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Criticita nelle analisi )

Generare un profilo genetico

| campioni reali

| campioni con basso

numero di copie

La contaminazione




Una definizione della Criminalistica

Mantovani, nel 1979, ha definito la Criminalistica come “quella particolare tecnica
dell’investigazione criminale che studia il complesso dei mezzi, suggeriti dalle varie
scienze, per |'accertamento del reato e la scoperta dell’autore ed alla quale appartiene
una massa di nozioni di medicina legale, di dattiloscopia, di antropometria, di balistica

o

giudiziaria, di grafometria, di tossicologia forense .....” in essa, dunque, confluiscono
scienze e discipline, autonome ed indipendenti I'una dall’altra, con un comune oggetto
di indagine rappresentato dalla scoperta del reato, dell'autore e spesso anche alla

individuazione della vittima”.



La criminalistica e la genetica forense )

. la dattiloscopia
. la balistica

. la grafologia

. indagini merceologiche
. indagini fisiche
. indagini chimiche
. indagini biologiche
. indagini genetiche
. indagini medico-legali

. tecniche particolari




Cosa avviene nei nostri laboratori? ’

DNA Extraction/ DNA Quantification Normalization &
Purification STR PCR
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Nessun analista puo vedere il DNA e siamo quindi costretti a
usare un metodo che ci aiuti a capire come e fatto.

Quindi NON analizziamo il campione reale, ma una sua
riproduzione in vitro generata tramite la PCR.



Generare un profilo genetico —i campioni ideali

D3

VWA

D8

D21

D18

THO1

FGA

D1S1

D254

D10S

D12S

Ame

Cam

15, 16

17,18

12,13

29, 30

15, 16

6, 9.3

21,22

15, 16

11,14

13,14

18, 19

XY




Vediamo l'esito della PCR con |'elettroforesi capillare S ’

Difficolta interpretative con strumenti SRR
di vecchia generazione -

Locus THO1
allele 9.3 freq. 25% IEI
allele 10 freq. 3%

1 sola base di differenza tra i due alleli

Identita di genotipi Traccia B >

o sdoppiamento del

EE|
0
picco allelico in B?
Traccia A -




Prodotti stutter ’

» Prodotti stutter — sono prodotti allelici di una ripetizione piu corta dell’allele di
riferimento, dovuti a slippage della polimerasi durante I'amplificazione.

» Nelle normali condizioni di PCR (28-30 cicli) I'area del picco della stutter non
supera il 15% dell’area del picco di riferimento.

Meccanismo per la formazione di stutter
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Stutter
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Alleli spuri — fenomeno del drop-in allelico

» Alleli spuri — sono alleli accessori che possono formarsi per vari motivi

(errori della Polimerasi, presenza di contaminanti, scarsa quantita di
DNA...).

» Possono essere svelati da una successiva riamplificazione del campione
poiche un allele spurio ha una probabilita non superiore allo 0,3% di
essere amplificato in successivi esperimenti.

D21S11 D7S5820
blu




Allele e locus drop-out ’

Consiste nella perdita di alleli o di loci durante I'amplificazione poiche la
PCR tende ad amplificare meglio gli alleli e i loci a piu basso peso molecolare.

Aumenta al diminuire della quantita di DNA
iniziale e puo anche essere dovuto: ___opiess3s | [

-Des1338

1) alla degradazione del DNA che rende la PCR
refrattaria a rompere i legami in entrambi i
filamenti

2) all’inaccessibilita del DNA templato a causa
delle condizioni imperfette di PCR o
dall’incompleta lisi cellulare (Piyamongkol W.
et al. Mol Hum Reprod 2003, 9; 7:411-420)

1 I

1 ng DNA 0,05 ng DNA (50 pg)




Sbilanciamento dei picchi g ’

» siintende una asimmetria dei picchi degli eterozigoti che trova origine nelle
stesse alterazioni della cinetica di amplificazione che determina il fenomeno
del drop-out:

(Oa— ®b)/ ®a>0,2dove @a = area del picco pil grande
®b = area del picco piu piccolo

Aumenta al diminuire della quantita di DNA iniziale




Valutare la performance del sequenziatore ’

Forensic Science Inbernational ! Genslics Supplement Series 3 (2011) e1Bd-e185

AR Rt Contants lists available at SciencaDirect
Fed e 1A
15 Forensic Science International: Genetics Supplement Series
IEFR journal homepage: www.elsevier.com/locate/FSIGSS —

NIST validation studies on the 3500 Genetic Analyzer

Erica LR. Butts *, Margaret C. Kline, David L. Duewer, Carolyn R. (Becky) Hill,
John M. Butler, Peter M. Vallone

LS. Naviaial Insrirutre of Standands and Technology, Caithersbirg MD, 54

Definire la soglia analitica (Limit of Detection LOD) cioe quel limite che
consenta di identificare un allele dal rumore di fondo dello strumento
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Valutare la performance del sequenziatore ’

DNA typing and threshold setting

Bruce R. McCord

International Forensic Research
Institute

Florida International University
mccordb@fiu.edu
www.fiu.edu/~mecordb

Definire la soglia stocastica (Stochastic Threshold ST) cioe quel valore
al di sopra del quale e ragionevole pensare non sia avvenuto un drop

out allelico
One allele peak above the

detection threshold and
160RFUs one bE|DW

Stochaistic limit
............................... 150 RFUs

130 RFUs

Detection limit

EEEEEEEEEEEEEN SU RFUS




Valutare |la performance del sequenziatore ’

DNA typing and threshold setting

Bruce R. McCord

International Forensic Research
Institute

Florida International University
mccordb@fiu.edu
www.fiu.edu/~mecordb

Definire la soglia di linearita (Limit of Linearity LOL) cioe il punto di
saturazione del detector della strumentazione utilizzata

Off-scale peaks




Conoscere bene i limiti delle nostre tecniche

Useful Range of an Analytical Method

linearity

limit of LOL

i ~5_7000 RFUs

limit of
quantitation/
stochaistic
threshold

LOQ/STO
limit of
detection | |

LOD | |

Instrument Response

~50RFUs |-~ { PM200RFUS  Dynamic Range i

-~ -+ +—t el

LOD = 3x SD of blank Concentration of Sample
LOQ = 10x SD of blank
STO = peak balance threshold



Criticita nelle analisi )

| campioni reali

» | reperti sono consegnati al
laboratorio in confezionamenti
idonei, dopo essere stati raccolti
sulla scena dei fatti, interi o
prelevati generalmente
mediante tamponi sterili.

» | campioni di riferimento
vengono assunti mediante
prelievo o tramite oggetti
abbandonati (mozziconi di
sigarette, bicchieri, ecc.)

- http://projects.nfstc.org/gallery/main.php?g2_itemld=749



e COSI...
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Non sempre




Inibitori della PCR e loro origine ’

INIBITORE DELLA PCR FONTE

Eme (ematina) Sangue

Melanina Tessuti e capelli
Polisaccaridi Feci, materiali vegetali
Sali biliari Feci

Acidi umici Terreno

Urea Urina

Coloranti indaco Tessuto jeans
Collagene Tessuti

Mioglobina Tessuto muscolare
loni calcio Ossa e denti

- Tradotta da: John M. Butler, Advanced Topics in Forensic DNA Typing: Methodology. 2012, Elsevier, USA.



D351358

| campioni reali

vWA

Painting the target around the matching profile: the Texas
sharpshooter fallacy in forensic DNA interpretation

WILLIAM C. THOMPSONT

Department of Criminology, Law and Society,
University of California, Irvine, CA 92697, USA

FGA

OL Allele ?|

E?J 0L Allele ?]

[59) 5] [143)
Defendant | D3S1358 vWA FGA
Tom 17,17 1517 25,25
Dick 12,17 15,17 20,25
Harry 14,17 15,17 20,25
Sally 12,17 15,15 20.22

FIG. 2. Electropherogram of a saliva sample and four suspect profiles.



Criticita nelle analisi

i | campioni con basso

What might be sampled
by the PCR reaction...

S - 8. numero di copie

J Forensic Sci. 1999 Now,d501270-2.

A S'fstematic anal'fsis of secnndaw DNA transfer.
Ladd C1, Adamowicz M, Bourke MT, Scherczinger C&, Lee HC.

+ Author information

Abstract

The Mature [etter by B, van Carschot and M. Jones (1) addressed two topics: the primary transfer of DA from person to person ar o
various aohjects, and the secondary transfer of DA through an intermediary. Faorensic scientists hawve described the primary transfer of
CrHA and other hiological evidence far many years. Howewver, the authors also reported detecting secondary transfer of DMA from an
ohjectto a person's hands, which could adversely affect DA tvping in the forensic context. The prospect of secondary transfer raises
fuestions of interest to both the legal and forensic communities. Therefore, we sought to evaluate parameters potentially leading to
secondary DMA transfer. Cur data do not support the conclusion that secondary transfer will compromise DRA typing results under
tpical forensic conditions.

FRAID: 10522367 [Fubhed - indexed for MEDLIME]

Teoria di Locard (Locard Transfer Theory) inizio 1900.

Quando due oggetti vengono in contatto, tracce di uno
sono trasferite all’altro, in entrambe le direzioni. Queste
tracce non possono sempre essere determinabili (dipende
dalla sensibilita del metodo), ma sono sempre presenti.



’attentato di Omagh d

Nel 1998 nella citta di Omagh nell’lrlanda del Nord ci fu un
attentato terroristico nel quale persero la vita 29 persone e 200
furono ferite.

Sean Hoey, un elettricista di 38 anni fu arrestato e accusato di
aver confezionato I'ordigno perché su alcuni pezzi della bomba
fu rinvenuto il suo DNA.

In sequito il Tribunale decise per I'innocenza di Hoey soprattutto
perché la repertazione, la custodia e la
trasmissione dei reperti risultd “avventata” e “frettolosa’.

A seguito della sentenza per piu di 2 anni le analisi DNA Low

Sean Hoey was cleared of all charges relating to L. .
the Omagh bombing In Northen Ireland. copy number non furono accettate dalle Corti inglesi.




Sistemi commerciali per amplificazione multiplex ’

DNA quantification

Importance of Cuantifring the amount of DNA in a sample before amplification allows wou to
qua ntification determine whether or not sufficient DNA is present to permit amplification and to
calculate the optimum amount of DMA to add to the reaction. The optimum ameunt of
DMA for the GlobalFiler® Kit is 1.0 ng in a maximum input volume of 15 pL for
29 PCR cycles. N

N

4.A. Amplification of Extracted DNA in a 25pl Reaction Volume

Materials to Be Supplied by the User

. GeneAmp® PCR System 9700, 96-Well, with a gold-plated or silver-plated sample block or Veriti® 96-Well
Thermal Cycler (Applied Biosystems)

. centrifuge compatible with a 96-well plate

. MicroAmp#® optical 96-well reaction plate or 0.2ml MicroAmp® reaction tubes (Applied Biosystems)
. aerosol-resistant pipette tips

We routinely amplify 1.0ng of template DNA in a 25p] reaction volume using the protocol detailed below.

AN

If too mud'LBNA is added to the PCR reaction, then the increased amount of PCRE
product that is generated can result in:

* Fluorescence intensity that exceeds the linear dynamic range for detection by the
instrument (“off-scale” data). Off-scale data are problematic because:

- Cuantitation (peak height and area) for off-scale peaks is not accurate. For
example, an allele peak that is off-scale can cause the corresponding stutter
peak to appear higher in relative intensity, thus increasing the calculated
percent stutter.

- Multicomponent analysis of off-scale data is not accurate, and it results in
poor spectral separation (“pull-up”) and other artifacts.

* Incomplete A-nucleotide addition.

When the total number of allele copies added to the PCR is extremely low, allelic
dropout can occur resulting in a partial profile.




| campioni con basso numero di copie

High copy number

>20 copies per allele

Copies of Copies of

allele 1

o0

Whatis @@
sampled is ( ]
consistent @@
withthe true @@
amount C T ]
present in the @@
sample C T
o0

o0

Resulting
electropherogram

Complete (and correct) genotype

allele 2

Low copy number
6 copies per allele

True amount

What might be sampled
by the PCR reaction...

O
. . OR .
. . Extreme allele
imbafance
Allele imbalance Allele dropout



Aumentare il numero di cicli di PCR? ’

Severe Peak Allelic High Allelic
Imbalance Drop-out Stutter Drop-in
[T — T — 7T —
180 158 e e A6 10
30% peak 16 allet
i i dllele
height ratio B4 stutterh drop.n
14 allele \‘ ‘ l

drop-out l ‘

ﬁ =

| .
1
i I

kg

[BH=

)

Identifiler®, 30 pg  Identifiler®, 30 pg Identifiler®, 10 pg  Identifiler®, 10 pg
Coreact DNA, 31 cycles DNA, 31 cycles DNA, 31 cycles DNA, 31 cycles

genotype: 10,11 12,14 12,13 18,19

Figure 1. Stochastic effects that randomly cccur when FCR amplifying low amourts of ONA using an
increased number of FCR cycles, The STR-typing kit, amount of DA and number of PCR eycles along
with the correct genotype for each example are listed at the bottom. For fufther infarmation, see

- www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/LTDNA.htm



http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/LTDNA.htm

Preferibile amplificare piu volte il campione ’

Typical LCN Procedure

Extract DNA from

Quantify Amount of
DNA Present

Perform
3 Separate PCR
Amplifications

Interpret Alleles Present

Develop a Consensus Profile
(based on replicate consistent results)

Corso di Alta Formazione in Genetica Forense




Ripetute analisi di campioni con basso numero di copie

Table 2. Results of Six Replicate PCR Tests of a Sample Under Low Copy Number Analysis Conditions Compared to the Control Sample
Amelo D19 D3 D8 THO VWa D21 FGA D16 D18 D2

CONTROL XX 1414 18,18 1515 743 19,19 28322 20,23 9,12 12,16 17,23

Sample
1 - 14 F - 15F" - - 28322  20F - 16 F' -
2 XF - 18 F 15F° - 19F - - 12 F - -
3 X F’ - - 15F" - - - - - - 17F’
4 XF  14F 18F - — - — - 912 - -
5 X F’ - 18 F - —~ —~ - - - —
[ XF* 14 F -- - - 19F 28322 20F - 12F -

Consensus XF'  14F  18F  15F' - 19F 28322  20F 12F - -

The consensus result is reported, provided that an allele is observed at least twice. If only one allele is observed, then an F’
designation is given to denote the possibility of allele drop-out.

Gill, P. (2002) Role of short tandem repeat DNA in forensic casework in the UK--past, present, and future
perspectives. BioTechniques 32(2): 366-385.

Corso di Alta Formazione in Genetica Forense




Replica di amplificazione di 100 pg di DNA in condizioni standard ’

Budowle B et al. (2009), Validity of Low Copy Number Typing and Applications to Forensic Science. Croat
Med J 2009, 50, 207-216.

Corso di Alta Formazione in Genetica Forense




Criticita nelle analisi )

La contaminazione

«Presenza di DNA da una fonte estranea

al campione che si sta analizzando»




Le contaminazioni

La storia del “fantasma di Heilbronn”

La Polizia in Germania ha ammesso che una donna che stavano ricercando da piu di 15
anni (dal 1993 al 2008) di fatto non esisteva.

Questa “serial killer” era sospettata di 6/8 omicidi, alcune rapine e innumerevoli furti
sulla base di un profilo del DNA costantemente rinvenuto nei sopralluoghi.

weroistein ,
Q e HLAND, i’f\{ﬁm{\kiu Offenbach 1,
\ \Mainzg

Solo dopo molti anni si scopri poi che questo profilo DNA ?,u{faro;mm Heppenhm \f_
femminile era in realta una costante contaminazione, ~ °"";%
introdotta durante i prelievi dei campioni biologici sulle  ~ 5~ Ki"f":@g‘”"'g
scene dei crimini. 7y -

Saarbriicken | Mannheim |

Fu accertato che i tamponi di cotone usati per repertare //]{kp,e,bu,%v

il DNA erano stati contaminati accidentalmente da una /?}L%
donna che li preparava in una fabbrica della Baviera.

Chiamati in giudizio una compagnia si giustifico
dicendo che i tamponi erano intesi solo per uso
medico e un’altra che non era stato richiesto che i
tamponi fossero “DNA free”.

http://news.bbc.co.uk/2/hi/europe/7966641.stm




PRODUCT REVIEW

S Hwn.ﬁ; a'nﬂ' K. Hrguchr

The exquuslr.e sensitivity of the polymerase chain reaction means DNA contamination can ruln an entire experimant,

Tidiness and adherence to a strict set of protocols can avoid disaster.

Shirley Kwok and Russell Higuchi are af the
Departments of Infectious [(Mseases and
Hurfan Ganetics, Cetus Corporation, Emery-
willge, California 94608, U5A. For more infor-
mation, fill in reader serwece nurmbar 100,

i.

2.
3.
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Tips for better PCR

Physically isolate PCR preparations and
products. To prevent carryover of ampli-
fied [MA sequences, we prepare samples
in & separate room or bicsafety hood from
that in witich the reactions are performed,
The UV germidal umps in most biosafety
hoods quickly domage any DNA left on
exposed surfaces, making it unsuitable for
subseguent amphification (G, Sensabawgeh,
personal communication ), and further
climinating the possibility of contaminga-
tion between samples. Separate sets of
supplics and pipetting devices are dedi-
cated for aample preparation and for
sEILNg up reactions,

Avold splashes. Some types of sample
tube have caps that require so much force
1o remove that liguid at the bottom of the
tube may be splashed out. We use caps
that do not require that much effort, and
change gloves of such a splash oceurs. [t s
also a good idea to spin any liquid down
from the sides and top of the closed tube
befre attempting to open it.

Autoclave solutions. We routinely auto-
clave deionized water and those buffer
solutions used in PCR and sample pre-
patation that can be autoclaved wathout
affecting their performance. Autoclaving
under conditions that provide bacterial
decontamination degrades DNA 1o a very
low moclecular weight (N, Arnheim,
personal communication). We alao auto-
clave disposable piperte tips and micro-
centrifuge tubes. Primers, dNTPs and Tag
DMA polymerase cannot be autoclaved.

Use positive displacement plpettes. The
barrel of piperting devices may become
contaminated with aerosols containing
sample DNA, leading to cross-contamina-
tien of samples. To prevent this, we use
positive  displacement  pipeties with

disposable tips and plungers,

I —

Hquot mngﬂnh, We ntu-'udc n.agn:nn mlr.'u
aliguots 1o mimimize the number of
repeated samplings necessary. All reagenis
wsed in the PCR are prepared, divided and
stared i wn wrea that s free of PCR-
amplified product. Similarly, oligonucleo-
tides used for amplification are syntheszed
and punified 0 a PCR  product-frec
environment. It i advisable to record the
lot(s) of reapents used o that if contami-
malion ceours., it can more easily be traced.

“Premix” reagents. When possible, we
mix resgents before dividing them into
aliguots. All PCR reagents can be com-
bined into a “premisture” which can then
be prpetted nte reaction vessels containing
DAL This minimizes the number of
sample transfers and the chances for
sporadic contamination. When dispensing
the mixture, we pipetite a “no DMNA"
negative control last so that it reflects the
total reagent handled.

| Use disposable gloves. Our researchers

| wear gloves and change them frequently,
at the least when entering or reentering

the isolation arca. Changing

area and between samples.

Add DNA last. Non-sample components,
such as mineral oil. pre-mixed dNTPs,
primers, buffer and enzyme, should be
added to the amplification vessels before
sample DNA. This muinimizes cross-
contamination by reducing the number of
oppartunitics for the inadvertent transfer
of DNA. After the addition of DNA, we
cap each tube before proceeding 1o the
next sumple.

Avoiding other pitfalls

The amount of PCR prodect generated is
sometimes  insufficeent,  requiring  re-
amplification after enrichment by gel clec-
trophoresis. If the amount of amplified
target sequence DNA in a particular gel
slice 15 very low, one should be wary of
cross-contamination from analogous PCR
products or plasmid DINA contaning the
target sequence run in other lanes of the
gel. To prevent carryover from equipment
used in previous experiments, gel apparcs-
tus and combs should be soaked in 1 M
HCI to depurinate any residual DNA, new
razot blades should be used o excise cach
gel band, and the surface of the UV trans-
illuminator should be covered with a fresh
sheet of plastic wrap for each gel. Other
potential  sources  of  comtamination
nclude purified restriction lragmenis of
farpet  sequence, dot-blot  apparatus,
microtome  blades, centrifuges, centri-
fugal vacuum devices and dry we or
ethanol aths. Mostof these items are also
amenable to treatment, i necessary, with
1 M HCL

gloves
reduces the possibility of the transfer of
amplifiable DNA from outside the isolation

Avmdlng false positives Wlth PCR

Choose positive and negative controls
carefully. We do not use a highly concen-
trated solution of plasmid DNA containing
the target sequence as our positive control,
because it would introduce as many ampli-
fiable molecules into the sample prepara-
tion arca as a typical PCR. If plasmid
DNA containing the target sequence is
used as a positive control, it should be
diluted substantially. Depending upon the
detection system, as few as 100 copies of
targel may suffice as a positive control.
We include “no DNA™ reagent controls
and negative sample controls with each set
of amplilications. The reagent controls
should contain all the necessary com-
ponents for PCR., except template DNA.

Negative sample controls should not con-
tain target sequences, but should have
gone through all the sample preparation
steps. Choosing negative controls for our
HIV studies was complicated by the fact
that PCR enabled HIV sequences to be
detected from samples which were nega-
tive by all other tests. In the end, we used
samples from low-risk individuals with
well-known historics.

A final caution
If there is any doubt at all about a critical
result, it is best to repeat the experiment
again. The negative controls ‘described
above can rule out reagent contamination,
but cannol guarantee against sporadic
contamination events. Fortunately, the
odds of a sporadic contamination event
ocourming twice the same way are very
low. The net error rate of a series of tests is
also wswally lower than that of a single
trial, even if the sporadic error rate of the
repeated test is higher. PCR is simple and
rapid, and consumes so little of most
samples that repedl experiments can be
performed, even in forensic work”.

Kits for performing PCR are available
from Perkin-Elmer Cewus  under  the
trademark GeneAmp. [}



A final caution
If there is any doubr at all about a critical
result, it is best to repeat the experiment
again. The negative controls described
above can mele out reagent contamination,
but cannot guarantec against sporadic
contamination events. Fortunately, the
odds of a sporadic contamination event
occurring twice the same way are very
low. The net ermor rate of a series of tests is
alse usually lower than that of a single
trial, even if the sporadic error rate of the
repeated test is higher. PCR is simple and
rapid, and consumes so litthe of most
samples that repeal expenments can be
performed, even in forensic work”

Kits for performing PCR are available
from Perkin-Elmer Celps under the
trademark GeneAmp. ]

Una cautela finale

«Se c’e qualche dubbio riguardo un risultato critico, la cosa
migliore € ripetere I'esperimento. | controlli negativi possono
accertare la contaminazione dei reagenti, ma non possono
garantire contro eventi di contaminazione sporadica.
Fortunatamente, la probabilita di un evento di contaminazione
sporadica avvenuta due volte allo stesso modo € molto bassa».
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SCIENCE

Building a Face, and a Case, on DNA

By ANDREW POLLACK FEB. 23, 2015

Articolo 192 c.p.p. Valutazione della prova

DNA SNAPSHUT
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./ Dark O
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Freckles: None [ 20| warwsmuumy | offering DNA
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1. Il giudice valuta la prova dando conto nella motivazione dei risultati

acquisiti e dei criteri adottati.

2. L’ esistenza di un fatto non puo essere desunta da indizi a meno che questi

siano gravi, precisi e concordanti.

Grazie dell’attenzione




