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Genetická a olfaktronická analýza dotykových stop
Genetic and Olfactronic Analysis of Touch Marks

MARIE KORABEČNÁ,1 VLASTIMIL STENZL,2 ŠTĚPÁN URBAN 3   

Abstrakt
Dotykové stopy patří ve forenzní genetice k jedněm z nejobtížněji analyzovatelných materiálů, 
což je dáno velmi malým množstvím analyzovatelných molekul v nich obsažených. Ačkoliv 
obsahují buňky pocházející z povrchu lidského těla, DNA v těchto buňkách je přirozeně 
fragmentována. Shrnujeme dosud publikované zkušenosti s genetickou analýzou dotykových 
stop, které často neposkytují plnohodnotný DNA profil vhodný k individuální identifikaci  
v procesu dokazování. Nově se rozvíjející vědní obor olfaktroniky však skýtá potenciál k získání 
dalších informací z těchto stop. Dotykové stopy však představují extrémně variabilní materiál, 
takže nelze vždy zaručit úspěch genetické analýzy. Souběžná olfaktronická analýza pak může 
poskytnout důležité operativní informace týkající se skupinových vlastností zůstavitele stopy
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Abstract
Touch traces belong to one of the most difficult materials to analyze in forensic genetics, 
which is due to the very small amount of analyzable molecules contained in them. 
Although they contain cells derived from the surface of the human body, the DNA in these 
cells is naturally fragmented. We summarize the experiences published so far with the 
genetic analysis of touch traces, which often do not provide a full DNA profile suitable for 
individual identification in the evidence process. However, the newly developing scientific 
field of olfactronics offers the potential to obtain additional information from these traces. 
However, touch traces represent extremely variable material, so the success of genetic 
analysis cannot always be guaranteed. Simultaneous olfactronic analysis can then provide 
important operational information regarding the group characteristics of the trace leaver.
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Úvod

Dotykové stopy představují důležitý zdroj důkazního materiálu, jejich efektivní zpracování 
a vyhodnocení patří k jedněm z nejobtížnějších disciplín forenzních věd. Dotykové stopy 
mohou poskytnout informaci vedoucí k individuální identifikaci jedince, který je zanechal, 
formou daktyloskopie i genetického profilu. Problémem je obvykle limitované množství 
materiálu k analýze. Nově se vyvíjející obor olfaktroniky spočívající ve spektroskopické 
analýze molekul zanechané pachové stopy spojené se stopou dotykovou má potenciál 
obohatit spektrum forenzních metod a přispět ke komplexnosti výsledku forenzní analýzy. 
Pro dosažení komplexního výsledku je však zásadní efektivní zpracování stopy tak, aby 
byla umožněna paralelní analýza všemi dostupnými metodami. 

V následujícím textu se zaměřujeme na potenciální možnosti paralelní genetické  
a olfaktronické analýzy zejména s ohledem na získání potřebného materiálu pro oba 
typy analýz z jedné a téže stopy. Předpokladem pro získání maximálního množství DNA 
dostupného pro genetickou analýzu je znalost biologického složení dotykových stop, 
které bude blíže popsáno v tomto příspěvku, společně s možnostmi jejich genetického 
vyšetření. Předpokladem pro úspěšnou olfaktronickou analýzu je znalost chemických 
látek, které vytvářejí pachovou stopu, a odběr pachové stopy provedený s ohledem  
na zachycení jejich maximálního množství.5, 11, 14, 18

Dosažení možnosti provádět paralelně ve forenzních laboratořích již dlouhodobě rutinně 
etablovanou genetickou analýzu a nově vyvíjenou olfaktronickou metodu vyžaduje 
společný postup při vývoji této komplexní metodologie od samého začátku. Prezentujeme 
zde pilotní výsledek tohoto přístupu dokazující s použitím uměle vytvořených dotykových 
stop, že paralelní genetická a olfaktronická analýza jsou principiálně možné a jejich spojení 
může v budoucnu obohatit spektrum forenzních laboratorních metod.

Teoretické základy

Histologická charakteristika dotykových stop

Histologické složení dotykových stop odráží do značné míry strukturu povrchových 
vrstev lidské kůže. Převažující složkou jsou bezjaderné epiteliální buňky odlupující se  
z povrchové vrstvy pokožky (stratum corneum) nazývané korneocyty (viz obr. 1). Během 
diferenciace těchto buněk z keratinocytů v procesu kornifikace došlo k rozštěpení jejich 
jaderné DNA, zániku jádra a vyplnění cytoplazmy zesíťovaným proteinem keratinem, který 
těmto buňkám propůjčuje mechanickou odolnost.6 V dotykových stopách dále nacházíme 
fragmenty těchto korneocytů a vzácně také jaderné buňky pocházející pravděpodobně  
z vystýlky potních žláz.1 

Významnou komplikaci pro forenzní analýzu může představovat přítomnost korneocytů 
i jaderných buněk exogenního původu, které se na povrch kůže dostávají dotykem 
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s předměty frekventovaně dotýkanými i jinými osobami (například kliky u dveří)  
či při přímém osobním kontaktu například při podání ruky.2

Množství keratinocytů i jaderných buněk uvolněných do dotykové stopy se může 
významně lišit mezi jednotlivci. Byly experimentálně zkoumány otisky palců dobrovolníků 
a byly nalezeny hodnoty v rozmezí 1 000 až 10 000 buněk (převážně korneocytů) na otisk.10 

Pro úspěšnou genetickou analýzu je teoreticky postačující DNA z jedné jediné jaderné 
buňky, k úspěchu však s vyšší jistotou povede analýza nejméně 30 jaderných buněk.1

Charakter DNA molekul obsažených v dotykových stopách

V průběhu diferenciace keratinocytů v procesu kornifikace dochází v důsledku činnosti 
enzymů štěpících DNA (tzv. DNáz) k fragmentaci jaderné DNA. Takto fragmentovaná 
DNA však zůstává uvnitř korneocytů, i když jejich jádra přestávají být detekovatelná 
histologickým barvením, protože došlo k jejich zániku jako organel v zájmu zvýšení 
mechanické pevnosti těchto buněk.7, 8 

Další významnou složkou dotykových stop je volná DNA, která je přítomná ve všech 
tělesných tekutinách a za její hlavní zdroj v dotykových stopách je považován pot.2, 16  
I tato DNA je však značně fragmentovaná, do tělesných tekutin se dostává pravděpodobně 
více různými mechanismy – jak v důsledku řízeného odumírání buněk, tzv. apoptózy, tak 
aktivní sekrecí živými buňkami. Biologické funkce této volně se vyskytující DNA nejsou 
dosud plně objasněné, uvažuje se i o její účasti v regulaci fungování imunitního systému.13

Byly rovněž přineseny důkazy o asociaci DNA molekul s povrchy buněk.19 

Odběr dotykových stop oplachem jejich nosičů a následný postup nezahrnující oddělení 
buněčné frakce centrifugací a vyloučení supernatantu z izolačního procesu zohledňuje 
přítomnost této DNA ve stopách a vede k jejímu získání pro genetickou analýzu.2

Principy genetické individuální identifikace osob

Za zlatý standard je ve forenzní genetice považováno DNA profilování založené na analýze 
polymorfních oblastí DNA obecně označovaných jako krátké tandemové repetice (Short 
Tandem Repeats – STR). Pro forenzní využití byl mezinárodním konsorciem vybrán panel 
těchto polymorfismů, které v lidských populacích vykazují vysokou variabilitu.4 Každá 
z takto vybraných variabilních oblastí lidského genomu je charakterizována značným 
počtem variant – alel – existujících o různé frekvenci ve všech lidských populacích. Každá 
takováto alela je determinována specifickým počtem krátkých sekvenčních motivů DNA 
(repetic o délce nejčastěji 4 až 5 nukleotidů) a je známo její procentuální zastoupení 
na chromozomech v dotyčné populaci, což je důležité pro interpretaci laboratorního 
výsledku metodami Bayesovské statistiky, kdy se pracuje s pravděpodobností výskytu 
získaného DNA profilu v populaci.
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Forenzní DNA profilování by nebylo možné bez aplikace metody polymerázové řetězové 
reakce (Polymerase Chain Reaction – PCR). Tato metoda přinesla doslova revoluci  
v aplikační sféře molekulární genetiky, její význam byl oceněn udělením Nobelovy 
ceny jejímu vynálezci Karry Mullisovi v roce 1993. Jedná se o enzymatickou amplifikaci 
vybraných úseků DNA in vitro, přičemž jednoznačný výběr oblasti DNA určené  
k amplifikaci je zajištěn hybridizací uměle syntetizovaných jednořetězcových molekul 
DNA, tzv. primerů, k denaturované cílové DNA a následným prodlužováním těchto 
primerů termorezistentní DNA polymerázou, která využívá denaturovanou cílovou DNA 
jako templát a podle principu komplementarity prodlužuje hybridizovaný primer a vytváří 
tak druhé vlákno DNA dvoušroubovice. Amplifikace metodou PCR se odehrává typicky 
ve 40 cyklech sestávajících ze tří kroků: 1) denaturace DNA molekul přítomných v reakci,  
2) hybridizace primerů k cílovým sekvencím, 3) prodlužování primerů DNA polymerázou.

Metoda PCR doznala celé řady modifikací, ve forenzní genetice je využívána její forma 
dovolující amplifikaci více různých oblastí DNA v jediné reakci označované jako multiplex 
PCR. Pro amplifikaci 17 různých oblastí DNA (16 STR polymorfismů a polymorfní oblast  
v genu pro amelogenin na pohlavních chromozomech dovolující určení pohlaví jedince) 
byly navrženy primery značené čtyřmi různými fluorescenčními značkami tak, aby bylo 
možné všechny amplifikované fragmenty jednoznačně určit na základě jejich délky 
a fluorescence.4 Po separaci takto amplifikovaných fragmentů DNA pomocí kapilární 
elektroforézy je získán DNA profil (viz obr. 1.). Kompletní profil dovoluje jednoznačné 
určení alel jednotlivých vyšetřovaných STR polymorfismů a výpočet pravděpodobnosti 
nalezení shodného profilu v populaci. Systém forenzního DNA profilování je díky analýze 
vysoce variabilních polymorfismů typu STR designován tak, aby tato pravděpodobnost 
byla velmi nízká a byly generovány profily prakticky unikátní dovolující individuální 
identifikaci jedince s vysokou mírou pravděpodobnosti.4, 17 Nástup metody masivního 
paralelního sekvenování do forenzních laboratoří vedl k dalšímu významnému zpřesnění 
tohoto způsobu individuální identifikace, neboť dovoluje porovnání celých sekvencí alel 
jednotlivých STR polymorfismů. Jednotlivé alely se mohou lišit nejen počtem základních 
sekvenčních motivů – výše zmiňovaných repetic, ale některé z těchto repetic mohou 
obsahovat například bodové mutace či krátké inzerce či delece, což vede k dalšímu 
nárůstu komplexity systému a vyúsťuje v jeho lepší diskriminační schopnosti v důsledku 
rozlišení vyššího počtu existujících alel.3

Experimentální studium uměle vytvořených  
dotykových stop
Modelové studie uskutečněné na uměle vytvářených dotykových stopách významnou 
měrou přispívají k úspěšné aplikaci genetické analýzy dotykových stop ve forenzní 
praxi. Byly zkoumány nejrůznější faktory: variabilita v množství genetického materiálu 
deponovaného do dotykových stop různými jedinci10, 16 i vliv podkladu na kvalitu dotykové 
stopy.9 Byly testovány metody vizualizace dotykových stop a jejich vliv na kvalitu izolované 
DNA,12 rovněž způsob sejmutí dotykové stopy se ukázal jako kruciální pro úspěch následné 
analýzy.9 Byla vyvinuta optimální metoda izolace DNA z dotykových stop nacházejících  
se na běžných kancelářských předmětech.2
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Je uváděno, že v kontinuálním procesu deskvamace se uvolňuje až 1 000 korneocytů  
z 1 cm2 kůže za hodinu, což může vést k celkovému počtu až 109 korneocytů uvolněných 
z povrchu těla jednotlivce denně. Ačkoliv se jedná o vysoké počty buněk, je třeba si 
uvědomit, že se jedná o buňky bezjaderné s degradovanou DNA, eventuálně s volnou DNA 
na svém povrchu.1 Ve studii, která zkoumala počet buněk nalezených v celých otiscích 
palců dobrovolníků na skleněném podkladu, byl nalezen až řádový rozdíl mezi nejlepšími  
(až 10 000 buněk/otisk) a nejslabšími (1 000 buněk/otisk) „odlučovači“.10 Buněčný materiál 
byl zviditelněn fluorescenčním barvivem Diamond Nucleic Acid stain (Promega, USA)  
a buňky detekovány a počítány pod mikroskopem. Nebylo překvapením, že otisky 
poskytnuté nejlepšími „odlučovači“ vedly při genetické analýze ve většině případů  
k získání DNA profilů akceptovatelných australskou DNA databází pro identifikaci  
(tj. obsahujících minimálně 12 jednoznačně určených alel analyzovaných STR markerů), 
zatímco otisky poskytnuté slabými „odlučovači“ vyhověly v závislosti na způsobu 
odběru této podmínce jen cca ve 30 %.10 Při porovnání množství DNA izolované z otisků 
dlaní a prstů dobrovolníků byly nejen zjištěny rozdíly jednoho řádu mezi jednotlivými 
dobrovolníky, ale také prokázána vyšší výtěžnost DNA z otisků prstů než z otisků dlaní.15

Volná DNA z potu byla studována za využití speciálního designu experimentů, kdy 
centrifugací byla odstraněna buněčná složka vzorků. Kompletní DNA profily byly získány 
u 40 % testovaných vzorků v laboratorním pokusu. Volná DNA byla detekována u 80 % 
vzorků od zdravých lidí s průměrnou koncentrací 11,5 ng/ml potu.16

Aplikace fluorescenčního barviva Diamond Nucleic Acid stain (Promega, USA) v kombinaci 
s mikroskopickým vyšetřením vedla formou zviditelnění buněk k detekci dotykových 
stop na nejrůznějších podkladech: na skle, na čipu kreditní karty, na plastové kreditní 
kartě, tlačítku mobilního telefonu, obrazovce mobilního telefonu, SIM kartě, plastové 
tašce, niklovém i hliníkovém povrchu.12 Vzhledem k biologickému charakteru korneocytů  
a obsahu volné DNA ve stopách se jako nejvhodnější přístup k izolaci DNA z dotykových 
stop osvědčila metodika obsahující prodlouženou inkubaci buněčného materiálu v pufru 
s dithiotreitolem (DTT) stejně jako při izolaci DNA z trichologického materiálu ve spojení 
s izolací DNA ze supernatantů získaných po centrifugaci buněčného materiálu stopy.  
K tomuto účelu byl využit kit primárně určený pro izolaci volně cirkulující DNA z plazmy. 
Tímto postupem nedošlo ke ztrátě volné DNA obsažené v dotykové stopě a zachycené 
stejně jako korneocyty na stěrový materiál při odběru.2

Studie uskutečněná s různými podklady dotykových stop a nástroji ke stěru těchto stop  
z různých materiálů poukázala na nutnost vypracování optimální metodiky odběru stop 
v závislosti na jejich podkladu.9

Pilotní výsledky paralelní genetické analýzy a olfaktroniky

Výše zmíněné studie týkající se izolace DNA z dotykových stop nám poskytly teoretický 
základ pro vypracování metodiky umožňující získání DNA pro genetickou analýzu  
z materiálu paralelně využitelného pro analýzu olfaktronickou.
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Pro kontrolní odběr pachu dobrovolníků se využívají skleněné kuličky, které dobrovolníci 
po pečlivém umytí rukou za asistence laboratorního pracovníka třou po dobu deseti 
minut v dlaních, podrobněji je metodika odběru popsána v příspěvcích o olfaktronice.5, 14, 18 
Pro odběr vzorků pachu z různých povrchů je vyvíjen speciální vysavač,11 kde dochází  
k zachycení materiálu ze stopy do třech vrstev sorbentu používaného v kriminalistické 
praxi pro odběr pachových stop pod názvem Raucodrape (Lohmann & Rauscher, BRD).

Soustředili jsme se tedy na vypracování metodiky izolace DNA z těchto dvou materiálů 
– skleněných kuliček5, 14, 18 a ze sorbentu používaného také pro vysavač pachových stop11 
– netkané polypropylenové textilie Raucodrape (Lohmann & Rauscher, BRD). Experimenty 
vedly k zavedení následujících dvou přístupů k izolaci DNA, jejichž úspěšnost byla 
konfirmována získáním genetického profilu poskytovatele dotykové stopy a ponecháním 
dostatečného množství původního vzorku pro olfaktronickou analýzu.

Pro izolaci ze skleněných kuliček jsme využili 100 kuliček, ke kterým jsme přímo přidali 
lyzační pufr obsahující DTT v koncentraci doporučené výrobcem kitu QIAamp DNA 
Investigator (Qiagen) pro izolaci DNA z vlasů a kožních derivátů. Po opakované eluci 80 µl 
elučního pufru AE z kitu jsme získali 80 µl roztoku DNA o koncentraci 4 ng/µl. Koncentrace 
byla měřena druhý den po izolaci při uchování vzorku izolované DNA při 8 °C na přístroji 
Nanodrop 2000c (Agilent, USA).

Pro izolaci DNA ze sorbentu Raucodrape byla využita uměle vytvořená dotyková stopa 
vzniklá třením 3 cm2 sorbentu mezi prsty. Sorbent byl následně podroben vymývání 
vodou pro injekce. Centrifugací byl získán sediment buněk, který byl dále podroben izolaci 
dle protokolu pro vlasy a kožní adnexa kitem QIAamp DNA Investigator (Qiagen) v souladu 
s pokyny výrobce. Konečná eluce izolované DNA byla provedena dvakrát, vždy do 20 µl 
pufru AE, byl získán vzorek o objemu 40 µl a koncentraci 2,4 ng/µl. Měření koncentrace 
DNA bylo prováděno, jak je uvedeno výše, na přístroji Nanodrop 2000c (Agilent, USA).

Následné rutinní DNA profilování za využití kitu PowerPlex ESI 17 System (Promega, USA) 
vedlo v obou případech k získání interpretovatelných STR profilů (viz obr. 1). Dalšího 
zvýšení dostupné koncentrace DNA by bylo teoreticky možné dosáhnout ošetřením 
supernatantu z první centrifugace suspenze získané ze sorbentu některým z kitů na izolaci 
cirkulujících DNA z plazmy.2

Olfaktronická analýza ve své současné podobě jednoznačně umožňuje především 
skupinovou identifikaci.5, 18 Aktuální možnosti propojení genetické a olfaktronické analýzy 
jsou demonstrovány na obr. 1.
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Obr. 1: Aktuální možnosti propojení genetické a olfaktronické analýzy dotykových 
stop. Pro ilustrační zviditelnění korneocytů mezi vlákny sorbentu bylo využito  
May-Grünwaldovo barvení. Korneocyty vymyté ze sorbentu dokumentovány bez barvení 
ve fázovém kontrastu, originální zvětšení 20x.
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Závěr
Dotykové stopy patří v kriminalistice k jedněm z nejobtížněji analyzovatelných materiálů, 
vývoj směřující k maximalizaci výtěžnosti jejich komplexní analýzy je proto vysoce žádoucí.

Na pozadí vysoké biologické variability těchto stop a metodik sloužících k jejich 
efektivnímu odběru pro genetickou analýzu se zabýváme možností potenciálního 
propojení genetické analýzy a nově vznikajícího oboru forenzní olfaktroniky. Zatímco 
molekulární genetika je ve forenzních laboratořích dobře etablována a vede k individuální 
identifikaci jedince s vysokou pravděpodobností vypočítanou na základě Bayesovského 
přístupu, forenzní olfaktronika prokazuje svoji uplatnitelnost při skupinové identifikaci  
s vysokým potenciálem vypracování přístupů vedoucích i zde k individuální identifikaci. 
S ohledem na zpracování stop je tedy vhodné zabývat se metodami, které umožní 
paralelní zpracování limitního množství materiálu dotykových stop oběma metodickými 
přístupy. Prezentujeme postupy vedoucí k úspěšnému sdílení materiálu z dotykových stop 
molekulárně genetickou a olfaktronickou laboratoří. Jsme si vědomi rozdílů mezi uměle 
vytvářenými modelovými dotykovými stopami a reálnými stopami zpracovávanými ve 
forenzních laboratořích, proto prezentujeme tento přístup jako pilotní s vědomím nutnosti 
jeho dalšího zdokonalování zejména s ohledem na získání kompletní frakce volné DNA  
z dotykových stop.
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