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Low copy number: il fattore “quantità” 
nell’impiego giudiziale del DNA



Il profilo genetico 

Identificazione di marcatori genetici polimorfici in grado di fornire un profilo
genetico individuo-specifico a partire da differenti substrati biologici.

Incremento della sensibilità analitica, grazie alla tecnica della PCR (Polymerase
Chain Reaction)

2015



IL PROFILO GENETICO

- Il profilo genetico è un insieme di caratteristiche genetiche acquisite
analizzando specifici punti del DNA definiti nell’ambito di uno
standard internazionale.
- Le metodiche di analisi sono ormai standardizzate e validate
all’interno della comunità scientifica internazionale.
- Sulla base di queste caratteristiche è stato possibile definire banche
dati del DNA.



Il profilo genetico 

Sensibilità analitica incrementata di 6 ordini di grandezza. E’
sufficiente una quantità di materiale biologico 1 milione di volte
inferiore per ottenere un profilo genetico individuo specifico.

E’ possibile tipizzare diversi substrati biologici ed ottenere profili
genetici di alta qualità anche da reperti non recenti.



Il profilo genetico 

P.M. Schneider, GeFI Pavia 2012



Touch DNA

Il DNA è ricavato dal DNA frammentato presente nelle cellule di
desquamazione epiteliale che rimangono sull’oggetto, dopo il
contatto. E’ stata documentata la presenza di CNAs, cell free nucleic
acids, DNA veicolato dal sudore.



Touch DNA

•Se una persona entra in contatto con un oggetto, necessariamente 
lascia proprie cellule? Esistono “buoni donatori” e “cattivi donatori”.
•Se le lascia, è possibile ricavarne il profilo genetico?
•Quanto tempo rimane il DNA sull’oggetto “toccato”?
•E’ possibile il trasferimento secondario?



Touch DNA
•Il DNA è limitato quantitativamente, in quanto deriva da
poche cellule.

• Molto spesso, vi sono molteplici contributori in quanto
l’oggetto è stato utilizzato da più persone.

•I reperti possono essere non recenti, essere cioè relativi
a casi giudiziari datati anche decenni. Vi può essere il
problema della degradazione del DNA.

•Particolare cura deve essere posta nell’analisi di tali
reperti per i pericoli di possibile contaminazione.



Touch DNA
Perché è ora possibile l’analisi di questo tipo di reperti?

Incremento sostanziale  della sensibilità analitica

•dal 2007 in avanti vi è stato un susseguirsi di migliorie tecniche
nello sviluppo di reagenti ed enzimi in grado di aumentare in
modo significativo la sensibilità dei kit utilizzati per le analisi.

•Sviluppo di strumentazione analitica (sequenziatori) (ABI 3500)
con sensibilità analitica 4 volte superiore rispetto a quella dei
modelli precedenti .

•Alcuni laboratori hanno sviluppato protocolli “ad hoc” per
l’analisi di LCN-DNA (aumentando i cicli di PCR).



Touch DNA
L’incremento della sensibilità analitica è una

lama a doppio taglio.

A fronte della possibilità di tipizzare virtualmente ogni tipo di
reperto, vi è una maggiore responsabilità nel riportare risultati
potenzialmente di grande impatto nell’ambito di un
Procedimento Penale.

Tutto questo, alla luce della possibilità di contaminazione e di
trasferimento secondario o terziario.

“Does the presence of a single cell (or even a few cells) in an
evidentiary sample truly have meaning?”
(Butler J.M., 2015, in Advanced Topics in Forensic DNA Typing: Interpretation)



Cos’è il DNA Low Copy Number (LCN-DNA)?
LT-DNA (Low Template DNA)

LL-DNA (Low-Level DNA)
•definizione basata su una quantità:

“the analysis of any  sample that contained less than 100 pg of template  DNA” 
quantità che corrisponde a (circa 15 cellule) 

(Gill  P., FSI, 2000)

•definizione “qualitativa”, basata sull’analisi dei profili genetici

“LCN typing simply can be defined as the analysis of any DNA sample where the 
results are below the stochastic thresold for reliable interpretation”

(Budowle, 2009  http://www.promega.com/geneticidproc/ussymp12proc/contents/budowle.pdf)

•definizione “operativa” basata sulla riproducibilità dei risultati

Se un profilo non è riproducibile in esperimenti indipendenti è un LCN-DNA
(implicito in questa definizione è il fatto che i risultati  non siano frutto di una singola 

amplificazione ma che si ottengano da differenti repliche

http://www.promega.com/geneticidproc/ussymp12proc/contents/budowle.pdf


Perché è così problematica l’analisi in condizioni di DNA 
Low Copy Number ?

•allele drop-out (ADO)
•sbilanciamento degli alleli,

In queste condizioni si possono
generare artefatti analitici in grado
di complicare l’interpretazione dei
profili genetici.

Hill B., NIST, 2009



Perché è così problematica l’analisi in condizioni di DNA 
Low Copy Number ?

Allele drop-in ADI (contaminazione, danneggiamento del DNA)



Perché è così problematica l’analisi in condizioni di 
DNA Low Copy Number ?

ADO ADOADILocus drop-out



Perché è così problematica l’analisi in condizioni di DNA 
Low Copy Number ?

•I profili genetici che si ottengono dall’analisi del “touch DNA”
possono essere di complessa interpretazione.

•Una data traccia può essere stata originata dal contributo di più
soggetti, i quali hanno concorso ad originare la traccia in misura
quantitativamente differente.

•Possono essere contestualmente presenti fenomeni stocastici legati
alla bassa quantità di DNA presente nel reperto



Perché è così problematica l’analisi in condizioni di DNA 
Low Copy Number ?

Contestuale contributo di 
almeno 4 soggetti.

Impossibile la 
deconvoluzione, 

ovverosia l’identificazione 
dei profili genetici dei 

singoli contributori



Cosa si può fare per capire se un profilo genetico LCN è attendibile?

Poiché questi fenomeni artefattuali sono stocastici, cioè casuali, si 
cerca di testare la riproducibilità dei risultati in 

più esperimenti indipendenti

I esperimento

II esperimento

III esperimento

Profilo consensus
10-12

Profilo composito
10-11-12-14

Vengono riportate le caratteristiche 
genetiche che si ripresentano in più del 

50% delle osservazioni

Vengono riportate tutte le 
caratteristiche genetiche osservate



Devono essere condotti studi di validazione all’interno di ogni
laboratorio per la definizione di regole interpretative per il
LCN-DNA. Per ogni kit, devono essere prese in considerazione
variazioni dei protocolli per aumentare la sensibilità del saggio
(maggior numero di cicli di PCR, nested PCR, minore volume di
reazione, WGA prima dell’amplificazione).

Per evitare problemi legati ad eventi stocastici nel corso
dell’amplificazione di LCN-DNA, il profilo consensus
dovrebbe essere ricavato da almeno due/tre amplificazioni
indipendenti (repliche).

SWGDAM- FBI Scientific Working Group on DNA Analysis
Methods, 2010

Quali sono le indicazioni delle società scientifiche internazionali?



Quali sono le indicazioni delle società scientifiche internazionali?

2012

Esistono più opzioni per un
approccio statistico che preveda
l’utilizzo di un di software di
valutazione probabilistica dei
genotipi

International Society for Forensic Genetics



INDAGATO

SOFTWARE  DI 
INTERPRETAZIONE 
STATISTICA



Valutazione dei risultati di un’analisi LCN-DNA

LR (likelihood ratio), ovverosia un rapporto di probabilità,
vengono tipicamente confrontate le ipotesi dell’accusa e della
difesa. Il risultato ottenuto indica quanto è più probabile
un’ipotesi rispetto all’altra.



For complex DNA profile, there is no predominant or overarching standard
interpretation method (Peter Gill, report to the UK Forensic Science Regulator,
2012).

Nessuno è ancora in grado di dire con certezza se nella medesima situazione questi
software forniscono un risultato comparabile.

NON ESISTE UN APPROCCIO GIUDICATO MIGLIORE DI UN ALTRO,
ALL’INTERNO DELLA COMUNITA’SCIENTIFICA INTERNAZIONALE, PER
L’ANALISI DEL LCN-DNA.



Budowle( 2009) suggerisce di
utilizzare il LCN-DNA solo per
sviluppare spunti investigativi
e/o per l’identificazione di resti
umani

Applicando i protocolli operativi
sviluppati nel laboratorio
forense del Chief Medical
Examiner, NY, USA, Caragine
et al. (2009) hanno fornito il
100% di tipizzazioni corrette
relativamente a più di 400 casi
forensi.

Pareri discordanti all’interno della Comunità Scientifica 
Internazionale, circa l’analisi LCN-DNA



In quanti casi, l’analisi di “touch DNA” ha fornito 
profili genetici utilizzabili?

Dati che provengono da presentazioni tenute convegno
dell’American Academy of Forensic Sciences nel 2014 mostrano
un tasso di successo piuttosto basso, attorno al 10%.

Presentazione A110,
Polizia di NYC

Solo il 10% di 9.500 campioni da
“touch evidence swabs” raccolti dal
2007 al 2011 hanno fornito risultati
utilizzabili.

Presentazione A114,
Contea di Allegheny

L’analisi di 56 prelievi da maniglie di
portiere di autovettura ha fornito
risultati attendibili solo in relazione a 6
reperti.



L’analisi del LCN-DNA in Italia 
Tutti i laboratori di genetica forense sia delle Forze dell’Ordine che dei
laboratori universitari analizzano costantemente reperti da “touch DNA”.
Quanti laboratori hanno sviluppato protocolli di validazione di profili
genetici in condizioni LCN-DNA?

La società scientifica nazionale dei Genetisti Forensi Italiani (Ge.F.I) ha
in programma di istituire un tavolo di lavoro “interforze” permanente,
all’interno dell’organo di controllo della Banca Dati del DNA, che
definisca le linee guida per l’interpretazione dei profili LCN-DNA e
profili misti.

Quanti laboratori utilizzano i software
di interpretazione statistica dei profili
genetici complessi? Quali software
vengono maggiormente utilizzati e
con quale consapevolezza?



L’impiego giudiziale del LCN-DNA in Italia

Il caso più importante di valutazione di analisi LCN-DNA in
ambito giurisprudenziale, è quello del delitto di Meredith
Kercher, avvenuto a Perugia nel 2007.

In realtà, in quel caso, più che a profili genetici con artefatti
originati da una bassa quantità di DNA, si è fatto riferimento alla
possibilità di contaminazione dei reperti (coltello, gancetto),
condizione che ha originato profili genetici LCN.



L’impiego giudiziale del LCN-DNA in Italia
Siamo in attesa di conoscere le motivazioni della sentenza di condanna
all’ergastolo dell’esecutore e del mandante dell’omicidio di Mauro Rostagno,
sociologo e giornalista, avvenuto il 26 settembre 1988.

Il processo si è, in gran parte, basato sull’analisi del DNA condotta su
frammenti di un sottocanna del fucile utilizzato per l’omicidio, “esplosi” a
seguito di una modifica dell’arma per aumentarne la potenza.

Si è, quindi, cercato di stabilire se, su tali frammenti, fossero ancora presenti
substrati biologici del soggetto che aveva utilizzato l’arma e se questi fossero
riferibili all’imputato.

L’analisi era complicata dal fatto che almeno 8 soggetti, con sicurezza,
potevano essere entrati in contatto per motivi professionali con i reperti.

I periti hanno concluso che “i dati forniscono un supporto molto forte
all’ipotesi che il DNA dell’imputato sia presente nelle misture
campionate”.



Conclusioni

Esistono solo raccomandazioni operative su come
dovrebbero essere valutati i profili genetici ottenuti da
touch DNA ma NON esiste un modo unico, chiaro e
condiviso di valutare questo tipo di risultati.

La valutazione è lasciata interamente allo scienziato forense
che potrà essere proponso ad interpretare i dati o più cauto,
dipendentemente da vari fattori.

“The crucial element that the scientist brings to any case is the
interpretation of those observations. This is the heart of forensic
science: it is where the scientist adds value to the process”
Ian Evett (2000). The impact of the principles of evidence interpretation on the
structure and content of statements. Science&Justice, 40, 233-239.



“If you cannot explain your evidence to someone that is
not from the field (like a judge) – and you need a lot of
technical excuses to report something – than the result is
not good. You should leave it on a desk and not take it to
court. This is a very common sense approach to this
problem”

(Prof. P. M. Schneider, Conferenza Internazionale “The hidden
side of DNA profiles: artifacts, errors and uncertain evidence”,
Roma, Aprile 2012)

Conclusioni
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