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|dentifikace stopy biologickeho
puvodu

Jedna se o stopu lidského puvodu?
— Odkud stopa pochazi?
e Krev
e Sperma
 Sliny
* MocC
* Plodova voda
 Stolice



SKVRNY OD KRVE

UrCeni, zda jde o krev (dukaz krve)

(orientacni zkousky a specifické krystalografické metody)

Urceni druhové prislusnosti
(dukaz lidské bilkoviny)

Stanoveni krevni skupiny
(ABO systém, Rh systém, MN systém, apod.)

Stanoveni puvodu krve

(menstruacni krev, t€éhotenska krev, novorozenecka krev)



Dukaz krve

* Nespecificky (orientacni)
— Chemiluminiscenéni reakce s luminolem (ke zviditelnéni
latentnich stop)
— Peroxidazova reakce

hemova skupina hemoglobinu ma peroxidase podobnou
aktivitu, ktera katalyzuje stepeni H,O, Oxidacni produkty
pak reaguji s celou radou latek (benzidin, fenolftalein,
orthotolidin atp.) za zmeény jejich barvy.

— DetekcEni papirky

Nevyhodou téchto zkousek je, Ze maji ruznou
prukazni hodnotu a mohou poskytovat falesné
pozitivni vysledek
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pecificky:
Krystalografické metody:

» Bertrandova metoda — vznik
krystall acetchlorheminu

Takayamova metoda: vznik
ystall hemochromogenu

oda: spektralni
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Cerveny

) sao séo sso 600 mie
fialovy v

Cerveny
Obr. 59. Spektralni analysa né€ékterych sloucenin Obr. 60. Charakteristicka Cast absorpcni-
hemoglobinu. Hb — hemoglobin, O, Hb — oxy-

ho spektra hemoglobinu (Hb) a oxyhemo-
hemoglobin, CO-Hb karbonylhemoglobin, slobinu (O, Hb).
Met-Hb — methemoglobin.




Dukaz lidské bilkoviny

Imunodifuze (Ouchterlony) na agaru

Fyziologicky roztok

\ Orientacni oznaceni polohy plotny Q

Lidska Q Vyluh ze skvrny obsahuje
bilkovina jako neznamou bilkovinu
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Protilatka proti lidské bilkoviné

\Podloika, na které je

zkoumana skvrna




Dukaz lidské bilkoviny

Sérum proti
lidské bilkoviné

Precipitacni linie

Pozitivni
kontrola

Zkoumany
vzorek

Barveni amidocerni.



Krevni skupiny

Na membranach erytrocytl jsou aglutinogeny:
«Skupina A - Tvofi se pouze aglutinogen A.
*Skupina B - Tvofi se pouze aglutinogen B.
«Skupina AB - Tvori se oba aglutinogeny.
Skupina O - Netvori se zadny aglutinogen.*

epe fec¢eno - netvofi se aglutinogen (antigen) A nebo B. Nalézt zde vSak muzeme
gen H, coz je vlastné prekurzor pro antigen A i B. V néekterych textech je

na 0 nazyvana skupinou H

h

plazmé jsou naopak obsazeny bilkovinné protil
nti-A, anti-B).
fi se pouze aglutinin anti-B.
uze aglutinin anti-A




Krevni skupiny
glutinace na desticce:

“- aglutinace
Krev — princip: A

ce neznameho
nu se znamym

vysledek

Iné krve (tj. neznamé
malé mnozstvi




Aglutinace na desticce:
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UrcCeni krevni skupiny ve zkumavce

Princip: vySetfovana krev se centrifigaci rozdéli na sérum a krvinky. Jedna se o reakci
znameé protilatky proti neznamému krvinkovému antigenu.

VySetreni vzorku provadime v tzv. pfedni a zadni fradé zkumavek:

Predni fada obsahuje obsahuje znamé protilatky (z kitu) a vySetfované krvinky.

Zadni rada obsahuje vySetfované sérum a znamé krvinky (napf. hematologické laboratore.

Pfiklad prikazu krevni skupiny A
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\__/ — \_/ N N |
Krvinky B
KrVinky A Aglutinace nastala
1 2 3 Aglutinace nenastala
anti-AB anti-B anti-A
Znamé protilatky a vySetfované krvinky vysetfovane serum a zname krvinky

Predni rada Zadni rada



Vysetreni krevnich skvrn

Pro vysetrovani krevnich skvrn se
pouzivaji.

metoda vysycovaci dle Therkelsena
metoda absorpcne-elucni

metoda smisené aglutinace (uzivana
pouze ve specialnich pripadech, kdyz je
velmi malo materialu)



Vysetreni krevnich skvrn
metodou vysycovaci
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1.Podlozku se skvrnou je tfeba rozdélit na dvé casti.
2.Prevrstveni skvrny protilatkou o znamém titru (stanovi se v
laboratori pred vySetfenim).

3.Inkubace — Cas zavisi na povaze vySetfovaného materialu
(nejCastéji pres noc pfi pokojoveé teplote).

)

Protilatka anti-A Protilatka anti-B

Princip:
Reakci antigen-protilatka se snizi koncentrace protilatky.
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Treti fada: 1. zkumavka obsahuje pouze protlatku anti-
B. 2. — 8. zk. obsahuje 0,1 ml F roztoku. V prvnim kroku
pfeneseme 0,1 ml protilatky anti-B do zkumavky €. 2, a v
dalSich krocich odbereme postupné 0,1 ml a pfeneseme
do dalSich zkumavek. Po roztitrovani pfidame 0,1 ml
pfislusnych krvinek tj. B. Zjistili jsme, Ze protilatka ma titr
1:64,V posledni zkumavce nenastala aglutinace..

Ve ctvrté radé postupujeme obdobné jako v treti s tim
rozdilem, Ze v prvni zkumavce je vySetfovana skvrna,
prevrstvena protilatkou anti-B. Pokud skvrna obsahuje
antigen A, nedojde k vysyceni pfislusné protilatky.
Vzhledem k tomu, Ze ve Ctvrté fadé nedoslo k poklesu
protilatky anti-B, Ize z toho usuzovat, Zze se skupinu B
nejedna.

Prvni rada: 1. zkumavka obsahuje pouze protilatku (anti-A). 2. —
8. zk. obsahuje 0,1 ml F roztoku. V prvnim kroku pfeneseme 0,1
ml protilatky anti-A do zkumavky ¢&. 2, a v dalSich krocich
odbereme postupné 0,1 ml a pfeneseme do dalSich zkumavek.
Po roztitrovani pfidame 0,1 ml pfislusnych krvinek (v tomto
pfipadé A). Zjistili jsme, Ze protilatka ma titr 1.64,V posledni
zkumavce nenastala aglutinace.

V druhé radé postupujeme obdobné jako v prvé, s tim rozdilem
ze v prvni zkumavce je vySetfovana skvrna, pfevrstvena
protilatkou anti-A. Pokud skvrna obsahuje antigen A, dojde k
vysyceni pfislusné protilatky. Vzhledem k tomu, ze v druhé fadé
dosSlo k poklesu titru o tfi zkumavky, doslo k vysyceni pfislusné
protilatky anti-A a jedna se tedy o skupinovou vlastnost A.

1.rada 2.rada
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nenastala aglutinace. nedoslo k aglutinaci.
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Zjistili jsme, ze protilatka ma titr Nastal pokles titru protilatky O - —_
1:64,V  posledni  zkumavce a ve zkumavce 4.-8. protilatky t—ﬁ O
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Protilatka anti-A
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Vysetreni krevnich skvrn
metodou absorpcne-elucni
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Protilatka anti-B
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1. Pred zapocCetim prace je treba podlozku se skvrnou

rozdélit na dvé casti. Prevrstveni skvrny protilatkou o
znamém titru (stanovi se v laboratori pred
vySetfenim).

. Inkubace - Cas zavisi na povaze vySetrovaného

materialu (nejCasteji pres noc pri pokojove teplote).

. Ve tretim kroku odsajeme protilatku a skvrnu

opakované propirame ledovym  fyziologickym
roztokem. Tim skvrnu zbavime protilatek navazanych
na podlozce (napf. latce).

. Po promyti a inkubaci pfi 56°C (tzv. eluce — teplena

faze) dojde k wuvolnéni specificky navazanych
protilatek, které po pfidani prislusnych krvinek vedou v
pozitivnhim pripadé k aglutinaci.



Princip absorpcne-elucni metody

erytrocy

Erytrocytarni antigen

|:/ Podlozka se skvrnou
neznameé krevni

skupiny

Podlozka (latka, papir,
dfevo ....)

1. Skvrna na podloZce se prevrstvi
znamou protilatkou (napf. anti-A)
a inkubuje se obvykle pfes noc.

2. Dojde k reakci antigen-
protilatka. Po inkubaci se
: odstrani prebytek protilatky.
LlJ Na podlozce vSak zlstava
[ protilatka nenavazana
(,vsaknuta“) do podlozky.

3. Opakovanym promytim
ledovym roztokem fyz.
roztoku se odstrani
protilatka z podlozky.
Zustava pouze specificky
navazana protilatka na
antigen.

4. Vzorek se prevrstvi
minimalnim mnozstvim mnozstvi
fyziologického roztoku. Zahfatim
vzorku v termostatu pfi 56°C se
uvolni vazba antigen-protilatka a
protilatky prejdou do fyz. roztoku,
ktery odsajeme a prevedeme do
zkumavky. .

zka s navazanym
antigenem, se kterou jiz jeme.

6. Do zkumavky s fyz.
roztokem S uvolnénymi
protilatkami (v tomto pfipadé
anti-A) pfidame krvinky se
skupinovou  vlastnosti  A.
Nastane aglutinace a tim bylo
prokazano, Ze skvrna na
podlozZce ma  skupinovou
vlastnost A.



Vysetreni krevni skupiny
Imunohistochemicky - histotest

V pripadech kdy nelze odebrat krev
(rozsahla traumaticka devastace nebo
hnilobna dekompozice)

Aglutinogeny pritomny tez na endotelu






Menstruacni krev

* Prukaz lze provést mikroskopicky

« Barvenim glykogenu obsazeného v
posevnich bunkach

» Stanovenim fibrinolyzinu



Tehotenska krev

* Tehotenskeé testy (imunoanalyza s
vyuzitim specifickych protilatek)

» Jde o kvalitativni detekci lidského
choriogonadotropinu

* Tez pro stanoveni tehotenske moci



Krev plodova, novorozenecka,
kojenecka

* Detekce alfa-1-fetoproteinu (koncentrace
dosahuje maxima mezi 11.-14. tydnem
nitrodelozniho zivota, nevyskytuje se u
déti starSich 6-7 meésicu)

» VySetreni fetalniho hemoglobinu, ktery se
vyznacuje vyraznou alkalirezistenci



Skvrny od spermatu

* Primy prukaz — patrame po spermiich pod
mikroskopem

* Neprimy prukaz — detekujeme latky obsazené v
seminalni plazme



Primy Prukaz - spermii morfologicky

Prokazujeme celé spermie ve skvrnach nebo stérech z pochvy, popf.
jinych télnich otvoru.

Centrifugat z vyluhovane skvrny dame na podlozni sklicko, fixujeme nad

plamenem a pak polijeme hematoxylin-eozinem nebo karbolfuchsinem.
Prohlizime pod mikroskopem.

Pozitivni vysledek : Nalez alespon 1 celé spermie (sestavajici se z
hlavicky, krcku a biCiku).






Priukaz lidského spermatu metodou
SPERM HY-LITERTM

Spermie ve skvrnach jsou s pfibyvajicim ¢asem degradovany cinnosti
mikroorganizmu

Tato metoda je zalozena na detekci hlavicek lidskych spermii

Pozitivni vysledek je prezentovan fluorescencnim zbarvenim hlavicky
spermie (hlaviCka v mikroskopu ,sviti“)

Test reaguje pozitivné pouze se spermiemi, nikoli s vaginalnimi bunkami
apod.






NEPRIMY PRUKAZ - LATEK OBSAZENYCH VE
SPERMATU (ACIDFOSFATAZY)

Pokud v preparatu (viz pfimy prukaz) nelze nalézt ani jednu celou
spermii, prokazujeme ve skvrnach nebo stérech latky, které se zde
nachazeji. Sperma obsahuje velké mnozstvi acidfosfataz (podstatné
vetSi nez v jinych télnich tekutinach).

Cast skvrny ponofime do lazné obsahujici roztok chloridu sodného

s octanem sodnym a kyselinou octovou ledovou a pak pridame suspenzi
antrachinon-1-diazoniumchlorid a dinatrium-1-alfanaftylfosfat. Jde-li o
skvrnu od spermatu, pak pfitomna acidfosfataza uvolni alfanaftol, ktery
reaguje ihned s antrachinon-1-diazonium chloridem a vytvofi nerozpustny
cervenohnédy pigment

Pri pozitivnim vysledku vznikne ¢ervenohnédy pigment. Zkouska dava
dobré vysledky a je pozitivni, i kdyz jde o azoospermii. Pfi izolovaném
prukazu acidfosfatazy je nutna opatrnost pfi posuzovani, protoze
acidfosfataza muze byt endogenniho plivodu.



Pri pozitivnim vysledku vznikn
cervenohnédy pigment.

Negativni vysledek
cervenohnédy pi




NEPRIMY PRUKAZ - LATEK OBSAZENYCH VE
SPERMATU (SPERMINU)

Sperma dale obsahuje velké mnozstvi sperminu. Prokazujeme ho
chromatograficky.

Skvrnu vyluhujeme v 50% etanolu (dle stari skvrny 24 — 48 hodin). Vyluh
nanasime na chromatograficky papir tak, aby primér naneseného vzorku
nebyl vétSi nez ¥ cm, ponévadzZ spermin zustava blize startu. Vyvijeni
trva asi 7 hodin. Po vyvijeni papir osuSime a postrikame lehce detekCnim
roztokem ninhydrinu.

Pri pozitivnim vysledku vznikne modravé zabarveni. Vzdy srovhavame se
standardem (sperminu).



STANOVENI specifického prostatického antigenu
(PSA)

PSA je glykoprotein produkovany témér vyhradné epitelovymi bunkami
prostaty

Metody jsou zalozeny na imunitni reakci se specifickou protilatkou (napf.
Imunochromatograficky test Seratec PSA)

PSA je stabilni — v pochvé |ze prokazat az 27 hodin po styku, ve skvrnach
meésice az roky



Prukaz PSA (specifického prostatického antigenu)




PSA81984

e Day Semen/Sperm/Saliva Detection




SLINY

Prukaz slin je zalozen na enzymatické aktivité alfa-amylazy — hydrolyticky
stépici polysacharidy

Jodoskrobova reakce (prikaz pritomnosti alfa-amylazy)

K vySetrovanému vzorku slin prfidame Skrobovy substrat

RozsStepeni skrob. substratu se prokazuje jodoSkrobovou reakci (Lugolovym
roztokem)

Pri pozitivnim vysledku nedojde k barevné zméné

Specificnost je v tomto pripadé omezena vyskytem mensiho mnozstvi alfa-
amylazy v krevnim séru, spermatu a moci



Specificky prikaz lidskych slin (RSID-saliva test)

Principem testu je reakce 2 monoklonalnich protilatek proti lidske alfa-
amylaze

Test je zalozen na mnozstvi tohoto enzymu, nikoli na jeho aktivité

Nedochazi ke kfizovym reakcim s jinymi télnimi tekutinami ani bakterialni Ci
houbovou alfa-amylazou



RSID Color Code

- specific labelling on each cassette
- 1SO compliance

Human specific Human specific Human specific no cross recations
no cross reactions  Confirmatory Confirmatory with other human
no cross reactions  no cross reactions  body fluids




MOC (specificky prukaz)

« Chromatograficky - stanoveni 3 hlavnich slozek moci (mocCoviny,kreatininu a
kyseliny hippurové)

* Imunochromatograficky (RSID-urine test) — stanoveni THP (Tamm-Horsfall
glycoprotein) — jde o glykoprotein produkovany v ledvinach — test
nevykazuje kfizove reakce s jinymi télnimi tekutinami ani s moci zvirat



Stolice

* Prukaz sterkobilinu roztokem sublimatu,
po jehoz pridani nastane cihlove Cerveneé
zbarveni skvrny

o Sterkobilin mozno detekovat tez
chromatograficky



Plodova voda

* Mikroskopicky — bunky syrového mazu,
mekoniova teliska, lanugove vlasky

(mikroskopicky obraz je vétSinou malo prukazny)

* Prukaz placentarni alkalifosfatazy

(Placentarni alkalifosfataza je termostabilni, prokazujeme ji po
inhibici termolabilni alkalifosfatazy, za pouziti kupf. alfa-naftylfosfatu
a diazoniove soli Fast blue B)



Skupinove vlastnosti A,B,H v
sekretech - vyluCovatelstvi

* \yluCovatel (sekretor) ma ve svych sekretech (sliny, pot,
sperma, apod.) obsazeny A,B,H — substance ve forme
glykopeptidu

« V populaci je cca 80 % vyluCovatelu

« Stanoveni skupinovych vlastnosti systemu ABO v
sekretech muze mit zasadni vyznam pfi dokazovani
zavaznych trestnych Cinu



