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Criticità nella analisi: stutter, contaminazione, allelic drop out/in, 
materiale degradato 
(reperti cadaverici, preparati istologici, campioni carbonizzati, ...)



Criticità nelle analisi

Generare un profilo genetico

I campioni reali

I 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 l’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

giudiziaria, di grafometria, di tossicologia forense …..“ in essa, dunque, confluiscono

scienze e discipline, autonome ed indipendenti l’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?

Nessun analista può vedere il DNA e siamo quindi costretti a 
usare un metodo che ci aiuti a capire come è 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 TH01 FGA D1S1 D2S4 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 X, Y



Traccia A

Traccia B

Vediamo l’esito della PCR con l’elettroforesi capillare

Locus THO1 
allele 9.3 freq. 25%
allele 10 freq. 3%
1 sola base di differenza tra i due alleli

Identità di genotipi
o sdoppiamento del
picco allelico in B?

Difficoltà interpretative con strumenti 
di vecchia generazione



Prodotti stutter

» Prodotti stutter – sono prodotti allelici di una ripetizione più corta dell’allele di 
riferimento, dovuti a slippage della polimerasi durante l’amplificazione. 

» Nelle normali condizioni di PCR (28-30 cicli) l’area del picco della stutter non 
supera il 15% dell’area del picco di riferimento.
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Meccanismo per la formazione di 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 quantità di
DNA…).

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



Allele e locus drop-out

Aumenta al diminuire della quantità di DNA 
iniziale e può anche essere dovuto:

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

2) all’inaccessibilità 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 ng DNA 0,05 ng DNA (50 pg)

Profilo genetico reale

Consiste nella perdita di alleli o di loci durante l’amplificazione poichè la 

PCR tende ad amplificare meglio gli alleli e i loci a più basso peso molecolare. 



Sbilanciamento dei picchi

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

(Φa – Φb)/ Φa > 0,2 dove     Φa = area del picco più grande

Φb = area del picco più piccolo

Allele 1

Allele 2
Aumenta al diminuire della quantità di DNA iniziale



Valutare la performance del sequenziatore

Definire la soglia analitica (Limit of Detection LOD) cioè quel limite che 
consenta di identificare un allele dal rumore di fondo dello strumento 

AT
AT



Valutare la performance del sequenziatore

Definire la soglia stocastica (Stochastic Threshold ST) cioè quel valore 
al di sopra del quale è ragionevole pensare non sia avvenuto un drop 
out allelico



Valutare la performance del sequenziatore

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



Conoscere bene i limiti delle nostre tecniche



Criticità nelle analisi

I campioni reali

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

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

http://projects.nfstc.org/gallery/main.php?g2_itemId=749



Non sempre è così…



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

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

Ioni calcio Ossa e denti



I campioni reali



Criticità nelle analisi

I campioni con basso 

numero di copie

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 sensibilità del metodo), ma sono sempre presenti.



Nel 1998 nella città di Omagh nell’Irlanda 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 l’ordigno perché su alcuni pezzi della bomba 

fu rinvenuto il suo DNA.  

In seguito il Tribunale decise per l’innocenza di Hoey soprattutto 

perché la repertazione, la custodia e la 

trasmissione dei reperti risultò “avventata” e “frettolosa”.

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

copy number non furono accettate dalle Corti inglesi.

L’attentato di Omagh



Sistemi commerciali per amplificazione multiplex



I campioni con basso numero di copie



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

Aumentare il numero di cicli di PCR?

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


Preferibile amplificare più volte il campione

Corso di Alta Formazione in Genetica Forense



Ripetute analisi di campioni con basso numero di copie

Corso di Alta Formazione in Genetica Forense

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.



Replica di amplificazione di 100 pg di DNA in condizioni standard

Corso di Alta Formazione in Genetica Forense

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



Criticità nelle analisi

La contaminazione

«Presenza di DNA da una fonte estranea 

al campione che si sta analizzando»



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

Le contaminazioni

La storia del “fantasma di Heilbronn”

La Polizia in Germania ha ammesso che una donna che stavano ricercando da più 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.

Solo dopo molti anni si scoprì poi che questo profilo DNA 
femminile era in realtà una costante contaminazione, 
introdotta durante i prelievi dei campioni biologici sulle 
scene dei crimini.

Fu accertato che i tamponi di cotone usati per repertare 
il DNA erano stati contaminati accidentalmente da una 
donna che li preparava in una fabbrica della Baviera.

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





Una cautela finale

«Se c’è qualche dubbio riguardo un risultato critico, la cosa 

migliore è ripetere l’esperimento. I controlli negativi possono 

accertare la contaminazione dei reagenti, ma non possono 

garantire contro eventi di contaminazione sporadica. 

Fortunatamente, la probabilità di un evento di contaminazione 

sporadica avvenuta due volte allo stesso modo è molto bassa». 



Grazie dell’attenzione

Articolo 192 c.p.p. Valutazione della prova

1. Il giudice valuta la prova dando conto nella motivazione dei risultati 

acquisiti e dei criteri adottati.

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

siano gravi, precisi e concordanti.


