https://doi.org/10.34836 /pk.2021.314.1

Z PRAKTYKI

Wewnetrzna walidacja RapidHIT™ 200 — systemu
zautomatyzowanej identyfikacji cztowieka na podstawie

analizy DNA

mgr Anna Bragoszewska'', dr Ewa Kartasinska', mgr Pawel Wierzchowski?,

mgr Jakub Mondzelewski'

! Centralne Laboratorium Kryminalistyczne Policji

? Laboratorium Kryminalistyczne Komendy Gléwnej Policji w Katowicach
" autor korespondencyjny: anna.bragoszewska@policja.gov.pl

Streszczenie

RapidHIT™ 200 firmy IntegenX® (Thermo Fisher Scientific) to zintegrowany system stuzgcy do szybkiej iden-
tyfikacji osobniczej na podstawie analizy STR, zapewniajacy szereg korzy$ci w poréwnaniu z klasycznymi
metodami profilowania DNA pod wzgledem automatyzaciji, szybkosci analizy i mobilnosci. Niemniej przed
wdrozeniem technologii rapid DNA do rutynowych aplikacji kryminalistycznych, zaréwno proces badawczy,
jak i wyniki musza zostac¢ rygorystycznie sprawdzone pod wzgledem niezawodnoéci, wydajnosci i kompaty-
bilnosci z danymi uzyskanymi w oparciu o analizy wykonywane z wykorzystaniem technologii elektroforezy
kapilarnej, poprzez przeprowadzenie wewnetrznego procesu walidacji. Poniewaz w obrebie naszych zainte-
resowan byta przede wszystkim zdolno$¢ urzadzenia RapidHIT™ 200 do efektywnego oznaczania profili DNA
z probek zabezpieczanych na miejscach zdarzen kryminalnych i pozyskiwanie tych danych do bazy CODIS
(ang. Combined DNA Index System), przeprowadzone badania ewaluacyjne skupity sig gtéwnie na tego typu
probkach. Wyniki przeprowdzonych badan pokazujg, iz RapidHIT™ 200 moze by¢ uzytecznym narzedziem

uzupetniajgcym konwecjonalne metody identyfikacyjne stosowane w genetyce sgdowe;j.
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Wstep

Identyfikacyjne badania genetyczne na podstawie
markerow STR (ang. short tandem repeat) obejmu-
ja ciag nastepujacych po sobie kilku etapéw badaw-
czych, w postaci: izolacji DNA z prébki biologicznej,
oceny ilosciowej wyizolowanego DNA, amplifikacji
okreslonych markerow STR poprzez reakcje tancu-
chowg polimerazy (ang. polymerase chain reaction —
PCR), rozdziatu elektroforetycznego produktéw PCR
oraz analizy uzyskanych profili DNA (Butler i in., 2004).
Z uwagi na wieloetapowo$¢ tego badania, pomiedzy
pobraniem prébki biologicznej a interpretacjg wyni-
kow, wystepuje istotny odstep czasowy. Ponadto tra-
dycyjne genotypowanie odbywa sie w kontrolowanym
Srodowisku laboratoryjnym, gdzie aparatura oraz po-
szczegOlne etapy badawcze powinny by¢ rozdzielone.
Te niedogodnosci procesu profilowania DNA limitujg
szybkie przetwarzanie wynikbw oraz nie pozwalajg
na przeprowadzanie badan bezposrednio na miejscu
przestepstwa.

Aktywny rozwdj technologii w celu potgczenia po-
wyzszych etapdéw badawczych zaowocowat w ostat-
nich latach opracowaniem aparatury i zestawéw od-
czynnikow w tzw. technologii rapid DNA. Rapid DNA

jest terminem zaczerpnietym z jezyka angielskiego,
uzywanym do opisania w petni zautomatyzowanego,
szybkiego procesu badania DNA (Gangano i in., 2013;
Tan i in., 2013; Morgan i in., 2019; Kartasinska i in.,
2020). Jednym sposrdd pionierskich urzgdzen pracu-
jacych w technologii rapid DNA jest RapidHIT™ 200
Human Identification System (IntegenX® przez Ther-
mo Fisher Scientific). Jest to zautomatyzowana platfor-
ma mobilna, w ktérej zintegrowane sg wszystkie etapy
analizy STR, a profile DNA generowane sg z probek
biologicznych w okoto 90 minut (Hennessy i in., 2013;
Verheij i in., 2013; Holland, Wendt, 2015; Jovanovich
i in., 2015). Do pracy z urzgdzeniem wykorzystywa-
ne sg dwa kartridze z tgcznie oSmioma studzienka-
mi przeznaczonymi do genotypowania. Kartridze sg
uruchamiane jednoczesénie i pozwalajg na analize od
jednej do siedmiu prébek, przy czym pozostata jedna
studzienka jest zarezerwowana na drabine alleli STR.
Kazde podtoze ze Sladem lub probke pobrang ze Sladu
umieszcza sie bezposrednio w niezaleznej studzien-
ce kartridza, gdzie przechodzi przez jego poszczegol-
ne kanaty w celu amplifikacji z uzyciem odczynnikow
GlobalFiler® Express lub AmpFLSTR™ NGM SElect™
Express. Oddzielny modut w aparacie zawierajgcy
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elementy systemu do elektroforezy kapilarnej i detekc;ji
rozdziela fragmenty i zbiera surowe dane. Proces ten
jest w petni zautomatyzowany, a uzytkownik jest zobo-
wigzany tylko do umieszczenia w urzgdzeniu kartridzy
z prébkami oraz gotowych wktadéw z odczynnikami.

Uzyskane dane sg wstepnie przetwarzane przez
integralne z RapidHIT™ 200 oprogramowanie anali-
tyczne, ktére umozliwia interpretacje profili DNA bez
ingerencji uzytkownika. Jednak to ,oprogramowanie
poktadowe” dostarcza minimum informacji na ekranie
urzadzenia. Pliki zawierajgce dane mozna nastepnie
eksportowac¢ z urzgdzenia w celu dalszej analizy i in-
terpretacji profili DNA przez wykwalifikowany personel
z wykorzystaniem oprogramowania GeneMarker®
HID (Alshehhi, Roy, 2015).

Profile z urzgdzenia mogg by¢ rowniez przeglada-
ne w aplikacji RapidLINK™ spetniajacej funkcje bazy
danych w zakresie gromadzenia oznaczonych przez
urzadzenie profili DNA, ich wzajemnego przeszukiwa-
nia oraz raportowania wynikow zgodnosci danych. Ist-
nieje takze mozliwo$¢ zaimportowania do RapidLINK™
profili DNA w postaci plikéw CMF generowanych przez
system CODIS. Dodatkowo z wykorzystaniem wspot-
pracujgcej z RapidLINK™ aplikacji GeneMarker® HID
mozliwe jest tworzenie plikbw importu profili DNA do
systemu CODIS. Zaimportowane do systemu CODIS
profile DNA moga by¢ poddawane przeszukaniu w kra-
jowych i zagranicznych zbiorach danych DNA.

Niniejsze opracowanie prezentuje wyniki we-
wnetrznej walidacji urzgdzenia RapidHIT™ 200. Testy
walidacyjne obejmowaty miedzy innymi badanie do-
ktadnosci metody oraz czutosci wobec réznych ilosci
materiatu biologicznego, a takze badanie ewentual-
nego zanieczyszczenia krzyzowego. Ocenie poddano
rowniez efektywnos¢ urzgdzenia w oznaczaniu profili
DNA z probek czesto zabezpieczanych w sprawach
kryminalnych. Ponadto w badaniach walidacyjnych
uwzgledniono ocene zgodnosci wynikow oraz poréw-
nanie jakosci profili DNA oznaczonych na urzgdzeniu
RapidHIT™ 200 z profilami oznaczonymi tradycyjng
metodg genotypowania STR.

MATERIALY

Wymazy ze $luzéwki jamy ustnej pobierano w dwéch
kompletach na bawetniane wymazoéwki (Hagmed).
Prébki krwi nierozcienczonej oraz krwi rozcienczonej
nanoszono na wymazéwki 4N6 FLOQSwabs® Crime
Scene (Copan Diagnostics). Wszystkie wymazowki
pozostawiano do catkowitego wyschniecia przed ba-
daniem w temperaturze pokojowej. Prébki krwi obwo-
dowej pobierane byty do probéwek Vacutest® zawiera-
jacych EDTA (Kima SAS Di Chiarin Renzo & C).

METODY

Metoda genotypowania systemem RapidHIT™ 200
i analiza danych

Prébki profilowano genetycznie z wykorzystaniem
urzgdzenia RapidHIT™ 200 DNA Human Identification

System, o numerze seryjnym RH200-0044, wspotpra-
cujgcym z oprogramowaniem GeneMarker® HID Auto
v. 2.7.3 (SoftGenetics® dla IntegenX) wraz z zesta-
wem 7-prébkowych kardridzy GlobalFiler® Express
(Thermo Fisher Scientific) amplifikujgcym 24 markery
STR. Proces genotypowania prébek z wykorzystaniem
RapidHIT™ 200 przeprowadzono zgodnie z instrukcja-
mi producenta z wykorzystaniem protokotu ,Run Other
Samples”, z wyjgtkiem wymazéw ze Sluzéwki policzka,
dla ktérych wybierano protokét ,Run Buccal”. Proto-
ko6t ,Run Other Samples” posiada o dwa cykle PCR
wiecej niz protokét ,Run Buccal” w celu zwiekszenia
wydajnosci genotypowania $ladéw biologicznych
zawierajgcych czesto mniejszg ilo$¢ matrycowego
DNA niz w przypadku probek pobranych ze $luzéwki
policzka (Thong i in., 2015). Analize danych przepro-
wadzono przy uzyciu oprogramowania GeneMarker®
HID v. 2.9.5 (SoftGenetics® dla IntegenX). Do analizy
statystycznej otrzymanych wynikéw, w tym predykciji
prawdopodobienstwa wystapienia zjawiska typu ,dro-
pout”, wykorzystano program STR-validator ver. 2.2.0
(RStudio package ver. 3.6.0). Wyznaczajgc prég anali-
tyczny (ang. analytical treshold — AT), obserwacji pod-
dano linie bazowg w prébkach kontroli negatywnych,
indywidualnie dla poszczegélnych barwnikéw fluore-
scencyjnych. We wszystkich analizowanych kolorach
dato sie zauwazy¢ piki typu pull-up, ktére mozna byto
przypisa¢ wysokiemu sygnatowi wewnetrznego stan-
dardu wielkosci przy braku obecnosci konkurujgcych
amplikonéw STR. Po manualnej analizie, piki te zosta-
ty usuniete i nie byty uwzgledniane przy obliczeniach.
Na podstawie granicy wykrywalnoéci (ang. limit of
quantitation — LOQ) wyrazonej jako Srednia wielko$¢
szumu tta powiekszona o warto$¢ dziesieciu odchylen
standardowych, okreslono minimalny prég analitycz-
ny pozwalajacy na odroznienie piku allela od szumu
linii bazowej (Gilder i in., 2007). W ten sposéb okre-
$lono progi: 23 RFU dla 6-FAM™, 28 RFU dla VIC™,
33 RFU dla NED™, 28 RFU dla TAZ™ i 44 RFU dla
SID™. Prég analityczny zostat konserwatywnie przyje-
ty na wspolnym dla wszystkich barwnikéw poziomie 50
RFU i wykorzystany przy analizie wynikow w kolejnych
doswiadczeniach walidacyjnych.

Klasyczne metody genotypowania i analiza danych
W celu poréwnania wynikéw wygenerowanych z wy-
korzystaniem systemu RapidHIT™ 200, prébki bada-
no przy uzyciu klasycznych metod profilowania STR,
obejmujgcych izolacje systemem AutoMate Express™
i zestawem odczynnikobw PrepFiler Express™ Forensic
DNA Extraction Kit (Applied Biosystems), uzysku-
jac 50 pl ekstraktu. Zawartos¢ DNA w kazdej prébce
oznaczono ilosciowo w dwoch powtdrzeniach przy
uzyciu zestawu Plexor® HY System (Promega).
Amplifikacje przeprowadzono przy uzyciu zestawu
GlobalFiler® PCR Amplification Kit (Thermo Fisher
Scientific), a rozdziat elektroforetyczny przeprowadzo-
no na analizatorze genetycznym ABI PRISM® 3130xl
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(Applied Biosystems). Analize profili DNA przeprowa-
dzono przy uzyciu GeneMapper® ID-X v1.4 (Applied
Biosystems), stosujgc prég analityczny na poziomie
50 RFU.

Badanie czutosci i efektu stochastycznego
Czutoé¢ metody oceniono poprzez genotypowanie
prébek krwi obwodowej w rozcienczeniach odpowia-
dajacych ilosciom: 0,5 pl, 0,25 pl, 0,125 pl krwi w préb-
ce oraz probek krwi nierozcienczonej w ilosci: 6 pl, 5 p,
4 pl, 2 pli 1 pl. Badanie przeprowadzono w kilku po-
wtérzeniach, wedtug schematu zawartego w tabeli 1.

Tab. 1. Schemat przeprowadzonych rozcienczen probek
krwi w badaniu czuto$ci metody

L2 . Liczba Liczba
llosé krwi p p - .
w prébee [pl] powtorzen powtorzen
dla probki A dla probki B
6 2 -
5 3 2
4 3 8
2 8 2
1 8 2
0,5 3 2
0,25 2 2
0,125 2 2

Probki krwi zostaty pobrane od dwoch osob (prébki
A'i B), a odpowiednie ich ilosci naniesione na waciki
wymazéwek i pozostawione przez noc do catkowite-
go wyschniecia. Aby okresli¢ rednig ilo$¢ wejsciowe-
go DNA w kazdej z badanych objetosci krwi, podob-
ny zestaw probek ekstrahowano tradycyjng metodg
z wykorzystaniem zestawu PrepFiler™ Forensic DNA
Extraction Kit, a ilo§¢ DNA oznaczono w trzech powto-
rzeniach za pomocg zestawu Plexor® HY (Promega)
w aparacie Applied Biosystems™ 7500 Real-Time
PCR zgodnie z protokotami producenta. Powyzsze

rozcienczenia postuzyly do okreslenia najmniejszej ilo-
8ci krwi wystarczajgcej do oznaczenia petnego profilu
DNA na urzadzeniu RapidHIT™ 200, a takze oceny
efektu stochastycznego wynikajgcego z niskiej ilosci
matrycowego DNA w reakcji PCR. Obserwacji pod-
dano liczbe zjawisk typu ,dropout” w oznaczonych
profilach oraz okreslono $rednig wysokosé pikow dla
kazdego locus. Stosunek wysokosci pikéw alleli sio-
strzanych w ukladach heterozygotycznych, tzw. ba-
lans heterozygotyczny (ang. peak height ratio — PHR),
obliczono, dzielgc wysokos¢ nizszego piku przez wy-
soko$¢ piku wyzszego.

Oznaczenie sktadnikéw mieszanin DNA

Badanie mieszanin materiatu biologicznego przepro-
wadzono w celu sprawdzenia, czy oprogramowanie
analityczne GeneMarker® integralne z urzgdzeniem
RapidHIT™ 200 prawidlowo oznaczy probke, ktéra
jest mieszaning materiatu genetycznego. Mieszani-
ne dwdch prébek krwi od mezczyzny i kobiety bada-
no w stosunkach: 1:1, 1:2, 1:4 i 1:8, utrzymujac dla
wszystkich mieszanin catkowitg ilos¢ krwi na sta-
tym poziomie 5 pl. Kazda z mieszanin byta badana
w trzech powtérzeniach.

Badanie precyzji metody oraz test krzyzowej
kontaminacji

Badanie precyzji metody przeprowadzono poprzez
11-krotne profilowanie genetyczne prébki krwi (po
50 pl) od jednej osoby w trzech odrebnych cyklach
badawczych oraz analize 10 drabin allelicznych ozna-
czonych w odrebnych cyklach pracy urzgdzenia. Jako
kryterium akceptacji precyzji przyjeto wartosé odchyle-
nia standardowego dlugosci kazdego z alleli, ktora nie
powinna przekroczy¢ 0,5 bp (ENFSI, 2010; SWGDAM,
2016). Aby dodatkowo oceni¢ mozliwo$¢ potencjalne-
go zanieczyszczenia krzyzowego pomiedzy kanatami
kardridza oraz kolejnymi cyklami pracy urzgdzenia,
probki krwi ustawiano naprzemiennie, rozdzielajgc
probami kontroli negatywnej, wedtug schematu przed-
stawionego w tabeli 2.

Tab. 2. Sposéb ustawienia prébek dla testu krzyzowej kontaminacji przeprowadzonego na RapidHIT™ 200

RUN dotek 1 dotek 2 dotek 3 dotek 4 dotek 5 dotek 6 dotek 7 dotek 8
1 50 pl Slepa 50 pl Slepa 50 pl drabina 50 pl Slepa
krwi préba krwi préba krwi alleli krwi préba
5 Slepa 50 pl Slepa 50 pl Slepa drabina Slepa 50 pl
préba krwi préba krwi préba alleli préba krwi
3 50 pl Slepa 50 pl Slepa 50 pl drabina 50 pl Slepa
krwi préba krwi préba krwi alleli krwi préba
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Test efektywnosci i badanie zgodnosci profili DNA
Do oceny efektywnosci oznaczania profili DNA z rézne-
go rodzaju prébek biologicznych wykorzystano krew,
sperme, $line, wtosy, gumy do zucia, niedopatki papie-
ros6w, wymazy z szyjek butelek po wodzie, znaczki
pocztowe, wymazy z telefonéw komérkowych, wyma-
zy z broni palnej bedacej wtasnoscig funkcjonariuszy
Policji (stanowigcych personel laboratoryjny) i wymazy
z wnetrza uzywanych rekawiczek. Przygotowano po
5 prébek z kazdego typu materiatu w taki sposéb, aby
kazdy rodzaj $ladu pochodzit od jednej osoby. Trzy
probki z kazdego zestawu zostaly zbadane z wykorzy-
staniem RapidHIT™ 200, a dwie prébki, dla poréwna-
nia, badano réwnolegle wedtug klasycznego protoko-
lu, okreslajgc procent oznaczonych alleli dla kazdego
typu materiatu. Zzute i wysuszone gumy umieszcza-
no w studzienkach kartridzy w catosci. Bibutki z nie-
dopatkdéw papieroséw i znaczki pocztowe o wymia-
rach 3 cm x 2 cm (uprzednio poslinione i wysuszone)
pocieto na fragmenty o wielkosci 0,5 cm x 0,5 cm,
naktuto na sterylne igly i umieszczono w komarach
kartridzy. Do badan wedtug klasycznego protokotu
pobierano fragmenty niedopatkéw papieroséw i znacz-
koéw pocztowych o wymiarach 1 cm x 1 cm. Gume do
zucia podzielono na pét, badajgc odzielnie obie poto-
wy. Wymazy z catej powierzchni telefonéw komérko-
wych, broni palnej, wnetrza rekawiczek oraz z szyjek
butelek po wodzie pobrano na zwilzone wymazowki,
pozostawiajgc je do catkowitego wyschniecia przed
badaniem w temperaturze pokojowej. Aby dodatkowo
oceni¢ zgodnos$¢ oznaczonych genotypdéw, 34 wyma-
zy ze $luzéwki policzka profilowano réwnolegle z wy-
korzystaniem urzgdzenia RapidHIT™ 200 oraz wedtug
klasycznego protokotu.

Poziom pikéw typu ,stutter”

Kompletne, dobrej jakosci profile DNA, oznaczone
z materiatu biologicznego w ramach badania zgodno-
Sci i efektywnosci metody, wykorzystano do obliczenia
stosunku wysokosci pikow typu ,stutter” do wysokosci
pikbw macierzystych alleli w kazdym uktadzie walido-
wanego systemu. W celu wykrycia sity sygnatu w po-
zycjach ,stutter”, w programie GeneMarker® prég AT
ustawiono na poziomie 50 RFU, a filtry pikow typu
~stutter” obnizono do poziomiu 1%. Proporcje pikéw
typu ,stutter w stosunku do pikéw macierzystych al-
leli wyznaczano w kazdym locus badanego systemu,
dzielgc wysoko$¢ piku w pozycji ,stutter” przez wyso-
kos¢ piku wtasciwego allela, a wynik wyrazono w pro-
centach.

WYNIKI

Czutos¢ metody

Badanie czutosci polegato na okres$leniu najmniejszej
ilosci krwi wystarczajgcej do tego, aby uzyskac peten
profil DNA, z warto$ciami RFU alleli powyzej wyzna-
czonego progu analizy. W tabeli 3. przedstawiono

Srednie stezenie DNA w kazdej z badanych objetosci
krwi.

Tab. 3. Wyniki oceny ilosciowej DNA w kazdej z objetosci
krwi badanych w tescie czutosci metody

llo$é krwi Srednie stezenie DNA
() ng/pl
6 7,6
5 7
4 5.5
2 8
1 1,5
0,5 1,2
0,25 0,5
0,125 0,3

Jak przedstawiono na rycinie 1, kompletne profile STR
autosomalnego DNA uzyskano przy ilosci 2 pl, 5 pl
oraz 6 pl krwi w prébce, co odpowiada $rednio 3 ng,
7 ng oraz 7,6 ng DNA w probce. Wsréd szesciu wy-
nikbw profilowania probek o objetosci 4 pl krwi za-
obserwowano jedno zjawisko typu ,dropout”. Nalezy
zaznaczy¢, ze kompletne profile mozna byto jednak
zaobserwowac juz przy 1 pl krwi w prébce (1,5 ng DNA)

Allele and locus dropout

1gsazz-) Dropout
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Ryc. 1. Mapa cieplna przedstawiajgca liczbe zjawisk typu

"allel dropout" oraz "locus dropout" w profilach oznaczo-

nych z prébek krwi badanej w objetosciach od 6 pl do

0,125 pl. Probki genotypowano z wykorzystaniem Rapid-

HIT™200 w systemie GlobalFiler™ Express. Kazda kolumna

reprezentuje wynik dla jednej probki. Wiersze reprezentujg
wyniki dla danego locus
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Ryc. 2. Kompletny profil STR oznaczony w systemie GlobalFiler™ Express z 1 pl krwi w prébce z wykorzystaniem
RapidHIT™ 200
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Ryc. 3. Wykres przedstawiajgcy stosunek wysokosci pikéw alleli siostrzanych w kazdym locus heterozygotycznym wzgledem

ilosci (pl) krwi w prébce, obliczony na podstawie profili DNA oznaczonych z krwi badanej w zakresie od 6 pl do 0,125 pl

w systemie GlobalFiler™ Express na urzgdzeniu RapidHIT ™ 200. PHR jest przedstawiany w procentach. Dane pochodzg
z 279 uktaddw heterozygotycznych. Pozioma niebieska linig oznaczono minimalng akceptowalng warto$¢ PHR

(rycina 2). Dla zakresu 0,5-0,125 pl krwi w prébce ob-
serwowano wzrost liczby nieoznaczonych alleli, tj. am-
plifikowanych ponizej przyjetego progu analizy.

Balans heterozygotyczny

Stosunek wysokosci pikéw alleli siostrzanych w kaz-
dym Jocus heterozygotycznym okreslono na podsta-
wie kompletnych uktadéw heterozygotycznych ozna-
czonych z krwi obwodowej badanej w zakresie od 6 pl

do 0,125 pl i wyznaczono na wykresie wzgledem ilo$ci
(pl) krwi w prébce (rycina 3).

Obliczony stosunek wysokosci pikéw alleli sio-
strzanych w kazdym Jocus heterozygotycznym, kto-
rego warto$¢ wyniosta ponizej 60%, zostat uznany za
istotny wzrost dysproporcji (ENFSI, 2010). Te granicz-
ng wartos§¢ oznaczono na wykresie niebieskg linig,
oddzielajgc w ten sposéb obserwowane loci o alle-
lach zbalansowanych (powyzej linii) od loci o allelach
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Ryc. 4. Balans locus w profilu (Lb) obliczony jako stosunek catkowitej wysokosci pikow alleli w locus do catkowitej wysokosci

pikéw alleli w profilu, wyznaczony wobec $redniej wysokosci pikow alleli w danym /ocus. Dane pochodzg z kompletnych profili

oznaczonych z krwi badanej w zakresie od 6 pl do 1 pl w systemie GlobalFiler® Express na urzadzeniu RapidHIT™ 200.
Uktady DYS391 oraz AMEL zostaly wykluczone z badania

niezbalansowanych (ponizej linii). Uzyskane wyniki
wskazuijg, ze dla zakresu objetosci krwi w probce od 5 do
6 pl wszystkie oznaczone loci wykazywaty zbalanso-
wanie na rekomendowanym poziomie. Przy zawartoSci
4 pul krwi w prébce okoto 12% loci wykazywato stopien
niezbalansowania, 24% loci byto niezbalansowanych
— przy zawartoéci 2 pl krwi w probce. Natomiast przy
zawartosci 0,5 pl krwi w prébce zaobserwowano 39%
loci niezbalansowanych. Powyzsze obserwacje dajg
podstawe do stwierdzenia, ze wraz ze spadkiem ilosci
matrycowego DNA w prébce wzrasta niepewnosé co do
mozliwosci wiarygodnego oznaczenia genotypu, ponie-
waz allele z pary moga by¢ reprezentowane w niezrow-
nowazony sposéb, co wynika ze zjawiska preferencyj-
nej amplifikacji alleli o mniejszej masie czasteczkowe;.
Poziom zbalansowania miedzy markerami,
okreslany réwniez jako balans locus w profilu (ang.
Locus balance — Lb), jest wazng cechg zestawu stuza-
cego do profilowania DNA i jest definiowany dla wszy-
skich loci w zestawie. W doskonale zbalansowanym

zestawie catkowita wysoko$¢ piku w kazdym locus
w pojedynczym profilu DNA powinna byé rowna. Dzie-
ki temu tatwiej jest ujawni¢ i zinterpretowa¢ miedzy
innymi rzadkie allele, ktére wykraczajg poza zakresy
markerow, zjawiska typu ,dropout” czy tez zdegra-
dowany DNA (Hansson i in. 2014). Balans poszcze-
goélnych uktadéw obliczono, dzielac sume wysokosci
pikdbw w locus przez sume wszystkich wysokosci pi-
kéw w danym profilu. Sredni Lb na marker wahat sie
od 0,02 do 0,12 (D8S1179 i THO1). Natomiast opty-
malny Lb dla uktadéw systemu GlobalFiler® Express
powinien oscylowaé¢ wokot wartosci 0,047 (1/21). Na
rycinie 4 przedstawiono Lb wobec $redniej wysokosci
pikbw w danym uktadzie, natomiast na rycinie 5 przed-
stawiono Lb za pomocg wykreséw pudetkowych re-
prezentujgcych poszczegélne uktady. Na wykresach
tych mozna zaobserwowag, iz allele markeréw THO1
i D2251045 amplifikujg sie z wiekszg wydajnoécig
w stosunku do alleli pozostatych loci w profilu, szcze-
golnie w przypadku prébek z niskg zawartoscig DNA.
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Ryc. 5. Wykresy pudetkowe przedstawiajgce rozktady mie-
dzykwartylowe balansu poszczegdinych loci w profilu (Lb),
obliczonego na podstawie kompletnych profili DNA oznaczo-
nych z krwi badanej w zakresie od 6 pl do 1 pl w systemie
GlobalFiler™ Express na urzgdzeniu RapidHIT™ 200

Ocena efektu stochastycznego i prawdopodobien-
stwa wystgpienia zjawiska typu ,,dropout”
Stochastyczna natura PCR nieuchronnie wprowadza
nierbwnowage miedzy dwoma amplifikowanymi al-
lelami loci heterozygotycznych. Skrajnym skutkiem
nierbwnowagi heterozygotycznej (powstalym w wy-
niku tzw. efektu stochastycznego) jest zjawisko typu
»dropout” (Gill i in., 2012). Zjawisko to oznacza brak
jednego (wypadniecie allela) lub obu alleli (wypad-
niecie locus) w jednym lub wiekszej liczbie markeréw
w profilu DNA. Zjawisko typu ,dropout” moze nastgpié
z powodu catkowitego braku lub obecnosci zbyt matej
liczby czgsteczek matrycy DNA w PCR, aby wywota¢
sygnat w urzgdzeniu elektroforezy kapilarnej lub prze-
kroczy¢ ustalony laboratoryjnie prég oznaczalnosci
(LOQ) alleli.

Na rycinie 6 zaznaczono kropkami allele ze zjawi-
skiem typu ,dropout” ich alleli siostrzanych w uktadach
heterozygotycznych. Wysokosci najwyzszych pikow
z zaobserwowanym zjawiskiem typu ,dropout” allela
siostrzanego wynosity: 279 RFU dla barwnika niebie-
skiego (CSF1PO), 302 RFU dla barwnika zielonego
(D18S51), 593 RFU dla barwika zéttego (D2S441),
363 RFU dla barwnika czerwonego (D13S317) oraz
200 RFU dla barwnika fioletowego (D1S1656).

Korzystajgc z wynikébw obserwacji zjawiska typu
»dropout” oraz informacji o wysokosci piku allela
w ukladzie heterozygotycznym pozostatego z pary

58 heterozygous alleles with dropout of the sister allele
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Ryc. 6. Wykres kropkowy obrazujgcy ilos¢ zjawisk typu
wdropout” dla kazdego locus heterozygotycznego, w ktdérym
to zjawisko wystgpito. Kropkg oznaczono wysokosci pikow
alleli heterozygotycznych, dla ktérych zaobserwowano zja-
wisko typu ,dropout” allela siostrzanego. Dane pochodzag
z profili oznaczonych z krwi badanej w zakresie od 6 pl do
0,125 pl w systemie GlobalFiler™ Express na urzadzeniu
RapidHIT™ 200

alleli siostrzanych, modelowano prawdopodobienstwo
zjawiska ,dropout” za pomoca regresji logistycznej (ry-
cina 7). W ten sposdb wyznaczono prog stochastycz-
ny (ang. stochastic threshold — ST), ktéry minimalizuje
mozliwo$¢ btednego uznania heterozygotycznego lo-
cus jako locus homozygotyczne. Przy 1% prawdopo-
dobienstwie zjawiska ,dropout” prég ten wynosi 552
RFU. Konserwatywny prég stochastyczny wyznaczo-
no na poziomie 827 RFU. Powyzej tego progu uzasad-
nione jest zatozenie, ze w danym locus nie nastgpito
wypadniecie allela siostrzanego. Réznica pomiedzy
wyznaczonym progiem analitycznym a stochastycz-
nym polega na tym, iz pik z sygnatem powyzej przyje-
tego AT jest przypisywany allelowi locus STR, zamiast
pikowi pochodzacemu z szumu linii bazowej, podczas
gdy pik z sygnatem powyzej ST w locus STR jest iden-
tyfikowany jako genotyp homozygoty dla tego locus.

Wyniki badania mieszanin DNA

Analiza probek bedgcych mieszaninami krwi od mez-
czyzny i kobiety wykazata, ze probki zostaly poprawnie
oznaczone jako mieszaniny materiatu genetycznego
i jako takie wymagajace dalszej oceny specjalisty. Oba
sktadniki mieszanin DNA zmieszane w stosunku 1:1
zostaty oznaczone w 100% w kazdym /ocus. Mniej-
szosciowy sktadnik o genotypie meskim zostat wykry-
ty we wszystkich pozostatych mieszaninach z 96,7%
oznaczeniem alleli. Rycina 8 ilustruje wyniki badania
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Drop-out probability as a function of present-allele height
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Ryc. 7. Predykcja prawdopodobienstwa wystgpienia zjawiska typu ,dropout” jako funkcji wysokoéci pozostatego w uktadzie

heterozygotycznym allela z pary alleli siostrzanych za pomocg modelu regresji logistycznej. Zacieniowana cze$¢ wykresu na

kolor czerwony oznacza 95% przedziat ufnoéci dla prawdopodobienstwa zjawiska ,dropout”. Obserwacje uktadéw heterozygo-

tycznych bez zjawiska ,dropout” przedstawiono jako punkty przy P = 0, natomiast obserwacje uktadéw heterozygotycznych ze
zjawiskiem ,dropout” alleli siostrzanych przedstawiono jako punkty przy P = 1

mieszanin dwoch probek krwi w stosunku zmieszania
1:1, 1:2, 1:4, 1:8, z allelami sktadnika mniejszo$ciowe-
go oznaczonymi gwiazdka.

Precyzja

Badanie precyzji metody polegato na ocenie zrdzni-
cowania wynikéw przy wielokrotnym oznaczaniu tej
samej probki oraz drabiny allelicznej i objeto ocene
doktadnoéci i niezawodnoéci genotypowania. Bada-
nie przeprowadzono dla 11 powtdrzen genotypowania
probki krwi od jednej osoby o znanym profilu DNA.
W powyzszym doswiadczeniu dla kazdego z alle-
li odchylenie standardowe jego diugosci oznaczonej
na urzadzeniu RapidHIT™ 200 nie przekroczyto reko-
mendowanej wartosci 0,5 bp i miescito sie w zakre-
sie 0,08 do 0,11 bp. Analiza 10 drabin allelicznych
potwierdzita, iz wszystkie oznaczone allele osiggaty
powtarzalnie podobng dtugosé oznaczong w parach
zasad, z rekomendowang dokfadnoscig do 0,5 bp
(rycina 9) oraz miescily sie w przedziale +0,5 bz

w stosunku do dtugosci odpowiedniego allela w drabinie.
Mikrowarianty réznigce sie o jedng pare zasad przy
mniejszych fragmentach (np. D2S441 — 95.6, 96.5 bp)
oraz mikrowarianty réznigce sie o dwie pary zasad przy
wiekszych fragmentach (np. SE33 — 372.6, 374.6 bp)
zostaly wyraznie rozdzielone. Zestaw alleli w drabinie
allelicznej dla wiekszych markeréw, np. SE33 i FGA
nie uwzglednia mikrowariantéw réznigcych sie o jed-
ng pare zasad, co pozostaje standardem przy projek-
towaniu drabiny allelicznej w multipleksowych syste-
mach STR.

Test krzyzowej kontaminaciji

Oddzielenie obszaréw przed amplifikacjg i po ampli-
fikacji w laboratorium genetycznym jest powszechng
i skuteczng metodg zapobiegania kontaminacji. Fakt,
ze urzadzenie RapidHIT™ 200 zawiera wszystkie
etapy procesu badawczego w jednym instrumencie,
oznacza, iz obszary przed i po amplifikaciji istniejg w tej
samej przestrzeni fizycznej. Dlatego przeprowadzono
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Ryc. 8. Zestawienie wynikow badania mieszanin dwéch probek krwi w stosunku zmieszania 1:1, 1:2, 1:4, 1:8 dla loci
wyznakowanych barwnikiem zielonym. Allele mniejszosciowego sktadnika oznaczono gwiazdka

Allele size range for allelic ladders
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Ryc. 9. Wykresy pudetkowe przedstawiajgce rozktady miedzykwartylowe $rednich odchylen dtugosci alleli 10 drabin
allelicznych systemu GlobalFiler™ Express analizowanych na urzgdzeniu RapidHIT™ 200
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Poréwnanie efektywnosci profilowania przy uzyciu RapidHIT™ 200
i tradycyjnej metody
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Ryc. 10. Badanie efektywnosci oznaczania profili DNA z wykorzystaniem r6znych prébek biologicznych analizowanych z wy-
korzystaniem urzgdzenia RapidHIT™ 200 oraz klasycznego protokotu. Dane przedstawiono jako procent oznaczonych alleli

Sredni i maksymalny poziom pikow typu "stutter" (%) dla kazdego locus STR
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Ryc. 11. Sredni i maksymalny poziom pikdw typu ,stutter* (%) w pozycji ,-1¢ oraz w pozycji ,+1“ dia loci STR systemu
GlobalFiler® Express oznaczonych na urzgdzeniu RapidHIT™ 200

testy majgce na celu sprawdzenie, potencjalnych  walidacyjnego dla kontroli ujemnych lub prébki za-

zanieczyszczen w wyniku przeniesienia materia-
lu pomiedzy poszczeg6inymi kanatami kartridzy
w trakcie transferu prébek, jak rowniez pomiedzy
poszczegdblnymi cyklami pracy urzgadzenia. Wyniki
wskazujg, iz w zadnym z pustych kanatéw nie ozna-
czono alleli, a zatem nie stwierdzono wystepowania
kontaminacji. Ponadto w zadnej innej czesci badania

wierajgcej materiat biologiczny nie wystapity oznaki
zanieczyszczenia.

Ocena efektywnosci i zgodnosci oznaczanych
profili DNA

Aby oceni¢ efektywno$¢ oznaczania profili DNA z réz-
nego rodzaju materiatu biologicznego, przetestowano

14
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Stutter ratios
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Ryc. 12. Zakresy frakcji pikéw typu ,stutter” w kazdym locus w stosunku do wysokosci wtasciwego allela dla 46 kompletnych
profili oznaczonych na urzgdzeniu RapidHIT™ 200 w systemie GlobalFiler® Express

zestaw prébek kryminalistycznych rutynowo zabezpie-
czanych na miejscach przestepstw. Jak pokazano na
rycinie 10, dzieki urzgdzeniu RapidHIT™ 200 mozna
analizowa¢ probki kryminalistyczne, ktére zawierajg
co do zasady wieksze ilosci DNA, w postaci wyma-
z6w z krwi, spermy oraz $liny z 100% skutecznoscig.
W profilach wygenerowanych z takiego typu materiatu,
jak: gumy do zucia, niedopatki papieroséw, pojedyn-
cze wyrwane witosy, znaczki pocztowe oraz wymazy
z szyjki butelki, liczba oznaczonych alleli wynosita od-
powiednio: 98%, 87%, 75%, 92% i 87%. Nie uzyskano
profili genetycznych ze sladow kontaktowych w postaci
wymazoéw z telefonéw komoérkowych, wymazéw z bro-
ni palnej oraz wymazéw z wnetrza rekawiczek latek-
sowych, w poréwnaniu do badan wykonanych wedtug
klasycznego protokotu, gdzie w kazdym przypadku
oznaczono petne profile genetyczne.

Profile DNA z prébek kryminalistycznych oraz pro-
file referencyjne oznaczone z wykorzystaniem urzg-
dzenia RapidHIT™ 200 byty zgodne z profilami ozna-
czonymi zestawem GlobalFiler® wedtug klasycznego
protokotu.

Ocena pikéw typu ,,stutter”

Piki typu ,stutter” oceniano na podstawie 46 komplet-
nych profili DNA (markery ptci byly wykluczone z bada-
nia). Na rycinie 11 przedstawiono $redni i maksymalny
procent wysokosci pikdw typu ,stutter” zarébwno w po-
zycji ,-1” jak i w pozycji ,+1” w stosunku do macierzy-
stego allela dla poszczeg6lych uktadéw. Progi pikdw
typu ,stutter” we wszystkich loci badanych z wyko-
rzystaniem RapidHIT™ 200 mieszczg sie w zakresie
wskazanym przez producenta zestawu GlobalFiler®
Express. Najwyzsze wysokos$ci sygnatu typu ,stutter”
zaobserwowano w pozyciji ,-1” w locus D12S391 oraz
SE33. Na rycinie 12 mozna zaobserwowa¢ ogodlny
wzrost wysokosci pikéw typu ,stutter” wraz ze wzro-
stem dtugosci alleli w poszczegodlnych uktadach STR.
Zbalansowanie wysokosci alleli w loci heterozygotycz-
nych wynosito okoto 88% i miescito sie w zakresie od
82% do 93%.

WNIOSKI

RapidHIT™ 200 to mobilne urzadzenie, ktére oferuje
szybkie oznaczanie profili DNA w ciggu dwéch godzin,
przy minimalnej interwencji cztowieka i w miejscu,
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gdzie nie jest dostepne kontrolowane srodowisko la-
boratoryjne. Jak wykazaty doswiadczenia walidacyjne,
urzgdzenie to moze oznacza¢ wysokiej jakosci profile
STR z wymazow ze Sluzéwki policzka oraz z r6znego
typu $ladéw biologicznych zawierajgcych, co do zasa-
dy, wieksze ilosci DNA, takich jak: krew, nasienie czy
Slina. Wyniki badan serii rozcienczen wykazaly, ze do
wygenerowania petnych autosomalnych profili STR
potrzeba 5 pl krwi (okoto 7 ng DNA). Niezrownowazo-
ny stosunek wysokoéci alleli siostrzanych w heterozy-
gotycznych loci, skutkujgcy ostatecznie wypadaniem
alleli, obserwowano tylko w przypadkach, gdy badano
mniejsze objetosci krwi niz podano powyzej. Oznaczo-
ne profile DNA przy uzyciu tradycyjnej metody ekstrak-
cji, kwantyfikacji i amplifikacji w systemie GlobalFiler®
byty w petni zgodne z profilami wygenerowanymi z wy-
korzystaniem urzadzenia RapidHIT™ 200 i protokotow
»-Aun Buccal” i ,Run Other Samples”. Ocena ozna-
czonych profili DNA w badaniu precyzji metody oraz
poziomu pikéw typu ,stutter” potwierdzita mozliwos¢
uzyskania na urzgdzeniu w sposéb odtwarzalny wia-
rygodnych wynikéw genotypowania. Oprogramowanie
analityczne urzgdzenia RapidHIT™ 200 poprawnie
oznaczyto mieszaning DNA w stosunku 1:8, co jest wy-
starczajgce do tego, aby wskaza¢, ze badana prébka
moze mie¢ mieszany profil DNA.

Urzgdzenie RapidHIT™ 200 nie wykazuje jednak
rownowaznej czutosci w pordwnaniu z klasycznym
protokotem w profilowaniu $ladéw z mniejszg zawar-
toécig materiatu genetycznego, takich jak niedopatki
papieroséw, znaczki pocztowe, wyrwane pojedyncze
wiosy. Nizsza czuto$é urzgdzenia wyklucza mozliwosé
analizy $ladow kontaktowych/dotykowych. Nie uzyska-
no profili genetycznych z wymazéw pobranych z catej
powierzchni telefonéw komoérkowych, broni palnej oraz
z wnetrza rekawiczek lateksowych, podczas gdy za
pomoca klasycznego protokotu w kazdym powyzszym
przypadku oznaczono profile genetyczne ze 100%
skutecznoscig.

Biorgc pod uwage wyzej wymienione ograniczenia,
nalezy stwierdzi¢, ze RapidHIT™ 200 moze by¢ uzy-
tecznym narzedziem uzupetniajgcym konwencjonal-
ne metody identyfikacyjne stosowane w akredytowa-
nych laboratoriach genetycznych, niemniej nie moze
ich zastgpi¢. Jednak w sytuacjach, kiedy niezwykle
istotne jest szybkie oznaczenie profili DNA, i np. prze-
szukanie bazy danych DNA celem zidentyfikowania
sprawcy przestepstwa, to urzgdzenie ma przewage
nad konwencjonalnymi metodami. Urzadzenie moze
by¢ obstugiwane przez niewykwalifikowany personel,
po uprzednim wiasciwym przeszkoleniu w zakresie
umieszczania prébek w kanatach kartridzy i dziatania
urzadzenia. Kazdorazowo biegly z zakresu genetyki
sgdowej lub wykwalifikowany analityk powinien okre-
$li¢, czy oznaczony z wykorzystaniem urzgdzenia Ra-
pidHIT™ 200 profil DNA moze zosta¢ poddany prze-
szukaniu w krajowych oraz miedzynarodowych bazach
danych DNA.

Oceniajac mozliwosci akredytowania tego urzadze-
nia jako mobilnego laboratorium do analizy sladéw bio-
logicznych bezposrednio na miejscu zdarzenia, nalezy
wzig¢ pod uwage nastepujacy zapis Normy PN-EN
ISO/IEC 17025:2018 (pkt 6.3.5): ,Jezeli laboratorium
prowadzi dziatalno$¢ laboratoryjng w miejscach lub
pomieszczeniach pozostajgcych poza jego statg kon-
trola, powinno zapewnié, aby wymagania niniejszego
dokumentu dotyczgce pomieszczen i warunkéw $ro-
dowiskowych byly spetnione”. Zapis ten narzuca ko-
nieczno$¢ zapewnienia, ze:

« warunki $srodowiskowe prowadzenia badan i po-
mieszczenia badawcze nie bedg mie¢ negatywne-
go wpltywu na waznosé wynikow;

» zostanie opracowana procedura zawierajgca wy-
magania dotyczace nadzoru warunkéw Srodowi-
skowych niezbednych do wykonywania badan
w miejscach lub pomieszczeniach pozostajgcych
poza jego statg kontrolg;

* laboratorium bedzie monitorowac, kontrolowaé i re-
jestrowa¢ warunki srodowiskowe zgodnie z odpo-
wiednimi procedurami, gdy wptywajg one na waz-
nos¢ wynikéw badan realizowanych w miejscach
lub pomieszczeniach pozostajgcych poza jego sta-
ta kontrolg.

W zwigzku z powyzszym poszerzenie zakresu
akredytacji metody o badania realizowane bezposred-
nio na miejscu zdarzeni wymaga zwiekszenia zakre-
su walidacji o szereg dodatkowych parametréw (m.in.
w zakresie odpornoéci na czynniki zewnetrzne, okre-
Slenia sktadnikéw wplywajacych na niepewnos¢ po-
miaru). Wymaga to takze przygotowania dokumentacji
dotyczacej nadzoru warunkédw srodowiskowych, za-
pewnienia jakosci wynikéw badan oraz postepowania
z obiektami badan.

Zrédto rycin i tabel: autorzy
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