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ZNACZENIE KRWI W ASPEKCIE BADAŃ SĄDOWYCH

THE SIGNIFICANCE OF BLOOD IN THE ASPECT  
OF FORENSIC SCIENCES

	 	 Krew jest materiałem biologicznym zabezpieczanym na miejscach przestępstw do-
tyczących zarówno ludzi, jak i zwierząt. Współczesne interdyscyplinarne podejście nauk 
sądowych, bazujących na osiągnięciach z zakresu medycyny, biologii, chemii, czy fizy-
ki sprawia, że krew jest wysoce informatywnym materiałem, który pozwala nie tylko na 
identyfikację donora materiału, ale także w wielu przypadkach na odtworzenie przebiegu 
zdarzenia.
 	 Sam proces zabezpieczania i analizy śladów krwawych jest złożony i wieloetapowy. 
Postępowanie obejmuje takie działania jak ujawnianie potencjalnych plam krwawych za-
równo w trakcie oceny wizualnej, jak i przy pomocy wstępnych testów niespecyficznych 
np. przy wykorzystaniu luminolu lub testu Kastle-Mayera. Próby wytypowane do dalszych 
analiz poddawane są specyficznym testom potwierdzającym, które pozwalają na identyfi-
kację grupową donora śladu. Ostatnim etapem jest identyfikacja osobnicza prowadzona w 
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	 	 The blood is a biological trace, preserved at the crime scenes involving both humans 
and animals. The modern interdisciplinary approach of forensics, based on the achieve-
ments in the field of medicine, biology, chemistry or physics, makes blood an extremely 
informative material that allows not only to identify the donor of the material, but also, in 
many cases, to reconstruct the course of the events.

	 	 The whole process of securing and analyzing the blood traces is complex and multi-
stage. Management includes activities such as revealing potential bloodstains both by vis-
ual inspection and by nonspecific preliminary tests, e.g. using luminol or the Kastle-Mayer 
test. The samples selected for further analysis are subjected to the specific confirmatory 
tests, which allow for the group identification of the trace donor. The last stage is the indi-
vidual identification based on the polymorphic microsatellite sequences and comparison of 
profiles from samples secured at the scene with the reference material. Blood can also be 
used as evidence in crimes involving animals, such as poaching, and crime against legally 
protected species. In solving such cases, molecular methods are also used, consisting in se-
quencing of species-specific fragments of mitochondrial DNA, followed by bioinformatics 
analysis, allowing the assignment of the tested material to a specific species.

	 	 There is no doubt that blood is an extremely important biological material, secured at the 
sites of the most serious crimes against health and life. Recent decades have significantly 
expanded the possibility of analyzing blood spots, not only improving the sensitivity of 
material detection, but also significantly increasing the specificity and the informativeness 
of analyses, which now allow for reliable individual and species identification of the trace 
donors.
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su nauk sądowych, biologicznych, chemicznych 
czy też medycznych (Aalders and Wilk, 2019). 
Analiza plam krwawych obejmuje szereg etapów, 
z których pierwszym jest ujawnienie oraz doku-
mentacja śladu, następnie materiał jest wstępnie 
badany przy pomocy metod niespecyficznych 
(np. przy wykorzystaniu luminolu czy testu z te-
trametylobenzydyną) oraz specyficznych (próba 
mikrosteroskopowa, testy immunochromatogra-
ficzne) (Brenzini and Pathak, 2018). Po proceso-
wym zabezpieczeniu śladu oraz badaniach wstęp-
nych, materiał trafia do laboratorium, w którym 
prowadzone są dalsze czynności mające na celu 
identyfikację grupową oraz osobniczą donora śla-
du.
	 Pierwsze wykorzystanie plam krwawych 
w celach śledczych, miało miejsce w XIX wieku 
i dotyczyło morderstwa czterech włoskich mu-
zyków w Denver. Podejrzani, po analizie porów-
nawczej plam z miejsca zdarzenia z plamami na 
odzieży, przyznali się do popełnienia zarzucane-
go czynu. Również w tym okresie, miało miejsce 
powstanie pracy naukowej Edwarda Piotrowskie-
go dotyczącej analizy śladów krwawych i będącej 
jednocześnie pierwszym tego typu opracowaniem 
(Dąbrowska et al., 2013; Bevel, 2006). Dalszy 
postęp zarówno w biochemii, jak i później w bio-
logii molekularnej, znacznie zwiększył zarówno 
informatywność, jak i wiarygodność badań śla-
dów krwawych. Celem pracy jest przedstawienie 
znaczenia plam krwawych dla współczesnych 
nauk sądowych, ze szczególnym uwzględnieniem 
badań mających na celu identyfikację donora śla-
du. 
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Wstęp

	 Ślady biologiczne są od wieków wyko-
rzystywane do rozwiązywania spraw kryminal-
nych i wskazywania osób winnych popełnienia 
przestępstw. Mimo że na przestrzeni lat zmienia-
ły się dostępne metody, to każda z nich intuicyj-
nie opierała się na jednej z podstawowych zasad 
nauk sądowych, a mianowicie na zasadzie wy-
miany Locarda. Zgodnie z nią, każdy kontakt po-
zostawia ślad. Przestępca zostawia ślad na miej-
scu zdarzenia, jak też może zabrać ślad z tego 
miejsca (Mistek et al., 2018). Z czasem w śladach 
zaczęto doszukiwać się obecności tak zwanych 
„markerów”, czyli takiej właściwości osobnika, 
która wyróżnia go z populacji. Dla celów iden-
tyfikacyjnych marker powinien być łatwy i tani 
w oznaczeniu, nie ulegać wpływom środowiska, 
być niezmienny przez cały okres życia, ale prze-
de wszystkim cechować się wysokim polimorfi-
zmem (Kowalczyk et al., 2018). Jednym z najbar-
dziej informatywnych materiałów, znajdowanych 
na miejscu przestępstw jest krew. Ślady krwawe 
pozwalają nie tylko podjąć próbę identyfikacji 
grupowej i osobniczej sprawcy, ale też ułatwiają 
przeprowadzenie rekonstrukcji zdarzenia (Singh 
et al., 2021). 
	 Krew jest materiałem biologicznym, któ-
ry jest często zabezpieczany w przypadku spraw 
dotyczących ciężkich przestępstw, w tym rozbo-
jów czy morderstw. Badania krwi, mające na celu 
wskazanie donora materiał, jak i rekonstrukcję 
przebiegu zdarzenia, wykorzystują interdyscypli-
narne podejście, angażując specjalistów z zakre-

Słowa kluczowe: krew, biologia sądowa, polimorfizm, identyfikacja osobnicza.

	 oparciu o polimorficzne sekwencje mikrosatelitarne i porównanie profilów z prób zabez-
pieczonych na miejscu zdarzenia z materiałem porównawczym. Krew może być też wyko-
rzystywana jako materiał dowodowy w przestępstwach dotyczących zwierząt, takich jak 
kłusownictwo, czy przestępczość przeciw gatunkom prawnie chronionym. W rozwiązy-
waniu takich spraw, zastosowanie znajdują również metody molekularne, polegające na 
sekwencjonowaniu specyficznych gatunkowo fragmentów mitochondrialnego DNA, a 
następnie analizie bioinformatycznej, pozwalającej na przypisanie badanego materiału do 
konkretnego gatunku. 

	 	 Nie ulega wątpliwości, że krew jest niezwykle istotnym materiałem biologicznym, za-
bezpieczanym na miejscach najpoważniejszych przestępstw przeciwko zdrowiu i życiu. 
Ostatnie dekady znacznie poszerzyły możliwość analiz plam krwawych, nie tylko popra-
wiając czułość wykrywania materiału, ale także znacznie zwiększając specyficzność oraz 
informatywność analiz, które obecnie pozwalają na wiarygodną identyfikację osobniczą  
i gatunkową donorów śladów. 
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Wstępne metody ujawniania 
śladów krwawych

	 Wstępna analiza śladów krwawych po-
winna obejmować metody niedestrukcyjne, które 
ingerują w ślad w jak najmniejszym stopniu, dla-
tego też początkowe czynności na miejscu zdarze-
nia, powinny obejmować wizualną ocenę śladów 
przy zastosowaniu ewentualnych alternatywnych 
źródeł światła (np. światło UV, lub podczerwień). 
Przykładem tak zwanego forensic light source 
jest np. Polilight, który generuje zarówno światło 
podczerwone, jak i UV. Vandenberg i Oorschot 
(2006), a następnie Barrera et al. (2018) wykaza-
li, że aparat pozwala w pewnym stopniu (w zależ-
ności od liczby warstw) wykrywać ślady krwawe 
na ścianach, które pokryto farbą. 
	 W części przypadków materiał biologicz-
ny występuje w formie rozcieńczonej na skutek 
prób zacierania śladów (np. zmywanie plam krwa-
wych). Dlatego też konieczne jest stosowanie do-
datkowych metod, które pozwalają na detekcję 
komponentów krwi w materiale rozcieńczonym 
lub takim, który był poddany działaniu środków 
chemicznych (Streeting et al., 2022). Jedną z 
metod ujawniania śladów krwawych niewidocz-
nych, przy standardowych źródłach oświetlenia 
jest zastosowanie testów chemicznych, które w 
wyniku reakcji z komponentami krwi dają reak-
cję barwną, lub wykazują chemiluminescencję. 
	 Przykładem testu, którego zmodyfikowa-
na metodyka została wykorzystana między inny-
mi w testach Hemastix czy Chemstrip, opartego 
o katalityczne właściwości pierścienia hemowe-
go, jest reakcja z 3,3′, 5,5′-tetrametylobenzydyną 
(TMB) (Matheson et al., 2022). W celu ujawnie-
nia składnika krwi jakim jest hemoglobina, na-
leży pobrać wymazówką drobną ilość badanego 
materiału i przyłożyć do reagentu. Substancja ak-
tywna pod wpływem katalizujących właściwości 
hemu reaguje z peroksydazą, co zmienia pH, po-
wodując zmianę barwy. Jeśli nastąpi natychmia-
stowa zmiana barwy z pomarańczowej na zielo-
ną, (Tobe et al., 2007) lub granatową (po pewnym 
czasie zielona barwa przechodzi w granatową) 
(Webb et al., 2006) wynik jest uznawany za po-
zytywny. Jaśniejsza barwa wskazuje na niską za-
wartość hemoglobiny w badanym materiale. He-
mastix wykazywał odpowiednią czułość dla prób 
rozcieńczonych w stosunku 1:10 000 (pozytywny 

wynik pojawia się w czasie od 30 do 60 sekund) 
oraz w stosunku 1: 100 000, gdzie pozytywny 
wynik pojawia się w czasie od 45 sekund do 2 
minut (Tobe et al., 2007).
	 Testem barwnym, służącym do wstępnej 
weryfikacji śladów krwawych, jest test Kastle-
Mayera (KM). To wieloetapowy test na ujawnia-
nie zarówno świeżej, jak i nawet kilkudziesięcio-
letniej krwi (Castro and Coyle, 2013; Splading 
et al., 2002). Podobnie jak wiele innych metod, 
wykorzystuje kataliczne zdolności pierście-
nia hemowego w reakcji utleniania inicjowanej 
przez nadtlenek wodoru. Reakcja ta powoduje 
wyczerpywanie się elektronów w centrum hemu 
hemoglobiny. Po dodaniu kropli fenoloftaliny do 
wspomnianej wcześniej próbki, oddaje ona elek-
trony hemoglobinie, redukując się do fenolofta-
leiny powodując zmianę zabarwienia na inten-
sywnie różowy kolor (Casali et al., 2020; Higaki 
and Philp, 1976). Wynik pozytywny następuje 
po upływie 30 sekund (Casali et al., 2020). Ne-
gatywna próba nie reaguje po dodaniu nadtlen-
ku wodoru (Tobe et al. 2007). Test Kastle-Mayer 
wykazuje większą czułość przy stosowaniu bez-
pośrednim, na ślad biologiczny w przeciwień-
stwie do Hemastix’u, który może wykryć mniej-
sze ilości oraz wartości stężenia krwi przy teście 
pośrednim poprzez pobranie próbki wymazówką. 
Czułość obu testów zaczyna spadać przy rozcień-
czeniu krwi od 1:10 000 do 1:100 000 (Webb et 
al., 2006). Oprócz stopnia rozcieńczenia próby, 
niekorzystny wpływ na przebieg ujawniania śla-
du ma też działanie czynników atmosferycznych. 
Badania Casali et al. (2020) potwierdziły, że test 
KM wykrywa zaschniętą krew rybią w 40% przy-
padków z prób poddanych działaniu światła sło-
necznego, a w 26,7% w próbach poddanych dzia-
łaniu pozostałych czynników atmosferycznych, 
takich jak wilgotność, temperatura powietrza czy 
wiatr. Ponadto ograniczeniem obydwu przedsta-
wionych metod jest ich niespecyficzny charakter. 
Zarówno Hemastix, jak i test KM są podatne na 
wyniki fałszywie dodatnie, które mogą powsta-
wać np. w przypadku śladów wykrywanych na 
przedmiotach z żelaza lub jego stopów, na skutek 
obecności rdzy czy zanieczyszczenia powierzchni 
materiałem roślinnym, zawierającym peroksyda-
zy. Wynik fałszywie dodatni został potwierdzony 
np. w przypadku reakcji z cebulą, czy ziemniaka- 
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ashi et al., 2019; Garofano et al., 2006; Gross et 
al., 1999). Pierwotnie, wśród wad luminolu, wy-
mieniana była relatywnie niska trwałość roztwo-
ru roboczego, który musiał być przygotowywany 
bezpośrednio przed oględzinami (Łuczak et al., 
2006). Istnieją alternatywne środki pozwalające 
na detekcję plam krwawych, niewidocznych pod-
czas zwykłych oględzin. Alternatywą dla lumi-
nolu jest Bluestar forensic, który działa na iden-
tycznej zasadzie jak luminol, jest jednak mniej 
destrukcyjny dla próbek i podczas ujawniania 
mniej je degraduje (Dilbeck et al., 2006), ponadto 
wykazuje większą trwałość i może być wykorzy-
stany do kilku dni po przygotowaniu (Łuczak et 
al., 2006). 
	 Badania co do czułości Bluestar, jak i lu-
minolu, dają niejednoznaczne wyniki. Łuczak et 
al. (2006), porównując obydwie substancje, wy-
kazali, że w przypadku podłoży absorbujących, 
granicznym rozcieńczeniem było 1:10000, dla 
podłoża nieabsorbującego, detekcję krwi po-
twierdzono przy rozcieńczeniu 1:50000. Z kolei 
Tobe et al. (2006), wykazali, że zarówno luminol, 
jak i Bluestar wykrywały krew rozcieńczoną 100 
000 razy, przy czym chemiluminescencja uzyski-
wana dla luminalu była trwalsza i wyraźniejsza. 
Podobnie wyższą czułość luminolu potwierdzają 
wyniki Webba et al. 2006, którzy uzyskali wynik 
pozytywny dla krwi rozcieńczanej 1:5000000. Z 
kolei Howard et al. (2019), zauważyli skutecz-
niejsze działanie luminolu, niż Bluestar, w przy-
padku plam krwawych, które były zmywane przy 
użyciu detergentów na bazie nadwęglanu sodu. 
Większość opracowań jest zgodna, że zróżnico-
wane wyniki czułości mogą wynikać zarówno 
z warunków badania, jak i rodzaju podłoża, na 
którym badana jest krew (Seashols et al., 2013). 
Niemniej w celu poprawy zarówno czułości, jak 
i specyficzności reakcji, prowadzone są ciągłe 
modyfikacje składu preparatów, w efekcie czego 
powstają nowe rozwiązania, takie jak Bluestar 
Magnum, wykazujący trzykrotnie wyższą czu-
łość niż podstawowa wersja Bluestar Forensic 
(Howard et al., 2019). Chemiluminescencja może 
być wykorzystywana także do ujawniania śladów 
krwawych, które były poddane próbom zatarcia, 
np. poprzez zastosowanie środków chemicznych 
(Seashols et al., 2013), zamalowanie (Brenzini 
and Pathak, 2018), czy też zastosowanie wyso-

mi (Tobe et al., 2007), ponadto dodatek antyoksy-
dantów, takich jak np. kwas askorbinowy, może 
prowadzić do wyników fałszywie negatywnych 
(Casali et al., 2020). 
	 Ograniczeniami testów KM i Hemastix 
jest także relatywnie mała powierzchnia, która 
może być poddawana badaniu oraz niewystar-
czająca czułość detekcji (Matheson et al., 2022). 
Jednoczesne badanie większych obszarów z 
większą czułością jest możliwe, dzięki zastoso-
waniu testów opartych na chemiluminescencji. 
Jednym z najbardziej znanych przykładów wy-
korzystania tego zjawiska w praktyce krymina-
listycznej jest zastosowanie luminolu, który po 
raz pierwszy został użyty pod koniec lat 30. i do 
chwili obecnej jest cennym narzędziem w rękach 
organów ścigania (Streeting et al. 2022; Łuczak 
et al. 2006). Test chemiczny z luminolem jest 
relatywnie tanim, czułym i prostym systemem 
wykrywania zarówno krwi świeżej, jak i plam 
krwawych zdeponowanych na długo przed wy-
stąpieniem wynaczynienia. Metoda ta jest wy-
korzystywana zwłaszcza w przypadku trudnych 
do wykrycia okiem nieuzbrojonym śladów oraz 
plam, w przypadku których sprawca podjął próbę 
ich usunięcia, przy zastosowaniu metod mecha-
nicznych bądź chemicznych (Barni et al., 2007; 
Dilbeck, 2006). Luminol stosowany jest w posta-
ci aerozolu lub sprayu, dzięki czemu może łatwo 
i nieinwazyjnie dla śladu biologicznego pokryć 
większą powierzchnię (Barni et al., 2007; Webb 
et al., 2006).
	 W środowisku zasadowym rozcieńczony 
w wodzie jałowej luminol, w obecności katali-
zatora, którym jest między innymi grupa hemo-
wa hemoglobiny, jest utleniany przez nadtlenek 
wodoru, czemu towarzyszy emisja chemilumine-
scencji (Hayashi et al., 2019). Pozytywna próba 
luminolu reaguje natychmiast z substratem, dając 
ciemno-niebieską, białoniebieską lub żółto-zie-
loną (Brenzini et al., 2018) luminescencję poja-
wiającą się w miejscu osadzania przez ponad 1 
minutę. Próba negatywna nie reaguje na dodanie 
odczynnika. Luminol nie ma negatywnego wpły-
wu na wstępne badania laboratoryjne krwi, takie 
jak testy precypitacyjne, czy badania grupowe 
krwi, ponadto większość badaczy jest zgodnych, 
że zastosowanie luminolu nie wpływa także ne-
gatywnie na wyniki analiz molekularnych (Hay-
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kich temperatur (Vineyard et al., 2019).
	 Problemem przy detekcji plam krwawych, 
niezależnie od zastosowanego systemu są reakcje 
niespecyficzne, które wynikają z faktu, że emisja 
chemiluminescencji występuje nie tylko na sku-
tek reakcji z hemem. Emisja chemiluminescen-
cji może być katalizowana także między innymi 
przez takie związki jak peroksydaza chrzanowa 
czy też zawarty w wybielaczach podchloryn sodu, 
miedź metaliczna, oraz substancje znajdujące się 
w składzie niektórych środków do polerowania 
mebli oraz farb emaliowych (Indalecio-Céspe-
des et al., 2021; Barni et al., 2007). Dlatego też, 
zarówno reakcja z TMB, próba KM, czy meto-
dy oparte na chemiluminescencji mają charakter 
testów wstępnych, mających za zadanie wytypo-
wanie śladów, które będą poddawane kolejnym, 
bardziej specyficznym analizom. 

Testy potwierdzające

	 Jedną z grup testów potwierdzających 
wykorzystywanych w badaniu krwi są testy im-
munochromatograficzne, takie jak ABAcard, He-
maTrace czy Rapid Stain Identification (RSID) 
(Howard et al., 2019). Przed ich wprowadzeniem 
stosowano testy specyficzne, wśród których naj-
popularniejsze są test Takayamy oraz Teichman-
na. Test Takayamy polega na powstawaniu hemo-
chromogenu, podczas ogrzewania badanej próby 
z pirydyną i glukozą w środowisku zasadowym. 
W trakcie reakcji, w przypadku prób pozytyw-
nych, powstają charakterystyczne, obserwowane 
mikroskopowo brązowo-czerwone kryształki pi-
rydyny ferroprotoporfiryny (Stewart et al., 2018; 
Virkler and Lednev, 2009). Podobny przebieg 
ma wykonanie testu Teichmanna, polegającego 
na ogrzewaniu podsuszonej próbki z lodowatym 
kwasem octowym i pierwiastkami zaliczanymi 
do grupy halogenków, co prowadzi do powstawa-
nia romboidalnych kryształów hematyny (Virkler 
and Lednev, 2009).
	 Pomimo specyficzności w stosunku do 
hemu, obydwa testy wykazują relatywnie niską 
czułość, co prowadzi do potencjalnych wyników 
fałszywie ujemnych. Wykrywają krew w rozcień-
czeniach do 1:10 (Stewart et al., 2018; Johnston 
et al., 2008; James et al., 2005). 
	 Znacznie wyższą czułością charakteryzują 
się testy przepływu bocznego, oparte na immuno-

chromatografii, takie jak ABAcard, HemaTrace i 
Hexagon OBTI. Testy immunochromatograficz-
ne mogą wykorzystywać reakcję między prze-
ciwciałami specyficznymi i antygenem, którym 
może być np. hemoglobina wyższych naczelnych 
(Johnston et al., 2008). Wynik dodatni jest obser-
wowany w postaci barwnego paska w okienku 
testowym, warunkiem uznania wyniku za wiary-
godny jest uzyskanie reakcji barwnej w okienku 
kontrolnym, co potwierdza prawidłowe przepro-
wadzenie oznaczenia. 
	 W zależności od producenta zestawu, wy-
korzystane mogą być różne przeciwciała, testy 
ABAcard® HemaTrace® oraz HemDirect He-
moglobin opierają się na przeciwciałach prze-
ciwko hemoglobinie, a test RSID™-Blood na 
detekcji glikoforyny. Horjan et al. (2016), po-
równując czułość trzech komercyjnych zesta-
wów, uzyskali najlepszy wynik dla ABAcard® 
HemaTrace®, który dawał wynik pozytywny w 
przypadku krwi rozcieńczanej 1:10000000 razy, 
dając jednocześnie fałszywie ujemny rezultat dla 
prób rozcieńczanych dziesięciokrotnie, z kolei 
test RSID™-Blood, był odporny na hook effect, 
przy rozcieńczeniu 1:10, ale wykazywał czułość 
dla prób rozcieńczanych zaledwie 1:1000. 
	 Gdy badania wstępne oraz test specyficz-
ne potwierdzą, że zabezpieczony ślad to krew 
ludzka (lub zwierzęca w przypadku przestępstw z 
udziałem zwierząt takich jak np. kłusownictwo), 
konieczne jest zawężenie potencjalnej grupy do-
norów śladu, a następnie jego indywidualizacja, 
to znaczy przypisanie śladu zabezpieczonego na 
miejscu przestępstwa do konkretnego osobnika. 
W tym celu prowadzone są badania molekularne, 
oparte na markerach białkowych (np. antygeny 
grupowe krwi) oraz na polimorfizmach w sek-
wencji DNA.  

Markery białkowe,  
a markery DNA

	 Ujawnianie śladów krwawych może sta-
nowić jednocześnie pierwszy etap identyfikacji 
donora materiału biologicznego. Wstępna iden-
tyfikacja grupowa może być oparta o markery 
białkowe. Historycznie pierwszymi makromole-
kułami, które wykorzystywano do analiz identy-
fikacyjnych, były białka grupowe krwi. Pierwsze 
antygeny grupowe krwi zostały odkryte przez 
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chromatograficznych HPLC sprawia, że podej-
mowane są próby wykorzystania analiz proeto-
micznych do ustalania czasu zgonu (Mizukami 
et al., 2020), badań toksykologicznych (Duriez 
et al., 2016), czy prób identyfikacji gatunkowej 
(Welker, 2018). 
	 W kontekście badań mających na celu iden-
tyfikację osobniczą, dominującym podejściem są 
analizy z zakresu genetyki sądowej, uwzględnia-
jące polimorfizm w sekwencji DNA. Prawdziwy 
przełom nie tylko dla genetyki sądowej, ale dla 
całej biologii molekularnej, przyniosły lata 80. 
wieku XX. W tym okresie opracowano techni-
kę łańcuchowej reakcji polimerazy – PCR (Po-
lymerase Chain Reaction) (Mullis, 1990), która 
również dzisiaj stanowi podstawę w wielu dzie-
dzinach, takich jak: diagnostyka molekularna, 
ekologia, taksonomia, czy medycyna spersonali-
zowana (Al-Ali et al., 2022; Wu et al., 2022; Shen 
et al., 2021). 
	 Metoda polega na specyficznym związa-
niu starterów do matrycy, która w obecności wol-
nych deoksynukleotydów, jonów magnezu, jest 
powielana (amplifikowana) w kolejnych cyklach 
o określonym profilu termicznym, dzięki aktyw-
ności polimerazy, następnie produkty reakcji są 
rozdzielane elektroforetycznie w żelach agaro-
zowych lub poliakrylamidowych (Rys. 1). PCR 
pozwala na amplifikację kwasów nukleinowych 
(zarówno DNA, jak i RNA po uprzedniej odwrot-

Landstainera w roku 1903 i były to antygeny 
oznaczone jako A i B (Sensabaugh, 1981). Wy-
korzystanie zjawiska aglutynacji, zachodzącej na 
skutek reakcji między antygenami znajdującymi 
się na erytrocytach a przeciwciałami w surowicy, 
było pierwszym testem identyfikacji grupowej, 
prowadzonej w oparciu o polimorfizm białek 
krwi (Enawgaw et al., 2022).
	 Po raz pierwszy antygeny AB zostały wy-
korzystane do celów identyfikacyjnych w latach 
20. XX wieku, jednak ze względu na ich relatyw-
nie niski polimorfizm oraz ograniczoną stabil-
ność, pojawiła się konieczność poszerzania analiz 
o kolejne markery białkowe. Były to między in-
nymi białka układu grupowego GM, plazminoge-
nu, czy haptoglobin (Bae and Choe, 1970). Do lat 
70., elektroforeza białek była jedną z wiodących 
technik identyfikacyjnych, a do celów sądowych 
wykorzystywano między innymi analizę takich 
białek jak plazminogen, czy enzymy erytro- i leu-
kocytarne takie jak fosfoglukomutaza I, czy este-
raza D (Parker et al., 2021; Virkler and Lednev, 
2009). Obecnie, znaczenie białek w identyfikacji 
osobniczej jest ograniczone, wynika to między 
innymi z ich małej stabilności, szybkiego tempa 
degradacji, a zwłaszcza ze zbyt niskiego stopnia 
polimorfizmu (Butler, 2011). Niemniej, rozwój 
metod proetomicznych takich jak MALDI-TOF 
(Matrix Assisted Laser Desorption Ionization 
– Time of Flight), czy wysokosprawnych technik 

Rys. 1 Rozdział elektroforetyczny produktów reakcji PCR, wskazujący na polimorfizm długości ana-
lizowanych fragmentów (materiały własne).
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nej transkrypcji), w efekcie czego ze śladowych 
ilości materiału genetycznego, możliwe jest uzy-
skanie wielu kopii materiału wyjściowego w re-
latywnie krótkim czasie (Zhu et al., 2020), co jest 
szczególnie istotne w przypadku prób kontakto-
wych, spotykanych w praktyce kryminalistycznej 
(np. wymazy z klamek czy telefonów, gdzie izo-
lacja prowadzona jest z niewielkiej liczby komó-
rek nabłonkowych). 
	 Drugim, istotnym z perspektywy genetyki 
sądowej odkryciem, było opracowanie tak zwa-
nej metody analizy ,,genetycznego odcisku palca” 
(DNA fingerprint). Technika została opracowana 
przez Alexa Jeffreysa w roku 1984, który badał 
przy użyciu techniki RFLP (Restriction Fragment 
Length Polymorphism) polimorficzne sekwencje 
w intronach mioglobiny (Jeffreys et al., 1985), 
w efekcie czego zespół wykazał obecność tak 
zwanych fragmentów minisatelitarnych VNTR 
(Variable Number Tandem Repeats), tworzonych 
przez motyw 10-100 nukleotydów, powtórzony 
wielokrotnie (Bara et al., 2018). Metoda została 
szybko zaadaptowana do celów sądowych i jesz-
cze w drugiej połowie lat 80. wykorzystywana do 
ustalania profili genetycznych z próbek zaschnię-
tej krwi czy nasienia (Imam et al., 2018; Gill et al., 
1985). Jeffreys był pionierem w dziedzinie gene-
tyki sądowej, który po raz pierwszy wykorzystał 
identyfikację molekularną do celów sądowych, w 
sprawie Pitchforka, który był pierwszym skaza-
nym na podstawie wyników z badań DNA (Aron-
son, 2005). Mimo że technika była przełomowa, 
jak na ówczesne warunki (cechowała się wysoką 
siła dyskryminacji i czułością), to w dalszej per-
spektywie zauważalne były jej niedoskonałości. 
Jedną z nich była analiza relatywnie długich sek-
wencji, co znacznie utrudniało analizę materiału 
zdegradowanego i pofragmentowanego. Dlatego 
też metody obecnie wykorzystywane do opraco-
wania profili genetycznych, opierają się na frag-
mentach mikrosatelitarnych STR (Short Tandem 
Repeats), lub mini-STR, które ze względu na 
mniejszą długość sekwencji mogą być amplifi-
kowane z bardziej zdegradowanego materiału, a 
ponadto wykazują znacznie wyższy polimorfizm 
(Emery et al., 2020; Thakar et al., 2020).
	 Niemniej, współczesna identyfikacja 
osobnicza czerpie zarówno z pomysłu Jeffreysa, 
jak i odkrycia Mullisa, które stanowią podstawę 

dla obecnie wykorzystywanych metod. Ma to od-
zwierciedlenie w metodzie mulitplex PCR, która 
stanowi złoty standard we współczesnej identy-
fikacji osobniczej. Technika pozwala na jedno-
czesną amplifikację wielu matryc zawierających 
sekwencje mikrosatelitarne, następnie produkty 
reakcji są rozdzielane przy zastosowaniu elek-
troforezy kapilarnej, ze względu na długość frag-
mentów. 

Krew w genetyce sądowej

	 Z perspektywy analiz molekularnych, 
krew stanowi bardzo dobry materiał biologiczny, 
z którego relatywnie łatwo uzyskać dużą ilość 
DNA dobrej jakości. Pełne profile genetyczne 
udaje się uzyskać nie tylko ze świeżych plam 
krwawych, ale także ze starszych, zaschniętych 
śladów krwawych, o ile próby były przechowy-
wane w odpowiednich warunkach, bez ekspozy-
cji na czynniki degradujące (Panda et al., 2019). 
Niemniej, współczesne protokoły izolacji pozwa-
lają na uzyskiwanie materiału genetycznego np. 
z prób poddawanych działaniu wysokiej tempe-
ratury. Hady et al. (2021), potwierdzili, że pla-
my krwi poddane działaniu temperatury 100oC, 
dawały pozytywny wynik zarówno w teście 
wstępnym Kastle-Mayera, jak też pozwalały na 
wyizolowanie DNA o stężeniu przekraczającym 
50 ng/µl i uzyskanie produktów po amplifikacji 
metodą PCR. 
	 Po procesowym zabezpieczeniu śladu, po-
braniu materiału i testach wstępnych, próbka trafia 
do laboratorium, gdzie pierwszym etapem badań 
molekularnych jest izolacja materiału genetycz-
nego. W przypadku genetyki sądowej, istnieją 
różne protokoły izolacji, wśród których najwięk-
sze znaczenie mają metoda organiczna, oparta na 
złożach krzemionkowych metoda absorpcji-elu-
cji oraz metoda wykorzystująca kulki magnetycz-
ne (magnetic beads), na których opłaszczane jest 
DNA (Chong et al., 2021). Izolacja składa się z 
kilku etapów, pierwszym z nich jest liza komórki, 
osiągana za pomocą środków o charakterze deter-
gentów (np. SDS) i soli chaotropowych w połą-
czeniu z proteinazą, która ma za zadanie trawienie 
białek, zwłaszcza białek histonowych oraz nukle-
az. W przypadku metod wykorzystujących złoża 
krzemionkowe, lizat jest nanoszony na kolumien-
kę, do której wiąże się DNA. Następnie kolumna 
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poddawana jest serii płukań, których zadaniem 
jest oczyszczenie próbki zarówno z pozostałych 
elementów komórkowych, barwników (np. he-
moglobiny), czy też pozostałości odczynników, 
które mogłyby być inhibitorem przebiegu am-
plifikacji. Ostatnim etapem jest elucja, podczas 
której materiał DNA jest wymywany ze złoża i 
zawieszany w buforze o odpowiedniej sile jono-
wej i pH (np. bufor TRIS). W praktyce sądowej 
wykorzystywana jest także metoda direct PCR, 
która integruje proces izolacji i amplifikacji. Do 
zalet techniki niewątpliwie należy znaczne przy-
spieszenie analizy, jednak zbyt wysokie stężenie 
inhibitorów może utrudniać uzyskanie optymal-
nej wydajności amplifikacji (Ambers et al., 2018;  
Cavanaugh et al., 2018).
	 W przypadku standardowych protokołów 
przeprowadza się ocenę jakości i ilości wyizolo-
wanego materiału, przy pomocy metod spektro-, 
lub fluorymetrycznych oraz metody Real-Time 
PCR (Simoes et al., 2020). Następnie wyizolowa-
ne DNA wykorzystywane jest dla celów identyfi-
kacji osobniczej, lub grupowej.
Identyfikacja osobnicza 
	 Polimorfizm w sekwencji nukleotydowej 
może dotyczyć zarówno długości fragmentu, jak 
i składu nukleotydowego sekwencji, dlatego też 

genetyka sądowa wykorzystuje dwa rodzaje poli-
morfizmu STR (Short Tandem Repeats), opartej 
na długości fragmentów powtórzonych tandemo-
wo, oraz SNP (Single Nucleotide Polymorphism), 
opartym na różnicy w pojedynczych nukleoty-
dach (Butler, 2011). W przypadku identyfikacji 
osobniczej, zdecydowanie najczęściej stosowaną 
metodą jest analiza polimorfizmu STR (Chakra-
varty and Pandya, 2022). Krótkie powtórzenia 
tandemowe, nazywane też mikrosatelitami, są 
rozmieszczone głównie w regionach niekodu-
jących. Sekwencje mikrosatelitarne składają się 
z motywów tworzonych przez krótki fragment 
rdzeniowy (od 2 do 6 nukleotydów – Rys. 2) po-
wtórzony wielokrotnie i w ten sposób tworzący 
różną liczbę alleli w populacji.
	 W oparciu o polimorfizm STR badany w 
wielu loci, tworzony jest unikalny profil gene-
tyczny. W ten sposób porównanie profilu uzyska-
nego z materiału dowodowego z materiałem refe-
rencyjnym, umożliwia podjęcie próby wskazania 
donora śladu. Metodą pozwalającą na analizę po-
limorfizmu STR stała się modyfikacja klasyczne-
go PCR – multiplex PCR. Technika pozwala na 
jednoczesną amplifikację wielu loci, co znacznie 
przyspiesza analizę oraz zwiększa siłę dyskrymi-
nacji metody. Technika multiplex wykorzystuje 

Rys.2 Przykład polimorfizmu STR na przykładzie motywu AGGA (materiały własne).



 Journal of Life and Medical Sciences

Nr 1/33/2022 I Nauki Przyrodnicze i Medyczne  63 

www.naukowcy.org.pl

w jednej reakcji wiele par wyznakowanych fluo-
rescencyjnie starterów (obecnie zwykle ponad 20 
w przypadku identyfikacji ludzi), które hybrydy-
zują do specyficznych regionów w DNA, i ini-
cjują amplifikację. Następnie produkty reakcji są 
rozdzielone podczas elektroforezy kapilarnej, ze 
względu na długość sekwencji. System detekcji 
w połączeniu z laserem rozpoznaje kolor fluoro-
chromu, wyświetlając wyniki w poszczególnych 
kanałach detekcji ( Rys. 3).
	 Po raz pierwszy analizę STR wprowadzo-
no do praktyki w 1992, pierwszy zestaw złożony 
był z dwóch polimorficznych układów, jednak 
w roku 1998 multiplex zawierał już cztery, a rok 
później – siedem loci (Edwards et al., 1991). Ana-
liza STR została także zaadoptowana do badań 
prób o wyższym stopniu degradacji. Modyfikacja 
metody – miniSTR – polega na takim zaprojekto-
waniu starterów, aby wiązały się bliżej sekwencji 
mikrosatelitarnej, w rezultacie otrzymywane są 
krótsze amplikony (kosztem długości obszarów 
flakujących), co zwiększa szansę na uzyskanie 
profili z prób z wyższym stopniem degradacji 

Rys. 3. Wynik rozdziału elektroforetycznego sekwencji mikrosatelitarnych w układzie 6-FAM, z za-
znaczeniem polimorficznych loci (materiały własne).

materiału (Thakar et al., 2020).
	 Badne loci różnią się liczbą alleli, a tym 
samym siłą dowodową, czyli formułowanych na 
ich bazie opinii. Do najbardziej polimorficznych 
loci sekwencji u człowieka należą SE33, w przy-
padku którego wykryto ponad 100 różnych alleli, 
D21S11 z liczbą alleli wynoszącą 89, czy FGA o 
80 różnych allelach (Butler and Gill, 2012; Butler, 
2006). Komercyjnie dostępne zestawy do iden-
tyfikacji osobniczej pozwalają na jednoczesną 
amplifikację ponad 20 markerów autosomalnych 
oraz loci znajdujących się na chromosomach płci, 
takich jak gen amelogeniny. W praktyce, przy tej 
liczbie odpowiednio dobranych i walidowanych 
loci, nie jest możliwe uzyskanie dwóch iden-
tycznych profili genetycznych. Dla przykładu, 
zestaw GlobalFiler STR loci, amplifikujący 21 
autosomalnych STR, w analizie przeprowadzonej 
na grupie 159 osób (Al-Eitan et al., 2019), po-
zwolił na wskazanie łącznie 203 różnych alleli, 
co przekładało się na istnienie 3.037x1034 moż-
liwych genotypów. Uzyskany wynik wskazywał, 
że szansa na wystąpienie tego samego genotypu u  
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litarnych. Z materiału biologicznego prowadzona 
jest izolacja DNA, następnie oceniana jest jego 
jakość i ilość. Kolejnym etapem jest amplifika-
cja wybranych fragmentów, w przeciwieństwie 
do identyfikacji osobniczej, w tym wypadku 
prowadzi się klasyczną reakcję PCR, z wykorzy-
staniem pojedynczej pary starterów. Do celów 
identyfikacji gatunkowej najczęściej wykorzy-
stuje się uniwersalne startery, które hybrydyzu-
ją do sekwencji konserwatywnych, jednocześnie 
flankując obszar zawierający polimorficzne dla 
poszczególnych gatunków nukleotydy. Produkty 
PCR są poddawane sekwencjonowaniu metodą 
Sangera, lub służą do przygotowania bibliotek do 
sekwencjonowania NGS (Linacre, 2021). Bio-
rąc pod uwagę, że do identyfikacji gatunkowej 
wymagane są relatywnie krótkie fragmenty, sek-
wencjonowanie metodą Sangera sprawdza się w 
tym wypadku dosyć dobrze. Ostatni etap badania 
obejmuje analizę bioinformatyczną, pozwalającą 
porównać uzyskane sekwencje między sobą, lub 
z zasobami baz danych (takich jak GenBank, czy 
Ensembl), wskazanie lokalizacji polimorficznych 
nukleotydów, oraz zbadanie relacji filogenetycz-
nych między próbkami a sekwencjami pochodzą-
cymi z baz danych (Rys. 4). 
	 Szereg badań potwierdza skuteczność 
identyfikacji gatunkowej prowadzonej ze śla-
dów krwawych, także tych zdegradowanych. 
Uniwersalne startery dla genu COI zostały wy-
korzystane przez Daltona and Kotze (2011) do 
weryfikacji pochodzenia gatunkowego mięsa, za-
bezpieczonego w sprawie o kłusownictwo. Wy-
niki sekwencjonowania potwierdziły, że badane 
próby należały do podlegającego ochronie gatun-
ku antylopy. Amplifikacja fragmentu sekwencji 
cytochromu b pozwoliła także na rozwiązanie 
ciekawej sprawy dotyczącej spalonych szczątek 
zwierzęcych (Sharma and Gupta, 2018). Ma-
teriał do badań stanowiły znalezione wśród po-
piołu nadpalony skrzep krwi, kamień oraz cierń 
ze śladami zaschniętej krwi. Zespół potwierdził, 
że krew należała do leoparda (Panthera pardus), 
zabitego przez mieszkańców okolicznej wioski. 
Uzyskiwanie wyników ze zdegradowanej próby, 
wynika ze specyfiki mtDNA, który występuje w 
komórkach w dużej liczbie kopii, jest otoczony 
podwójną błoną, przez co wykazuje znacznie 
większą trwałość na działanie niekorzystnych 

dwóch losowo badanych osób z populacji wyno-
si 1,06x10-24. Niemniej, opinie z badania STR, 
nawet mimo tak znaczącego polimorfizmu, nie 
mogą prowadzić do kategorycznych wniosków. 
O ile możliwe jest jednoznaczne wykluczenie 
podobieństwa między dwoma profilami, to w 
przypadku identycznych profili między materia-
łem dowodowym i referencyjnym, formułowana 
jest opinia, że dana osoba jest donorem próbki z 
prawdopodobieństwem graniczącym z pewnoś-
cią. Współczesna genetyka sądowa, cechuje się 
rozbudową zestawów multiplex i włączaniem 
do nich kolejnych polimorficznych loci, efek-
tem czego są zestawy pozwalające na jednoczes-
ną amplifikację ponad 30 STR (Fan et al., 2021) 
przy zastosowaniu standardowej metodyki, to 
znaczy reakcji PCR i późniejszego rozdziału 
podczas elektroforezy kapilarnej. W przypadku 
zastosowania technik sekwencjonowania nowej 
generacji (zwłaszcza Massive parallel sequencing 
– MPS), możliwa jest analiza ponad 100 marke-
rów STR w jednej reakcji (Fan et al., 2022).

Identyfikacja gatunkowa

	 Krew może stanowić materiał w przy-
padku przestępstw z udziałem zwierząt, takich 
jak np. kłusownictwo, przemoc w stosunku do 
zwierząt, wypadki komunikacyjne, czy przemyt 
(Listos et al., 2015). Przestępczość przeciwko ga-
tunkom chronionym generuje nielegalny między-
narodowy obrót surowców zwierzęcych, którego 
wartość jest szacowana na ponad 30 miliardów 
USD rocznie (Daeid, 2021). W przypadku takich 
przestępstw szczególne znaczenie ma identyfi-
kacja gatunkowa, która prowadzona jest w dużej 
mierze w oparciu o mitochondrialne DNA (mtD-
NA), które zawiera sekwencje konserwatywne i 
specyficzne dla poszczególnych gatunków. Re-
gionami mtDNA, najczęściej wykorzystywanymi 
do identyfikacji prób o nieznanym pochodzeniu 
gatunkowym, są oksydaza cytochromu I (COI) 
oraz cytochrom b, które są wykorzystywane tak-
że w ekologii molekularnej do celów barcodingu 
(Burnham-Curtis et al., 2021). 
	 W przeciwieństwie do identyfikacji osob-
niczej, badania polimorfizmu w mtDNA opiera 
się na analizie SNP. Sama metodologia przygoto-
wania prób i etapów wstępnych jest podobna do 
tej stosowanych w analizie sekwencji mikrosate-
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czynników, takich jak temperatura, czy warunki 
środowiskowe (Kowalczyk et al., 2021; Grela et 
al., 2021; Dudas et al., 2019). 

Podsumowanie 

	 Krew stanowi niezwykle cenny i infor-
matywny materiał, zabezpieczany na miejscu 
przestępstw. Szeroki wachlarz narzędzi i technik 
pozwala na ujawnianie śladów krwawych, na-
wet tych zdeponowanych wiele lat przed prze-
prowadzeniem badania lub takich, w przypadku 
których podjęte zostały próby zacierania śladów. 
Ciągły rozwój w zakresie nauk sądowych prowa-
dzi zarówno do poprawy parametrów analitycz-
nych metod (takich jak czułość i specyficzność).

Zauważalne jest zwłaszcza coraz bardziej inten-
sywne włączanie nowych osiągnięć zakresu bio-
logii molekularnej, do praktyki sądowej. 
	 Interdyscyplinarne podejście do badania 
plam krwawych, integrujące osiągnięcia z za-
kresu chemii, biologii, fizyki, czy medycyny, w 
połączeniu z dynamicznie rozwijającym się war-
sztatem badawczym, znacznie zwiększa wartość 
dowodową oraz wiarygodność formułowanych 
opinii, które niejednokrotnie decydują o winie 
lub niewinności. 
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