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Examﬂnul de laborator al diferitelor necesar si se determine pe diferite obiecte,
Probe biologice are deosebit? imporianid  reprezentind corpurile delicte, prezenia
In clucidarea multor cauze judiciare, fiind  singelui, aparnicnenla de specie §i grup
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sanguind, prezenja spermer sau a altor pro-
duse biologice pe de o parte i deter-
minarea grupet sanguine a (ragmentelor
sau cadavrelor neidentificate.

Pentru ca rezultalele examenelor de
laborator sa reflecte in masura posibilului
adevidrul, este necesard respectarea unor
reguli in ceea ce priveste recoltarea §i con-
servarea urmelor biologice (in special cele
de singe). De la locul faptei trebuie re-
tinute obicctele care prezintd semnificafii
pentru anchetd, iar cele purtdtoare de pete
suspecte a fi de singe trebuie ambalate
separat. De asemenea este esential ca
obiectele sd fie ambalate numai dupd o
uscare totald, care sid se facd departe de
surse de cidldurd directe. Petele de pe
suporturi ce nu pot fi deplasate se vor
ridica pe cat posibil cu agchnn din suport,
sau dacd natura acestuia nu permite, prin
raclare cu o lami de ras sau bisturiu. Este
neindicatd recoltarea prin gtergere cu frag-
mente de tifon sau vatd-umectatd, deoa-
rece astfel se favorizeazd distrugerea sub-
stantelor de grup sanguin.

Pentru fiecare caz este necesara recol-
tarea in paralel §i a unci probe de singe
de la cadavru, victimd gi bénuit cand
existd, constind in 2-5 ml slnge intra-
venos (la persoanele vii sau din cord (la
cadavre). fard anticoagulant. Nu este indi-
cal si se compare rezultatele cu grupele de
singe din buletinele de identitate, acestea
putind £ gresit mentionate in buletin.

14.1. EXAMENUL PETELOR DE

SANGE

Biol. ELISABETA VASILESCU

O bund expertizd presupune in primul
rind orientarca cxpertului asupra petelor
de pe corpurile delicte. Acestea irebuie
fotografiate color iar petele de sange
descrise $i localizate. Forma, dimensiunile
i aspectul petelor sunt foarle imporiante
pentru orientarea anchetei.

Aprecierile asupra vechimii petelor de
sange sunt relalive, deoarcce transformirile
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depind s de natura substratului st a
conditiilor de conservare. S-a incercat sta-
bilirca vechimii petelor de siange prn
metode spectrofotometrice (cercetandu-se
transtformirile hemoglobinei) sau tehnici
de electroforeza, dar rezultatele nu au dat
rezultale precise.

In cercctarea corpurilor delicte se
impune o ordine a examenelor efectuate §i
anume: reacfiile de probabilitate, reactiile
de certitudine, apartenen{a de specie §i
determinarea grupei sanguine in pata de
sange.

14.1.1. Reactii de probabilitate

Reactitle de probabilitate se caracteri-
zeazi prin sensibilitate, rapiditatea de exe-
culiv §i se bazeazd pe urmatorul principiu:
unele substante colorante sunt incolore in
stare redusd (leucobaze), 1ar in prezenta
unui sistem de oxidare format dintr-un
peroxid (apa oxigenatd) §i o peroxidazi
{pigmentu] sanguin - hemoglobina - for-
mat din patru nuclei pirolici legati prin
fier), se recoloreazd. Reactiile nu sunt
toate absolut specifice pentru  sdnge,
respectiv pot da rezultate pozitive §i cu
alte substante ca peroxidazele din diverse
vegetale, lapte etc.. cu unii catalizatori ca
sdruri de fier, cupru. nichel, cobalt, cu
mulli compugi oxidan{i (permanganafi,
bicromaii etc.). Folosind doud (minimum)
sau trei reaclii de probabilitate (mai sen-
sibile §i strict specifice ) se elimind erori-
le prin aparifia unor rezultate fals pozitive,
concluzia trasd putind avea valoare de cer-
titudine.

Prin testarea reactiilor cu snge cunos-
cul pentru a compara intensitatea §i impul
de producere a reaclici §i prin folosirea de
probe din suport nep#tat, se poate dife-
ren{ia o reaclie pozitiva produsd datoritd
prezeniei sangelui, de o reactie pozitiva
oblinutdi prin contact cu substante din cate-
goriile mentionate. De altfel §i coloratia
unei reaclii produse de alte substanje decét
sangele este mai slabd. O altd caracteris-




ticd a acestor metode este cantitatea foarte
micd de sdnge utilizat}, dat fiind marea lor
sensibilitate.

a) Reactin Adler. Este o reaciie
extrem de sensibila, fiind cea mai uzitati
metoda in reacliile de sange. Ea poate da
reaclii pozitive in prczenfa oxidazelor ve-
getale (fragmente de plante, fructe etc.), a
pamantului, gunoiului {activitate bacteri-
and), a ruginei, permanganat de potasiu,
formol etc.

Reactivul constd dintr-o solugie saturati
de benzidind 1n acid acetic glacial §i se
folosegte addugandu-se in parfi egale pica-
turi de apd oxigenatd 10%. In acest
amestec se introduce fie o crustd sau {rag-
ment din materialul pitat, fie o piciturd
din maccratul din pata. Coloratia obtinut
este albastru intens.

b) Reactia Guarino. Mai pufin sensi-
bild decdt reacfia Adler, are insd speci-
ficitatea mai mare. Reactivul se obfine din
0,5 ml dimetil-aniling, 1 ml acid acetic
glacial si 100 ml apd distilatd. Adaugate
in pari egale picdturi de reactiv §i apd
oxigenatd 10% gi apoi materialul de cer-
cetat, se objine coloratia galbend.

Se lucreaza cu martori pozilivi §i nega-
tivi pentru diferenjierea reactiilor specifice
de cele nespecifice.

¢) Reacfin Kastle-Meyer. Reactia cu
phenolphaleina redus3: se observd o virare
foarte rapidd st o coloratie iIn rogu a
solutiei in mediu alcalin, ceea ce constitu-
le o reaclie pozitivi. Reactia este foarte
sensibild, iar reactivul se prepard din 2 g
phenolphtaleini, 20 g hidroxid de potasiu
anhidru, dizolvate in 100 ml ap# distilata,
Se introduc 20 g pulbere de zinc §i se fier-
be pini se objine reducerea phenolphta-
leinei. Reactivul este ugor incolor, §i se
péstreazi pe depozitul de pulbere de zinc.

Reactivul mai poate da reacfie pozitiva
cu: compugi de fier, potasiu, nichel, iod ctc.

d) Resctia cu verde de leucomala-
chit (Von Furth, Michel, modificatd de
Pierre Medinger).

Coloratia pozitivd obfinuta este verde,
foarte specificid. Poate da reaclie pozitivd
si cu compusi de nichel, fier, plumb, per-
manganat de potasiu, dar este negativd cu
lichide organice ca salivd, spermi, urini,
lapte, cu produse de origine vegetala.

¢) Reactis Van Deen cu tincturd de
guaiac di o coloratie pozitivd albastrd in
cateva secunde, dar are dezavantajul de a
{1 putin specificd putdnd da reactii pozitive
cu unele lichide organice (salivd, lapte),
unele sdruri minerale (sulfat de fier, pota-
siu), unele produse de origine vegetald
(cartofi, fdind, salatd, prune).

Aceste reaciii sunt importante pentru
depistarea petelor de singe, in cfectuarea
lor consuméandu-se o micd cantitate de
sange. De asemenea, ele sunt toate reactii
de colorare, au o valoare de orientare in
identificarea petelor de sadnge, dar ele
preced reactiile de certitudine, care singure
pot afirma prezenta séngelui.

14.1.2. Reactiile de certitudine

Acestea sunt: examenul microscopic,
reactille cristalografice, spectroscopice,
care pun in evidenid elementele figurate
ale sdngelui, formarea cristalelor de anu-
mi{i derivali ai hemoglobinei, sau propri-
etiili spectroscopice ale acestora.

Proba morfologici

Examenul direct la microscop a petel
de siinge de expertizat este metoda clasica,
dar prezintd dezavantajul lizérii rapide a
hematiilor, mai ales 1n situatia diludrii in
ser fiziologic, macerérii §i evaporéri pro-
dusulut de cercetat. Examinarea se face cu
epimicroscopul (tip Ultropak), utilizénd
diverse solutii pentru regenerare.

Proba microcristalograficd

Este una din metodele mai des folosite
§i se bazeazd pe proprietatea derivatilor
hemoglobinei de a forma, in anumite
conditii, cristale caracteristice. Dupa reac-
tivii {olositi, aceastd probd se poate rea-
liza in mai multe variante specifice sén-
gelui.
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Reactia Teichmann. Se bazeazi pe
formarea cristalelor de clorhidrat de
hematind, care apar prin reacfia dintre
clorura de sodiu din sdnge §i hematind
(rezultatd din descompunerea hemoglo-
binei), in prezenia acidului acetic. Metoda
cuprinde trei timpi: macerarea petei, con-
centrarea acesteia prin uscare la cald
(60°C) si cristalizarea dupd actiunea acidu-
lui acetic glacial.

Maceratul foarte concentrat din pata se
usucit pe lama prin incdlzirea la 60°C, fard
a se ajunge la punctul de fierbere. Dupd
evaporarea completd se adaugd o picaturd
de acid acetic glacial §i se acoperd cu o
lameld incalzindu-se ugor pani la evapo-
rarea incompletd a acidului acetic. Apoi
lama se lasd la ricil proces care se pro-
duce rapid. Se repetd operafia §i se mai
adaugd o piciturd de acid acetic glacial pe
marginea lamelei incd caldd. Apoi se
ricegte in aer §i se observd la microscop.

Cristalele formate sunt brune inchis sau
brun-rogcate, translucide, avand forma de
prisme alungite (de 1-20 p) sau rom-
boidale, cu varfurile ascutite, unele gru-
pate in formd dc¢ stca. Volumul lor
depinde de modul de preparare, iar
aparijia cristalelor Tecichmann denotd
prezenfa sangelui. (fig. 14.1)

O alti metodd bazatd pe formarea
cristalelor de clorhidrat de hematind esle
metoda Gabriel Bertrand. Se realizeazd
folosind reactivul Bertrand in locul acidu-
lui acetic glacial. Reactivul Bertrand
confine: | gram clorurd de magneziu
cristalizatd, 1 ml apd distilatd, 5 ml glice-
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Fig 14 1. - Cristalele Teichmann.

rind § 20 m! acid acetic glacial. Metoda
de oblinere a cristalelor este aceeagi cu cea
descrisd mai sus.

Reactia Stryzowski - pune in evidenid
prezenta sangelui prin formarea cristalelor
de¢ 10dhidrat de hematind, sub forma unor
prisme mici romboidale. Reactivul trebuie
preparal proaspat §i se utilizeazd asemina-
tor tehnicilor descrise mai sus. Cristalele
de hemocromogen (sau hematind alcalind
redusd) se cvidenjiazd prin metodele
Lecha-Marzo sau Takayama sub forma
unor cristale de culoare rosie, rombice sau
ca ace inegale, grupate in diferite forme.

Mectods spectroscopicd. Principiul
metodei s¢ bazeazd pe proprictatea de a
absorbi din spectrul luminii anumite zone
caracteristice de diferite lungimi de unda
de catre hemoglobind §i derivaiii acesteia,
observate cu ajutorul spectrofotometrului
din maceratul petci de cercetat.

Ilemoglobina produce o bandd de
absorbtic cuprinsd intre zonele D §i E cu
lungimile de undd de 5893 A si 5269 A.

Oxihemoglobina prezintd doud benzi
de 5769-5770 A distincte, iar carboxihe-
moglobina doud benzi de absorbjie cu
lungimea de undd cuprinsd intre 5709 §i
5308 A mai aproape de extremitatea vio-
let a spectrului.

in petele de singe mai vechi se poate
forma methemoglobina, cu patru benzi de
absorbjie, doud cuprinse intre 5800 -
5385 A asemindtoare oxihemoglobinei, o
alta la 6300 A in zona rogu si ultima mai
slaba 5000 A

Hematina se giseste de asemenca in
singele din petele vechi. Spectrul sdu este
mai greu vizibil, benzile avind lungimea
de undi cuprinse intre 6300 A si 5180 A.

Hemocromogenul formeazd doud benzi
intense §i foarte nete spre cele doud
extremitdli ale zonei galbene a spectrului,
in zoncle 5590 A- - 5600 A si 5300 A
spre portiunea verde.

Aceslea apar §i la dilujii ale hemocro-
mogenului de 1:17 000. (fig. 14.2)
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Fig 14.2. - Examenul speclroscopic pentru hicinoglo-
bind §i derivap: 1- rosu, 2- portocaliu; 3- verde, 4
albastry, 5- violet; 6- oxihemoglobind, 7- carboxihe-
moglobini, 8- hemoglobind redusa, 9- methemoglo-
bind; 10- sulfhemoglobind, |1- potfirind acida, §2-
hematna acida;, 13- hemocromogen

in situagia cand cantitatea materialului
de analizat este foarte micdi se poate uti-
liza microspectroscopul, adaptat la orice
microscop, Tn locul ocularului.

Metoda cromatograflicd propusd de
Fiori se bazeazi pe cromatografia ascen-
dentd (pe héartie) pentru identificarea
petelor de sange prin evidentierea hemo-
globinei §i derivafilor sii. Benzile se co-
loreazi cu benzedind. apd oxigenatd 3%,
de asemenca si fenolftaleind. Existen(a
hemoglobinei §i a derivatilor sai sc evi-
denjiazi prin aparifia unui spot albastru

caracleristic sau rogu. Se lucreaza cu probe
martor de hemoglobind cunosculd.

Metoda clectroforetica

Prezenta sdngelui in pete se poate
demonstra i prin electroforeza pe hartie a
maceratului  din  patd. Aceasti metoda
necesitd o concentratie a hemoglobinei de
cel putin 0,45%. Colorarea benzilor se
face cu benzidind §i apd oxigenatd.

14.1.3 Determinarea speciei
din probele biologice

O datd probatd prezenta singelui in
petele de cercetat se trece la cercelarea
apartenen(ei de specie a sdngelui. Aceastla
sc poate realiza prin mai multe mectode,
dintre care cele mai utilizate sunt cele

imunologice.
Reaclin de imunoprecipitare Uhlenhuth
Introdusd pentru  prima  datd  de

Uhlenhuth in 1901, ea se bazeazd pe
reacjla antigen-anticorp, metoda de pre-
purarc a serurilor constind In imunizarea
iepurilor cu seruri normale ale speciei
respective. Animalul inoculat cu o proteind
de la un animal din alld specie produce
anticorpi specifici antiproteinei carc a fost
inoculatd, Se oblin astfel seruri anti-om,
anti-bott, anli-pasdre, anti-oaic, anti-cal,
anti-porc, anti-ciine ete. care sunt puse in
contact cu un macerat dintr-o patd de
singe. La nivelul dintre cele dou# apare
un inel de precipitare alb ldptos. Serurile
folosite trebuie si fie absolut specifice g
sd aibd titrul de minimum 1:20 000.
Tehnica de lueru: Fiecare antiser
Tnainte de lucru se testcazd cu un martor
poziliv (macerat de singe de aceeagi spe-
cic) §i cu martor negativ (macerat dintr-o
specie diferitd sau ser fiziologic simplu).
Se fac macerate in ser fiziologic din
pata de cercelat pind se obfine aceeasi
colorajie cu a antiserului. In situajia cénd
singele este mai vechi, macerarea se face
pand la 24-48 ore, iar cdnd sdngele nu se
dizolva se adaugd | picdturd amoniac.
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Macerarea se face numai din pete
uscate, prezenja apei putdnd da reactii
nespecifice. O colorajie mai intensd a
maceratului poate inhiba reactia, iar un
macerat tulbure impiedicd vizibilitatea
inelului de precipitat. In aceastd situajie
maceratul se filtrez3 sau se centrifugheaza.

Maceratul din pata de singe (1 ml) se
introduce intr-o eprubetd cu un diametru
cdt mai mic (cca 5 mm). Cu o pipetd
Pasteur efilatid se introduce serul anti-om
fie la fundul eprubetei, fie se prelinge pe
perelele umectat al eprubetei, intr-o canti-
tate de 0,5 ml. Dupi timpul de reactie
indicat in prospectul insotitor al antiseru-
lui, la 15-20 minute, apare un inel de pre-
cipitare alburiu la limita de separare din-
tre antiser §i macerat in cazul prezeniei
sangelui uman. Timpul de reacjie poate fi
prelungit in sitwajia unor macerate foarte
diluate de la 1 - la citeva ore. In eprube-
ta cu martor negativ nu se va obline nici
un inel la limita de separalie, iar martorul
pozitiv indicd calitatea serului in functie
de timpul de aparifie a inelului. Uneori
este necesar sa se lucreze cu martori din
substratul nepitat, ex. cenuga care poate
da reacjie de precipitare nespecifica.

in situatia cénd in pata de cercetat nu
s-a eviden(iat sange uman §i este necesarad
precizarea speciei sngelui, se repetd
reacjia cu antiseruri antianimale.

Specificitatea antiserurilor se manifestd
pozitiv 1n situajia mai multor specii inru-
dite. Astfel, cu ser anti-om se oblin reactii
de precipitare cu proteine de om §i mai-
mute antropoide, cu ser anti-cal se obtin
precipitan cu proteine de cal §i magar g.a.

Reactia Uhlenhuth de imunoprecipitare,
din punct de vedere al rapiditdtii, sigu-
ranjei rezultatelor i simplitagii tehnicii,
este cea mai indicatd dintre reacjiile bio-
logice ce permit si se determine dacd
petele de sange sunt de origine umand sau
animala.

Se poate efectua §i micrometoda Huber
care evidentiazd reactia de precipitare intre
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lama gi lameld la nivelul dintre picitura de
macerat §i picitura de antiser homolog.

In cazurile cind maceratele sunt
impure sau colorale cu taninuri, inclele de
precipilare nu se pot vizualiza sau pot
apare precipitari nespecifice. In aceasti
situajie se pot executa alte metode dintre
care maj indicatd este  metoda
Quchtherlony de imunoprecipitare 1in
gelozi. In geloza tumatd pe un suport se
practica godeuri in care se introduc anti-
serurile de diferite specii §i maceratul din
patd. La nivelul contactului antigenului din
patd cu anticorpul homolog va apare inelul
de imunoprecipitare.

Tehnica de lucru este urmitoarea:

Se toarnd geloza 1,5% in plici Petri cu
diametrul de 10 cm, in strat de 3 mm
grosime.

In geloza solidificatd se decupeazi cu
ajutorul unui perforator de dopuri, godeuri
de 0,5 cm diametru, unul central §i mai
multe in jurul acestuia, distan{a dintre ele
fiind de 1 cm.

in fundul godeurilor se picurd putini
gelozd topitd pentru a realiza cavitdgi
etange. In cavitatea centrald se introduce
serul anti-om (sau alt antiser), iar in
godeurile din jur se introduc maceratele de
cercetat plus martorii (dilutie de sange
uman cunoscut, diluiie de sange animal,
macerat din suport nepatat).

Inire godeul care contine antiserul §i
godeurile care congin antigene homologe
se produc arcuri de precipitare, dupd cca
36 ore, dar se pot citi dupd 2-3 zile (in
acest interval placile trebuie sid rdmani
umede, iar godeurile reumplute). Daci
placile trebuie pastrate, dup3d terminarea
reacjici se spald in ser fiziologic 24 ore,
pentru indepdrtarea proteinelor ce nu au
intrat in reacfie, se usucd in vase
acoperite, la 37°C, pentru a nu se forma
cripituri §i se coloreazd cu Amido-
schwartz, albastru de bromfenol sau azo-
carmin. Pentru a rdméne doar arcurile de
precipitare colorate se inldturd restul co-
loragiei de fond prin spéldri repetate cu




acid acetic, metanol, apad distilatd. Apoi
piicile se usuca §i pot fi pastrate.

Metods imunoelectroforetica

Presupune obiinerea de arcuri de pre-
cipitare ale proteinelor umane cu pozifie
caracteristicd, utilizdndu-se ca substrat
geloza tamponata, ser anti-om, martor po-
2itiv (ser uman), martor negativ (ser de
animale) §i maceratele respective.

Se executdi godeun in geloza de o parte
si de alta a unor rezervoare longitudinale.
In godeun se introduc probele de cercetat
st martorii. Probele sunt supuse unei
migran electroforetice timp de 4 ore. Se
umplu apoi rezervoarele longitudinale cu
ser anti-om §i se lasd la incubat 1-2 zile,
in camera umedd, timp n care intre serul
anti-om i fractiunile proteice de origine
umana se formeazad arcuri de precipitare.
Citirea se face in funcjie de martori.

Metoda inhibitiei antiglobulinei a lui
Coombs

Bazatd pe principiul reactiei antiglobu-
linice a lui Coombs metoda constd in
aglutinarea hematiilor O Rh (D) pozitive
invelite, de cétre serul antiglobulinic
uman, serul Coombs. Dacd serul antiglo-
bulinic este pus in contact cu un macerat
de sdnge uman, anticorpii din ser se satu-
teazd, iar serul antiglobulinic nu mai aglu-
tineaza eritrocitele invelite.

Metoda este mai laborioasd necesitand
intr-o fazi initiald invelirea hematiilor O
Rh (D) pozitive cu ser anti-D incomplet.
Se spald apoi hematiile de 2-3 ori.

Se lucreazéi cu proba de cercetat, mar-
tor de singe uman cunoscut §i martor de
sdnge animal. Aceste probe se pun in con-
tact cu ser Coombs pénid a doua zi.
Adiugadu-se eritrocitele invelite  se
observd ci in prezenja sangelui uman,
eritrocitele nu mai sunt aglutinate, reactia
putandu-se evidentia pand la o dilugie a
sdngelui de 1:128.000, (dupd Dérobert).
Aplicarea acestei metode este insd labo-
rioass, necesitdnd invelirea hematiilor.

Alte metode mentionate in literatura de
Specialitate pentru determinarea originii

umane a sdngelul sunt: metoda aglutinérii
hematiilor tanate in care acestea pot fixa
antigene umane ce se pot detecta prin
reaclii de aglutinare, in prezenia anticor-
pilor homologi din serul antiglobulinic
uman (Coombs); metoda fixdrii comple-
mentului Tn care un antigen uman reac-
{ioneazd cu un antiser homolog cu fixarea
complementului (in prezenja complemen-
tului, serul hemolitic anti-oaie hemolizeazi
eritrocitele ovine); metoda evidentierii
proprietdjilor fibrinolitice sau metoda
denaturirii alcaline a hemoglobinei. Toate
acestea sunt metode care folosesc reactivi
numerogi, tehnici laborioase, ceea ce le
face improprii in lucrul de ruting, avand o
aplicatie mai mult In domeniul cercetdrii.

14.1.4. Determinarea grupei
sanguine ABO In pe-
tele de sange, sange
de cadavru, tesuturi
si secretii

Determinarea grupelor sistemului ABO
are o mare importantd in medicina legal3,
pe baza lor putdndu-se elucida multiple
cazuri cu implicatii intre victime §i agre-
sori, in cazul petelor de sange decelate pe
diferite obiecte sau la fata locului. Pe baza
lor se poate exclude o persoand, victimi
sau agresor, atunci cand prin determinarea
antigenelor §i aglutininelor acestea pot
lipsi la una din périile implicate. Sistemul
ABO, caracterizat prin prezenia antigenelor
si aglutininelor este sistemul cu cea mai
mare eficientd in cercetdirile medico-legale,
aceste componente putand fi determinate
gi dupid intervale mai mari de timp. Pentru
mentinerea antigenelor si aglutininelor in
petele de sange sunt esentiale cateva ele-
mente: vechimea petelor de sdnge, conditi-
ile de pastrare §i natura suportului. Cu cat
corpurile delicte sunt examinate mai
repede, sunt uscate, ferite de surse de cél-
duri, de umiditate, deci pistrate cores-
punzdtor, sunt ganse crescute de a putea
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determina mai multe elemente. De ase-
meni un rol important 1l are §i natura
suportului, printre suporturile conservante
fiind supra-fetele lucioase ca: sticla, met-
alele inoxi-dabile etc. la fel i unele gesi-
turi, iar prin-tre cele neconservante, [esd-

turile de nylon, obiectele
poroase etc.

in privinga alterdrii aglutininelor i
aglutinogenelor, unii autori afirmé cé aglu-
tininele se distrug mai repede, comparativ
cu antigenele, insd se constatd cd In
funciie de caracterele individuale ale celui
care a produs pata de singe, acestea pot
sd se distrugs diferit. Cand nu se mai pot
evidentia aglutinine, prin metode mai sen-
sibile se pot determina antigenele. De
asemenea, dintre antigene cel mai sensibil
este antigenul H, urmat de antigenul A,
pentru ca antigenul B sé fie decelat chiar
cind celelalte s-au distrus.

In sangele de cadavru hemolizat, in
timp ce se pot determina aglutininele, din
cauza hemolizei antigenele se evidenjiazi
mai slab.

In (esuturi determinarea antigenelor
este legatd de starea de conservare a aces-
tora, antigenele putidnd fi determinate cu
succes in {esuturi osoase cu o vechime de
peste 100 de ani, in fanere §i In {esuturi
parenchimatoase (mugchi, piele) etc.

Aceasta are mare importan{d in cazul
cadavrelor neidentificate, cxanghinate, a
diferitelor schelete sau in cazul cadavrelor
exhumate.

fn secretii, in conditii bune de conser-
vare (uscare, suporiuri absorbante) anti-
genele se mentin foarte bine, putdnd fi
evidentiate chiar dupd o perioadd de
cdliva ani.

In petcie de sange grupa sanguind se
stabilegte prin determinarea aglutininelor §i
a antigenelor. Aglutininele pot fi determi-
nate prin metoda Lattes - o tehnicd sim-
pla, fiind puse in evidentd cu ajutorul
eritrocitelor test A gi B. Eritrocitele A i
B sunt aglutinate in prezen{a sangelui din

pamantul,
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grupa O, care posedd ambele aglutinine,
alfa si beta. Eritrocitele B sunt aglutinate
de aglutinina beta din patd, ea caracte-
rizdnd grupa A. Aglutinarea eritrocitelor A
este realizatd de aglutinina aifa, care ca-
racterizeazd grupa B. Eritrocitele test A si
B nu sunt aglutinate in prezenja grupei
AB, aceasta fiind lipsitd de aglutinine. Ca
tehnicd de lucru metoda se realizeaza
foarte ugor §i anume: pe lama de sticld
notatd se pun: fie 2 cruste de singe raclale
cu o lama de bérbierit sau bisturiu, de pe
suport, fie fragment de suport imbibat cu
sfinge (jesaturi) etc. peste care se addugd
céteva picéituri de hematii (in suspensie
0,5% in ser fiziologic) A in stdnga §i B in
dreapta. Deasupra se pune lamela, elimi-
nand bulele de aer. Citirea se face dupi
cca 15 minute la microscop. In acest in-
terval de timp in jurul crustei se formeaza
un halou rogeat, in jurul lui grupindu-se
aglutininele corespunzitoare grupelor de
siange din pati.

In situafia evidentierii aglutininelor alfa
si bela se poate aprecia (dacd nu este
amestec de singe) cd sdngele din pata
aparjine grupei O. Dacd se evidenfiazd o
singurd aglutinin fie alfa fie beta, pentru
precizarea grupei trebuie pus in eviden{a
antigenul corespunzitor, efectudndu-se
metoda absorbliei elutiei (sau altd metoda)
de evidentiere a antigenelor. De asemenea,
dacd nu s-a evidentiat nici o aglutinind, se
efectucazd metoda absorbjie-elujie pentru
a se preciza dacd este grupa AB sau aglu-
tininele din patd s-au distrus. Cénd nu se
pot evidentia nici aglutinine nici antigene,
grupa sdngelui din patd nu se poate pre-
ciza. Singele provenit de la nou néscuti nu
confine aglutinine (acestea apar in primele
luni de viajd extrauterind); de asemenea
titrul aglutininelor scade cu varsta.
(fig.14.3).

Metoda absorbtie-elugie se bazeazd pe
proprictatea auntigenelor din pete de a
absorbi anticorpii homologi din ser.
Antigenele se pun in evidenld prin elu-




darea anticorpilor §i reacfionarea cores- 56“C. Se scol apoi fragmentele textile §i
punzitor cu suspensiile eritrocitare A, B §i se adaugd suspensie ecritrocitard A, B, si O

O adidugate. 5 % albuminatd (1 %), (pentru O suspen-
Proba Beth-vincent Probag Simonin
rurs test ite test
Eritrocite de 956 ur;‘ 8 E;vlroc Ae esB Seruri de
cercefat (L8 if (K] cercetat
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Fig 14.3. - Aparicnenta de grup a petel de sange (legenda la desen)

Tehnica absorbgici-clutiei este imbu- sia se face in apad sdratd). Aglutindrile se
nAtifita de Kind, iar Nickolls si Pereira cilesc dupd 1-2 ore, ele corespunzénd
(1962) utilizeazd cca mai avanlajoasd accluiagi antigen ca §i cel prezent pe
metod3 necesitind cantitd{i mici de mate- hematiile adaugate.
rial patat. Pentru metoda in godeuri, fibre din

Se poate efectua fie in twb, fie pe o suporiul pitat, precum §i fibre martor
placi cu godeuri, timpul de absorbjie la  nepdtat, ca §i martori de probe O, A, B,
metoda in tub fiind de 24 ore la +4°C . AB cunoscute, sunt fixate gi plasate in

Pentru metoda in tub, fragmentele de  godeurile unor plici de sticld. Se adaugd
material pitat, precum §i fragmentul nepd-  antiserurile anti-A, anti-B si anti-H. Se
tat se fixeazi cu alcool metilic. Se lucreazd  lasii la absorbit timp de 2-3 ore, se Inde-
in paralel cu probele de cercetat §i cu mar-  pdrleazd antiserurile §i se spald de 3-5 ori
tori cunoscufi de grupd O, A, B si AB. cu ser fiziologic rece. Se adaugd suspensii
Fragmentele fixate se introduc in tuburi, eritrocitare corespunzitoare 5% cu adaus
apoi se pun seruri anti-A, anti-B §i  de albumind bovind 1%. Se acoper3, se
fitaglutinina  anti-H pentru  absorblie.  ¢lucazi 20 minute la 56°C. Se lasé la tem-
(Metoda se pote efectua §i fard evi- peratura camerei 60 minute, pentru a
denjierea antigenului H avindu-se in  favoriza aglutinarea eritrocitelor test in
vedere ci el este continut de fiecare grupd  contact cu aglutininele homologe eluate.
sanguind yi se degradeazd primul dintre  Citirca se face la microscop sau cu ochiul
antigenele sistemului ABO). A doua zi se  jiper,

Indepirteaza serurile, se spald probele cu Metoda absorbjici-elutiei este o metoda
ser fiziologic rece de 7-8 ori, se adaugd 2 extrem de scasibill, necesitd pujin mate-
Picituri de ser fiziologic §i se pun la elual  rg) de cercetat, dar suportul pe care s-a
Ump de 20 minute la temperatura de produs pata uneori poate fi murdar,

647




imbibat cu alte produse biologice sau
materialul ca atare putdnd sid absoarba
nespecific. O atenjie deosebitd trebuie
acordatd imbibdarii cu transpirafie, care nu
este determinatd de gena secretoare, §i se
pune in evidenid suprapusd peste pata de
sange de pe (esdturd. De aceea o conditie
esentiala este lucrul in paralel cu marton
nepatali din acelagi material care s3
contind aceleagi substanje organice sau
minerale, sau si fi suferit aceleagi infestan
biologice.

Metodele de absorbiie-elujie §i aglu-
linarea mixtd precizeaza apartenen{a unei
pete de singe la una din grupele A sau B
putdndu-se preciza grupa cdnd s-au deter-
minat prin metoda Lattes §i aglutinele
homologe; de asemenca grupa AB cand
prin Lattes nu s-au evidentiat aglutinine,
iar prin absorbjie-elulie antigenele A §i B.

In cercetarea petclor de singe adesea
intervin factorii de degradare a unor ele-
mente caracteristice grupelor sanguine. De
aceea interpretarea expertului trebuie
facutd cu multd prudentd abia dupid efec-
tuarea metodei de determinare a aglu-
tininelor, coroboratd cu rezultatele core-
spunzitoare obtinute prin  metoda
absorbtiei-elutiei de determinare a anti-
genelor.

Alte metode de determinarea anti-
genelor bazate pe principiul absorbliei sunt
metoda Siracusa gi metoda Holzer. Metoda
absorbjiei folosegte capacitatea aglutino-
genelor existente Tn maceratele din petele
de cercetat de a absorbi specific izoaglu-
tininele din serurile test. Se poate aprecia
prezenia unui aglutinogen prin scaderea
semnificativid a titrului aglutininei core-
spunzitoare, dupd ce proba cu pata bio-
logicd a fost in contact cu serurile A, B,
si H §i s-a produs absorbiia.

Se utilizeazd seruri cu titrul de 1/256
si reactiv anti-H obginut din Eronymus
europaeus.

Aceastd metoda se aplicd asupra frag-
mentelor patate cu singe dar mai ales
asupra fragmentelor cu secrefii organice.
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Titrul antigenelor din sange (1/8-1/32)
fiind mult mai mic decat al antigenelor din
secrefie (1/128-1/1024), acestea se evi-
denfiazd mai greu prin aceastd metoda. Ea
se aplicd cu rezultate foarte bune la evi-
dengicrea antigenelor din secretii: saliva,
sperma, secrefie traheo-brongica §.a.

Metoda se lucreazd in paralel cu mar-
tori de ser A, B si H si cu martori nepa-
tap din fragmentele de material. Se poate
lucra §i cu macerat din pelele respective,
in acest caz putandu-se renunia la martorul
nepatat.

Se pun in contact fragmentele de mate-
nal pitat cu aceste seruri §i dupd 24 ore
de contact, in care se realizeazd absorbiia,
se litreazd serurile pe 8 sau 12 trepte. O
scidere a titrului aglutininelor de cel pugin
3-4 repte denotd prezenja antigenului.

In cazul mectodei Holzer se foloseste
ser de grup O, atdt in locul serului A cit
si al serului B, aglutininele din serul O
reaciondnd in funciie de hematiile test
addugate i absorbtia obfinutd. Este reco-
mandabild metoda Siracusa, cu seruri A §i
B deoarece serurile din grupa O pot
conjine unele fractiuni de anticorpi, putand
da absorblii nespecifice.

Determinarea grupei sanguine in sange
de cadavru se poate efectua prin metodele
Beth Vincent, Lattes §i absorbtie-elufie.
Metoda Beth Vincent de determinare a
antigenelor utilizeaza anti-seruri cunoscute
A, O si B, peste care se adaugd hematiile
de cercetat. Prezenta aglutinarilor indici
antigenul din hematiile de cercetat care au
reacjionat cu aglutininele din serul respec-
tiv. Dupd evidenjierea antigenului se
cerceteazd §i aglutinina corespunzitoare
prin metoda Lattes. Numai coroborand
cele doud rezultate expertul poate face
interpretarea. In probele de sange putrefi-
ate sau hemolizate, in care se objine
numai o aglutinind, fard a fi detectat §i
antigenul respectiv prin metoda Beth
Vincent, se cfectueazd §i altd metodd de
determinare a antigenelor, de exemplu
metoda absorbiiei-elugiei. Un fragment de




material (care nu absoarbe nespecific) se
imbibd cu sdnge, se usucd la temperatura
camerei, s¢ fixeazd §i se practicd metoda
absorbtiei-clutiet. Aceasta fiind mult mai
sensibild poate evidenfia antigenul core-
spunzator aglutininei gasite. In situatia
cind prin metoda Lattes nu s-au evidenii-
at aglutinine, iar prin metoda Beth-Vincent
nu s-au evidentiat antigene, metoda ab-
sorbjiei-elufiei poate pune in evidentd fie
un antigen, fie ambele antigene in cazul
grupel AB.

Determinarea grupei sanguine in {esu-
turi se realizeaza cu ajutorul metodei
absorbtiei-clutiel evidentiindu-se antigenele
localizate la nivelul membranei celulare.

Tehnica de realizare a metoder se
aplicd in functie de tesutul cercetat, aces-
ta putand fi {esut osos, fesut parenchi-
matos sau tanere. O condifie esenpala este
indepirtarea din fragmentele de  (esut
supuse expertizani a surplusului de gra-
simi, lichide biologice, sau factori micro-
bieni §i impuritip. Fragmentele bine
degresate, decupate pe misura eprubetelor
sau a godeurilor In care sc lucrcari, se
pun la absorbit timp de 24 ore la + 4°C
cu seruni anti-A, anti-B st fitaglutinina
anti-I1. A doua zi se fac 7-8 spilin cu ser
fiziologic rece, se adugd 2-3 picituri de
suspensic eritrocitard A, B si O 3% cu
adaos de albumind bovind 1%. Se elueazi
la 56°C timp de 20°. Sc indeparteazi frag-
mentul de (esut. Se lasd la temperatura
camerei yi se citegte dupd | ord.

Aglutinarile denotd prezenja antigenelor
tare se evidentiazi corespunzitor hemati-
llor adiugate.

Determinarea grupei sanghine in firele
de pir se efectueazi de asemenea prin
metoda absorblici-elujier in modul urma-
tor: firele de par cu lungime de minimum
6 cm pentru fiecare probd se degrescazi
Cu apd yi sipun, se trec prin amestec in
Péni egale alcool etilic, eter etilic timp de
10 minute. Se decoloreaza cu o solugie de
30 ml perhidrol, 15 ml amoniac, 30 ml
apa distilatd timp de 15 minute, se usucd

pe hartie de filtru, se spald de 3 ori cu
apa distilatd, de fieccare datd absorbindu-se
pe hartie de filtau.

Firele de pér se strivesc cu pistil de
agal pe un suport de ofel inoxidabil, bine
lustruit. Unii autori indicd §i 0 metodd de
smirghetuire a suprafetei firelor inainte de
strivire. Fragmentul de par strivit se
despicd cu un ac spatulat in 3-4 piri, s
se delageazd fragmente de 2-3 mm, péna
la terminarea Intregului fir. Se pregitesc
eprubete pentru ser anti-A §i ser anti-B gi
pentru martori de fire de par de grupe
cunoscute O, A, B, AB. Se introduc céte
cca 3 cm de fir de pér strivit in eprubete.
Se adaugi cate 3 picdturi de ser anti-A §i
anti-B. Se lasd la absorbit 24 ore la +4°C.
A doua zi s¢ fac 5-7 spdldri cu ser fizio-
logic rece. Se adaugd suspensie de hematii
A §i B 3%, albuminate, cdte 2 piciituri. Se
elueazd 20 minute la 56°C. Se scoate
supernatantul st se citesc aglutinarile dupa
2-3 ore la temperatura camerei. Eviden-
tierea antigelor 1n firele de par ridicd uncle
probleme intrucat chiar in probele experi-
mentale existd rezultate incerte. Inter-
pretarea rezultatelor trebuie s se facd cu
multd prudenid. de ex. dacd nu s-au evi-
denfiat antigene s-ar putea aprecia ¢ firul
de pir poate aparine grupei O, dar este
posibil ca antigenele sd nu fie evidentiate.
O alli metodd de determinare a grupei
sunguine 1n firul de par propusd de
Boeticher §i Kay (1973) o constituie tehni-
ca tratdni firelor de pér cu anticorpi mar-
cafi §i fixarea imaginii pe film, dupi
developare obtinandu-se imagini indivi-
duale caracteristice.

Sursa antigenelor ABO in firele de par
nu este clard. Ele pot fi identificate prin
acceagi metoda §i in foliculii parului, in
teaca cxternd a raddcinii. Testandu-se
indivizi nesecretori s-a concluzionat ci
prezenta antigenclor ABO in firele de par
este independentd de statusul secretor,
ceca ce corespunde §i cu rezultate obfinute
de Yada s.a. (1966).

In afara grupclor sistemului ABQ fin
petele biologice se cerceteazi gi alte grupe
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eritrocitare, care formeazd obiectul multor
cercetdiri, gdsindu-se tehnici cat mai adec-
vate caracterului fiecarui antigen.

* Antigenele M i N sunt bine detectate
in petele de sdnge prin metoda absorbtiei-
clutiei propusd de Percira (1971), care a
intreprins ample studii privind aceastd
problema semnaland gi dificultijile intam-
pinate in determinarea acestor factori.
Fragmente de patd sunt puse la absorbit
cu seruri anti-M si anti-N. Antigenele din
patd absorb anticorpii din ser, care prin
cluare reactioneazd cu hematiile M §i N
adecvate. Antigenul din pata de sange va
f1 cel corespunzitor hematiilor addugate cu
care au aglutinat.

QO atenjie deosebitd trebuie acordata
interpretdrii, avindu-se in vedere posibili-
talea unei ugoare reactivitili Tncrucisate. in
acest sens se lucreazd cu martori
cunoscuti. seruri bine selectate §i se iau in
considerajie doar aglutinarile puternice.

* Antigenele din sistemul Rhesus dcsi
mai slabe §i mai sensibile decat cele din
sistemul ABO si MN se pot detecta prin
metoda absorbfiei-elutici  (Pereira  §i
Bargagna, 1966) in mediu albuminat.
Eritrocitele test trebuie si fic proaspete §i
recoltate de la indivizi homozigofi. S-au
pus astfel in evidenjda toate anligenele
acestui sistem: C, CW, ¢, D, E si ¢.

* Antigenul Kell a (ost demonstrat in
pete de sidnge de Jones §i Diamond,
(1955) si apoi de Ducos (1957). Acesta a
cercetat  influenta diferitilor parametri
asupra rezultatelor (cantitatea sangelui din
patd, titrul serului anti-Kell, vechimea
petelor, utilizind metoda absorblici la
37°C. S-a reusit detectarea antigenului K
in pete vechi de pana la 60 zile.

Prin aceeasi metodd s-a reusit detec-
tarea antigenelor din sistemele Duffy §i
Kidd. Rezultatele sunt insa relative.

Enzime eritrocitarc. Foslfataza acida
eritrocitara

Hopkinson, Spencer si Harris au
descoperit in 1963 polimorfismul electro-
foretic al acestei enzime.
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Prezintd gase fenotipuri: A, AB, B,
AC. BC si C cu frecvente care fac utild
cercetarea lor in scopuri medico-legale.

Decelarea lor in pete este slabd, putan-
du-se objine rezultate pozitive in pete care
au o vechime de numai 6-10 zile.

Este de remarcat cd activitatea enzi-
maticd variazd cantitativ de la un fenotip
la altul, cea mai scadzutd f{iind cea a
fenotipului A, urmat de AB.

* Fosfoglucomutaza (P.G.M.)

Spencer, Hopkinson gi Harris, in 1964
au descoperit polimorfismul electroforetic
al acestei enzime. Ea este caracterizatd de
cele 3 fenotipuri P.G.M.1, P.G.M.2 ji
P.G.M.2-1. Se poate determina atit in
sénge proaspat, cat §i in sange lichid con-
servat mai multe zile, chiar citeva sip-
tdmani, fiind mai stabild decat fenotipurile
fosfatazei acide. In pete se poate determi-
na pind la o vechime de 1-3 luni, in
functic de natura suportului.

Adecnilatkinaza

LCste de asemenea o enzimi care pre-
zintd polimorfism electroforetic, demon-
strat de Fildes gi Harris (1966), prezentand
3 fenotipuri: AK 1, AK 2, AK 2-1.

Ea prezintd un grad mai mare de con-
servare ca PGM, putdnd fi determinata in
pete cu o vechime pand la 5 luni.

Proteine serice

Sistemul de grupe gamaglobulinice Gm
a fost descoperit de Grubb §i Laurell in
1956 yi cuprinde 27 factori.

Dintre factorii sistemului Gm in sco-
puri medico-legale prezintd importan{d fac-
torii Gm (1) §i Gm (2).

Determinarea factorului Gm (1) in
petele de sdnge se realizeazd prin metoda
inhibitiei hemaglutindrii (dupd Ducos) cu
seruri anti-Gm (1) i hematii O Rh (D)
pozitive, invelite.

Se efectueazd un macerat din pata,
facindu-se mai multe dilugii. Aplicandu-se
metoda pe dilugii in funciie de concentratia
serului anti Gm (1), in prezenta martorilor
pozitivi §i negativi cunoscuti, se constata
care este dilutia din patd optima pentru
obtinerea rezultatului bun. In funclie de




natura suportului, factorul Gm (1) se poate
evidentia in pete de la 1-3 séptimani.
Foarte rar mai poate fi cvidenjiat in pete
mai vechi.

Frecventa factorului Gm (1) in popu-
latie [Gm (+1) = 34,33% i Gm (-1) =
65,67%] precum gi stabilitatea lui permit
utilizarea in expertizele cu profil de
serologie medico-legala.

Interpretarea rezultatelor trebuie facutd
cu prudenid, un rezultat negativ putand sa
reprezinte lipsa factorului Gm (1), dar i
o posibild neevidentiere a lui sau dis-
trugere.

De asemenca trebuie luate in vedere
posibilele reacfii nespecifice, datorate
imbibiirii suportului cu anumite substan{e
organice sau anorganice.

Sistemul haptoglobinic este reprezentat
printr-o alfa 2 globulind caracterizati prin
capacitatea de a fixa hemoglobina.

Smithies a demonstrat, folosind mecto-
da electroforezei in gel de amidon, cé
haptoglobinele prezintd trei fenoplipun,
deosebite dupd numdrul benzilor §i viteza
de migrare: Hp 1, Hp 2 5 Hp 2-1.

S-au fdcut multe cercetdri privind
determinarea haptoglobinelor in petele de
sdnge, rezultatele pozitive insd sciizand in
functie de timp si conservarea petei. De
exemplu Heifer a putut evidentia tipul
haptoglobinic dupi 2 zile de conservare la
13 din 20 de probe, iar dupa 14 zile la 8
din 20 probe.

Tehnica de determinare a haptoglo-
binelor in pete ¢ste electroforeza in gel de
amidon sau acrilamidi.

Se efectucaza un macerat din patd in
hemoglobini, folosindu-se un tampon
borat cu pH 8,4-9,1. Pereira (1971) facand
consideratii asupra metodclor utilizate in
decelerea grupelor haptoglobinice in petele
de singe, aratd cid unul din inconvenien-
tele principale il constituie excesul de
hemoglobmﬁ, care are un efect de masca,
deformand schema electroforetic.

Unii autori recomandd meloda imuno-
electroforezei care permite objincrea unor
arcuri definite, atunci cind sunt cercetate

pete proaspete, dar nu di rezultate in
cazul petelor vechi.

Mai indicatd este metoda clectroforezei
in coloand de gel de acrilamida, care per-
mite o separare a haptoglobinelor de exce-
sul de hemoglobind care migreazd spre
extremitatea placii.

Un alt sistem de grupe serice Ge (grup
specific  component)  descoperit  de
Hirschfeld (1959) se evidentiazd prin imu-
noclectroforeza. Sc folosegte ca ser anti-Ge
un ser preparal prin imunizarea pe iepuri.

Proteina Ge este o alfa 2-globulini.
Fenotipul Ge 1 produce fafd de un ser
anti-Ge un arc de precipitare departe de
punctul de start, fenotipul Ge 2 un arc de
precipitare in apropierea starlului, iar
fenotipul Ge 2-1 un arc de precipilare
dublu. Grupele Ge prezintd aceeasi speci-
ficitate antigenica, dar diferd prin viteza de
migrare in cdmpul electric reacjia antigen-
anticorp servind la localizarea proteinei.

Globulinele Ge sunt foarte labile in
petele de singe total, putand da arcuri cu
pozific mai anodica, care sldbesc o datd cu
invechirea singelui, pand la disparifie.
Este necesar ca extractul de patd sa
conjinii o concentrajic in globulind Gc
apropiatd de cea existentd in mod normal
in scr.

Pe plan mondial cercetdrile pentru a se
giisi noi metode privind identificarea indi-
viduald sunt imense.

Astfel pentru determinarea grupelor
ABO in (esuturi se poate aplica cu foarte
mari succese metoda imunofiuoresceniei.

Trebuie subliniat faptul ci, dacd prin
aplicarea tehnicilor curente de determinare
a unei grupe sanguine sau a unui anumit
factor, s-a putut doar restrange cercul de
banw(i, intdrindu-se o anumitd pre-
supunere, in coroborare cu aite date ale
anchetei, fard a putea duce la o concluzie
de certitudine privind apartenenfa petelor
de pe corpurile delicte. Prin aplicarea
metodei de tipizare a ADN-ului in pete sc
pol determina in segmentele genomice
caracterele individuale.
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14.2. EXAMENUL PETELOR DE

SPERMA

Bilol. ELISABETA VASILESCU

Cercetarea petelor de spermd are
deosebitd importantd in medicina legald,
ele fiind singurele care persistd in urma
unui viol, viol cu deces, perversiuni sexu-
ale etc. fie pe obiectele de imbriciminte
sau alte corpuri delicte, cit §i in secrefia
vaginald a victimei. In petele de spermi
rezultate in urma unui raport sexual, de
obicei se pot determina antigenele atat ale
victimei cét gi ale invinuitului. Cunoscén-
du-se grupa sanguind §i statusul sccretor al
victimei, din antigenele evidentiate se
poate deduce grupa sanguind a invinuitu-
lui, care ulterior este determinatd eritroci-
tar §i salivar prin recoltarca de sange gi
salivd de la invinuit.

In situajia unui raport sexual se
cercetcaza petele de spermd de pe
imbricimintea victimei; de asemenea sc
recolteazd secrefie vaginald, anald i
bucald, pe lame §i tampon, in funciie de
caz, concomitent cu sdnge §i salivd, pen-
tru stabilirea grupei sanghine §i a statusu-
lui secretor.

In cazul unui viol cu deces, de la vic-
tima se recolteazd pe langd secrelie vagi-
nald pentru evidentierea spermei pe lame
yi tampon, singe §i lampon cu secrelic
bucald sau traheo-brongicd pentru deter-
minarea statusului secretor.

Dintre obiectele de la locul faptei se
cerceteazii cearceafurile de pe pat, fotoli-
ile, petele de pe dusumea sau alte obiecte
unde s-a produs agresiunea.

14.2.1. Examenul macroscopic

Pata de spermi recentd are o culoare
alb-gdlbuie, cu aspect mat, scrobit pe un
suport absorbant, cu marginile bine deli-
mitate. Petele de pe obiectele spiilate pre-
zintd o culoare mai gilbuie, difuza, fira a
avea consistenta de scrobit. Pe suporturile
lucioase pata de spermd formeazd o
peliculd scuamoasd, ugor strilucitoare,
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albicioasa. Localizarea, pozitia, dimensiu-
nile 5i forma petei pot da date asupra po-
zijiei ‘relative a victimei §i a inculpatului.

14.2.2. Examenul petelor de
sperma in lumina
uitravioleta

Pata de spermi este examinatd direct
pe suport cu un fascicul de raze ultravio-
lete, imaginea avand o fluoresceni{d carac-
teristicd ce se intinde de la nuania de vio-
let spre atbastru-verzui §i un spectru con-
tinuu, incepand de la 4000 A, pand la
4559 A.

Alle metode, pentru diagnosticul de
patd de sperma, pun in eviden{d diferiti
constituen{i ai spermei, care se gasesc in-
tr-o concentrajic relevantd in aceastla, ceea
ce o poate deosebi de alte lichide biolo-
gice. Aceste metode se bazeazd pe pro-
prictdjile chimice, enzimatice §i imunolo-
gice ale spermei, punandu-se In eviden{d
spermina, colina, calciul §i fosfataza acida.

Metodele enumerate, desi dau o bazi
de praobabilitate asupra petelor de spermi,
in condifiile cind nu se gdsesc spermato-
zoizi in patd, fie din cauza unei recoltdri
sau conservdri improprii, fie in situatiile
de azoospermie sau oligozoospermie seve-
ra, cle pot singure constitui dovada pre-
zenjel spermei in patd.

14.2.3. Reactii microcristalo-
grafice

Aceste reaclii se bazeazd pe principiul
formirii cristalelor caracteristice compo-
nentilor spermei in contact cu diferifi reac-
tivi. In cazul petelor de spermi sc efec-
tueazii un maceral din patd care se pune
in contact cu reactivii specifici.

Reactia Florence

Pune in eviden{d prezenfa colinei in
sperma, care are o concentrajie in aceasta
mai mare decit Tn alte {esuturi §i umori ale
orgamsmului. Este descrisd in literatura de




specialitate ca cea mai sensibila reactic
pentru sperma.

Florence a pus-o in eviden{d n 1897,
arildnd cd sperma sau maceratul din pata
de spermd puse in contact cu un reactiv
iodo-iodurat determini imediat formarea
cristalelor de periodurd de colind. Reac-
tivul este constituit din iodurd de potasiu
1,56 g, 1od metalic 2,54 g si apd distilata
30 g si poate {1 pastrat mai mult timp.

Pe lam3 se pune o picaturd de mace-
rat din pata de spermd §i o piciturd de
reactiv, acoperindu-se cu lamela. In
preparatul observat la microscop s¢ pot
distinge cristalele Florence caractenstice,
brun-acajou, alungite sub forma de lance,
cu unul din capete despicate In coadd de
randunicd, de dimensiuni varabile, solitare
sau dispuse in grupuri stelate. Aceastd
reacfic nu se produce in spermi imediat
dupd ejaculat, ci dupd 15-20 minute,
intrucét colina se formeaza progresiv, ple-
cand de le precursori. Prezenia sangelui, a
urinei sau a florei microbiene intr-o pro-
porjie ridicatd impiedicd formarea reacliei.
Reacfia cu producere de cristale Florence
poate {i pozitiva §i cu saliva, secrefia vagi-
nald, mucus uterin, bila, unele sucuri veg-
etale, in acestea gisindu-se intr-o oarecare
proportie colin3 (fig. 14.3).

Reactia Barberio

Barberio a aritat ci o solulie apoasa
saturatd de acid picric produce formarea
cristalelor in contact cu spermina, de
picrat de spermind, colorate in galben, sub
forma aciculara, sau prisme mici rombice,
cu o linie refringentd pe mijloc. Cristalele
sunt grupate in crud, mai rar in forma stelard.

Reaciia Lecha Marzo utilizeazad aci-
dul fosfomolibdenic 10 p. 100 pentru ca-
racterizarea spermei. El a obtinut la rece
cristale sub forma de lame hexagonale sau
rombice, incolore, gaibene sau verzui.

14.2.4. Reactia fosfatazei acide

Fosfataza acidd a spermei umane este
secretatd de prostatd. Este o fosfomo-
noesterazi de tip 2 ce catalizeaza la un pH

5.5 transferul fosfatului din beta glicero-
fosfat si fosfocreatinind citre glucozi.
Produsul obginut cste glucozofosfatul care
va fi transformat in fructozo-6-fosfat de
citre izomeraza, care va {i sursa de fructozi
seminald. Fructoliza anacrobd este proce-
sul metabolic care permite spermalo-
zoizilor s& subziste in absen{a oxigenului.
Bogatia spermei in fosfatazd a fost uti-
lizatd pentru demonstrarea prezeniei sper-
mei pe substratul cercetat.

Prin metoda calitativd a lui Welker, se
obline o colorajie rogic a petei de sperma
de pe suport folosind ca substrat alfanaftil-
fosfatul de sodiu intr-o solujie tampon pH
5. Alfanaftolul eliberat sub actiunea en-
zime - fosfataza acida - d3 prin cuplare cu
o sare de diazonium culoarea rogie cu sper-
mi.

Mectoda determindrii calitative a fosfa-
tazei acide din spermd este insd conside-
ratdl inexactd, avandu-se In vedere prezenia
acestei enzime §i in alte produse ca ficat,
rinichi. eritrocite, lapte, cartofi, etc.

Unii autori recomandd determinarca
cantitativd a fosfatazei acide prin maisu-
rarca fotometricd a intensitdfii culorii
apidrute intr-un volum de extras din pati.

Rasmussen a aratat ci la temperatura
obignuitd fosfataza acidd diminueazi re-
pede in timpul primelor 10-20 zile pentru
ca apoi s# dispard repede. Un rezultat ne-
gativ nu permite o concluzionare, insa un
nivel de fosfatazd acida egal sau superior
cu 20 unitdfi King-Amstrong pe cen-
timetru, semnaleazd prezenta spermei in
pata.

Metode ca clectroforeza §i imuno-
electroforeza pentru determinarea electro-
foreticd a fractiunilor proteice ale spermei,
ca §i metoda cu serurile imunoprecipitante
oblinute pe icpuri, au o aplicabilitate
redusa.

14.2.5. Metodele de certitudine

Mectoda de certitudine in determi-
narca unei pete de sperma constd 1n evi-
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dentierea microscopicad a spermatozoizilor.
Aceg-tia pot fi examinati pe frotiuri vagi-
nale recoltate de la victimd sau pe mace-
ratele din petele de pe corpurile delicte.
Prezenta unui singur spermatozoid gasit pe
un frotiu, poate da confirmarea prezeniei
de sperma.

Spermatozoizii provenif{i din celulele
germinale ale epiteliului seminifer au o
structurd filiforma, fiind constituifi din
cap, glt, piesd intermediard §i coada.

Capul este aplatizat, oval, cu o
lungime de 4,6 microni §i contine nucleul
format din ADN, un acrozom constituit
din mucopolizaharide gi un capigon cefa-
lic (fig. 14.4.).

Coloratia spermatozoidului se bazeazi
pe afinitatea diferitd fajd de coloran{i a
capului §i cozii. Acrozomul compus din
mucopolizaharide se coloreazd mai palid
fajd de nucleul cu cromatind care se colo-
reazd intens.

in cazul in care intr-o pati de sperma
se evidentiazi numai capete de spermato-
zoizi, acegtia sunt suficienti pentru dia-
goosticul de spermd. Cozile mai palide la
culoare nu pot fi evidentiate dupd deta-
garea de cap.

Pentru efectuarea frotiurilor din pete se
macereaz3 fragmente din acestea, timpul
de macerare variind in functie de vechi-
mea petei. Pe o lamd se efectueazd
frotiul. Se usuci, se fixeazd 20 minute in
alcool metilic §i se coloreaza.

Sunt mai multe metode de colorare a
frotiurilor cu spermi, cea mai frecvent uti-
lizatd fiind metoda cu hematoxilind-eosind,
preparatd dupd uvrmatoarea refetd:

1) Soluia A - 1 g hematoxilind +
10 cc. alcool etilic absolut; Solujia B -
20 g alaun de potasiu + 200 cc. apa dis-
tilatd. Solujia A+B se amestecd dupd 24
ore, flaconul lasandu-se pentru maturarea
colorantului la lumina soarelui 10 - 15
zile. 2) Eozinad apoasi- yellow 1,50 g +
eozind alcoolicd (rot) 1.50 g + orange G
0,30 + alcool 70° 100ml. Se fierbe 10,
dupi ricire se adaugd 1 cc. acid acetic
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Fig. 14.4. - Spermia umana
1- cap, 2- gét, 3- corp, 4- couadd, 5- acrosom; 6-
nucley, 7- plasmalema; 8- centrioli, 9- mitocondrii,
10- filament axial, 11- microfibrile.

glacial §i 20 cc. solugic apoasd saturatd de
carbonat de litiu. Se filtreaza.

Frouul se fixeazd in alcool metilic 30
minute. Se usucd. Se coloreazd 5 minute
in hematoxiling, se spald cu apéd de robi-
net, se coloreazi in 1-2 bl de eozind, sc
spald, se usucd. Se observd la microscop i
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Fig 14.5. - Microcnistale de spermina

cu obiectivul cu imersie. Capetele sper-
matozoizilor apar bicolore - baza in albas-
tru violet, varful 1n roz, iar coada in rogu
spre roz.

Mai amintim alte coloratii : verde-
metyl, eritrozind §i colorarea fibrelor de
{esdturl cu pete de spermd (colorarea cu
entrozind).

14.2.6. Stabilirea grupei san-
guine in petele de
sperma

Dupid precizarea prezenjel spermei in
pata biologica, se trece la determinarea
grupei sanguine in petele de spermi. Este
necesar si se¢ precizeze cd antigenele de
grup sunt localizate in plasma seminald §i
sunt determinate de gena secretoare. In
populatia {irii noastre proporjia de secre-
tori este de 80% fatd de 20% cei nesecre-
tori. Indivizii secretori secretd antigencle
de grup sanguin in toate lichidele corpu-
lui, saliva, sperma. sccrejia vaginald, se-
crejia brongicd, avand titrul cel mai ridicat.
Important de remarcat cste faptul ci tofi in-
divizii secretori prezintd antigenul H, indi-

ferent de grupa ABO din care fac parte.

Metoda cea mai uzitatd in determinarea
antigenelor AB §i H in sperma este meto-
da absorbiiei. Se pot aplica §i alte metode
de determinare a antigenelor ca: absorbjie
clujiec (Pereira, 1962), aglutinare mixtd
(Edwards, 1964) si inhibitie.

Principiul metodei absorbtiei este
urmiatorul: antigenul prezent in patd va
absorbi specific aglutinina corespunzétoare
din serul cu care este pus in contact.
Scaderea titrulul acestei aglutinine este evi-
denfiatd prin  titrarca  serului  dupd
absurbtie. Citirea se face dupd 30 - 60
minute $i se ia In considerajie sciderea de
minim 3 trepte a aglutinarilor din ser, care
corespund prezentei antigenului. Astfel
scaderea titrului serului anti-A §i fitaglu-
tinin¢i anti-H, denotd prezenta antigenelor
A §i H: scdderea titrului serului anti-B i
fitaglutininel anti-H, denotd prezenta anti-
genelor B s1 H: scdderca titrului serului
anti-A, anti-B gi fitaglutininei anti-H,
denotd prezenja antigenelor A, B §i H iar
scaderea utrului fitaglutininei anti-H, de-
notdi prezenja antigenului H. Pentru grupa
0 cste deci caracteristic numai antigenul H.

Dacd nu a scdzut titrul nici unui ser,
rezulta ¢é in patd fie cd nu sunt antigene
§i pala provine de la nesecretori, fie can-
titatca de secretie a fost insuficientd pen-
tru evidentierea lor sau in cazul petelor
vechi. antigenele s-au distrus.

Prezenta singelui In patd nu interfe-
reazd cu antigenele A, B §i H din secregii,
titrul antigenelor eritrocitare fiind mult mai
scazul decat al celor din secregie.

In general petele de spermid nu se gi-
sesc individualizate decat in anumite situ-
ajii, ¢i sunt amestecate §i cu secrejia vagi-
nald a vicumei. De aceea, pentru a inter-
preta corect rezultatele obtinute trebuie
determinate grupa sanguind §i  statusul
secretor atat al victimei, cdt §i al agre-
sorului. Pentru interpretare se va avea in
vedere in cazul unui raport vaginal sau
oral suprapunerea antigenelor victimei §i a
invinuitulvi. In schimb intr-un raport anal,
jindndu-se secama ca secrefia victimei este
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minim3 Tn contaminarea petei seminale,
grupa determinatii in pata de spermi va fi
mai posibil a agresorului.

Pentru determinarca prezenjei spermei
i a antigenelor ABH in confinutul vaginal
se va recolta, pe lang# frotiurile pentru
decelarea spermatozoizilor, un tampon de
tifon sau vatd imbibat cu secretia vaginala.
De asemenea, se vor recolta 2-3 ml de sa-
liva, care se fierbe pe baia de apd 30 de
minute, iar in cazul cadavrelor, lampon cu
secretie salivard sau traheo-brongic. Tam-
poanele trebuie uscate pentru evitarea dis-
trugerii antigenelor ABH.

Persistenta spermatozoizilor intravagi-
nali depinde de mai multi factori: pH-ul,
flora microbiand sau ciclul ovular, fiind
lizaji dupa 24, 48 sau 72 de ore daci csle
vorba despre femeie vie §i cu o persisten{
de pina la 3 sdptdmani, dacd se vorbegte
despre conservabilitatea intravaginald la
cadavru.

14.3. EXAMENUL ALTOR PETE BIO-
LOGICE

Bicl, ELISABETA VASILESCU
14.3.1. Pata de meconiu

Meconiul este constituit din toate sub-
staniele care se acumuleazd in cursul ges-
tagiei in tubul intestinal al fetusului.

Cercetarea petelor de meconiu §i iden-
tificarea lor pot furniza probe importante
pentru datele de anchetd in pruncucidere,
intreruperea sarcinii sau tdinuirea nagterii.

Meconiul contine elemente provenind
din trei origini - origine gastro-intestinald:
mucus, granulafii grase cu tentd galbend,
celule epiteliale cu nuclei vizibili proveniti
din descuamarea tubului digestiv; origine
hepatici: mucus, celule cilindrice de des-
cuamare a cailor biliare, corpusculi bruni,
cristale de colesterind plate, lamelare trans-
parente, cristale de bilirubind; origine
amniotica: celule epidermice descuamate,
peri fetali fini, fard canal medular.

Ca morfologie pata de meconiu este
viascoasd, de culoare brun-gilbuie, cu
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nuaniii verde, aderentd §i nemirositoare.

Examenul petelor de meconiu se poate
face chimic - evidentierca fosfatazei acide,
(dar fard rezultate precise) sau pnn reactii
cu seruri precipitante objinute prin imu-
nizarea iepurilor cu meconit uman; va-
loarea ceca mai mare o are examinarea
microscopicd a petei de meconiu, constind
in cercetarea diverselor elemente con-
stituente ale meconiului.

Prin metoda absorbiiei se pot determi-
na anligenele de grup ABO in meconiu la
persoancle secretoare.

14.3.2. Petele de secretie glan-
dulara

PPata de saliva prezintd o culoare alb-
gilbui spre gri, pe unele suporturi cu
aspecet strilucitor. Examenul microscopic
pune in cvidentd celule epiteliale pavi-
mentoase, mucus bucal si faringian, celule
cilindrice cu cili vibratili ale cdilor respi-
ratorii. elemente care sunt insd greu de
diferengiat intr-o patd uscatd de saliva.
Punerca in evidenid a petei se poate face
prin metode chimice privind constituentii
salivari, dar importan{d deoscbitd o pre-
zintd evidentierca antigenelor hidrosolubile
AB §i H ale salivei. Sccretia acestor anti-
gene este determinatd de gena secretoare,
ele gisindu-se in lichidul salivar.

Titrul mare - 1/1024 al antigenelor
salivare permile determinarea statusului
secretor §i a grupei sanguine a persoanei
care a produs pata de saliva. Acest lucru
ar¢ deosebitd importantd in medicina
legald, permitand determinarea aparte-
nentei individuale pe diferite substraturi:
{igdri, timbre lipite sau unele corpuri
folosite la sufocare (cdlug) etc. De aseme-
nca, saliva se utilizeaz3d la determinarea
statusului secretor al unui individ, de
exemplu in cazurile de viol, perversiuni
etc.

Determinarea antigenelor din salivd se
face prin metoda absorbiiei: se pun in
contact antiseruri adecvate anti-A, anti-B




si fitaglutinina anti-H cu salivd sau frag-
mente din {igdri sau alte corpuri delicte
imbibate cu saliva.

Se lucreazd cu martori nepatafi din
corpurile delicte §i cu martori din serurile
cu care s-a lucrat.

Se pun la absorbit 24 de ore la +4° C.
Se titreazd si se adaugd hematii A, B i 0
(hematiile O se suspenda in api siratda 3%)
in suspensie 2%, corespunzilor. Se cilegte
dupd 30-60 minute. O scédere de cel pufin
3 wepte a titrului aglutininelor denotéd
prezenja antigenului respectiv. Pe baza
determindrii antigenelor in salivd se poate
identifica grupa sanguini a unui individ in
urma de salivd Jasata pe o {igard.

in expertizarea urmelor biologice pot fi
menjionate §i metodele de aglutino-
inhibare §i imunofluorescenjd, iar in
ultimii ani metoda amprentei genetice de
tipizare a ADN, care permite identificarea
indivizilor dupd caracterele individuale
inscrise in ADN genomic. Aplicand meto-
da PCR (polymerase chain reaction) de
amplificare in vitro a secvenjelor ADN,
sunt suficiente 1-10 ng de material. Astfel
este suficienti o singurd moleculd de
ADN, care poate fi amplificatd i pe baza
cireia poate fi tipizat un individ.

Pata de mucus brongic are o culoare
albicioasd, unecori verzuie, cu un contur
net. Examenul microscopic evideniiaza
celule mucoase brongice, celule prismatice
cu cili vibratili, celule pavimentoase din
cavitatea bucald g1 faringe, polinucleare,
microbi, unele hematii. Are importan{d in
determinarea statusului secretor la cada-
vrele de la care nu se mai poate recolta
salivd sau alte secrefi, datoritd titrului
mare al antigenelor pe care le conjine.

Pata de mucus nazal coloratd fie in
alb sau galben, fie gri, contine celule cu cili
vibratili din ciile respiratorii, leucocite etc.

Pata de lapte i colostrum

Examenul secrefiei mamare - lapte si
colostrum are importan{d in medicina
legald in situaliile de pruncucidere sau
Intrerupere a sarcinii. Macroscopic, petele

de lapte au un aspect usor cenugiu,
imbibat in suport, cu un contur putin
delimitat. Se pot evidentia doar prin exa-
menul microscopic al constituentilor sii.
Examenul se face pe lamd cu o coloratie
May-Grunwald-Giemsa, a maceratului din
pete. Se pot distinge in pata de lapte
celule Jactogene sau lactoblaste, resturi
celulare, globule albe polinucleare, picéturi
de grisime, particule de cazeina, corpus-
culi butirici, iar in colostru pe langd cle-
mentcle mengionate se pot observa cor-
pusculi granulogi Donné, corpusculi muri-
formi § formatiuni de corpusculi degene-
raji. Citologia secreliei mamare se modi-
fici Tn cursul gestajiei, post-partum i
post-abortum.

Ca §i in alte secretii se pot determina
antgencle de grup sanguin §i In petele de
lapte provenite de la persoanc secretoare.
Acestea sunt insd mult mai slabe decat
antigenele salivare,

14.3.3. Alte pete - excretii

PPata de materii fecale este uneori
cerutda pentru experlizare in medicina
legald. Ea are un aspect galben-maroniu,
sub forma de crustd pe suport. Poate fi
identificatd prin examen microscopic §i
chimic. Se efectueazd un macerat din pata
de materii fecale. Observatd la microscop
sc pot distinge: fibre musculare, {esut con-
junctiv, granulatii galbene sau albicioase;
resturi vegetale ca: granule de amidon (se
coloreaza in albastru in solutie Lugol), res-
wuri de fragmente vegetale cu vase spi-
ralate, circulare sau scalariforme, peri ve-
getali, incolori, celule vegetale; de aseme-
nea se pot observa: celule pavimentoase
intestinale, mucus, corpusculi colora{i in
brun de citre bild, cristale de bilirubina,
colesterind, cristale de oxalat de calciu,
pigmenti de stercobilind (specifici materi-
ilor fecale) care le coloreaz3d §i in uncle
cazuri se pol gasi spori, bacterii §i oua de
paraziti.
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Pentru a face mai vizibile fibrele stri-
ate alimentare, pe preparal se poate adiu-
ga o picdturd de acid acetic.

Granulatiile de grasimi neutre sunt so-
lubile in alcool sau eter, colorindu-sc in
negru cu acid osmic.

Stercobilina poate fi pusd in cviden(d
in modul urmitor: o piciturd din macera-
tul din patd se aplici pe o hartie de filtru,
se adaupid o picAturd dintr-o solujie satu-
ratd de sublimat (clorurd mercuricd 1/4 in
alcool etilic). Stercobilina se coloreaza in
Togu.

In materiile fecale nu se pot evidenfia
substante de grup specifice care si permiti
stabilirca apartenentei individuale.

Pata de urind

Petele de urind pe corpurile delicte au
o form3 intinsd, neregulatd, mai mult sau
mai puiin galbene. Intrucat prin exami-
narea la microscop in maceratul de pata se
pot evidentia cu greu unele elemente cito-
logice, V. Baltasard si Rojas au experi-
mentat dou#l metode chimice de punere in
eviden{d a petei de urind.

Reacjia cu acidul fostotungstic (1 g
acid fosfolungstic, 50 cc. apd distilatd) de
evidentiere a acidului uric. Aceastd reactie
insd este pozilivd §i cu salivd, serul san-
guin, materii fecale.

Reactia pentru xanthyluree. Se utili-
zeazd solugie concentratd 10% de xanthy-
drol in alcool de 95° §i acid acetic glacial.
Pe o piciturd de macerat din patd uscatd
se adaugd o piciturd de amestec in par
epale de xanthydrol §i acid acetic. Se
observi la microscop cristalele de dixan-
thyluree sub form# de ace adesea grupate
in form3 de stea. Reacfia este caracteris-
ticd ureei, dar poate fi poziliva §i cu serul
sanguin. Ea este negativa cu slngele, sper-
ma, laptele, materiile fecale,

Urina prezintd substanje de grup san-
guin A, B, 51 H sub form3 hidrosolubila,
dar intrucat titrul lor este foarte mic (1/2
- 1/4), in dilugia din petele de urind se
evidentiazi mai greu.
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Paty de lichid amnijotic este solicitati
in unele cazuri de pruncucidere, dinuirea
nasterii.

Ea are o culoare gilbuie, cu contur
definit. Se pot pune in evidenid in mace-
ratul din pete examinat la microscop celule
epitehale §i par fetal.

Este dificil de
lichidulul amniotic.

La persoanele secretoare sc pol  deter-
mina substaniele de grup A, B si H, care
corespund de obicei antigenelor fatului,

precizat prezen{a

14.4. EXAMENUL FIRELOR DE PAR
Biol. ELISABETA VASILESCU

Firele de pdr constituie indicii impor-
lante, fiind giisite la fata locului, adesea
intacte, chiar awnci cdnd alte elemente de
idenuficare s-au pierdut,

Expertiza firelor de par poate da date
asupra provenientei firelor de par (sinte-
ticd, umand sau animald), asupra particu-
laritdplor firelor de par gasite (seclionate,
smulse, cu anumite depozite pe cuticuld)
sau circumstangelor,

Pe baza acestor indicii se poate identi-
fica agresorul, fie prin gésirea firclor de
par ale acestuia pe imbricimintea sau in
mana victimei, fie prin gasirea firelor de
par ale victimei pe hainele invinuitului; de
asemenea in cazul upor accidente de cir-
culagie pot fi gisite fire de par ale vic-
timel prinse pe caroseria maginii, iar in
cazul cadavrelor neidentificate se pot gasi
indicii prin cercetarea firelor de par pe
obiectele victimei.

hferengierea firelor de pir se face pe
baza examenului macroscopic §i in spe-
cial cel microscopic.

Firele de pir se caraclerizeazd printr-o
extremitate liberd - tija, de formi fila-
menloasi §i radicina cu bulbul sdu inse-
ral intr-o papild dermica.

Filamentu] firului de par prezintd spre
exterior  cuticula previzutd cu solzi
(lamele) omogeni, transparenii, imbricati
foarte strins. Urmeaz# corticala care pre-




zintd pigmentii de culoare ai firului de
pdr, cu o texturd fibrilard, iar in interior se
afld medulara sub form3 unei coloane con-
tinue sau fragmentate, implantatd péan3 la
nivelul bulbului, constituitd din clemente
globuloase dispuse mai dens sau mai rare-
fiate, uncori unite intre cle, spre varful fi-
rului de par apirand doar sub formi de
rare bule aerifere. Medulara nu este con-
stantd, uneori putdnd si lipseascd. Ea
prezintd pigmenii de culoare, negri sau
mai deschigi. Bulbul firului de par poate
fi de formi ovoidald sau ratatinatd, iar in
cazul cdderii In urma unci traciiuni poate
antrepa teci epiteliale, care 11 Tnconjurd ca
un mangon.

Diagnosticul firutui de pér se tace pe
baza descrieri) lungimii, grosimii, cuticu-
lei, corticalei, medularei, varfulur i bul-
bului; de asemenea forma si aspectul firu-
lui la examenul secfiunii transversale,
diferentiindu-se firele de pdr uman de
firele animale, fibrele vegetale, fibrele arti-
ficiale gi sintetice.

Examenul microscopic al firului de par
se face pe preparate microscopice montate
de obicei in glicerind sau fixate in baisam
de Canada. In situatia firelor foarte pig-
mentate, de culoare neagrd, pentru a s¢
putea observa caracteristicile se pro-
cedeazd la o decolorare a lor cu apa oxi-
genatd st amoniac (2 pdrii pechidrol, o
parte amoniac §i douad parti apa distilatd),
iar pentru montarea in balsam de Canada
se procedeazd la deshidratarea lor cu
alcool, xilol §i apoi se monteazi. Pentru
efectuarea sectiunilor transversale in firul
de pér acestea se includ in parafini sau
coloidind §i se seclioneazd la microtom
(fig. 14.6 5i fig 14.7).

Mésurarea grosimii firelor de pir nece-
sitd folosirea micrometrului cu ajutorul
cdiruia, in urma stabilirii indicelui micro-
scopic pentru fiecare obiectiv i ocular, se
calculeazd numirul de microni.

Firele de par pot fi examinate cu lumi-
na albi, la microscop, cele inchise la

Fig, 14.6. - Firul de pir
I- Tulpini, 2- Epiderm, 3- Derm 5- Colul foliculu-
lui, 6- Glandd sebacee; 7- Muschi arector; 8- Rada-
cind, 9- Teacd epiteliald internd; 10- Teaca epiteliald

externd,  il- Teaca fibroasd; 12- Bulb, 13- Papia,

14- Vas sanguin; 15- Nerv.

culoare pot fi fotografiate cu raze infra-
rogii sau potl fi examinate la microscopul
electronic.

14.4.1. Stabilirea speciei firu-
lui de par

Analizand caracteristicile firelor de péar
uman fatd de cel animal se pol compara
lungimea §i grosimea firelor de pir umane
$i animale. Se poate afirma ca firele de
pdr uman sunt in general mai lungi decat
cele animale, dar Tn expertizd se pot intal-
ni Jungimi diferite. Grosimea firelor de pir
uman este cuprinsa in medie intre 50-125
microni, cu aspect uniform pe lungimea
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Fig. 14.7. - Sccjivue transversala prin ridacina firului de par
1- Teaca fibroasa, 2- Membrana bazala; 3- Stratul bazal al tecu cpitcliale exiemne; 4- Stratul Henle; 5- Stratul
Huxley, 6- Maduva (canal medular); 7- Epidermicula tecii cpitchiale inteme; 8- Scoarta; 9- Epidermicula parului.

firului, cele de animale putand fi mai
groase sau mai subliri in functic de animal
§i cu grosimea variind de-a lungul firului
de pér.

Corticala care prin pigmen(ii sii da
culoarea firului de par uman este diferitd
fai# de cea a animalelor, fard a avea insi
o valoare absolutd. Medulara si cuticula
sunt insi diferite. Medulara la firul de par
uman poate si lipseascd, si fie dispusd
sub formd fragmentatd sau se prezintd ca
un canal uniform, cu o valoare a indicelui
medular mai mic de 0,30 din lungimea
diametrului firului. La firul de pér animal,
medulara, in general prezentd, are un
aspect mai larg al veziculelor aerifere §i o
grosime de peste 0,50 din diametrul firu-
lui. Cuticula la firul de par uman este for-
mat3d din solzi rotunjifi, ugor crenelati,
bine imbricali, fati de firul de pér animal
care are solzii rombici, sau alungifi,
dispugi ca {iglele pe acoperi§.
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14.4.2. Firele de par uman -
particularitati

Dupi stabilirea aparteneniei firului de
par, pentru firele de pdr uman se pre-
cizeazd locul de origine, in funciie de
aspect, grosime, lungime, caracteristicile
corticalei, medularei, a varfului §i bulbu-
lui. Parametrii firelor de pir uman diferd
in funclie de regiunea corporala, sex §i
varsta.

Lungimea, aspectul §i structura micro-
scopici dau indicii asupra regiunii firului
de pilr: capilard, pubian3, axilara, gene,
sprincene sau altd zond corporald.

Sexul in firele de pér se poate stabili
in afara compardri lungimii §i grosimii
firelor §i prin punerea in eviden{d prin
tchnici de colorare specifice a cromatinei
sexuale §i a dramsticks-urilor in bulbul fi-
ruluj de pdr.

Virsta. Aprecierea varstei dupd aspec-
wl morfologic al firelor de pér este rela-
tivi. Dacid la nou-niscuti firele de par sunt




subtiri, fdrd medulard, cu pigmentagie
redusd, iar la persoancle dupad 40 de ani
poate apare inc#runiirea, parul alb dintr-o
probd poate da indicafii cd persoana este
trecutd de aceastd varsta.

Alte particularititi. Firele de pér pot
cidea spontan, pot fi smulse sau sectio-
nate. Diferengierea se face dupd aspectul
bulbului, care la firul de par cdzut spon-
tan este cornificat, gol, fard teacd epite-
lialad, pe cand cel smuls prezintd tecile
epiteliale care inconjurd bulbul ca un deget
de manugd. Firul de pér desprins in urma
unei lovituri cu un corp contondent are
aspectul de sccfionat sau rupt neregulat,
iar in cazul unw fir de pér cazut in urma
unel  Impugcdturi, acesta prezintd  la
suprafaia cuticulei pulberi ale armei cu
care s-a lras.

In cazul firclor de pir calcinate,
acestea prezintd modificari in funclie de
temperatura, incepand cu o brunificare
rogcatd, pentru ca apoi sa apard bule de
aer in canalul medular al firelor de par,
lipirca firelor intre ele i carbonizarca lor.

In intoxicatii se observd cid anumite
substan{e toxice rdiman un timp in firele
de pidr. Dintre acestea  menjiondm
arsenicul, plumbul g.a. Ele pot fi cvi-
dentiate prin tehnici toxicologice.

14.4.3. Determinarea caracte-
relor individuale

In probele de pir corp delict deter-
minarea caracterclor individuale este
deosebit de importantd, Intrucit aceslea nu
pot fi individualizate numai dupd carac-
terele morfologice.

Determinares grupei sanguine in
firele de par. Ca §i in alte {esuturi, sub-
stangele de grup sanguin ABO pot fi deter-
minate in firele de pir prin metoda
absorbtiei-cluiei, atit la persoancle secre-
loare cat §i nesecretoare.

Dupi degresare, decolorare, i indc-
partarea keratinei, se efectueazi metoda
absorbici-ctujiei. Citirea rezultatelor §i

interpretarea se face cu multd prudenta,
intruciit rezultatcle obtinute nu intotdeau-
na sunt certe. Sursa antigenelor ABO si
localizarea lor in firul de par nu este clara.
Ele se pot identifica in filamentul firului
de pir si in teaca bulbului.

Altd metodd de determinare a grupel
sangtine in firul de par o constituie tehni-
ca tratirii firelor cu anticorpi marcati §i
fixarca imaginii pe film. Impresiunile
ldasate sunt caracteristice pentru grupele
sistemului ABO.

Cea mai complexa determinare asupra
firului de par privind stabilirea particulari-
taplor individuale este metoda amprentei
genetice de tipizare a ADN din tecile bul-
bulwn de pér, in segmentele de ADN
genomice fiind inscrise caracterele fiecaru
individ.

Dacd pdnd acum expertizele medico-
legale puteau stabili doar originea umana
sau animald a unui fir de par §i grupa san-
guind in sistemul ABQO, in urma aplicarii
metodei amprentel genetice, de tipizare a
ADN, probabilitatea ca un individ si fie
idenuficat dupd firele de par corp delict
devine certitudine.

14.5. IDENTIFICAREA DUPA AM-

PRENTA DENTARA

Conf. dr. V. PANAITESCU

Identicarea prin amprente dentare sc
poate reproduce dupd mugciturile lasate pe
corpul uman (persoand sau cadavru) sau
de pe diferitele corpun delicte care de re-
gula sunt semidure (fructe. pdine, branza,
cte.). Morfologia leziunilor este condifio-
nati de for{a aplicatd prin mugcare si de
caracteristicile obiectului mugcat (consis-
tenjii, formd). Amprenta ldsatd de
mugcitura are doud componente: mugcitu-

ra  propriu-zisd §i urma lasatid de
desprinderca  corpului mugcat (asociaté

uneori cu smulgen din acesta).
Fotografia mugcaturii trebuie si se faca
cat mai rapid, deoarece in timp amprenta
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poate suferi modificdri datorate elasticitiii

pielii, cicatrizérii, alterfirii corpurilor
mugcate. Se efectueaza fotografii color §i
alb-negru din diferite incidenfe. Aceste
fotografii dau date asupra alinierii §i mor-
fologiei dinjilor (formd, dimensiuni,
aspectele marginilor ocluzale si ale fejelor
laterale ale dintilor) asupra formei arcade-
lor dentare i asupra tipului particular de
ocluzie dentara.

in timpul urmitor se procedeazi la
ndicarea §i confectionarea amprentei
dentare. Se folosesc substange de tipul sili-
colilor gi alginajilor, caracterizate prin vis-
cozitate §i elasticitate mare, solubilitate,
capacitatea de a reda detaliile dentare,
manipulabile ugor §i cu capacitalea de a
nu deteriora {esuturile. Apoi, amprentele
obtinute se toarnd in gips.

Materialul oblinut se compard cu
amprentele, objinute de la persoana invi-
nuitd, care va mugca in ceardi de modelat
sau ragind, dupd care se realizeazd mula-
Jul mugcaturii in gips.

La interpretarea rezultatelor trebuie
avut in vedere cd amprenta dentard nu
reproduce niciodata absolut fidel toate ca-
racteristicile dentare ale persoanei care
mugcd. Aceasta se datoreazi pe de o parte
substratului asupra ci@ruia se acfioneazd,
iar pe de alta faptului cd in mugcare sunt
implicati in special dintii frontali. De ase-
menea, acliunea de smulgere esle suscep-
Libild de a crea dificultafi in comparare. Se
apreciaza cd existenja a cel pugin 4-5 coin-
cidenle intre probd §i martor pledcazi pen-
tru rezultatul pozitiv al idemtificarii.

14.6. TEHNOLOGIA ADN iN
PRACTICA MEDICO-LEGALA

Prof. dr. VL. BELI§, conf. dr. V. PANAITESCU

14.6.1. Notiuni preliminare

Pornind de la constatarea existenjel
unor familii de secvente repetitive cu
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structurd similard prezente In structura
ADN, A. Jeffreys (1985) a ardtat cid
fiecare sistemn de benzi este strict specific
pentru fiecare individ. Metoda numita
amprenta geneticd (DNA fingerprinting) a
dovedit cd aduce mai multe informatii
pentru identificare decdt toatc metodele
clasice la un loc. Asa sec si explica
acceptarea unanimd a apliciirii ei imediate
in multe domenii ale medicinii legale, pre-
cum $ perfecfionarea ei intr-un interval de
timp extrem de scurt.

Notiunile de bazdi ale acestei metode
sunt achizifiile clasice ale geneticii mole-
culare in sensul cd ADN este format din
patru nucleotide (A, C, G, T), care prin
dispozijia lor permit stocarea tuturor infor-
matiilor referitoare la construciia organis-
mului cu toate caracterele sale. Cele doud
laniuri din structura ADN sunt legate pe
baza complementaritdtii intre A-T §i G-C
(fig. 14.8).

3 . ACCGTUAGTCCTGCAGSTATACECAT ... 8
5'....THCLAG TCAGBACSTCCATATGCGTA -3

3 l

» )

Bl

Fig. 148 - Fragment din langu] de ADN (de remar-
cat legiturile specifice A-T, G-C).

S-a ardtat ¢d dupd proprietilile
funciionale, genomul eucariotelor este for-
mat din doud tipuri de regiuni:

-regiuni codificatoare caraclerizate prin
localizarca lor precisd intr-o singurd gend,
(reprezentand secvente unice sau nerepeli-
tive), alcatuind cca mai mare paric a
ADN, cu rol in sinteza proteinelor identice




sau izomere: aceste regiuni sunt constante
pentru ficcare specie;

-regiuni necodificatoare - care se pol
gisi intr-o singurd copic (DNA spacer)
intre precedentele sau in mai multe copn
(ADN repetitiv sau satelit): funcjia acestor
segmente de ADN este pufin cunoscutd;
ele reprezintd 20-30% din genom, nu se
transcriu §1 nu se traduc, existind in
tandemuri sau in unitali izolate; secveniele
cele mai inalt repetitive sunt legate de he-
terocromatind, fiind situate in zonele peri-
centromerice ale cromozomilor; variabili-
tatca lor individuald (= polimorfismul
ADN) conferd baza studiului amprentei
genctice, permitdnd diferenticrea a doud
persoanc cu condifia si nu fic gemeni
monozigoti.

La randul sdu, ADN repetitiv este de
doud feluri:

-satelitul clasic “alphotd” (satelifii I-1V)
situat in apropierca centromerului sau n
centrozom. separabil prin ultracentrifugare
in CsCl;

-repetifii tandemice simple dispersate In
tot genomu} sau grupate in una sau mai
mulie regiuni; tandemurile pot consta din
repetifii scurte (STRs = short tandem re-
peats).

Minisateliii sunt localizali in special
spre extremititile cromozomilor (protermi-
nal). Se apreciazd cid In genomul uman
existd circa 1500 minisateliti.

Fiecare minisatelit ¢ste format dintr-un
miez (microsatelit, engl. = core) care poate
confine de la 3-16 bp. C. T. Caskey
(1991) a cvidentiat astfel de miczun
tetranucleotidice (AGAT). Miezurile sunt
bogate in GC si AT. Separarea lor se rea-
lizeazi cu endonucleaze (Hin -1, Hae 1II)
care pot cliva specific chiar secvenie de 4
bp. Regiunile pe care le ocupd miczul sunt
recunoscute specific prin sonde.

Rolurile miczurilor constau in: gene-
rarea de minisateliti (prin duplicarea in
tandem a unei singure sccvente de ADN),
functioneazi ca semnale de recombinare si

conferd polimorfism minisatelifilor prin
numaru! variabil de repetifii (minisatelit =
VNTRs = vanabile number of tandem
repeats).

Minisatelitii prezintda un mare polimor-
fism care se datoreazi:

- dispersici mari a minisatelifilor in
genom, tandemurile putdnd i wnice (ocu-
piand deci un singur locus hipervariabil)
sau dispersate,

- marii variabilitdyi a numarului de
repetitis ale miezului, care condifioneaza
Jungimea f{ragmentului de restrictie
(RFFLPs), ajungind la secvenie cu lungimi
fntre 16-64 bp;

- ratel mari de mutagii (cu inser{ii sau
deleii) sau crossing over-ului inegal, care
modificd numarul repetirilor tandemice gi
realizeazd grade inalte de heterozigotism;

- numirului de nucleotide dintr-un
micz. la eucariotele superioare §i in spe-
cial la om se intdlnesc frecvent secvenie
(dA-dC i dG-dT).

Datoritd acestui inalt polimorfism, mi-
nisatelifil reprezintd regiuni hipervariabile
cu strictid specificitate individuald, oferind
potenpial crescut de discriminare. Pentru a
putea folosi in identificare ca marker,
VNTR 1trebuic sa prezinte pe ldnga
polimorfism calitatea de a se transmite
independent de alii VNTR, iar datele din
populajie asupra alelclor s fie semnifica-
tive pentru a permite analiza statistica a
rezultatelor.  Minisateli{ii  sunt  repro-
ductibili, stabili iar caracteristicile lor se
transmit conform legilor lui Mendel.

14.6.2. Principii generale de
fucru

ADN supus acestui examen cste
secjionat in zone specifice cu ajutorul en-
zimelor de restricfie. Enzimele de restricjie
sunt dc origine bacteriand. Ele se fixeazd
pe ADN numai in locunle In care giseste
o secventd de baze care le este specifica.
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O astfel de zond se numesle situs de
restrictie. Astfel, cu ajutorul acestor en-
zime lanjul de ADN este fragmentat (di-
gerat) in milioane de fragmente. De exem-
plu, enzima Hae III (folositda de FBI ca
enzimi standard) va secfiona moleculele
de ADN numai la nivelul langurilor cu

secvente:
-G-G-C-C
1 | | }
C-C-G-G
rezultand
-G -G c-C-
| J e |
-C-C §i G-G-

La locul de sectiune molecula de ADN
poate prezenta o cxtremitate rigidd (la
nivelul cireia bazele sunt impare) sau o
cxtremitate terminatdi bont (ale ciarer baze
sunt perechi). Principiul utilizérii acestor
enzime este cA cei mai mulli minisatehfi
sunt bogati in GC, or aceastd enzimé aga
cum rezulld din cele prezentate mai sus
recunoaste tocmai secventele GG CC.

A. Jeffreys utilizeazd enzima de
restriciie Hin [ cu ajutorul cireia a izolat
minisatelitul pMSg, utilizat pentru con-
trolul intern al calitdfi fragmentelor de
ADN obtinute.

Fragmentele de ADN rezultate se
numesc fragmente de resiricfie §i sc ca-
racterizeazd prin polimorfismul lungimii
lor RFLPs = polimorfismul lungimii frag-
mentului de restricfie). Enzimele de res-
triclic se caracterizeazi prin: (1) precizia
cu care seciioneazd ADN 1n anumite
secvente, (2) concentrafia ionicd §i tem-
peratura precisid la care se executd diges-
tia i (3) precizia cu care o probd de ADN
va hibridiza cu aceste fragmente.

Sondcle ADN sunt secvente de ADN
cu secvenid cunoscutd, izolate §i clonate.
Ele se pol sintetiza sau se pol izola dintr-
un fragment de ADN provenind dintr-o
sursd biologicd (de¢ reguld bacteriana).
Aceste sonde sunt utilizate pentru
recunoagterca fragmentelor de restriclie.
Fenomenul de recombinare a sondelor cu
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fragmentul de restricjie se numegte hibn-
darc. Realizarea hibridérii presupune un
inalt nivel de omologie pe baza comple-
mentaritdfii exacte intre perechile de baze
AT i GC. Verificarca acestei omologii se
va realiza ulterior prin reaparijia spectru-
lui in ultraviolet original. Prealabil uti-
hzdrii, sondele sunt marcate radioactiv sau
chimic. Marcajul permite ca ulterior sa se
identifice fragmentul de restricjie (frag-
ment {intd). In acest fel se pot localiza una
sau mai multe secvente de baza din struc-
tura ADN.

Accidental se pot realiza §i recombindri
intre [ragmente de ADN a céror comple-
mentaritate este imperfectd, dar legéturile
care se stabilesc in astfel de cazuri sunt
mai pulin stabile.

Pentru detectarea polimorfismului
ADN se folosesc doud tipuri de sonde
{sisteme):

- sisteme sau sonde monolocus (SLS =
single-tocus systems) care identifica o sin-
gura regiune variabild (deci o singurd
secventd repetitivi a unui singur locus) si-
tuatd pe o singurd pereche de cromozomi
si vizualizand astfel maximum doud alele;
avantajele utilizdrii acestor sonde constau
in marea lor sensibilitate §i in tehnica sim-
pla pe care o solicitd; la acelagi preparat
se pot utiliza succesiv mai multe sonde
monoculare; SLS permit identificarea
ADN de diferite origini dintr-o proba
(secrejie vaginald, sange de la diverse per-
soane), dar nu permit identificarea sdn-
gelui uman de sdngele animal §i de pro-
duscle bacteriene (aga cum se poate intél-
ni frecvent in probele supuse analizei pen-
tru identificare); cea mai mare variabilitate
$i cele mal multe informatii ne oferd prin
aplicarca acestei metode locusul MS,, ale
cirui alele au lungimi intre 1-23 kb; uni-
tatea repetitivd are lungime egald 9 pb,
rezultind 2400 stiri alelice de lungimi
diferite. Prin aceastd metodd la om nu
s-au detectat alele comune la acelasi locus
(A. Jeffreys, 1991); exemple de sonde
monclocus: sonda izolatd din gena umand




a mioglobinei, corespunzind fragmentului
care are rol in sinteza pigmentului, sonda
de pe braful scurt al cromozomului 11 din
apropierca genei pentry insulind (secventa
5"), sonda din regiunca telomericd a braju-
lui lung al cromozomului 14 care este
strdns legat de gena imunoglobinei, sonda
specificd pentru cromozomul Y elc.;

- sisteme sau sonde multilocus (MLS =
multi-locus systems) care identifica simul-
tan mai multe secvenie genomice VNTR
distnibuite in tot genomul, pe un ansamblu
de cromozomi (excepland cromozomii se-
xuali). In acest fel, sunt hibridate simultan
un numar de regiuni inalt variabile §i sunt
vizualizate numeroase alele; rezulta mai
multe benzi hipervariabile provenind din
circa 30 loci autozomah independenti, care
corespund unei familit repetitive (de ex.
sondele multilocus 33.06, 33.15 utilizate
de A. Jelfreys).

14.6.3. Etapele tehnice ale a-
nalizei amprentei ge-
netice prin enzime de
restrictie

in scurtul timp care a trecut de la
imaginarca metodei amprentei genetice,
s-au pus la punct multe tchnici fiecare
vizand objinerea unor avanlaje cit mai
importante si inliturarea deficienjelor con-
statate pe parcurs. Dintre acestea meniio-
ndm: metoda radioactivd, colorarea cu
Br-ethidium sau argint, metode care uti-
hizeaza fluorescenta, chimioluminiscenia,
bioluminiscenta, meloda cu biotind-avidina
etc. Menjionam cd metodele neradioactive
au aceceagi sensibilitate cu  metodele
radioactive.

Etapcle tehnicii clasice constau din:

Izolarca ADN - izolarca ADN consta
in separarea lui de tofi ceilalti constituenti
ai esantionului. Prima condifie pe care tre-
buie si o indeplincasca o probii supusi
examenului pentru amprenta genetica este
sd conjina ADN in cantitate suficientd,
desi aceastd cantitate este cu mult mai

mica decat in cazul efectudrii testelor cla-
sice. Degi ADN este cea mai stabild pro-
teind, trebuie avut in vedere c¢a este supus
deteriordrii in condifii de umiditate cres-
cutd, caldurd, pral §i expunere la raze
ultraviolete. De aici rezultd importan{a ca
esantioanele prelevate sd fie protejate de
factorii mai sus meniionati, iar transportul
si se efectueze spre laborator cit mai
rapid.

Extracyjia trebuie si fie perfectd; in caz
contrar, din doud probe identice se pot
objinc imagini cu benzi diferite de ADN,
ceea ce aratd cd una din cele doud probe
nu « fost complet purificatd de compo-
nentele substratului de pe care s-a extras.

In principiu, pentru extracjia ADN din
celulele egantionului se procedeazd la
solvirea probei, la izolarea §i purificarea
ADN cu un detergent (dodecil sulfat de
sodiu) §i proteineazd K (enzima cu mare
specificitate). Materialele pe care se
lucreazid sunt:

- sange prelevat de la persoane sau
cadavre - se preleveazd 5-10 ml siange in
tuburi de plastic, pe EDTA, fard adaos de
heparind conscrvat la 4° C (fara congelare)
transportul putdndu-se face la gheald sau
chiar la temperatura ambiantd (in functie
de vechimea petei); | ml de sdnge confine
30 de micrograme ADN (hematiile
neaviind nucleu, cantitatca de ADN este
mai  micd), fiind necesari circa 20
microlitri singe pentru sondele multilocus
$i cuntitdfi mai mici pentru sondele
monolocus; probele de sdnge prezintd
dezavantajul cd nu sunt omogene, cheagul
fiind mai bogat in ADN;

- secrefia vaginald - se recolteazd 3
probe in tuburi de plastic, care se pis-
treazd la loc uscat; se va avea in vedere
ca sccrefia vaginala supusd cxpertizei este
de reguld amestecatd cu sperma, precum §i
de faptul cd in timp devine dificild identi-
ficarca chiar gi prin sistemul ABO; sepa-
rarea spermei de secrefla vaginald se face
tot prin incubarea esantionului in solufie
SDS/protcazd K, enzima avand propri-
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ctatea de a liza celulele vaginale, care sunt
mai fragile, dar nu afecteazd nucleii sper-
milor datoritd marelui lor continut in legé-
turi S-S. Puntile S-S din nucleii spermiilor
pot fi disociate cu dithiotreitol, dupd carc
urmeazid centrifugarea; in interpretarea
rezultatelor trebuie avute in vedere even-
tualele cazuri de azoospermie sau de viol
neurmat de ejaculare; 3 microlitri de sper-
méa conjin circa 0,5 micrograme ADN
(cantitate suficientd dacd se utilizeazd
sonde multilocus); sondele unilocus pot fi
folosite cu succes gi pentru identificarea
mai multor participani{i la un viol, lucran-
du-se pe cantitifi de circa 200-500 ng
ADN;

- petele de sdnge §i spermd trebuie si
aibe diametrul de cel pujin 0,5-1 cm; pro-
bele se pastreazd la loc uscat;

- fire de pdr se recolteazd cel putin 10-
20 fire cu radicing, urméand a fi ambalate
in plastic §i conservate la loc uscat;

- fragmente de organe (piele, muschi,
os, viscere, provenind chiar de la cadavre
combustionate); ADN-ul continut in aces-
tea este supus degradérii datoritd conditi-
ilor de mediu, cum ar fi umiditatea §i
temperatura crescute, care permit inmul-
tirea bacteriilor §i astfel accelerarca auto-
lizei si putrefaciiei; sub acfiunea exo si
endonucleazelor se produce hidroliza
atipici a ADN, rczultdnd fragmente de
lungimi variate, susceptibile de a constitui
surse de ecroare in interpretarea rezul-
tatelor; utilizarea sondei 33.15 a evidenti-
at o scidere pand la disparifie a frag-
mentelor lungi de ADN (15-25 kb.), dar
nu s-au pus totusi in evidenid benzi care
s& ducad la concluzii eronate; oricum, in
probele supuse actiunii factorilor de mediu
cantitatea de ADN scade; astfel, degra-
darea ADN (ca §i a altor fragmente lisu-
lare) este conditionatd in mai micd masura
de timpul scurs de la deces (dovadd este
obfinerea de fragmente de ADN de 3,4
kb. de la mumiile egiptene, de la creier
vechi de 7000 ani si de la oase cu o
vechime de péna la 5000 ani); In cazul
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unor persoane dispdrute, probele prelevate
de la cadavru pot [i comparate cu acelea
provenite de la membrii familiei, avand in
vedere transmiterca mendeliand a carac-
terelor, amprentelor ADN; referitor la con-
servarea ADN in funciie de organul din
care se executd prelevarea s-a ardtat ci
durata cea mai scurtd de conservare post-
mortem este in ficat (24-36 ore, datoriti
bogatici in apd §i enzime). Din splind gi
glanda tiroida s-a putut recolta ADN in
condifii satisfacdtoare dupd 5 zile, din
scoarja cerebrald, ganglioni limfatici i
mugchiul psoas dupd 3 sdptdmani, iar din
séinge pand la 4 ani: din organe se prele-
veazi fragmente cubice de cca 2-3 cm3 in
flacoane de plastic, fard adaos de formol,
evitind pe cét posibil zonele putrefiate;
conservarea se face la 4°C; ADN se
gdsesle in cantitate mai mare in oasecle
spongioase (pentru testare sunt suficiente
10 mg de {esut osos spongios), decdt in
osul compact; aplicarea metodei amprentei
genelice pe oase a dus la crearea unui nou
capito! in identificare, acela al “arheologiel
moleculare”; cele mai bune rezultate in
identiticarea pe oase s-au objinut prin
testarca ADN  mitocondrial  (R.E.
Gaemsselm, H.C. Lee).

- unghii, saliva, sputd §i chiar urindg;

- pulpd demtard, din care se poate
extrage ADN cu greutate moleculard con-
venabild chiar de la dinfii care au fost
supugi unor factori de mediu extrem de
defavorabili pentru conservarea materialu-
lui biologic.

La fragmentele prelevate de la
cadavrele combustionate s-au identificat in
mod frecvent fragmente (GTG)s si mai rar
fragmente (GACA), §i (GATA),. Aceste
fragmente sunt consecinia denaturirii
ADN la temperaturi ridicate. Alteori, inex-
plicabil s-a conslatat prezenja unor situsuri
care au necesitat cantitifi foarte mari de
enzime pentru digestie (J.T. Epplen si
colab., 1991).

Digestia ADN constd in sectionarea lui
cu ayutorul enzimelor de restricfie in frag-




mente cu talii diferite in funclie de pozitia
situsurilor de restricfie. Aplicarea unei
tehnici imperfecte duce la ariefacte de
digestie par{iald, caraclerizate prin aparijia
de benzi neprecise §i neimperecheate.

Electroforeza. Fragmentcle de ADN
objinute sunt incircate negativ. Ele se se-
pard intr-un gel de agarozd sub efectul
cAmpului clectric, migrind cu o vilezd
invers proporfionald cu dimensiunile lor de
la polul negativ la polul pozitiv; astfel
gelul de agarozd are rol comparabil cu al
unei site, care permite delimitarea frag-
mentelor dupd lungimea lor. De reguld,
elctroforeza se realizeazd pe gel de
agarozd 0.8% la 90 V., timp de 1-2 ore.
Rezultatul constd in aparijia de striuri albi-
cioase in agarozd, care corespund frag-
mentelor de ADN. In timpul acestei etape
se poate verifica digestia. Migrarea clec-
troforelici csle controlatd prin compararea
valorilor lungimilor alelelor ADN cercetat
cu acelea ale ADN martor. In caz de dis-
cordan{ii apare o migrare anormald. ADN
marker utilizat in acest scop lrebuie s fie
format din fragmentele cele mai adecvate
§i trebuie plasat la intervale regulate pen-
lru a ardta eventualele neomogenitdfi ale
gelului.

Transferul (Southern Blotting) consti
in transferul fragmentelor rezultate din
electroforezd pe o membrand de nylon
(incdrcat# cationic) sau de nitrat de celu-
loz# (stabilind cu acecasta o adezivitale
covalentd). Mediile pe care se realizeazi
transferul au aceleasi dimensiuni cu gelul
pe care s-a exccutat electroforeza.

Dennturarea ADN constd in ruperca
puntilor de hidrogen dintre bazele com-
plementare. Aceasta se realizeazi prin incii-
zire la temperatura de lopire sau prin ira-
diere cu ultraviolete. Procesul de denatu-
rare este controlat prin modificérile apa-
Tute in spectrul de absorblie In ultraviolet,

Hibridarea ADN constdi in rena-
turarea (reunirea) ADN. Pentru aceasta,
membrana pe care s-a realizat transferul se
introduce intr-o solujie care con{ine sonda
ale clirei secvenje sunt complementare cu

acelea ale fragmentului studiat. Prealabil
acestei etape, membranele sunt hibridate
cy sonde bacteriecne pentru a evideniia
eventuala contaminare cu ADN bacterian.
Prezenia contamindrii bacteriene duce la
imposibilitatea cfectudrii amprentei gence-
tice (fig. 14.9).

i

Fig. 149 - Hibndarea ADN cu fragmente de ADN
complementare.
- ADN-probd, 2- ADN-probii denaturat; 3- hibridare

Autoradiografis pune In evidentd hi-
bridurca. Prealabil se spald membrana de
moleculele de sondd nefixatc, adicd de
secventele cu legare nespecificd. Membra-
na se pune in contact cu un fir sensibil la
radiatii, la temperatura = -17° C, folosind
un ccran amplificator (Fuji, Kodak).
Filmul objinut reprezintd documentul final
§1 prezintd pozijia fragmentelor de ADN
care s-au fixat pe sondd, sub formi de
benzi intunecate. Distanja dintre benzi este
direct proporijionald cu lungimea benzilor.
Benzile objinute au semnificatie in identi-
ficare, dar nu au semnificalii genetice
deoarece nu cxistd corespondenid intre
aceslca §i determinismul genetic al unui
anumil caracter (fig. 14.10).
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Fig. 14.10. - Eupele efectuarii nmprenlel genetice
1- probi de ADN uman, 2- digestic enzimatica, 3-
electroforeza, 4- transferul ADN, 5- bridare; 6-

sutoradiografic.

Importan{a  calitdgii  expertizei.
Executia tehnicd a amprentei genetice §i
concluziile formulate trebuie sd fie ire-
prosabile. Orice eroare atrage dupd sine
consecinfe judiciare incalculabile. Pentru
aceasta trebuie indeplinite strict urma-
toarele condifii: respectarea unui protocol
de lucru bine testat prealabil, personal de
laborator cu calificare corespunzitoare,
aviand seriozitatea necesard §i respectarea
cu rigurozitate a tehnicilor de lucru (orice
substanjd sau modificare noud trebuind s
fie multiplu verificatd prealabil).

Concluziile cercetdrii  trebuie  sa
raspund3 la problema daci pozitia benzilor
identificate in proba examinatd este
aceeasi sau nu cu a celor provenind de la
ADN-ul presupusului invinuit, Pentru
aprecierea pozitiei benzilor se poate folosi
examinarea cu ochiul liber sau comparatia
cu etaloane. Pentru ca rdspunsul sd flie
complel §i precis este necesar ca labora-
torul sd execute controlul rezultatelor
obtinute, ceea ce sc realizeaza intern (de
citre o a doua echipi aparfindnd aceluiagi
laborator) sau extern (prin compararea cu
rezultatele altor laboratoare care folosesc
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acecasi lehnic; pentru aceasta in prezent
existi doudd programe: Qwidkam in SUA
5t Ednap - European DNA profiling group
in Europa) (fig. 14.11).

Fig. 14.11. - 1dentificarea prin amprenta genetic intre
doi mdivizi (de remarcat pozitia diferita a fragmen-
telor dupd electroforezd).

Datele obtinute se compara obligatoriu
cu frecvenia benzilor detectaie intr-o popu-
lajie. Pentru aceasta cercetirile in vederea
alcdtuirii unei banci najionale de date tre-
buie si se facd pe o populagie data gi apoi
pe subpopulatii. Fiecare laborator trebuie
s3 aibd date proprii asupra populaiiei
locale. Conditiile pe care trebuie si le
indeplineascd o probd de populatie pentru
a {i reprezentative sunt:

-5 utilizeze pentru cercetirile intregu-
Iu Jot metode standard;

-si conlin date care reflectd distributia
in populaiie in special a fragmentelor
alelice cu joasd frecventd,

-dimensiunile fragmentelor RFLP tre-
buic sd aibe o rezolujie de cel putin
10 bp;

-sd conjind §i ejantioane de la diverse
specii amimale;

-datele obtinute sa fie publicate inainte
de aplicarea metodei.

In SUA, Pentagonul are un figier cu
amprente genetice ale tuturor soldatilor.
Dificultitile majore in aceastd fard sc
datoreazii prezenjei a numeroase subpopu-
lajii cu amprente genetice caracteristice.
De ascmenea, este In curs de realizare §i
o bancd europeand de date.




Proba examinatd poate sa con{ind ADN
modificat, ADN amecstecat sau cantitafi
prea man de ADN din diferite surse, ceea
ce necesitd controlul pe parcurs al rezul-
tatelor partiale pentru a evila o digeslie
incompleld; aceasta se intdlnegte in special
la probele de sange unde se pot obiine
benzi mai mari, ceea ce se corecteaza prin
addugarea unei cantitd{i de cinci ori mai
mari de enzima de digestie.

Cercetarea efeclelor mutagene §i a
studiilor pe famili sunt necesare numai in
cazurile in care sunt implicaji mai multi
membri ai aceleiagi familii sau cind se
cerceteazd identitatea unor persoane dis-
parute, neidentificate sauv a resturilor
umane. Studiul comparativ trebuie realizat
§1 atunci cand pata contine un amestec de
secretii §i (esutuni diferite {sdnge, sperma,
salivd). In cazul examindrii secrejiel vagi-
nale trebuie sd sc¢ cerceteze si ADN din
supernatantul vaginal.

In general, existd trei tipuri de raspuns
la expertizele prin metoda amprentei
genetice: identitatea este stabilitd (alelele
au lungimi identice), excludere (alelele av
lungimi diferite) §i imposibilitatea de con-
cluzie dacd alelele par identice.

Calculul riscului de eroare conslid in a
gast in populajic un alt individ care are
aceleagi  caractere genetice la sondele
folosile; dar sansa de a giisi in populajia
gencerald doi indivizi idenlici este de 1 la
cateva milioane. Identitatea se afirma cénd
intre doud probe ADN de origini diferite
se pisesc fragmente de ADN cu aceeasi
lungime. Existd posibilitatca ca acelagi
ADN examinat de mai multe orl sd pre-
zinte variafii de 1alie care sd varieze cu
citeva procente (fenomenul Band shift). In
astfel de cazun se stabileste deviajia mini-
méa acceplala.

Raportul de expertizd medico-legald
trebuie s@ cuprinda: tehnica folositd, mar-
torii, controlul efectuat, descrierea exten-
siva a rezultatelor §i fotografiile finale.

14.6.4. Problemele medico-le-
gale privind amprenta
genetica

Mctoda amprentel genetice are mare
aplicabilitate in medicina legald (iind
folositdi  pentru: (1) identificarea per-
soanclor pe baza urmelor biologice (in

TABELUL 14.1. COMPARATIE INTRE METODELE IMUNOLOGICE CLASICE $I AMPRENTA

GENETICA

Metode clasice (care utilizeazd
mai mulfi markeri genetici)

Amprenta geneticd

Necesita cantilati mari de produs pentru a examina
1ofi markerii.
Necesitda material proaspit, pe cit posibil neafectat

de factorii de mediu, stabilitsiea markesilor fiind
Scizuti,

Posibilitatea contamindrii cu enzime ale bacteriitor
de putrefacse.

Concluzia nu este toldeauna certd
Se lucrenzi nemai pe anumile probe biologice

(sange, spermd, saliva, pir, fragmente cadaverice).

—

Necesila cantitaji mici de produs (vezi textul).

Rezullatele nu sunt influenjate de vechiniea probei,
ADN fund foarte stabil in functie de {esut {(cel mai
usor degradabil este ADN hepatc datorita bogéagici
organului in apa §i enzime, pe cind in celclalte
fesuturi se conservd bine)

Posibilitaiea diferenjierii ADN uman de ADN
bactenan {metoda Rudler)

Concluzia este certa {(da/nu)

ADN este prezent in toate celulele diploide, fiind
slabil g1 identic
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crime, violuri, incest); (2) identificarca
cadavrelor; (3) paternitate, incepand din
siptdména a 8-10-a de sarcind; (4) con-
trolul imigratiei din unele tari §i (5) iden-
tificarea sexului (pe pete de sdnge pastrate
1-8 ani in laborator s-a identificat pe cro-
mozomul Y o bandd specifica lui).

Metoda este relativ simpla si cficienta.
Dificultaple sunt ridicate de costul ridicat,
inalta calificare a personaluiui care
efectueazd manoperele, necesitalea unor
studii in populajic prealabil primelor
expertize. Uncori, este necesard verificarea
rezultatelor cu acelea ale metodelor cla-
sice.

Principala problemi de ordin ctic ridi-
cald In efectuarea acestei metode este
eventuaiul refuz al persoanei de a permite
recoltarea probelor biologice, dar acesla
este considerat prezumiie de vinovilic.

14.6.5. Metoda reactiei in lant
a polimerazei (PCR =
olymerase chain reac-

ion)

Aceastd metodd s-a impus la randul ci
extrem de rapid. Ea vizeazd amplificarea
in vitro a fragmentelor de oligonucleotide
ADN cu ajutorul enzimelor tip Taq
polimeraza (extrasi din Termophilus
aquaticus) §i replicazd (extrasa din
Thermis (lavis).

Simplitatea metodei reiese din faptul ca
dupi izolarea ADN care urmeazi a fi stu-
diat se trece la executarea unor cicluri suc-
cesive de amplificare. Principiul me-todei
constd in replicarea unui segment de ADN
ale cdrei extremitdii sunt incadrate de
primeri oligonucleotidici specifici. Pentru
aceasta se folosesc doud sonde (primer)
care sc fixeazd in pozifii cunoscute pe
ADN delimitand fragmentele de ADN care
vor fi degradate enzimatic. Ciclurile
implica denaturarca ADN {intd §i extin-
derea celor doi primeri pe o templatd cu
ADN polimerazd. Astfel, pentru exe-
cutarea PCR sunt necesare matricea
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(reprezentatd de un lan} precxistent pe
care se va sintetiza un lan{ complementar)
§i primerii.

ADN genomic este extras de pe orice
substrat folosind kit-uri de extractie (de
exemplu kit de izolare Super Quick Gene
DNA - Immucor).

Ficcare ciclu de amplificare constd din
urmitoarele trei etape: (l) separarea
lanjurilor complementare la temperatura de
95¢ C; {2) hibridarca primerilor amintiti gi
(3) hibridarea (extensia, elongatia) realiza-
td de Taq polimerazd la temperatura de
65° (. Deoarece produsul de extensie al
fieciirui primer poate servi ca templatd
pentru celalalt primer, dupé fiecare ciclu
se dubleaza cantitatea de secvenid lintd
produsi in ciciul precedent. Dupd 20 de
cicluri se ajunge la circa un milion de
fragmente ADN.

Tag polimeraza are avantajul de a fi
termostabild, incdt nu este afectatd de
lemperaturile crescute din ctapele 2-3.
Aceasta o diferenfiazd de ADN polimeraza
obignuita care este termosensibild, trebuind
s fic improspitatd dupd fiecare ciclu.
Folosind Taq polimeraza se obfine o
ampliticare mult mai selectivd pentru ca
temperaturile scazute determind fixarea
primerilor pe secvenie cu care stabilesc
legdturi imperfect complementare.,

Reactia se continud cu clectroforeza,
utilizind o sondd care va testa dacd
secveniele vizate au fost sau nu amplifi-
cate (fig. 14.12).

Prin metoda PCR se detecteazd
pohmorfismele de lungime ale [(rag-
mentelor amplificabile (Amp FLPs).

Reactia este limitatd in prezent de:
aplicabilitatea ¢i numai pe fragmente de
ADN care coniin mai pujin de o mie de
nucleotizi; susceptibilitate la contaminarea
cu ADN strain; lipsa de cunogtinie asupra
unor zone polimorfe amplificabile prin
PCR: cantitatea mare de GC §i AT in
secventele VNTRs poate duce la amplifi-
carea preferenfiali a unor alele din
unitafife repetitive GC; posibilitatea
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Fig 1412 - Eiapele §i ciclurile ADN - PCR (expli-
cafii T lext)

DE DIGESTIE $I METODA PCR

aparitiei de erori consecutiv substitugiei de
bazi.

S-a reugit amplificareca ADN mitocon-
drial pe resturi scheletice foarte vechi.
Mectoda are multe dificultd(i, dintre care
catam degradarea ADN uman in timp,
existenta unor inhibitori PCR in extractele
scheletice, contaminarea probei In pro-
porjic de 99% cu ADN bacterian §i fun-
gic.

Dcasemenca, aplicarea PCR  pentru
amplificareca ADN mitocondrial 333BP (T.
Yoshii §i colab.) in pérul negru a cvi-
dengiat de asemenea inhibarea amplificinii
datoritd aparifiei de melanind hidrosolubild
produsd fic de apa oxigenatd folositd la
colorarea pdrului, fie de oxidarca mela-
ninei insolubile la simplul contact cu aerul

Mectoda PCR a suferit modificari. De
exemplu in reactie a fost incluséd biotina -
AUTP, care marcheazd alelele amplificate
prin incorporare In acestea. Detectia pro-
duselor PCR se face prin transfer pe mem-
brand Shoutern, prin incubatic cu com-
plexul avidind-fosfataza alcalind i un sub-

TABEL. 14.2, COMPARATIE INTRE METODA STABILIRII AMPRENTE| GENETICE PRIN ENZIME

Metoda cu enzime de digestie

Metoda PCR

Consuma mai mult ADN.

Necesua pupn ADN (1-10 ng) chiar parjial degra-
dat, nceasta permite determinarea polimorfismului
fragincatclor ADN dintr-un fir de par, o singurd
celufa sumaticd, o spernie, sau pe ADN degradat
prin fonnol, pe piese montate In parafin.

Nu pertwite o reanalizare a probei.

Permite reanalizar multiple.

Rezolugic sciizutd pentru fragmente mici, uncle
alele putand riméne nedctectate; aceasta duce fa
estimiri iucorecte a frecventei lor in populagie.

Penmite studicrea fragmentelor cu dimeasiuni relativ
mici

Permite analiza simultand a mai moltor regiuni
VNTR

Permile analiza sumultand a mai pufine regiuni VNTR

Poate unecesita marcaj radioactiv

Pennite analiza fird marcaj radioactiv.

Necesitit expericntd, esic costisitoare §i complicatiy

Sitpli

llurcaga tehnici necesitd cca 2 saptamani

Rapida (douiizeci de cicluri sc realizeazd in 2 ore)
intreaga tchnicd durdnd in total 48 ore, pentru cd
sunl suprunate eiapele intertnediare intre izolare §i
tehnica propriu-zisa

Numai anumite variante pot {i folosite pentru
stabilirca sexului.

Se poate folosi in mod curent pentry stabilirea sexu-
lui, de ex. Ja jocurde olimpice

Uneori ADN cste prea degradat pentru a pennile
o analizii convenabild

Prin (olosirea unui sistem marker bazat pe polimor-
fismnl locusulus HLA-DQalfa s¢ puoate amplifica un
segment scurt de ADN
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strat kemiluminiscent. Sub actiunea fosfa-
tazei alcaline are loc defosforilarea sub-
stratului, rezultind emisie de lumind care
se poate inregistra pe filme radiologice.
Metoda este sensibild (permite detectia
produsului de amplificare incepnd de la
cantitdti de pg de ADN la circa 20 minute
de la expunere), efectuarca ei durfind
numai 2 zile (Decorte 1991).

Budowle si colab. (1991) au pus la
punct metoda AMP-FLPs consideratd ca
oferind un grad mai mare de discriminare.
Ea permite evaluarea alelelor din doui
probe dintre care una conjinc secvenie
cunoscute, iar altele secvenie care urmeazi
a fi stabilite.

Reactia Sanger se bazeazi pe utilizarea
a patru coloran|i fluorescenti diferiti, care
sunt derivafi de rodamin# §i fluoresceini.
Fiecare din cei patru primeri sunt marcati
cu o coloratie proprie, examenul avind loc
pe un singur gel. Metoda permite controlul
intern pe gel. Analiza rezultatelor se face
automat folosind un laser ionic multiline
cu argom, pentru determinarea fluores-
ceniei produselor PCR colorate. Semnalul
de emisie trece prin patru filtre band
specifice, pentru fiecare emisie maximé a
colorantului. Semnalul este apoi analizat in
ce priveste manmea fragmentelor gi cuan-
tificarea fluorescengei. Utilizarea sistemului
laser 7i conferd o mai mare sensibilitate,
precizia rezultatelor fiind apreciatd » 98%.

14.6.6. Controverse si critici
actuale

In multe (iri metoda amprentei ADN
este larg folositi in practica medico-legala,
fiind admisd ca probd in justijie. Dupi
entuziasmul iniial, in uitimul timp au
aparut numeroase critici, ceca ce a deter-
minat constituirea in mai multe {3ri a unor
comisii gtiin{ifice care s# investigheze gi sa
aprecieze confinutul real al acestora (de
exemplu, comisia condusid de National
Research Council a US National Academy
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of Sciences, a c#irei activilate s-a materia-
lizat in 1992 intr-un raport asupra
"Tehnologiei ADN in medicina legald™). In
loc sa se ajungé la un acord in problemele
controversate, raportul mentionat a gene-
rat noi controverse. Cu toate cd multe din
recomandarile acestui raport au fost apli-
cate de ciire instantele din SUA, exista
ingrijorarea cd de accastd datd este fa-
vorizatd prea mult apararea. Aceste rezul-
tate au determinat F.B.I. §i alte organisme
s# ceard un nou studiu.

Controversele si criticile aduse metodei
de identificare prin amprenta ADN pot fi
clasificate astfel:

A. Principii de baza

Diferitele tipuri de secvenfe tandemice
repetitive de ADN sunt dispersate in geno-
murile tuturor speciilor eucariotelor. Unii
autori considerd cd atita timp cét infor-
matliile privitoare la secvenjele repetitive
de ADN non-uman sunt extrem de s#race,
amprentei ADN nu i se poate acorda
incredere absolutd in toate cazurile de
identificare.

B. Tehnici de laborator

Procedeele tebnice utilizate sunt puse
uneori la indoiald deoarece, pe de o parte,
in diferite laboratoare nu se obiin in unele
cazuri rezultate identice in analiza aceluiasi
egantion, iar pe de altd parte, interpretarea
rezultatelor cste consideratd subiectivi.
Misurarea lungimii alelelor este apreciati
ca aproximativd, ceea ce limiteazi folo-
sirea unor astfel de loci 1n analiza medico-
legald §i in studiile variabiliti{ii alelice in
loci hipervariabili. Mai mult decét atat,
unii autori considerd ¢ degi alelele sunt
considerate ca fiind strict independente,
existd totugi violdri flagrante ale acestei
independente datoritd fenomenelor electro-
foretice determinate de proprietitile fizice
ale VNTR.

in plus, aga numitele “artefacte experi-
mentale” sunt invocate pentru a explica
clementele neconvenabile care apar in
unele autoradiografii (de exemplu, cind se
constatd o concordanii intre ADN-ul sus-




pectului §i ADN-ul probei, in ciuda
prezeniei unor benzi neconcordante sau in
cazurile in care s-au obfinut mai multe
profiluri de ADN, din care numai cel mai
convingdlor este prezentat ca probd in
justifie). Astfel este cazul deja celebru al
lui Andrew Deen care a fost declarat de
curdnd nevinovat gi achitat, dupd cc in
1990 a fost condampat la 16 ani
inchisoare pentru viol, la dosarul siu sin-
gura dovada de comitere a acestuia fiind
potrivirca ADN-ului sau cu ADN-ul gisit
la locul faptei. Datele ADN ale lui Deen
erau bazate mai mult pe alele multi-locus,
decdt pe alele uni-locus. Medicii legigt
britanici au numdirat zece benzi de identi-
tate (sau potnvire - "malching bands"),
calculand un P de potrivire ("march pro-
bability") de 1/700.000. La apelul final
facut in instanid, un medic legist german
desemnat pentru reexaminare a susjinut ¢a
sunt de fapt numai gase benzi de potrivire,
patru neutre §i doud discrepante, ceea ce
duce in final la un P de potrivire de 1/33,
concluzionind deci pentru nevinovitie
(pentru cid P este foarte mic, iar la dosar
nu exista alte probe).

Un alt punct disputat este riscul mare
de comaminare a probei cu ADN "strain”
(care se poate produce in orice stadiu,
incepand chiar de la prelevare), care poate
interfera puternic rezultatele. Contaminarea
poate fi de origine bacteriand sau, §i mai
periculos, de origine umani. Pentru tehni-
ca PCR riscul de contaminare este mult
mai mare decat in cazul tehnicilor con-
venjionale, asifel ci tocmai cel mai mare
avanta) al acester tehnici (faptul ¢a nece-
SItd numai cantitdli foarte mici de ADN)
reprezintd cea mai importanta sursd de
posibila eroare. Unele studii statistice aratd
cd numai in 70% din cazuri s-a putut rea-
liza ampliticarea PCR si in numai 42%
s-au obfinut informatii relevante privind
excluderea/acuzarea unui suspect. Aceastd
limitare s¢ datoreazi in special faptului ci
materialul biologic supus aualizei nu

provenea de fupt de la agresor, ci de la
victimd sau de la alte persoane,

C. Controverse gencrate de analiza
bazei de date

Dupd American Association of Blood
Banks criteriile pe care trebuie si le
intruncascd expertizele ADN pentru a [i
admisibile sunt:

- locii ADN trebuie validati prin studii
familiale pentru a demonstra transmiterca
lor mendeliand §i rata de mutatii;

- localizarea In cromozomi a locilor
polimorfi trebuie sa fie inregistratd la Yale
Gene Library sau recunoscutd de Inter-
najional Human Gene Mapping Work-
shop:

- locii  polimorfi trebuie prealabil
prezentali in literatura;

- tipul de polimorfism trebuie definit
din punct de vedere al caracterului uni-
multilocular sau dialelic/hipervariabil;

- cgantioancle lrebuie sd se giseasci
pentru testdri de confirmare in laboratoare
independente.

Deoarece populagiile umane nu sunt
omogene, datele acumulate pana in pre-
zent nu permit generalizéri fiabile in ceca
ce privegte frecventa alelelor In subpopu-
lajis/grupuri ctnice, relevante pentru un caz
anume. Problema ar fi simplificata daci
aprioric s-ar cunoagte ¢d vinovatul §i sus-
pectul fac parte din acelasi grup etnic.
Exista numcroase dovezi care demon-
streazil existena unor diferenie semnifica-
tive ale frecveniei unor alele VNTR la
principalele grupuri rasiale din SUA. Dar,
Lewontin §i Hartl arald ci cele trei mari
grupuri rasiale (caucazienii, negrii §i his-
panicii) reprezinld aglomerari heterogene,
care au propriile lor substructuri. Astfel de
substruciurd au (ost deja evidentiate, dife-
rentiind din acest punct de vedere pe
polonezi de italieni. Deci, probabilitigile
calculate pe baza unor egantioane hetero-
gene de date pot subestima adeviratele
probabilitd{i cu diferenjc de pand la al
doilea ordin de marime.

673




De asemenea, diferenie mari au fost
gasite In probabilitatea de existen{d a unor
profile ADN simulate intre doi indivizi
alesi la intamplare din aceeagi subpopu-
lajie. Astfel de erori se produc mai rar
dacd se aplica principiul plafonului propus
de National Research Council. Acest prin-
cipiu este bazat pe datele rasiale/etnice
disponibile g stabileste o valoare arbitrard
minim3 pentru frecvenia fiecrei alele
VNTR. In viitor, aceste frecvenie plafon
trebuiesc stabilite pe o bazd de date mai
adecvatd, mai bogatd,

De asemenea este criticat de unii spe-
cialigti in genetica populationald modul in
care probabilitdjile legate de profilele
ADN este prezentat in justifie.

Pentru a reduce riscul de condamnare
al unui suspect pe baza amprentei ADN se
recomanda:

- probabilitatea (P) unei potriviri sa fic
exprimati simplu ca proporfia in care
genotipul multilocus a fost observat in
populatia generala;

- utilizarea detaliilor frecvenici alelelor
gasite in diverse subpopulatii.

Totusi §i acestor sugestii de interpretare
li s-au adus critici in sensul cid duc la
estimiri ale P in favoarea suspectului,
fiind relativ neoperante dacd structura
rasiald a comunitdtii Tn care a fost comisa
crima este in defavoarea suspectului.

D. Controverse legate de aplicarea
metodelor de calcul al probabilitigilor.

QO problemé teorcticd importantd, ade-
sca ignoratii, este probabilitatea ca un indi-
vid sii aibd un profil ADN diferit (frecvent
probabilitate mai micd) de probabilitatea
ca el sa aibd chiar profilul ADN al sus-
pectului. Diferenta intre cele doud proba-
bilitdti poate fi foarte mare; pentru un pro-
fil ADN calculat pe 4 VNTR cu o proba-
bilitate de potrivire necondifionatd de
1/10.000.000, probabilitatea de potrivire
condifionatd pentru un frate al suspectului
va fi de obicei mai mare de 1/100, in
timp ce pentru un alt membru al grupului
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populational din care face parte suspectul
poate fi chiar mai mare de 1/10.000.

Dacd se considerd cd doud profiluri
ADN se potrivesc, relevania acestei probe
este sustinutd de ceea ce se numegte
“probabilitate de potrivire”, adicd de pro-
babilitatea ca la o persoand neinruditd,
aleasd intdmplator dintr-o  populatie
reprezentativi, sd i se potriveasca profilul
ADN cu profilul ADN al probei cercetate
de la tfata tocului. Modul de calculare al
acestei probabilitdfi a fost §i este In con-
tinuare mult discutat in literaturd. In ceea
ce priveste interpretarea profilului ADN,
accasta ridicd doud intrebiri: (1) care este
probabilitatea ca la un individ nevinovat
s aibd loc potrivirea secventelor sale cu
ale probei, cu alte cuvinte care este pro-
babilitatea de potrivire ca o persoani
aleasit la intdmplare sd aibd acclagi profil
ADN cu proba si (2) care este probabili-
tatea ca un individ s3 fie nevinovat, desi
seevenjele sale se potrivesc cu cele ale
probei, adicd care este probabilitatea de
nevinovdfie.

Cele doud intrebdr cer rdspunsuri
diferite. Frecvent, instanja poate gregi
dind raspunsuri la prima intrebare prin
intermediul celei de a doua (aspect numit
"sofismul procurorului” - "prosecutor's fal-
lacy™) sau invers, ceea ce duce la confuzie
intre probabilitatea de potrivire §i proba-
bilitatea de nevinovilie.

De asemenca, in practica judiciard se
neglijeazd in mod deliberat rudele apropi-
ate ale suspectului, cu exceplia situatiei
cand impotriva acestora existd desigur
acuzalii. Aceastd intcrpretare duce la o
cregtere  artificiald a  valorii  profilului
ADN. Intr-un caz recent, in Scofia, me-
dicul legist a comunicat o probabilitate de
potrivire de 1/40.000 pentru indivizii [ard
grad de rudenie cu suspectul, addugand ca
"o rudd are probabilitate mai mare ca pro-
filul siu ADN s3 se potriveascd cu cel al
suspectului”. In instan{d, expertul a accep-
tat ¢i P de potrivire pentru unul din fraii
suspectului este de circa 1/16. In cazul de
fajd suspectul de fajd avea cinci frati;




instanta nu a luat In considerare aceasta
pentru ci nu existau date care si 1i acuze
pe acegtia; deoarcce nu existau alte date
dc anchetd omisiunca instaniei este o
presealid, deoarece calculul probabilistic
aratd ca P dc nevinoviitie al suspectului
care are cinci frali cste mai mare de 1/5,
pe cand dacd ar fi existat un singur frate,
aceastd probabilitate ar fi fost de ccl putin
117.

De aceea, un P de potrivire mic nu
poate prin ¢l Insugi sd determine vinovéia.
In mulie cazuri in care acuzarea nu are
alte date la dosar decat profilul ADN sunt
aduse in instanidi persoane numai pe
aceastdi bazi. Ipotetic, Tn absenta oricéror
alte date de anchetd, intr-un orag cu po-
pulatic mai mare, pot cxista 500.000 aite
persoane care pot fi puse sub acuzare, P
de nevinovilic a suspectului considerat
fiind de cel putin 1/3. Intr-o astfel de situ-
ajie, fie suspectul este criminal (daci
potrivirea este certid), {ie crinunalul este
unul din cei 500.000 de indivizi potenjial
criminali (caz in care potrivirea s-a ficut
prin hazard).

De accea, instanja trebuie si ia in con-
sideratie atdt probabilitatea de potrivire a
ADN-ului cét si alte dovezi prezentate, O
afirmatie bazatd numai pe probabilitigs
este prin natura ei o afirmatie de re-
cunoagtere partiald si de aceca este peri-
culoasii transformarea e¢i intr-o dovada
certd care poate aven consecinje grave
asupra unui individ nevinovat.

E. Probleme ctice

Intr-un timp relaliv scurt de la ui-
lizarea tchnologiei ADN in identificare,
metoda a captat atenjia §i interesul orga-
nelor judiciare. Totugi. uneori jurigtii nu
sunt pregitili sa inteleagd complet valoarea
dovezilor rezultate din tehnicile ADN si
de aceca nu pot lua decizii corecte. In
acest context, dovezile rezultate din apli-
carea metodei ADN au inceput 83 fie pri-
vite cu neincredere de unele tribunale. Pe
de alta parte, se conturcazd tendinfa ca
medicii legigti sd-gi mentind concluziile
bazate pe rezultatele obtinute §i pe mir-

turitle de care au dispus initial. Literatura
de specialitate citeazd un fapt deosebit de
grav care constd in implicarca unor
cercetiitori care au ascuns unele detalii ale
rezultatelor investigatiilor lor.

Toate constatéirile §i faptele prezentate
mai sus duc la concluzia ci nu este corect
ca vinovitia unei persoanc si fie stabilitd
numai pe concluziile expertizei de labora-
tor.

14.6.7. Concluzii

In prezent, este evident ci unele din
avantajele tehnologici ADN in identificare
au fost cxagerate. De asemenea, existd
lemeri in ceca ce privegie prezentarea si
interpretarca probelor ADN In instanta.

O analizd teoreticd corectd arald ci
totugi anumite temeri legate de amprenta
ADN sunt rectificabile prin efectuarea de
studii populationale si de analize statistice
corecte. Amprenta ADN este un instru-
ment prea valoros pentru a fi abandonat,
criticile §i controversele prezentate in lite-
raturii. avand un efect benefic pentru
corectarca $1 amelorarea ei. Introducerea
upini ADN cu primeri STR fluorescenti
creste nivelul de precizie i sensibilitate.

Din studiul datelor din literaturd reiese
cd directiile viitoare de dezvoltare a
tehnologiei ADN sunt:

- crearca unei Bdunci fnternagionale de
date ADN pentru uz medico-legal care si
fie conectatd cu bénci similare de date din
diferite {dr, in conditiile in care fluxul de
informafii §i cerintele de aplicare a
metodel sunt in permanentd cregtere;

- organizarea de programe de cerce-
tare coordonate pe plan internafional care
si realizeze studii populationale, detecia
gi studiul proprietitilor locilor hipervan-
abili;

- ameliorarea tehnologiei ADN 1n toate
etapele acesteia;

- standardizarea tehnicilor de labora-
tor la nivel internagional
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e Lista activitatilor IML Iasi cod POQ-06F1

5 Descrierea procedurii

Expertiza medico-legala a filiatiei biologice, incluzand pe cea de cercetare a
paternitatii, se efectueaza la cererea instantelor judecatoresti sau la cererea
persoanelor interesate, in cadrul institutelor de medicina legala, conform
competentei teritoriale si a normelor metodologice stabilite de Consiliul
Superior de Medicina Legala, de catre o comisie alcatuita dintr-un medic
legist, care este presedintele comisiei si 2 specialisti, avand specialitatea in
medicina de laborator, genetica medicala, biochimie sau biologie, cu
competente in genetica moleculara.

La baza activitatii de stabilire a filiatiei care se executa in cadrul
Compartimentului de genetica se afla examenul ADN.

Solicitarile catre Compartiment pot fi primite atat din partea instantelor de
judecata, cat si din partea unor persoane fizice, ambele fiind incadrate la
indicativul Ais.

Solicitarile primite sunt transmise la Secretariatul General al IML lasi, unde
sunt inregistrate de secretara in Registrul electronic documente cod PS —
O1RI1.

Atunci cand, clientul nu solicita efectiv realizarea unei expertize de filiatie, ci
doreste doar furnizarea de informatii si lamuriri referitoare la procedura de
efectuarea a expertizei de filiatie, solicitarile sunt luate in evidenta in
»Registrul de corespondenta Filiatie ADN” cod POI-A15 FiliatiiR3.

In cazul solicitarilor primite din partea instantelor de judecata, acestea sunt
transmise spre analiza Directorului. Acesta face o prima analiza asupra
solicitarii si, dupa ce o incadreaza pe indicative, conform ,Listei activitatilor
IML Iasi” cod POQ-06F1, o transmite la Compartimentul de genetica, in
vederea executarii acesteia.

Pe langa solicitarile transmise de instantele de judecata, IML lasi primeste si
executa solicitdri formulate de persoane fizice. In acest sens, persoanele
fizice, care doresc realizarea unui examen in vederea stabilirii filiatiei, ridica
de la Secretariatul General al IML Iasi formularul ,Cerere expertiza filiatii
ADN” cod POI-A15 Filiatii F1. Dupa completarea cererii, aceasta este
inregistrata la Secretariatul General al IML Iasi. La inregistrarea cererii,
secretara verifica daca mai exista in evidenta IML lasi alte solicitari similare
care privesc persoanele din cerere si consemneaza acest lucru pe cerere.
Dupa inregistrarea cererii si dupa achitarea taxei, persoana fizica se prezinta
la asistentul medical al Compartimentului de genetica unde depune cererea.

Toate solicitarile care vizeaza efectuarea de expertize ADN in vederea
stabilirii filiatiei sunt receptionate de asistentul medical al Compartimentului
de genetica, care le inregistreaza in ,Registrul de evidenta solicitari” cod POI-
A15 Filiatii R1. Dupa inregistrare, solicitarea este predata sefului de

Expertize, examinari, constatari, examene de laborator si alte lucrari medico-legale asupra persoanelor
in viata, cadavrelor, produselor biologice si corpurilor delicte, precum si efectuarea de expertize
medico-legale psihiatrice si de cercetare a filiatiei
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Compartiment in vederea analizarii disponibilitatii resurselor umane si
materiale necesare efectuarii expertizei. In urma analizei, Seful de
Compartiment dispune dupa caz efectuarea sau nu a serviciului solicitat si
stabileste, in functie de gradul de prioritate al solicitarii, gradul de incarcare
al Compartimentului, termenul de executie. Atunci cand solicitarile contin
termene ce nu pot fi onorate, se comunica solicitantului telefonic sau prin
adresa scrisa acest lucru.

Seful de Compartiment repartizeaza lucrarile personalului de specialitate din
cadrul Compartimentului de genetica, tinand cont de incarcatura fiecarui
specialist, de complexitatea cazului si de competentele personalului.
Lucrarea se repartizeaza unei echipe formata din doi specialisti, din care una
este desemnata responsabil principal de caz.

Persoana desemnata responsabil principal de caz se ocupa de prelevarea
probelor.

Prelevarea probelor se face in principiu in zilele de luni ale saptamanii, intre
orele 9.00-12.00, exceptie facand cazurile urgente.

Inainte de recoltarea probelor, se semneaza ,Procesul verbal de prelevare
probe biologice - ADN” cod POI-A1S Filiatii F2 de catre toti cei implicati
(persoanele in cauza (barbat si femeie, rude), cadru superior si asistenta,
eventual alte persoane care au fost martore la procesul de recoltare).
Totodata, persoanele testate sunt informate asupre obiectivului analizei
medico-legale si sunt rugate sa isi dea acordul in scris referitor la prelevarea
de probe biologice. In cazul in care se refuzid semnarea Procesului verbal de
prelevare probe biologice - ADN” cod POI-A15 Filiatii F2, recoltarea nu are
loc. Procesul verbal de prelevare probe biologice - ADN” cod POI-A15 Filiatii
F2 semnat se anexeaza la dosarul cazului.

Prelevarea probelor de la persoanele in cauza se face in Camera de Recoltare.
Se trece la prelevarea efectiva a probelor doar dupa ce responsabilul
principal de caz face verificarea identitatii fiecarei persoane testate, pe baza
confruntarii datelor inscrise in solicitare (adresa din partea instantelor de
judecata sau cerere individuala din partea persoanelor fizice) cu cele din
actele de identitate (Buletin de Identitate/ Carte de Identitate sau Certificat
de nastere pentru minori) si inregistreaza cazul in Registrul FILIATII ADN
cod POI-A15 Filiatii R2. O data cu verificarea identitatii se fac si copii dupa
actele de identitate prezentate, care se ataseaza la dosarul cazului. In cazul
in care, copilul nu poseda certificatul de nastere, se ia o declaratie scrisa a
insotitorilor in care acestia declard ca acela este copilul in cauza. In aceasta
situatie, declaratia se ataseaza la dosarul cazului si se solicita transmiterea
ulterioara a unei copii a certificatului de nastere al copilului, fara de care nu
vor fi eliberate rezultatele analizelor.

Se efectueaza prelevarile de probe biologice constand in esantioane de saliva
si, daca se considera ca este cazul si esantioane de sange.

Expertize, examinari, constatari, examene de laborator si alte lucrari medico-legale asupra persoanelor
in viata, cadavrelor, produselor biologice si corpurilor delicte, precum si efectuarea de expertize
medico-legale psihiatrice si de cercetare a filiatiei
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Dupa identificarea persoanelor, persoana responsabil pricipal de caz
inscriptioneaza recipientele in care se vor preleva probele. Pentru prelevarea
probelor de saliva se utilizeaza tuburi continand tampoane de bumbac
sterile, iar pentru prelevarea probelor de sange, sistemul de recoltare prin vid
(vaccutainere). Pe eticheta recipientelor se inscriptioneaza: numele si
prenumele persoanei, numarul curent al cazului (F_), data si calitatea
persoanei testate (M-mama, C-copil, T-prezumtiv tata, BM-bunic matern,
BP-bunic patern, UM-unchi de mama, UP - unchi de tata, MM- matusa
materna, MP — matusa paterna, SP — sora paterna, SM — sora materna etc.)

Dupa inscriptionarea recipientelor, persoanele in cauza sunt invitate, una
cate una, pentru prelevarea probelor. Prelevarea consta in:
oPentru saliva — stergerea mucoasei interne a obrazului cu tampoanele
sterile. Se preleveaza de rutina trei esantioane pentru fiecare persoana.
oPentru sange — punctionarea unei vene, de regula la plica cotului. Se
preleveaza de regula o singura proba, doar in cazuri speciale doua, din
care una se conserva.

Prelevarea probelor biologice se face de catre asistentul medical al
Compartimentului de genetica, sub supravegherea directa a responsabilului
principal de caz.

In cazul in care la data programata de catre instantad nu s-au prezentat toate
persoanele convocate la testare, persoanelor prezente li elibereaza o
S2Adeverinta” cod POI-A15 Filiatii F3, semnata de catre Seful de
Compartiment, in care se consemneaza prezentarea lor la procesul de
prelevare (data si intervalul orar al prezentei in IML Iasi).

Dupa recoltare, probele sunt transferate in Camera de extractie ADN a
probelor din cadrul Compartimentului de Genetica, unde responsabilul
principal de caz, care a supravegheat prelevarea de probe, are obligatia sa
efectueze procedurile de conservare a probelor: probele de sange sunt
depozitate in frigiderul de probe, la o temperatura de 4°C (pentru cazurile
speciale, cand se doreste conservarea celei de-a doua probe, la o
temperatura de — 20°C); tampoanele bucale sunt conservate prin decuparea;
tubului si plasarea lui intr-un plic de hartie inscriptionat cu datele persoanei
si indicativul. Toate plicurile de la acelasi caz se pun intr-un plic mare
inscriptionat. Se pastreaza la temperatura camerei.

Orice intarziere privind prelucrarea probelor este comunicata in scris
solicitantului precizandu-se motivele.

In momentul inceperii prelucrarii probelor, responsabilul principal de caz
inregistreaza probele in Registru de lucru FILIATII ADN cod POI-A15 Filiatii
R3, unde fiecare proba primeste un indicativ propriu.
Dupa inregistrare, se trece la efectuarea analizelor care presupune
parcurgerea urmatoarelor etape:

1. Extractie ADN

2. Cuantificare

Expertize, examinari, constatari, examene de laborator si alte lucrari medico-legale asupra persoanelor
in viata, cadavrelor, produselor biologice si corpurilor delicte, precum si efectuarea de expertize
medico-legale psihiatrice si de cercetare a filiatiei
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3. Amplificare PCR

4. Detectia si identificarea produsilor de reactie in analizatorul genetic
automat

5. Prelucrarea statistica a rezultatelor

6. Interpretarea rezultatelor

Pe masura ce sunt efectuate etapele expertizei se inregistreaza rezultatele in
Registrul de lucru FILIATII ADN cod POI-A15 Filiatii R3, iar la final pe baza
corelarii rezultatelor obtinute se intocmeste ,Fisa de genotipare” cod POI-A15
Filiatii F4.

Dupa finalizarea analizelor, rezultatele inregistrate servesc la intocmirea
»,Raportului de expertiza medico-legala — Examen ADN” cod POI-A15 Filiatii
F5.

Raportul este redactat si dactilografiat electronic in ciorna de responsabilul
principal de caz.

Rezultatele investigatiilor sunt prezentate apoi si celorlalti membri ai
comisiei de expertiza, care formuleaza concluziile.

Dupa formularea concluziilor, responsabilul principal de caz elaboreaza
forma finala a raportului, care este apoi verificata si semnata de toti membrii
comisiei.

Comisia de expertiza care semneaza rapoartele de expertiza medico-legala —
Examen ADN este desemnata prin decizie de conducerea IML Iasi. Comisia
de expertiza este alcatuita dintr-un medic legist, care este presedintele
comisiei, si 2 specialisti avand specialitatea in medicina de laborator,
genetica medicala, biochimie, biologie, cu competente in genetica
moleculara.

Rapoartele se redacteaza de regula in doua exemplare, iar la cererea
clientului se elibereaza si al treilea exemplar.

Rapoartele sunt inregistrate in Registrul FILIATII ADN cod POI-A1S5 Filiatii
R2, fiind apoi expediate solicitantului prin Secretariatul general all IML lasi,
pe baza de semnatura (pentru persoane fizice) sau prin posta cu confirmare
de primire (pentru persoane fizice si juridice), numai dupa ce s-a facut
confirmarea platii de catre Biroul Contabilitate pentru serviciile prestate.

Esantioanele de probe biologice care nu au fost supuse testarii se pastreaza
in spatii special amenajate, conform prevederilor procedurii operationale
y,Pastrarea produsului” cod POQ-09. De asemenea, se arhiveaza si extractele
de ADN prin congelare (minim S ani), in spatii special amenajate, in cutii
etichetate (cu etichete purtand inscrisul ,de la indicativ nr. ....... pana la
...... ”). Restul produsilor de reactie din celelalte etape de laborator nu se
conserva.

6 Responsabilitati
Director:

Expertize, examinari, constatari, examene de laborator si alte lucrari medico-legale asupra persoanelor
in viata, cadavrelor, produselor biologice si corpurilor delicte, precum si efectuarea de expertize
medico-legale psihiatrice si de cercetare a filiatiei
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repartizeaza rezolvarea solicitarilor
semneaza adresele de insotire a rezultatelor

Sef Compartiment:

organizeaza, indruma si controleaza buna desfasurare a activitatii
Compartimentului;

analizeaza solicitarile primite si dispune rezolvarea acestora;
repartizeaza catre personalul din subordine rezolvarea solicitarilor
primite;

asigura aplicarea cerintelor sistemului de management al calitatii;
asigura conditii optime de desfasurare a activitatii;

asigura desfasurarea proceselor numai cu personal calificat;

asigura pastrarea inregistrarilor emise;

asigura si verifica desfasurarea proceselor cu echipamente verificate si
calificate;

asista la recoltarea de probe in anumite cazuri speciale;

elibereaza adeverinta pentru prezentare la prelevare de probe

Asistent medical:

i
[ ]
[ ]
[ ]
[ ]
[ ]

tine evidenta solicitarilor si expedierilor

tine evidenta loturilor

asigura interfata cu clientul

asigura recoltarea probelor de sange (la cerere)

semneaza Procesul verbal de prelevare a probelor biologice

Responsabilul principal de caz:

preleveaza probele de saliva

semneaza Fisa de prelevare a probelor

inregistreaza probele in Registrul FILIATII ADN
inregistreaza cazurile in Registru de lucru FILIATIE ADN
efectueaza analiza probelor

redacteaza raportul de expertiza

formuleaza concluziile raportului de expertiza
elaboreaza, verifica si semneaza raportul de expertiza

Comisia de expertiza
e formuleaza concluziile raportului de expertiza
e claboreaza, verifica si semneaza raportul de expertiza

Inregistrari. Formulare

Cerere expertiza filiatie cod POI-A15 Filiatii F1

Registrul de evidenta solicitari cod POI-A15 Filiatii R1

Procesul verbal de prelevare probe biologice - ADN” cod POI-A15 Filiatii
F2

Adeverinta cod POI-A15 Filiatii F3

Registrul FILIATII ADN cod POI-A15 Filiatii R2

Expertize, examinari, constatari, examene de laborator si alte lucrari medico-legale asupra persoanelor
in viata, cadavrelor, produselor biologice si corpurilor delicte, precum si efectuarea de expertize

medico-legale psihiatrice si de cercetare a filiatiei



PROCEDURA OPERATIONALA | €% Pl?ill'i:t{5
Institutul de _ ti
icina a Editia: 2
Medicina Legala - 2
Iasi EXPERTIZA ADN FILIATII Pag. o/21
Exemplar:

7.6  Registrul de lucru FILIATII ADN cod POI-A15 Filiatii R3

7.7 Fisa de genotipare cod POI-A15 Filiatii F4

7.8 Raportul de expertiza medico-legala — Examen ADN cod POI-A15
Filiatii F5

7.9 Registrul de corespondenta Filiatie ADN cod POI-A1S5 FiliatiiR3

7.10 Solicitare interna cod POI-A15 Filiatii F6

8 Anexe

8.1 Anexal - Cerere expertiza filiatie cod POI-A15 Filiatii F1

8.2 Anexa 2 - Registrul de evidenta solicitari cod POI-A1S5 Filiatii R1

8.3 Anexa 3 - Registrul FILIATII ADN cod POI-A1S5 Filiatii R2

8.4 Anexa 4 - Procesul verbal de prelevare probe biologice - ADN” cod POI-

A15 Filiatii F2

Anexa 5 - Adeverinta cod POI- A15 Filiatii F3

Anexa 6 - Registrul de lucru FILIATII ADN cod POI-A15 Filiatii R3

Anexa 7 - Fisa de genotipare cod POI-A15 Filiatii F4

Anexa 8 - Raportul de expertiza medico-legala — Examen ADN cod POI-

A15 Filiatii F5

8.9 Anexa 9 - Registrul de corespondenta Filiatie ADN” cod POI-A15
FiliatiiR3

8.10 Anexa 10 - Solicitare interna cod POI-A15 Filiatii F6

90100 00100
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Anexa 1

cod POI-A15 Filiatii F1 ed. 1, rev O

CERERE EXPERTIZA FILIATIE

Domnule Director,

va rugam sa binevoiti a aproba efectuarea examenului genetic ADN pentru
stabilirea filiatiei minorului (€1) ...coevevvuiuiiiiiiiiiiiiiiiriireeeea nascut (a)
ladatade ...cocooeeviiiiiniiiiiiiiii

Data Semnaturile

Domnului Director al IML Iasi

Expertize, examinari, constatari, examene de laborator si alte lucrari medico-legale asupra persoanelor
in viata, cadavrelor, produselor biologice si corpurilor delicte, precum si efectuarea de expertize
medico-legale psihiatrice si de cercetare a filiatiei
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Anexa 2
cod POI-A15 Filiatii R1 ed. 1, rev O
REGISTRUL DE EVIDENTA SOLICITARI
Nr. Indicativ nr. Data intrarii Solicitant/Inst | Dosar Nume prenume Data predarii | Obs
Crt (IML Iasi) anta Cerere persoane investigate raportului la
Secretariatul
general IML
lasi
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precum si efectuarea de expertize medico-legale psihiatrice si de cercetare a filiatiei
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Anexa 3
cod POI-A15 Filiatii R2 ed. 1, rev O
REGISTRUL FILIATII ADN
Nr. | Data Nr. de Solicitant Date de identificare a Indicativ proba | Responsabil Data finalizarii | Data predarii Obs
crt | recoltarii inregistrar | / Nr. persoanelor caz raportului/
(F_ e IML Iasi | adresa Semnatura de
) primire
CNP Nume,
prenume/
Varsta

Expertize, examinari, constatari, examene de laborator si alte lucrari medico-legale asupra persoanelor in viata, cadavrelor, produselor biologice si corpurilor delicte,
precum si efectuarea de expertize medico-legale psihiatrice si de cercetare a filiatiei
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Anexa 4

cod POI-A15 Filiatii F2 ed. 1, rev O

PROCES VERBAL DE PRELEVARE PROBE BIOLOGICE
J\' | S o 1

Incheiat AStAZi ......cooeeivvieiiiiieeiiiiee e cu ocazia prelevarii de
probe biologice necesare efectuarii expertizei ADN in vederea stabilirii filiatiei,
solicitata  prin adresa/ cererea inregistrata la IML lasi cu

101 PP Probele biologice sunt prelevate de la urmatoarele
persoane:
Nume /Prenume CNP Calitatea Proba biologica prelevata Indicativul
Semnatura probei
Saliva* Sange** prelevate
(nr. (nr.
esantioane | esantioane
prelevate) prelevate)

*Esantionul de saliva a fost prelevat de pe fata interna a mucoasei obrazului pe suport de tampon de vata
steril

**Esantionul de sange a fost prelevat prin punctie intravenoasa in vacutainer steril avand suport
anticoagulant de EDTA

Persoanele mai sus mentionate declara ca au fost informate asupra obiectivului
acestei expertize medico-legale si sunt de acord cu prelevarea de probe
biologice.

L e e
(hume, prenume, semnatura)

e
(nume, prenume, semnatura)

1 3 S 113 3 13 336 5 133 3 Y 13 3636 5 33 3 S X 3 1 S B S

(hume, prenume, semnatura)

Prelevarea a fost efectuatalaora .........c.coe......

Expertize, examinari, constatari, examene de laborator si alte lucrari medico-legale asupra persoanelor in
viata, cadavrelor, produselor biologice si corpurilor delicte, precum si efectuarea de expertize medico-
legale psihiatrice si de cercetare a filiatiei
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Anexa 5

cod POI-A1S5 Filiatii F3 ed. 1, rev. O

Al15/

ADEVERINTA

Catre,

Referitor la dosarul nr. ................ privind stabilirea filiatiei prin expertiza ADN,
prin prezenta va facem cunoscut, ca la data stabilita pentru prelevarea probelor
biologice, necesare efectuarii acestei expertize, a fost prezent/prezenta la sediul
IML Iasi domnul/doamma ......o.oeeiiiiiiiiiiiie e ee et ieeaeaaanans

Impreuna cu MinoTrUl/MINOTA ...o.ouiniiniit it eenenens

Sef compartiment

Data:

Expertize, examinari, constatari, examene de laborator si alte lucrari medico-legale asupra persoanelor in
viata, cadavrelor, produselor biologice si corpurilor delicte, precum si efectuarea de expertize medico-
legale psihiatrice si de cercetare a filiatiei
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Anexa 6
cod POI-A1S5 Filiatii F3 ed. 1, rev O
Registru de lucru FILIATII ADN
Nr. Indicativ de lucru al Proba Extractie Cuantificare ADN - PCR Secventiere
probei (tipul (metoda/data/NP optional (denumire (denumire
probei/apartenenta) analist) (protocol/kit/ data/NP kit/dilutie/protocol kit/dilutie/protocol
analist) amplificare/data/NP amplificare/data/NP

analist)

analist)

Expertize, examinari, constatari, examene de laborator si alte lucrari medico-legale asupra persoanelor in viata, cadavrelor, produselor biologice si corpurilor delicte, precum si
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MINISTERUL SANATATII PUBLICE
INSTITUTUL DE MEDICINA LEGALA IASI
Str. Buna Vestire, nr. 4, lasi
Tel. 0232/267751, Fax. 0232/261617
Nr. ........ din ............

La adresa privind dosarul nr. (La cererea dumneavoastra)...........cc..... , va Tnaintdm Raportul de
Expertiza Medico-Legala — Examen ADN solicitat, privind stabilirea paternitati minorului

Taxa de expertiza in valoare de ................ RON a fost achitata cu chit. Nr......... din data de

DIRECTOR,
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RAPORT DE EXPERTIZA MEDICO-LEGALA

- EXAMEN ADN - nr. ...... din .......

Subsemnatii (N/P, titlu, calitatea)

O e , medic primar legist,
O s , biolog,
@ s , biochimist,

toti de la IML lasi, intruniti Tn comisie Tn conformitate cu prevederile Ordonantei Guvernamentale nr.1/
2000, in baza adresei .............. privind dosarul nr. .......... , am efectuat in cadrul Compartimentului de
Genetica Medico-Legala al IML lasi, examenul ADN solicitat Tn baza probelor recoltate, constatand

urmatoarele:

Obiectivele expertizei: Stabilirea paternitatii copilului ..................

Tata biologic prezumtiv : ...................

Descrierea probelor care au facut obiectul examenului ADN:
In cadrul Compartimentului de Geneticad Medico-Legala al IML lasi, in data de ......... au fost prelevate
urmatoarele probe biologice:

Nr. Nume/Prenume CNP Calitatea Esantion Indicativ proba
crt saliva*  sange* la recoltare

1 prezumtiv tata : 2/19.09.2011-T
2 mama 2/19.09.2011-M
3 copil 2/19.09.2011-C

* proba de saliva este recoltata de pe fata interna a obrazului pe suport de vata de bumbac steril, in tub inchis,
** proba de sange integral, cca 2 ml este recoltata prin punctie venoasa, in vaccutainer steril, pe suport de EDTA

Recoltarea probelor de sange s-a efectuat cu acordul partilor, care au semnat Procesul verbal de
prelevare de probe biologice. Restul probelor care nu au fost supuse analizei au fost conservate in
compartiment, conform recomandarilor metodologice referitoare la conservarea probelor biologice in

vederea examenului ADN.

METODA DE ANALIZA:

1. Extractia ADN:
2. Cuantificarea ADN:
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SOLICITARE INTERNA

Nr AlS....ooiiiiini. Data: ..ooovviiiiiiiiiii
NUINIE: Lo e
Solicitare: grupa sanguina 00  status secretorO0 0O 0O O

Material biologic: sanged osO fir de pard secretiid alteO
0T IO qa = [e] 5 (L PP PPN
SOLICITATIE: L.entin e
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Analizat,

Expertize, examinari, constatari, examene de laborator si alte lucrari medico-legale asupra persoanelor
in viata, cadavrelor, produselor biologice si corpurilor delicte, precum si efectuarea de expertize
medico-legale psihiatrice si de cercetare a filiatiei



PROCEDURA OPERATIONALA Cod: POIA1S
Institutul de Identificare
. s~ < Editia: 2
Medicina Legala Revizia: 0
Ia§i EXPERTIZA ADN IDENTIFICARE Pag. 1/17
Exemplar:
L]
COD: POI - A15 Identificare
Elemente privind Numele si Functia Data Semnatura
responsabilii/ prenumele
operatiunea
ELABORAT Irina STREBA Coordonator 03.01.2018
laborator
VERIFICAT Carleta TEODORESCU RM 03.01.2018
Sef laborator
VERIFICAT Sl Prof. univ. dr. DIRECTOR 03.01.2018
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1 Scop

Prezenta procedura documenteaza si mentine in cadrul in cadrul
Laboratorului de geneticA un mod unitar si controlat de desfasurare a
activitatii de expertiza medico-legala ADN in scopul identificarii de persoane.

2 Domeniu de aplicare
Prevederile prezentei proceduri se aplica pentru activitatile cu indicativul A;s
(identificare).

3 Definitii si abrevieri
3.1 Definitii
e SR EN ISO 9000: 2015 ,Sisteme de management al calitatii. Principii
fundamentale si vocabular”

3.2 Abrevieri
IML Iasi - Institutul de Medicina Legala lasi
MC - Manualul calitatii
RMC - Reprezentantul Managementului Calitatii
ADN - Acid dezoxiribonucleic

4 Documente de referinta

e MC - 01 — Manualul calitatii;

e SR ENISO 9001: 2015 - Sisteme de management al calitatii - Cerinte;

e SR EN ISO 9000: 2015 - Sisteme de management al calitatii — Principii
fundamentale si vocabular;

e Ordonanta de Guvern nr. 1/2000 privind organizarea activitatii si
functionarea institutiilor de medicina legala

e Hotararea de Guvern nr. 774/2000 pentru aprobarea Regulamentului
de aplicare a dispozitiilor Ordonantei Guvernului nr. 1/2000 privind
organizarea activitatii si functionarea institutiilor de medicina legala

e Legea nr. 459/2001 pentru aprobarea Ordonantei Guvernului nr.
1/2000 privind organizarea activitatii si functionarea institutiilor de
medicina legala

e Legea nr. 271/2001 privind aprobarea Ordonantei Guvernului nr.
57/2001 pentru modificarea si completarea Ordonantei Guvernului nr.
1/2000 privind organizarea activitatii si functionarea institutiilor de
medicina legala

¢ Ordonanta Guvernului nr. 57/2001 pentru modificarea si completarea
Ordonantei Guvernului nr. 1/2000 privind organizarea activitatii si
functionarea institutiilor de medicina legala

e Ordonanta de Guvern nr. 1/2000, republicata

¢ Ordinul nr. 1.134/C din 2000 pentru aprobarea Normelor procedurale
privind efectuarea expertizelor, a constatarilor si a altor lucrari
medico-legale

e Legea nr. 135/2010 privind Codul de procedura penala cu
completarile si modificarile ulterioare
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e Legea nr. 286/2009 privind Codul penal cu completarile si modificarile
ulterioare
e Lista activitatilor IML IASI cod POQ-06F1

5 Descrierea procedurii

Expertiza medico-legala ADN in scopul identificarii de persoane se efectueaza
la cererea instantelor judecatoresti sau la cererea persoanelor interesate, in
cadrul institutelor de medicina legala, conform competentei teritoriale si
normelor metodologice stabilite de Consiliul Superior de Medicina Legala, de
catre o comisie alcatuita dintr-un medic legist, care este presedintele
comisiei, si 2 specialisti avand specialitatea in medicina de laborator,
geneticA medicala, biochimie sau biologie, cu competente in genetica
moleculara.

Solicitarile catre laborator pot fi interne (primite de la laboratoare de
specialitate din cadrul IML IASI - Laboratorul de Medicina Clinica,
Laboratorul de Prosectura), cat si externe (primite de la Parchet, Judecatorii,
alte laboratoare, Serviciile de medicina legala teritoriale).

Solicitarile externe sunt incadrate la indicativul Ais, in timp ce cele interne
pastreaza indicativul activitatii la care se coreleaza expertiza medico-legala
privind identificarea de persoane solicitata.

Solicitarile externe sunt mai intai inregistrate la Secretariatul General al IML
Iasi in Registrul electronic documente cod PS - O01R1, iar apoi sunt
transmise spre analiza Directorului IML Iasi. Directorul IML Iasi face o prima
analiza asupra solicitarii si dupa ce o incadreaza pe indicative, conform
Listei activitatilor IML IASI cod POQ-06F1, o transmite la Compartimentul de
Genetica Medico-Legala in vederea executarii acesteia.

Solicitarile vin insotite de probele care fac obiectul examenelor cerute.
Probele pot fi: sange, fragment de tesuturi sau de organe, tampoane cu
diverse secretii recoltate de la cadavru, fire de par, obiecte purtatoare de pete
biologice in vederea identificarii acestora (obiecte de imbracaminte, probe de
sol, obiecte de la locul faptei etc.).

In cazul solicitarilor externe, probele sunt aduse la Compartimentul de
Genetica Medico-Legala de persoana delegata, fiind insotite de o adresa de
solicitare. Pana la inregistrarea adresei de catre Secretariatul General al IML
Iasi si la luarea ei in evidenta de Compartimentul de Genetica Medico-Legala,
probele sunt depozitate temporar in cadrul laboratorului in spatii special
amenajate.

Dupa inregistrarea adresei, in prezenta delegatului, se verifica concordanta
dintre datele inscrise in adresa si continutul coletului cu probe. Daca sunt
identificate neconcordante sau daca probele sunt neconforme, acestea sunt
returnate solicitantului cu adresa de insotire.
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Pentru solicitarile externe, probele pot fi primite si prin posta, insotite de
adresa de solicitare. In acest caz, ele sunt primite de Secretariatul General al
IML lasi care le preda pe baza de semnatura la Compartimentul de Genetica
Medico-Legala, o data cu adresa de solicitare.

In cazul solicitarilor interne, probele sunt recoltate in cadrul laboratoarelor
de specialitate ale IML IASI si sunt predate la Compartimentul de Genetica
Medico-Legala, in acelasi timp cu adresa de solicitare.

Dupa inregistrarea tuturor solicitarilor in ,Registrul de evidenta intrari-
expedieri-ADN Biocriminalistica” cod POI-A15 Identificare R1, acestea sunt
predate sefului de compartiment in vederea analizarii disponibilitatii
resurselor umane si materiale necesare efectuarii in termenul solicitat a
cererii. In urma analizei, seful de compartiment dispune dupa caz efectuarea
sau nu a serviciului solicitat si stabileste, in functie de gradul de prioritate a
solicitarii, termenul de executie. Atunci cand solicitarile contin termene ce
nu pot fi onorate, se comunica solicitantului prin adresa scrisa acest lucru.

Seful de compartiment repartizeaza lucrarea personalului de specialitate din
laborator, tinand cont de incarcatura fiecarui specialist, de complexitatea
cazului si de competentele personalului. Lucrarea se repartizeaza unei
echipe formata din doi specialisti, din care una este desemnata responsabil
principal al cazului.

Persoana desemnata responsabil principal de caz se ocupa de prelevarea
probelor de referinta pentru situatiile in care institutia solicitanta (politie,
parchet, instanta de judecata, etc.) se adreseaza IML IASI in acest scop.

Prelevarea probelor se face in orice zi a saptamanii, in cadrul programului de
lucru cu publicul, exceptie facand cazurile urgente.

Persoanele ce vor fi supuse testarii sunt informate asupre obiectivului
analizei medico-legale si sunt rugate sa isi dea acordul in scris referitor la
prelevarea de probe biologice. In acest sens se completeazd rubrica
corespunzatoare din ,Procesul verbal de prelevare probe biologice - ADN” cod
POI-A15 Identificare F1. Prelevarile pentru probe biologice de referinta
constau in esantioane de saliva si, numai in situatii exceptionale, stabilite de
seful de compartiment, esantioane de sange.

Prelevarea probelor de la persoanele in cauza se face in Camera de Recoltare.
Se trece la prelevarea efectiva a probelor doar dupa ce persoana responsabil
principal de caz face verificarea identitatii persoanei, pe baza confruntarii
datelor inscrise in solicitare (adresa din partea instantelor de judecata sau
cerere individuala din partea persoanelor fizice) cu cele din actele de
identitate (Buletin de Identitate/ Carte de Identitate/Pasaport/etc.). O data
cu verificarea identitatii se fac si copii dupa actele de identitate prezentate,
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care se ataseaza la dosarul cazului. In cazul in care, persoana de testat nu
poseda act de identitate, aceasta este fotografiata si se ia o declaratie scrisa a
insotitorilor in care acestia declara ca persoana prezentata la testare este
una si aceeasi cu persoana mentionatd in documentatia oficiala. In aceasta
situatie, declaratia se ataseaza la dosarul cazului si se solicita transmiterea
ulterioara a unei copii a actului de identitate a persoanei supusa testarii de
la autoritatea care instrumenteaza cazul.

Dupa identificarea identitatii subiectului supus testarii, persoana
responsabil principal de caz inscriptioneaza recipientele in care se vor
preleva probele. Pentru prelevarea probelor de saliva se utilizeaza tuburi
continand tampoane de bumbac sterile, iar pentru prelevarea probelor de
sange, sistemul de recoltare prin vid (vaccutainere). Pe eticheta recipientelor
se inscriptioneaza: numarul curent al cazului (J__), data si calitatea
persoanei testate (Inc -inculpat, Susp — suspect, Vict -victima, etc.)
Dupa inscriptionarea recipientelor, subiectul in cauza este invitat pentru
prelevarea probelor. Prelevarea consta in:
o Pentru saliva — stergerea mucoasei interne a obrazului cu tampoanele
sterile. Se preleveaza de rutina trei esantioane pentru fiecare persoana.
o Pentru sange — punctionarea unei vene, de regula la plica cotului. Se
preleveaza de regula o singura proba, doar in cazuri speciale doua, din
care una se conserva.

Prelevarea probelor biologice se face de catre asistentul medical al
Compartimentului de Genetica Medico-Legala, sub supravegherea directa a
responsabilului principal de caz.

Dupa prelevarea de probe, se semneaza dupa caz ,Procesul verbal de
prelevare probe biologice - ADN” cod POI-A15 Identificare F1, de catre toti cei
implicati: cadre superioare prezente, alte persoane care au fost martore la
procesul de recoltare. Acest document se depune in dosarul cazului. La
cazurile speciale este prezent si Seful de compartiment.

Dupa recoltare, probele sunt transferate in Camera de extractie ADN a
probelor din cadrul Compartimentului de Genetica Medico-Legala, unde
responsabilul principal de caz, care a efectuat si supervizat prelevarea de
probe, are obligatia sa efectueze procedurile de conservare a probelor:
probele de sange sunt depozitate in frigiderul de probe, la o temperatura de 4
0C (pentru cazurile speciale, cand se doreste conservarea celei de-a doua
probe, la o temperatura de — 20 °C); tampoanele bucale sunt conservate prin
uscare intr-o incinta speciala, pana a doua zi dimineata, la temperatura
mediului ambiant, ferite de razele solare.

A doua zi, probele uscate sunt ambalate si depozitate in frigidere, la o
temperatura de 4 9C, pana la momentul prelucrarii. Prelucrarea probelor se
face de regula impreuna cu celelate probe judiciare (corpuri delicte).
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In momentul inceperii prelucrarii probelor, responsabilul principal de caz
inregistreaza probele in ,Registrul de lucru ADN Biocriminalistica ” cod POI-
A15 Identificare R2, unde primeste un indicativ propriu.

Dupa inregistrare, se trece la efectuarea analizelor care presupune
parcurgerea urmatoarelor etape:

o Prelucrare preliminara probe: inspectie, fotografiere, prelevare de
esantioane de proba, tratamente termice si chimice de conservare a
probelor (uscare, imersie in solutii de prezervare, etc.), examene de
laborator complementare (examen microscopic, serologic, etc.)
cuantiifcare

Extractie ADN

Amplificare PCR

Detectia si identificarea produsilor de reactie in analizatorul genetic
automat

o Interpretarea si Prelucrarea statistica a rezultatelor

o O O O

Pe masura ce sunt efectuate etapele expertizei se inregistreaza rezultatele in
»Registrul de lucru ADN Biocriminalistica” cod POI-A15 Identificare R2, iar la
final, pe baza corelarii rezultatelor obtinute, se intocmeste ,Fisa de
genotipare” cod POI-A15 Identificare F2.

Dupa finalizarea analizelor, rezultatele inregistrate servesc la intocmirea
ysRaportului de expertiza medico-legala - Examen ADN” cod POI-A15
Identificare F3.

Raportul este redactat si dactilografiat electronic in ciorna de responsabilul
principal de caz.

Rezultatele investigatiilor sunt prezentate apoi si celorlalti membri ai
comisiei de expertiza, care formuleaza concluziile.

Dupa formularea concluziilor, responsabilul principal de caz elaboreaza
forma finala a raportului, care este apoi verificata si semnata de toti membrii
comisiei de expertiza.

Comisia de expertiza care semneaza Rapoartele de expertiza medico-legala —
Examen ADN este desemnata prin decizie de conducerea IML IASI. Comisia
de expertiza este alcatuita dintr-un medic legist, care este presedintele
comisiei, si 2 specialisti avand specialitatea in medicina de laborator,
genetica medicala, biochimie, biologie, cu competente in genetica
moleculara, printre care se numara in mod obligatoriu responsabilul
principal de caz.

Rapoartele se redacteaza de regula in doua exemplare, iar la cererea
clientului se elibereaza si al treilea exemplar.

Rapoartele sunt inregistrate in ,Registrul de evidenta intrari-iesiri ADN
Biocriminalistica” cod POI - A15 Identificare R1, fiind apoi expediate
solicitantului prin Secretariatul General al IML lasi, prin posta cu confirmare
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de primire (pentru persoane juridice), numai dupa ce s-a facut confirmarea
platii de catre Serviciul Contabilitate pentru serviciile prestate.

Esantioanele de probe biologice care nu au fost supuse testarii se pastreaza
in spatii special amenajate, conform prevederilor procedurii operationale
y,Pastrarea produsului” cod POQ-09. De asemenea, se arhiveaza si extractele
de ADN prin congelare conform prevederilor procedurii operationale
y,Pastrarea produsului” cod POQ-09, in spatii special amenajate, in cutii
etichetate (cu etichete purtand inscrisul ,de la indicativ nr. ....... pana la
...... ”). Restul produsilor de reactie din celelalte etape de laborator nu se
conserva.

6 Responsabilitati
Director:
e repartizeaza rezolvarea solicitarilor
e semneaza adresele de insotire a rezultatelor

Sef compartiment:

e organizeaza, indruma si controleaza buna desfasurare a activitatii

laboratorului;

e analizeaza solicitarile primite si dispune rezolvarea acestora,;
repartizeaza catre personalul din subordine rezolvarea solicitarilor
primite;
asigura aplicarea cerintelor sistemului de management al calitatii;
asigura conditii optime de desfasurare a activitatii;
asigura desfasurarea proceselor numai cu personal calificat;
asigura pastrarea inregistrarilor emise;
asigura si verifica desfasurarea proceselor cu echipamente verificate si
calificate;

Asistent medical:
e tine evidenta solicitarilor si expedierilor
tine evidenta probelor
asigura interfata cu clientul
inregistreaza probele in Registrul de probe
asigura conservarea acestora pana la intrarea lor in lucru

Responsabil principal de caz:

e efectueaza analiza probelor

e face inregistrarile etapelor de lucru in ,Registrul de lucru ADN
Biocriminalistica” cod POI-A15 Identificare R2

e prezinta rezultatele testarilor genetice comisiei de expertiza desemnate
la caz

e formuleaza concluziile impreuna cu ceilalti experti din comisia de
expertiza desemnati la caz

e redacteaza si dactilografiaza raportul de expertiza

Expertize, examinari, constatari, examene de laborator si alte lucrari medico-legale asupra persoanelor
in viata, cadavrelor, produselor biologice si corpurilor delicte, precum si efectuarea de expertize
medico-legale psihiatrice si de cercetare a filiatiei
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verifica si semneaza raportul de expertiza

Comisia de expertiza

formuleaza concluziile raportului de expertiza
verifica si semneaza raportul de expertiza

7 Inregistriri. Formulare

7.1 Registrul de evidenta intrari-iesiri ADN Biocriminalistica cod POI —
A15 Identificare R1

7.2  Registrul de lucru ADN Biocriminalistica cod POI-A15 Identificare R2

7.3 Procesul verbal de prelevare probe biologice - ADN cod POI-A15
Identificare F1

7.4 Fisa de genotipare cod POI-A15 Identificare F2

7.5 Raportul de expertiza medico-legala — Examen ADN cod POI- A15
Identificare F3

8 Anexe

8.1 Anexa 1 - Registrul de evidenta intrari-iesiri ADN Biocriminalistica cod
POI - A15 Identificare R1

8.2 Anexa 2 - Registrul de lucru ADN Biocriminalistica cod POI-A15
Identificare R2

8.3 Anexa 3 - Procesul verbal de prelevare probe biologice - ADN cod POI-
A15 Identificare F1

8.4 Anexa 4 - Fisa de genotipare cod POI-A15 Identificare F2

8.5 Anexa S - Raportul de expertiza medico-legala — Examen ADN cod POI-

A15 Identificare F3

Expertize, examinari, constatari, examene de laborator si alte lucrari medico-legale asupra persoanelor
in viata, cadavrelor, produselor biologice si corpurilor delicte, precum si efectuarea de expertize

medico-legale psihiatrice si de cercetare a filiatiei
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Anexa 1
cod POI- AlSIdentificareR1 ed. 1, rev O

REGISTRUL DE EVIDENTA INTRARI-EXPEDIERI ADN BIOCRIMINALISTICA

Nr. | Indicativ nr. | Data intrarii | Solicitant/Ins | Dosar Nume prenume Probe primite | Indicativ
Crt | (IML Iasi) tanta Cerere persoane investigate proba
(J)

1 2 3 4 S 6 7 8
Neconcordante Semnatura de Responsabil de | Data predarii raportului la Obs
identificate la preluarea | predare probe caz Secretariatul general IML
probelor lasi

9 10 11 12 13

Expertize, examinari, constatari, examene de laborator si alte lucrari medico-legale asupra persoanelor in viata, cadavrelor, produselor biologice si corpurilor delicte, precum si
efectuarea de expertize medico-legale psihiatrice si de cercetare a filiatiei
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Anexa 2
cod POI- AlSIdentificare R2 ed. 1, rev O
REGISTRUL DE LUCRU ADN BIOCRIMINALISTICA
Nr Proba Indicativ de Pretestare Extractie Cuantificare ADN PCR Secventiere Obs
(tipul probei/apartenenta) lucru in (denumire (metoda/data/NP (protocol/kit/ (denumire (denumire
laborator metoda/MO/data/ NP analist) data/NP analist) kit/dilutie/proto | kit/dilutie/prot
analist) col ocol
amplificare/da | amplificare/d
ta/NP analist) ata/NP
analist)
1
2
3
4
5
6
7
8

Expertize, examinari, constatari, examene de laborator si alte lucrari medico-legale asupra persoanelor in viata, cadavrelor, produselor biologice si corpurilor delicte, precum si

efectuarea de expertize medico-legale psihiatrice si de cercetare a filiatiei
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Anexa 3

cod POI - A15 Identificare F1 ed. 1, rev O

PROCES VERBAL DE PRELEVARE PROBE BIOLOGICE
J\' | R o7 V. 2N

Incheiat aStAZi ..o.coovveeeiiieeiiiiieeeiee e cu ocazia prelevarii de
probe biologice necesare efectuarii expertizei ADN solicitata de
................................................. , prin adresa inregistrata la IML Ilasi cu
1o ORI Probele biologice sunt prelevate de la
urmatoarele persoane:

Nume /Prenume CNP Calitatea Proba biologica prelevata Indicativul
Semnatura probei
Saliva* Sange** prelevate
(nr. (nr.
esantioane | esantioane
prelevate) prelevate)

*Esantionul de saliva a fost prelevat de pe fata interna a mucoasei obrazului pe suport de tampon de
vata steril

**Esantionul de sange a fost prelevat prin punctie intravenoasa in vacutainer steril avand suport
anticoagulant de EDTA

Persoanele mai sus mentionate declara ca au fost informate asupra
obiectivului acestei expertize medico-legale si sunt de acord cu prelevarea de
probe biologice.

L
(nume, prenume, semnatura)

e
(nume, prenume, semnatura)

PP P PP

(hume, prenume, semnatura)

Prelevarea a fost efectuata laora .....cccvveneeenen..

Expertize, examinari, constatari, examene de laborator si alte lucrari medico-legale asupra persoanelor
in viata, cadavrelor, produselor biologice si corpurilor delicte, precum si efectuarea de expertize
medico-legale psihiatrice si de cercetare a filiatiei
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Anexa 4

locus

Inc -
inculpat

Susp -
suspect

Vict -
victima

IP

D8S1179

D21S11

D7S820

CSF1PO

D3S1358

THO1

D13S317

D16S539

D251338

D19S433

vWA

TPOX

D18S51

D5S818

FGA

AMEL

IPC =

Intocmit de:

Data:

PP

%

Expertize, examinari, constatari, examene de laborator si alte lucrari medico-legale asupra persoanelor
in viata, cadavrelor, produselor biologice si corpurilor delicte, precum si efectuarea de expertize
medico-legale psihiatrice si de cercetare a filiatiei
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Anexa 5
MINISTERUL SANATATII PUBLICE
INSTITUTUL DE MEDICINA LEGALA IASI
Str. Buna Vestire, nr. 4, lasi
Tel. 0232/267751, Fax. 0232/261617
Nr. ........ din ............
Catre,
La adresa dvs. privind dosarul nr. va inaintam Raportul de Expertiza Medico-Lgala —
Examen ADN solicitat, avand la baza probele judiciare inaintate.
Taxa de expertiza in valoare de a fost achitata de

Totodata va restituim probele care au facut obiectul investigatiei stiintifice (se mentloneaza
numai unde este cazul de restituire a probelor).

DIRECTOR IML IASI

Expertize, examinari, constatari, examene de laborator si alte lucrari medico-legale asupra persoanelor
in viata, cadavrelor, produselor biologice si corpurilor delicte, precum si efectuarea de expertize
medico-legale psihiatrice si de cercetare a filiatiei
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cod POI - A15 Identificare F3 ed. 1, rev O
RAPORT DE EXPERTIZA MEDICO-LEGALA - EXAMEN ADN -
NR.....coeees Lo

Subsemnatii (N/P, titlu, calitatea) , si ,, in
baza adresei dvs. privind dosarul nr. , am efectuat in cadrul Compartimentului de

Genetica al IML IASI, examenul ADN solicitat in baza probelor inaintate, constatand urmatoarele:

Istoric: Din adresa privind dosarul nr. reiese ca

Obiectivele expertizei:

Descrierea probelor primite pentru analiza:

Conform adresei Instanta privind dosarul nr. au fost puse la dispozitia
Compartimentului de Genetica al IML IASI urmatoarele probe (vezi fotografiile din ANEXA 1):

- colet (caracteristici, incrisuri, nr., sigilii, etc )

In cadrul Compartimentului de Genetica al IML IASI, in data de au
fost prelevate urmatoarele probe biologice:

Nr Nume prenume Calitatea Esantion Indicativ proba
crt Saliva* Sange** la recoltare
(nr) (nr) (inscris pe
eticheta)
1
2

* proba de saliva este recoltata de pe fata interna a obrazului pe suport de vata de bumbac steril, in
tub inchis,
** proba de sange integral, cca 2 ml este recoltata prin punctie venoasa, in vacutainer steril, pe suport
de EDTA

Metoda de analiza:
Pentru necesitatile analizei genetice au fost prelevate urmatoarele probe :

1. un esantion — proba notata (indicativ de lucru al probei in laborator) ;
2. un esantion — proba notata (indicativ de lucru al probei in laborator) ;
3. un esantion — proba notata (indicativ de lucru al probei in laborator) ;

Restul probelor biologice care nu au fost supuse analizei au fost conservate in laborator
conform recomandarilor metodologice privitoare la conservarea probelor biologice in vederea
examenului ADN.

Expertize, examinari, constatari, examene de laborator si alte lucrari medico-legale asupra persoanelor
in viata, cadavrelor, produselor biologice si corpurilor delicte, precum si efectuarea de expertize
medico-legale psihiatrice si de cercetare a filiatiei
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1. Pretestare esantioane prelevate:
Urmatoaarele esantioane prelevate din probe au fost pretestate prin metode serologice de

identificare a microurmelor de (sange, saliva, sperma) de natura umana:
Nr Esantion Indicativ proba Kit pretestare Rezultat
crt sange sperma saliva pretestare [prezent

(+)/ absent (-)]

N[—

. 2. Extractia ADN:
In vederea analizei genetice s-a procedat la extractia materialului genetic, utilizand kitul .....

3 Cuantificarea ADN extras Cuantificarea ADN: ADN extras a fost cuantificat Si
evaluat din punct de vedere al puritatii prin metoda spectrofotometrica (utilizand
aparatul Nanophotometer™ Pearl, IMPLEN® si/sau prin metoda real-time PCR,

folosind kitul ............ , conform instructiunilor de lucru.

4. Analiza amplificarii genice:
ADN a fost amplificat pe .. loci reprezentand .. markeri STR, folosind Kkitul

............ , conform instructiunilor de lucru, utilizdnd termociclorul .......... Prin aceasta
metoda sunt analizati .. loci STR autozomali (enumerare) si markerul de determinare
a sexului, Amelogenina, totul intr-o singura reactie PCR.

ADN a fost amplificat pe 16 loci reprezentand 16 markeri STR, folosind kitul
AmpFISTR® Identifiler® Plus PCR Amplification Kit, Applied Biosystems™, conform
instructiunilor de lucru, utilizind termociclorul GeneAmp® 9700, Applied
Biosystems™. Prin aceastd metoda sunt analizati 15 loci STR autozomali (D8S1179,
D21S11, D7S820, CSF1PO, D3S1358, THO01, D13S317, D16S539, D2S1338,
D19S433, VWA, TPOX, D18S51, D5S818, si FGA) si markerul de determinare a
sexului, Amelogenina, totul intr-o singura reactie PCR.

5. Electroforeza capilara : produsii amplificati au fost migrati prin
electroforeza capilara in aparatul 3500 HID Genetic Analyzer, Applied Biosystems™,
folosind consumabile si reactivi conform instructiunilor de lucru. Datele de
fluorescenta au fost preluate de softul 3500 Data Collection Software, Applied
Biosystems™.

6. Analiza si interpretarea datelor : datele au fost exportate si interpretate cu

ajutorul softului GeneMapper® ID-X, Applied BiosystemsTM si ........ Calculele

Expertize, examinari, constatari, examene de laborator si alte lucrari medico-legale asupra persoanelor
in viata, cadavrelor, produselor biologice si corpurilor delicte, precum si efectuarea de expertize
medico-legale psihiatrice si de cercetare a filiatiei
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probabilistice au fost efectuate respectand recomandarile Societatii Internationale de
Genetica in Medicina Legala. Frecventa genotipului in populatie arata care este
posibilitatea ca o alta persoana, aleasa in mod aleator din aceeasi populatie si

neinrudita cu persoana in cauza, sa aiba acelati genotip.

REZULTATE:
Genotipurile cazurilor analizate sunt indicate in Anexa.

Proba cu indicativul....tipul de profil obtinut....calcul statistic (daca este

cazul)

CONCLUZII:
Analiza genetica a probelor puse la dispozitia Laboratorului a evidentiat urmatoarele:

1.

2.
3.
4,
COMISIA DE EXPERTIZA
(Numele, prenumele si semnaturile membrilor comisiei)
Medic primar legist, Biolog, Biochimist,

Expertize, examinari, constatari, examene de laborator si alte lucrari medico-legale asupra persoanelor
in viata, cadavrelor, produselor biologice si corpurilor delicte, precum si efectuarea de expertize
medico-legale psihiatrice si de cercetare a filiatiei
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