PowerPlex16™ (Promega, Madison)
w termocyklerze GeneAmp® PCR system 9700 (Ap-
plied Biosystems, Foster City) zgodnie z zalecenia-
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mi producenta, uzywajac 8 ml DNA matrycowego.
Rozdziat elektroforetyczny prowadzono na sekwe-
natorze DNA ABI PRISM®377 (Applied Biosystems,
Foster City), zgodnie z zaleceniami producenta ze-
stawu PowerPlex16™.

WYNIKI | DYSKUSJA

Testy przeprowadzone w ramach niniejszego
eksperymentu wykazaty, ze zaréwno luminol jak
i Bluestar® charakteryzujg sie zblizong czutoscig
wykrywania $ladow krwawych. Wartoscig granicz-
ng dla obu odczynnikéw na podtozu absorbujgcym
byto rozcienczenie 1:10 000, podczas gdy $lady krwi
rozcienczonej w stosunku powyzej 1:20 000 byty
praktycznie niewykrywalne (ryc. 1).

Ryc. 1. Poréwnanie intensywnosci chemiluminescencji luminolu i odczynnika BLUESTAR® w zetknieciu z plamami
krwi przygotowanymi z rozcienczonej krwi w stosunku od 1:2 do 1:100 000. llustracja przedstawia plamy wykonane
z trzech roéznych prébek krwi rozcienczanych roztworem soli fizjologiczne;.

Fig. 1. The comparison of the intensity of chemiluminescence of luminol and BLUESTAR © detecting stains of blood
diluted from 1:2 to 1:10 000 000. The figure presents chemiluminescence of the stains prepared from three different

samples of blood diluted with 0,9% NaCl.
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Natomiast na podtozu nieabsorbujgcym (szkto)
wartoscig graniczng dla obu odczynnikéw byto roz-
cienczenie 1:50 000 (ryc. 4). Dane uzyskane przez
innych autoréw $wiadczg, ze z uzyciem luminolu
mozliwe jest wykrywanie $ladéw krwi rozciefnczone;j
nawet w stosunku 1:10 000 000 [7], podczas gdy
w przypadku odczynnika Bluestar® maksymalnym
wykrywanym rozcienczeniem krwi jest 1:1 000 000
[4]. Niektdrzy autorzy wskazuja jednak réwniez, ze
podfoze, na ktére naniesione sg plamy wptywa na
mozliwo$¢ ich uwidocznienia, przy czym plamy krwi

na powierzchniach nieabsorbujgcych wykrywane sg
w rozcienczeniu o trzy rzedy wielko$ci wyzszym niz
na powierzchniach absorbujacych [5]. Dla potrzeb
niniejszego eksperymentu przygotowano plamy na
podtozu absorbujacym (bibuta Whatman 3MM), co
moze ttumaczy¢ nizsza niz maksymalna czuto$¢
stosowanych metod podawana w pi$miennictwie
[4,5,7,8].

Istotnym czynnikiem warunkujgcym wysoka sku-
tecznos$¢ ogledzin miejsca przestepstwa pod katem
obecnosci sladéw krwi jest stabilno$¢ stosowanych
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Ryc. 4. Poréwnanie intensywnos$ci chemiluminescencji luminolu i odczynnika BLUESTAR® w stycznos$ci z plamami
krwi przygotowanymi z rozcienczonej krwi w stosunku od 1:2 do 1:100 000 000. llustracja przedstawia plamy wyko-
nane z jednej prébki krwi rozcienczanej roztworem soli fizjologicznej i naniesione na podtoze nieabsorbujace (ptytke

szklang).

Fig. 4. The comparison of chemiluminescence intensity of luminol and BLUESTAR @ in reaction with blood stains
diluted from 1:2 to 1:100 000 000. Figure presents stains from one blood sample diluted with 0.9% NaCl and placed

on non-absorbing surface (glass plate).
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odczynnikow. Zbadano mozliwosé uwidocznienia
plam krwawych odczynnikami luminol i Bluestar®
w réznych odstepach czasu po ich sporzadzeniu.
Luminol po 24 godzinach od przygotowania roztwo-
ru praktycznie stracit zdolnos¢ chemiluminescencj
w kontakcie z krwig, podczas gdy odczynnik Blu-
estar® wykazywat intensywnos$¢ luminescenciji zbli-
zong do wyjsciowej po 48 godzinach od przygoto-
wania (ryc. 2) a nawet, jak wykazaty dalsze ekspe-
rymenty, po 168 godzinach (7 dobach).

Dane opublikowane w $wiatowym pismiennic-
twie wskazujg, ze zaréwno luminol jak i Bluestar®
znalazty zastosowanie w ogledzinach miejsc prze-
stepstw popetnionych przed wielu laty [4, 8]. Eks-
perymenty na sladach krwawych wykonanych
z wyciagow z 25-letnich zeskrobin zasuszonej krwi,
przeprowadzone w ramach niniejszej pracy wyka-
zaty zdolno$¢ obu badanych odczynnikéw do re-
akcji ze starymi sladami krwi. Ponadto w czasie
doswiadczenia zaobserwowano, iz chemilumine-
scencja odczynnika Bluestar® w zetknieciu z pla-
mami starej krwi byta intensywniejsza niz chemilu-
minescencja wzbudzona przez luminol (ryc. 3).

Uzytecznos$¢ Sladu ujawnionego na miejscu
przestepstwa znacznie wzrasta, gdy mozliwe jest
okreslenie jego profilu genetycznego, a co za tym
idzie, ustalenie jego pochodzenia od konkretnej
osoby. Istotnym ograniczeniem stosowania dane;j
metody wizualizacji Sladdw krwi jest zatem jej ewen-

tualny wptyw na dalszg analize $ladéw, w tym na
analize genetyczna. Przeprowadzone w ramach ni-
niejszej pracy eksperymenty wykazaty, ze skutecz-
na amplifikacja i okre$lenie genotypu prébki DNA
otrzymanej z plamy krwi poddanej dziataniu lumi-
nolu lub odczynnika Bluestar® byty mozliwe w przy-
padku probek pochodzacych ze sladéw krwi roz-
cienczonych w stosunku, co najwyzej 1:10, jednak
amplifikujgc prébki o takim rozcienczeniu obserwo-
wano czesto wystepowanie profili czesciowych oraz
zjawisko ,wypadania” alleli (ang. ,allelic drop-out”),
szczegOlnie w przypadku amplifikacji dtuzszych
fragmentow DNA. Amplifikacja preparatow DNA
uzyskanych z plam krwawych rozcienczonych
w stosunku 1:100 i wyzszym czesto dawata profile
szczatkowe lub w ogole nie dawata rezultatéw.
Uzyskane wyniki nie sa w petni zgodne z otrzy-
manymi przez innych autoréw danymi, wedtug kté-
rych obecnos¢ luminolu lub odczynnika Bluestar®
nie ma wptywu na mozliwos¢ amplifikacji DNA
nawet w $ladach krwawych rozcienczonych w sto-
sunku 1:1000 [3-7]. Nalezy jednak podkresli¢, ze
wedtug niektdrych autorow efektywnosc¢ takiej am-
plifikacji zalezy od podtoza, na ktérym $lad sie
znajduje i jest wyzsza dla podtozy nieabsorbuja-
cych niz dla absorbujacych [5]. Przyczyny obser-
wowanej rozbieznosci nie sg w chwili obecnej ja-
sne i wymagaja dalszych eksperymentéw. Nie
mozna wykluczy¢, ze wptyw na skutecznos¢ am-
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Ryc. 2. Poréwnanie trwatosci luminolu i odczynnika BLUESTAR® w ciggu 48 godzin od momentu przygotowania.
llustracja przedstawia plamy krwi przygotowane z czterech réznych prébek krwi rozcienczonych roztworem soli
fizjologicznej w stosunku 1:500. ,h” — czas, w godzinach, od momentu przygotowania odczynnika do jego uzycia.

Fig. 2. Test of luminol and BLUESTAR® stability during 48 hours from preparation. Figure presents blood stains
prepared form four different blood samples, diluted 1:500 with 0.9% NaCl. ,h” — time between reagent preparation

and its use in hours.

BLUESTAR®

h Luminol

8 m

h Luminol

BLUESTARr®

Ryc. 3. Poréwnanie chemiluminescencji luminolu i roztworu BLUESTAR® w zetknieciu z plamami otrzymanymi z
wyciggéw z 25-letnich zeskrobin z trzech réznych prébek krwi.

Fig. 3. Comparison of action luminol and BLUESTAR® solution on old blood stains. Figure represent blood stains
prepared from three different 25 years old bloods by dilution in solution physiological salt.

Luminol

BLUESTAR®

plifikacji DNA z plam poddanych dziataniu lumi-
nolu lub odczynnika Bluestar® majg takie czynni-
ki jak stosowana metoda izolacji i oczyszczania
DNA, stosowany system amplifikacji multiplekso-
wej, ilos¢ odczynnika zuzytego do spryskania
danego $ladu, czas po jakim pobrano probke do
izolacji DNA itp.

Biorac pod uwage catoksztatt danych otrzyma-
nych w toku eksperymentow przeprowadzonych dla
potrzeb niniejszej pracy mozna stwierdzi¢, ze za-
rowno luminol jak i odczynnik Bluestar® charakte-
ryzuja sie bardzo podobnymi witasciwosciami jako
reagenty wykorzystywane we wstepnych testach
obecnosci krwi. Wydtuzona w stosunku do lumino-
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Ryc. 5. Przyktadowe wyniki amplifikacji 8 ul roztworu DNA otrzymanego z plam przygotowanych z krwi o réznym
stopniu rozcienczenia i spryskanych odczynnikiem Bluestar®. Strzatki wskazujg fragmenty DNA, ktore amplifikuja sie
z obnizong wydajnoscia, prowadzac do ,wypadniecia” allelu z profilu genetycznego (ang. ,allelic drop-out”). W
przypadku plam krwi spryskanych roztworem luminolu obserwowano podobny efekt.

Fig. 5. Example of amplification of 8 ul of DNA solution obtained from bloodstains made of diluted blood and treated
with Bluestar® reagent. Arrows show DNA fragments that amplify with lower efficiency (,allelic drop-out” phenome-
non). Similar results were obtained when luminol solution was used.

lu trwatos¢ odczynnika Bluestar® moze w niektérych
sytuacjach stanowic¢ istotny argument przemawiaja-
cy za jego zastosowaniem, jednak oba odczynniki,
prawidtowo przygotowane i uzyte, charakteryzujg
sie bardzo podobna, wysokg czutoscig wykrywa-
nia plam krwi przygotowanych z bardzo rozcien-
czonej krwi. Nalezy rowniez zauwazy¢, ze zgodnie
z danymi uzyskanymi przez innych autoréw oraz
wynikami przeprowadzonych eksperymentow
w ramach niniejszej pracy, otrzymanie ilosci DNA
wystarczajacej do amplifikacji jest mozliwe w przy-
padku plam zawierajgcych krew rozcienczong co
najwyzej w stosunku 1:1000, podczas gdy zasto-
sowanie luminolu badz odczynnika Bluestar® po-
zwala wykry¢ Slady krwi w rozcienczeniu 1:50 000
lub wyzszym. Nie mozna zatem wykluczy¢, ze przy-
pisywana luminolowi zdolnos¢ blokowania reakcji
amplifikacji wynika w rzeczywistosci z faktu, ze Sla-
dy krwawe poddawane amplifikacji po ujawnieniu
za pomoca luminolu w rzeczywistosci nie zawiera-
ja ilosci DNA wystarczajacej do otrzymania profilu
genetycznego.
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