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Streszczenie

Identyfikacja sladéw nasienia ma istotne znaczenie, zwlaszcza w sprawach wymagajacych potwierdzenia, ze doszto do
napasci na tle seksualnym. Przy wykrywaniu nasienia specjalisci medycyny sadowej zazwyczaj wykorzystuja metode
wymazu z pochwy, cho¢ wazng role odgrywa takze analiza obecnosci nasienia na skorze. Posmiertna identyfikacja
plemnikéw na skérze objetej rozktadem gnilnym stanowi przedmiot ciagtych badan. Sperm Hy-Liter™ jest technika
bazujaca na przeciwciatach, ktéra moze by¢ wykorzystywana w medycynie sadowej do identyfikacji gtéwek plemnikéw
ludzkich w zaplamieniach biologicznych. Technika moze wyeliminowa¢ trudnosci z wizualizacja plemnikéw, ktore
wystepuja w metodzie tradycyjnej. Celem pracy bylo poréwnanie metody konwencjonalnej (mikroskop optyczny oraz
barwienie hematoksyling i eozyng) z metodg fluorescencyjng (mikroskop fluorescencyjny i barwienie z wykorzysta-
niem zestawu Sperm Hy-Liter™) w po$miertnej identyfikacji plemnikéw na skérze ludzkiej w réznych odstepach
czasowych. Fragment skory ludzkiej podzielono na trzy skrawki. Pierwszy stanowil ujemna probke kontrolng, nato-
miast na drugim i trzecim skrawku skory rozprowadzono nasienie. Pierwszy (kontrolny) i drugi skrawek skory wybar-
wiono hematoksylina i eozyng w celu obserwacji pod mikroskopem optycznym. Trzeci skrawek poddano barwieniu
przy wykorzystaniu zestawu Sperm Hy-Liter™, a nastepnie analizowano pod mikroskopem fluorescencyjnym. Okres
identyfikowalno$ci plemnikéw wynosit do 110 dni przy zastosowaniu zestawu Sperm Hy-Liter™™ i mikroskopu fluore-
scencyjnego oraz do 12 dni w przypadku prébek barwionych hematoksyling i eozyna, a nastepnie analizowanych pod
mikroskopem optycznym. Zaleca si¢ przeprowadzenie kolejnych badan w celu weryfikacji doktadnosci zastosowane;j
metody posmiertnej identyfikacji plemnikéw na skorze ludzkiej, a takze oceny czasu ich utrzymywania si¢ w poszcze-
golnych lokalizacjach ciata i na réznych materiatach.

Stowa kluczowe: plemniki, identyfikacja, napas¢ na tle seksualnym, analiza mikroskopowa.

Abstract

Identification of semen residues has relevant consequences, especially for what concerns the ascertainment of possible
sexual assault. Forensic scientists usually focus on the vaginal swab for semen detection despite the importance of
semen deposition on the skin. Postmortem identification of spermatozoa on putrefied human skin is still under in-
vestigation. Sperm Hy-Liter™ is an antibody technique, used to identify human spermatozoa heads in forensic stains.
This approach has the potential to eliminate spermatozoa visualization problems in a traditional method. Therefore,
the present study aimed to compare between the traditional method (light microscope and staining via hematoxylin/
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eosin) and a fluorescence-based method (by using fluorescent microscope and staining via Sperm Hy-Liter™) for post-
mortem identification of spermatozoa on human skin at different time intervals. A piece of human skin was divided
into three strips; the first was a negative control while semen was spread on the second and third skin strips. The first
(control) and second groups were stained by hematoxylin/eosin for light microscopic examinations. The third group
was stained by Sperm Hy-Liter™ then examined under fluorescent microscope. The results revealed that the sperma-
tozoa identifiability was up to 110 days based on Sperm Hy-Liter™ and fluorescent microscope, while it was up to
12 days via using hematoxylin/eosin and light microscope. Further studies are recommended in order to verify not
only the accuracy of the used method on skin of dead victims but also to evaluate persistence of spermatozoa on dif-

ferent body sites and fabrics.

Key words: spermatozoa, identification, sexual assault, microscopy.

Wprowadzenie

Identyfikacja sladow nasienia ma istotne znaczenie,
zwlaszcza w sprawach wymagajacych potwierdzenia, ze
doszlo do napascina tle seksualnym [1]. Komdrki skory
sa najliczniejszym typem komoérek w sladach kontakto-
wych. Poniewaz komorki te nie zawierajg duzo DNA,
nawet niewielkie ilosci ptynéw ustrojowych o wyzszej
zawarto$ci DNA moga wplywa¢ na analizy genetyczne
[2]. Najczesciej w badaniach wykorzystuje sie¢ wyma-
zy z pochwy oraz zewnetrznych narzagdéw plciowych.
Opisano jednak przypadki, w ktorych u tej samej ofia-
ry analiza wymazu z odbytu, pochwy i jamy ustnej nie
potwierdzita obecnosci plemnikéw, natomiast analiza
wymazu ze skory posladkéw data wynik dodatni [1].

Podejmuje si¢ intensywne dziatania w celu poprawy
czulosci metod wykrywania plemnikéw umozliwiaja-
cych potwierdzenie napasci na tle seksualnym. Wiele
z tych metod wykazuje wprawdzie skuteczno$¢ w iden-
tyfikacji plemnikéw, jednak optymalizacja ich stosowa-
nia wymaga przeszkolenia personelu i drogiego sprze-
tu. Obecnos¢ plemnikéw nadal potwierdza sie metodg
mikroskopowa, cho¢ jest ona czasochlonna i praco-
chtonna, zwlaszcza gdy zawarto$¢ plemnikéw w danej
probece jest niska [3]. Barwienie hematoksyling i eozyna
(HE) jest technika najczesciej opisywang w literaturze
[4], jednak pojawiaja si¢ doniesienia, ze DNA zwigzane
hematoksyling tworzy kompleks odporny na wytra-
wianie i replikacje enzymatyczna. Ponadto eozyna jest
barwnikiem o kwasnym odczynie i moze powodowac
uszkodzenia DNA [5].

Introduction

Identification of semen residues has relevant
consequences, especially for what concerns the
ascertainment of possible sexual assault [1]. Skin
cells are the most abundant cell type in contact
traces. Skin cells do not contain much DNA, thus
minute amounts of body fluids that have high-
er DNA contents may affect the genetic analyses
[2]. Most frequently swabs are obtained from the
vaginal cavity and the outer genitalia. It has been
reported that the anal, vagina and oral smears
were negative for spermatozoa, whereas those
from skin at buttocks were positive in the same
victim [1].

Many efforts have been done to enhance the
sensitivity in searching for spermatozoa to di-
agnose sexual assault. Although many of these
methods succeed in identifying spermatozoa but
require training and expensive equipment with
optimization. The microscopic detection of sper-
matozoa is still used as a confirmatory method
despite the spermatozoa examination under the
microscope is time consuming and labor-inten-
sive especially with low numbers of spermatozoa
[3]. Despite hematoxylin and eosin (HE) is the
most commonly described in literature [4], it is
reported that hematoxylin-bound DNA results in
a complex that is resistant to digestion and enzy-
matic replication. Besides, Eosin is an acidic dye,
which could be responsible for DNA damage [5].
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Sperm Hy-Liter™ (IFL, Hillside, IL) jest zestawem do
barwienia fluorescencyjnego stuzacym do wykrywania
plemnikéw przy wykorzystaniu mysich przeciwciat
monoklonalnych Alexa Fluor 488 przeciwko biatkom
zawartym w gltéwkach plemnikéw ludzkich. Analiza
przy uzyciu Sperm Hy-Liter™ to swoiste i czule bada-
nie potwierdzajace obecno$¢ plemnikéw pochodzenia
ludzkiego za pomoca mikroskopu fluorescencyjnego
(MF) bez zadnych reakgji krzyzowych z ptynami ustro-
jowymi [3, 6]. Wybarwienie jader potwierdza, ze reje-
strowany sygnal Alexa Fluor 488 ma zwigzek z obec-
noécig gtéwek plemnikéw zawierajagcych DNA, nie
wplywajac przy tym na odzysk DNA [6].

Wedlug wiedzy autoréw w literaturze dostepnych
jest bardzo niewiele prac, w ktorych oceniano utrzy-
mywanie si¢ plemnikéw na skorze objetej procesem
rozkladu za pomocg skaningowego mikroskopu elek-
tronowego (SEM) [1]. Nie opublikowano tez danych na
temat wykorzystania metody bazujacej na przeciwcia-
tach monoklonalnych i MF do analizy obecnosci plem-
nikéw na skérze martwych ofiar. W zwiazku z tym
celem niniejszej pracy bylo ustalenie, przez jak dugi
okres mozliwe jest wykrycie plemnikéw na skorze przy
wykorzystaniu zestawu Sperm Hy-Liter™ i MF w po-
réwnaniu z metodg tradycyjng obejmujaca barwienie
HE i analiz¢ pod mikroskopem optycznym (MO).

Materiat i metody

Proébki pobrano ze zdrowej skory konczyny dolnej
po amputacji powyzej kolana, z okolicy potozonej z dala
od marginesu tkanek objetych urazem. Fragment skory
podzielono na trzy skrawki, z ktérych jeden stanowit
ujemng probke kontrolng. Nasienie ludzkie pozyska-
no ze $wiezego ejakulatu pochodzacego od zdrowego
mezczyzny, przechowywanego w -20°C w jalowym
pojemniku. Po catkowitym rozmrozeniu probka nasie-
nia zostala poddana kilkukrotnemu mieszaniu i pipe-
towaniu, aby zapewnic jej jednorodnos¢. Nasienie roz-
prowadzono na skrawkach skéry stanowiacych druga
i trzecig probke. W tym celu na jednakowa powierzch-
ni¢ skory (1 x 2 cm) naniesiono pipeta 50 ul nasienia
i rozprowadzono réwnomiernie przy uzyciu czystej pa-
teczki szklanej. Nastepnie probki skory pozostawiono
w temperaturze pokojowej (22-25°C). Badanie uzyska-
fo pozytywna opinie komisji bioetycznej przy Wydziale
Medycyny Uniwersytetu Suez Canal w Egipcie. Komi-
sja zaaprobowala pominigcie swiadomej zgody, ponie-
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Sperm Hy-Liter™ (IFI, Hillside, IL) is a fluo-
rescent kit used for detection of spermatozoa by
using an Alexa Fluor 488 mouse monoclonal an-
tibody directed against proteins contained in the
human spermatozoa heads. Furthermore, it is
considered a specific, sensitive and confirmato-
ry test for spermatozoa of human origin by using
fluorescent microscope (FM) without any cross-
reaction with other human body fluids [3, 6].
The nucleus staining provides confirmation that
the Alexa Fluor 488 signal observed is related to
a DNA-containing spermatozoa heads but with-
out any influence on DNA recovery [6].

To author’s knowledge, there are very few
studies that assessed the persistence of spermato-
zoa on decomposed skin by using scanning elec-
tron microscope (SEM) [1]. In addition, there is
no published data about using monoclonal anti-
body approach and FM to evaluate the persistence
of spermatozoa on skin of dead victims. There-
fore, this study aimed to determine for how long
Sperm Hy-Liter™ and FM could identify sperma-
tozoa deposited on skin in comparison to the tra-
ditional method; HE and light microscope (LM).

Material and methods

The skin specimens were obtained from healthy
part of the skin after above knee amputation far
from the traumatized margin. Skin was divided
into three groups. The first group served as a nega-
tive control. Semen was obtained from residuals of
freshly ejaculated normal human sample then was
stored at —20°C in a sterile cup. After complete thaw-
ing of the stored semen sample, multiple stirring
and pipetting were done to ensure homogeneity of
the sample. The semen was distributed on the strips
of the second and third groups. 50 ul of semen was
added by pipette every equal surface area (1 x 2 cm).
Each volume was distributed with clean small glass
stick to cover the surrounded surface area with the
semen. Then, skin was left at room temperature (22—
25°C). This research was approved by the research
ethics committee of the Faculty of Medicine - Suez
Canal University. The research ethics committee
approved to waive the consent as it only deals with
anonymized residual samples without any personal
reference.
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waz w badaniu wykorzystano wylacznie anonimowe
probki bez mozliwosci identyfikacji osobowej.

Badanie metoda tradycyjna

Pierwsza i drugg probke analizowano co 3 dni az do
uzyskania wyniku ujemnego w obu prébkach. Nastep-
nie analizowano je co 10 dni az do uzyskania wyniku
ujemnego w trzeciej probce. W kazdym przedziale cza-
sowym z lewej strony pierwszej i drugiej probki skory
pobierano fragment o wymiarach 1 x 1 cm. W pis-
miennictwie zwracano uwage, ze w przeciwienstwie
do obserwacji bezposredniej przy pobieraniu wymazu
z probki istnieje ryzyko niewykrycia plemnikéw z po-
wodu pominigcia fragmentdw i zatrzymania plemni-
kéw w probee [1]. W zwigzku z tym zrezygnowano
zwymazu i zdecydowano o barwieniu HE calej probki.
Wedlug wiedzy autoréw jest to pierwsze badanie wy-
konane wg tej procedury. Obie probki wybarwiono od-
dzielnie HE i poddano analizie pod MO na obecnos¢
plemnikow. Plemniki w obrebie warstwy naskérkowej
w 4 roznych polach widzenia zliczono automatycz-
nie przy uzyciu oprogramowania do analizy obrazéw
(Image ], National Institute of Mental Health, US).
Nastepnie obliczono $rednig liczbe komoérek. Zywe
plemniki zidentyfikowano dzieki regularnym, jednoli-
tym jadrom komoérkowym nawet przy braku idealnych
wstawek i witek, ktére mogly ulec rozpadowi na skutek
wyschniecia [7].

Badanie z wykorzystaniem przeciwciat
monoklonalnych

Przygotowanie ekstraktu

Analizy wykonywano co 3 dni az do uzyskania
uyjemnych wynikéw w pierwszych dwdch probkach,
a nastgpnie co 10 dni. Analizowano tez ujemna prob-
ke kontrolng nienaruszonej skéry po wybarwieniu
z uzyciem Sperm Hy-Liter™ na poczatku doswiad-
czenia.. W kazdym przedziale czasowym pobierano
fragment o wymiarach 1 x 1 cm z trzeciego skrawka
skory. Probke umieszczano w probowce mikrowirowki
i inkubowano w soli fizjologicznej buforowanej fosfo-
ranem (PBS) w temperaturze pokojowej przez godzine
ze sporadycznym wytrzasaniem. Probke inkubowano
w azni wodnej w homogenizatorze ultradzwiekowym
przez 20 minut, aby usprawni¢ oddzielanie komorek ze
skory. Nastepnie probke wyjeto z probéwki i odwiro-

Examination based on traditional
method

The samples of the first and second groups
were examined every 3 days until both groups
became negative then both were examined every
10 days, till the third group became negative. At
each interval, a 1 x 1 cm skin area was taken from
the left side of the first and second group strips.
Because it was declared that spermatozoa may not
be detected because fragments may be more easi-
ly left behind and trapped after taking swab from
the sample, as opposed to looking at it directly
[1]. Therefore we stained the whole skin with HE,
instead of taking swab. Both groups were treated
separately by HE and examined by LM, to detect
the spermatozoa. The number of spermatozoa
present over the epidermal skin covering, in four
different microscopic fields was counted auto-
matically using image analysis software (Image J,
National Institute of Mental Health, US) and the
average number of cells was calculated. Viable
sperms were identified with their regular uniform
nuclei, even in the absence of perfect bodies and
tails, due to their possible disintegration because
of the dryness [7].

Examination based on monoclonal
antibody approach

Extract preparation

The examination of third group was done ev-
ery 3 days, until the appearance of negative result
of first two groups, then every 10 days. The exam-
ination was also done for a negative control sam-
ple of intact skin after staining with Sperm Hy-
Liter™ at the beginning of experiment. At each
time interval, a 1 x 1 cm skin sample was taken
from the third group strip. The sample was placed
into a micro-centrifuge tube and incubated in
a phosphate buffered saline (PBS) at the room
temperature for 1 hour with occasional vortexing.
Then it was incubated in a sonicator water bath
for 20 minutes to improve the release of cells from
the skin. After that skin sample was removed from
the tube and centrifugated for 1 minute at 13,000
rpm (round per minute). The supernatant was re-
moved by a fine-tipped pipette, while the pellet
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wywano przez minute z predkoscig 13 000 obr./min.
Supernatant usunieto pipetg z waska koncowka, a osad
komorek zawieszono w 75 ul PBS, aby rozprowadzi¢
50 pl ponownie zawieszonej probki w okragtym okien-
ku na plytce testowej zestawu Sperm Hy-Liter™ kon-
cowka pipety. Probke odstawiono do wyschniecia na
powietrzu (do czasu, az w okienku nie bylo widoczne;j
cieczy). Wysuszone plytki testowe niezwlocznie bar-
wiono przy wykorzystaniu zestawu Sperm Hy-Liter™.

Barwienie z uzyciem Sperm Hy-Liter™

Procedura barwienia przy uzyciu zestawu Sperm
Hy-Liter™ (IFI, Hillside, IL) byla zgodna z protokofem
zalecanym przez producenta. Barwienie plytek testo-
wych wykonywano w nastepujacej sekwencji:

1) wprowadzenie 2 kropli utrwalacza (biala nasadka)
i inkubacja przez 15 minut, przemywanie buforem
myjacym 1X;

2) wprowadzenie 2 kropli roztworu do przygotowania
probki (zolta nasadka) oraz 2 ml 1 M 1,4-ditiotre-
itolu (DTT), inkubacja przez 15 minut, a nastgpnie
przemywanie buforem myjacym 1X;

3) wprowadzenie 2 kropli roztworu blokujacego (czer-
wona nasadka), inkubacja przez 15 minut, a nastep-
nie przemywanie buforem myjacym 1X;

4) wprowadzenie 2 kropli roztworu do wybarwiania
glowek plemnikéw (zielona nasadka), inkubacja
przez 15 minut, przemywanie buforem myjacym 1X;

5) wprowadzenie 1 kropli srodka do osadzania prepa-
ratu (niebieska nasadka).

Analiza pod mikroskopem
fluorescencyjnym

Wybarwione plytki analizowano pod mikroskopem
odwroconym CKX41 (Olympus, Tokio, Japonia) z fil-
trem dla izotiocyjanianu fluoresceiny (FITC). Kazda
z plytek skanowano w calosci, rejestrujac obrazy cyfro-
we w pozytywie i negatywie. Gléwki plemnikéw iden-
tyfikowano, badajac ksztalt, wielkos¢ i barwe sygnatu
uzyskanego w filtrze FITC [8]. Pézniej automatycznie
zliczano plemniki przy uzyciu oprogramowania J.

Analiza statystyczna

Do analizy statystycznej wykorzystano pakiet SPSS
(wersja 17). Srednia liczbe plemnikéw w drugiej i trze-
ciej probce poréwnywano w kazdym przedziale czaso-
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cells were re-suspended in 75 ul of PBS in order to
place 50 pl of the re-suspended sample and spread
in a circular sample window of a Sperm Hy-Liter™
slide via using the pipette tip. Allow the sample to
air dry until no liquid remains in the sample win-
dow. The dried slides were processed immediately
for Sperm Hy-Liter™ staining.

Sperm Hy- Liter™ staining

The staining procedure for the Sperm Hy-Liter™
kit (IFI, Hillside, IL) was followed according to the
manufacturer’s suggested protocol. The slides were
stained as in the following:

1) addition of 2 drops of fixative (white cap) and in-
cubation for 15 minutes, then wash with 1X wash
buffer;

2) addition of both 2 drops of the sample preparation
solution (yellow cap) and 2 ml of 1 M 1,4-Dith-
iothreitol (DTT) then incubation for 15 minutes
followed by washing with 1X wash buffer;

3) addition of 2 drops of blocking solution (red cap)
and incubation for 15 minutes, then wash with
1X wash buffer;

4) addition of 2 drops of the sperm head stain solu-
tion (green cap) and incubation for 15 minutes,
then wash with 1X wash buffer;

5) addition of 1 drop of the mounting medium (blue

cap).

Fluorescent microscopic
examination

The stained slides were examined by using
CKX41 inverted microscope (Olympus, Tokyo, Ja-
pan) using FITC (green flourescein isothiocyanate)
filter. Each slide was scanned from side to side, and
digital images of positive/negative slides were taken.
The spermatozoa heads were identified by examin-
ing the shape, size and color of the stained signal un-
der FITC [8]. Then, automated spermatozoa counts
were done by image ] software.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed by using
SPSS version 17. The averages of spermatozoa in
second and third studied groups were compar-
ed at each time interval by using Student’s ¢ test.

Archiwum Medycyny Sadowej i Kryminologii
Archives of Forensic Medicine and Criminology

SV !

\3SOCIET

RIVINOD

G

125



Said S. Elshama, Sanaa M. Aly, Metwally E. Abdalla, Wael A. Hassan

Posmiertna identyfikacja plemnikéw na skérze ludzkiej przy wykorzystaniu znakowanych fluorescencyjnie przeciwciat monoklonalnych

wym, uzywajac testu t-Studenta. Za statystycznie istot-
ne przyjeto wartosci p < 0,05.

Wyniki

Jak przewidywano, probki skory wykorzystane w ba-
daniu byly objete rozkladem gnilnym z towarzyszacym
Scienczeniem. Cechy te byly widoczne zaréwno makro-
skopowo (okiem nieuzbrojonym), jak i mikroskopowo
(w badaniu MO). Wyniki analizy na obecnos¢ plemni-
kéw dla pierwszej probki (kontrolnej) byty ujemne we
wszystkich przedziatach czasowych (ryc. 1A).

W przypadku drugiej probki wynik analizy pod
MO byl zdecydowanie dodatni po 3 dniach od roz-
prowadzenia nasienia (ryc. 1B) oraz dodatni (mniejsza
liczba plemnikéw) po 6-9 dniach (ryc. 2A). W 12. dniu
zaobserwowano niewyrazne, zaokraglone struktury
(o wygladzie jader zywych komdrek) powyzej warstwy
keratynowej skory (ryc. 2B), ktére w pewnym stopniu
przypominaly plemniki. Po 12 dniach w obrebie sko-
ry objetej rozkladem gnilnym nie stwierdzono sladéw
plemnikéw (ryc. 3A, B).

W trzeciej probce analiza MF pozwolita wykry¢
plemniki az do 110. dnia po rozprowadzeniu nasienia
na. Zaobserwowano, ze liczba plemnikéw zmniejsza sie

P value of < 0.05 was considered statistically sig-
nificant.

Results

As expected, the skin samples during the exper-
iment were putrefied with reduction in their thick-
ness. That has been detected macroscopically (by
naked eye) and microscopically (by LM examina-
tion). The samples of the first (control) group were
always negative for spermatozoa at different time
intervals (Fig. 1A).

In the second group, LM examination showed
highly positive results at 3 days after the semen
deposition (Fig. 1B), whereas less numbers of sper-
matozoa were detected at 6-9 days (Fig. 2A). At
12 days, it was observed hazy rounded structures
(viable looking nuclei) above the keratin layer of the
skin (Fig. 2B) which could resemble to some extent
spermatozoa. After 12 days, there is no visible trace
of spermatozoa on the putrefied skin (Fig. 3A, B).

In the third group, FM examination detected
spermatozoa till 110 days after semen deposition. It
has been observed that the numbers of spermatozoa
were gradually decreased with time. At 120 days, no

Ryc. 1. Mikroskopowy obraz prébki kontroli ujemnej zabarwionej HE (A); po 3 dniach od osadzenia nasienia
(B). Strzatki wskazuja plemniki osadzone na powierzchni skéry. Oryginalne powiekszenie 400x. Pasek skali
=20 pm
Fig. 1. Light microscopic image of HE stained skin (A) negative control sample; at 3 days of semen deposition
(B). Arrows refer to spermatozoa deposited on the skin surface. Original magnification 400x. Scale bar =
20 pm
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Ryc. 2. Obrazy mikroskopowe skéry barwionej HE w 6 dni (A) i 12 dni (B) od osadzenia nasienia. Strzatki
wskazuja plemniki (A); zywotnie wygladajace jadra (metna zaokraglona struktura) nad warstwa skéry keraty-
nowej (B). Oryginalne powiekszenie 400x. Pasek skali = 20 pm

Fig. 2. Light microscopic images of HE stained skin at 6 days (A) and 12 days (B) of semen deposition. Arrows
refer to spermatozoa (A); viable looking nuclei (hazy rounded structure) above keratin layer of skin (B). Origi-
nal magnification 400x. Scale bar = 20 ym

Ryc. 3. Obrazy zabarwionego HE fragmentu skéry objetej rozktadem 70 dni od osadzenia nasienia uzyskane
w mikroskopie swietlnym. Zwraca uwage degeneracja wakuolarna naskérka, obrzek skéry i rozdrobnienie
z rozdziatem keratyny. Oryginalne powiekszenie 100x. Pasek skali = 100 pm (A). Oryginalne powigkszenie
400x. Pasek skali = 20 pm (B)

Fig. 3. Light microscopic images of HE stained section of decomposed skin at 70 days of semen deposition.
Note the vacuolar degeneration of epidermis, dermal edema and fragmentation with separation of keratin.
Original magnification 100x. Scale bar = 100 pm (A). Original magnification 400x. Scale bar = 20 ym (B)
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Ryc. 4. Obrazy rozmazéw skéry zabarwionych przy uzyciu Sperm Hy-Liter™ uzyskane pod mikroskopem flu-
orescencyjnym: negatywna kontrola nienaruszonej skory (A); 1 dzien (B); 70 dni (C); 90 dni (D); 110 dni (E)
i 120 dni (F) po osadzeniu nasienia. Jasnozielone gtéwki nasienia widoczne dzieki uzyciu filtra FITC. Orygi-
nalne powigkszenie 20x. Pasek skali = 100 ym

Fig. 4. Fluorescent microscopic images of Sperm Hy-Liter™ stained skin smears: negative control of intact skin
(A); 1 day (B); 70 days (C); 90 days (D); 110 days (E) and 120 days (F) after semen deposition, showing a bright

E

green sperm heads by using FITC filter. Original magnification 20x. Scale bar = 100 ym

stopniowo z uptywem czasu. Po 120 dniach nie wykryto
plemnikéw mimo bardzo dokfadnej analizy (ryc. 4.).

Szczegdlng uwage zwrdcono na $rednig liczbe
plemnikéw w trzech badanych préobkach w réznych
punktach czasowych po depozycji nasienia (ryc. 5.).
Dzigki analizie z wykorzystaniem Sperm Hy-Liter™
uzyskiwano istotnie wyzsze wyniki niz w przypadku
barwienia HE w ciaggu pierwszych 12 dni (¢ = 4,20;
p =0,01). Po uptywie 12 dni barwienie HE nie wyka-
zalo obecnosci plemnikéw, natomiast przy wykorzy-
staniu zestawu Sperm Hy-Liter™ plemniki wykrywa-
no az do 110. dnia (¢ = 5,05; p = 0,0001).

Dyskusja

Zgwalcenie jest przestepstwem, ktoére niemal za-
wsze odbywa si¢ bez $wiadkéw. Z tego wzgledu iden-
tyfikacja nasienia jest bardzo wazna dla ustalenia tozsa-

spermatozoa were detected despite extensive exam-
ination (Fig. 4.).

Particular attention was paid to the average of
spermatozoa in the three studied groups at differ-
ent time intervals since semen deposition (Fig. 5.).
Sperm Hy-Liter™ stain showed significantly higher
results than HE during the first 12 days (¢t = 4.20;
p = 0.01); no spermatozoa was detected after 12
days based on HE stain while Sperm Hy-Liter™
stain detected spermatozoa up to 110 days (f = 5.05;
p=0.0001).

Discussion

Rape is usually an unwitnessed crime, thus the
identification of spermatozoa has a great impact on
the outcome especially after passing a period of time
from the incident [4, 7, 9]. So, the presence of sper-

Archiwum Medycyny Sadowej i Kryminologii § 5
128 Archives of Forensic Medicine and Criminology & )

@,

RIMINGE® o



Arch Med Sad Kryminol 2017; vol. 67: 121-133

100 —

0
60 \
\

Srednia liczba plemnikéw
Averaage of spermatozoa

50 \
40 \
30
20
- G3

10

\“ - G2
O_ —‘T’—‘_"_"_I"_I"_I"T"_I’ T —y G1

12 20 40 50 60 70 80 90 100 110

Czas uptywajacy od depozycji nasienia (dni)
Time passed since semen deposition (days)

Ryc. 5. Zaleznos¢ miedzy srednig liczbg plemnikéw w 3 badanych grupach i czas uptywajacy od depozycji
nasienia. G1: grupa 1 — ujemna kontrola, G2: grupa 2 — pozytywne probki wybarwione HE badane pod mi-
kroskopem swietinym; G3: grupa 3 — pozytywne prébki barwione Sperm Hy-Liter™ badane pod mikroskopem
fluorescencyjnym

Fig. 5. Relationship between average number of spermatozoa in the 3 studied groups and time passed since
semen deposition. G1: Group 1 contains negative control group, G2: Group 2 contains positive samples
stained with HE examined under light microscope; G3: Group 3 contains positive samples stained with Sperm
Hy-Liter™and examined under fluorescent microscope

moéci sprawcy, zwlaszcza po uplywie pewnego czasu
od przestepstwa [4, 7, 9]. Nalezy zatem rozwazy¢ okres
przezycia plemnikow w pochwie, na odziezy i na skorze
ofiary [10]. W literaturze dostgpne sg liczne prace po-
$wigcone wylacznie obecnosci plemnikéw na zyjacych
ofiarach zgwalcenia. Przeprowadzono réwniez anali-
z¢ obecnosci plemnikéw na skorze objetej rozktadem
gnilnym. W badaniu wykonanym przy wykorzystaniu
SEM stwierdzono ograniczenia zalecanej metody [1].
Wedlug wiedzy autoréw w literaturze nie ma doniesien
dotyczacych po$miertnej identyfikacji plemnikéw na
skorze ludzkiej przy uzyciu znakowanych fluorescen-
cyjnie przeciwcial monoklonalnych. Celem niniejszego
badania bylo poréwnanie skutecznosci identyfikacji
plemnikow na skorze objetej procesem rozktadu z wy-
korzystaniem znakowanych fluorescencyjnie przeciw-
cial monoklonalnych oraz metody tradycyjne;j.
Identyfikacja plemnikéw ludzkich moze by¢ bardzo
trudna w przypadku problematycznych probek o ni-
skiej zawartosci nasienia lub duzej gestosci komorek

matozoa and their survival period in the vagina, on
fabric, or on skin should be considered [10]. Many
articles paid great attention only to the persistence
of spermatozoa in living victims. Previous post-
mortem study assessed the persistence of sperma-
tozoa on putrefied skin based on SEM and report-
ed limitations to the suggested method [1]. To our
knowledge, there is no available research assessed
postmortem identification of spermatozoa on hu-
man skin based on fluorescent monoclonal-based
approach. Therefore, this study aimed to assess flu-
orescent monoclonal-based approach in identifica-
tion of spermatozoa on decomposed skin in com-
parison to the traditional method.

The identification of human spermatozoa can be
extremely difficult in challenging samples with low
sperm count, high epithelial cell density, mixtures
of cells and microorganisms, degradation of sperm
cells with detachment of the tail from the head [9,
11]. The stained HE skin in the present study re-
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nablonka, mieszanin komoérek i mikroorganizméw,
a takze rozkladu plemnikow przebiegajacego z oddzie-
leniem gléwek od witek [9, 11]. W prébkach skory wy-
barwionych HE wykorzystanych w niniejszym badaniu
glowki plemnikéw oddzielone od witek stwierdzano
juz od punktu poczatkowego analizy. Identyfikacja
kompletnych plemnikéw (z gtowka i witka) nie zawsze
jest mozliwa, poniewaz plemniki sg kruche i fatwo ule-
gaja rozpadowi po wyschnieciu [7]. Wyniki niniejsze-
go badania s3 zgodne z wynikami innego niedawno
wykonanego badania, w ktérym nie wykazano zalez-
nosci miedzy czasem od stosunku plciowego a iloscia
plemnikow z witkami. Na tej podstawie stwierdzono,
ze identyfikacja witek nie jest w medycynie sadowej
wiarygodnym wyznacznikiem czasu, jaki uptynat od
stosunku plciowego [12].

Spadek liczby plemnikéw w kolejnych prébkach
barwionych HE i analizowanych pod MO moze wy-
nika¢ z ich rozpadu wskutek wysuszenia z uptywem
czasu [7]. Wyniki niniejszego badania pokrywaja sie
z pracg Gibelli i wsp., w ktorej wykazano, ze wykrycie
pod MO plemnikéw w wybarwionym wymazie ze sko-
ry ludzkiej objetej procesem rozkladu gnilnego nie jest
mozliwe juz po 12 dniach od depozycji nasienia [1].

Najdtuzszy odnotowany okres, w ktérym mozliwe
bylo wykrycie plemnikéw w wymazie z pochwy, odby-
tu i jamy ustnej zyjacych ofiar przestepstw, wynidst od-
powiednio 120, 46 i 6 godzin [13]. Z kolei w wymazach
z pochwy pobranych ze zwlok zanurzonych w wodzie
oraz zmumifikowanych plemniki wykrywano przez
odpowiednio 2,5 i 6 tygodni [14]. Najdluzszy posmiert-
ny okres, w ktérym mozliwe bylo wykrycie samych glo-
wek plemnikéw, wynidst 2,5 miesiaca [15]. Wykazano,
ze zanurzenie w wodzie, zaawansowany rozktad, a na-
wet spalenie nie usuwaja $ladéw nasienia tak szybko,
jak mozna by sie spodziewac [14]. Rdznica w okresie
wykrywalnosci plemnikéw miedzy ofiarami zyjacymi
a niezyjacymi moze by¢ zwigzana z takimi czynnoscia-
mi, jak oddawanie moczu czy prysznic, a takze stoso-
waniem doustnych srodkéw antykoncepcyjnych, ktore
skracajg wykrywalnos¢ plemnikéw u zyjacych ofiar
[15]. Wyniki niniejszego badania s zgodne z tymi pra-
cami. Wykazano, ze okres wykrywalnosci plemnikow
metodg oparta na znakowanych fluorescencyjnie prze-
ciwciatach monoklonalnych jest dtuzszy w poréwnaniu
z metoda tradycyjna. Moze to mie¢ zwigzek z charak-
terystyka poszczegolnych metod wykrywania plemni-
kéw. Réwniez we wezesniejszym badaniu przy wyko-
rzystaniu fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH)

vealed head of spermatozoa without tail from the
start point. It is not always feasible to find complete
bodies (head and tail) because spermatozoa are ex-
tremely brittle and easily disintegrated when they
are dry [7]. The present study came in line with
a new study which did not find any correlation be-
tween the time since intercourse and the proportion
of spermatozoa with tails. Thus, it concluded that
the identification of tails may not be a suitable fea-
ture in forensic investigations to indicate time since
intercourse [12].

The reduced number of spermatozoa in the suc-
cessive HE stained samples that examined under LM
could be due to disintegration when they are dried
with passing time [7]. However, the result of present
study is consistent with Gibelli et al. who confirmed
that LM detection of spermatozoa is no longer pos-
sible on stained swab taken from the putrefied hu-
man skin after 12 days of the semen deposition [1].

It is recorded that the longest time to detect sper-
matozoa from vaginal, anal and buccal swabs were
120, 46 and 6 hours respectively in living victims
[13]. While previously recorded time to detect sper-
matozoa from vaginal swabs which were obtained
from immersed body and mummified corpse were
2.5, 6 weeks respectively [14]. The maximum re-
corded postmortem interval for positive finding
was 2.5 months for spermatozoa heads only [15].
It was displayed that immersion in water, advanced
decomposition and even burning do not destroy
traces of semen as readily as might be expected [14].
The difference in duration among living and dead
victims could be due to associated activities such as
urinating, douching, and oral contraceptive use will
reduce the recovery of spermatozoa in living vic-
tims [15]. The previous discussion came consistent
with the findings of present study. Moreover, present
study showed longer duration of detection based on
fluorescent monoclonal-based approach in compar-
ison to traditional approach. This could be attributed
to the method of spermatozoa detection. This is in
agreement with previous study which reported the
success of fluorescence in situ hybridization (FISH)
to identify Y-bearing non-sperm male cells and di-
agnose 39% of the sexual assaults in which cytology
did not detect spermatozoa [16].

The monoclonal antibody method had the ad-
vantage of detecting more spermatozoa at each time
interval up to 110 days in comparison to the tradi-
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pomyslnie zidentyfikowano meskie komorki inne niz
plemniki zawierajace chromosom Y i rozpoznano 39%
przypadkéw napasci na tle seksualnym, w ktérych ba-
danie cytologiczne nie wykrylo plemnikéw [16].

Metoda oparta na przeciwciatach monoklonalnych
pozwala wykry¢ wiecej plemnikéw niz metoda trady-
cyjna w kazdym przedziale czasowym az do 110 dni.
Liczba zidentyfikowanych plemnikéw ma kluczowe
znaczenie. Stanowi bowiem istotny wskaznik, czy prob-
ka zawiera wystarczajaca ilos¢ materiatu do profilo-
wania DNA w celu identyfikacji sprawcy przestepstwa
[17]. Wedlug jednego z doniesien pelne profile DNA
uzyskano na podstawie analizy co najmniej 30 plemni-
kow [18]. Przydatna w pozyskiwaniu materialu do ana-
lizy DNA okazata si¢ technika mikrodysekeji laserowe;j
po znakowaniu [1]. W réznych badaniach stwierdzono,
ze transfer i odzysk DNA zalezy od wielu czynnikéw.
Stan skory, np. obecno$¢ sebum lub potu, moze sprzy-
ja¢ transferowi DNA [2]. Co ciekawe, opdznienie stycz-
nosci z dowolng powierzchnig nie zawsze wptywa na
wykrywalno$¢ znanego czynnika. Stwierdzono, ze po
kontakcie obce DNA pozostaje na fragmentach skory
dfoni i moze zosta¢ przeniesione na inng powierzchnie
[19]. Badano tez inne istotne czynniki, m.in. typ sub-
stancji biologicznej, rodzaj powierzchni, wilgotnos¢ za-
plamien, nasilenie ztuszczania, obecno$¢ tarcia [19, 20].

Badanie pod mikroskopem fluorescencyjnym wy-
mazéw barwionych przy uzyciu Sperm Hy-Liter™
(trzecia probka) umozliwialo wykrycie plemnikow
nawet po 110 dniach od depozycji nasienia. System
Sperm Hy-Liter™ pozwala uzyska¢ dodatni wynik na-
wet wtedy, gdy plemniki nie s3 wykrywane metoda HE,
a tendencja ta wykazuje istotno$¢ statystyczng. Wyniki
te sa spojne z uzyskanymi przez Miller i wsp., ktdrzy
potwierdzili, ze Sperm Hy-Liter™ jest duzo skuteczniej-
szy od tradycyjnych metod barwienia (np. HE) w wy-
krywaniu gléwek plemnikéow ludzkich. Moze to by¢
zwigzane z obecnoscia miejsc wigzania przeciwciat na
glowce plemnika, ktére nie ulegaja fatwo uszkodzeniu
w procesie rozktadu gnilnego [17]. W niniejszym ba-
daniu wykazano, ze metoda bazujaca na przeciwciatach
monoklonalnych jest skuteczniejsza od SEM. Przy wy-
korzystaniu SEM wykrycie plemnikéw na skorze obje-
tej rozktadem jest mozliwe tylko do 84 dni [1].

Zestaw Sperm Hy-Liter™ ma wiele zalet w opisy-
wanym zastosowaniu. Dzigki duzemu nasileniu flu-
orescencji umozliwia identyfikacj¢ nawet pojedyn-
czych plemnikéw w prébkach o wysokim zageszczeniu
komoérek nablonkowych pochodzacych z pochwy,

Arch Med Sad Kryminol 2017; vol. 67: 121-133

tional method. The count of identified spermatozoa
is of great importance. It is an important indicator
if the sample contains enough material for DNA
profiling in order to identify the assailant [17]. It
elucidated that full DNA profiles were recovered by
30 or more spermatozoa [18]. Laser microdissection
after labeling has proved helpful in gaining materi-
al for DNA analysis [1]. Different studies revealed
that there are many factors affecting DNA transfer
and recovery. Skin conditions such as the presence
of sebum or sweat can promote DNA transfer [2].
It was interesting to find that delays in contacting
with any surface did not always have an effect on the
detectability of the known contributor. It also found
that the non-self DNA remains on parts of skin of
the hand after contacts and may be transferred to
another surface later on [19]. Other affected factors
have been investigated, like the type of biological
substance, the type of surface, the moisture level of
the stain, individual shedding state, the application
of friction and other activities [19, 20].

The FM examination of the Sperm Hy-Liter™
stained swabs (third group) detected spermatozoa
up to 110 days after semen deposition. Sperm Hy-
Liter™ yields a positive result when no spermato-
zoa are detected by HE method, and this trend is
statistically significant. These results are consistent
with Miller et al. who confirmed that detection of
human spermatozoa head is highly improved via us-
ing Sperm Hy-Liter™ in comparison with other tra-
ditional staining methods, such as HE. This could be
attributed to the antibody binding sites on the head
of spermatozoa which are not deteriorated easily
during the putrefaction [17]. The present study re-
vealed that monoclonal antibody method outper-
forms SEM. As SEM detected spermatozoa only up
to 84 days on decomposed skin [1].

It is elucidated that Sperm Hy-Liter™ has many
advantages. Due to the intense fluorescence, as few
as one spermatozoa can be identified among a dense
sample of vaginal epithelial cells common in sexu-
al assault type swabs [9]. It is simple to use, highly
specific for human spermatozoa, sensitive, reliable,
faster evaluation of slides, allow viewing of the slides
at low magnification and allow detection of sperma-
tozoa in old cases. It safeguards the integrity of the
parental swabs for DNA analysis without any nega-
tive effect on quality [3]. Moreover the present study
declared that monoclonal antibody method outper-
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ktore sa typowe dla wymazéw pobieranych po napa-
$ciach na tle seksualnym [9]. Jest prosty w obstudze
oraz wykazuje wysoka swoisto$¢ wzgledem plemni-
kéw ludzkich, a takze wysoka czulo$¢ i niezawodnosé.
Umozliwia szybsza analize plytek testowych, ocene
wizualng w matych powigkszeniach oraz wykrywanie
plemnikow nawet w starych sprawach. Zabezpiecza in-
tegralno$¢ wymazoéw rodzicielskich na potrzeby anali-
zy DNA bez negatywnego wptywu na jako$¢ [3]. W ni-
niejszym badaniu stwierdzono, ze metoda bazujaca na
przeciwciatach monoklonalnych jest skuteczniejsza od
metody tradycyjnej zaréwno pod wzgledem wykry-
walnosci plemnikow, jak i czasu ich identyfikacji na
skorze objetej procesem rozktadu. Metoda ma réwniez
przewage nad SEM. Przede wszystkim umozliwia wy-
krywanie plemnikéw przez diuzszy okres, pozwala tez
unikng¢ bledow, jakie mogg towarzyszy¢ analizie SEM
w zwigzku z ewentualng obecnoscig mikroorganizmow
przypominajacych plemniki [1].

Podsumowujac — przeprowadzone badanie wykaza-
fo, ze plemniki utrzymuja si¢ na skoérze objetej rozkla-
dem i mogg by¢ wykrywane przez dos¢ dtugi czas przy
wykorzystaniu metody opartej na przeciwciatach mo-
noklonalnych i analizie pod mikroskopem fluorescen-
cyjnym. Metoda ta moze przynosi¢ istotne korzysci nie
tylko pod wzgledem ustalenia, czy niezyjaca ofiara do-
znala napasci na tle seksualnym, lecz takze identyfikacji
sprawcy. Potrzebne sg dalsze badania w celu weryfikacji
doktadnosci zastosowanej metody posmiertnej iden-
tyfikacji nasienia na skorze pochodzacej od martwych
0s6b, a takze oceny utrzymywania si¢ plemnikéw w roz-
nych lokalizacjach ciala oraz na réznych materiafach.

Autorzy deklarujg brak konfliktu intereséw.
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forms the traditional method in both spermatozoa
counts and duration of detection on decomposed
skin. This method also outperforms SEM in two
things; firstly detection of spermatozoa for longer
period and secondly avoidance of misjudgment that
may occur with SEM due to the presence of sperm-
like microorganisms [1].

In conclusion, the present study showed that
spermatozoa are persistent and still detectable for
an appreciated time on decomposed skin and can be
identified based on monoclonal antibody based ap-
proach and FM examination that thing could make
a great difference not only in identification of type of
crime “sexual assault” in dead victims but also help
in identification of the assailant. Further studies are
recommended in order to verify not only the accu-
racy of the used method on skin of dead body but
also to evaluate persistence of spermatozoa on dif-
ferent body sites and fabrics.
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