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Wewnetrzna walidacja metody

wykrywania ludzkiej a-amylazy slinowej
testem RSID-Saliva™ przeprowadzona

w Laboratorium Kryminalistycznym
Komendy Wojewaddzkiej Policji w Olsztynie

Wstep

Standard walidacji w laboratoriach badawczych i po-
miarowych podyktowany jest eurcpejska normg PN-EN
ISO/IEC 17025:2005, w ktorej Miedzynarodowa Orga-
nizacja Normalizacyjna (International Standards Orga-
nization) wskazuje na konieczno$¢ przeprowadzenia
walidacji metod badawczych oraz oszacowania zakre-
su niepewnosci wynikow badan. Zgodnie z punktem
5.4.5. normy kazde laboratorium powinno przeprowa-
dzi¢ walidacje metod nieznormalizowanych (opracowa-
nych lub zmodyfikowanych w laboratorium), natomiast
metody standardowe powinny by¢ zatwierdzone do sto-
sowania po uzyskaniu potwierdzenia, ze laboratorium
potrafi wlasciwie je stosowac [1]. Wyr6znia sie dwa ro-
dzaje walidacji — rozwojowa i wewnetrzng. Pierwsza
z nich dotyczy wdrazania nowej technologii, opracowy-
wania nowych metod badawczych, ktore do tej pory nie
byty znane i stosowane. Proces ten przeprowadza pro-
ducent lub tez zleca go organizacjom technicznym, in-
stytucjom lub laboratoriom naukowym. Wyniki takigj
walidacji muszg by¢ opublikowane przez producenta
I powszechnie dostepne. Walidacja wewnetrzna nato-
miast przeprowadzana jest przez indywidualne labora-
toria, ktore zamierzajg stosowa¢ dang metode badaw-
czg. Podczas tego procesu przeszkolony personel la-
boratorium weryfikuje metode zwalidowang przez pro-
ducenta, sprawdza na ile procedura jest skuteczna w
warunkach pracy konkretnego laboratorium, bada jej
ograniczenia i dokumentuje swoje spostrzezenia. Pro-
ces ten musi prowadzi¢ do ustalenia parametrow za-
pewniajacych wiarygodnosé uzyskanych wynikéw oraz
wytycznych do ich interpretacji, ma gwarantowaé, ze
metoda bedzie stosowana za kazdym razem w ten sam
sposob [2]. Walidacja powinna by¢ na tyle obszerna, na
ile jest to konieczne dla przyjetych zastosowan. Jej za-
kres jest kompromisem migdzy kosztami, ryzykiem i
mozliwosciami technicznymi laboratorium [3, 4]. Do
procesu tego nalezy zastosowac¢ rézne rodzaje prébek,
najlepiej takie, ktore sg najczesciej spotykane.

Test RSID-Saliva™

Od kilku lat na rynku Swiatowym, a teraz roéwniez
polskim, dostepny jest nowy test do wykrywania Sliny
RSID-Saliva™ firmy Independent Forensics. Jest to
pierwszy test specyficzny dla ludzkiej a-amylazy Slino-
wej, ktory wykrywa obecnos¢ enzymu, a nie jego hy-
drolityczng aktywnosc [5]. Test ten ma postac¢ kasetki,
wewngtrz ktorej umieszczony jest pasek bibuty chro-
matograficznej (ryc. 1).

RSID-Saliva™ zawiera dwa mysie monoklonalne
przeciwciata specyficzne dla ludzkiej «-amylazy. Jedno
z nich zwigzane jest z koloidalnym ztotem i umieszczo-
ne na plytce powyzej okienka nanoszenia probki, dru-

*' w -
[
N e
‘s
--————— bibuta absorpcyjna
-
— | linia kontrolna
L " —— linia testowa

miejsce nanoszenia prébki

Ryc. 1. Otwarta kasetka testu RSID-Saliva™
Fig. 1. Open cassette of the RSID-Saliva™ test kit
zrodlo (ryc. 1-183): autor
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gie zwigzane jest z membrang, w miejscu gdzie tworzy
sie pozytywna linia testowa. Linia kontrolna zawiera an-
tymysie przeciwciata IgG. Na drugim koricu membrany
przymocowana jest bibuta, ktdra absorbuje przeptywa-
jacy ptyn i zapobiega jego cofaniu sie. W momencie,
gdy prébka zawierajaca sline ludzka trafia do okienka
testu, tworzg sie kompleksy antygen (a-amylaza) —
przeciwciato zwigzane z koloidalnym ztotem. Probka
i przeciwciata (zwiazane w kompleksy i wolne) trans-
portowane sg dzieki sile przeptywu ptynu do membra-
nowej czesci testu. Przeciwciata anty-a-amylazie
umieszczone na membranie na wysokosci paska testo-
wego wychwyiujg kompleksy a-amylaza — przeciwciato
— ztoto. Uzyskuje sie pozytywny wynik testu jezeli utwo-
rzy sie czerwona linia (ryc. 2a). W przypadku gdy
w probce nie jest obecna $lina ludzka, nie powstajg
kompleksy antygen — przeciwciato — ztoto, ztoto nie ku-
muluje sie na wysokosci paska testowego i nie zacho-
dzi barwna reakcja — uzyskuje sig¢ wynik negatywny
(ryc. 2b). Antymysie przeciwciata IgG umieszczone na
wysokosci paska kontrolnego wigzg wszystkie przepty-

Rye. 2. Pozytywny wynik (a) i wynik negatywny (b) testu RSID-Saliva™,
C — linia kontrolna, T — linia testowa

Flg. 2. Positive (a) and negative (b) result of the RSID-Saliva™ test kit, C
= control line, T — test line
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wajgce przez membrane mysie przeciwciata, tworzac
czerwong linie kontrolng, daje to pewnosé, ze badany
ptyn pokonat cata diugo$¢ membrany oraz ze wszyst-
kie elementy testu funkcjonujg prawidtowo.

W skiad opakowania testu RSID-Saliva™ wchodzi
25 testéw kasetkowych, kazdy pakowany osobno oraz
dwa bufory — ekstrakeyjny (PBS) w ilosci 25 ml i do
chromatografii (TBS+) wilosci 10 ml. Zgodnie z zalece-
niami producenta testy kasetkowe nalezy przechowy-
waé w temperaturze pokojowej, oba bufory natomiast
w temperaturze 2—8°C. Na opakowaniach testow jak
i buforéw umieszczone sg numery seryjne partii testow
oraz daty przydatnosci do uzycia (ryc. 3).

Metoda wykrywania $liny ludzkiej za pomocg testu
RSID-Saliva™ zostata zwalidowana przez producenta
i moze by¢ z powodzeniem stosowana w badaniach
kryminalistycznych [6]. Zgodnie z zaleceniami produ-
centa ekspert dostosowuje pierwszy etap protokotu ba-
dawczego (pobranie prébki i jej ekstrakcja) do indywi-
dualnego charakteru kazdego $ladu. | tak w przypadku
$ladéw zabezpieczonych na wymazéwkach do badan
mozna pobiera¢ wacik w catosci, a ekstrakcje jego pro-
wadzi¢ w 200-300 pl buforu PBS, ewentualnie odcinac
tylko czeé¢ wacika, a objetos¢ buforu dobiera¢ tak, by
przykrywat probke w catosci. W przypadku plam sliny
na tkaninach i papierze producent sugeruje wyciecie
fragmentu podioza (o powierzchni okoto 20 mm2) wraz
ze $ladem i jego ekstrakcje w 100 pl buforu. Badaniom
probek procesowych muszg towarzyszy¢ probki kontro-
Ine. Kontrole pozytywna stanowi ludzka $lina w ilosci
50 pl naniesiona na sterylny wacik wymazoéwki, kontro-
le negatywna — jatowa woda destylowana lub czysty
bufor ekstrakcyjny. W przypadku prébek kontrolnych
waciki wymazowek nalezy pobiera¢ w catosci, a eks-
trakcje przeprowadzi¢ w 1000 pl PBS. Proces ekstrak-
cji powinien przebiega¢é w temperaturze pokojowej
przez 1—2 godziny z kilkukrotnym, intensywnym wor-
teksowaniem. W kolejnym etapie nalezy pobra¢ od 20
do 40 pl ekstraktu (generalnie nie wiecej niz 10%),
przenies¢ do nowej probéwki i uzupetni¢ go buforem
TBS+ do objetoéci 100 pl, nastepnie cato$¢ nanies¢ do
okienka kasetki testu. Objetosé¢ 100 pl uznana zostata
za optymalng i nie nalezy jej przekraczac. Wynik testu
nalezy odczytaé po 10 minutach. Nie zleca si¢ stoso-
wania $liny bez jej rozcieiczenia w buforach dotgczo-
nych do zestawu ze wzgledu na jej gesta i widknista
strukture, ktéra uniemozliwia wtasciwy przebieg reakcji
[, 6].

Cel badan
Celem badan byto przeprowadzenie walidacji we-

wnetrznej w Laboratorium Kryminalistycznym Komendy
Wojewddzkiej Policji w Olsztynie nowej metody identy-
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Rys. 3. Sktadniki opakowania testu RSID-Saliva™
Fig. 3. Components of the RSID-Saliva™ lest kit

fikacji ludzkiej sliny za pomocg testu RSID-Saliva™
w zakresie: powtarzalnosci, specyficznosci, selektyw-
nosci, granic wykrywalnosci oraz wykorzystania w ba-
daniu potencjalnych prébek procesowych.

Materiat i metoda

Badania przygotowano i przeprowadzono na pod-
stawie metody zastosowanej przez Old i in. (2006) [7].

Do badan przygotowano probki zawierajace ludzka
sline, krew, mocz, nasienie, wydzieling z pochwy, mle-
ko i fekalia. Sporzadzono réwniez probki bedgce mie-
szaninami ludzkiej sliny z krwig, moczem i nasieniem
w proporcji 1 : 1 oraz ludzkiej Sliny z krwig w proporcji
1:5 oraz 1: 10. Substancje naniesiono na sterylne wa-
ciki wymazowek, pozostawiajgc do wyschnigcia w tem-
peraturze pokojowej. Dodatkowo do badarn pobrano na
wymazowki line zwierzat domowych: psa, kota, konia,
krowy, $wini, Swinki morskiej i szczura. W celu spraw-
dzenia, czy test RSID-Saliva™ nie identyfikuje 3-amy-
lazy, do badan pobrano fragment zielonego liScia trawy,
ktéry mechanicznie zmacerowano. Aby sprawdzic, czy
za pomoca testu RSID-Saliva™ mozna ujawni¢ Sline
ludzka naniesiong na rézne przedmioty, do badan przy-
gotowano probki, ktére pobrano z: bawetnianej tkaniny,
niedopatkéw papierosow, gwintow plastikowych bute-
lek, okolic otworéw puszek aluminiowych i ludzkiej sko-
ry. Na kazde z podfozy naniesiona zostata $lina roz-
nych oséb. Na niedopatki, butelki i puszki materiat na-
niesiono w sposob wynikajgcy ze zwyczajowego uzyt-
kowania tych przedmiotéw, na skorze symulowano $la-

dy pocatunku, natomiast tkanina zawierata bezposred-
nio naniesione plamy $liny. Do badan pobrano przez
wycigcie fragmenty tkaniny o wymiarach okoto 25 mm?
(5 x 5 mm) oraz o takich samych wymiarach bibute sta-
nowiacg zewnetrzng powierzchnie filtra niedopatkéow.
Z pozostatych przedmiotow materiat biologiczny pobie-
rano przez przetarcie sterylnymi wacikami wymazowek
nasgczonych jatowa woda destylowang. Ekstrakcje
probek prowadzono w buforze ekstrakcyjnym (PBS)
przez 1-2 godziny w temperaturze pokojowej.
W tym czasie probki kilkukrotnie, intensywnie wortek-
sowano. Nastepnie z kazdej pobierano po 20 pl super-
natantu i przenoszono do nowych, sterylnych probowek
Eppendorf, dodajac jednoczesnie po 80 pl buforu do
chromatografii (TBS+). Tak uzyskany roztwor w catosci,
tj. 100 pl, nanoszono do okienka kasetki testu. Wyniki
odczytywano po uptywie 10 minut. Kontrole dodatnie
stanowita slina ludzka, kontrole ujemne — jatowa woda
destylowana, nanoszono je w ilosci 50 pl na sterylne
waciki wymazowek.

Wyniki
Powtarzalno$é

Dla wszystkich probek zawierajacych sline ludzka
uzyskano pozytywne wyniki testu RSID-Saliva™. Nie
stwierdzono réznic w intensywnosci barwy linii testo-
wych. W przypadku kontroli ujemnej uzyskano nega-
tywny wynik testu swiadczacy o braku w prébce ludz-
kiej a-amylazy Slinowej (ryc. 4).
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Rys. 4. Wyniki powtarzalnosci testu RSID-Saliva™, K(-) - kontrola ujemna, C — linia kontrolna,T — linia testowa K(-)
Fig. 4. Repeatability results of RSID-Saliva™ test kit, K(-) — negative control, C — control line, T — test line
Granice wykrywalnosci Specyficznosé

Dolng granice wykrywalnosci ludzkiej a-amylazy $li- Dla probki zawierajgcej roslinng B-amylaze uzyska-
nowej testerm RSID-Saliva™ wyznaczono na poziomie  no negatywny wynik testu RSID-Saliva™ (ryc. 7).
0,01 pl $liny (ryc. 5). Nie wyznaczono natomiast gornej Negatywne wyniki testu stwierdzono roéwniez we
granicy wykrywainosci, tj. nie uzyskano ,efektu Ho- wszystkich probkach zawierajgcych ludzkie: krew,
oka”. Najwicksza zastosowana objetosé $liny, tj. 30 pl,  mocz, nasienie, wydzieling z pochwy i fekalia (ryc. 8).

nie spowodowala fatszywie ujemnego wyniku testu  Wyniki pozytywne uzyskano natomiast w probkach za-
wierajgcych ludzkie mleko (ryc. 81 9).
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Rys. 5. Wyniki testu RSID-Saliva™ uzyskane przy wyznaczaniu dolnej granicy wykrywalnosci, C — linia kontrolna, T — linia testowa

Fig. 5. Resulls of RSID-Saliva™ test kit obtained for lower border detection, C — control line, T — test line
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Rys. 6. Wyniki testu RSID-Saliva™ uzyskane przy wyznaczaniu gornej granicy wykrywalnosci, C — linia kontrolna, T — linia testowa

Fig. 6. Results of RSID-Saliva™ test kit obtained for higher border detection, C — control line, T — test line
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kontrola dodatnia, K(=) — kontrola ujemna, C — linia kontrolna, T — linia testowa

Ryc. 7. Wyniki specyficznosci testu RSID-Saliva™, K(+) =
trol, K(~) — negative control, C — control line, T — test line

Fig. 7. Specificity results of RSID-Saliva™ test kit, K(+) — positive con
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Ryc. 8. Wyniki specyficznosci testu RSID-Saliva™ , K(+) — kontrola dodatnia, K(-) — kontrola ujemna, C — linia kontrolna, T — linia testowa
Fig. 8. Specificity results of RSID-Saliva™ test kit, K(+) — positive control, K(-) — negative control, C — control line, T — test line
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Rys. 9. Wyniki specyficznosci testu RSID-Saliva™ , K(+) — kontrola dodatnia, K(-) - kontrola ujemna, C — linia kontrolna, T — linia testowa
Fig. 9. Specificity results of RSID-Saliva™ test kit, K(+) — positive control, K(-) — negative control, C - control line, T — test line

Dla $liny zwierzat takich jak: pies, kot, szczur, sSwin- Selektywnosé
ka morska i krowa stwierdzono negatywne wyniki testu
RSID-Saliva™. W przypadku $liny konia i Swini Pozytywne wyniki testu RSID-Saliva™ uzyskano we
w miejscu linii testowej zaobserwowano bardzo delikat- ~ wszystkich przypadkach zmieszania Sliny ludzkiej z:
ne, rézowe zabarwienie — wynik ten okreélono jako  krwig, moczem i nasieniem w proporcji 1 : 1 (ryc. 11).
Lniejednoznaczny” (ryc. 10).
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Ryc. 10. Wyniki specyficzno$ci testu RSID-Saliva™, K(+) — kontrola dodatnia, K(-) — kontrola ujemna, C — linia kontrolna, T — linia testowa
Fig. 10. Specificity results of RSID-Saliva™ test kit, K(+) — positive control, K(=) — negative control, C — control line, T — lest line
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Ryc. 11. Wyniki selektywnosci testu RSID-Saliva™, K (+) — kontrola dodatnia, K(-) ~ kontrola ujemna, C - linia kontrolna, T — linia testowa
Fig. 11. Selectivity results of RSID-Saliva™ test kit, K(+) — positive control, K(-) — negative control, C — control line, T — test line
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Pozytywne wyniki testu uzyskano rowniez dla ludz-
kiej sliny zmieszanej z krwig w proporcji 1 : 5i 1 : 10
(ryc. 12).

Badanie potencjalnych prébek procesowych

W przypadku wszystkich badanych probek pobra-
nych z bawetnianej tkaniny, niedopatkéw, gwintéw pla-
stikowych butelek, okolic otworéw puszek aluminio-
wych i ludzkiej skory uzyskano pozytywne wyniki testu
RSID-Saliva™. Najmniejsza intensywno$¢ barwy linii
testowych stwierdzono w prébkach pobranych z niedo-
patkéw i gwintow butelek plastikowych. Najbardziej in-
tensywng barwe posiadaty linie testowe probek pobra-
nych z tkaniny i ludzkiej skory (ryc. 13).

Dyskusja

Walidacja metody jest niezwykle waznym zadaniem
zwigzanym z procesem opracowywania procedury ba-
dawczej w laboratorium, jest dowodem spetnienia okre-
slonych kryteriow jakosciowych. Sprowadza sie do do-
$wiadczalnego sprawdzenia metody oraz oceny zakre-
su jej przydatnosci do prawidtowego rozwigzywania

Z PRAKTYKI

zleconego zadania. Swiadczy o tym, ze laboratorium
panuje nad metoda i wydaje wiarygodne wyniki badan.
Przeprowadzenie walidacji wewnetrznej umozliwia
udzielenie odpowiedzi na pytanie, czy metoda spetnia
wymagania dotyczace jej zastosowania (wykrywa ba-
dany czynnik z odpowiednig precyzjg), a co za tym
idzie, czy dana metoda moze by¢ wykorzystana w ruty-
nowej praktyce laboratoryjnej [2, 3, 4].

Walidacja metody identyfikacji sliny ludzkiej za po-
mocg testu RSID-Saliva™ przeprowadzona w LK KWP
w Olsztynie wykazata, ze test ten jest doskonatym na-
rzedziem wspomagajacym prace ekspertow biologii.
Badania przeprowadzone w warunkach laboratoryj-
nych potwierdzity powtarzalno$¢ wynikéw uzyskiwa-
nych ta metodg. Dolng granice wykrywalnosci ludzkiej
$liny wyznaczono na poziomie 0,01 pl, (warto$¢ stu-
krotnie nizsza od tej, ktorg deklaruje producent testu),
nie wyznaczono natomiast gornej granicy. Najwieksza
zastosowana objeto$é Sliny, tzn. 30 pl, nie spowodowa-
ta wystapienia tzw. ,efektu Hooka". Zjawisko to jest bar-
dzo czeste w przypadku testow immunochromatogra-
ficznych, nie zostato jednak do tej pory osiggniete, jak
informuje producent, przy stosowaniu si¢ do prawidto-
wej (zalecanej) procedury badania [5]. Wysokg specy-
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Ryc. 12. Wyniki selektywnoséci testu RSID-Saliva™ dla sliny zmieszane| z krwia w proporcji 1 : 5 oraz 1 : 10, K(+) — kontrola dodatnia, K(-) = kontrola

ujemna, C — linia kontrolna, T — linia testowa

Fig. 12. Selectivity resuits of RSID-Saliva™ test kit for saliva mixed with blood in ratio 1:5and 1 : 10, K(+) — positive control, K(-) — negative control,

C - control line, T - test line
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Rys. 13. Wyniki testu RSID-Saliva™ uzyskane dla potencjalnych probek procesowych, 1-3 tkanina, 4-6 niedopalki, 7-9 butelki, 10-12 puszki, 13-15
skora ludzka, K(+) kontrola dodatnia, K(-) kontrola ujemna, C — linia kontrolna, T — linia testowa

Fig. 13. Results of RSID-Saliva™ test kit obtained for potential case work samples, 1-3 fabric, 4-6 cigarette butts, 7-9 bottles, 10-12 cans, 13-15 hu-
man skin, K(+) — positive control, K(-) — negative control, C — control line, T — test line
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ficzno$é metody potwierdzono, badajgc zmacerowang
tkanke roslinng (lis¢ trawy), a takze ptyny, wydzieliny
i wydaliny ludzkiego ciata. Stwierdzono, ze test RSID-
-Saliva™ nie wykazuje dodatniej reakcji z B-amylaza
pochodzenia roslinnego. Podobne badania opisywane
w literaturze wskazuja na negatywny wynik tego testu
przy badaniu B-amylazy pochodzacej z homogenatow
owocow i warzyw (jabtek, kukurydzy, marchwi, rzod-
kiewki, kabaczka) [8]. Prowadzac badania walidacyjne,
uzyskano negatywne wyniki testu RSID-Saliva™ dla
wszystkich badanych probek ludzkiego moczu, krwi, fe-
kaliéw, wydzieliny z pochwy i nasienia. Biorac pod uwa-
ge fakt, ze praktycznie wszystkie ptyny, wydaliny i wy-
dzieliny ludzkiego ciata zawieraja a-amylaze w bardzo
niskich stezeniach, przynajmniej piecdziesigciokrotnie
mniejszych niz w $linie, nie nalezy spodziewac si¢ po-
zytywnych wynikow testu, gdy badane substancje po-
chodzg ze zdrowego, prawidtowo funkcjonujacego or-
ganizmu [9]. Niemniej jednak zjawiska takie jak zmiany
hormonalne, przezycia psychiczne, obecne lub przeby-
te stany chorobowe, a takze dieta moga wywotac nie-
standardowy stan fizjologiczny organizmu [10, 9]. Skut-
kiem tego moga by¢ zaburzenia gospodarki wodno-mi-
neralnej organizmu, a co za tym idzie zmiany sktadu
chemicznego produkowanych przez niego ptynow, wy-
dalin i wydzielin. W takich stanach fizjologicznych nie-
ktérzy badacze upatrujg zrédta pozytywnych wynikow
testu RSID-Saliva™ uzyskiwanych dla ludzkiego mo-
czu i potu. Mimo ze sa to bardzo nieliczne przypadki,
autorzy prac nie wykluczaja rowniez sytuacji,
w ktorej sktad chemiczny ptynu, wydzieliny lub wydali-
ny jest cechg indywidualng organizmu i nie jest powo-
dowany zadnym stanem patologicznym [11]. W literatu-
rze opisany jest przypadek, w ktérym dla fekaliéw po-
chodzacych od niemowlat i dzieci w wieku od 4 do 24
miesiecy uzyskano pozytywny wynik testu RSID-Sali-
va™. Autorzy artykutu zrédia takiego wyniku dopatrujg
sie w obecnosci znikomych ilosci amylazy trzustkowej
w ludzkim kale, ktéra mogtaby by¢ identyfikowana
przez test [11]. Zarbwno amylaza trzustkowa, jak i amy-
laza $linowa wykazuja podobng budowe chemiczng,
w 94% posiadajg taki sam sktad aminokwasow. Obie
amylazy to tzw. izoenzymy, czyli enzymy homologicz-
ne, ktore katalizujg te sama reakcje, ale ulegajg eks-
presji w roznych tkankach [12, 8]. Wydaje sie to jednak
mato prawdopodobne, aby amylaza trzustkowa dawata
pozytywny wynik testu z tego wzgledu, ze badania
przeprowadzone z zastosowaniem ludzkiej zliofilizowa-
nej amylazy trzustkowej wskazuja, ze czuto$é RSID-
-Saliva™ jest okofo 200 razy stabsza w porownaniu
2 ludzka amylazg $linowa [8]. Badania wtasne potwier-
dzity pozytywny wynik testu RSID-Saliva™ dla ludzkie-
go mleka z piersi, ktory zgodnie z informacja producen-
ta powinien byc okoto 40 razy stabszy od wynikéw uzy-

skiwanych dla $liny [5]. Wizualna ocena wykonana
przez porownanie intensywnosci barwy linii testowych
uzyskanych dla mleka i $liny wskazywala, ze roznica ta
wydaje sig by¢ przynajmniej o potowe mniejsza. Wynik
taki potwierdzaja réwniez inne opublikowane badania
[7]. Specyficznosé testu RSID-Saliva™ w stosunku do
ludzkiej «-amylazy Slinowej weryfikowano, badajac
rowniez Sling zwierzat domowych. Negatywny wynik te-
stu uzyskano dla $liny: psa, kota, krowy, a takze Sliny
szczura i swinki morskiej. Na Swiecie badania te prowa-
dzone byly na znacznie szersza skale. Specyficznosc
testu RSID-Saliva™ sprawdzano, stosujac sling: roz-
nych ras psow, kotow, krolika, konia, krowy, swini,
owcy, kozy, lamy, osta, jeza, oposa, swistaka, fasicy,
mangusty, roznych gatunkow matpiatek, mewy, kame-
leona i weza. Dla $liny wszystkich wyzej wymienionych
zwierzat uzyskano negatywne wyniki testu [7, 8, 11].
Podczas badan wtasnych ,stabo pozytywne” wyniki te-
stu, ktore mozna okreslic mianem niejednoznacznych,
uzyskano dla sliny konia i $wini. Weryfikujgc prawdopo-
dobienstwo takich wynikow wykluczono mozliwo$¢ za-
nieczyszczenia probek ludzka sling podczas ich pobie-
rania oraz badan laboratoryjnych. W literaturze opisy-
wany i szeroko komentowany jest pozytywny wynik te-
stu RSID-Saliva™ uzyskany dla sliny szczura [8]. Zo-
stat on uznany za prawdopodobny z tego wzgledu, ze
geny kodujgce amylaze slinowa szczura, myszy, a tak-
ze $wini sg homologiczne do genow kodujgcych amyla-
ze Slinowg cztowieka, a sktad chemiczny ludzkiej,
szczurzej, mysiej i $winskiej amylazy jest podobny [11].
Niepotwierdzona zostaje zatem informacja producenta,
wedtug ktorej pozytywny wynik testu daje wsrod zwie-
rzat wytacznie slina goryli [5]. Zaréwno badania wta-
sne, jak i dane zawarte w literaturze potwierdzajg wy-
soka selektywnos¢ testu RSID-Saliva™ [7]. Stosujgc te
metode, mozna doskonale identyfikowac sline ludzkg
w mieszaninie z ludzkg krwig, moczem i nasieniem,
w przypadku gdy oba sktadniki zmieszane sg
w proporcji 1 : 1. Najwieksze trudnosci do tej pory na-
streczato badanie Sliny zmieszanej z intensywnymi pla-
mami krwi. Aktywno$¢ amylazy w takich przypadkach
moze drastycznie male¢ ze wzgledu na wysokie steze-
nie protein we krwi [13]. Badania wiasne wykazaty, ze
za pomocy testu RSID-Saliva™ mozliwa jest identyfi-
kacja ludzkiej $liny zmieszanej z ludzka krwig nie tylko
w proporcji 1 : 1, ale tez wigkszej, tj. 1 : 5 oraz 1 : 10.
Przeprowadzone badania potwierdzily, ze test
RSID-Saliva™ jest doskonatym narzedziem do ujaw-
niania ludzkiej §liny pozostawionej na réznych przed-
miotach, dlatego tez moze by¢ stosowany do badania
prébek procesowych. Stwierdzono nieznaczne rézni-
ce w intensywnosci barwy linii testowych uzyskanych
c.ila probek pobranych z tego samego rodzaju podto-
za. Wynik taki ttumaczy¢ moze fakt, iz zdolno$é do
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wydzielania amylazy jest rozna u roznych osob, a tak-
ze u tej samej osoby moze zmieniac sie w czasie [9].
Najmniej intensywny kolor linii testowych Swiadczg-
cych o obecnosci ludzkiej a-amylazy uzyskano dla
probek pobranych z gwintéw plastikowych butelek i fil-
trow niedopatkow. W przypadku pozostatych probek
pobranych z bawetniane] tkaniny, puszek i ludzkigj
skory stwierdzono wyraznie pozytywne wyniki testu.
Roznice te moga wynika¢ z indywidualnego dla kaz-
dej osoby sposobu ,uzytkowania” poszczegdinych
przedmiotow majgcego wptyw na ilos¢ sliny nanoszo-
nej na poszczegolne podtoza, a takze charakteru sa-
mego podioza. Potwierdzajg to réwniez informacije
dostepne w literaturze. Za pomoca tego testu z powo-
dzeniem identyfikowano sline ludzkg pozostawiong na
gwintach plastikowych i szklanych butelek, niedopat-
kach, puszkach aluminiowych, plastikowych kubkach,
papierowych kopertach [7].

Podsumowanie i wnioski

« Metoda identyfikacji sliny ludzkiej za pomoca testu
RSID-Saliva™ charakteryzuje sie powtarzalnoscig
wynikow otrzymywanych w warunkach laboratoryj-
nych.

 Za pomocg testu RSID-Saliva™ mozliwa jest iden-
tyfikacja $liny ludzkie] na poziomie 0,01 pl, czyli
znacznie nizszym niz deklaruje to producent.

* Prawidtowe stosowanie procedury badania za po-
mocg testu RSID-Saliva™ wyklucza powstanie
»efektu Hooka”.

* Metoda wykrywania ludzkiej $liny za pomocg testu
RSID-Saliva™ jest wysoko specyficzna, test ten
nie daje krzyzowej reakcji z ludzka krwig, nasie-
niem, moczem, wydzieling z pochwy i fekaliami,
z rodlinng [(-amylazg oraz ze $ling psa, kota,
szczura, swinki morskiej i krowy. Stabo pozytywne
wyniki daje ludzkie mleko, wyniki niejednoznaczne
— slina konia i Swini.

- Metoda wykrywania ludzkiej sliny za pomoca testu
RSID-Saliva™ jest wysoce selektywna, identyfiku-
je ludzka $line w mieszaninie z innymi ptynami cia-
ta w proporcji 1 : 1, w przypadku krwi w proporcji
nawet 1 : 10.

» Test RSID-Saliva™ z powodzeniem moze by¢ sto-
sowany do badania probek procesowych.

« Bardzo uwaznie i ostroznie nalezy interpretowac
stabo pozytywne lub niejednoznaczne wyniki testu
RSID-Saliva™, ktére moga by¢ spowodowane sta-
bg ,kondycjg” $ladu rzeczywiscie pochodzgcego
z ludzkiej $liny, bgdz wynikiem fatszywie pozytyw-
nym, jaki daje, np. ludzkie mleko, $lina konia lub
$wini. W takich przypadkach nalezy potwierdzi¢
wynik innymi dostepnymi badaniami.

Z PRAKTYKI
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Streszczenie

Celem badati bylo przeprowadzenie walidacji wewngtrznej
w LK KWP w Olsztynie nowej metody identyfikacji ludzkiej sli-
ny za pomocq testu RSID-Saliva™ w zakresie: powtarzalnosci,
specyficznosci, selektywnosci, granic wykrywalnoscet oraz wyko-
rzystania w badaniu potencjalnych prébek procesowych. Bada-
nia przygotowano i przeprowadzono na podstawie metody zasto-
sowanej przez Old i in. (2006). Uzyskane wyniki wykazaty, ze
test ten jest doskonatym narzedziem wspomagajqeym prace eks-
pertéw biologii. Za pomocq RSID-Saliva™ identyfikowano
obecnosé ludzkiej a-amylazy Slinowej, a nie jej enzymatyczng
aktywnosé. W praktyce laboratoryjnej bardzo uwaznie i ostroz-
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nie nalezy interpretowac stabo pozytywne lub nicjednoznaczne
wyniki festu RSID-Saliva™, poniewaz mogq byé spowodowane
slabq , kondycjq” sladu rzeczywiscie pochodzqcego = ludzkiej sli-
ny lub tez wynikiem falszywie pozytywnym, Jjaki daje, np. ludz-
kie micko, $lina konia Iub swini. W takich przypadkach nalezy
potwierdzi¢ wynik innymi dostepnymi badaniami.

Stowa kluczowe: walidacja wewnetrzna, a-amylaza slino-
wa, RSID-Saliva™!.

Summary

The conducted tests aimed at carrying out internal validation
of a new method of human saliva identification by means of
RSID-Saliva™ test in scope of repeatability, specificity,
selectivity, border detection and usage in potential case work
samples. The wvalidation took place in Forensic Laboratory of

Voivodeship Police in Olsztyn. The conducted tests were
designed and carried out on the basis of the method applied by
Old et al. (2006). The obtained results show that the test is a
perfect tool facilitating work of biology experts. RSID-Saliva™
test allowed to identify the presence of human alpha-amylase,
and not its enzymalic activily.

Laboratory casework demands careful and conscious
interpretation of weak positive or ambiguous results of RSID-
Saliva™, due to the fact that they may be caused by a poor
Jcondition” of sample of human saliva or false positive result
caused by luman milk, horse or pig’s saliva. In such cases, it is
essential to support the tests by other available tests.

Keywords: internal validation, alpha-amylase, RSID-
Saliva™.
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