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Streszczenie

RapidHITTM 200 firmy IntegenX® (Thermo Fisher Scientific) to zintegrowany system służący do szybkiej iden-
tyfikacji osobniczej na podstawie analizy STR, zapewniający szereg korzyści w porównaniu z klasycznymi 
metodami profilowania DNA pod względem automatyzacji, szybkości analizy i mobilności. Niemniej przed 
wdrożeniem technologii rapid DNA do rutynowych aplikacji kryminalistycznych, zarówno proces badawczy, 
jak i wyniki muszą zostać rygorystycznie sprawdzone pod względem niezawodności, wydajności i kompaty-
bilności z danymi uzyskanymi w oparciu o analizy wykonywane z wykorzystaniem technologii elektroforezy 
kapilarnej, poprzez przeprowadzenie wewnętrznego procesu walidacji. Ponieważ w obrębie naszych zainte-
resowań była przede wszystkim zdolność urządzenia RapidHITTM 200 do efektywnego oznaczania profili DNA 
z próbek zabezpieczanych na miejscach zdarzeń kryminalnych i pozyskiwanie tych danych do bazy CODIS 
(ang. Combined DNA Index System), przeprowadzone badania ewaluacyjne skupiły sią głównie na tego typu 
próbkach. Wyniki przeprowdzonych badań pokazują, iż RapidHITTM 200 może być użytecznym narzędziem 
uzupełniającym konwecjonalne metody identyfikacyjne stosowane w genetyce sądowej. 
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Wstęp
Identyfikacyjne badania genetyczne na podstawie 
markerów STR (ang. short tandem repeat) obejmu-
ją ciąg następujących po sobie kilku etapów badaw-
czych, w postaci: izolacji DNA z próbki biologicznej, 
oceny ilościowej wyizolowanego DNA, amplifikacji 
określonych markerów STR poprzez reakcję łańcu-
chową polimerazy (ang. polymerase chain reaction – 
PCR), rozdziału elektroforetycznego produktów PCR 
oraz analizy uzyskanych profili DNA (Butler i in., 2004). 
Z uwagi na wieloetapowość tego badania, pomiędzy 
pobraniem próbki biologicznej a interpretacją wyni-
ków, występuje istotny odstęp czasowy. Ponadto tra-
dycyjne genotypowanie odbywa się w kontrolowanym 
środowisku laboratoryjnym, gdzie aparatura oraz po-
szczególne etapy badawcze powinny być rozdzielone. 
Te niedogodności procesu profilowania DNA limitują 
szybkie przetwarzanie wyników oraz nie pozwalają 
na przeprowadzanie badań bezpośrednio na miejscu 
przestępstwa. 

Aktywny rozwój technologii w celu połączenia po-
wyższych etapów badawczych zaowocował w ostat-
nich latach opracowaniem aparatury i zestawów od-
czynników w tzw. technologii rapid DNA. Rapid DNA 

jest terminem zaczerpniętym z języka angielskiego, 
używanym do opisania w pełni zautomatyzowanego, 
szybkiego procesu badania DNA (Gangano i in., 2013; 
Tan i in., 2013; Morgan i in., 2019; Kartasińska i in., 
2020). Jednym spośród pionierskich urządzeń pracu-
jących w technologii rapid DNA jest RapidHITTM 200 
Human Identification System (IntegenX® przez Ther-
mo Fisher Scientific). Jest to zautomatyzowana platfor-
ma mobilna, w której zintegrowane są wszystkie etapy 
analizy STR, a profile DNA generowane są z próbek 
biologicznych w około 90 minut (Hennessy i in., 2013; 
Verheij i in., 2013; Holland, Wendt, 2015; Jovanovich 
i in., 2015). Do pracy z urządzeniem wykorzystywa-
ne są dwa kartridże z łącznie ośmioma studzienka-
mi przeznaczonymi do genotypowania. Kartridże są 
uruchamiane jednocześnie i pozwalają na analizę od 
jednej do siedmiu próbek, przy czym pozostała jedna 
studzienka jest zarezerwowana na drabinę alleli STR. 
Każde podłoże ze śladem lub próbkę pobraną ze śladu 
umieszcza się bezpośrednio w niezależnej studzien-
ce kartridża, gdzie przechodzi przez jego poszczegól-
ne kanały w celu amplifikacji z użyciem odczynników 
GlobalFiler® Express lub AmpFLSTRTM NGM SElectTM 
Express. Oddzielny moduł w aparacie zawierający  
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elementy systemu do elektroforezy kapilarnej i  detekcji 
rozdziela fragmenty i  zbiera surowe dane. Proces ten 
jest w pełni zautomatyzowany, a użytkownik jest zobo-
wiązany tylko do umieszczenia w urządzeniu kartridży 
z próbkami oraz gotowych wkładów z odczynnikami. 

Uzyskane dane są wstępnie przetwarzane przez 
integralne z RapidHIT™ 200 oprogramowanie anali-
tyczne, które umożliwia interpretację profili DNA bez 
ingerencji użytkownika. Jednak to „oprogramowanie 
pokładowe” dostarcza minimum informacji na ekranie 
urządzenia. Pliki zawierające dane można następnie 
eksportować z urządzenia w celu dalszej analizy i in-
terpretacji profili DNA przez wykwalifikowany personel 
z wykorzystaniem oprogramowania GeneMarker® 
HID (Alshehhi, Roy, 2015).

Profile z urządzenia mogą być również przegląda-
ne w aplikacji RapidLINKTM spełniającej funkcję bazy 
danych w zakresie gromadzenia oznaczonych przez 
urządzenie profili DNA, ich wzajemnego przeszukiwa-
nia oraz raportowania wyników zgodności danych. Ist-
nieje także możliwość zaimportowania do RapidLINKTM 
profili DNA w postaci plików CMF generowanych przez 
system CODIS. Dodatkowo z wykorzystaniem współ-
pracującej z RapidLINKTM aplikacji GeneMarker® HID 
możliwe jest tworzenie plików importu profili DNA do 
systemu CODIS. Zaimportowane do systemu CODIS  
profile DNA mogą być poddawane przeszukaniu w kra-
jowych i zagranicznych zbiorach danych DNA.

Niniejsze opracowanie prezentuje wyniki we-
wnętrznej walidacji urządzenia RapidHITTM 200. Testy 
walidacyjne obejmowały między innymi badanie do-
kładności metody oraz czułości wobec różnych ilości 
materiału biologicznego, a także badanie ewentual-
nego zanieczyszczenia krzyżowego. Ocenie poddano 
również efektywność urządzenia w oznaczaniu profili 
DNA z próbek często zabezpieczanych w sprawach 
kryminalnych. Ponadto w badaniach walidacyjnych 
uwzględniono ocenę zgodności wyników oraz porów-
nanie jakości profili DNA oznaczonych na urządzeniu 
RapidHIT™ 200 z profilami oznaczonymi tradycyjną 
metodą genotypowania STR.

MATERIAŁY 
Wymazy ze śluzówki jamy ustnej pobierano w dwóch 
kompletach na bawełniane wymazówki (Hagmed). 
Próbki krwi nierozcieńczonej oraz krwi rozcieńczonej 
nanoszono na wymazówki 4N6 FLOQSwabs® Crime 
Scene (Copan Diagnostics). Wszystkie wymazówki 
pozostawiano do całkowitego wyschnięcia przed ba-
daniem w temperaturze pokojowej. Próbki krwi obwo-
dowej pobierane były do probówek Vacutest® zawiera-
jących EDTA (Kima SAS Di Chiarin Renzo & C).

METODY	
Metoda genotypowania systemem RapidHITTM 200 
i analiza danych
Próbki profilowano genetycznie z wykorzystaniem 
urządzenia RapidHITTM 200 DNA Human Identification 

System, o numerze seryjnym RH200-0044, współpra-
cującym z oprogramowaniem GeneMarker® HID Auto 
v. 2.7.3 (SoftGenetics® dla IntegenX) wraz z  zesta-
wem 7-próbkowych kardridży GlobalFiler® Express 
(Thermo Fisher Scientific) amplifikującym 24 markery 
STR. Proces genotypowania próbek z wykorzystaniem 
RapidHITTM 200 przeprowadzono zgodnie z instrukcja-
mi producenta z wykorzystaniem protokołu „Run Other 
Samples”, z wyjątkiem wymazów ze śluzówki policzka, 
dla których wybierano protokół „Run Buccal”. Proto-
kół „Run Other Samples” posiada o dwa cykle PCR 
więcej niż protokół „Run Buccal” w celu zwiększenia 
wydajności genotypowania śladów biologicznych 
zawierających często mniejszą ilość matrycowego 
DNA niż w przypadku próbek pobranych ze śluzówki 
policzka (Thong i in., 2015). Analizę danych przepro-
wadzono przy użyciu oprogramowania GeneMarker® 
HID v. 2.9.5 (SoftGenetics® dla IntegenX). Do analizy 
statystycznej otrzymanych wyników, w tym predykcji 
prawdopodobieństwa wystąpienia zjawiska typu „dro-
pout”, wykorzystano program STR-validator ver. 2.2.0 
(RStudio package ver. 3.6.0). Wyznaczając próg anali-
tyczny (ang. analytical treshold – AT), obserwacji pod-
dano linię bazową w próbkach kontroli negatywnych, 
indywidualnie dla poszczególnych barwników fluore-
scencyjnych. We wszystkich analizowanych kolorach 
dało się zauważyć piki typu pull-up, które można było 
przypisać wysokiemu sygnałowi wewnętrznego stan-
dardu wielkości przy braku obecności konkurujących 
amplikonów STR. Po manualnej analizie, piki te zosta-
ły usunięte i nie były uwzględniane przy obliczeniach. 
Na podstawie granicy wykrywalności (ang. limit of 
quantitation – LOQ) wyrażonej jako średnia wielkość 
szumu tła powiększona o wartość dziesięciu odchyleń 
standardowych, określono minimalny próg analitycz-
ny pozwalający na odróżnienie piku allela od szumu 
linii bazowej (Gilder i in., 2007). W ten sposób okre-
ślono progi: 23 RFU dla 6-FAMTM, 28 RFU dla VICTM, 
33 RFU dla NEDTM, 28 RFU dla TAZTM i 44 RFU dla 
SIDTM. Próg analityczny został konserwatywnie przyję-
ty na wspólnym dla wszystkich barwników poziomie 50 
RFU i wykorzystany przy analizie wyników w kolejnych 
doświadczeniach walidacyjnych. 

Klasyczne metody genotypowania i analiza danych
W celu porównania wyników wygenerowanych z wy-
korzystaniem systemu RapidHITTM 200, próbki bada-
no przy użyciu klasycznych metod profilowania STR, 
obejmujących izolację systemem AutoMate ExpressTM  

i zestawem odczynników PrepFiler ExpressTM Forensic  
DNA Extraction Kit (Applied Biosystems), uzysku-
jąc 50 µl ekstraktu. Zawartość DNA w każdej próbce 
oznaczono ilościowo w dwóch powtórzeniach przy 
użyciu zestawu Plexor® HY System (Promega). 
Amplifikację przeprowadzono przy użyciu zestawu 
GlobalFiler® PCR Amplification Kit (Thermo Fisher 
Scientific), a rozdział elektroforetyczny przeprowadzo-
no na analizatorze genetycznym ABI PRISM® 3130xl 
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(Applied Biosystems). Analizę profili DNA przeprowa-
dzono przy użyciu GeneMapper® ID-X v1.4 (Applied 
Biosystems), stosując próg analityczny na poziomie  
50 RFU.

Badanie czułości i efektu stochastycznego
Czułość metody oceniono poprzez genotypowanie 
próbek krwi obwodowej w rozcieńczeniach odpowia-
dających ilościom: 0,5 μl, 0,25 μl, 0,125 μl krwi w prób-
ce oraz próbek krwi nierozcieńczonej w ilości: 6 μl, 5 μl,  
4 μl, 2 μl i 1 μl. Badanie przeprowadzono w kilku po-
wtórzeniach, według schematu zawartego w tabeli 1.

Tab. 1. Schemat przeprowadzonych rozcieńczeń próbek 
krwi w badaniu czułości metody

Ilość krwi  
w próbce [μl] 

Liczba 
powtórzeń

dla próbki A

Liczba 
powtórzeń

dla próbki B

6 2 -

5 3 2

4 3 3

2 3 2

1 3 2

0,5 3 2

0,25 2 2

0,125 2 2

Próbki krwi zostały pobrane od dwóch osób (próbki 
A i B), a odpowiednie ich ilości naniesione na waciki 
wymazówek i pozostawione przez noc do całkowite-
go wyschnięcia. Aby określić średnią ilość wejściowe-
go DNA w każdej z badanych objętości krwi, podob-
ny zestaw próbek ekstrahowano tradycyjną metodą 
z wykorzystaniem zestawu PrepFilerTM Forensic DNA 
Extraction Kit, a ilość DNA oznaczono w trzech powtó-
rzeniach za pomocą zestawu Plexor® HY (Promega) 
w aparacie Applied BiosystemsTM 7500 Real-Time 
PCR zgodnie z protokołami producenta. Powyższe  

rozcieńczenia posłużyły do określenia najmniejszej ilo-
ści krwi wystarczającej do oznaczenia pełnego profilu 
DNA na urządzeniu RapidHITTM 200, a także oceny 
efektu stochastycznego wynikającego z niskiej ilości 
matrycowego DNA w reakcji PCR. Obserwacji pod-
dano liczbę zjawisk typu „dropout” w oznaczonych 
profilach oraz określono średnią wysokość pików dla 
każdego locus. Stosunek wysokości pików alleli sio-
strzanych w układach heterozygotycznych, tzw. ba-
lans heterozygotyczny (ang. peak height ratio – PHR), 
obliczono, dzieląc wysokość niższego piku przez wy-
sokość piku wyższego.

Oznaczenie składników mieszanin DNA
Badanie mieszanin materiału biologicznego przepro-
wadzono w celu sprawdzenia, czy oprogramowanie 
analityczne GeneMarker® integralne z urządzeniem 
RapidHITTM 200 prawidłowo oznaczy próbkę, która 
jest mieszaniną materiału genetycznego. Mieszani-
nę dwóch próbek krwi od mężczyzny i kobiety bada-
no w stosunkach: 1:1, 1:2, 1:4 i 1:8, utrzymując dla  
wszystkich mieszanin całkowitą ilość krwi na sta-
łym poziomie 5 μl. Każda z mieszanin była badana 
w trzech powtórzeniach.

Badanie precyzji metody oraz test krzyżowej 
kontaminacji 
Badanie precyzji metody przeprowadzono poprzez 
11-krotne profilowanie genetyczne próbki krwi (po  
50 µl) od jednej osoby w trzech odrębnych cyklach 
badawczych oraz analizę 10 drabin allelicznych ozna-
czonych w odrębnych cyklach pracy urządzenia. Jako 
kryterium akceptacji precyzji przyjęto wartość odchyle-
nia standardowego długości każdego z alleli, która nie 
powinna przekroczyć 0,5 bp (ENFSI, 2010; SWGDAM, 
2016). Aby dodatkowo ocenić możliwość potencjalne-
go zanieczyszczenia krzyżowego pomiędzy kanałami 
kardridża oraz kolejnymi cyklami pracy urządzenia, 
próbki krwi ustawiano naprzemiennie, rozdzielając 
próbami kontroli negatywnej, według schematu przed-
stawionego w tabeli 2. 

RUN dołek 1 dołek 2 dołek 3 dołek 4 dołek 5 dołek 6 dołek 7 dołek 8

1
50 µl
krwi

ślepa 
próba

50 µl
krwi

ślepa 
próba

50 µl
krwi

drabina 
alleli

50 µl
krwi

ślepa 
próba

2
ślepa 
próba

50 µl
krwi

ślepa 
próba

50 µl
krwi

ślepa 
próba

drabina 
alleli

ślepa 
próba

50 µl
krwi

3
50 µl
krwi

ślepa 
próba

50 µl
krwi

ślepa 
próba

50 µl
krwi

drabina 
alleli

50 µl
krwi

ślepa 
próba

Tab. 2. Sposób ustawienia próbek dla testu krzyżowej kontaminacji przeprowadzonego na RapidHITTM 200
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Test efektywności i badanie zgodności profili DNA
Do oceny efektywności oznaczania profili DNA z różne-
go rodzaju próbek biologicznych wykorzystano krew, 
spermę, ślinę, włosy, gumy do żucia, niedopałki papie-
rosów, wymazy z szyjek butelek po wodzie, znaczki 
pocztowe, wymazy z telefonów komórkowych, wyma-
zy z broni palnej będącej własnością funkcjonariuszy 
Policji (stanowiących personel laboratoryjny) i wymazy 
z wnętrza używanych rękawiczek. Przygotowano po  
5 próbek z każdego typu materiału w taki sposób, aby 
każdy rodzaj śladu pochodził od jednej osoby. Trzy 
próbki z każdego zestawu zostały zbadane z wykorzy-
staniem RapidHITTM 200, a dwie próbki, dla porówna-
nia, badano równolegle według klasycznego protoko-
łu, określając procent oznaczonych alleli dla każdego 
typu materiału. Zżute i wysuszone gumy umieszcza-
no w studzienkach kartridży w całości. Bibułki z nie-
dopałków papierosów i znaczki pocztowe o wymia-
rach 3 cm x 2 cm (uprzednio poślinione i wysuszone) 
pocięto na fragmenty o wielkości 0,5 cm x 0,5 cm,  
nakłuto na sterylne igły i umieszczono w komarach 
kartridży. Do badań według klasycznego protokołu 
pobierano fragmenty niedopałków papierosów i znacz-
ków pocztowych o wymiarach 1 cm x 1 cm. Gumę do 
żucia podzielono na pół, badając odzielnie obie poło-
wy. Wymazy z całej powierzchni telefonów komórko-
wych, broni palnej, wnętrza rękawiczek oraz z szyjek 
butelek po wodzie pobrano na zwilżone wymazówki, 
pozostawiając je do całkowitego wyschnięcia przed 
badaniem w temperaturze pokojowej. Aby dodatkowo 
ocenić zgodność oznaczonych genotypów, 34 wyma-
zy ze śluzówki policzka profilowano równolegle z wy-
korzystaniem urządzenia RapidHITTM 200 oraz według 
klasycznego protokołu.

Poziom pików typu „stutter”
Kompletne, dobrej jakości profile DNA, oznaczone 
z materiału biologicznego w ramach badania zgodno-
ści i efektywności metody, wykorzystano do obliczenia 
stosunku wysokości pików typu „stutter” do wysokości 
pików macierzystych alleli w każdym układzie walido-
wanego systemu. W celu wykrycia siły sygnału w po-
zycjach „stutter”, w programie GeneMarker® próg AT 
ustawiono na poziomie 50 RFU, a filtry pików typu 
„stutter” obniżono do poziomiu 1%. Proporcje pików 
typu „stutter“ w stosunku do pików macierzystych al-
leli wyznaczano w każdym locus badanego systemu, 
dzieląc wysokość piku w pozycji „stutter” przez wyso-
kość piku właściwego allela, a wynik wyrażono w pro-
centach. 

WYNIKI
Czułość metody
Badanie czułości polegało na określeniu najmniejszej 
ilości krwi wystarczającej do tego, aby uzyskać pełen 
profil DNA, z wartościami RFU alleli powyżej wyzna-
czonego progu analizy. W tabeli 3. przedstawiono 

średnie stężenie DNA w każdej z badanych objętości 
krwi. 

Tab. 3. Wyniki oceny ilościowej DNA w każdej z objętości 
krwi badanych w teście czułości metody

Ilość krwi 
(μl)

Średnie stężenie DNA 
ng/μl

6 7,6

5 7

4 5,5

2 3

1 1,5

0,5 1,2

0,25 0,5

0,125 0,3

Jak przedstawiono na rycinie 1, kompletne profile STR 
autosomalnego DNA uzyskano przy ilości 2 μl, 5 μl 
oraz 6 μl krwi w próbce, co odpowiada średnio 3 ng,  
7 ng oraz 7,6 ng DNA w próbce. Wśród sześciu wy-
ników profilowania próbek o objętości 4 μl krwi za-
obserwowano jedno zjawisko typu „dropout”. Należy 
zaznaczyć, że kompletne profile można było jednak 
zaobserwować już przy 1 μl krwi w próbce (1,5 ng DNA)  

Ryc. 1. Mapa cieplna przedstawiająca liczbę zjawisk typu 
"allel dropout" oraz "locus dropout" w profilach oznaczo-
nych z próbek krwi badanej w objętościach od 6 μl do 
 0,125 μl. Próbki genotypowano z wykorzystaniem Rapid-
HITTM 200 w systemie GlobalFilerTM Express. Każda kolumna 
reprezentuje wynik dla jednej próbki. Wiersze reprezentują 

wyniki dla danego locus 
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(rycina 2). Dla zakresu 0,5-0,125 μl krwi w próbce ob-
serwowano wzrost liczby nieoznaczonych alleli, tj. am-
plifikowanych poniżej przyjętego progu analizy.

Balans heterozygotyczny
Stosunek wysokości pików alleli siostrzanych w każ-
dym locus heterozygotycznym określono na podsta-
wie kompletnych układów heterozygotycznych ozna-
czonych z krwi obwodowej badanej w zakresie od 6 μl 

do 0,125 μl i wyznaczono na wykresie względem ilości 
(µl) krwi w próbce (rycina 3). 

Obliczony stosunek wysokości pików alleli sio-
strzanych w każdym locus heterozygotycznym, któ-
rego wartość wyniosła poniżej 60%, został uznany za 
istotny wzrost dysproporcji (ENFSI, 2010). Tę granicz-
ną wartość oznaczono na wykresie niebieską linią, 
oddzielając w ten sposób obserwowane loci o alle-
lach zbalansowanych (powyżej linii) od loci o allelach  

Ryc. 2. Kompletny profil STR oznaczony w systemie GlobalFilerTM Express z 1 μl krwi w próbce z wykorzystaniem 
RapidHITTM 200

Ryc. 3. Wykres przedstawiający stosunek wysokości pików alleli siostrzanych w każdym locus heterozygotycznym względem 
ilości (µl) krwi w próbce, obliczony na podstawie profili DNA oznaczonych z krwi badanej w zakresie od 6 μl do 0,125 μl 
w systemie GlobalFilerTM Express na urządzeniu RapidHIT TM 200. PHR jest przedstawiany w procentach. Dane pochodzą 

z 279 układów heterozygotycznych. Poziomą niebieską linią oznaczono minimalną akceptowalną wartość PHR
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niezbalansowanych (poniżej linii). Uzyskane wyniki 
wskazują, że dla zakresu objętości krwi w próbce od 5 do  
6 µl wszystkie oznaczone loci wykazywały zbalanso-
wanie na rekomendowanym poziomie. Przy zawartości 
4 µl krwi w próbce około 12% loci wykazywało stopień 
niezbalansowania, 24% loci było niezbalansowanych 
– przy zawartości 2 µl krwi w próbce. Natomiast przy 
zawartości 0,5 µl krwi w próbce zaobserwowano 39% 
loci niezbalansowanych. Powyższe obserwacje dają 
podstawę do stwierdzenia, że wraz ze spadkiem ilości 
matrycowego DNA w próbce wzrasta niepewność co do 
możliwości wiarygodnego oznaczenia genotypu, ponie-
waż allele z pary mogą być reprezentowane w niezrów-
noważony sposób, co wynika ze zjawiska preferencyj-
nej amplifikacji alleli o mniejszej masie cząsteczkowej.

Poziom zbalansowania między markerami, 
określany również jako balans locus w profilu (ang. 
Locus balance – Lb), jest ważną cechą zestawu służą-
cego do profilowania DNA i jest definiowany dla wszy-
skich loci w zestawie. W doskonale zbalansowanym 

zestawie całkowita wysokość piku w każdym locus 
w pojedynczym profilu DNA powinna być równa. Dzię-
ki temu łatwiej jest ujawnić i zinterpretować między 
innymi rzadkie allele, które wykraczają poza zakresy 
markerów, zjawiska typu „dropout” czy też zdegra-
dowany DNA (Hansson i in. 2014). Balans poszcze-
gólnych układów obliczono, dzieląc sumę wysokości 
pików w locus przez sumę wszystkich wysokości pi-
ków w danym profilu. Średni Lb na marker wahał się 
od 0,02 do 0,12 (D8S1179 i TH01). Natomiast opty-
malny Lb dla układów systemu GlobalFiler® Express 
powinien oscylować wokół wartości 0,047 (1/21). Na 
rycinie 4 przedstawiono Lb wobec średniej wysokości 
pików w danym układzie, natomiast na rycinie 5 przed-
stawiono Lb za pomocą wykresów pudełkowych re-
prezentujących poszczególne układy. Na wykresach 
tych można zaobserwować, iż allele markerów TH01 
i D22S1045 amplifikują się z większą wydajnością 
w stosunku do alleli pozostałych loci w profilu, szcze-
gólnie w przypadku próbek z niską zawartością DNA.

Ryc. 4. Balans locus w profilu (Lb) obliczony jako stosunek całkowitej wysokości pików alleli w locus do całkowitej wysokości 
pików alleli w profilu, wyznaczony wobec średniej wysokości pików alleli w danym locus. Dane pochodzą z kompletnych profili 
oznaczonych z krwi badanej w zakresie od 6 μl do 1 μl w systemie GlobalFiler® Express na urządzeniu RapidHITTM 200. 

Układy DYS391 oraz AMEL zostały wykluczone z badania
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Ocena efektu stochastycznego i prawdopodobień-
stwa wystąpienia zjawiska typu „dropout”
Stochastyczna natura PCR nieuchronnie wprowadza 
nierównowagę między dwoma amplifikowanymi al-
lelami loci heterozygotycznych. Skrajnym skutkiem 
nierównowagi heterozygotycznej (powstałym w wy-
niku tzw. efektu stochastycznego) jest zjawisko typu 
„dropout” (Gill i in., 2012). Zjawisko to oznacza brak 
jednego (wypadnięcie allela) lub obu alleli (wypad-
nięcie locus) w jednym lub większej liczbie markerów 
w profilu DNA. Zjawisko typu „dropout” może nastąpić 
z powodu całkowitego braku lub obecności zbyt małej 
liczby cząsteczek matrycy DNA w PCR, aby wywołać 
sygnał w urządzeniu elektroforezy kapilarnej lub prze-
kroczyć ustalony laboratoryjnie próg oznaczalności 
(LOQ) alleli. 

Na rycinie 6 zaznaczono kropkami allele ze zjawi-
skiem typu „dropout” ich alleli siostrzanych w układach 
heterozygotycznych. Wysokości najwyższych pików 
z zaobserwowanym zjawiskiem typu „dropout” allela 
siostrzanego wynosiły: 279 RFU dla barwnika niebie-
skiego (CSF1PO), 302 RFU dla barwnika zielonego 
(D18S51), 593 RFU dla barwika żółtego (D2S441), 
363 RFU dla barwnika czerwonego (D13S317) oraz 
200 RFU dla barwnika fioletowego (D1S1656). 

Korzystając z wyników  obserwacji zjawiska typu 
„dropout” oraz informacji o wysokości piku allela 
w układzie heterozygotycznym pozostałego z pary  

alleli siostrzanych, modelowano prawdopodobieństwo 
zjawiska „dropout” za pomocą regresji logistycznej (ry-
cina 7). W ten sposób wyznaczono próg stochastycz-
ny (ang. stochastic threshold – ST), który minimalizuje 
możliwość błędnego uznania heterozygotycznego lo-
cus jako locus homozygotyczne. Przy 1% prawdopo-
dobieństwie zjawiska „dropout” próg ten wynosi 552 
RFU. Konserwatywny próg stochastyczny wyznaczo-
no na poziomie 827 RFU. Powyżej tego progu uzasad-
nione jest założenie, że w danym locus nie nastąpiło 
wypadnięcie allela siostrzanego. Różnica pomiędzy 
wyznaczonym progiem analitycznym a stochastycz-
nym polega na tym, iż pik z sygnałem powyżej przyję-
tego AT jest przypisywany allelowi locus STR, zamiast 
pikowi pochodzącemu z szumu linii bazowej, podczas 
gdy pik z sygnałem powyżej ST w locus STR jest iden-
tyfikowany jako genotyp homozygoty dla tego locus. 

Wyniki badania mieszanin DNA
Analiza próbek będących mieszaninami krwi od męż-
czyzny i kobiety wykazała, że próbki zostały poprawnie 
oznaczone jako mieszaniny materiału genetycznego 
i jako takie wymagające dalszej oceny specjalisty. Oba 
składniki mieszanin DNA zmieszane w stosunku 1:1 
zostały oznaczone w 100% w każdym locus. Mniej-
szościowy składnik o genotypie męskim został wykry-
ty we wszystkich pozostałych mieszaninach z 96,7% 
oznaczeniem alleli. Rycina 8 ilustruje wyniki badania 

Ryc. 5. Wykresy pudełkowe przedstawiające rozkłady mię-
dzykwartylowe balansu poszczególnych loci w profilu (Lb), 
obliczonego na podstawie kompletnych profili DNA oznaczo-
nych z krwi badanej w zakresie od 6 μl do 1 μl w systemie 

GlobalFilerTM Express na urządzeniu RapidHITTM 200

Ryc. 6. Wykres kropkowy obrazujący ilość zjawisk typu 
„dropout” dla każdego locus heterozygotycznego, w którym 
to zjawisko wystąpiło. Kropką oznaczono wysokości pików 
alleli heterozygotycznych, dla których zaobserwowano zja-
wisko typu „dropout” allela siostrzanego. Dane pochodzą 
z profili oznaczonych z krwi badanej w zakresie od 6 μl do 
0,125 μl w systemie GlobalFilerTM Express na urządzeniu  

RapidHITTM 200
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mieszanin dwóch próbek krwi w stosunku zmieszania 
1:1, 1:2, 1:4, 1:8, z allelami składnika mniejszościowe-
go oznaczonymi gwiazdką.

Precyzja 
Badanie precyzji metody polegało na ocenie zróżni-
cowania wyników przy wielokrotnym oznaczaniu tej 
samej próbki oraz drabiny allelicznej i objęło ocenę 
dokładności i niezawodności genotypowania. Bada-
nie przeprowadzono dla 11 powtórzeń genotypowania 
próbki krwi od jednej osoby o znanym profilu DNA. 
W powyższym doświadczeniu dla każdego z alle-
li odchylenie standardowe jego długości oznaczonej 
na urządzeniu RapidHITTM 200 nie przekroczyło reko-
mendowanej wartości 0,5 bp i mieściło sie w zakre-
sie 0,03 do 0,11 bp. Analiza 10 drabin allelicznych 
potwierdziła, iż wszystkie oznaczone allele osiągały 
powtarzalnie podobną długość oznaczoną w parach 
zasad, z rekomendowaną dokładnością do 0,5 bp  
(rycina 9) oraz mieściły się w przedziale ±0,5 bz  

w stosunku do długości odpowiedniego allela w drabinie. 
Mikrowarianty różniące się o jedną parę zasad przy 
mniejszych fragmentach (np. D2S441 – 95.6, 96.5 bp) 
oraz mikrowarianty różniące się o dwie pary zasad przy 
większych fragmentach (np. SE33 – 372.6, 374.6 bp)  
zostały wyraźnie rozdzielone. Zestaw alleli w drabinie 
allelicznej dla większych markerów, np. SE33 i FGA 
nie uwzględnia mikrowariantów różniących się o jed-
ną parę zasad, co pozostaje standardem przy projek-
towaniu drabiny allelicznej w multipleksowych syste-
mach STR.

Test krzyżowej kontaminacji
Oddzielenie obszarów przed amplifikacją i po ampli-
fikacji w laboratorium genetycznym jest powszechną 
i skuteczną metodą zapobiegania kontaminacji. Fakt, 
że urządzenie RapidHITTM 200 zawiera wszystkie 
etapy procesu badawczego w jednym instrumencie, 
oznacza, iż obszary przed i po amplifikacji istnieją w tej 
samej przestrzeni fizycznej. Dlatego przeprowadzono 

Ryc. 7. Predykcja prawdopodobieństwa wystąpienia zjawiska typu „dropout” jako funkcji wysokości pozostałego w układzie 
heterozygotycznym allela z pary alleli siostrzanych za pomocą modelu regresji logistycznej. Zacieniowana część wykresu na 
kolor czerwony oznacza 95% przedział ufności dla prawdopodobieństwa zjawiska „dropout”. Obserwacje układów heterozygo-
tycznych bez zjawiska „dropout” przedstawiono jako punkty przy P = 0, natomiast obserwacje układów heterozygotycznych ze 

zjawiskiem „dropout” alleli siostrzanych przedstawiono jako punkty przy P = 1 
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Ryc. 8. Zestawienie wyników badania mieszanin dwóch próbek krwi w stosunku zmieszania 1:1, 1:2, 1:4, 1:8 dla loci 
wyznakowanych barwnikiem zielonym. Allele mniejszościowego składnika oznaczono gwiazdką

Ryc. 9. Wykresy pudełkowe przedstawiające rozkłady międzykwartylowe średnich odchyleń długości alleli 10 drabin 
allelicznych systemu GlobalFilerTM Express analizowanych na urządzeniu RapidHITTM 200
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testy mające na celu sprawdzenie, potencjalnych 
zanieczyszczeń w wyniku przeniesienia materia-
łu pomiędzy poszczególnymi kanałami kartridży 
w trakcie transferu próbek, jak również pomiędzy 
poszczególnymi cyklami pracy urządzenia. Wyniki 
wskazują, iż w żadnym z pustych kanałów nie ozna-
czono alleli, a zatem nie stwierdzono występowania 
kontaminacji. Ponadto w żadnej innej części badania 

walidacyjnego dla kontroli ujemnych lub próbki za-
wierającej materiał biologiczny nie wystąpiły oznaki 
zanieczyszczenia.

Ocena efektywności i zgodności oznaczanych 
profili DNA
Aby ocenić efektywność oznaczania profili DNA z róż-
nego rodzaju materiału biologicznego, przetestowano 

Ryc. 10. Badanie efektywności oznaczania profili DNA z wykorzystaniem różnych próbek biologicznych analizowanych z wy-
korzystaniem urządzenia RapidHITTM 200 oraz klasycznego protokołu. Dane przedstawiono jako procent oznaczonych alleli
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zestaw próbek kryminalistycznych rutynowo zabezpie-
czanych na miejscach przestępstw. Jak pokazano na 
rycinie 10, dzięki urządzeniu RapidHITTM 200 można 
analizować próbki kryminalistyczne, które zawierają 
co do zasady większe ilości DNA, w postaci wyma-
zów z krwi, spermy oraz śliny z 100% skutecznością. 
W profilach wygenerowanych z takiego typu materiału, 
jak: gumy do żucia, niedopałki papierosów, pojedyn-
cze wyrwane włosy, znaczki pocztowe oraz wymazy 
z szyjki butelki, liczba oznaczonych alleli wynosiła od-
powiednio: 98%, 87%, 75%, 92% i 87%. Nie uzyskano 
profili genetycznych ze śladów kontaktowych w postaci 
wymazów z telefonów komórkowych, wymazów z bro-
ni palnej oraz wymazów z wnętrza rękawiczek latek-
sowych, w porównaniu do badań wykonanych według 
klasycznego protokołu, gdzie w każdym przypadku 
oznaczono pełne profile genetyczne. 

Profile DNA z próbek kryminalistycznych oraz pro-
file referencyjne oznaczone z wykorzystaniem urzą-
dzenia RapidHITTM 200 były zgodne z profilami ozna-
czonymi zestawem GlobalFiler® według klasycznego 
protokołu. 

Ocena pików typu „stutter”
Piki typu „stutter” oceniano na podstawie 46 komplet-
nych profili DNA (markery płci były wykluczone z bada-
nia). Na rycinie 11 przedstawiono średni i maksymalny 
procent wysokości pików typu „stutter” zarówno w po-
zycji „-1” jak i w pozycji „+1” w stosunku do macierzy-
stego allela dla poszczególych układów. Progi pików 
typu „stutter” we wszystkich loci badanych z wyko-
rzystaniem RapidHITTM 200 mieszczą się w zakresie 
wskazanym przez producenta zestawu GlobalFiler® 
Express. Najwyższe wysokości sygnału typu „stutter” 
zaobserwowano w pozycji „-1” w locus D12S391 oraz 
SE33. Na rycinie 12 można zaobserwować ogólny 
wzrost wysokości pików typu „stutter” wraz ze wzro-
stem długości alleli w poszczególnych układach STR. 
Zbalansowanie wysokości alleli w loci heterozygotycz-
nych wynosiło około 88% i mieściło się w zakresie od 
82% do 93%.

WNIOSKI
RapidHITTM 200 to mobilne urządzenie, które oferuje 
szybkie oznaczanie profili DNA w ciągu dwóch godzin, 
przy minimalnej interwencji człowieka i w miejscu, 

Ryc. 12. Zakresy frakcji pików typu „stutter” w każdym locus w stosunku do wysokości właściwego allela dla 46 kompletnych 
profili oznaczonych na urządzeniu RapidHITTM 200 w systemie GlobalFiler® Express
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gdzie nie jest dostępne kontrolowane środowisko la-
boratoryjne. Jak wykazały doświadczenia walidacyjne, 
urządzenie to może oznaczać wysokiej jakości profile 
STR z wymazów ze śluzówki policzka oraz z różnego 
typu śladów biologicznych zawierających, co do zasa-
dy, większe ilości DNA, takich jak: krew, nasienie czy 
ślina. Wyniki badań serii rozcieńczeń wykazały, że do 
wygenerowania pełnych autosomalnych profili STR 
potrzeba 5 μl krwi (około 7 ng DNA). Niezrównoważo-
ny stosunek wysokości alleli siostrzanych w heterozy-
gotycznych loci, skutkujący ostatecznie wypadaniem 
alleli, obserwowano tylko w przypadkach, gdy badano 
mniejsze objętości krwi niż podano powyżej. Oznaczo-
ne profile DNA przy użyciu tradycyjnej metody ekstrak-
cji, kwantyfikacji i amplifikacji w systemie GlobalFiler® 
były w pełni zgodne z profilami wygenerowanymi z wy-
korzystaniem urządzenia RapidHITTM 200 i protokołów 
„Run Buccal” i „Run Other Samples”. Ocena ozna-
czonych profili DNA w badaniu precyzji metody oraz 
poziomu pików typu „stutter” potwierdziła możliwość 
uzyskania na urządzeniu w sposób odtwarzalny wia-
rygodnych wyników genotypowania. Oprogramowanie 
analityczne urządzenia RapidHITTM 200 poprawnie 
oznaczyło mieszaninę DNA w stosunku 1:8, co jest wy-
starczające do tego, aby wskazać, że badana próbka 
może mieć mieszany profil DNA.

Urządzenie RapidHITTM 200 nie wykazuje jednak 
równoważnej czułości w porównaniu z klasycznym 
protokołem w profilowaniu śladów z mniejszą zawar-
tością materiału genetycznego, takich jak niedopałki 
papierosów, znaczki pocztowe, wyrwane pojedyncze 
włosy. Niższa czułość urządzenia wyklucza możliwość 
analizy śladów kontaktowych/dotykowych. Nie uzyska-
no profili genetycznych z wymazów pobranych z całej 
powierzchni telefonów komórkowych, broni palnej oraz 
z wnętrza rękawiczek lateksowych, podczas gdy za 
pomocą klasycznego protokołu w każdym powyższym 
przypadku oznaczono profile genetyczne ze 100% 
skutecznością.

Biorąc pod uwagę wyżej wymienione ograniczenia, 
należy stwierdzić, że RapidHITTM 200 może być uży-
tecznym narzędziem uzupełniającym konwencjonal-
ne metody identyfikacyjne stosowane w akredytowa-
nych laboratoriach genetycznych, niemniej nie może 
ich zastąpić. Jednak w sytuacjach, kiedy niezwykle 
istotne jest szybkie oznaczenie profili DNA, i np. prze-
szukanie bazy danych DNA celem zidentyfikowania 
sprawcy przestępstwa, to urządzenie ma przewagę 
nad konwencjonalnymi metodami. Urządzenie może 
być obsługiwane przez niewykwalifikowany personel, 
po uprzednim właściwym przeszkoleniu w zakresie 
umieszczania próbek w kanałach kartridży i działania 
urządzenia. Każdorazowo biegły z zakresu genetyki 
sądowej lub wykwalifikowany analityk powinien okre-
ślić, czy oznaczony z wykorzystaniem urządzenia Ra-
pidHITTM 200 profil DNA może zostać poddany prze-
szukaniu w krajowych oraz międzynarodowych bazach 
danych DNA.

Oceniając możliwości akredytowania tego urządze-
nia jako mobilnego laboratorium do analizy śladów bio-
logicznych bezpośrednio na miejscu zdarzenia, należy 
wziąć pod uwagę następujący zapis Normy PN-EN 
ISO/IEC 17025:2018 (pkt 6.3.5): „Jeżeli laboratorium 
prowadzi działalność laboratoryjną w miejscach lub 
pomieszczeniach pozostających poza jego stałą kon-
trolą, powinno zapewnić, aby wymagania niniejszego 
dokumentu dotyczące pomieszczeń i warunków śro-
dowiskowych były spełnione”. Zapis ten narzuca ko-
nieczność zapewnienia, że:
•	 warunki środowiskowe prowadzenia badań i po-

mieszczenia badawcze nie będą mieć negatywne-
go wpływu na ważność wyników; 

•	 zostanie opracowana procedura zawierająca wy-
magania dotyczące nadzoru warunków środowi-
skowych niezbędnych do wykonywania badań 
w miejscach lub pomieszczeniach pozostających 
poza jego stałą kontrolą;

•	 laboratorium będzie monitorować, kontrolować i re-
jestrować warunki środowiskowe zgodnie z odpo-
wiednimi procedurami, gdy wpływają one na waż-
ność wyników badań realizowanych w miejscach 
lub pomieszczeniach pozostających poza jego sta-
łą kontrolą. 
W związku z powyższym poszerzenie zakresu 

akredytacji metody o badania realizowane bezpośred-
nio na miejscu zdarzeni wymaga zwiększenia zakre-
su walidacji o szereg dodatkowych parametrów (m.in. 
w zakresie odporności na czynniki zewnętrzne, okre-
ślenia składników wpływających na niepewność po-
miaru). Wymaga to także przygotowania dokumentacji 
dotyczącej nadzoru warunków środowiskowych, za-
pewnienia jakości wyników badań oraz postępowania 
z obiektami badań. 

Źródło rycin i tabel: autorzy
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Summary

RapidHITTM 200 by IntegenX® (Thermo Fisher Scientific) is an integrated system for fast human identification 
based on STR analysis, providing a number of advantages over traditional DNA profiling methods in terms 
of automation, speed of analysis and mobility. However, before rapid DNA technology could be implemented 
into routine forensic applications, both workflow and its results would have to be rigorously validated for re-
liability, performance and compatibility with data obtained from capillary electrophoresis, through an internal 
validation. As we were primarily interested in the RapidHITTM 200’s ability to efficiently generate DNA profiles 
from samples collected at crime scenes and to upload this data to the CODIS database (Combined DNA Index 
System), the evaluation study focused mainly on such samples. The results show that RapidHITTM 200 can be 
a useful tool to complement conventional identification methods used in forensic genetics.

Key words: rapid DNA, forensic genetics, RapidHITTM 200, STR analysis

Introduction
Genetic identification analysis based on STR (short 
tandem repeat) markers involve a series of consecu-
tive steps: extraction of DNA from a biological sample, 
quantification of extracted DNA, amplification of specif-
ic STR markers by polymerase chain reaction (PCR), 
capillary electrophoresis of PCR products and analysis 
of resulting DNA profiles (Butler et al., 2004). Due to the 
multi-steps nature of this process, there is a significant 
time lag between the collection of a biological sample 
and the interpretation of the results. Furthermore, con-
ventional genotyping takes place in an environmentally 
controlled laboratory setting, where the equipment and 
particular laboratory analysis stages should be sepa-
rated. These constraints for the DNA profiling process 
limit expeditious processing of the results and do not 
allow for performing tests directly at the crime scene. 

In recent years active development of technologies 
to couple all stages of STR analysis has resulted in 
development so-called rapid DNA technology equip-
ment and reagent kits. Rapid DNA is a term used to 
describe a fully automated, fast forensic DNA analysis 
(Gangano et al, 2013; Tan et al, 2013; Morgan et al, 
2019; Kartasinska et al, 2020). One of the pioneer-
ing devices working with using rapid DNA technolo-
gy is the RapidHITTM 200 Human Identification Sys-
tem (IntegenX® by Thermo Fisher Scientific). It is an  

automated mobile platform in which all steps of STR 
typing process are integrated and DNA profiles are 
generated from biological samples in approximately 
90 minutes (Hennessy et al, 2013; Verheij et al, 2013; 
Holland, Wendt, 2015; Jovanovich et al, 2015). The 
instrument uses two sample cartridges with a total of 
eight wells for genotyping. The cartridges are activat-
ed simultaneously and allow for the analysis from one 
to seven samples, with the remaining single well re-
served for the allelic ladder. Each piece of evidence 
or a sample taken from evidence is placed directly 
into an independent well of the cartridge, where it is 
processed through individual channels for amplifica-
tion with GlobalFiler® Express or AmpFLSTRTM NGM 
SElectTM Express reagents. A separate module in the 
instrument containing capillary electrophoresis and de-
tection system components separates fragments and 
collects raw data. The process is fully automated and 
the user is only required to put sample cartridges and 
ready-to-use reagent cartridges into the instrument. 

The data obtained is initially processed by analysis 
software integrated with the RapidHIT™ 200, which 
allows DNA profiles to be interpreted without user in-
tervention. However, this ‚on-board software’ provides 
minimum information displayed on the screen of the 
instrument. Data files can then be exported from the 
instrument for further DNA profiles analysis by the 

https://doi.org/10.34836/pk.2021.314.1
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qualified analysts using GeneMarker® HID software 
(Alshehhi, Roy, 2015).

Profiles from the instrument can also be viewed in 
the RapidLINKTM application, which serves as a da-
tabase for collecting DNA profiles generated with the 
instrument, searching them against each other and 
reporting the results for data concordance. It is also 
possible to import DNA profiles into RapidLINKTM in 
the form of CMF files generated by the CODIS system. 
In addition, using the GeneMarker® HID application, 
which works with RapidLINKTM, it is possible to create 
DNA profile import files which can be uploaded into 
the CODIS system. The DNA profiles imported into the 
CODIS system can be searched against national and 
international DNA databases.

This study presents the results of an internal vali-
dation of the RapidHITTM 200. Validation study includ-
ed analysis of the accuracy and the sensitivity of the 
method to different amounts of biological material, as 
well as testing for potential cross-contamination. The 
effectiveness of the instrument in generating DNA pro-
files from samples routinely collected in criminal cases 
was also evaluated. In addition, the validation tests in-
cluded the evaluation of the results concordance and 
comparison of the quality of DNA profiles obtained with 
the RapidHIT™ 200 with those generated with the tra-
ditional STR typing method.

Materials
Buccal swabs were collected in two sets on cotton swab 
sticks (Hagmed). Undiluted and diluted blood sam-
ples were applied to 4N6 FLOQSwabs® Crime Scene 
swabs (Copan Diagnostics). All swabs were allowed 
to dry completely at room temperature. Peripheral 
blood samples were collected into Vacutest® tubes 
containing EDTA (Kima SAS Di Chiarin Renzo & C).

Methods
RapidHITTM 200 protocols and data analysis
Samples were processed with the RapidHITTM 200 
DNA Human Identification System, serial number 
RH200-0044, integrated with GeneMarker® HID Auto 
software v. 2.7.3 (SoftGenetics® for IntegenX), using 
the GlobalFiler® Express -7sample cartridge kit (Ther-
mo Fisher Scientific) amplifying 24 STR markers. The 
process of sample genotyping with the RapidHITTM 
200 was performed according to the manufacturer’s 
instructions using the ‚Run Other Samples’ protocol, 
except for buccal swabs, for which the ‚Run Buccal’ 
protocol was selected. The ‚Run Other Samples’ pro-
tocol has two more rounds of PCR cycles than the 
‚Run Buccal’ protocol in order to increase the effi-
ciency of genotyping of biological traces which often 
contain lower amount of template DNA compared to 
buccal swabs samples (Thong et al., 2015). Data anal-
ysis was performed using GeneMarker® HID software 
v. 2.9.5 (SoftGenetics® for IntegenX). STR-validator 
ver. 2.2.0 (RStudio package ver. 3.6.0) was used for 

statistical analysis of the results, including prediction 
of drop-out probability. In establishing the analytical 
threshold (AT), the baseline in the negative control 
samples was investigated individually for each fluores-
cent dye channels. In all colour channels same pull-up 
peaks were observed, which could be attributed to the 
high signal of the size standard in the absence of com-
peting STR amplicons. After manual analysis, these 
peaks were deleted and not included in the calcula-
tion. Based on the limit of quantitation (LOQ) which is 
the mean of background noise plus ten standard devi-
ations, the minimum analytical threshold to distinguish 
a true allelic peak from baseline noise was determined 
(Gilder et al., 2007). The minimum threshold were thus 
determined: 23 RFU for 6-FAMTM, 28 RFU for VICTM, 
33 RFU for NEDTM, 28 RFU for TAZTM and 44 RFU for 
SIDTM. The analytical threshold was conservatively set 
at a common level of 50 RFU for all dye channels for 
the manual analysis conducted in this validation study. 

Traditional STR typing protocols and data ana-
lysis
To compare the results generated with the RapidHITTM 
200 system, samples were processed using standard 
STR typing methods involving isolation with the Auto-
Mate ExpressTM Forensic DNA Extraction System and 
the PrepFiler ExpressTM Forensic DNA Extraction Kit 
(Applied Biosystems), giving a final extract volume of 
50 µl. Each sample was quantified in duplicate using 
the Plexor® HY System kit (Promega). Amplification 
was carried out using the GlobalFiler® PCR Amplifica�-
tion Kit (Thermo Fisher Scientific) and electrophoret�-
ic separation was carried out using the ABI PRISM® 
3130xL Genetic Analyser (Applied Biosystems). DNA 
profile analysis was carried out using GeneMapper® 
ID-X v1.4 (Applied Biosystems), with the 50 RFU ana�-
lytical threshold.

Sensitivity and stochasticism studies
Sensitivity of the method was evaluated by processing 
of blood samples in dilutions of equivalent to 0.5 μl, 
0.25 μl, 0.125 μl of blood per sample and undiluted 
blood samples of: 6 μl, 5 μl, 4 μl, 2 μl and 1 μl. The 
test was performed in several replicates, following as 
shown in Table 1.

Blood samples were collected from two individ-
uals (samples A and B) and the respective volumes 
were applied to cotton swabs and allowed to dry com-
pletely overnight. To determine the average quantity 
of DNA input in each blood volume, a similar set of 
samples was extracted with a traditional method, us-
ing the PrepFilerTM Forensic DNA Extraction Kit, and 
the amount of DNA was determined in three repli-
cates, using the Plexor® HY System kit (Promega), 
with the Applied BiosystemsTM 7500 Real-Time PCR 
instrument according to the manufacturer’s protocols. 
The above dilutions were used to determine the small-
est amount of blood sufficient to generate a full DNA  
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profile with the RapidHITTM 200, and to evaluate the 
stochastic effects resulting from low DNA template 
used for PCR. Allelic drop-out in profiles was observed 
and average peak height per locus was determined. 
Peak height ratio (PHR) between heterozygous alleles 
was calculated by dividing the lower allele peak height 
by the higher allele peak height.

Tab. 1. Blood sample dilutions performed in the sensitivity 
study

Blood volume 
per sample [μl]

Number  
of replicates
for sample A

Number  
of replicates
for sample B

6 2 -

5 3 2

4 3 3

2 3 2

1 3 2

0.5 3 2

0.25 2 2

0.125 2 2

DNA mixture study
A mixture study was performed to verify if the Gen-
eMarker® analytical software integrated with the 
RapidHITTM 200 would appropriately flag a sample 
that might be a mixture of genetic material. Mixture of 
two blood samples from a man and a woman was ex-
amined at the following ratios: 1:1, 1:2, 1:4 and 1:8, 
while maintaining the total blood volume constant at 
5 μl for all mixtures. Each mixture was tested in three 
replicates.

Precision and cross-contamination studies 
Precision study was performed by 11-fold process-
ing a blood sample (50 µl each) from one individual 
over three consecutive runs and by analysis of 10 al-
lelic ladders generated from 10 separate runs. As an 

acceptance criterion for precision a standard deviation 
for size of each allele was used, which should not ex-
ceed 0.5 bp (ENFSI, 2010; SWGDAM, 2016). To as-
sess the possibility of potential cross-contamination 
between cartridge channels and consecutive instru-
ment runs, blood samples were arranged alternately, 
separated by negative control samples, as shown in 
Table 2. 

Efficiency and concordance studies
Blood swabs, sperm swabs, saliva swabs, hair, che-
wing gum, cigarette butts, swabs from the necks of 
empty water bottles, postage stamps, swabs from 
mobile phones, swabs from firearms owned by police 
officers (who were laboratory staff) and swabs from 
the inside of used gloves were used to evaluate the 
effectiveness of generating DNA profiles from different 
biological sample types. From each type of the above 
listed types of materials five samples were collected  
and the traces on particular type of material originated 
from a single donor. Three samples from each set were 
processed with the RapidHITTM 200 and two samples, 
for comparison, were tested in parallel using standard 
protocol, determining the percentage of alleles detec-
ted for each type of material. Dried chewing gums were 
whole placed in the wells. The tipping paper of the ciga-
rette butts and postage stamps measuring 3 cm x 2 cm  
(previously licked and dried) were cut into 0.5 cm  
x 0.5 cm fragments, pricked on sterile needles and pla-
ced in the sample wells. Fragments of cigarette butts 
and postage stamps measuring 1 cm x 1 cm were col-
lected for processing according to the traditional proto-
col. The chewing gum was cut in half, and both halves 
were examined separately. Swabs from the entire sur-
face of mobile phones, firearms, the inside of gloves 
and from the necks of bottles were collected using mo-
istened swabs and were allowed to dry completely at 
room temperature. To further evaluate concordance of 
the results, 34 buccal swabs were profiled in parallel 
using the RapidHITTM 200 and according to the stan-
dard protocol.

RUN well 1 well 2 well 3 well 4 well 5 well 6 well 7 well 8

1
50 µl 

of blood
negative 
control

50 µl 
of blood

negative 
control

50 µl 
of blood

allelic 
ladder

50 µl 
of blood

negative 
control

2
negative 
control

50 µl 
of blood

negative 
control

50 µl 
of blood

negative 
control

allelic 
ladder

negative 
control

50 µl 
of blood

3
50 µl 

of blood
negative 
control

50 µl 
of blood

negative 
control

50 µl 
of blood

allelic 
ladder

50 µl 
of blood

negative 
control

Tab. 2. Arrangement of samples for a cross-contamination study performed with the RapidHITTM 200 system
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Stutter
Complete, good-quality DNA profiles generated from 
the concordance and efficiency studies, were used to 
calculate stutter ratio to parent peak in each locus. To 
detect stutter peak heights, the AT threshold in Gene-
Marker® was set at 50 RFU and the stutter filters were 
lowered to 1%. The proportion of stutter product rela-
tive to the main allele was measured by dividing the 
height of the stutter peak by the height of the associ-
ated allele peak, and the result expressed as a per-
centage.  

RESULTS
Sensitivity study
The sensitivity study consisted of determining the min-
imum volume of blood needed to generate a full DNA 
profile, with RFU of alleles above the designated ana-
lytical threshold. Table 3 shows the average DNA con-
centration in each of the blood volumes tested.  

Tab. 3. Results of the quantitative evaluation of DNA in each 
of the blood volumes tested in the sensitivity study

Blood volume (μl)
Average DNA 

concentration ng/μl

6 7.6

5 7

4 5.5

2 3

1 1.5

0.5 1.2

0.25 0.5

0.125 0.3

As shown in Figure 1, complete autosomal STR 
profiles were generated with 2 μl, 5 μl and 6 μl of 
blood, corresponding to an average of 3 ng, 7 ng and 
7.6 ng of DNA per sample. Among the six results of 4 μl 
blood, one dropout was observed. However, it should 
be noted that complete profiles could be obtained with 
as little as 1 μl of blood (1.5 ng DNA) (Figure 2). For 
the range of 0.5 - 0.125 μl blood, an increase in the 
number of undetected alleles, i.e. amplified below the 
accepted analytical threshold, was observed. 

Peak height ratio
The peak height ratio at each heterozygous locus 
was determined based on complete heterozygous loci 
generated from different volumes of peripheral bloods 
ranging from 6 μl to 0.125 μl and plotted (Figure 3) 
against blood volume (µl).

  A calculated peak height ratio at each heterozygous 
locus below 60% was considered a significant increase 
in disproportion (ENFSI, 2010). This threshold was 
marked on the diagram with a blue line, thus separating 
observed loci with high PHR (above the line) from loci 
with low PHR (below the line). The results indicate that 
for a sample blood volume range between 5 and 6 µl, 
all determined loci showed PHR at the recommended 
level. With 4 µl of blood in the sample, approximately 
12% of loci showed a degree of imbalance in the PHR, 
24% of loci were imbalanced - with 2 µl of blood in the 
sample. With 0.5 µl of blood 39% of loci were observed 
to be imbalanced. The above observations give rise to 
the conclusion that, as DNA template levels decrease, 
uncertainty of the genotype determination increases, 
because a pair of alleles may be represented unequal-
ly, due to the phenomenon of preferential amplification 
of lower molecular weight alleles.

The inter-locus balance, also referred to as locus 
balance (Lb), is an important feature of a DNA typing 
kit and is defined for all loci in the kit. In a perfectly 
balanced kit, the total peak height at each locus in a 
single source DNA profile should be equal. Hence, it 
is easier to discover and interpret e.g. rare alleles that 
fall outside the marker ranges, drop-out phenomena or 
degraded DNA (Hansson et al. 2014). The inter-locus 
balance was calculated by dividing the sum of peak 
heights at a locus by the sum of all peak heights in a 
given profile. The average Lb per marker ranged from 
0.02 to 0.12 (D8S1179 and TH01). In contrast, the op-
timal Lb for GlobalFiler® Express System should be 

Fig. 1. Heat map showing the observed allele and locus 
drop-out events by amount of blood input noted in profiles 
obtained from different volumes of bloods ranging from  
6 μl to 0.125 μl on the RapidHITTM 200 run with GlobalFilerTM 
Express Kit chemistry. Each column represents a result for  

a single sample. Rows represent results for a given locus 
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0.047 (1/21). Fig. 4 shows the Lb by the average peak 
height of a given locus, while Fig. 5 shows the Lb by 
box plots representing the individual loci. In these dia-
grams, it can be observed that the alleles of the TH01 
and D22S1045 amplify with higher efficiency compared 
to the alleles of the other loci in the profile, especially 
for samples with low levels of DNA.

Stochastic threshold and drop-out probability study
The stochastic nature of PCR inevitably lead to an im-
balance between the two amplified alleles of heterozy-
gous loci. An extreme effect of heterozygous imbalance 
(resulting from the so-called ‘stochastic effects’) is the 
drop-out phenomenon (Gill et al., 2012). This phenom-
enon refers to the absence of one (allele drop-out) or 
both alleles (locus drop-out) in one or more loci in the 

Fig. 2. A complete STR profile obtained from 1 μl of blood processed on the RapidHITTM 200 using GlobalFilerTM Express kit

Fig. 3. Figure showing peak height ratio at each heterozygous locus plotted by the amount of blood in the sample (µl) tested 
within the range of 6 µl to 0.125 µl. PHR is presented as percentage. Data come from 279 heterozygous loci analyzed on the 

RapidHITTM 200. The horizontal blue line represents acceptable minimum PHR
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DNA profile. A drop-out phenomenon can occur due to 
the absence or presence of too few DNA template mol-
ecules in PCR to elicit a signal in the capillary electro-
phoresis or to exceed the laboratory-established Limit 
of Quantification (LOQ). 

In Figure 6, heterozygous alleles with drop-out of 
the sister allele are marked with dots. The highest 
peaks with drop-out of the sister allele were: 279 RFU 
for blue dye (observed in CSF1PO), 302 RFU for green 
dye (observed in D18S51), 593 RFU for yellow dye 
(observed in D2S441), 363 RFU for red dye (observed 
in D13S317) and 200 RFU for purple dye (observed in 
D1S1656). 

Using the scored drop-out events and the peak 
heights of the surviving alleles in the heterozygous 
loci, the probability of drop-out was modeled using 
logistic regression (Figure 7). This way, a stochas-
tic threshold (ST) was determined, which minimizes 
the risk of erroneous designation of a heterozygous  

locus as a homozygote. At a probability of dropout 1%, 
the stochastic threshold is 552 RFU. A conservative 
stochastic threshold was set at 827 RFU. Above this 
threshold, it is reasonable to assume that no dropout 
of the sister allele has occurred at the locus. The differ-
ence between the analytical and stochastic threshold 
determined is that a peak with a signal above the ac-
cepted AT is attributed to an allele of the STR locus, 
rather than a non-allelic peak derived from baseline 
noise, whereas a peak with a signal above ST at the 
STR locus is identified as the homozygous genotype 
for that locus.

Mixture study
Analysis of the mixtures of blood samples from a man 
and woman, showed that the samples were determined 
correctly as mixtures of genetic material, thus requiring 
further expert review. Both components of the DNA 
mixtures combined in a 1:1 ratio were identified with 

Fig. 4. Inter-locus balance calculated as a proportion of the total locus peak height and the total profile peak height plotted 
by the average peak height of the locus. Data were derived from complete profiles obtained from different volumes of bloods 
ranging from 6 μl to 1 μl on the RapidHITTM 200 run with GlobalFiler® Express Kit chemistry. DYS391 and AMEL were excluded 

from the test
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100% efficiency at each locus. The minor component 
with male genotype was detected in all other mixtures 
at 96.7%. Figure 8 illustrates the results of mixture 
study of two blood samples combined in ratios of 1:1, 
1:2, 1:4, 1:8, with alleles of the minor component indi-
cated with an asterisk.

Precision study 
Precision of the method was analyzed by assessing 
the variation in results when the same sample and al-
lelic ladder were repeatedly determined, and included 
assessment of the accuracy and reliability of genotyp-
ing. This study was conducted by generating 11 repli-
cates from one known blood samples. For each allele, 
the standard deviation of its size did not exceed the 
recommended value of 0.5 bp and ranged from 0.03 
to 0.11 bp. All measured alleles were within a ±0,5 bp 
window around the measured size for corresponding 
alleles in the allelic ladder. Analysis of 10 allelic lad-
ders confirmed that all measured alleles repeatedly 
reached similar size, with a recommended accuracy of 
0.5 bp (Figure 9). Microvariants differing by a single 
base pair at smaller fragments (e.g. D2S441 - 95.6, 
96.5 bp) and microvariants differing by two bases at 
larger fragments (e.g. SE33 - 372.6, 374.6 bp) were 
clearly resolved. The allelic set in the allelic ladder for 
larger markers, e.g. SE33 and FGA, does not include 

account microvariants that differ by a single base, 
which remains the standard for allelic ladder design in 
the STR multiplex systems.

Cross-contamination study
Spatial separation of pre-amplification and post-ampli-
fication areas of a forensic DNA typing laboratory is 
a common and effective method to reduce contami-
nation. The fact that the RapidHITTM 200 contains all 
parts of the process within a single instrument means 
that pre- and post-amplification areas exist in the same 
physical space. Therefore, tests were carried out to 
check for potential contamination due to material trans-
fer between individual cartridge channels, as well as 
between individual runs of the instrument. The results 
showed no called alleles in any of the blank channels 
demonstrating no cross contamination occurs within a 
run or from run-to-run. No evidence of contamination 
occurred in any of the remaining parts of the validation 
study for negative controls or DNA containing samples.

Efficiency and concordance studies
To assess the effectiveness of generating DNA profiles 
from different crime scene samples, a set of commonly 
encountered forensic samples was tested. As shown 
in Figure 10, RapidHITTM 200 was able to process fo-
rensic samples, which generally contain large amounts 

Fig. 5. Box plots showing the interquartile distributions  
of inter-locus balance for each STR locus analyzed on the 
RapidHITTM 200. Data were derived from complete profiles 
generated from different volumes of bloods ranging from 6 μl 

to 1 μl with GlobalFilerTM Express Kit chemistry

Fig. 6. Dot plot showing drop-out events for 58 heterozygous 
locus where the phenomenon occurred. The dots indicate the 
peak heights of heterozygous alleles which drop-out of the 
sister allele. Data were derived from profiles generated on 
the RapidHITTM 200 from blood tested within a range of 6 μl 

to 0,125 μl using the GlobalFilerTM Express kit
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of DNA, such as blood swabs, sperm swabs and saliva 
swabs with 100% success rate. With respect to chew-
ing gum, cigarette butts, single plucked hairs, postage 
stamps and swabs from bottle necks, the RapidHITTM 
200 generated: 98%, 87%, 75%, 92% and 87% suc-
cess rate, respectively, based on the number of alleles 
called. No genetic profiles were obtained from touch/
contact traces such as swabs from mobile phones, 
swabs from firearms and swabs from the inside of la-
tex gloves, compared to tests performed according to 
the standard genotyping  protocol, where full genetic 
profiles were generated in each case. 

The resultant profiles from forensic samples and 
reference samples proceeded with the RapidHITTM 200 
were 100% concordant with profiles generated with 
GlobalFiler® kit according to standard protocol. 

Stutter
Stutter ratio was determined on 46 different individ-
uals and their complete profiles (sex markers were 

excluded from the study). Figure 11 shows average 
and maximum ‘– repeat’ stutter and ‘+ repeat’ stutter 
reported as a percentage of the parent peak for each 
locus. The stutter range across all loci measured on 
the RapidHITTM 200 was comparable to that indicat-
ed by the GlobalFiler® Express kit manufacturer. The 
heights stutter ratio were observed for ‘– repeat’ stutter 
for D12S391 and SE33. In Figure 12, an overall in-
crease stutter ratio can be observed with increasing al-
lele size in individual STR markers. The average peak 
height ratio at heterozygous loci was about 88% and 
ranged from 82% to 93%.

CONCLUSIONS
The RapidHITTM 200 is a mobile instrument that offers 
fast forensic DNA analysis within two hours, with min-
imal user intervention and in a location where an en-
vironmentally controlled laboratory setting is not avail-
able. As validation studies have shown, the instrument 
can produce quality STR profiles from buccal swabs 

Fig. 7. Predicted drop-out probability as a function of peak height of the present-allele height from a pair of sister alleles in  
a heterozygous locus as modelled by logistic regression. The red shaded part marks the 95% confidence interval of the  
drop-out probability. Observations of heterozygous loci without drop-out of the partner allele are shown as points at P = 0,  

while observations of heterozygous loci with drop-out of the partner allele are shown as points at P = 1 
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Fig. 8. Results of mixture study of two blood samples combined in ratios of 1:1, 1:2, 1:4, 1:8 for loci in green dye channel. 
Alleles of the minor component are indicated by the asterisk  

Fig. 9. Sizing precision plot for 10 GlobalFilerTM Express allelic ladders analyzed on the RapidHITTM 200. Box plots show 
deviation from the mean (in base pairs) plotted by marker and allele
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and from various types of crime scene samples con-
taining, in principle, large amounts of DNA, such as 
blood, sperm or saliva. The results of the blood dilu-
tion series showed that 5 μl of blood (approximately 7 
ng of DNA) is needed to generate full autosomal STR 
profiles. Low peak height ratio between heterozygous 
alleles resulting in allelic dropouts, were observed only 

in case in which the volumes of blood were lower than 
noted above. GlobalFiler® Express data from profiles 
produced according to standard protocol were 100% 
concordant with those generated with the RapidHITTM 
200 using the ‘Run Buccal’ and the ‘Run Other Sam-
ples’ protocols. Evaluation of the profiles obtained 
from the RapidHITTM 200 during precision and stutter 

Fig. 10. Efficiency study using a variety of biological samples processed with the RapidHITTM 200 and the standard protocol. 
Data are presented as percentage of determined alleles 
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studies confirmed the ability of the instrument to gener-
ate profiles in a reproducible and reliable fashion with 
no evidence of contamination. The analytical software 
of the RapidHITTM 200 correctly flagged DNA mixture 
at 1:8, which is sufficient to indicate when a sample 
may be a mixed profile.

However, the present study has demonstrated that 
the RapidHITTM 200 does not exhibit equivalence in 
sensitivity compared to standard protocol when pro-
cessing samples with low levels of genetic materi-
al, such as cigarette butts, postage stamps, plucked 
hair. The lower sensitivity of the instrument excludes 
its ability to analyze touch/contact DNA samples. No 
profiles were obtained from any trace swab collected 
by swabbing the entire surface of mobile phones, fire-
arms and the inside surface of latex gloves, whereas 
the standard protocol generated 100% success rate 
for each of the above traces. 

Given the limitations mentioned above, it must be 
concluded that the RapidHITTM 200 instrument can be 
a useful tool to complement conventional identification 

methods used in accredited genetic laboratories, but it 
cannot replace them. However, in situations where it is 
extremely important to quickly determine DNA profiles, 
and, for example, to search a DNA database to identi-
fy a perpetrator, this instrument has advantages over 
conventional methods. The instrument can be operat-
ed by non-specialized personnel, following appropriate 
training to know how to insert samples into the cartridg-
es and how to operate the instrument. Each time, a 
forensic genetic expert or qualified analyst should de-
termine whether the DNA profile determined with the 
RapidHITTM 200 is suitable for search against national 
and international DNA databases.

When assessing the possibility of accrediting this 
instrument as a mobile laboratory for the analysis of 
biological traces directly at the crime scene, the fol-
lowing provision of EN ISO/IEC 17025:2018 (clause 
6.3.5) should be taken into account: “When the labo-
ratory performs laboratory activities at sites or facilities 
outside its permanent control, it shall ensure that the 
requirements related to facilities and environmental 

Fig. 12. Stutter ratio as a function of parent allele at each locus. GlobalFiler® Express data from 46 complete profiles 
generated with the RapidHITTM 200
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conditions of this document are met”. This provision 
imposes the need to ensure that:
•	 the environmental conditions of conducting tests as 

well as laboratory facilities will not adversely affect 
the validity of results; 

•	 the procedure will drawn up which will include re-
quirements for ensuring environmental conditions 
necessary for carrying out tests at sites or facilities 
outside its permanent control;

•	 the laboratory will monitor, control and record envi-
ronmental conditions in accordance with appropri-
ate procedures when these affect the validity of re-
sults of tests carried out at sites or facilities outside 
its permanent control.  
Consequently, extending the scope of method ac-

creditation to include tests carried out directly at the site 
of an incident requires extending the scope of validation 
to include a number of additional parameters (e.g. with 
regard to robustness to external factors, determination 
of components affecting measurement uncertainty). 
Preparation of documentation on monitoring environ-
mental conditions, ensuring the quality of test results 
and handling samples would be necessary, also.   

Source of figures and tables: authors
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