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ABSTRACT: This work describes some interesting cases of analysis of saliva traces
collected during evidence material examination at the Institute of Forensic Re-
search. The identification process was possible thanks to application of molecular
techniques relying on profiling of polymorphic DNA systems using Profiler Plus and
SGM Plus commercial kits.
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INTRODUCTION

Techniques of molecular biology have been applied to forensic genetics
for many years [2, 4, 5]. The superiority of techniques based on DNA analy-
sis over older methodology (classical serology) is indisputable. The latest ad-
vances in molecular biology techniques make it feasible to attempt to iden-
tify heavily degraded material containing tiny amounts of DNA; they also
make possible much more accurate and reliable individualisation of biologi-
cal traces [7, 8].

The aim of this paper is to describe some interesting cases of genetic anal-
ysis of saliva traces collected from evidence material examined at the Foren-
sic Haemogenetics Section of the Institute of Forensic Research in Cracow.
Identification studies using this sort of biological material, or more precisely
identification of genetic material extracted from epithelial cells present in
saliva, was possible thanks to application of molecular techniques allowing
microsatellite STR markers profiling.

MATERIAL AND METHODS

The material consisted of saliva traces collected from postage stamps,
a glass and a robber’s mask. DNA extraction of the collected traces was car-



ried out using standard organic digestion followed by double phenol extrac-
tion and samples concentration by Microcon 100 columns.

The concentration of extracted DNA was measured using the fluoro-
metric method with application of fluorometric dye PicoGreen (Molecular
Probes) and Fluoroscan Ascent FL apparatus (Labsystems). The analysed
DNA samples were subjected to amplification using commercially available
Profiler Plus or SGM Plus kits, based on multiplex PCR amplification of STR
microsatellite markers and the amelogenine locus as a sex marker. Amplifi-
cation was carried out on the Perkin Elmer 9700 thermocycler. 2 microliters
of PCR products were added to the 20 microliters of formamide and
0.5 microliters internal DNA standard Rox-500, and subjected to denatur-
ation. Amplified DNA fragments were analysed using the ABI 310 genetic
analyser (Perkin Elmer). Results of electrophoretic separation were then
analysed by computer programs GenScan analysis 2.1 and Genotyper 2.0.

CASES AND RESULTS DESCRIPTION

Case 1

Saliva traces were sought on postage stamps attached to an envelope
supplied as evidence material. The case concerned breaking into and rob-
bery of a photographic shop. The shop owner had received anonymous let-
ters threatening loss of property and life. After his shop had been broken into
the prosecutor leading the investigation asked the Institute of Forensic Re-
search to perform comparative analysis in order to establish whether biolog-
ical material (if any) present on the evidence envelope originated from indi-
vidual “A”, suspected of the robbery.

During the process of examination, two samples were cut from the post-
age stamps (evidence sample1 and 2). The results of the performed genetic
analysis are presented in Table I.

Results of the genetic analysis of evidence samples collected from postage
stamps proved the presence of human DNA material. In the case of evidence
sample number 1, the obtained DNA profile was identical with the genetic
profile identified in the reference sample from suspect A. The probability of
an identical set of DNA alleles occurring in a random unrelated individual
from the Caucasian population equals 3.57 ´ 10–12 (1: 280 billion individu-
als). This means that the obtained match would be 280 ´ 109 times more
probable if the evidence originates from a suspect than from a random indi-
vidual from the population, not linked with the scene of the crime.
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TABLE I. GENETIC PROFILES OBTAINED USING PROFILER PLUS KIT FOR REFER-
ENCE MATERIAL TAKEN FROM SUSPECTED INDIVIDUAL “A” AND EVI-
DENCE SAMPLES COLLECTED FROM POSTAGE STAMPS

Polymorphic
system

Suspect “A” Evidence no 1 Evidence no 2

D3S1358 16/18 16/18 14/15/16/18*

VWA 15/17 15/17 15/17/19/20

FGA 20/22 20/22 20/21/22

AMEL X/Y X/Y X/Y

D8S1179 12/13 12/13 9/12/13/14

D21S11 30/32 30/32 29/30/31/32

D18S51 13/14 13/14 13/14

D5S818 11 11 11/12/13

D13S317 8/12 8/12 8/12

D7S820 11/12 11/12 11/12

* Major profile is marked in bold.

Genetic analysis of evidence sample number 2 revealed the presence of
a mixture of genetic material. However, the presence of all alleles identified
in the profile of the suspected individual was noted in the obtained mixed
profile. Moreover, the signal intensity of these alleles (present in the profile
of the suspect) was significantly higher than that of the remaining alleles of
the mixture. On the basis of genetic analysis of evidence samples number 1
and 2 it was impossible to exclude the hypothesis that the genetic material
present in the samples taken from the evidence postage stamps originated
from suspect A.

Case 2

A glass secured during the investigation of a flat – a murder scene – was
sent to the laboratory in order to perform identification studies. The aim of
the expert analysis was to answer a question set by the prosecution concern-
ing the potential presence on the glass of human biological material.

During the examination of the evidence glass, numerous dirty stains, de-
rived most probably from the beverage which had been present inside the
vessel, were revealed. Two swabs were taken from the glass. The first one,
taken from the glass rim was marked as evidence sample number 1. The sec-
ond one from the internal side of the bottom of the glass was marked as evi-
dence sample number 2. The results of the analysis are presented in Table II.
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TABLE II. GENETIC PROFILES OBTAINED USING SGM PLUS KIT FOR SAMPLES SE-
CURED FROM THE EVIDENCE GLASS

Polymorphic system Evidence sample no 1 Evidence sample no 2

D3S1358 15/16/17 15/16

VWA – 14/16/17

FGA – 21

AMEL X X

D8S1179 – 11/13/15

D21S11 – 32.2

D18S51 – 15

D5S818 11 9/11/12

D13S317 – 8/12

D7S820 – –

Genetic analysis revealed the presence of a DNA mixture derived from at
least two female individuals in both analysed evidence samples. DNA degra-
dation and the presence of inhibitors of the PCR reaction are the most proba-
ble reasons for the incomplete genetic profiles obtained in the analysed evi-
dence samples.

Case 3

A grocery shop was raided with the use of a dangerous weapon. A robbery
mask was found at the scene of the crime. The mask was sent for genetic
analysis together with three reference blood samples taken from three sus-
pected males, typed in the course of the police investigation. During the ex-
amination of the evidence robbery mask, two samples were cut from places
on the mask having the highest probabilities for presence of biological mate-
rial. Evidence sample number 1 was taken from the area of the mouth hole
and evidence sample number 2 from the part of the mask covering the nose.
Results are published in Table III.

Genetic analysis of evidence samples number 1 and 2 revealed the pres-
ence of a mixture of genetic material derived from at least two individuals, of
which one or two were males. The genetic profiles gained in the analysed evi-
dence material were different from the profiles identified in the reference
samples taken from suspects A, B, C. On the basis of the obtained results it
was possible to exclude the hypothesis that the analysed biological material
found on the robbery mask had been left by the suspected males.
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TABLE III. GENETIC PROFILES IDENTIFIED USING SGM PLUS KIT IN REFERENCE
MATERIAL TAKEN FROM SUSPECTS A, B, C AND OBTAINED FOR SAM-
PLES CUT FROM EVIDENCE ROBBERY MASK

Polymorphic
system

Suspect A Suspect B Suspect C
Evidence sam-

ple no 1
Evidence sam-

ple no 2

D3S1358 17/19 14/17 14/16 15/17* 15/17

VWA 15/19 16/18 14/16 16/17/18/20 16/17/18/20

D16S539 12/13 11/13 9/12 12/14 12/14

D2S1338 23/24 23/24 16/19 17 17

AMEL X/Y X/Y X/Y X/Y X/Y

D8S1179 11/13 10/13 14/15 13 13/14

D21S11 28/30 28/29 30 28/30 28/30

D18S51 15/16 16 14/15 16 13/16

D19S433 15 12/15 14 14/15 14/15

TH01 7/9 6/9 6/9.3 6/9/9.3 6/9/9.3

FGA 20/23 20/23 21/23 20/21/22 20/21/22/23

* Major profile is marked in bold.

CONCLUSIONS

The described examples show the huge significance of biological traces
containing saliva in identification processes. Numerous reports and scien-
tific publications, and also experience gained in this area at the Institute of
Forensic Research underline the great usefulness of this sort of biological
material in forensic genetics [3, 6, 10]. Saliva stains subjected to degrada-
tion processes, and also samples containing small amounts of biological ma-
terial and hence tiny amounts of DNA may still serve as a good source of ge-
netic data and be used for comparative identification studies [8, 9]. The pres-
ence of inhibitors potentially influencing the PCR reaction (e.g. glue used for
postage stamps) does not necessarily lead to negative STR typing. It is possi-
ble to gain positive results from genetic analysis largely thanks to the use of
appropriate methods of isolating genetic material from secured biological
traces [1].

By applying the achievements of molecular biology to forensic genetics,
we have been able, in the described examples, to carry out identification
studies successfully. If classical techniques had been used, it most probably
would not have been possible to gain positive results.
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PRZYK£ADY ANALIZY GENETYCZNEJ ŒLADÓW ŒLINY
METOD¥ BADANIA POLIMORFIZMU DNA

Agnieszka PARYS-PROSZEK

WPROWADZENIE

Od wielu ju¿ lat w genetyce s¹dowej wykorzystuje siê z du¿ym powodzeniem
techniki biologii molekularnej [2, 4, 5]. Przewaga technik polegaj¹cych na analizie
DNA nad starszymi metodami (serologia klasyczna) jest bezsporna. Badania z za-
stosowaniem najnowszych osi¹gniêæ biologii molekularnej pozwalaj¹ na wykonywa-
nie prób identyfikacyjnych z materia³u silnie zdegradowanego, w którym iloœæ DNA
jest znikoma; pozwalaj¹ te¿ na o wiele dok³adniejsz¹ i pewniejsz¹ „indywidualizacjê”
œladów biologicznych [7, 8].

Omówienie interesuj¹cych przypadków analizy genetycznej œladów œliny zabez-
pieczonych z dowodów rzeczowych badanych w Pracowni Hemogenetyki S¹dowej In-
stytutu Ekspertyz S¹dowych w Krakowie by³o celem niniejszego artyku³u. Badania
identyfikacyjne przy wykorzystaniu tego typu materia³u biologicznego, a œciœlej
identyfikacja materia³u genetycznego wyizolowanego z komórek nab³onka, które
znajdowa³y siê w œlinie, by³a mo¿liwa dziêki wykorzystaniu do analizy technik mole-
kularnych pozwalaj¹cych na oznaczenie markerów mikrosatelitarnych typu STR.

MATERIA£ I METODY

Materia³ do badañ stanowi³y œlady œliny zabezpieczone ze znaczków listowych,
szklanki oraz kominiarki. Technika izolacji DNA z badanych œladów opiera³a siê na
standardowej izolacji metod¹ organiczn¹ z podwójn¹ ekstrakcj¹ fenolow¹ oraz
zagêszczaniu próbek z zastosowaniem kolumienek typu Microcon 100.

Iloœæ DNA mierzono metod¹ fluorescencyjn¹ przy u¿yciu barwnika Pico Green
(Molecular Probes) i aparatu Fluoroscan Ascent FL (Labsystems). Próbki poddano
amplifikacji przy wykorzystaniu zestawów Profiler Plus lub SGM Plus, pozwala-
j¹cych na oznaczenie w reakcji multipleks PCR markerów mikrosatelitarnych typu
STR oraz lokus amelogeniny, bêd¹cego wskaŸnikiem p³ci. Amplifikacjê wykonywano
u¿ywaj¹c termocyklera 9700 (Perkin Elmer). 2 ml produktu PCR dodano do 20 ml for-
mamidu i 0,5 ml standardu wewnetrznego Rox-500, a nastêpnie próbki poddano de-
naturacji. Zamplifikowane fragmenty DNA analizowano przy u¿yciu aparatu ABI
310 (Perkin Elmer). Do opracowania wyników rozdzia³u elektroforetycznego wyko-
rzystano programy komputerowe GenScan Analysis 2.1 i Genotyper 2.0.



OPIS PRZYPADKÓW I OMÓWIENIE WYNIKÓW

Przypadek 1

Obecnoœci œladów œliny poszukiwano na dostarczonym do badañ znaczkach
listowych przyklejonych do koperty. Sprawa dotyczy³a kradzie¿y z w³amaniem do
zak³adu fotograficznego. W³aœciciel sklepu otrzymywa³ anonimy, w których gro¿ono
mu utrat¹ mienia i ¿ycia. Po napadzie na jego sklep prokuratura prowadz¹ca
œledztwo zwróci³a siê do Instytutu Ekspertyz S¹dowych z proœb¹ o wykonanie badañ
porównawczych i próbê ustalenia, czy ewentualny materia³ biologiczny zawarty na
dostarczonym dowodzie pochodzi od osobnika A, który by³ podejrzewany o napad.

W trakcie oglêdzin z plam œliny na znaczkach (œlady 1, 2) wyizolowano DNA
i poddano amplifikacji z zastosowaniem zestawu ProfilerPlus. Wyniki analizy gene-
tycznej zamieszczono w tabeli I.

Wyniki analizy genetycznej œladów zabezpieczonych ze znaczków dowiod³y obec-
noœci materia³u pochodzenia ludzkiego. W przypadku œladu nr 1 otrzymany komplet-
ny profil DNA by³ identyczny z zestawem cech podejrzanego A. Prawdopodobieñstwo
pojawienia siê identycznego zestawu cech DNA u przypadkowej niespokrewnionej
osoby w populacji rasy bia³ej wynosi³o 3,57 ×10–12 (1:280 miliardów osób). Oznacza to,
¿e uzyskanie takiej zgodnoœci by³o 280 × 109 razy bardziej prawdopodobne, kiedy
Ÿród³em œladu by³ podejrzany, ni¿ przypadkowa osoba nie zwi¹zana z miejscem
zdarzenia.

Analiza genetyczna œladu nr 2 wykaza³a obecnoœæ mieszaniny materia³u gene-
tycznego. W otrzymanym profilu znajdowa³y siê wszystkie allele, które oznaczono
w materiale genetycznym podejrzewanej osoby, a intensywnoœæ sygna³u tych alleli
w uzyskanym elektroforegramie by³a wyraŸnie wy¿sza ni¿ pozosta³ych alleli miesza-
niny. Na podstawie analizy genetycznej œladów 1 i 2 nie mo¿na by³o wykluczyæ, i¿
materia³ genetyczny, który wyizolowano ze œladów zabezpieczonych ze znaczków,
pochodzi od podejrzanego A.

Przypadek 2

Do badañ identyfikacyjnych przes³ano szklankê zabezpieczon¹ podczas oglêdzin
mieszkania, w którym dokonano morderstwa. Celem wykonanej ekspertyzy by³o
udzielenie odpowiedzi na pytanie zawarte w postanowieniu, czy na dowodowej
szklance mo¿na ujawniæ obecnoœæ materia³u biologicznego pozostawionego przez
cz³owieka.

Podczas oglêdzin ujawniono na szklance liczne zacieki i zabrudzenia pochodz¹ce
prawdopodobnie od napoju, który znajdowa³ siê w naczyniu. Na ja³owe wymazówki
pobrano dwa wymazy. Pierwszy, pochodz¹cy z brzegu szklanki, zosta³ oznaczony
jako œlad nr 1. Drugi, z wewnêtrznej strony dna szklanki, opisano jako œlad nr 2.
Wyniki analizy zamieszczono w tabeli II.

Przypadek 3

W sklepie spo¿ywczym dokonano napadu z u¿yciem niebezpiecznego narzêdzia.
Na miejscu zdarzenia zabezpieczono kominiarkê, któr¹ przys³ano do badañ gene-
tycznych wraz z trzema próbkami krwi pobranymi od trzech wytypowanych w trak-
cie czynnoœci œledczych mê¿czyzn. Podczas oglêdzin dowodowej kominiarki z miejsc,
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gdzie najbardziej prawdopodobne by³o znalezienie materia³u biologicznego, zabez-
pieczono dwa œlady. Œlad nr 1 wyciêto z okolicy otworu na usta, natomiast œlad nr 2
z fragmentu kominiarki przys³aniaj¹cej nos. Wyniki zamieszczono w tabeli III.

Analiza genetyczna œladu nr 1 oraz nr 2 pozwoli³a stwierdziæ obecnoœæ miesza-
niny materia³u genetycznego pochodz¹cego od co najmniej dwóch osób, z których co
najmniej jedna by³a mê¿czyzn¹. Uzyskane profile genetyczne badanych œladów by³y
ró¿ne od cech DNA ustalonych w materiale porównawczym pobranym od podejrza-
nych A, B, C. Na tej podstawie mo¿na by³o wykluczyæ pochodzenie œladów pobranych
z kominiarki od badanych mê¿czyzn.

WNIOSKI

Opisane przyk³ady wskazuj¹, jak olbrzymie znaczenie w procesach identyfi-
kacyjnych mog¹ mieæ œlady biologiczne zawieraj¹ce œlinê. Liczne doniesienia i publi-
kacje naukowe oraz doœwiadczenia zebrane w IES podkreœlaj¹ du¿¹ przydatnoœæ
tego rodzaju materia³u biologicznego w genetyce s¹dowej [3, 6, 10]. Ze œladów œliny
nara¿onych na procesy degradacyjne oraz próbek zawieraj¹cych znikome iloœci
materia³u biologicznego, a co za tym idzie, œladowe iloœci DNA, mo¿liwe jest uzys-
kanie profili genetycznych i wykonanie badañ porównawczych pozwalaj¹cych na
przeprowadzenie czynnoœci identyfikacyjnych [8, 9]. Obecnoœæ inhibitorów mog¹cych
mieæ wp³yw na prawid³owy przebieg reakcji PCR (np. klej pokrywaj¹cy znaczki) nie
zawsze stanowi przeszkodê w oznaczeniu markerów mikrosatelitarnych typu STR.
W du¿ej mierze uzyskanie pozytywnych wyników analizy genetycznej mo¿liwe jest
dziêki zastosowaniu w³aœciwej metody izolacji materia³u genetycznego z zabezpie-
czonych do badañ œladów biologicznych [1].

Wykorzystanie osi¹gniêæ biologii molekularnej w genetyce s¹dowej pozwoli³o
w opisywanych przypadkach na pozytywne przeprowadzenie badañ identyfikacyj-
nych, których wykonanie zapewne nie by³oby mo¿liwe przy zastosowaniu technik
klasycznych.
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