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SOUHRN
Cílem této práce je informovat o zpÛsobu zpracování neobvyklého forenzního biologického materiálu pfiedloÏeného k pfiípadu znásil-
nûní. V rámci pfiípadu byl analyzován preparát pfiipraven˘ nátûrem vzorku po‰evního v˘tûru a obarven˘ smûsí hematoxylin-eozin. Po
odstranûní krycího sklíãka se pomocí kapiláry mikromanipulátoru nepodafiilo zajistit spermatické buÀky a tyto se navíc vlivem mecha-
nického namáhání zaãaly rozpadávat. Za hlavní pfiíãinu selhání pfii disekci bunûk povaÏujeme pokroãilou lyzi bunûk. S ohledem na ne-
gativní v˘sledky autofii doporuãují nápravná a preventivní opatfiení, jeÏ zv˘‰í ‰ance na pozitivní identifikaci v obdobn˘ch sexuálnû ori-
entovan˘ch pfiípadech. 
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Separation of Sperm by Micromanipulator from Unusual Forensic Sample – case report

SUMMARY
The aim of this study is to provide an information about the method of processing of unusual forensic sample that was submitted for the
sexual assault case. We analyzed microscopic sample of vaginal swab stained using the hematoxylin-eosin mixture. After removing the
covering glass we failed to collect the sperm cells to the micromanipulator capillary. The cells even started, due to the mechanical stress,
to fall apart. We think that the main reason of the microdissection failure is the advanced cell lysis. Due to the negative results of the
DNA analysis we defined a set of preventive and corrective actions that would (in case of application) increase the chance of positive
identification in similar sexual assault cases. 
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Diferenciální izolace DNA slouÏí k oddûlení frakce Ïensk˘ch epi-
telií a muÏsk˘ch spermií u vzorkÛ po‰evních v˘tûrÛ u pfiípadÛ zná-
silnûní. Princip této metody (1) spoãívá v tom, Ïe spermie mají tuÏ-
‰í membránu neÏ epiteliální buÀky a proto je moÏné provádût po-
stupnou lyzaci bunûãn˘ch frakcí. Alternativou k diferenciální ex-
trakci je laserová mikrodisekce (2), pfii které se z mikroskopického
preparátu laserem vyfiezávají pouze spermie.

Obû tyto metody jsou neúãinné v pfiípadech, kdy násilník v mi-
nulosti podstoupil vasektomii, nebo kdyÏ je násilník azoospermik
(v seminální tekutinû nejsou pfiítomné spermie). Snaha o oddûlení
muÏské a Ïenské frakce je dána skuteãností, Ïe v pfiípadû anal˘zy
DNA ze smí‰eného biologického vzorku získáme ve vût‰inû pfiípa-
dÛ smí‰en˘ DNA profil a tento má niÏ‰í identifikaãní hodnotu. Po-
kud jsou spermie degradované z dÛvodu del‰ího postkoitálního
intervalu, tak je metoda diferenciální extrakce DNA neúãinná a na-
opak mÛÏe dojít ke ztrátû ãásti izolované DNA.

NÁLEZ

Zemfielá Ïena byla v mrazivém zimním období nalezena, jak
leÏí obleãená na matraci blízko svého obydlí. Okolnosti nálezu na-
znaãovaly umrznutí v souvislosti s poÏitím nadmûrného mnoÏství
alkoholu bez jakéhokoli násilí. Základní ohledání tûla bylo prove-
deno na Soudnû-lékafiském a patologicko-anatomickém pracovi‰-
ti ÚDZS Pre‰ov. Vy‰etfiením krve a moãe odebrané pfii pitvû byly
metodou plynové chromatografie a Widmarkovou zkou‰kou zji‰tû-
ny v krvi koncentrace 3,05 promile, v moãi 4,21 promile, coÏ jsou
koncentrace, jeÏ lze ze soudnû-lékafiského hlediska hodnotiti jako
akutní otravu etylalkoholem. Jako pfiíãina úmrtí bylo uvedeno se-
lhání srdeãní a d˘chací ãinnosti v dÛsledku podchlazení organiz-
mu a akutní otravû etylalkoholem. Z poranûní byly zji‰tûny jen koÏ-
ní odfieniny, koÏní ‰krábance a krevní podlitiny. V rámci násled-
ného vy‰etfiování vyplynula moÏnost znásilnûní po‰kozené pfied
smrtí. Z dÛvodu ovûfiení této hypotézy bylo 1 den po první pitvû
provedeno následné ohledání tûla a na vatové tampony byly za-
ji‰tûny po‰evní v˘tûry a zároveÀ provedeny nátûry zaji‰tûného bi-
ologického materiálu na sklíãko. Nûkolik spermií bylo detekováno
pouze v obarven˘ch mikroskopick˘ch preparátech.

Ke genetickému zkoumání v rámci pfiípadu sexuálnû orientova-
ného násilného trestného ãinu byly na Kriminalistickému a exper-
tiznímu ústavu PZ Ko‰ice pfiedloÏeny odûvní souãástky po‰kozené,
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jakoÏto i nespotfiebované po‰evní v˘tûry a mikroskopick˘ preparát
s detekovan˘mi hlaviãkami spermií. PrÛkaz pfiítomnosti spermatu na
pfiedloÏen˘ch stopách a vzorcích se provádûl pomocí orientaãního
fosfatázového testu (Phosphatestmo KM, Macherey-Nagel) a speci-
fického testu na pfiítomnost prostatického specifického antigenu (PSA
Semiquant, SERATEC, Nûmecko). Oba testy byly negativní. I pfies ne-
gativní prÛkaz spermatu byla z po‰evních v˘tûrÛ metodou diferenci-
ální l˘ze provedena izolace DNA. Tato DNA byla následnû amplifi-
kována pomocí amplifikaãních souprav AmpF@STR® NGM™ PCR
Amplification Kit a AmpFLSTR® Yfiler® PCR Amplification Kit (Life
Technologies, USA), pfiiãemÏ pozdûj‰í jmenovaná amplifikaãní sou-
prava amplifikuje pouze STR (short tandem repeat = krátké tande-
mové repetice) lokusy umístûné na muÏském Y-chromozómu. Gene-
tickou anal˘zou DNA izolované z po‰evních v˘tûrÛ se nepodafiilo
prokázat pfiítomnost muÏského biologického materiálu.

MATERIÁL A METODIKA

Mikroskopická sklíãka s pozitivním nálezem spermií byla bar-
vena smûsí hematoxylin-eozin. Za úãelem otestování metody izo-
lace DNA z takto o‰etfien˘ch vzorkÛ biologického materiálu byly
pfiipraveny nátûry referenãního vzorku spermatu na sklíãko a tyto
byly obarveny stejnû jako v˘‰e definovan˘ forenzní vzorek. Tyto
kontrolní vzorky byly zpracovány 3 rÛzn˘mi metodami izolace
DNA: izolace v 5% suspenzi chelataãního ãinidla (Chelex-100, Bio-
Rad, USA) s pfiidan˘m DTT a proteinázou K (3); organická fenol-

chloroformová izolace z lyzaãního pufru obsahujícího proteinázu
K a DTT; izolace pomocí komerãní soupravy ARCTURUS® PicoPu-
re® DNA Extraction Kit (Life Technologies, USA). Z hlediska kvali-
ty finálních DNA profilÛ se jako nejvhodnûj‰í ukázaly izolace po-
mocí soupravy PicoPure a dále izolace suspenzí Chelexu, ale jeli-
koÏ pfii nátûrech spermatu na sklíãko pfii pfiípravû referenãních vzor-
kÛ nebylo moÏné dosáhnout aplikace stejného mnoÏství spermií,
tak není toto porovnání zcela objektivní. V kaÏdém pfiípadû byla
ovûfiena pouÏitelnost v‰ech testovan˘ch metod izolace pro vzorky
barvené smûsí hematoxylin-eozin.

Za úãelem odejmutí krycího sklíãka z forenzního vzorku byla
na vzorek neúspû‰nû aplikována teplota 60-70 °C po dobu 2 ho-
din. Odejmutí krycího sklíãka bylo moÏné aÏ po zv˘‰ení teploty
na 80-85 ˚C, pfiidání xylenu a inkubaci po dobu 2 hodin.

Mikroskopick˘ preparát s odejmut˘m krycím sklíãkem byl zkou-
mán v mikroskopu Leica DMI6000B a pokus o vyjmutí spermatic-
k˘ch bunûk byl proveden pomocí mikromanipulátoru TransferMan
NK2 s kapilárou TransferTip (ICSI) (Eppendorf AG, Nûmecko). Pfii
mikroskopickém pozorování byla na hlaviãkách spermií pfii porov-
nání s referenãním vzorkem zfietelné známky l˘ze (viz obr. ã.1).
Manipulace se vzorkem v mikromanipulátoru probíhala v xyleno-
vém médiu, ale bohuÏel se nepodafiilo buÀky natáhnout do kapi-
láry. Po opakovan˘ch pokusech se navíc buÀky zaãaly rozpadá-
vat na men‰í kousky (viz obr. ã.2).

V¯SLEDKY A DISKUZE

Genetická identifikace donora spermií nalezen˘ch v mikrosko-
pickém preparátu z po‰evním v˘tûru byla neúspû‰ná z dÛvodu se-
lhání pfii mikromanipulaci. Za hlavní pfiíãinu je moÏné urãit degra-
daci zkoumaného biologického materiálu. S ohledem na závaÏnost
pfiípadu, kde díky negativní DNA identifikaci nebylo moÏné pfií-
mo urãit donora biologického materiálu v po‰evním v˘tûru po‰ko-
zené, byla provedena dÛkladná anal˘za pouÏit˘ch postupÛ a by-
la navrÏena následující nápravná a preventivní opatfiení, jeÏ po-
vedou ke zv˘‰ení pravdûpodobnosti získání pozitivních v˘sledkÛ
DNA identifikace v obdobn˘ch pfiípadech:

1) Zaji‰tûní po‰evních v˘tûrÛ
Po‰evní v˘tûry by mûly b˘t standardnû zaji‰Èovány u v‰ech pfiípa-

dÛ, kde nelze vylouãit cizí zavinûní ãi znásilnûní. Zaji‰tûní po‰evní-
ho (popfiípadû rektálního) v˘tûru by mûlo b˘t provedeno jako bez-
odkladn˘ úkon, jelikoÏ degradace biologického materiálu se zvy‰u-
je s prodluÏujícím se ãasov˘m intervalem a z dÛvodu degradace ná-
slednû klesá pravdûpodobnost úspû‰né genetické identifikace.
2) Odbûrové tampony

Souãasná forenznû-genetická praxe poÏaduje, aby byly vzorky
biologického materiálu zaji‰Èovány v˘hradnû na takové pfiípravky
(v tomto pfiípadû tampony), které jsou certifikovány pro forenzní
pouÏití (4). Konkrétnû je nutné, aby na pfiípravcích nebyla pfiítom-
na lidská DNA, DNázy (enzymy degradující DNA) a inhibitory po-
lymerázové fietûzcové reakce (PCR) reakce. Dal‰ím v˘znamn˘m fak-
torem ovlivÀujícím úspû‰nost genetické anal˘zy je typ materiálu
pouÏit˘ pfii v˘robû tamponu. S ohledem na v˘tûÏek DNA jsou mno-
hem vhodnûj‰í tampony s nylonov˘mi vlákny vyrobené technologií
nastfielovan˘ch nylonov˘ch vláken („flocked swab“) (5). 
3) Stabilizace vzorkÛ zaji‰tûn˘ch na tampon

Ve vlhkém prostfiedí dochází pfii normální teplotû okolí pÛsobe-
ním mikroorganizmÛ k velmi rychlé degradaci biologického mate-
riálu zaji‰tûného na tampon (4). Stabilizace vzorku je moÏné do-
sáhnout a) umístûním do prody‰ného obalu; b) chlazením; c) pou-
Ïitím odbûrové soupravy s desikantem; d) pouÏitím stabilizaãních
agens, jeÏ ochrání integritu DNA v buÀkách i pfii uloÏení vzorku
v bûÏné teplotû (6). 
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Obr. 1. Proces separace spermie z preparátu. Barveno hemato-
xylinem eozinem (zvût‰ení 400x).

Obr. 2. Rozpad buÀky z dÛvodu mechanického namáhání pfii pro-
cesu separace spermie z preparátu. Barveno hematoxylinem eo-
zinem (zvût‰ení 400x).



4) ZpÛsob barvení vzorkÛ
Barvení vzorkÛ smûsí hematoxylin-eozin není s ohledem na de-

gradaci DNA vhodnou metodou. Namísto klasick˘ch metod bar-
vení pro svûtelnou mikroskopii by bylo s ohledem na následné ge-
netické zkoumání lep‰í aplikovat barvení fluorescenãními barviãka-
mi, napfiíklad pomocí komerãní soupravy Sperm HY-LITERTM (7).
Pro kaÏdou zvaÏovanou barviãku je nutné provést validaãní studii
provûfiující inhibiãní efekt na PCR.

5) Mikrodisekce
Ve vûdecké literatufie je pro izolaci jednotliv˘ch bunûk z mikro-

skopick˘ch preparátÛ a následnou genetickou vût‰inou doporuão-
vána laserová mikrodisekce (8-10), ale zde navrÏená metoda pou-
Ïití mikromanipulátoru a kapiláry je levnûj‰í a dostupnûj‰í alter-
nativou k této metodû. PouÏitelnost této metody byla v rámci této
studie otestována na referenãním vzorku spermatu.
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